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摘要: 构建病毒诱导的寄主植物 cDNA 文库是利用酵母双杂交方法筛选与病毒相互作用寄主因子的前提条件. 该

文以大麦条纹花叶病毒接种大麦, 在 ELISA 跟踪检测的病毒复制和运动初期, 采集大麦叶片, 用 TRIZOL 法提取

总 RNA, 利用 SMART 原理进行反转录 PCR 获得 dscDNA , S f i Ñ /X ho Ñ共切后 11 1%琼脂糖凝胶检测并分段回

收 dscDNA , 分别与 Sf i Ñ / X ho Ñ共切的载体连接后, 共同转化 X-blue 感受态细胞构建文库. 文库的容量和质量

检测结果表明: 文库的容量为 11 27@ 106 , 插入片段大于 500 bp, 集中在 11 2 kb 左右, 符合酵母双杂交筛选文库的

要求.
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植物病毒侵染植物、在植物体内复制和运输除了需要病毒自身编码蛋白之间的相互协助作用外, 还需

要寄主因子参与 [ 1-4] . 寻找这些与病毒编码蛋白相互作用的寄主因子, 研究其在植物病毒的生命循环过程中

所起的作用, 是利用基因工程进行抗病育种, 从而防治植物病毒的另一条有效途径
[ 5, 6]

. 其所用的方法主要

有Far-w estern, mRNA 差异显示, 基因芯片杂交等, 而目前报道的与T MV、CMV 等多数病毒编码蛋白相

互作用的寄主因子多是用酵母双杂交系统获得的[ 7-10] . 在本文中, 我们利用国内分离的 BSMV [ 11]构建了病

毒诱导大麦叶片的 cDNA 文库, 为用酵母双杂交的方法从中筛选与 BSMV 编码蛋白相互作用的寄主因子,

寻找来源于寄主系统的抗病毒靶标奠定了基础.

1  材料方法
11 1  毒源和种子

大麦条纹花叶病毒于 2003年 3月采自北京郊区大麦田, - 80 e 冻存; 接种大麦种子由西南大学植物

保护学院植物病毒学研究室保存.

11 2  主要试剂
RNA 提取和纯化试剂盒购自 T aKaRa(大连宝生物公司) ; 反转录试剂盒 Superscript II购自 Invit rogen

公司; LA-Taq酶购自 Clontech公司; 引物由 Invit rog en 公司合成.

11 3  大麦的病毒诱导和 ELISA检测

温室内播种大麦, 培养至第一叶片 10 cm 左右汁液摩擦接种大麦条纹花叶病毒. 接种后每天采集 5片

叶子进行 ELISA 检测病毒, 于病毒开始复制和在大麦体内运输初期, 收集大麦叶片备用.

11 4  病毒诱导大麦叶片总 RNA的提取

病毒诱导大麦叶片的总 RNA 的提取采用北京天根科技生化科技有限公司的 RNA 提取试剂盒. 提取
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RNA 用紫外分光光度计检测浓度和纯度, 并进行琼脂糖甲醛变性电泳分析.

11 5  dscDNA的获得

根据所制备的总 RNA 浓度, 以总 RNA ( 01 5~ 1 Lg )为模板, 用 olig o ( dT )引物 5p-GAGCAACG-

CAGAGTACT 20-3p, oligo( dG)引物 5p-CAACGCAGAGT ACGCGGG-3p, 按 BD SMART ( tm )反转录试剂

盒说明书合成第一链 cDNA. 取 2 LL 第一链 cDNA , 以 5p-GGTGGTGGCCAT GGAGGCCCAACG-

CAGAGTACGC-3p (划线部分酶切位点为 Sf i Ñ)为上游引物, 5p-ATCGAGCT CGAGCAACGCAGAG-

T AC-3p(划线部分酶切位点为 Xho Ñ)为下游引物, 用长距离 PCR( LA-T aq)合成试剂盒扩增得到双链 cD-

NA , PCR 反应条件为 72 e 10 m in, 95 e 1 min; 95 e 20 sec, 68 e 6 min, 18个循环; 4 e 保存. 取 5

LL RT-PCR产物在 11 1%琼脂糖凝胶电泳上鉴定双链 cDNA 的分布范围. 将 PCR 产物以 Sf i Ñ/ Xho Ñ

共切, 酶切产物用 DNA 回收试剂盒分 500~ 800 bp、800~ 1 200 bp、1 200~ 2 000 bp和大于2 000 bp共4

段回收.

11 6  dscDNA与载体的连接和文库的转化

取2 Lg 回收双链 cDNA 与S f i Ñ / X ho Ñ共切的 pGADT 7载体 3 Lg, 于 4 e 连接 24~ 48 h. 连接产物

经无水乙醇沉淀脱盐后, 分 2等份, 分别电击转化入大肠杆菌 X-blue感受态细胞( Str atagene) , 电击条件

为: 21 0 kv, 25 LF, 200 8 . 将转化细胞合并涂布在约 80~ 100个 LB 平板上(含有 100 mg / L A mpicilin) ,

37 e 培养 16~ 18 h. 收集克隆保存于无菌的冻存管中, 于- 80 e 备用.

11 7  文库容量的检测

将- 80 e 保存的未扩增文库的菌液在冰上融化, 将菌液按 10倍稀释法, 分别稀释 102 , 103 , 104 , 105 和

106 倍. 取各种稀释度的菌液 100 LL 涂布在 LB 平板上(含有 100 mg / L Ampicilin) , 每个稀释度做 3个重

复. 37 e 培养箱中倒置培养过夜. 检查平板, 记录菌落数, 按下面的公式计算库的容量.

菌落数 @ 稀释倍数 @ 1000
涂布体积

= 菌落数 / 毫升( cfu/ mL)

11 8  文库插入片段大小的分析
培养过夜的平板上随机挑取克隆, 在LB/ Amp液体培养基中 37 e , 250 rpm摇床培养 8 h后进行菌液

PCR, 检测文库中插入片段的大小. 引物为质粒 pGADT 7 测序通用引物 P1: 5p-CTAT TCGATGAT-

GAAGATA CCCCACCAAA CCC-3p; P2: 5p-GT GAA CT TGCGGGGTT TT TCAGTA TCTA CGAT-3p进行

PCR扩增. 反应条件为: 94 e 变性 5 m in; 94 e 30 s, 53 e 30 s, 72 e 2 min, 25个循环; 然后 72 e 延伸
10 min. PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测.

2  结果分析
21 1  BSMV-CH诱导大麦的总 RNA分析

大麦接种 BSMV后第4天在未接种叶片检测到病毒的存在, 表明病毒已经侵染大麦并开始复制运输. 采

集大麦叶片用试剂盒提取总RNA, 紫外分光光度计 UV40测定总 RNA结果如下: RNA浓度为 1152 Lg/LL,
OD260/ 280= 1186. 琼脂糖甲醛变性电泳分析总 RNA大小完整(图 1) , 表明总 RNA可以用于构建文库.

21 2  dscDNA的片断长度

取5 LL RT-PCR产物在 110%琼脂糖凝胶上电泳, dscDNA 的分布范围主要集中在 11 2 kb左右, 500 bp

以下的片段明显较少(图 2) .

21 3  cDNA文库质量的检测和扩增

活化冻存的大麦 cDNA 文库并检测库的容量. 涂板时做了 6个稀释度, 每个稀释度做了 3个重复. 待

平板上的菌落生长 12 h可以计数后, 选择菌落数在 30~ 300之间的平板计数, 按照计算公式算出 cDN A文

库的容量. 结果稀释度为 103 的平板上生长的菌落比较均匀而且基本在上述范围内, 其它平板上的菌落由

于菌落太多无法计数或只长出 20, 30甚至几个菌落而不适合用来计数. 统计 103 稀释度平板上的菌落计算

出文库的容量为 11 27 @ 10
6
(表 1) , 表明- 80 e 保存的病毒诱导大麦叶片的 cDNA 文库可以用来进行酵母

双杂交筛选.
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图 1  病毒诱导大麦叶片总 RNA 图 2  dscDNA的片段长度

表 1  文库容量检测结果

平板号 菌落数/ cfu 库容量/ ( cfu # mL - 1 )

1 105 11 05 @ 106

2 113 11 13 @ 106

3 152 11 52 @ 106

平均值 11 27 @ 106

  从文库容量测定平板上随机挑取的 10个克隆, 经液体培养后, 菌液 PCR扩增结果如图 3, 可见 PCR

产物主要集中在 01 5 kb以上, 11 2 kb 左右, 可以满足双杂交筛选的需要.

图 3  dscDNA的片段长度

3  讨   论
本文库构建的目的是利用酵母双杂交技术获得与 BSMV相互作用的寄主蛋白, 研究病毒与寄主的相

互作用. 因此, 在诱导过程中必须寻找到病毒侵染过程中诱导表达的寄主基因. 一般在病毒的复制和运动

初期寄主体内与病毒互作的基因处于表达上升期, 此时构建的文库获得与病毒互作的寄主基因几率比较

大. 本试验中通过接种后 ELISA 跟踪检测, 确定该时间为接种病毒后第 4天.

本实验采用改良的 SMART 技术构建了大麦条纹花叶病毒诱导的大麦 cDNA 文库. 从整个实验过程

看, 本实验采用的方法要比Wellenreuther 等构建的分级分离后再扩增的 SMART 文库显得更简单、快捷、

易操作[ 12] . 构建文库的过程中, 载体与片段连接的步骤, 容易出现小片段连接几率大, 而大片段连接几率

小, 从而导致文库中大片段含量少的现象
[ 13]

. 为解决该问题, 我们在获得第 2链时, 进行了分段回收连接,

即分别割胶回收 500~ 800 bp、800~ 1 200 bp、1 200~ 2 000 bp和大于 2 000 bp的片段与载体连接, 连接

产物混合后进行电击转化, 结果保证了文库中不同长度片段的丰度, 增加了后续实验的成功率.
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Abstract: It is necessar y to const ruct the cDNA library of plant infected by v ir us before screening the host-

virus- inter act ion gene o f the host . In an experiment repo rted in this paper, barley w as inoculated w ith

Bar ley S tr ip e M osaic V ir us . At the init ial stag e of virus replicat ion and movement , leaves infected by

Bar ley St rip e Mosaic V ir us were co llected and total RNA was ex tr acted fr om them . DscDN A was synthe-

sized by RT-PCR w ith SMART method. The dscDNA was dig ested by Sf i Ñ / X ho Ñ and separated into

dif ferent parts based on their size by 11 1% agarose gel. Each part of the dscDNA was lig ated separately to

the vectors dig ested by Sf i Ñ/ X ho Ñ. All the recombinant vector s w er e elect roporated into E1 coil X-blue

to const ruct the cDNA library. T he detect ion result show ed that the cDNA library contained 11 27 @ 10
6
re-

combinant clones and that all the inserted cDNA fr agments w ere mo re than 500 bp in size and most w ere a-

r ound 11 2 kb.

Key words: Barley St rip e Mosaic Virus ; induce; const ruct; cDNA library
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