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摘  要:抑制性差减杂交( SSH)技术作为一种稳定、高效、简单的富集和分离差异表达基因方法, 为

研究植物生长发育及病虫害和其他一些生物或非生物逆境胁迫下的特异基因的表达和相关基因的

分子克隆提供了有力的工具。介绍了 SSH 技术的基本原理、技术要点, 并对 SSH 技术在其他植物

和柑桔逆境生理研究中的应用现状和前景进行了探讨。
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  柑桔是世界上最重要的水果之一,也是我国南
方最主要的果树。作为世界第一的柑桔生产大国和

重要的柑桔原生中心, 中国的柑桔业已经成为广大

南方地区农业发展的重要经济支柱产业。然而近年

来由于气候变迁,我国柑桔生产受到各种自然灾害

和病虫害的严重影响, 如何控制这些生物和非生物

胁迫已成为柑桔业健康发展中迫切需要解决的问

题。在这种情况下,相关科学问题比如逆境生理及

相应调控基因的研究已成为柑桔科学研究的热点。

近年来,作为研究逆境胁迫下植物基因表达的重要

手段,抑制性差减杂交( SSH )技术在柑桔逆境生理

研究上获得了较为广泛的应用。SSH 技术是一种可

用于分离两个 mRNA 样本间差异表达基因的高效

简便的生物学手段, 由于该技术在研究基因差异表

达、基因克隆及基因功能方面有着特殊的优势[ 1] , 因

而自 1996 年 Diatchenko 等[2] 报道以来, 在许多研

究领域得到了广泛的应用。

本文旨在对 SSH 技术的原理及其在柑桔逆境

生理研究中的应用现状及前景进行综述。

1  SSH技术概况

SSH 技术的主要步骤: ( 1)分别从处理和对照

或其他任何两个要比对的不同器官或组织中提取

RNA, 合成 cDNA ,用钝端核酸内切酶处理; ( 2)将处

理或感兴趣材料的 cDNA(受试方, tester )分成两

份, 与两个不同的接头连接; ( 3)分别与过量的对照

cDNA(驱动方, dr iver )杂交; ( 4)选择性 PCR扩增与

接头相连的受试方 cDNA 分子; ( 5)克隆 PCR产物,

构建差减文库以及筛选文库。该技术运用了杂交二

级动力学原理, 使得受试方和驱动方的 cDNA 在变

性后再复性的过程中, 原来在丰度上有差别的单链

cDNA 达到均一化。当采用与两个不同接头序列互

补的引物进行 PCR 扩增时, 非目标序列 (无差异表

达基因的 cDNA)因两端存在反向重复序列,退火时

易产生类似/ 锅柄0的结构, 无法与引物配对,从而使
扩增受到抑制, 而目标序列 (差异表达基因的 cD-

NA)则可以得到有效扩增。采用 SSH 技术构建的

cDNA 文库有假阳性率低[ 3]、特异性较高、灵敏度较

高、效率高[4]、背景低、操作简单及试验结果易分

析[ 5]等优点, 但也有对 mRNA 量要求较大和有表达

丰度差异的 cDNA 很可能被驱动方过量的 cDNA

掩盖的缺点, 也无法筛选到酶切位点较少或无酶切

位点的基因的样品, 以及差异较大的样品不适于应

用该技术。

在应用过程中, SSH 技术中存在的假阳性[ 6, 7]、

转录效率[ 8]等一系列问题得到了改进。目前, 在生

物技术领域得到广泛应用的可以有效减少文库中假

阳性克隆的 MOS [9] ( M ir ro r O rientation Select ion)

技术就是由 SSH 技术衍生而来的。SSH 技术与其
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他一些技术方法如与 cDNA 芯片技术[ 10] 等的联合

应用也正在日益增加。

2  SSH技术在其他植物研究中的应用

自 1999 年 Bir ch[ 11] 等在对马铃薯晚疫病的研

究中第一次将 SSH 技术成功运用于植物学领域后,

SSH 技术也开始被广泛应用于研究植物在各种逆

境胁迫条件下的表达差异。如了解植物在各种胁迫

条件下的反应及信号传导途径, 研究植物对逆境反

应的分子机理等。这些研究为植物抗逆性遗传改良

奠定了基础。目前, 该方法已经被应用于包括小

麦[ 12- 14 ]、水稻[ 15- 16]玉米[17-18]和大豆[ 19] 等主要农作

物在内的多种植物。在特异性表达基因研究方面,

SSH 技术应用成果显著。如利用该技术成功地克

隆了辣椒素的生物合成相关基因[20]、苜蓿菌根形成

相关基因[21]、甜菜根特异性表达基因[22-23]等。在植

物抗逆性研究方面, 骆蒙等构建了一个白粉菌侵染

初期的 SSH 技术文库, 获得已知功能的 EST 271

条,通过分析, 推测苯丙烷代谢途径、细胞壁结构修

饰作用、细胞保卫机制参与了小麦对白粉病的抗病

过程[24] ; Zheng 等利用 SSH 技术对淹水胁迫下玉米

幼苗基因进行了研究, 构建了 960 个重组克隆, 从

中鉴定出 533个和淹水胁迫有关的基因克隆, 经测

序和序列比对共得到 190 个唯一表达的序列标

签[25] ; Ruisheng Gu 等以 300 mM NaCl高盐胁迫下

胡杨为材料,利用 SSH 技术和基因芯片对高盐逆境

条件下转录情况进行了分析[26] ; Sung 等用 SSH 技

术构建了创伤诱导的野生水稻差减文库, 并应用含

960 个随机克隆的 cDNA 芯片对文库进行反向

Northern 检测, 得到 371 个阳性克隆[ 27] ; Chong 等

在研究水稻抗稻瘟病的机制时,用 SSH 技术从接种

有水稻稻瘟病病原体的抗病突变株中分离到了 26

个差异表达的基因[28]。类似的研究还有很多。由

此可见, SSH 技术是克隆时空表达有差异基因的重

要手段。

3  SSH技术在柑桔逆境胁迫研究中的应用

利用 SSH 技术来研究柑桔抗逆性已经极为普

遍。目前,该技术在柑桔逆境生理研究领域的应用

主要体现在逆境条件下特异性表达基因的筛选、重

要基因的克隆、转录谱变化等。其中, 应用最多的

是在特异性表达基因的筛选上。Gao 等应用 SSH

技术对导致形成果斑的特异性表达基因进行了一系

列的筛选和表达分析研究[ 29] ; Marco s 等通过将

SSH 技术和基因芯片技术的结合对感染青霉病后

柑桔特异性表达基因进行了分析, 从中随机挑选了

331 个克隆进行测序和对比分析, 定位出 211 个唯

一表达的 EST ,并指出乙烯是与各种感染途径相关

的重要因子[ 30] ; Silv a-Pinhati等 以感染了柑桔球座

菌( Guig nardia citr icar p a)后表现出黑点病症状的

柑桔为材料, 应用 SSH 技术分别构建了正向和反向

差减文库, 经过挑选克隆、测序对比分析, 得到 90 个

唯一表达的 EST [31] ; 龙桂友采用 SSH 技术和蛋白

质组技术, 以枳为主要材料,从转录水平和翻译水平

分离柑桔低温诱导差异表达的相关基因和蛋白[32] ;

谈安群等以椪柑为试材, 利用 SSH 技术构建了干旱

胁迫下兴春椪柑 ( Citrus r eticulata )的正向差减文

库, 得到了干旱胁迫相关的基因 20 多条[ 33]。应用

SSH 技术进行的柑桔逆境生理、特异性表达基因的

研究还有很多, 其应用范围也开始逐步从以特异性

表达基因的筛选为主转移到和抗逆相关的重要功能

基因的克隆和功能解析上。在柑桔重要功能基因的

克隆研究方面, 焦徕以枳为材料, 采用 SSH 技术对

柑桔抗寒相关基因的表达进行了研究, 并将筛选到

的差异表达 cDNA 克隆加以鉴定, 获得 1 个首次在

柑桔上发现的、编码冷相关 COR413 蛋白基因的

EST 序列及多个功能未知的相关 EST [34]。

在其他一些方面 SSH 技术也得到了一系列的

应用。如 L iu 等[ 35]以甜橙为材料,应用 SSH 技术对

甜橙果实成熟过程相关的突变与对照在基因转录水

平上的差异进行了分析; K outsioumar i等[36]以两个

柠檬品种的为材料, 应用 SSH 技术构建了冷害及感

染了枝枯病后的差减文库, 并对这两种柠檬的基因

差异表达进行了对比; 高雪等[ 37] 以奉节脐橙为材

料, 构建了果皮褐变差减文库并进行了初步分析; 叶

庆亮等[ 38]以/岩溪晚芦0椪柑为材料,以果皮作为受
试方, 以果肉为驱动方,构建了/ 岩溪晚芦0椪柑果皮

与果肉差减 cDNA 文库,筛选得到分属于 126 个基

因的 377 个 EST , 并对这些 EST 进行了初步分析。

4  展望
自 SSH 技术被正式提出并开始有试剂盒批量

生产以来, 其应用范围日趋广泛。我国柑桔产区主

要分布在自然灾害发生比较频繁的地区,时常受到

冻害、干旱、洪涝、病虫害等自然灾害的影响,导致柑

桔单产下降, 果品品质受损,给柑桔产业带来巨大的

经济损失。为保障柑桔产业的健康发展, 增强其抵

御自然灾害的能力, 除了加强基础设施建设外,还必

须通过栽培和育种技术增强柑桔自身的抵抗能力。

可以预见, SSH 技术在研究柑桔抗性生理方面将会

有更广泛的应用, 并主要集中在以下几个方面: ( 1)

利用 SSH 方法研究病虫害等生物因子及一些非生

物因素如洪涝、干旱、高温和冻害等发生过程中相关

基因的动态表达, 获得一些包括转录因子、信号转导

原件等关键蛋白的控制基因,这必将有助于从分子
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水平上探明柑桔的抗逆机理,并为定向培育抗寒、抗

旱、耐盐等具有良好环境耐受性的柑桔新种质提供

理论和材料依据。( 2)利用 SSH 技术研究柑桔的抗

虫和抗病机理。如柑桔被病源侵染和昆虫为害后的

转录谱变化,以及抗性信号分子乙烯、水杨酸 ( SA )、

茉莉酸( JA )等[ 39]的合成及信号传导途径相关基因

的表达情况,对探讨病变机理和过程, 克隆发病和抗

病相关基因,进而进行抗病虫育种等具有重要价值。

( 3)利用 SSH 技术研究柑桔果实的衰老, 对了解柑

桔果实的衰老机制、延长贮藏时间、延长货架期、提

高经济效益等方面具有重要意义。

综上所述, SSH 技术操作上并不复杂, 所需试

验仪器也不昂贵,试验流程比较简单且假阳性率低,

为鉴别和分离差异表达基因提供了一种强有力的工

具。随着 SSH 技术的不断改进、发展和应用, 将在

柑桔新基因的筛选与克隆、基因的时空表达, 柑桔衰

退病、黄龙病、溃疡病、潜叶蛾和粉虱等病虫害为害,

以及水分、温度等环境胁迫等研究中发挥积极作用。
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书   讯
由中国农业科学院果树研究所赵进春副研究员

主编的521世纪果树优良新品种6一书已由中国林

业出版社出版。全书约 30 万字, 200 余幅彩图。书

中详细介绍了近 10 年来我国新选育的 23 个树种

204 个果树新品种, 内容包括: 选育经过、果实经济

性状、生长结果习性、物候期、适应性及选育单位。

该书收集的树种较全面, 品种多,可供广大果树育种

工作者、果树技术人员、果农、果树育苗户及农业院

校师生参考。单价 25 元, 需挂号邮寄, 则每件另加

挂号费 3 元。
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