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摘　要：作为一种高效分离差异表达基因的方法，抑制差减杂交（ＳＳＨ）技术已被广泛应用于医学研究领域，其低假

阳性、高灵敏度和高效性的优点，在植物研究领域中也越来越受到重视。虽然抑制差减杂交技术在大豆研究中的

应用起步较晚，但近年来相关研究呈现增加的趋势，研究领域涉及到大豆花叶病毒病、大豆疫霉病、大豆光温互作

和逆境胁迫等方面。该文介绍了抑制差减杂交技术的原理、特点和进一步改良的方向，并综述了该技术在大豆研

究中的应用。
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　　许多基因的表达都具有时间、空间及表达量上
的差别，这些差别在生物体的生命活动中起着重要

的调节作用，基因表达的变化是调控细胞生命活动

过程的核心机制之一
［１］
。高等生物生长发育过程

中有大约 １．５万个基因存在差异表达［２］
。通过分

析基因表达情况的变化和差异，可以更好地了解动

植物生命活动过程不同生命现象、生理反应的机

制，并为进一步克隆重要功能基因奠定基础。

利用基因表达的差别克隆基因的技术称为差

异显示技术，目前已经发展出了多种差异显示技

术。研究基因差异表达的最早期技术是 Ｌｉａｎｇ等［２］

在 １９９２年建立的 ｍＲＮＡ差异显示技术（ＤＤＲＴ
ＰＣＲ）。该技术简便、灵敏、ＲＮＡ用量少，并可对多
种状态细胞内的 ｍＲＮＡ样品同时进行比较，在植物
胚胎发育、形态发生、信号传导和植物逆境胁迫相

关基因的比较分析和克隆研究中发挥了一定的作

用。但该技术存在假阳性高、凝胶中单条带可能由

一种以上 ｃＤＮＡ片段构成、所获得的 ｃＤＮＡ可能仅

代表３′端的非翻译序列、扩增产物受 ｍＲＮＡ丰度
限制较大等缺点和不足，目前已很少应用。Ｈｕｂａｎｋ
等

［３］
于１９９４年建立的 ｍＲＮＡ差别显示反转录 ＰＣＲ

技术（ｃＤＮＡＲＤＡ）则是一种比较完善的差异表达分
析技术，它兼具了 ＲＤＡ和 ｃＤＮＡ差减杂交法的优
点，并在一定程度上降低了假阳性率、减小了扩增

产物对 ｍＲＮＡ丰度的依赖性、可在多组样品中进行
比对和检测基因的上调、下调表达。但该方法仍然

也存在一些明显的的不足：利用该技术不易检出低

丰度的差异基因，而低丰度差异基因中常含有相对

重要的基因；利用该方法常得到一些与目的性状无

关的基因，导致后续的鉴定工作量加大；该方法对

检测样品和对照样品的纯度要求很高，两组材料之

间的差异越大，利用此方法鉴定差别表达基因的难

度也就越大。

在 ＤＤＲＴＰＣＲ和 ｃＤＮＡＲＤＡ的基础上，Ｄｉａｔｃｈ
ｅｎｋｏ等［４］

在１９９６年建立的抑制差减杂交（ＳＳＨ）技

术，则是目前最为完善的差异显示技术，以该技术
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为基础改良优化形成的衍生技术，已成为当前基因

差异表达研究中的重要技术手段。ＳＳＨ通过２次特
异性杂交和２次 ＰＣＲ特异性扩增，使得假阳性率大
大降低，特异性更高、操作更简便、研究周期更短，

目的序列富集程度较高，且丰度相对一致，最大限

度的弥补了上述 ２种技术的不足。该技术自问世
以来，已在肿瘤发生发展、机体重要细胞发育分化

等医学研究领域取得了重要成果，在植物研究中的

应用也越来越多，在植物器官发育、形态发生、信号

传导和逆境胁迫反应等研究领域取得了重要进展。

作为重要的经济作物，大豆的基础研究越来越

受到重视，其基因组测序工作已基本完成，为深入

研究其基因构成和表达特点提供了更为坚实的基

础，各种先进的实验技术也将在研究中得到广泛的

利用。作为目前基因差异表达研究和基因克隆有

效的手段之一，ＳＳＨ技术在大豆中的应用也日趋广
泛，并在抗病虫、非生物逆境胁迫和生长发育等研

究中取得了一定进展，显示出了广阔的应用前景。

１　ＳＳＨ的基本流程和原理

ＳＳＨ技术是依据抑制 ＰＣＲ和差减杂交原理建
立起来的，其基本流程是：首先，从 ２种要比较的材
料（Ｔｅｓｔｅｒ与 Ｄｒｉｖｅｒ）中提取 ｍＲＮＡ，并分别反转录为
ＴｃＤＮＡ和 ＤｃＤＮＡ，利用限制性内切酶把它们酶切
成具有平末端的小片段，将酶切后的 ＴｃＤＮＡ等分为
２份，分别加上接头 １和接头 ２。然后，用过量的
ＤｃＤＮＡ与连有不同接头的２种 Ｔ样品分别杂交，完
成第１轮不完全杂交，每一杂交体系中均产生 ４种
类型分子。其中大多数形成异源杂交分子，少部分

自我复性形成同源杂交分子。对于 ＴｃＤＮＡ中特有
的序列（目的序列）则只能以自我变性形成的同源

杂交分子或单链形式存在分子群体中。根据分子

杂交的二级动力学原理，经过第 １轮杂交，原本存
在丰度差异的 ｃＤＮＡ含量趋于一致，并富集了 ＴｃＤ
ＮＡ中差异表达的基因。接下来合并上述得到的 ２
份杂交产物，再加入新的 ＤｃＤＮＡ进行第 ２轮杂交，
将产生５种类型的分子。以同源杂交分子或单链
形式存在的片段在第 １次不完全杂交时不能正常
配对，而在第２次杂交时能自我配对，形成具有２种
接头的双链 ｃＤＮＡ片段，它们正是差异表达的目的
片段。补平接头的分子粘性末端，根据两端的接头

外侧序列设计引物进行 ＰＣＲ扩增，富集这种双链分
子。以第１次 ＰＣＲ扩增的 ｃＤＮＡ产物为模板，进行
第２次巢式 ＰＣＲ扩增，引物为与接头内侧序列互补
的１对片段，这进一步降低了背景、富集了差异表
达 ｃＤＮＡｓ。２次扩增的 ＰＣＲ产物既可直接被用于

构建抑制差减 ｃＤＮＡ文库，又能被标记成杂交探针
进行文库差示筛选。

２　ＳＳＨ的特点

和传统 ｃＤＮＡ差减杂交，ＤＤＰＣＲ和 ＲＤＡ等传
统的差异显示技术相比，ＳＳＨ技术具有自己独特的
优点。首先，它具有高效性和灵敏性。该技术在反

应中将 ｃＤＮＡ进行 ＲｓａＩ等酶消化处理，生成多个片
段，并均一化丰度不同单链分子的含量和富集目的

片段，保证能够检测出低丰度 ｍＲＮＡ。在一次 ＳＳＨ
反应中，数百个差异表达的基因能同时被检测出

来，极大的提高了检测效率
［５］
，在基因克隆方面优

于 ＤＤＲＴＰＣＲ和 ｃＤＮＡＲＤＡ［６］，并且 Ｔｅｓｔｅｒ和 Ｄｒｉｖ
ｅｒ之间的表达差异越大，获得目的基因的可能性也
就越大

［７］
。其次，ＳＳＨ假阳性率较低。它利用 ２次

特异性杂交和 ２次特异性 ＰＣＲ，保证了差异表达的
ｃＤＮＡ片段具有较高的特异性，从而使假阳性率大
大降低，ＳＳＨ在检测 ２种胰腺肿瘤细胞差异表达基
因时，阳性率可高达 ９４％［６］

。另外，ＳＳＨ需要的样
品较少［１２μｇｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮＡ］，并且整个过程操
作简单快速、背景低、重复性高；而传统的差减技术

需要超过２０μｇ的 ｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮＡ，并且步骤繁琐，
耗时费力。

３　ＳＳＨ的改良和应用

３．１　ＳＳＨ的不足
随着应用范围和深度的不断拓展，ＳＳＨ技术也

表现出一些不足和局限性，主要包括：（１）虽然所需
材料的起始量只有 １～２μｇｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮＡ，但对
于一些稀有材料而言还是很大，应用此方法还是存

在一些困难；（２）差减库中 ｃＤＮＡ经过酶切后，不再
是全长 ｃＤＮＡ，不能直接得到全长的目的基因，只有
通过从全长 ｃＤＮＡ文库中筛选目的基因全长，或者
利用 ＲＡＣＥ等技术获得目标 ＥＳＴ的全长；（３）ＳＳＨ
不能同时进行数种平行材料之间的比较，一般只能

有２种材料，材料之间的许多小差异不能被检测出
来等。

３．２　ＳＳＨ的改良
为了克服 ＳＳＨ存在的不足和局限性，更充分的

发挥其优势。科研人员利用分子生物学实验新技

术、生物信息学技术和基因组序列新知识等，对ＳＳＨ
技术及其数据分析方法进行了有针对性的改良和

完善，并在以下方面取得了进展。

在解决一些稀有材料 ＲＮＡ起始量不足的问题
上，分子生物学实验新技术发挥了重要作用。如先运
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用 ＳＭＡＲＴＰＣＲ从微量的 ＲＮＡ中扩增得到 ｃＤＮＡ片
段，再利用 ＳＳＨＰＣＲ扩增富集目的转录本，接下来利
用这些片段构成抑制差减文库或制成探针进行筛选

差减 ｃＤＮＡ、全长 ｃＤＮＡ和基因组 ＤＮＡ文库的方法，
实现了 ＳＳＨ和 ＳＭＡＲＴＰＣＲ的有机结合，形成了一种
更高效、更灵敏、更易操作的技术，并在 ＲＮＡ较难获
得的超纯血细胞中获得了成功应用

［７］
。将第一次正

向抑制差减杂交产物更换新接头后作为 Ｔｅｓｔｅｒ，把第
一次反向抑制差减杂交产物更换新接头后作为 Ｄｒｉｖ
ｅｒ，再进行一次抑制差减杂交的循环，形成的双差减
杂交技术，进一步提高了抑制差减杂交效率，并在

ＤＮＡ很难分离的细菌性植物病原体中获得了高纯度
样品，进行了基因表达差异分析

［８］
。

为了进一步降低 ＳＳＨ技术的背景、提高阳性率、
更好地分析基因表达差异和克隆基因，Ｌｉ等［９］

在微

分差减链（ＤＳＣ）的基础上，通过重新设计接头获取阴
性差减链（ＮＳＣ），发展出一种新的 ＳＳＨ／ＮＳＣ技术，大
大降低了背景、提高了阳性率，实现了高等复杂真核

细胞中差异表达基因的高效分离。ＳＳＨ技术与 ＤＮＡ
芯片技术的结合则更为普遍，不但实现了特异 ＤＮＡ
探针的高效获取和鉴别

［１０］
，而且可以更快、更准确的

分析和克隆特定条件下差异表达的基因
［１１］
。同样，

ＳＳＨ技术与 ＡＦＬＰ、ｄｏｔｂｌｏｔ、ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ和 Ｃｌｕｓｔｅｒ分
析等方法的结合使用，也大大提高了特定条件下植物

转录组变化的分析和检测效率。

３．３　ＳＳＨ在植物中的应用
ＳＳＨ技术在医学和动物研究领域已发挥了重

要作用，特别是在药物靶向基因的分离、人类癌症

等疾病研究中成果显著
［１２１３］

。近年来，ＳＳＨ技术在
植物差异表达基因分析和克隆研究中的应用也越

来越多，已涉及水稻
［１４］
、小麦

［１５］
、菜豆

［１６］
、苜蓿

［１７］
、

牡丹
［１８］
、碱篷

［１９］
等多种植物。

Ｌａｕｒｅｎｃｅ等［２０］
以苜蓿与草木犀共生的不同生

长阶段为研究对象，利用 ＳＳＨ技术建立了 ７个差减
文库，系统分析了共生早期基因的表达情况。Ｊｏｎｇ
Ｓｕｇ等［２１］

通过构建莴苣不同颜色叶片的抑制差减

文库，分析了红色莴苣和绿色莴苣叶片中的基因表

达差异。这类研究为阐明植物生长变化、形态差异

等的基因表达基础提供了证据。

Ａｎｎａ等［２２］
利用 ＳＳＨ技术，在马铃薯受 Ｐｈｙｔｏ

ｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ侵染过程中发现了一个新的无蛋
白编码的特异基因家族，并通过表达研究明确了该

家族基因可能与马铃薯抗病相关。Ｈａｉｇｕａｎｇ等［２３］

利用 ＳＳＨ与 ｃＤＮＡ微阵列相结合，比较分析了水稻
在不同水压力下基因的表达差异，从而进一步揭示

了水稻对生长环境水压力适应性的分子机理。这

类研究为解析植物抗病性、生态适应性等的分子机

理提供了证据。

利用 ＳＳＨ技术，Ｋｅｄｅ等［２４］
从辣椒中分离得到

一条新 ＧＨ３ｌｉｋｅ基因，并证明该基因是植物生长激
素和果实成熟乙烯调控中的一种重要因子，可能是

植物生长激素和乙烯调控过程中信号传导的交叉

点。Ｄｉｅｔｍａｒ等［２５］
在甜菜中分离克隆了甜菜碱基因

启动子，该启动子的表达可以调控叶片中抗病基

因，从而改善植物对叶疾病的抗性。Ｂａｈｎ等［２６］
从

大麦中克隆了依赖于 ＡＢＡ调节的低温诱导表达基
因 ＬＴＩ２。Ｄｏｎｇ等［２７］

在圣柳中筛选得到了一条与植

物水通道蛋白高度相关的 ｃＤＮＡ并获得了该基因的
全长序列，它具有质膜内嵌蛋白的保守序列，并与

拟南芥的 ＭＩＰＣ有 ９５％的同源性。这类研究不但
为明确植物耐逆性机理等提供了新的视角，而且为

克隆有重要应用价值的基因奠定了基础。

４　ＳＳＨ在大豆中的应用

尽管目前 ＳＳＨ技术在大豆研究中的应用还相
对较少，但在大豆抗病虫性、光温互作特性、逆境胁

迫反应等方面也取得了一定的进展，在大豆耐逆性

研究中显现出广阔的应用前景。

４．１　ＳＳＨ在大豆抗病虫研究中的应用
抗病虫是培育大豆新品种的重要目标性状，也

是大豆基因研究的重要领域。水稻、玉米、棉花、小

麦等其它重要作物的抗病虫研究相对比较深入，通

过生物工程手段已获得了一些抗病虫材料，利用 Ｂｔ
基因获得的转基因棉花、玉米已经实现了大面积商

业化种植。在大豆中，该领域的研究则较少，大豆

重要病虫害的胁迫机制目前尚不清楚。对大豆在

病虫害胁迫下基因差异表达的分析研究，有利于更

好的了解大豆抗病虫的分子机理。ＳＳＨ因其技术
特点和优势，非常适合探讨这方面的问题，近年来

也在大豆病虫胁迫条件下特异基因表达差异和分

离研究中得到了较好的应用。

为了分析大豆抗锈病基因的表达模式，Ｃｈｏｉ
等

［２８］
构建了大豆锈病相关的抑制差减文库，利用微

阵列分析了正向和反向文库中 １７２８个差异表达的
克隆，并对获得的相关基因了进行功能推导、注释

和分类，发现一些可能在大豆抗锈病过程中发挥重

要作用的基因。Ｗａｎｇ等［２９］
通过构建抑制差减文

库，分析了不同毒性大豆疫霉菌侵染大豆早期的基

因表达差异，探讨了不同毒性大豆疫霉菌致病力差

异的分子机制。Ｂｉｎｇｌｉ等［３０］
则通过构建大豆胞囊

线虫食道腺分泌蛋白基因抑制差减文库，获得了 ２１
个可能与大豆胞囊线虫病相关的基因，从病原菌角
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度入手，为大豆相关抗性基因的发掘提供了新思

路。张淑珍等
［３１］
利用疫霉菌诱导的大豆抗病品种

绥农１０，构建抑制差减文库，分析研究了大豆对疫
霉根腐病抗性的基因表达特点。Ｚｅｎｇ等［３２］

采用

ＳＳＨ技术，从野生大豆中筛选到了一个在疫霉病菌
侵染早期上调表达的 ｃＤＮＡ片段，并进一步克隆了
该基因的全长，该基因编码甘油醛３磷酸脱氢酶，
被命名为 ＰｓＧＡＰＤＨ，在大豆抗病育种中具有一定的
应用前景。

４．２　ＳＳＨ在大豆非生物压力相关研究中的应用
干旱、涝害、盐碱、冷害和热害等非生物逆境，

是抑制大豆生长，影响大豆品质、产量的重要因素。

全面了解和揭示大豆对非生物压力胁迫反应的分

子机制，不但对阐明大豆对胁迫的应答反应机理、

获得相关基因信息具有重要意义，而且对进一步克

隆重要基因、指导抗性品种的培育具有重要价值。

ＳＳＨ在植物非生物逆境胁迫研究中应用最为广泛，
在大豆中也取得了较大进展。

Ｍａｔｈｉｌｄｅ等［３３］
为了解析干旱胁迫影响大豆固

氮能力的分子基础，利用缺水 ５ｄ和正常生长的大
豆植株根瘤为材料，构建抑制差减文库，筛选分析

获得了５６个在干旱条件下上调表达的 ＥＳＴ序列；
其中的铁蛋白和金属硫相关基因，可能与大豆根瘤

抗旱密切相关。Ｈｏｎｇ等［３４］
利用 ＳＳＨ技术，从盐诱

导的大豆植株中分离到的磷酸酯酶基因 ＧｍＰＡＰ３，
在大豆叶片和根中受盐、氧化压力等诱导表达，可

能通过参与活性氧（ＲＯＳ）的合成、清除，或者通过
参与盐胁迫反应信号的传导调控大豆耐盐性。

ＣｈａｎｇＷｏｏ等［３５］
以低温处理 ３、６、１２、２４、４８ｈ后的

大豆叶片混合样品为 Ｔｅｓｔｅｒ，未经处理的叶片作
Ｄｒｉｖｅｒ，构建抑制差减文库，分离得到了 １个与大豆
耐盐性相关的天冬酰胺酶（ＬＡｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ）基因，该
基因受 ＡＢＡ、低温和氯化钠诱导表达，但对热高温
和干旱胁迫反应钝感。ＫｅｅＹｏｕｎｇ［３６］等则采用低温
诱导，从大豆中分离到了 ３个核糖体蛋白基因 Ｇｍ
ＲＰＳ１３、ＧｍＲＰＳ６和 ＧｍＲＰＳ３７。这些研究和重要基
因的克隆，进一步加深了对大豆耐逆性的理解，并

为改良大豆品种耐逆性提供新的标记和基因。

４．３　ＳＳＨ在大豆生长发育研究中的应用
大豆生长发育各阶段的分子机制十分复杂，目

前由于受技术、材料的限制，获得的信息还非常有

限，高效、灵敏的 ＳＳＨ技术为该领域研究提供了一
种有效的手段，特别是在种子形成、光周期反应等

研究中已发挥了重要作用。

为了获得大豆种子发育过程中可靠的遗传信

息，Ｖａｄｉｍ等［３７］
以大豆开花后７ｄ和２１ｄ的种子为

材料，构建抑制差减文库，分析了大豆种子形成过

程中不同发育发展阶段基因表达的差异，同时引入

ＭｉｒｒｏｒＯｒｉｅｎｔａｔｉｏｎＳｅｌｅｃｔｉｏｎ（ＭＯＳ）技术进一步的降
低假阳性率，为阐明大豆种子发育的分子基础提供

了依据。ＷｅｎＨｕｉ等［３８］
以高油和低油 ２个大豆品

种为材料，利用 ＳＳＨ技术分析了其开花后 ２２ｄ和
４３ｄ２个成熟阶段之间的基因表达差异，发现了一
些种子特异性表达基因，这些基因随着种子不断发

育表达量发生变化，且与种子油份含量的变化密切

相关，它们可能与种子中的油脂合成相关。为了在

细胞分子水平上研究光周期诱导开花、衰老过程中

基因转录物丰度的变化，探索大豆叶片感受日长变

化诱导开花、衰老的复杂机制，Ｚｈａｏ等［３９］
以光周期

敏感大豆品种的叶片为材料，构建了短日照诱导的

抑制差减文库，筛选到了一些差异表达基因，并利

用 ＲＡＣＥ技术克隆了 ＧｍＲＡＶ基因的全长。在大豆
叶片中，ＧｍＲＡＶ基因受 ＡＢＡ诱导上调表达，受 ＢＲ
诱导下调表达，短日照可以增加其表达量，并在转

基因烟草中过量表达该基因，可对植株形态和光和

反应特征产生不良的影响，表明该基因可能是大豆

光周期反应过程中的一个负调控因子
［４０］
。

５　展望

抑制差减杂交（ＳＳＨ）技术自问世以来，已在动

植物研究中取得了明显的进展，相关研究成果不断

涌现、技术水平日趋提升，在生理反应机理、重要基

因克隆、基因功能解析、基因诊断等领域发挥了重

要的作用。也在加深对大豆抗病虫、耐逆、生长发

育等特性的理解中显现出广阔的应用前景。虽然

ＳＳＨ技术还存在着一些缺点，但在大量的应用实践
中，该技术不断得到了改良和完善，进一步提高了

阳性率、增强了扑捉低含量 ｍＲＮＡ的能力，同时操
作也更加简单快捷。近年来，随着生物信息学的发

展和基因组测序研究的深入，ＧｅｎＢａｎｋ、ＥＭＢＬ、ＤＤ
ＢＪ、ｄｂＥＳＴ、ＧＳＤＢ等核酸数据库和 ＲＩＲ、ＳＷＩＳＳ
ＰＲＯＴ、ＴｒＥＭＢＬ、ＮＲＬ３Ｄ等蛋白质数据库日益丰富，
ＢＬＡＳＴ、Ｃｎ３Ｄ、Ｓｐｌｉｇｎ、Ｐｈｙｌｉｐ软件包等比对分析工具
日趋完善，ＢｉｏＭａｋ、ＳＡＭＳ等新型分析软件不断推
出

［４１］
，实现了 ＥＳＴ序列的批量自动化分析注释，使

得原来繁杂的分析工作也变得越来越简捷高效，大

大提高了 ＳＳＨ技术的分析效率和可靠性。虽然目
前 ＳＳＨ技术在大豆研究中的应用还相对较少，但随
着大豆基因组测序工作的完成和该技术的日臻完

善，必将被大豆科研工作者们不断认识和应用，推

进大豆相关研究的深入。
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ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｅｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｉｌＣｒｏｐ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２００１，２３（２）：１１１３．）

［８］　ＥｒｉｃｋｓｏｎＥＨ．Ｓｏｙｂｅａｎｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎａｎｄｈｏｎｅｙｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｒｅ

ｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｒｅｐｏｒｔ［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＢｅｅＪｏｕｒｎａｌ，１９８４，１２４

（１）：７７５７７９．

［９］　ＥｒｉｃｋｏｎＥＨ．Ｔｈｅｓｏｙｂｅａｎｆｏｒｂｅｅｓａｎｄｂｅｅｋｅｅｐｉｎｇ［Ｊ］．Ａｐｉａｃｔａ，

１９８３，ＸＶＩＩＩ：１７．

［１０］　ＳｅｖｅｒｓｏｎＤＷ，ＥｒｉｃｋｓｏｎＥＨ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｖａｒｉａ

ｔｉｏｎｉｎｆｌｏｒａｌｎｅｃｔａｒｏｆｓｏｙｂｅａｎｃｕｌｔｉｖａｒｓｉｎｓｏｕｔｈｅａｓｔｅｒｎＭｉｓｓｏｕｒｉ

［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＥｎｔｏｍｏｌｏｇｙ，１９８４，１３：１０９１１０９６．

［１１］　ＥｒｉｃｋｓｏｎＥＨ．Ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｆｌｏｒａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｈｏｎ

ｅｙｂｅｅｖｉｓｉｔａｔｉｏｎｔｏｓｏｙｂｅａｎｂｌｏｓｓｏｍｓ［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ，１９７６，

１５：７６７７７１．

［１２］　ＥｒｉｃｋｓｏｎＥＨ．Ｓｏｙｂｅａｎｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎａｎｄｈｏｎｅｙｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ：Ａｒｅ

ｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｒｅｐｏｒｔ［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＢｅｅＪｏｕｒｎａｌ，１９８４，１４：７７５

７７９．

［１３］　ＥｒｉｃｋｓｏｎＥＨ．Ｓｏｙｂｅａｎｆｌｏｒａｌｅｃｏｌｏｇｙａｎｄｉｎｓｅｃｔｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＳｏｙｂｅａｎＧｅｎｅｔｉｃｓＮｅｗｓｌｅｔｔｅｒ，１９８４，１１：１５２１６２．

［１４］　ＥｌｂｅｒｔＲＪ．Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｂｅｔｗｅｅｎｈｏｎｅｙｂｅｅｓａｎｄｓｏｙ

ｂｅａｎｓ［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＢｅｅＪｏｕｒｎａｌ，１９７０，８：３０６３０７．

［１５］　ＲｏｂｅｒｔＩＡ，ＥｄｗａｒｄｓＣＲ，ＨａｒｒｉｓＴ．Ｙｉｅｌｄａｎｄｃｒｏｓｓｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆｓｏｙｂｅａｎｓａｓａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｈｏｎｅｙｂｅｅｓａｎｄａｌｆａｌｆａｌｅａｆｃｕｔｔｉｎｇｂｅｅｓ

［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＢｅｅＪｏｕｒｎａｌ，１９７８，８：５５５５５８．

［１６］　ＲｉｃｈａｒｄＷ Ｒ，ＣｈａｒｌｅｓＥＭ，ＥｒｉｃＨＥ．Ｗｉｌｄｂｅｅｓｏｎｓｏｙｂｅａｎｓ

［Ｊ］．ＥｎｖｒｉｏｎｍｅｎｔａｌＥｎｔｏｍｏｌｏｇｙ，１９８０，９：２３０２３２．

［１７］　李建平，李茂海，杨桂华，等．大豆不育系传粉昆虫及传粉技

术研究［Ｊ］．吉林农业科学，２００２，２７（增刊）：４６．（ＬｉＪＰ，

ＬｉＭＨ，ＹａｎｇＧＨ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｆｐｏｌｌｉｎａｔｉｎｇｉｎｓｅｃｔｓａｎｄｐｏｌｌｉ

ｎａｔｉｎｇｔｅｃｈｎｉｃａｌｏｆｓｏｙｂｅａｎｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｅｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＪｉ

ｌｉｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００２，２７（Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ）：４６．）

［１８］　ＫｏｅｌｌｉｎｇＰＤ，ＫｅｎｗｏｒｔｈｙＷ Ｊ，ＣａｒｏｎＤＭ．Ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎｏｆｍａｌｅ

ｓｔｅｒｉｌｅｓｏｙｂｅａｎｉｎｃａｇｅｄｐｌｏｔｓ［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ，１９８１，２１：５５９

５５１．

［１９］　赵丽梅，孙寰，马春森，等．大豆昆虫传粉研究初讨［Ｊ］．大豆

科学，１９９９，１８（１）：７３７６．（ＺｈａｏＬＭ，ＳｕｎＨ，ＭａＣＳ，ｅｔａｌ．

Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔｕｄｙｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｏｌｌｉｎａｔｉｎｂｕｂｅｅｓ［Ｊ］．Ｓｏｙｂｅａｎ

Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９９，１８（１）：７３７６．）

［２０］　王跃强，王曙明，赵丽梅，等．杂交大豆昆虫传粉及制种技术

研究进展［Ｊ］．吉林农业科学 ２００８，３３（３）：５８．（ＷａｎｇＹＱ，

ＷａｎｇＳＭ．ＺｈａｏＬＭ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎｓｔｕｄｉｅｓｏｆｉｎｓｅｃｔｐｏｌｌｉ

ｎａｔｏｒｓａｎｄｓｅｅｄｐｒｏｄｕｃｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｈｙｂｒｉｄｓ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＪｉｌｉｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００８，３３（３）：５８．）

［２１］　ＣｕｒｒｉｅＲＷ，ＷｉｎｓｔｏｎＭＬ，ＳｌｅｓｓｏｒＫＮ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｙｎｔｈｅｔｉｃｑｕｅｅｎ

ｍａｎｄｉｂｕｌａｒｐｈｅｒｏｍｏｎｅｓｐｒａｙｓｏｎｈｏｎｅｙｂｅｅｓ（Ｈｙｍｅｎｏｐｔｅｒａ：Ａｐｉ

ｄａｅ）ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎｏｆｂｅｒｒｙｃｒｏｐｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｃｏｎｏｍｉｃＥｎｔｏ

ｍｏｌｏｇｙ，１９９２：８５：１３００１３０６．

［２２］　ＳｈｅｐｐａｒｄＷ Ｓ，ＪａｙｃｏｘＥＲ，ＰａｒｉｓｅＳＧ．Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎａｎｄｍａｎｇｅｎ

ｍｅｎｔｏｆｈｏｎｅｙｂｅｅｓｆｏｒｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｓ［Ｒ］．Ｐｒｏｃ．ＩＶｔｈ

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳｙｍｐ．ＯｎＰｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ，ＭａｒｙｌａｎｄＡｇｒ．Ｅｘｐｔ．Ｓｔａ．

Ｓｐｅｃ．Ｍｉｓｃ．Ｐｕｂｌ．１，１９７９：


１２３１３０．

（上接第 ７０６页）

［２９］　ＷａｎｇＺＹ，ＷａｎｇＹＣ，ＣｈｅｎＸＲ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

ｒｅｖｅａｌｓｇｅｎｅｓｄｉｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｌｏｗａｎｄｈｉｇｈｖｉｒｕｌｅｎｃｅ

ｎｅａｒｉｓｏｇｅｎｉｃＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＦｕｎｇａｌＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，２００６，４３：８２６８３．

［３０］　ＧａｏＢＬ，ＡｌｌｅｎＲ，ＭａｉｅｒＴ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｕｔａｔｉｖｅｐａｒａ

ｓｉｔｉｓｍｇｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｅｓｏｐｈａｇｅａｌｇｌａｎｄｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｓｏｙｂｅａｎ

ｃｙｓｔｎｅｍａｔｏｄｅＨｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔＭｉｃｒｏｂｅ

Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，２００１，１４（１０）：１２４７１２５４．

［３１］　张淑珍，徐鹏飞，吴俊江，等．大豆疫霉根腐病菌诱导下 ＳＳＨ

文库构建及初步分析［Ｊ］．大豆科学，２００８，２７（３）：５４３５４５．

（ＺｈａｎｇＳＺ，ＸｕＰＦ，ＷｕＪＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ａＳＳＨｌｉｂｒａｒｙｏｆｓｏｙｂｅａｎｕｐｏｎｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ

［Ｊ］．ＳｏｙｂｅａｎＳｃｉｅｎｃｅ，２００８，２７（３）：５４３５４５．）

［３２］　ＺｅｎｇＪ，ＷａｎｇＹＣ，ＳｈｅｎＧ，ｅｔａｌ．ＡＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅｇｅｎｅｏｆ

ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＧＡＰＤＨ）ｉｎｄｕｃｅｄｉｎ

ｈｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｉｔｓａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｙｅａｓｔ［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ

ＳｃｉｅｎｃｅＢｕｌｌｅｔｉｎ，２００６，５１（１１）：１３１６１３２３．

［３３］　ＭａｔｈｉｌｄｅＣ，ＡｎｎｉｅＬ，ＤｉｄｉｅｒＨ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｅｗｕｐ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓｉｎｓｏｙｂｅａｎｎｏｄｕｌｅｓ［Ｊ］．

Ｇｅｎｅ，２００８，４２６：５２２．

［３４］　ＬｉａｏＨ，ＷｏｎｇＦＬ，ＰｈａｎｇＴＨ，ｅｔａｌ．ＧｍＰＡＰ３，ａｎｏｖｅｌｐｕｒｐｌｅ

ａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｌｉｋｅｇｅｎｅｉｎｓｏｙｂｅａｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＮａＣｌｓｔｒｅｓｓｂｕｔ

ｎｏｔｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，２００３，３１８：１０３１１１．

［３５］　ＣｈｏＣ，ＬｅｅＨ，ＣｈｕｎｇＥ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｓｏｙｂｅａｎＬａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅｇｅｎｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｒｅｓｓ

［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌｅｓａｎｄＣｅｌｌｓ，２００７，２３（３）：２８０２８６．

［３６］　ＫｉｍＫＹ，ＰａｒｋＳＷ，ＣｈｕｎｇＹＳ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇｏｆｌｏｗ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒ

ｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２００４，５５：１１５３１１５５．

［３７］　ＢｅｉｌｉｎｓｏｎＶ，ＭｏｓｋａｌｅｎｋｏＯＶ，ＲｉｔｃｈｉｅＲＤ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｄｕｒｉｎｇｓｅｅｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．Ｐｈｙｓｉｏ

ｌｏｇｉａＰｌａｎｔａｒｕｍ，２００５，１２３：３２１３３０．

［３８］　ＷｅｉＷＨ，ＣｈｅｎＢ，ＹａｎＸＨ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｓｏｙｂｅａｎｓｅｅｄｓｄｉｆｆｅｒｉｎｇｉｎｏｉｌｃｏｎｔｅｎｔ［Ｊ］．

ＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００８，１７５：６６３６７３．

［３９］　赵琳，罗秋兰，杨春亮，等．大豆在暗诱导条件下差异表达 ｃＤ

ＮＡ文库的构建及分析［Ｊ］．大豆科学，２００７，２６（２）：１３４

１３９．（ＺｈａｏＬ，ＬｕｏＱＬ，ＹａｎｇＣＬ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄａｎａｌ

ｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙｆｒｏｍｓｏｙｂｅａｎｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙｄａｒｋｎｅｓｓ［Ｊ］．ＳｏｙｂｅａｎＳｃｉｅｎｃｅ，２００７，２６（２）：１３４１３９．）

［４０］　ＺｈａｏＬ，ＬｕｏＱＬ，ＹａｎｇＣＬ，ｅｔａｌ．ＡＲＡＶｌｉｋｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃ

ｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌｓｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔａ，

２００８，２２７：１３８９１３９９．

［４１］　ＨｅｌｇｅＫ，ＡｎｋｅＢ，ＣｈｒｉｓｔｉａｎＦ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｂｉｏｉｎｆｏｒｍａ

ｔｉｃｔｏｏｌｓｔｏｓｕｐｐｏｒｔＥＳＴｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｉｎｓｉｌｉｃｏａｎｄｍｉｃｒｏａｒｒａｙｂａｓｅｄ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｐｒｏｆｉｌｉｎｇｉｎｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｓｙｍｂｉｏｓｅｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓ

ｔｒｙ，２００７，６８：１９３２．


