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提要: 差异显示技术是从分子水平研究细胞、组织、器官中基因结构和表达变异的手段之一, 在巴西橡胶树研究中也已有

应用。本文从DNA、RNA和蛋白质水平上介绍了近年来差异显示技术在橡胶树分子生物学研究中的进展, 并对其前景作

了展望。
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天然橡胶(cis-1,4-polyisoprene)作为一种不可替

代的工业原料和战略物资, 在世界经济和社会发展

中一直占据十分重要的地位。巴西橡胶树(Hevea
brasiliensis Muell. Arg.)因产量高、品质好和易采

收等优点而成为天然橡胶的主要商业来源。因此,
从橡胶的经济意义来说, 橡胶树的分子生物学研究

十分重要, 现已成为许多国家的研究热点。

差异显示技术是研究细胞和组织器官中基因

结构和表达变异的一种有效的分子生物学手段, 目
前已成功应用于橡胶树分子标记、特异条件下(包
括伤害、病害、死皮和激素刺激等)差异表达谱

分析和目的基因的克隆等研究。本文从 D NA、

RNA和蛋白质三个水平上介绍近年来橡胶树分子

生物学研究领域中所涉及的差异显示技术的原理和

优缺点, 并简要介绍这一技术在橡胶树分子生物学

研究的进展。

1  基于DNA水平的差异显示技术

以 DNA 为基础的差异显示技术包括 RFLP、
SSR、ISSR、RAPD 和 AFLP 等分子标记技术。

目前这些技术在橡胶树遗传多样性分析、品种鉴

定、遗传图谱构建、QTL 定位及辅助育种中得到

广泛的应用。

1.1  限制性片段长度多态性(restriction fragment
length polymorphism, RFLP)技术  RFLP技术是特

定的核酸内切酶切割DNA分子所产生的DNA片段

在长度上的多态性。该技术不受性别、年龄、组

织、发育阶段或外界环境变化的影响, 但对样品纯

度要求高, 样品用量大, 多态性水平过分依赖于限

制性内切酶的种类和数量, 加之步骤繁琐、工作量

大、成本较高, 所以其应用受到了一定的限制, 在
橡胶树研究中的应用也多限于 90 年代。1993 年,
Besse等(1993b)对橡胶树 73个魏克汉种质和 95个
野生种质的核糖体DNA的RFLP分析结果表明, 虽
然魏克汉种质表现的多样性比野生种质的低, 但也

具有较高的多样性。采用 31个探针与内切酶的组

合分析92个野生种质和72个魏克汉种质的结果显

示, 所产生的 124 个多态性 RFLP 标记可以将所选

的野生种质分成与地理位置相对应的 3 个类群

(Besse 等 1994)。Luo等(1995)也以 RFLP 检测 345
个来自巴西、哥伦比亚和秘鲁的橡胶树野生种质

和 50 个栽培品种线粒体 DNA 的遗传差异性，结

果表明栽培种间的多态性低, 而野生型间的遗传变

异很大, 且大部分具有相同 RFLP 多态性的野生种

的地理来源也相同。Low等(1996)应用RFLP标记
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将 PR255 与 PR261、RRIM901 与 RRIM905 等全

同胞品种区分开, 并用这些标记和其它一些标记构

建了橡胶树遗传图谱。

1.2  扩增片段长度多态性(amplified fragment
length polymorphism, AFLP)技术  AFLP是对基因

组DNA经限制性内切酶酶切后产生长度不等的限

制性片段的扩增。此技术得到的带型稳定, 灵敏度

高, 重复性好, 分辨率高; 但是和 RFLP 一样, 由于

涉及同位素的使用, 对样品DNA质量要求严格, 操
作过程复杂, 费用又高, 所以在橡胶树中应用的报

道不多。罗安定等(2001)曾采用2对引物组合对25
种分别具有高产 / 低产、抗白粉病 / 感白粉病、抗

寒 /不抗寒以及死皮 /不死皮性状的橡胶树无性系

进行了AFLP指纹图谱分析, 共扩增出 518条谱带,
多态性比率超过 98.6%。遗传多样性分析表明, 橡
胶树种质间遗传距离为 0.25~0.81, RRIM600 种质

内遗传距离为0.07~0.17, 同时通过基因分型分析获

得一条 320 bp 与抗白粉病连锁的 AFLP 标记。

1.3  随机扩增多态性DNA (random amplified poly-
morphic DNA, RAPD)技术  RAPD技术是用一系列

单个随机引物(通常为10个核苷酸), 对存在于基因

组DNA的众多反向重复序列进行 PCR扩增, 以检

测因引物结合位点的改变和DNA碱基的缺失、插

入或置换导致扩增片段在数目和长度上的多态性。

这一技术操作简单, 需要样品量少, 成本又低, 设计

引物不需知道序列信息, 能覆盖整个基因组, 因此

具有广泛的适用性和通用性。目前, 用RAPD技术

对橡胶树进行遗传多样性分析、品种鉴定和辅助

育种已有许多报道。陈守才等(1994)采用 52 条

RAPD引物对橡胶树11个抗白粉病品系和11个感

病品系基因组进行分析, 发现了一个与抗白粉病表

型密切连锁的RAPD标记OPV-390, 并对这一标记

片段进行了克隆和测序分析。Venkatachalam 等

(2004)在一个F1群体中获得了一个长1.4 kb的与矮

生相关的RAPD标记。这些标记的获得表明RAPD
技术是分离功能基因的有效途径, 为橡胶树分子育

种奠定了基础。在橡胶树种质资源研究中, 安泽伟

等(2004)应用RAPD技术对8份野生种质和12份栽

培种质进行遗传多样性分析, 他们将20份材料分别

聚为野生种质和栽培种质两大类; Hemández 等

(2006)以 RAPD 分析 25 份橡胶树(其中 6份来自南

美, 17 份来自亚洲, 2 份来自中美)的结果显示, 尽

管这些橡胶树之间的同源性很高, 但仍能显著分离

成两大类, 其中来自南美的 6 份材料都聚在同一亚

族中。这些发现为橡胶育种的亲本选择, 尤其野生

种质优良特性导入栽培种质提供了基础。

1.4  简单重复序列(simple sequence repeat, SSR)
技术  SSR 即微卫星(microsatellite)标记, 它广泛分

布于真核生物基因组中, 一般是由 2~6 bp 重复单

元串连而成的简单重复序列, 基本单元重复次数的

不同形成 SSR 多态性。此技术易检测, 重复性较

好, 多态性丰富, 省时, 适合于自动化分析。微卫

星DNA在橡胶树基因组中也广泛存在, 目前, 通过

构建文库的方式分离了大量橡胶树基因组SSR (Roy
等 2004)。Besse 等(1993a)曾用人源微卫星探针对

73 个魏克汉种质进行了 SSR 研究, 所选的 73 个种

质已逐个得到区分, 而且同一品种内不同植株的

DNA 指纹相同。Saha 等(2005)用 4 个 SSR引物可

将 27 个无性系区分开。Lekawipat 等(2003)分析

108个橡胶树无性系的SSR标记后, 认为野生种质

的遗传多样性要高于栽培种质。

除了上述来源于基因组的 SSR (genomic SSR,
gSSR)以外, 基于表达区域表达序列标签开发的

EST-SSR (expressed sequence tag SSR)是另一种新

型微卫星分子标记, 它不但具有基因组SSR标记的

特点, 而且信息量高, 可转移, 费用低廉。随着橡

胶树中大规模EST测序项目的开展, 数据库中数量

迅速增加的EST已经成为开发橡胶树EST-SSR分

子标记的重要资源。华玉伟等(2008)从 GenBank
中11 809条橡胶树胶乳和树皮组织EST检索到358
个 EST-SSR, 并采用根据这些 EST-SSR 设计的 60
对特异引物对 43 份包括巴西橡胶树魏克汉种质、

1981'野生种质以及光亮橡胶、色宝橡胶和少花橡

胶3个种材料进行了扩增, 筛选到40对具有多态性

的 EST-SSR 引物, 而且这些引物在光亮橡胶、色

宝橡胶和少花橡胶3个种中均能获得多态性扩增。

随后, Feng 等(2009)和安泽伟等(2009)也通过橡胶

树中的大量EST序列拼接和检索, 分别获得799个
和 430 个 EST-SSR 位点, 并根据这些 EST-SSR 设

计特异引物扩增进行了遗传多样性检测, 这对促进

橡胶树近缘种优良基因的挖掘和利用无疑是有意义

的, 同时将有助于拓宽橡胶树栽培种质的遗传基础。

1.5  简单重复序列区间扩增(inter-simple sequence
repeat, ISSR)技术  ISSR 是在 SSR 基础上发展起
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来的, 它揭示真核生物基因组内广泛存在的简单重

复序列间的遗传多样性。由于其引物设计比 SSR
简单, 多态性高, 稳定性强, 现已在多种动植物的种

质鉴定、遗传作图、基因定位和遗传多样性等研

究中得到应用。橡胶树的 ISSR 技术起步比较晚,
目前应用还不多, 刊发的报道中只有An等(2005)曾
用 12 条 ISSR 引物对 14份野生橡胶树种质和我国

的 37 份栽培品种进行了遗传多样性分析, 共产生

101条带, 多态性占87.1%, 聚类分析将野生种质和

栽培品种两大类明显分开, 说明 ISSR 技术可以成

为橡胶树品种鉴定和遗传多样性研究中的有效手

段。

2  基于RNA水平的差异显示技术

基于RNA水平的差异显示技术主要应用于特

定性状和功能相关基因的克隆和表达调控研究, 目
前应用于橡胶树上的主要有 mRNA差异显示、抑

制差减杂交、cDNA-AFLP、Northern 杂交、反

向Northern杂交、半定量RT-PCR和Real-time PCR
等。前 3 种技术反映的是同一组织细胞在不同状

态下的基因表达谱信息, 可以进一步揭示植物某一

性状和功能形成的分子机制, 因此也正成为当前研

究橡胶树差异表达基因的重要手段。而 Northern
杂交、反向 Northern 杂交、半定量 RT-PCR 和

Real-time PCR 等一般针对鉴定和验证特异基因的

表达变化, 在本文中不作详细介绍。

2.1  mRNA 差异显示(mRNA differential display,
DDRT-PCR)技术  mRNA 差异显示技术的核心是

利用高等生物的 mRNA 3' 末端都有一段多聚腺苷

酸(polyA)尾的特性, 设计 3'端的锚定引物 oligo(dT)11

MN, M 为 A、C、G 中的任意一种, N 为 A、C、

G、T 中的任意一种。锚定引物最后 2 个碱基的

12 种不同组合可以将所有 cDNA 分成 12 个亚群。

用 3'端锚定引物和 5'端 10个碱基组成的随机引物

对对cDNA进行PCR扩增, 凝胶电泳后即可分析差

异表达的基因。该方法操作简单、快捷, RNA 用

量少, 重复性好, 从而迅速成为分析橡胶树基因差

异表达的有效工具。

在橡胶树死皮相关基因的克隆研究中, Chen等
(2003)采用这一技术从橡胶树无性系 RRIM600 胶

乳中克隆到 1个Myb家族转录因子HbMyb1, 其表

达量在健康树中高于死皮树, 抗死皮种质中高于死

皮敏感种质, 树皮中高于叶中, 远离死皮树割线的

树皮中高于割线附近树皮, 因此认为此基因是死皮

抗性相关基因。最近, Venkatachalam等(2009)也
采用这一技术筛选出10个健康橡胶树和死皮树的

差异表达 cDNA 片段, 并采用半定量 RT-PCR 和

Northern杂交技术对其中一个位于线粒体膜上的转

位酶 HbTOM20 基因进行了进一步的表达分析, 结
果证明死皮树中的 HbTOM20 显著下调, 因此推测

该基因可能和死皮病的发生有关。

除此之外, mRNA差异显示技术也用于区分来

自巴西橡胶树同一基因型的不同愈伤组织的胚胎发

生和再生潜力。Charbit 等(2004)对 5 个具有不同

胚胎发生与再生能力的愈伤组织中差异表达基因的

分析结果表明, 在胚性再生型愈伤组织系诱导期间

共鉴定出 28个差异表达的 cDNA, 其中有5个可用

于区分诱导之前具有不同胚胎发生潜力的愈伤组织

系, 可以预测橡胶树松散型愈伤组织的胚胎发生潜

力。

2.2  抑制差减杂交(suppression subtractive hybri-
dization, SSH)技术  SSH 是一种高效鉴定和分离

差异表达基因的技术, 它运用了杂交二级动力学和

链内退火优先于链间的原理, 使非目的片段两端反

向重复序列退火时产生发卡结构, 不能与引物配对,
从而选择性地抑制非目的片段扩增, 并使原丰度有

差别的单链 cDNA 相对含量基本一致。该方法假

阳性率低, 灵敏度高, 并能有效地检测到低丰度基

因的表达差异, 目前在橡胶树基因表达差异分析中

有着广泛的应用。

茉莉酸和乙烯均促进橡胶树胶乳的合成, 是橡

胶树的信号分子。为探讨其对胶乳代谢和橡胶生

物合成的影响及其作用的分子机制, 有人用SSH方

法检测了橡胶胶乳中分别响应这2种激素的基因。

曾日中等(2003)构建了外源茉莉酸刺激橡胶树胶乳

的消减文库, 对随机挑选的25个阳性克隆分析的结

果表明, 其中有一个是与胶乳合成代谢直接相关的

甲羟戊酸磷酸激酶基因。刘宽灿等(2007)用 SSH
技术发现乙烯可强烈诱导胶乳中泛素延伸蛋白

(ubiquitin extension protein)基因的表达, 由于F-box
蛋白EBF1/EBF2可以通过泛素 /26S蛋白酶体降解

途径作用于介导乙烯信号转导的关键分子EIN3, 促
使其迅速降解, 从而调控乙烯信号的转导过程。据

此, 有人推测泛素延伸蛋白有可能是通过调节胶乳

中泛素/26S蛋白酶体的降解和EIN3蛋白的含量而
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调控乙烯信号的转导, 从而增加橡胶树胶乳产量。

SSH 技术也是检测和筛选橡胶树死皮相关基

因的有效手段, Venkatachalam等(2007)用这一技术

对健康树和死皮树胶乳差异基因作了比较全面的分

析。他们从构建的健康树和死皮树胶乳的正反 2
个差减文库中获得352个阳性差异表达克隆, 共组

成 134个非冗余基因 cDNA序列, 这些基因的功能

涉及胁迫反应、蛋白合成和降解、细胞骨架、细

胞分裂和生长、转录调控以及橡胶的合成代谢, 其
中 Myb和 TCTP是 2个与死皮病相关的基因, 将来

有可能用其作为鉴定橡胶死皮病的分子标记。

2.3  cDNA 扩增片段长度多态性(cDNA-amplified
fragment length polymorphism, cDNA-AFLP)技
术  cDNA-AFLP 是在 AFLP 技术基础上结合 RT-
PCR发展而来的技术, 其基本原理是用识别序列分

别为 6 bp 和 4 bp 的 2 种限制性内切酶消化双链

cDNA, 酶切片段与人工接头连接后, 采用与接头序

列互补的引物进行预扩增和选择性扩增, 可通过聚

丙烯酰胺凝胶电泳显示其多态性。此法具有重复

性好和假阳性低的特点,  能检测低丰度表达的

mRNA, 可对生物体转录组进行全面而系统的分析。

cDNA-AFLP技术在橡胶树中的应用也多集中

于胶乳, 尤其是高产橡胶树胶乳的特异表达基因的

筛选和鉴定, 探讨胶乳合成和高产的机制等方面的

研究(Ko 等 2003; Xiao 等 2009)。Ko 等(2003)用
cDNA-AFLP 技术得到 20 000 多个胶乳特异表达

cDNA片段, 认为胶乳中基因的表达模式非常独特,
有7个基因家族的EST数量占到胶乳所有转录子的

51％以上, 其中和胶乳合成密切相关的橡胶延伸因

子(rubber elongation factor, REF)和小橡胶粒子蛋

白(small rubber particle protein, SRPP)的 EST 数目

最多, 共占29％, 其次是与抗逆防卫相关的基因, 这
从分子水平上印证了前人关于胶乳是橡胶树的一种

抗逆保护物的观点。

3  基于蛋白质水平的差异显示技术

基于蛋白质水平的差异显示可直接从基因产

物水平上研究生物的遗传变异, 从而在一定程度上

反映出生物体遗传的多样性和不同刺激条件下基因

的选择性表达。这一技术在橡胶树中的应用比较

广泛, 主要有同工酶技术和蛋白质双向电泳技术。

3.1  同工酶(isozymes)技术  同工酶是指作用于底

物相似或完全相同的酶的不同分子形式, 即催化同

一种反应而结构不同的一族酶。同工酶酶谱作为

基因编码的表现形式, 其变化可很好的代表DNA分

子水平上的变化, 其结构的相似性可反映生物间的

亲缘关系。作为有效的生化试验手段, 同工酶技术

早成为一种重要的分子遗传标记技术。迄今为止,
已研究了几百种同工酶, 在橡胶树中研究较多的有

酯酶同工酶、过氧化物酶(peroxides, POD)同工酶

和超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)同
工酶 。

孔德謇等(1987)通过巴西橡胶树酯酶酶谱的分

析发现, C-乳清中的酯酶同工酶酶带数比叶中丰富,
活性亦较强, 且不同无性系的酶谱差异比较显著, 特
别是其中的C区带, 可能和胶乳产量有一定的相关

性, 可作为分析鉴定无性系的标志区带; 酯酶同工

酶酶谱中Ca区有明显差别的杂交亲本, 如果同时具

有C6带则可能有较好的配合力。Yeang和Chevallier
(1999)用橡胶树酯酶同工酶的谱带分析, 表明橡胶

树的花粉在自然条件下可传播 0.3~1.1 km。这些

发现对橡胶树杂交育种中亲本的选配和种植距离的

制定有很好的参考价值。

POD是创伤反应的标志酶, 其生成是创伤抗病

的原发因子, 而SOD是细胞的保护酶, 具有清除活

性氧并防止氧自由基侵袭橡胶中黄色体膜的能力,
因此常应用于橡胶树伤害和病害的抗逆性研究。

许闻献和校现周(1988)比较正常树与死皮树中POD
同工酶和SOD同工酶酶谱的结果显示, 死皮病树的

SOD 活性比健康树皮低, 而其 POD 同工酶活性比

正常树高很多, 而且POD酶活性的诱导与死皮的诱

发基本上是同步发生和发展的, 距离病灶愈近, 酶
活性愈高, 因此认为 POD 有可能成为割胶强度、

刺激强度和死皮发生的 “ 标志酶 ” 。史学群等

(2002)研究7个对橡胶树炭疽病抗感不同的橡胶品

系在大古铜至淡绿期接种强毒力菌株S3的结果表

明, 所有橡胶品系叶片接种炭疽菌后, POD 活性均

提高, 但抗病性强的品系比中感和高感品系更早达

到酶活性高峰, 其峰值也明显高于中感和高感品系,
并且强抗病性品系有新的酶带产生; 而所有橡胶品

系接种前后的酯酶同工酶酶带数量和活性变化差异

不大, 说明酯酶同工酶与橡胶树抗炭疽病的能力无

关。

此外, 通过离子交换和亲和色谱技术从橡胶树

中还分离出2个与热稳定性相关的α-1,3-葡聚糖酶
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同工酶 GI 和 GII, 其中的 GII可能在橡胶树应答真

菌侵染过程中起作用(Churngchow 等 1995)。
3.2  蛋白质双向电泳(two-dimensional electro-
phorese, 2-DE)技术  2-DE 是将蛋白质等电点(PI)
和分子量两种特性结合起来进行蛋白质分离的技

术,  其原理是第一向基于 PI 的不同,用等电聚焦

(isoelectrofocusing, IEF)分离, 第二向则基于亚基分

子量的不同, 用 SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE)分离。与传统的单向电泳方法相比, 2-DE
电泳具有高通量、高分辨率和高灵敏度的优势, 近
年来已成为研究比较蛋白质组学和获得差异表达蛋

白的核心方法。

参与橡胶生物合成的橡胶转移酶、橡胶延长

因子等酶类和相关蛋白质调控因子均定位于胶乳

中, 因此橡胶树胶乳的比较蛋白质组学一直是研究

的热点。段翠芳等(2006)利用 2-DE技术成功分离

了橡胶粒子膜蛋白, 这一体系的建立为全面研究橡

胶粒子膜蛋白的组成及其变化奠定了基础, 进一步

的比较蛋白质组学的研究发现, 橡胶粒子膜上存在

乙烯和茉莉酸信号响应蛋白, 推测乙烯和茉莉酸对

橡胶生物合成的调控作用可能与这些蛋白有关(段
翠芳等 2006)。此外, 有报道指出 14.5、24.0、27.0、
32.0、34.0 和 49.0 kDa 等蛋白条带的含量在不同

直径大小的橡胶粒子有明显变化, 说明这些蛋白可

能与橡胶粒子直径大小或发育有关( 吴坤鑫等

2008)。用 2-DE 技术比较橡胶树死皮株与健康株

胶乳C-乳清和黄色体的蛋白质组表达差异的结果

显示, C-乳清中REF和SRPP均在死皮树胶乳中大

量积累(闫洁和陈守才 2008; 闫洁等 2008)。这与

Sookmark等(2002)以单向电泳得到的结果一致, 而
黄色体中渗调蛋白在死皮株中的下调表达可能与死

皮树胶乳黄色体膜出现破裂现象及死皮病的发生有

一定的关系。

4  结束语

差异显示技术在橡胶树分子生物学领域的应

用已经给人们提供了一个崭新的视角, 但是与许多

其他植物相比, 这一技术在橡胶树中的应用开展较

晚, 差距还较大。随着橡胶树大规模基因组和EST
测序工作的开展和推进, GenBank数据库中迅速增

加的橡胶树基因和 EST 信息为在橡胶树中开发新

的差异显示技术奠定了良好的基础。在橡胶树分

子标记方面, 应大力开展 SCAR、SRAP 等多种新

技术研究, 为重要质量性状和数量性状的基因定

位、目的基因的克隆、基因功能的阐明以及分子

标记辅助育种等工作提供了丰富的分子标记。在

橡胶树基因表达谱分析方面, 可通过GenBank中对

现有的大量EST序列信息进行筛选, 设计其特异探

针制作橡胶树 cDNA 芯片, 利用芯片杂交高通量、

快捷、准确地获得反映差异表达基因的动态变

化。随着技术的发展和研究的深入, 差异显示技术

将会在橡胶树分子生物学研究中发挥越来越重要的

作用。
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