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利用 !"#$ 荧光差异显示技术规模化筛选

棉纤维特异表达基因

孙 杰#，! 李园莉# 汪若海! 夏桂先#"

#（中国科学院微生物研究所，北京 #"""4"）
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摘 要 以陆地棉（3(&&24#)5 "#*&)/)5 B(）品种 7C1# 开花后 3D、!#D、!ED 三个不同发育时期的棉花纤维为材料，利用

<F)5 荧光差异显示（9GG）技术，筛选到 #"3 个差异显示的 AG)5 片段。在此基础上，结合两轮反 )&.H@8., 杂交筛

选和 )&.H@8., 杂交分析，获得了多个仅在棉花纤维细胞中特异表达或在纤维中优先表达基因的 AG)5 片段，序列测

定和数据库搜索分析表明，这些 AG)5 片段中的多数还未有报道。本工作为克隆上述基因的全长 AG)5，并进一步

研究它们在棉纤维发育中的功能奠定了基础。
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棉花是世界上最重要的经济作物，其主要产品

棉纤维是纺织工业的主要原料。棉纤维是由胚珠表

皮细胞经过分化、伸长、次生壁合成和脱水成熟等阶

段发育而形成的［#］。在这些发育过程中形成了纤维

的长度、强度、细度等重要的品质性状，虽然前人已

经在棉纤维发育的形态及细胞学方面进行了大量和

细致的研究，但迄今为止我们对棉纤维发育机制，特

别是分子机制还知之甚少。

棉纤维的发育和品质形成可能与成百个基因的

表达相关，但迄今为止，数据库中仅有 0" 个左右棉

纤维特异或优先表达基因的的报道，而且其中大多

数基因的功能尚不清楚。因此，继续分离鉴定在棉

纤维不同发育时期特异表达的基因，了解他们在纤

维伸长和次生壁合成等重要细胞生命活动过程中的

作用，不仅有重要的理论价值，而且是人们利用遗传

工程手段改良棉纤维品质的重要前提之一。

<F)5 差异显示技术（GG）是研究不同细胞、不

同器官之间以及不同环境条件下基因表达差异的有

效方法［!］，近年来被广泛应用于真核生物差异表达

基因的规模化分离鉴定［0，$，6］，但是在技术上却存在

两个明显的缺点：（#）重复性差，假阳性率高；（!）产

生的差异 AG)5 片段太短（0"" J 6""KL），含有的编码

信息少。针对这些问题，人们进行了大量的探索，产

生了一系列衍生技术，如 ;GG（8,@+,A8D GG）、MGG
（&.D8.8D GG）、NGG（>8,&<=A GG）、BGG（ ’&,>1D=OH+,A8
GG）和 9GG（ P’-&.8OA8,A8 GG）等，使这一技术不断完

善。本工作利用 9GG 技术分析了棉纤维 0 个不同

发育阶段基因的表达差异，同时结合两轮反 )&.H@8.,
杂交筛选［2］，快速简便地筛选到一批棉纤维优先或

特异表达基因的 AG)5 片段，)&.H@8., 杂交分析验证

了这些基因的差异表达。序列测定和数据库分析表

明其中多个属于尚未报道的新基因。

% 材料与方法

%&% 实验材料

实验所用棉花材料为陆地棉（3(&&24#)5 "#*&)/)5
B(）品种 7C1#，由中国农业科学院棉花研究所资源

室提供。棉花开花当天挂牌标记棉铃，按 2、3、#!、

#6、#4、!#、!$、!E GQ5（开花后天数）采集棉铃，剥取

籽棉，再用灭过菌的镊子小心地从胚珠上剥取纤维

细胞，在液氮中速冻后保存于 R 4"S冰箱。

7C1# 种 子 经 硫 酸 脱 绒，"T#U 氯 化 汞 灭 菌



!"#$%，去除种壳后播种于 &’ 盐培养基中，在 ()*
+ ,"*光照培养箱中培养 ( 周，分别取根、下胚轴和

叶，花直接从大田植株上采集，上述材料在液氮中速

冻后，保存于 - )"*冰箱。

!"# 总 $%& 的提取

棉花根、下胚轴、叶、花和纤维细胞的总 ./0 的

提取参照 123% &4［5］报道的方法。

!"’ ($%& 荧光差异显示（)**）

荧光差异显示是在 67%2#89（:7;<#=%）仪上进

行，用 反 转 录 酶 ’>?7@A;@$?B! .C（6$D;2）分 别 从

EFG0、(!FG0、(5FG0 纤维总 ./0 合成 ;F/0 第一

链，并以它为模板，选用 ) 对引物进行 GH.。锚定引

物由 !5D? 的 C5 启动子序列，!(D? 的 ?2I8C 和两个可

变碱 基 组 成，随 机 引 物 由 !JD? 的 &!, 反 向 序 列

（&!,@）和 !"D? 的随机序列组成，锚定引物 K’端标

记荧光。本实验所用锚定引物为 0G,（KL C5MC!( 66
,L）和 0G5（KL C5MC!( 0H ,L），随机引物为 0G.!5（KL
&!,@NHC6HC066C0 ,L）、0G.!)（ KL &!,@NC60C6HN
C0HH ,L）、0G.!E（KL &!,@NCCCC66HCHH ,L）和 0.G("

（KL &!,@NCH60C0H066 ,L），引 物 组 合 为 0G,O
0.G!5、0G,O0.G!)、0G,O0.G!E、0G,O0G.("、0G5O
0.G!5、0G5O0.G!)、0G5O0.G!E、0G5O0.G("。 GH.
产物在高分辨率 KPJQ聚丙烯酰胺胶上电泳，干胶

后扫描并分析差异显示 ;F/0 条带。

!"+ 反 %,-./0-1 杂交筛选差异 2*%& 片段

将差异条带从胶上切下并溶于 ,""R C4 缓冲

液，取 !"R 为模板，用 C5、&!,@ 引物进行 GH. 扩增，

产物回收后溶于 K""R C4 中，取 ("R 于装有 S"""R
"P(#2IOR /=TU 的 7??7%M2@V 管中，,5* 温育 ,"#$%，

取 !"""R 用 AI2B DI2B 仪（:WTN.0F）转移至尼龙膜上

（U8?2%MN/X ，0#7@A3=#），同时制备 S 份。叶、EFG0、

(!FG0、(5FG0 的 总 ./0 分 别 用 ’>?7@A;@$?B! .C
（6$D;2）进行逆转录，同时掺入,( G MHCG 制备成 ;F/0

第一 链 探 针，分 别 和 上 述 尼 龙 膜 杂 交（第 一 轮 反

/2@B37@%）。所获差异片段克 隆 于 CN载 体（?64&NC
4=A8，G@2#7Y=）上，每个连接取 !" 个克隆碱法提取质

粒，按上述方法制备 S 套膜，用同样 S 种探针杂交

（第二轮反 /2@B37@%）。

!"3 %,-./0-1 杂交

!K"Y 总 ./0 在 !P(Q琼脂糖甲醛变性胶上电

泳，用 毛 细 法 将 ./0 转 移 到 尼 龙 膜（U8?2%MN/X ，

0#7@A3=#）上，JK*预杂交 (3 后，利用 G@$#7@N=NY7%7
R=D7I$%Y ’8AB7#（G@2#Y=）标记试剂盒，对阳性克隆双

酶切出的 ;F/0 片段进行标记，用作 /2@B37@% 杂交探

针，H3>@;3 缓冲液杂交 !J3 后洗膜、压片。

!"4 序列分析

F/0 序列由自动测序仪（上海基康生物技术有

限公司）测序，同源性比较在 /H:W :I=AB 上进行。

# 结果与分析

#"! ($%& 荧光差异显示（)**）

棉纤维发育分成起始期、延伸期、次生壁合成期

和成熟期四个阶段。棉纤维细胞的伸长开始于开花

当天，!(FG0 前 后 达 到 最 大 生 长 速 率，在 (" +
(!FG0 停 止 延 伸。次 生 壁 合 成 始 于 !S + !JFG0，

(5FG0左右次生壁的沉积速率达到最高值［)］。因

此，EFG0、(!FG0 和 (5FG0 是棉纤维发育具有代表

性的几个时期。为了了解纤维快速伸长期和次生壁

合成期基因表达的差异，分别用 EFG0（快速伸长阶

段）、(!FG0（伸长停止阶段）和 (5FG0（次生壁大量

合成阶段）棉纤维为试验材料，通过 ZFF 方法，对这

三个不同阶段基因表达的差异进行了分析比较。如

图 ! 所示，在纤维发育的这三个阶段中，基因表达存

在着明显的差异，共发现 !"E 个（ [ S""D?）差异表达

条带，其中在纤维快速伸长阶段（EFG0）表达水平高

的有 JJ 条，伸长停止阶段（(!FG0）表达水平高的有

() 条，次生壁大量合成阶段（(5FG0）表达量高的有

!K 条。

图 ! 棉花纤维细胞 #./0 荧光差异显示结果（部分）

（& 分子量标准，! + ,：EFG0、(!FG0、(5FG0 棉纤维

细胞泳带。箭头示差异显示的条带）

Z$Y\! C37 @7A>IBA 2V ZFFNGH. V2@ #./0
2V ;2BB2% V$D@7 ;7II（?=@B）

&：#2I7;>I=@ I=MM7@；Z$D7@ ;7II =Y7 ]=A A32]% $% FG0\ !：EFG0；(：

(!FG0；,：(5FG0\ 0@@2] A32] M$VV7@7%B$=I M$A?I=8 V@=Y#7%BA

#"# 差异表达基因的反 %,-./0-1 分析和克隆

为了减小对各基因独立进行 /2@B37@% 分析的工
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作量，我们通过两轮反 !"#$%&#’ 方法，对所获 ()!*
片段所代表基因的差异表达进行了鉴定。首先，在

严谨条件下分别对上述 +,- 个差异 ()!* 条带进行

./0 扩增，./0 产物回收后点在尼龙膜上（1 张）。

以 234+ 品种的叶（对照）、-).*、5+).* 及 56).* 纤

维的 70!* 反转录标记的 ()!* 为探针，进行第一

轮反 !"#$%&#’ 杂交，结果筛选到 18 个差异较大的条

带（图 5）。考虑到 9))4./0 获得的差异片段中可能

包含长度相同而序列组成不同的若干条 ()!* 片

段，分别把这 18 个差异片段克隆到 24载体中，转化

后各挑选 +, 个重组克隆，分别提取质粒，按上述方

法进行第二轮反 !"#$%&#’ 杂交分析，结果发现其中

的 5, 个克隆在纤维发育的三个阶段的杂交信号明

显不同，且在以叶为对照的杂交中无信号或信号极

弱。

图 5 反 !"#$%&#’ 杂交结果

9:;<5 2%& #&=>?$= @"# 0&A&#=& !"#$%&#’
B:; C##"D：E8 ;&’&（("’$#"?）；F7C?? C##"D：()!* (?"’&= "@ G:@@&#&’$:C? &H4

I#&==:"’

!"# $%&’()&* 杂交鉴定及差异表达 +,$- 克隆的

./01’ 分析

为了验证上述差异表达 ()!* 克隆的基因差异

表达，对部分基因的表达特征进行了 !"#$%&#’ 杂交

分析。如图 J 所示，这些基因在棉花纤维发育的不

同时期的表达有明显的差异，与反 !"#$%&#’ 杂交结

果基本一致。例如，克隆 !"< 5-4+ 主要在 +5).* 和

+K).* 的纤维中表达，且在 +K).* 纤维表达量特别

大，这一时期恰好是初生壁与次生壁合成转换时期，

推测该基因的表达可能与纤维次生壁的合成有关；

克隆 !"< 584+ 为纤维特异表达，在纤维发育早期表

达量较高，然后随着纤维细胞的发育逐渐下降，推测

该基因的表达与纤维细胞的伸长相关。序列测定和

同源性比较表明，多数差异表达 ()!* 片段所代表

的为尚无报道的新基因。目前，我们正在进行 ()!*
文库筛选，以得到这些基因的全长 ()!*，并将对其

在纤维发育中的功能进行深入探讨。

图 J 部分阳性克隆基因表达特征的 !"#$%&#’ 分析

9:;<J !"#$%&#’ L?"$ C’C?M=:= "@ ="7& I"=$:A&
(?"’&= @#"7 G:@@&#&’$ $:==>&=

+：#""$=；5：%MI"("$M?&；J：?&CA&=；1：@?"D&#=< 9:L&# (&?? C;& DC= =%"D’ :’

).*；NC’& O P K：8，+5，+K，51).* @:L&# (&??，#&=I&($:A&?M< 2%& +KF

#0!* DC= >=&G C= $%& 0!* ?"CG:’; ("’$#"?

# 讨 论

利用基因工程方法来提高纤维品质是当前棉花

育种领域的主攻方向之一，这一方法的关键是要获

得控制纤维品质的重要功能基因。由于纤维伸长阶

段的发育决定纤维的长度性状，而次生壁合成阶段

的发育与纤维的强度和细度品质密切相关，因此，分

离鉴定在这些发育阶段特异表达的基因，是获得控

制纤维长度和强度等品质性状功能基因的重要途

径。

近年来，一些研究者通过对棉花纤维 ()!* 文

库的差别筛选、减法杂交和 70!* 差异显示等方法，

获得 了 一 些 在 纤 维 发 育 不 同 阶 段 差 异 表 达 的 基

因［- P +1］。美国 3"’=C’$" 公司的 Q"%’ 实验室对其中

的几个基因，分别用 C’$:=&’=& 方法进行了功能鉴定，

但发现其表达水平的改变与纤维品质性状没有明显

的相关性［-］。因此，他们认为纤维品质可能受到另

外一些尚未分离鉴定的棉花基因的控制。

为了继续寻找在棉纤维发育和品质形成中起重

要作用的功能基因，本文利用 70!* 荧光差异显示

技术，结合两轮反 !"#$%&#’ 杂交筛选，对纤维伸长期

和次生壁合成期的差异表达基因进行了规模化分离

鉴定，获得了多个在棉花纤维细胞快速伸长阶段或

次生壁大量合成阶段特异或优先表达基因的 ()!*
片段，并通过 !"#$%&#’ 杂交对其基因表达特征进行

+1+ 期 孙 杰等：利用 70!* 荧光差异显示技术规模化筛选棉纤维特异表达基因



了验证，序列分析表明这些基因多数为未报道的新

基因。这些基因的分离鉴定为研究棉纤维发育的分

子机理增添了新的试验依据。

目前，我 们 正 在 从 !"#$ 文 库 中 筛 选 其 全 长

!"#$，将通过%#$& 和过量表达技术进一步探讨这

些基因的细胞内功能，并从中寻找与纤维伸长和次

生壁合成密切相关的重要功能基因。
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