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声波刺激对拟南芥基因表达的影响
3

王 伯 初 ,张　进 ,段 传 人 ,王 道 红
(重庆大学 生物工程学院 生物力学与组织工程教育部重点实验室 ,重庆　400030)

� � :运用银染 mRNA逆转录差异显示 (DDRT - PCR)技术 ,初步研究了声波刺激对拟南芥差异
基因表达的影响.研究分离得到 SA3、SG2 - 1、SG2 - 2、SG7 - 1、SG7 - 2、CA2共 6个差异表达基因片段 ,

进一步运用 Northern点杂交确定 SA3、CA2、SG7 - 1为阳性片段 ,其中 SA3片段属于声波刺激特异表达

基因 , SG7 - 1片段属于声波刺激增强表达基因 , CA2片段属于声波刺激抑制表达基因.研究结果表明
植物在基因水平对声波刺激具有响应 ,为下一步探索植物响应声波应力的分子生物学调控机理奠定了
基础.
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　　由 L iang等 [ 1 ]于 1992年首次建立的 mRNA差异
显示聚合酶链式反应技术 (mRNA differential disp lay

PCR,DD - PCR)是目前在筛选、克隆差异表达基因方
面广为应用的技术.该方法通常采用测序胶放射自显

影来显示扩增条带 ,虽然有敏感性高的优点 ,但是易造
成放射性同位素污染 ,且实验周期长 ,对实验条件要求
也较高 [ 2 ] .银染方法的建立 ,始于 1979年对蛋白质的

染色 [ 3 ]
,以后逐渐应用于核酸.在笔者的研究中 ,采用

银染 mRNA差示显示分析了声波刺激后的拟南芥 ,并
获得了 3个阳性片段.

1　材料与方法

1. 1　材料
将拟南芥分为声波刺激组和对照组 ,声波刺激的

声强为 100 dB ,频率为 1 000 Hz.对刺激组刺激 9 d,每
天刺激 60 m in,实验组接受刺激时 ,对照组也拿出培养

箱 ,放置在与实验组条件一致的环境中.

1. 2　方法
1. 2. 1　总 RNA的提取

采用 RNeasy PlantM ini试剂盒提取刺激组和对照
组的总 RNA.

1. 2. 2　逆转录

在本次实验中 ,根据文献 [ 4 ]合成 3种锚定引物 ,

o ligo - d ( T) 10M (M = G, A , C).在每管刺激组和对照

组中加入 1. 26μg RNA样品 ,然后加入锚定引物 ,锚
定引物和样品的总体积达到 11μL,不足 11μL时加

入 DEPC处理水补足.于 70 ℃育温混合物 5 min,在冰上
冷却 ,加入 : 4μL, 5×逆转录缓冲液 ; 2μL, 10 mmol/L 4×

dNTP; 20 mmol/ (m in·L) , RNase抑制剂 ;加 DEPC水
定容至 19μL. 在 37 ℃育温 5 m in,加 1μL, 2. 0 ×
105 mol/ (m in·L2 )的 MMuLV逆转录酶 ,混合后在

42 ℃育温 60 m in,加热至 70 ℃并维持 10 m in停止反
应 ,然后于冰上冷却.

1. 2. 3　PCR

在 PCR扩增中所选用的锚定引物和逆转录中的
锚定引物相同 ,随机引物设计为 : HAP1, AAGCTTGAT2
TGCC; HAP2, AAGCTTCGACTGT; HAP3, AAGCTTT2
GGTCGA; HAP4, AAGCTTCTCAACG; HAP5, AAGCT2
TAGTAGGC; HAP6, AAGCTTCGACCAT; HAP7,

AAGCTTAACGAGG; HAP8, AAGCTTTTACCGC.

按照每个锚定引物和 8个随机引物配对 ,每个样
品用 3个锚定引物 ,则共有 24个引物对.在 PCR扩增

中所选用的锚定引物和逆转录中的锚定引物相同.

1. 2. 4　电泳
采用 B io - Rad的电泳槽和电泳仪 ,进行 6%变性

丙烯酰胺凝胶电泳.取 3. 5μL PCR产物与 2μL甲酰

胺上样缓冲液混合 ,置 80 ℃孵育 2 m in,将样品加入

6%变性聚丙烯酰胺凝胶上 ,恒定电压 45 V电泳约
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3. 5～4 h.加样前先将凝胶加样孔中的尿素用加样器

冲干净 ,以利于得到高分辨率的差异显示 cDNA片段.

1. 2. 5　银染

参考 Carlos
[ 5 ]和 B rant

[ 6 ]的方法对硝酸银染色方

法进行改进.银染步骤 : 1 )固定 ,加入 100 mL固定溶

液 (10%乙醇 , 1%醋酸 ) ,轻轻摇动 10 m in. 2)漂洗 ,用

蒸馏水洗胶 1 m in. 3)预处理 ,用 100 mL 1. 5%的硝酸

预处理 3 m in,轻轻振荡. 4 )漂洗 ,加入蒸馏水漂洗

1 m in. 5)银染 , 用 100 mL 0. 2%的 AgNO3溶液染色

20 m in. 6)漂洗 ,用蒸馏水漂洗胶 2次 ,每次 15 s. 7)显

色 ,先用 100 mL冷显色液 ( 30 g /L Na2 CO3 , 0. 2%的

37%甲醛 )显色 ,轻轻振荡 ,直到溶液变黑色 ,再用

200 mL冷显色液重新显色 4～7 m in,直到条带显出满

意的亮度后 ,去掉显色液. 8)终止 ,加入 100 mL的 5%

的醋酸 5 m in停止显色 ,用蒸馏水洗胶.整个染色过程

在 1 h内可以完成.

1. 2. 6　二次 PCR扩增

使用 Beyotime公司 DNA凝胶回收试剂盒从琼脂

糖凝胶中回收 DNA.用回收的 cDNA水溶液作模板进

行第 2次 PCR扩增 ,引物组合和条件与第 1次 PCR相

应的相同 ,然后进行 1. 2%琼脂糖凝胶电泳检测.

1. 2. 7　Northern杂交

将总 RNA于 70 ℃变性 5 m in,取 2μL点到带正

电荷的尼龙膜上 ,自然干燥后重复点样 2次.干燥后 ,

于 80 ℃烘烤 2 h,固定 RNA.采用 North2South D irect

HRP ( horseradish peroxidase)标记检测试剂盒 ( Peirce,

USA)进行杂交.

2　结果分析

2. 1　总 RNA样品

将提取的拟南芥总 RNA用紫外分光光度计测定

在 260 nm和 280 nm的 OD值 , OD260 /OD280比值为

2.用变性琼脂糖凝胶电泳对 RNA完整性进行鉴定.从

图 1可以看出 , RNA基本未降解 , 28S RNA带的亮度

基本是 18S RNA带的 2倍 ,说明所提取的总 RNA样

品质量较高 ,可以满足后续 DDRT - PCR和 Northern

杂交的实验需要.

� 1 � RNA�����

2. 2　银染结果

电泳完毕后 ,用银染法检测不同材料基因转录水

平上的差异 ,根据差异片段的大小和重复性结果笔者

选取了 6条条带 ,结果见图 2. 片段 SA3的大小为

270 bp,片段 CA2的大小为 370 bp,片段 SG2 - 1的大

小为 300 bp,片段 SG2 - 2的大小为 190 bp,片段

SG7 - 1的大小为 580 bp,片段 SG7 - 2的大小为

290 bp.

� 2 �	
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2. 3　二次扩增结果

1. 2 %琼脂糖凝胶电泳检测结果如图 3,由图 3可

见从变性聚丙烯酰胺凝胶上回收的差异片段中除

SG2 - 2片段重扩增后没有出现条带外 ,其余的均为单

一扩增带.将 SG2 - 2片段的重扩增产物稀释 100倍

后 ,再重新扩增后电泳 ,在琼脂糖胶上仍然不显示条

带.将 SG2 - 2片段作为假阳性 ,予以丢弃.

� 3 ������ PCR���

2. 4　Northern点杂交

用 SA3, CA2, SG2 - 1, SG7 - 1, SG7 - 2这些片段

重扩增纯化后的 cDNA做探针 ,和提取到的对照组与

刺激组的总 RNA进行杂交 ,以检测其是否与声波刺激
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有关.采用 Northern点杂交的方式检测剩下的 5个差

异片段的真阳性 ,如图 4. SG2 - 1在声波刺激组和对

照组中表达水平相当 ,片段 SG7 - 2在声波刺激组和

对照组中都不表达 ,这 2个片段均属于假阳性. SA3、

CA2、SG7 - 1 3个属于阳性片段 ,片段 SA3和 SG7 - 1

来源于刺激组 , CA2片段是来源于对照组中.

� 4 Northern���

3　讨　论

由于植物与环境的关系是非常密切和谐的 ,在某

一特定环境因素的长期影响下 ,植物形成了适应于该

环境的形态、内部结构和生理特征.除了必须的生存条

件对植物的生长发育起作用外 ,植物体不可避免地要

受到自然的或人为施加的影响 ,如水、盐、干旱、电磁

场、化学物质等 ,在植物生理上 ,表现为植物对外界胁

迫的一种适应性和抗逆性 ;从根本上 ,则是植物基因在

转录水平上差异性表达的结果.近年来 ,差异显示技术

已被大量地应用于分离植物差异表达基因的研究中.

为了阐明植物对外界应力的表型适应性和被诱导的基

因表达之间的关系 , Khaled Masmoudi等 [ 7 ]从盐水处理

过小麦中 ,分离克隆到一条与盐胁迫有关的基因片段.

王振英等 [ 8 ]分析了黑麦盐胁迫条件下应答基因 cDNA

片段的表达特性 ,得到 3个差异表达 cDNA片段 ,证明

与盐胁迫直接有关 ,其中 SI800可能是一个盐胁迫应

答基因片段.

从图 1可以看出刺激组拟南芥的总 RNA条带亮

度明显高于对照组的亮度 ,并且紫外分光光度计测定

的刺激组的 RNA含量较对照组的高 ,这表明经过声波

刺激后拟南芥 RNA含量有较大的提高.王秀娟对菊花

进行实验也得到同样的结果 [ 9 ] ,她发现经过声波刺激

菊花幼苗后 , RNA和可溶性蛋白均有较大的提高.这

个过程有可能是发生了外界条件所诱发的不遗传变

异 ,在声波刺激下使有关应力响应基因开启 ,转录相应

的 mRNA并翻译出蛋白质. B raam
[ 10 - 11 ]用 Northern分

析也指出 ,植物受刺激 10 m in后 mRNA含量明显升

高 ,但在受刺激后 1～3 h又基本恢复到原来水平.

B raam认为这是细胞内部调节系统活动的结果 ,因而

是不遗传变异 ,是植物对外界环境的一种适应性.

图 2的结果表明 ,在不同引物对之间 ,在扩增的

cDNA条带数和信号强度两方面均有所差异.一般每

对引物对扩增出 20～30条条带 ,其分子量绝大部分分

布在 100以上.不同引物对扩增的 cDNA片段差异性

不同.有的引物对除了扩增条带强弱有所差异外 ,其余

条带数几乎没有差别 ,说明 mRNA的种类相同.在检

测到的差异片段中 ,在刺激组中获得 5个 ,为 SA3,

SG2 - 1, SG2 - 2, SG7 - 1, SG7 - 2;在对照组中获得 1

个 ,为 CA2.由此可见 ,拟南芥在声波刺激后基因表达

方面存在差异 :某些片段只在声波刺激过的拟南芥中

显现 ,某些只是在对照组中出现 ,还有些片段在两组中

明亮程度不同.这说明 ,拟南芥经过声波刺激处理后 ,

可能诱导了一些新基因的开启 ,也可能抑制了一些基

因的表达.

由图 3可见采用银染方法从变性聚丙烯酰胺凝胶

上回收的差异片段的效率较高.除去 SG7 - 2片段重

扩增后没有出现条带外 ,其余的均为单一扩增带 ,达到

了 2次扩增的目的.由于从胶上切取的 1条差异条带

往往包含迁移率一样的几个 cDNA片段 ,并且 PCR扩

增也会造成假阳性 ,也就是说从胶上得到的差异条带

假阳性较高 ,因此需要对差异条带进行鉴定.

经过 Northern点杂交检测后 ,得到 SA3、CA2、

SG7 - 1 3个阳性片段. SA3片段属于基因的特异表

达 , SG7 - 1片段属于基因的优势表达 ,分子量分别为

270 bp、580 bp.笔者认为 SA3和 SG7 - 1片段的产生 ,

表明了声波刺激对拟南芥的生长起到了促进作用.

B raam[ 12 ]等人在研究 TCH基因时 ,也认为接触、风、黑

暗、温度变化等非相关的刺激均对 TCH的表达产生正

调控作用. CA2片段是拟南芥受到声波刺激后的敏感

基因表达 ,分子量为 370 bp.拟南芥敏感基因表达 CA2

的产生 ,表明此次实验采用的声波加载模式对拟南芥

还有一定的抑制作用.实验结果在分子生物学的水平

上证实了王伯初 [ 13 ]提出的声波刺激对植物起到促进

和抑制的双向作用的推论.在后续研究中 ,将对获得的

阳性差异片段进行测序 ,获得基因序列后与 GeneBank

等基因序列数据库中已知基因进行同源性比较 ,分析

研究其结构和功能.
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Pr imary Study on Sound Effecting the Gene Expressions
of A rabidopsis tha liana

WAN G Bo 2chu, ZHAN G J in, DUAN C huan2ren, WAN G D ao 2ho ng
( Key Laboratory for B iomechanics and Tissue Engineering Under the State M inistry of Education,

College of B ioengineering, Chongqing University, Chongqing 400030, China)

Abstract: The differential exp ressions of A rabidopsis tha liana seedlings under sound stimulation are studied p rimarily by

app lying mRNA reverse transcrip tion differential disp lay PCR (DDRT2PCR) with silver staining. To identify the truth of

the differentially exp ressed cDNA fragments, Northern dot is performed. Among six differential exp ression gene frag2
ments ( SA3, SG221, SG222, SG721, SG722 and CA2) acquired, SA3, CA2 and SG721 are found to be positive fragments.

SA3 is differentially exp ressed and SG721 is advantaged exp ressed, while CA2 is restrained by the sound wave. The

results imp ly that p lant has response to sound stimulation at gene level.

Key words: sound stimulation; A rabidopsis tha liana; differential disp lay
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