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小麦NBS—LRR类抗病基因同源

cDNA序列的分离与鉴定

张立荣，杨文香，刘大群
(河北农业大学植物保护学院植物病理系／河北省农作物病虫害生物防治工程技术研究中心，保定071001)

摘要：利用抗病基因的保守结构设计引物，从抗叶锈病近等基因系材料TcLr24中扩增出一条703bp的条带RGAl，通过与

GenBank比对，选取与RGAl高度同源的若干条带，在它们共有的保守序列位置设计引物，利用eDNA末端快速扩增(RACE)技

术扩增抗病同源基因eDNA全长。扩增到3条全长eDNA，经BLASTp比较，这些序列都舍有NBS保守结构域和多个LRR结构

域，与很多已知植物抗病基因的功能相应区域一致。对FRGA一，、，月GA-2和FRGA·3实时定量PCR分析，表明这3个基因在小麦

叶片中都是组成型表达。本研究在小麦材料TeLr24中得到3条抗病基因同源eDNA全长，为研究小麦抗病基因奠定了基础。
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Cloning and Character of Resistance Homologenes

Contained NBS．LRR in Wheat TcLr24

ZHANG Li—rong，YANG Wen—xiang，LIU Da-qun

(Biological Control Center of Plant Diseases and Pests of Hebei Province／College of Plant Protection，

Agricultural University of Hebei，Baoding 071001)

Abstract：Resistance gene cDNA homology sequence from wheat was isolated using homology—based method．

The primers were designed according to the conserved sequence of resistance gene analogs and a 703bp fragment

was isolated from TcLr24．A few homologous sequences were captured when processing similarity search in GenBank

database．We designed primers based on highly conserved region among the above sequences and the rapid amplifi-

cation cDNA ends(RACE)was used to obtain the full length sequence of disease resistance homology gene in the

TcLr24 near isogenetic lines．Three full length cDNA sequences were obtained．BLASTp analysis showed that the

deduced amino acids of protein contained a NBS conserved domain and many leucine·rich repeats(LRR)domains，

which were identical to the conserved domains of many plant resistance genes．These sequences appeared not to be

induced by Puccinia triticina and were constitutive genes in the wheat leaf tissue by real—time PCR．In this study，we

obtained three resistance homology sequences which provide the shoa cut for researching of wheat resistance gene．

Key words：Wheat leaf rust resistance gene；Rapid amplification cDNA ends(RACE)；Bioinformatics；Homologenes

植物抗病基因(resistance gene。R基因)的克隆

是深入了解植物抗病机制和利用基因工程进行植物

遗传改良的基础。至今人们已从植物中克隆了60

余个R基因川，这些基因抵抗的病原物种类虽然不

同，但它们所编码的蛋白中大多含有如核苷酸结合

位点(nucleotide binding site，NBS)、富含亮氨酸重复

序列(1eucine—rich repeat，LRR)、亮氨酸拉链结构

(1eucine zippers，LZ)、跨膜结构域(transmemblane
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domain，TM)、Toll蛋白及自细胞介素一1受体(toll—

interleukin一1 receptor，TIR)、丝氨酸、苏氨酸蛋白激

酶(serine／threonine．specific protein kinase。STK)等

保守结构域。2’41。利用抗病基因保守结构域设计引

物，以植物基因组DNA或cDNA为模板进行PCR

扩增，可以得到该植物的抗病基因类似序列(resist．

ance gene analog，RGA)。目前已从马铃薯、水稻、拟

南芥、小麦、大豆、棉花等20多种植物上扩增出一大

批抗病基因同源序列：5J01。￡r2∥1]、LrlO‘121、

Lrl¨引和Lr34、141是成功克隆到的小麦抗叶锈病基

因，其中Lrl、LrlO和Lr21含有NBS．LRR结构。cD．

NA末端快速扩增技术(rapid amplification of cDNA

ends，RACE)是一种从低丰度转录本中快速扩增

eDNA 5’和3’末端简单而有效的方法，被广泛用于

许多已知功能基因片段的延伸和全长cDNA的克

隆‘1孓20 1。TcLr24是含有抗叶锈病基因Lr24的单基

因系材料，该基因来源于长穗偃麦草(Thinopyrum

ponticum，2n=70)(3Ag／3DL)易位系旧“，对目前我

国叶锈菌小种表现高水平的抗性。本研究以非亲和

叶锈菌接菌后的抗叶锈病单基因系TeLr24小麦为

材料，根据抗病基因NBS．LRR保守结构域设计特异

性引物，利用RACE技术，结合生物信息学资源获得

3条抗病同源基因eDNA全长，为研究抗病基因奠

定基础。

1材料与方法

1．1试验材料

小麦抗叶锈病单基因系TcLr24由河北农业大

学锈病研究中心提供。供试叶锈菌菌株88．26-12．4

(BGQQ)，对TcLr24表现无毒力(表现型“0”)。

1．2 总RNA的提取、cDNA第1链的合成、抗病同

源片段的扩增

TcLr24小麦材料盆栽，待幼苗长至第1叶完全

展开时(7d左右)，采用撒粉法接菌，诱导0、12、18、

24、36、48和72 h分别取样，样品混合后利用Tian．

gen公司RNA提取试剂盒，提取叶片总RNA，并利

用Tiangen公司的反转录酶进行反转录反应获得第

l链cDNA。操作过程依据说明书进行。根据已克

隆的植物抗病基因保守结构域设计引物(上游序

列：5 7．GCGGGTCTGGGAAATCTACC．3’，下游序列：

5 7一CTGCAGTAAGCAAAGCAACG．3’)，对反转录所

得cDNA进行扩增。扩增总体积为25．O“l，包括

eDNA 1．Olxl，RGA上、下游引物(101止mol／L)各

1．0卜l，10×PCR buffer 2．5“l，Taq DNA聚合酶

(5U／¨1)0．2斗l，dNTP(40 mmol／L)0．5斗l，PCR补

足水25．0¨l。反应程序为：94。C预变性5rain；然后

94℃变性1 min，500C退火lrain，72℃延伸1．5min．

35个循环；72℃延伸lOmin；10℃保温。

1．3 RACE

1．3．1 RACE引物的设计以RGAI片段为基础．

用NCBI提供的BLASTn进行比对，选择与RGAl片

段同源程度较高的5条抗病相关基因序列，它们的

GenBank登陆号分别是AFl58635．1、AF052641．2、

AYl24651．1、EU327996．1和AJ420959．1，用DNAS—

tar软件进行序列组装，在它们高度保守序列位置设

计2条用于3’RACE的正向引物：GSP：AGGAGArl3'．

GCAGAAAAGCTGAAGGG；NGSP：CAGGCTAGGCGT．

TGClYrrGCl3"ACT。

根据3
7

RACE结果在每条序列非保守区设计

序列的5’RACE扩增的引物。

GSPl：TGCAATCTCAACCCCAATGTTCTGG

NGSPl：AGAAGGCGGTATCATCAACCTCAGT

GSP2：CTAGAACCCGCAGrI’ITCGGCAGACT

NGSP2：TAACTCTGAACAAAAAGATGGCGGA

GSP3：TGTCCGGAAAGCAAGATATCGTAGA

NGSP3：CTCAACTGGTGTATCCCCTCCAACA

1．3．2全长基因引物设计 根据3’RACE和5’

RACE的测序结果，获得拼接的全长基因，设计全长

引物序列如下。

Pl F：CAATTACCATTGCTGCCGTAGGAT

PI R：TCATTCACTAAAATA7I’ITCCTGCA

P2F：AGGTATTACAAATACAAAGCTGAT

P2R：GGGCCACATAAACCTTTTCCTG

P3 F：GTrGTCAATCCTACGACTACCGCA

P3 R：GAGCCAAAAATACGTAAGAGACTG

1．3．3 RACE-PCR 3’和5’RACE反转录反应使

用Smart⋯RACE eDNA Amplification kit(Clontech)，

按照说明书进行。利用BD Advantagel～2 PCR En—

zyme System，分别以3’RACE cDNA和5
7

RACE cD．

NA为模板，进行扩增。反应程序为：94℃预变性

3min；35个循环为94。C变性30 S，65。C退火30s，

72。C延伸3rain；最后72。C延伸lOmin。以第l轮

PCR产物稀释液为模板进行巢式PCR，退火温度为

68℃，程序与第l轮PCR扩增相同。

1．4 PCR产物的回收及克隆

PCR产物经1．4％琼脂糖凝胶电泳，目的DNA

片段采用TaKaRa公司的PCR凝胶回收试剂盒回收

纯化。PCR产物连接于Promega公司的pGEM．T载
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摊驭m崔和II、点rl}锈蔺蔺株8s 26 l 2-4诱导

0、I 2、24、48．72h的¨r24小盘⋯片总RN^分驯进

行反转求反应、研得并II,tf}玎点eDNA为模板进行装

光定量PCR厦砬，用r甚心的表逃分析每个耐jbI

点重复3改．以无菌水jt特cl州A模板作为试验巾

的圳性埘照，为消除各川q点的样鼎；．}差抖段反转

采艘奉的蟛响．“d、士巾鲋成型击丛的罄心￡'IPDH

作～内罄．进行PCR扩增比较，

1 6 目的序列的生榴信息学分析

将欹得柏序列‘0(；enBank rfl的宁列进行比较

和分析，寻找开放阅接蕺肝摊导蟹筚酷序硎利川

NCBI和DNhSta r．DN 5．M^N等软件进行蛋白结协Iq

徘性艟功能比较舟析

2结果与分析

2 1抗病基因同源片殷的获得

“抗将丝【q懈守M域髓计的引物FI和H1在抗
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利用NClff的BLAS'I I．儿计FR‘1-，FGRI-2

和FRGA．』嗤1日编码的出白匝睁列世竹¨碱性临

索．结粜是吲．FRG'I·川j爵调小点抗咆逝缦虫堑A

打高选96％『lll源性冉多十柚物抗捕棚芙蛋白oj
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的M徘悱．1n¨【。oL坪范隆的机⋯锈琏lqⅡ2，的蛋

n也打44％的|I_J徘性fw洲j blⅫ锥小盘Cre3候

选船Iq蛋白有较∞呻【q船忭(95％1

fw∞I-，，，月c小2和／"GRA 3堆Ⅲ的I．RR保1

纳拇符合胞内LIIH—R丝‘I．Xxl XXI XXXXCXXL。咔
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利J|】|自源克隆技术．IIi拱搿很多机病牡心同源

lf列“一分折止知雠物札璃坫l目编{；_I的蚩白厦结

掏域可分为州太娄：{I)N Rs．I RR类型的胞内壁休

蚩r1堆Ⅲ；l 2)丝氰酸／∞、氨酸蛋白澈酶(ⅫK)箍
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Cry3”’／J、左的Lr21和AdO普小老抗⋯锈府摹

Iq LrlO地瓤一个利川同弧序州电降的机病拈田

NBS结构域能够结合A1P或f，JI’枉植物抗霜厦血

fl'J 0柏茕婪的作用 I,Illl结构域参b堑I’l与蛋rI

的相互作川托扰什蛋门-l，讲刖受体水研究利川

NBSI RI{凳掣抗辆蝇fq保守瞎州世c【引物．扩增的

同源H段I／(；A1．在GenBank库巾进行相似性梳索，

结果盘观IIGAI行柱高檀I≈埠的昔l。宁州．其中柏

韩丹哜刊完唯自l侧耶幺过衅ft．列n：功能上n』能柏

协同性或州似性r挫站台这』‘生物价扈学资黼，m

高度佯-f帅瞎列设计RACE 0f物，通过·DN^采端，

挑谴扩增拄术(fat,idⅡ．1plifit：ation t’rI'DN3州|s．

RACE)锚妞Pt-lvf^}尾可u授褂多皋仝KIr列抓

粜一个龋Ⅲ趾客基『q家旌的成员．川址州持肆0【物

(GSI，)ⅡI能同时扩增m儿十训源的·I)N^、

奉研究杠Tel r24小盘中克降r FGtLI 1 FRCA

2和FRGAt3牡捌,：DNA拿K利用SMAR r进行丛

吲结构分析世现，小矗Ⅳ舢．I、FSGA一2和FRGA 3
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p-Io．p NTP l畴超持罔采旌而这十结掏域电是

NBSl RR粪植物机病毖州的鲤型持征．蛔抗叶锈桀

冈Lr21编码的蛋白}l就荇祚2十NB ARC的懈守结

构和ATP酶超基时家族结构NBS在许多萤内质中

f}打ATP或州I’结台活性．R甚刚巾NBS结构域的

高度保≈：性说明帻f}醢结合时R甚因发挥功能星必

不可少的，I．RR结构域在蛋111鹰的相Ⅱ作片j—I-起重
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的抗病信母的传导耵戈．已克隆的绝大多数R肇州均

R缸J．Hll结羁域聃Fcmt FRl，^-2椰}R¨u3

世内编码产物的结构分析表明为单子叶植物所特有

的CC NBSI RR娄抗病榭卫类似蛋rl，
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斟．编码胞外受体十11戈监n比较FGR,t—I bRGA-2

和FRGA 3编码的蛋F1和NBS结构上箍抖很小．具

卉高度同源性mI枉LRR K编码岫蛋h基异根大，

LRR H域更能准确地代表璀闪，很可能遮3十琏冈

屈于功能小¨的坫Ⅲ类型

sru|l等“研究艟脱小点-1，机线虫牡fq r—r^舯

fi点‘I执锈琏『q群(5r38 Yrl7和Lr37)紧街座锁

来濂于^出。l，的卟RGA舟小点巾与小生D雎岗
组l。Cre3的抗府供选同源序列鬟寄连锁．H其柯很

高的同豫性这个RGA很nr能榭丁抗旃趔魁川家藏

成员，命名为偏凸山擎毕№” 打趣的是木试验

利川RACE技术克隆m求的遮3个蟮旧．际FGRA I

‘·已缝兜隆川隶的酱谴小麦抗胞班线虫蛋闩’青

高选96《同谭悱“外bRGA 2‘T偏¨Ill羊啦16萆

Ⅲ蛋r1有84q的lq博性1j摊定的虹【I』-毕rf，NBS．

I HI{娄型{¨≮抗性蚩I4I也打76q的同勰怍FRG4，

j与V6牡H电』‘“^n*的¨*r惟根可能FRG4．2

和FRI；A 3社足D啦也体j抗捕肚lH乖辟或卉址越

牡州墩掳rlt札搞肇Ⅲ的啦瞳

徙光定培HH的结粜丧叫小壶"锈荫接种处

理计FRCl I kRGI．2和^H“-3堆闻的表达并没

冉-“，t删键的蟛响遮-o l：海燕等”埘小生巾 十

NBS类删的抗病州源坫N的研究纠t粜是 致的

另外张特等‘也¨F吏J’在n Lrl 9中的一娄{：ij：病同

滁基lg是幅下组成型占逃挺式 这些基【目如何々抗
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病基因相互作用，以及基因的精细定位，还有待进一 [19]

步明确。
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