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表 2  部分与已知功能基因同源的草珊瑚叶片 ESTs 
Table 2  Some ESTs matched with known functional genes in S. glabra leaves 

编号 推定基因 长度/bp E 值 最大同源性/% 

Contig1 磷酸合成酶 β亚基（草珊瑚果） 2 524 0 99 

Contig2 40S 核糖体蛋白 S24-1（芭蕉）  820 8×10−75 93 

Contig3 光合作用中心 II 10 道尔顿蛋白（莲花）  731 8×10−56 83 

Contig5 假定蛋白（辣椒） 1 395 1×10−32 77 

Contig6 40S 核糖体蛋白 S15（油棕）  806 8×10−91 96 

Contig7 转录延伸因子多肽 1 亚型 X（芝麻）  700 6×10−56 89 

Contig8 细胞色素 b6/f 复合体亚基 V（籼型水稻组） 1 497 3×10−15 89 

Contig9 未知蛋白 LOC104602759（莲花）  840 8×10−81 66 

Contig10 类金属硫蛋白（西谷椰子）  512 9×10−27 80 

Contig12 类金属硫蛋白 2（荷花）  797 1×10−17 75 

Contig17 转录因子 BTF3 同系物样亚型 X1（莲花）  869 1×10−81 89 

Contig18 莲疏水蛋白 RCI2B（LOC104607190）  486 1×10−33 82 

Contig19 未知蛋白 LOC103995951 型 X1  614 5×10−27 80 

Contig20 NADH 脱氢酶的辅酶（棉花）  733 3×10−71 79 

Contig21 50S 核糖体蛋白 L3（葡萄） 1 024  7×10−141 86 

Contig22 组蛋白 H2B.11（醉蝶花）  735 5×10−56 100 
 
主要成分有苯酚、8-羟基喹啉、异硫氰酸胍。苯酚

既可裂解细胞，使细胞中的蛋白、核酸解聚而被释

放，也可使蛋白质变性，但不能完全抑制 RNA 酶

活性，可通过 8-羟基喹啉、异硫氰酸胍、β-巯基乙

醇等来抑制内外源 RNA 酶。虽然 Trizol 法在提取

许多动植物组织或细胞中成功应用，但是不适合对

多糖、多酚类物质的提取；CTAB-Trizol 法在 CTAB
法的基础上，加入 Trizol 来去除 DNA 的污染，但

容易在点样孔周围有蛋白残留，并且总 RNA 完整

性不高，不适合提取草珊瑚叶片总 RNA。 
3.2  cDNA 文库构建及质量评价 

实验采用 Clontech 公司 SMART 法文库构建试

剂盒，方法操作简便易懂。在 RNA 进行反转录时，

采用草珊瑚叶片总 RNA，省去了纯化 mRNA 的步

骤，并且可以避免在纯化 mRNA 过程中 RNA 的降

解和低丰度基因的丢失，从而保证了反转录后

cDNA 的完整性和获得全长 cDNA 的可能性[37]。与

常见的一步反转录不同的是，用两步法完成反转录，

即 72 ℃温育 3 min 的热变性处理，再加入反转录

酶完成反转录过程，防止因 RNA 链过长或存在复

杂的二级结构，从而使反转录酶提前终止反应，无

法获得丰富的全长 cDNA。dscDNA 链的合成采用

LD-PCR 的方法，合成的双链 cDNA 经检测符合试

验要求。 

在反转录过程中以加入的 Oligo（dT）的起始

引物，3’末端带 Oligo（dG）的 SMART 引物，逆转

录酶及总 RNA 为主要合成物质。合成得到的所有

cDNA 单链的一端有含 Oligo（dT）的起始引物序列，

另一端有已知的 SMART 引物序列，这样合成第二

链后不仅可以利用通用引物进行扩增，而且得到的

cDNA 能够代表原有样品中 mRNA 的丰度，接下来

也可以应用于直接扩增基因、构建 cDNA 文库、

RACE 技术及应用于芯片检测的 cDNA 探针技术。 
通过实验得出影响文库质量的关键因素第二链

合成的最佳起始浓度、最佳循环数、cDNA 片段与

载体的最佳连接比例等。对于文库质量的评价方面，

通过滴度检测、重组率、PCR 片段检测 3 方面来确

定。文库滴度检测能反映文库的完整性、覆盖度；

重组率能通过蓝白斑的比例间接确定重组片段的导

入情况，有一定的误差存在；PCR 片段检测能准确

直观地判断重组片段的大小。本实验没有扩增出大

于 3 kb 以上的大片段，这是因为 PCR 程序的选择

性不利于大片段基因的扩增，是 SMART 法的一个

缺陷，针对这一问题后来有了相对的改进方法：（1）
将 PCR 扩增的循环数由 18 减到 3 的 Little-cycle 
SMART 技术[38]；（2）Super SMART 技术；（3）以

及为了获取大于 3 kb 的基因片段的 Large-size 
SMART 技术[5]。 






