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黄瓜霜霉病抗性相关基因的初步研究 
李建吾*，司胜伟，胡建斌，刘丽君 
（河南省高等学校园艺植物生理与遗传改良重点学科开放实验室，河南省果树瓜类生物学重点实验室，河南农业大

学园艺学院，郑州 450002） 

摘  要：以黄瓜高抗霜霉病自交系为材料，构建了两个抑制差减文库，经反向 Northern 杂交筛选、

测序和序列比对，筛选到 3 个未知功能抗病相关基因。荧光实时定量 RT-PCR 分析结果表明，未知功能抗

病相关基因 2I15（GD254229）、3C19（GD254243）和 1O08（GD254207）在抗病自交系接种霜霉病病

原菌后，可早期高丰度特异上调表达，而在感病自交系中特异上调表达丰度较低或被特异抑制表达。水

杨酸（SA）可诱导 1O08 特异上调表达，抑制 2I15 和 3C19 的表达；茉莉酸（JA）处理可诱导 1O08 特异

上调表达，而抑制 2I15 的表达。ABA 处理可显著诱导 3C19 和 1O08 特异上调表达，而抑制 2I15 的表达。

机械伤害、高盐、冷害和热激等其它非生物胁迫可显著抑制或诱导这些基因的表达，因此推测，所筛选

到的功能未知基因可能具有参与生物和非生物胁迫反应的作用。 
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Preliminary Study on Resistance-related Genes in Cucumber Inoculated 
with Pseudoperonospora cubensis 

LI Jian-wu*，SI Sheng-wei，HU Jian-bin，and LIU Li-jun 

（Open Key Laboratory of Horticultural Plant Physiology and Genetic Improvement，High School of Henan Province；Key 
Laboratory of Fruit Plant and Cucurbit，Henan Province；Horticulture College of Henan Agricultural University，Zhengzhou 
450002，China） 

Abstract：In order to identify the genes associated with cucumber（Cucumis sativus L.）resistance 

against Pseudoperonospora cubensis（Berk. and Curk.）Rostov.，two cDNA libraries were constructed by 

suppression subtractive hybridization（SSH）. After differential screening by reverse northern dot blot 

hybridization，sequencing and BLAST，2I15（GD254229），3C19（GD254243）and 1O08（GD254207）

differential expressed genes with unknown function were isolated，furthermore，expression patterns of the 

genes were monitored by real-time quantitative RT-PCR. The results indicated that these genes were 

differentially up-regulated earlier and more quantitative in the resistant inbred line than the susceptible 

inbred line. Moreover，1O08 and 2I15 could be differentially up- or down- regulated，respectively，by  
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salicylic acid（SA)，jasmonic acid（JA）and abscissic acid（ABA)，and 3C19 could be induced or suppressed  

significantly by ABA and SA，respectively. Mechanical wounding，NaCl stresses，cold and heat shock 

could induce or suppress these genes differential expression，suggesting that these genes may have some 

functions involved in biotic and abiotic stresses. 

Key words：cucumber；downy mildew；suppression subtractive hybridization；resistance-related genes 

 

植物与病原菌互作是一个复杂过程，植物能够采用多种抗病机制抵御病原菌的浸染。这一复杂

互作过程涉及植物与病原菌的相互识别、信息交换，植物体由此产生一系列信号传导过程，各种信

号途径之间相互交叉、重叠、拮抗或协同等，形成了复杂的防御机制（Kunkel & Brooks，2002）。

显然，植物防御机制需要众多基因的参与（Li et al.，2007）。 

筛选和确定主要抗病相关基因是研究植物抗病防御反应行之有效的方法，目前已有多种方法可

分离和筛选差异表达基因，而抑制差减杂交（suppression subtractive hybridization，SSH）被认为是

较为理想的方法之一（Diatchenko et al.，1996）。大量研究发现，已有多种功能的基因参与了植物抗

病反应，如细胞防御、信号传导、转录因子、初级代谢、次级代谢、蛋白质合成、蛋白质降解、能

量代谢、细胞运输、结合功能蛋白以及未知功能基因等（Klessig et al.，2000；Degenhardt et al.，2005；

Kottapalli et al.，2007；Halim et al.，2009；Pandey & Somssich，2009）。其中未知功能基因的发掘对

新抗病基因的发现、防御机制的深入细致研究有着重要意义。 

作者在利用抑制差减杂交筛选黄瓜霜霉病抗性相关基因时，发现了 3 个差异表达、未知功能基

因。本研究试图利用荧光实时定量 RT-PCR，分析这些基因在不同抗性材料以及非生物胁迫中的差

异表达，为这些基因功能的进一步验证提供帮助。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料处理和病原菌收集 

选用由河南农业大学园艺学院黄瓜研究小组改良并经多次抗病性验证的高抗（IL57）和高感

（IL112）霜霉病的黄瓜自交系为试料。在霜霉病发病前 2 个月，种植感病自交系 IL112，病害中期

收集病原菌并纯化后，重新接种到病原菌圃健康黄瓜叶片上，待接种叶片发病时收集霜霉病病原

菌。 

培育健康二叶一心黄瓜幼苗，分别将清水和病原菌（孢子囊 1 × 105 · mL-1）喷雾（接种）于第

一、二片叶背面，以充分喷湿叶面为度。塑料薄膜覆盖接种幼苗并移至培养室，培养于 20 ~ 22 ℃、

100%空气相对湿度条件下。24 h 黑暗处理后，光周期调整至光照 16 h · d-1（500 µmol · m-2 · s-1）。分

别于接种后 0、4、12、24、32、48、56 和 72 h 收集材料，每个处理 5 株，3 次重复。液氮速冻并

保存于–80 ℃深冷冰箱。 

选用水杨酸（SA）2 mmol · L-1、茉莉酸（JA）50 μmol · L-1 和脱落酸（ABA）50 μmol · L-1 溶液

分别喷洒二叶一心幼苗叶片，以喷相同浓度的乙醇为对照，处理后 0、4、8、12 和 24 h 取样，每处

理 10 株，3 次重复；分别以 0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、5.0%浓度的 NaCl 溶液喷洒叶片背面，以

喷清水为对照，处理 12 h 后取样，每处理 10 株，3 次重复；在每片叶上打 3 个孔（保留圆片不致

脱离）作为伤害处理，未打孔为对照，放置培养皿中，分别在 0、4、8、12 和 24 h 后取样，每处理

10 株，3 次重复。以 42 ℃热激和 4 ℃低温处理幼苗，室温处理作对照，处理后 0、4、6、8 和 24 h

取样，每处理 10 株，3 次重复。材料收集后液氮速冻，存放–80 ℃保存备用。 
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1.2  差减文库的构建和筛选 

分别收集 IL57 接种病原菌和清水 24、48 和 56 h 后的叶片，采用异硫氰酸胍法提取 RNA

（Chomczynski & Sacchi，1987），分别充分混匀 3 个时间段等量的 RNA。参照 Oligotex® mRNA Midi 

Kit（12）（QIAGEN）说明书分离得到 mRNA，并分别反转录成 cDNA。以接种处理为测验方（Tester），

清水处理为驱动方（Driver）连接接头（以构建正向差减文库）；同时，以清水处理为测验方（Tester），

接种处理为驱动方（Driver）亦连接接头（以构建反向差减文库）。按照 Clontech PCR-SelectTM cDNA 

Subtractive Kit（Clontech）分别进行两轮抑制差减杂交。两次 PCR 选择性扩增后，使用 T4 DNA 连

接酶连接 BlueScript M13（+）SK（Sma I 和 Not I 双酶切）和酶切（Not I）纯化后第 2 次 PCR 扩增

产物，转化至大肠杆菌 DH5α感受态细胞（大连宝生物）。经蓝白斑挑选，将光亮饱满的菌落装载于

384 孔板中，37 ℃过夜，加入甘油后液氮速冻，–80 ℃保存，正、反向抑制差减文库构建完成。利

用反向 Northern 杂交筛选差异表达片段。 

1.3  序列同源性检索 

差异表达片段用 T7 引物单向测序（上海基康公司），Blastn（EST 库）和 Blastx 检索去除载体

与接头的序列，分析所筛选差异片段与 EST 片段及氨基酸序列同源性。根据 Yamamoto 和 Sasaki

（1997）判定 EST 功能的标准，确定基因的功能和分类。 

1.4  引物设计和实时荧光定量 RT-PCR 

采用 OLIGO 6.0 软件，根据 2I15，3C19 和 1O08 的 ESTs 序列设计引物。根据 18S ribosomal cDNA

（gi|7595414）设计引物，其 PCR 扩增产物为内标。引物详情见表 1。 

荧光实时定量 RT-PCR 采用 SYBR GREEN PCR MasterMix（TOYOBO）试剂盒，在 eppendorf 

realplex4 mastercycler epgradient S 进行。每个反应体系加入 SYBR GREEN PCR MasterMix

（TOYOBO）7.5 nL，模板 10 ng，每个引物 0.3 μmol · L-1，终体积为 15 μL SYBR GREEN PCR 

MasterMix。 

95 ℃ 1.5 min； 95 ℃变性 30 s，退火温度分别为 57、58 和 60 ℃ 30 s，72 ℃延伸 30 s，扩增

30 循环；72 ℃延伸 10 min。温度从 65 ℃升至 95 ℃，每 0.2 ℃持续 1 s 捕捉数据。每处理 3 次生物

学重复，每个样品 3 次技术重复。 

在每个 96 孔 PCR 板设置浓度梯度，建立标准曲线。realplex software 处理数据，相对标准曲线

法得到基因的相对表达量，Sigmaplot 作图。 

为了增加可信度，参考相关报道（Yang et al.，2002；王冰林，2005），规定接种与对照 Ct 值之

比为 Ratio，基因的 Ratio > 2.2 为显著上调表达，Ratio < 0.45 为显著下调表达。 

 
表 1  未知功能 ESTs 和内标的引物序列 

Table 1  Sequences of primer pair in the negative control and ESTs associated with unknown function with 

 their annealing temperature and length of PCR products 

EST 编号 
EST ID 

登录号 
GenBank 
accession No. 

正向引物 
Forward primer 
（5' to 3'） 

反向引物 
Reverse primer 
（5' to 3'） 

退火温度/  
℃ 
Tm 

片段长度/  
bp 
Product size 

2I15 GD254229 AGAACTTGAAACAGTCGGTGGT GAACTTGCCTTGTCCCTC 57 147 

3C19 GD254243 TAATCCTCTTTCGGTATGTT GTAGTGATGAATGTCGGTAA 58 136 

1O08 GD254207 CGTAAGTCGGTTTATCAGG GAGAAGGCGTGAAGAAGC 58 149 

18S gi|7595414 GTTGCTTAAGGACTCCGCCA AGGGGTACCTCCGCATAGCTAG 60 200 
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2 结果与分析 

2.1  未知功能基因的确定 

利用反向 Northern 杂交，在 2 个 SSH 文库中筛选差异表达片段。经测序和 Blastn 检索后发现，

与差异表达片段 2I15（GD254229）、3C19（GD254243）和 1O08（GD254207）匹配的皆为未知功

能的蛋白质，详细比对结果见表 2。 

表 2  未知功能 ESTs 

Table 2  Identified ESTs involved in unknown function 

EST 编号 
EST ID 

登录号 
GenBank 
accession No. 

片段长度/ 
bp 
Length 

预测功能 
Putative predicated  
function of genes 

匹配序列来源 
Source of matching  
sequence 

匹配序列 
登录号 
Accession No. 

E-值 
E-value 

2I15 GD254229 175 Unknown protein（AT4G18570） Arabidopsis thaliana NM_117970.3 1.00E-26 
3C19 GD254243 359 Unknown protein Arabidopsis thaliana NP_196670.1 4.00E-16 
1O08 GD254207 233 Unknown protein Arabidopsis thaliana NP_565723.1 3.00E-14 

2.2 未知功能基因在抗病和感病自交系中的表达分析 

为了验证未知功能基因是否参与黄瓜霜霉病抗病反应，采用实时荧光定量 RT-PCR 研究了这些

基因在不同抗病和感病自交系抗病反应中的表达。结果（图 1）表明，在接种霜霉病后 4 h，2I15 在

抗病自交系 IL57 中的相对表达量达到 5，呈特异上调表达，随后表达丰度逐渐减低，到 48 h 该基因

的相对表达量仅为 0.23，呈特异下调表达；同样，在感病自交系 IL112 接种后 48 h，该基因的相对

表达量为 0.41，亦呈显著下调表达，而在其它接种时间段，2I15 的相对表达量介于 0.56 ~ 2.1 之间，

呈微弱上调或下调表达。 

 

 

图 1  未知功能基因在黄瓜抗病（R）和感病（S）自交系中的霜霉病菌诱导表达谱 

Fig. 1  Expression profiling of the genes with unknown function in resistant（R）and susceptible（S）inbred lines  

inoculated by Pseudoperonospora cubensi 
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3C19 在抗病自交系 IL57 接种 2、4 h 后高丰度特异上调表达，随后表达丰度下降且特异表达至

72 h；然而，在感病自交系 IL112 接种 4 h 后，该基因的相对表达量为 0.15，呈特异下调表达，接种

48 h 时，相对表达量为 2.8，呈显著上调表达，其它时间段的表达丰度介于 0.55 ~ 2.1 之间。 

1O08 在抗病自交系 IL57 接种后 2 ~ 72 h 呈特异上调表达，感病自交系接种 2 h 也可诱导该基因

特异上调表达，24 h 诱导其特异下调表达（图 1）。 

总之，抗病自交系 IL57 接种霜霉病后，均可诱导这 3 个抗病相关未知功能基因早期高丰度特异

上调表达。 

2.3 未知功能基因对信号分子的应答 

应用实时荧光定量 RT-PCR，验证了信号分子对这些基因的诱导，结果见图 2。经 JA 诱导 8 h

后，2I15 呈特异下调表达，处理 12 h 时，SA、JA 和 ABA 均可诱导该基因显著下调表达。3C19 在

SA 诱导 8 和 24 h，呈显著下调表达，ABA 处理 24 h,诱导 3C19 特异上调表达。1O08 经 SA、JA 和

ABA 处理 12 h，均可诱导该基因特异上调表达。 
 

图 2  未知功能基因在黄瓜抗病自交系 IL57 经茉莉酸（JA）、脱落酸（ABA）、水杨酸（SA） 

和伤害（Wounding）处理后的诱导表达谱 

Fig. 2  Expression profiling of the genes with unknown function induced by salicylic acid（SA），jasmonic acid（JA）， 

abscissic acid（ABA），and wounding stresses in the resistant inbred line IL57 

 

2.4 未知功能基因对非生物胁迫应答 

其它非生物胁迫对这些基因的诱导效果见图 2、图 3 和图 4。机械伤害处理可显著抑制 2I15（8

和 12 h）、3C19（8 和 24 h）和 1O08（4、8 和 12 h）的表达（图 2）；冷害处理显著抑制了 2I15、

3C19 和 1O08 的表达（图 3）；热激处理显著抑制了 2I15 和 3C19 的表达，特异诱导 1O08 的上调表

达（图 3）；高盐胁迫可诱导这 3 个基因高丰度特异上调表达（图 4）。 
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图 3  未知功能基因在黄瓜抗病自交系 IL57 经冷害（4 ℃）和热激（42 ℃）处理后的诱导表达谱 

Fig. 3  Expression profiling of the genes with unknown function induced by cold（4 ℃）and heat（42 ℃）shock 

in the resistant inbred line IL57 

 

图 4  未知功能基因在黄瓜抗病自交系 IL57 经 NaCl 处理后的诱导表达谱 

Fig. 4  Expression profiling of the genes with unknown function induced by NaCl tress 

in the resistant inbred line IL57 

3  讨论 

3.1  未知功能基因可能参与了黄瓜霜霉病抗病反应 

本研究利用抑制差减杂交筛选到了 3 个抗病相关未知功能基因，为了验证这些基因是否参与了

黄瓜霜霉病抗病反应，又分析了这些基因在黄瓜抗、感自交系中的表达模式。结果显示，这 3 个基

因在不同的接种时间点具体、详尽的表达模式有所差别，但其共同的特征是在抗病自交系接种的早

期可显著、高丰度特异表达，而在感病材料中，虽然 1O08 和 3C19 分别在 2、48 h 亦可呈特异上调

表达，但其表达丰度较低，而且这 3 个基因的表达至少在一个时间点受到了显著抑制（图 2）。大量

文献报道，抑制差减杂交是筛选特异表达基因的有效方法（Yang et al.，1999；Schenk et al.，2000；

Gao et al.，2008；Salmona et al.，2008），结合特异表达基因在抗、感材料中的表达模式分析，已成
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功筛选和验证到抗病相关基因（Tian et al.，2003；Degenhardt et al.，2005；Kottapalli et al.，2007）。

深入研究还发现，在不同抗性材料中，差异表达基因的编码产物被归为两大类：一类为调节蛋白，

主要包括蛋白激酶、蛋白磷酸酶和转录因子等；另一类为功能蛋白，主要包括病程相关蛋白、防卫

相关代谢的关键酶、解毒酶及细胞运转蛋白等（王冰林，2005），大多数调节蛋白在抗病反应早期即

可参与其中（Zeidler et al.，2004；van den Burg et al.，2008；Pandey & Somssich，2009），而且，编

码抗性相关蛋白的基因在抗性材料中的表达丰度要高于感病材料中的表达（Degenhardt et al.，2005）。

虽然目前还缺乏这些基因特异参与黄瓜霜霉病抗病反应的直接证据，但其在抗性材料中早期、显著

高丰度的特异表达暗示，这些基因可能参与了黄瓜霜霉病抗病反应。这些基因是否特异性参与黄瓜

霜霉病抗病反应、是否具有明确的功能等尚需进一步验证。总之，未知功能基因在抗病反应中功能

的深入发掘对抗病基因的发现、乃至抗病分子机制的完善具有重要意义。 

3.2  未知功能基因可能涉及 SA 和 JA/ET 介导的抗病途径 

植物受到病原菌浸染后，植物会作出各种防卫反应，在复杂的抗病反应中有一系列的信号分子

参与其中，已研究证明，SA 和 JA/ET 是植物防卫反应信号传导链的重要信号分子（Klessig et al.，

2000；Eulgem et al.，2004；Steffens & Sauter，2009）。本研究发现，2I15 可被 SA 和 JA 显著抑制表

达（图 2），暗示其可能涉及抗病信号分子诱导的胁迫反应。在病原菌侵染 2 ~ 72 h，1O08 持续呈显

著上调表达（图 1），而且，有趣地是，外源 SA 和 JA 处理可同时显著诱导 1O08 上调表达（图 2），

根据最近的研究结果‘植物的抗病反应需要信号分子 SA 和 JA 的协同作用’（Halim et al.，2009）

推测，在黄瓜防御霜霉病侵染过程中，1O08 可能作为 SA 和 JA 信号传导分子的共同作用体或连接

器（connector）而参与抗病反应。 

3.3  非生物胁迫 

大量研究表明，植物防卫反应与胁迫反应之间存在交互作用，在植物对病原菌应答的基因中，

包含一些伤害、干旱、热激、冷害、高盐以及其它非生物胁迫的基因（Seki et al.，2002；Dombrowski，

2003；Yuan et al.，2005）。在正常情况下，‘胁迫基因’保持沉默状态，但遭受到胁迫时则迅速表达、

参与胁迫反应（Shinozake & Yamaguchi-shinozakik，2000），病原菌能诱导‘胁迫基因’的表达说明

植物防卫反应和非生物胁迫反应相统一的一面。本研究发现，机械伤害、冷害、热激和高盐等胁迫

可显著抑制或诱导 2I15、3C19 和 1O08 的特异表达（图 2，图 3 和图 4）。上述结果表明，这些基

因参与了多种非生物胁迫反应，由于生物胁迫和非生物胁迫存在许多相同的机制。由此推测，这些

未知功能基因可能具有参与生物和非生物胁迫反应的作用。 
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