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野生稻NBS类抗病基因同源序列的分离与序列分析

张向明，韦靖鸾，张 丹，王春台，刘学群，刘新琼
(中南民族大学生命科学学院／生物技术国家民委重点实验室，湖北武汉430074)

摘要：为了挖掘野生稻中的抗病资源，根据已克隆的植物抗璃基因核苷酸结合位点序列中的保守结构域设计3对简并引

物，从疣粒、药用、高秆、宽叶和斑点野生稻基因组DNA中分离出13条NBS类抗病基因类似物，其中11奈具有连续的ORF，具

有NBS类月基因的保守基元P．100p、kinas-2、kinas-3a和GLPL。在NCBI上进行同源性搜索发现，其中12务RGAs的核苷酸序

列与水稻已知的NBS类兄基因具有66％一94％的同源性，与其他植物已知R基因具有67％一84％的同源性；其对应的氧基

酸序列与水稻已知的NBS类R基因具有43％一93％的同源性，与其他植物已知R基因具有37％～79％的同源性。另外1条

的核苷酸序列与水稻假定的NBS类R基因具有76％的同源性，其氨基酸序列与水稻假定的NBS类R基因具有74％的同源

性。根据序列分析结果设计6对不同基因特异性引物，并利用RT．PCR技术进行表达分析，结果表明，RNlBD5、RNIBDIO、

RNIGG2和RNlYY6均能表达，说明这些片段可能是功能性抗病基因的部分序列；而RNIKY9和RNIGG5没有表达，可能是假

基因。
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Abstract：To explore resistance genes from wild rice，three sets of degenerate primers were designed based on

the conservative domain of the nucleotide binding site(NBS)region from the cloned plant disease resistance genes

(R)to isolate resistance gene analogues(RGAs)from genomic DNA of Oryza granulata，0．officinalis，0．aha，

0．1atifolia and O．punctata．After sequencing and analyzing by alignment，13 NBS RGAs were detected，1 1 of

which had uninterrupted open reading frames(ORF)and contained the conserved motifs of NBS R genes such as P·

loop，kinas-2，kinas一3a and GLPL，and the other two sequences were with immature stop codon．At the nucleotide

level，the sequence identity of 1 2 RGAs ranged from 66％to 94％with the cloned NBS R genes from 0．sativa，

and between 67％and 84％with the cloned R genes from other plants．Wbile the 12 RGAs deduced amino acid se·

quences showed identity with the cloned NBS type R gene from O．sativa ranging from 43％to 93％，and with the

cloned R gene from other plants ranging from 37％to 79％．As for the other RGA，its nucleotide sequence identity

with O．sativa putative NBS class R genes was 76％．and the deduced amino acid sequence identity was 74％．To

further analyze the expression of these RGAs．RT．PCR was preformed．The results showed that RNl BD5，

RNl BD IO，RNl GG2 and RNl YY6 could express，wh ich indicated that these fragments might be partial sequence

of functional R genes；whereas RNl KY9 and RNl GG5 didn
7

t express，which indicated they might be residual arti
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facts of functional resistance genes or pseudogenes．

Key words：Wild rice；Resistance gene analogues(RGAs)；Gene isolation；Sequence analysis

近年来，水稻生产受到了严重的威胁，一方面是

由于水稻改良品种的大面积推广使得其遗传基础日

益狭窄，另一方面是由于水稻病原菌和害虫的复杂

多变。实践证明，挖掘新的抗性基因资源，结合分子

育种技术培育和合理利用新抗病品种是控制病害的

最经济有效的途径⋯。而作为栽培稻原始近缘种

的野生稻，长期处于野生状态，具有丰富的遗传多样

性，保留着一些罕见和重要的基因，是宝贵的种质资

源。野生稻对病虫害的抗性、对各种逆境的耐受性

以及胞质雄性不育等，已广泛应用于现代栽培稻的

育种改良¨。1。因此，克隆、分析与研究野生稻抗病

基因，对改良水稻抗病性及阐明水稻抗病性的分子

机制具有重要意义。

抗病基因(resistance gene，R)是指寄主体内

能特异性识别病原并激发抗病反应的基因，它与

病原菌的无毒基因Avr(avirulence gene)直接或间

接编码产物(配体)互作后，启动并传导信号，激发

如过敏反应HR(hypersensitive response)和系统获

得抗性SAR(system acquired resistance)的抗病反

应”。川。迄今，已从植物中分离得到近50个R基

因，大多数都符合基因对基因的关系，对多种真

菌、细菌、病毒等病原体具有抗性"。，并且这些尺

基因编码的产物存在极其相似的结构域。根据它

们所编码的保守结构的不同，可把尺基因分为7

类[9-12]：毒素还原酶类；核苷酸结合位点和富含亮

氨酸重复序列(nucleotide binding site and leucine—

rich repeat，NBS-LRR)类；蛋白激酶类(protein ki—

nase，PK)；胞外LRR类；受体激酶类；编码的蛋白

仅含有完整的卷曲螺旋结构域(coiled．coil，CC)

和NBS结构域；编码的蛋白为一个转录因子

(TFIIA，／)的基因。模式植物全基因组测序结果表

明，NBS．LRR类R基因在植物基因组中广泛存在，

拟南芥(Arabidopsis thaliana)基因组中l％的基因

为NBS．LRR类尺基因，而在水稻基因组中具有约

660个NBS．LRR类尺基因⋯4“。

大量研究表明，抗病基因类似物(resistance

gene analogues．RGAs)与尺基因之间的关系主要

有3种：第一。RGA是尺基因或假基因的一部分；

第二，RGA与尺基因紧密连锁；第三，RGA与目的

抗病基因无关|11’”’。因此可根据尺基因的保守

区域设计简并引物，直接进行R基因同源片段的

扩增、分离及克隆。本研究利用已克隆的植物

NBS类R基因的保守结构域设计简并引物，从5

种不同野生稻中分离鉴定RGAs，直接克隆或开发

与水稻抗病基因紧密连锁的分子标记及定位、克

隆抗病基因，为挖掘新的抗性资源打下基础，对培

育新的抗病品种具有重要的指导意义，为进一步

研究水稻抗病性的分子机制及改良普通栽培稻的

抗病性奠定基础。

1材料与方法

1．1材料

疣粒、药用、高秆、宽叶和斑点野生稻，栽种于中

南民族大学现代化温室。

宿主菌E．coli DH5a，由中南民族大学生物技术

综合实验室提供。

PCR相关试剂及T／A克隆试剂盒，均购自大连

宝生物工程(大连)有限公司；TRIzol试剂购自In-

vitrogen公司(USA)；反转录试剂盒Two-Step M-

MLV RT—PCR System购自Bipec Biopharma公司

(USA)；其余试剂均为国产分析纯产品。

1．2方法

1．2．1基因组DNA的制备取疣粒、药用、高秆、

宽叶和斑点5种野生稻幼嫩叶片，采用CTAB法提

取基因组DNA，用1．0％琼脂糖凝胶电泳检测其浓

度和质量。

1．2．2引物设计根据已知的植物尺基因NBS序

列中的保守结构域设计3对简并引物¨引(表1)，预

期扩增产物为500bp左右。根据测序及序列分析结

果，用软件Primer 5．0(http：／／www．primerbiosoft．

corn)设计6条基因特异性引物用于表达分析，同时

设计1对看家基因Actin特异性引物(表1)。引物

由金思瑞科技(南京)公司合成。

1．2．3 PCR扩增及克隆测序PCR反应采用标

准反应体系在PTC一200 PCR仪上进行，扩增条件

为：94℃预变性4min；94℃变性30s，44—50℃(从

44～50℃设4个温度梯度)退火30s，72％延伸

1 rain，35个循环；最后72℃延伸7rain，温度降到

4。C即完成扩增。扩增产物取出之后于4℃冰箱保

存、备用。
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表1引物序列信息

Table 1 Primer sequences information used in this study

混合碱基代码：R=A／G；N=A／G／C／T；Y=C／T；D=A／G／T

Mixed base code：R=A／G；N=A／G／C／T；Y=C／T；D=A／G／

PCR扩增产物经1．0％的琼脂糖凝胶电泳分

离，目的片段同收后，与pMDl8．T vector连接，具体

方法参照产品说明书进行。对阳性克隆通过菌落

PCR和酶切鉴定，最后再测序验证。

1．2．4序列分析测序获得的核苷酸序列在NCBI

上进行Vecscreen(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／

VecScreen)搜索并去除载体序列；然后在GenBank

中用BLASTX和BLASTN分别搜索蛋白质数据库和

核酸数据库，并进行核苷酸序列和氨基酸序列间的

同源性分析；利用NCBI中的ORF finder程序进行

开放阅读框搜索；用Multiple分别进行核苷酸与氨

基酸序列的比对，利用GeneDoc软件编辑比对结果。

然后用MEGA4构建系统发育树并用Bootstrap法评

估系统发育树的可靠性。

1．2．5 RNA制备、cDNA的反转录及RT-PCR表

达分析取疣粒、药用、高秆、宽叶和斑点5种野生

稻幼嫩叶片，液氮速冻研磨成粉状后用TRIzol提

取液抽提总的RNA，用1．2％甲醛变性的琼脂糖凝

胶检测。用DNase I处理总RNA样品，利用反转

录试剂盒Two-Step M-MLV RT—PCR System进行反

转录，具体方法参照产品说明书。然后利用RT—

PCR对目的基因进行表达分析，以看家基因Actin

作为内参。

2结果与分析

2．1野生稻RGAs的分离与鉴定

根据植物已知抗病基因NBS结构域设计3对简并

引物，以疣粒、药用、高秆、宽叶和斑点野生稻的基因组

DNA为模板，RNI扩增均得到一条约500bp的条带(图

1)；RN3扩增只有疣粒野生稻得到一条约500bp的条

带，其他4种野生稻未扩增出任何条带；RN2扩增5种

野生稻未出现任何条带(数据未列出)。

对这些扩增产物进行回收及克隆和鉴定，从

高秆野生稻中鉴定出4种不同的阳性克隆

RNlGGl、RNJGG2、RNIGG5和RNlGG6；从斑点野

生稻中鉴定出4种不同的阳性克隆RNlBD2、

RNlBD5、RNlBD6和RNlBDIO；从药用野生稻中

鉴定到2种不同的阳性克隆RNlYY6和RNlYYl7；

从宽叶野生稻中鉴定到3种不同的阳性克隆

RNIKYI、RNlKY9和RNIKYII；从疣粒野生稻中鉴

定到3种不同的克隆RNl YLl、RN3YL3和

RN3YL9。对这16种不同类型的阳性克隆测序并

在NCBI中进行核苷酸序列的同源性搜索发现，其

中有13条序列与已知的植物NBS类抗病基因具

有不同程度的同源性。另外，从疣粒野生稻中分

离出的3条序列的氨基酸序列与植物中的R基因
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没有同源性。可能是因为疣粒野生稻属于GG基因

组，与其他野生稻的差异较大，所以根据已知的NBS

类抗病基因保守结构域所设计的引物可能不适于扩

增疣粒野生稻的R基因。

图1 引物对RNI的PCR扩增电泳图

Fig．1 Electrophoretogram of primer set

RNl PCR amplification

M：分子量标记DL2000；1—5：分别扩增疣粒、

药用、高秆、宽叶和斑点野生稻基冈组DNA

M：DNA marker DL2000；I一6：Amplification the

genomic DNA of 0．granulata．0．officinali，

0．alta，0．／at／fol／a and 0．punctata

2．2野生稻RGAs的序列分析

将13条RGAs在NCBI进行同源性搜索，得到12

条RGAs在日本晴中的定位及其同源性的信息，而

RNIGGl没搜索到相关信息(表2)。RNIBD5和

RNIBD6分别在日本晴第ll号和第l号染色体上存在

多拷贝；RNlBD2、RNIBD6和RNlBDIO(同源性达

99％)位于同一基因簇；RNIGC,6、RNlYY6和删Ⅲ7
(同源性达97％～98％)分布在日本晴第8号染色体的

相同位置；RNIKYI、RNIKY9和RNIKYll(同源性达

91％一98％)与RNIBD5均分布在日本晴第n号染色

体且相距较近，约10～20kb(<200kb)，故它们可能属

于同一基因簇；RNIBD5与RNlKYl、RNlKY9和

RNIKYll的相似性为64％一70％。其他序列的相似性

为：RNIGG5与RNlBD2、RNlBD6和RNIBDIO为

66％一67％：RNIBD5与RNlGG6和RNIYY6、RNlYYl7

为73％～74％；RNlKYI、尺Ⅳ1KY9和RNlKYll与

RNIGG6、RNlYY6和RNlYYl7为67％一72％(表3)。

表2 野生稻RGAs的定位及其与NBS类基因的同源性

Table 2 RGAs of Wild rice orientation and sequence identity with NBS type genes

。一”表不未搜索到相关信息

“一”indicates not searching for the relevant information

利用NCBI中的ORF finder程序对12条RGAs

的序列进行开放阅读框寻找，并用DNAstar将具有

连续ORF的序列翻译成氨基酸序列，结果表明，除

了RNlYYl7提前出现终止子，其他11条RGAs均

具有连续的ORF序列。对ll条RGAs所推测氨基

酸序列进行多序列比对和同源性分析发现，这11条

RGAs在氨基酸水平的序列相似性最高达100％，最

低仅为25％(表3)。将11条具有连续的ORF的

RGAs与GenBank中登录的NPLI、PIC23、Pid3、Pit、

R2、R3、尺5和RIO等水稻R基因进行氨基酸同源性
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“一”表示没有同源性，斜对角左下方为氨基酸序列间的相似性，斜对角右上方为其对应的核苷酸序列间的相似性

。一”indicates no homology．The similarity percentage among amino sequence and nuleotide sequence are given below and above the diagonal，respectively

比对及聚类分析(图2)，RNIBD5、RNIGG6、RNIYY6、

RNIKYI、RNIKY9和RNlKYll与NPLI、R2、R5和RIO

聚为一大类。RNIGG5、RNIBD2、RNIBD6和RNIBDIO

与R3、PIC23和Pit聚为一大类，RNIGG2与Pid3聚

为一大类。

NPLl

RNlBD5

RNlGG6

RNIYY6

RNKyl

RN¨(Y9

RNlKYll

R5

船

脚D

RNlGG5

船

PfC23

P／t

RNlBD6

RNlBD2

RNlBDlO

Pid3

RNlGG2

图2野生稻RGAs的氨基酸序列与水稻已知

置基因的氨基酸序列聚类分析

Fig．2 The phylogenetic analysis of deduced amino acid

squence of putative resistance gene analogs from wild rice

and 0ryz4 saava cloned R gene

利用GeneDoc对11条RGAs氨基酸序列与水

稻中已克隆的NBS类尺基因进行多序列比对分析

发现，其推定的氨基酸序列具有NBS类抗病基因所

特有的保守基元P．100p、kinas-2、kinas．3a和GLPL

等，另外几个其他氨基酸残基在大多数序列里也是

保守的(图3)。它们所推测的氨基酸序列与水稻已

知的NBS．LRR类R基因具有43％～93％的同源

性，与其他植物已知的R基因具有37％一79％的同

源性。

通过在日本晴中的定位和序列的相似性分析，发

现来源于同一种野生稻的克隆(如RNIBD6与

RNj BDl0；RNIYY6与RNlYYl7；RNlKY9与RNIKYll、)的

核苷酸序列同源性高达98％以上，仅有几个碱基的

差异，而其所推测的氨基酸序列同源性也高达98％

以上，因而可认为这些基因可能为同一个基因，这些

序列间的差异可能是在进行PCR克隆或测序时出

现错配所致；另一种可能是基因组中基因在进化的

过程中复制导致H{现的多个拷贝。来源于不同野生

稻的克隆(RNlGG6与RNIYY6、RNIYYl7)的核苷酸

序列同源性高达97％和98％，而它们所推测的氨基

酸序列同源性也高达98％，可能是这两个基因是一

对等位基因。而有些RGAs之间在核苷酸水平没有

同源性，但其推测的氨基酸序列具有不同程度的同

源性，有些同源性较高，推测为在进化的过程中，由

于选择压力的影响使得碱基序列发生变化，但未影

响部分氨基酸的表达，为遗传密码的简并性。
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图3野生稻RGAs推定的氨基酸序列与水稻已知冠基因的的氨基酸序列比对

Fig．3 Alignment between amino acid sequence of putative RGAs of wild rice and that of Oryza sativa cloned R gene

2．3野生稻RGAs的表达分析

根据ll条NBS类RGAs在日本晴中的定位和

序列间的相似性分析，对同源性差异较大的6个

RGAs基因(RNIBD5、尺NJBDIO、RNJGG2、RNJ YY6、

RNlKY9和RNlGG5)设计基因特异引物，以疣粒、

药用、高秆、宽叶和斑点5种野生稻为材料进行表达

分析。用Actin引物扩增反转录得到的eDNA和基

因组DNA检测eDNA的质量，结果表明各野生稻

eDNA扩增的片段比基因组来源扩增的片段小。

DNA带型清晰，说明RNA反转录得到的eDNA质量

较好。然后用6对特异性引物进行PCR扩增和电

泳检测这些片段的表达情况(图4)，结果表明，

RⅣJ曰D5、RⅣJB_D，D、尺ⅣJGG2和RJ7、rJYY6均能表达，

说明这些RGAs可能是有功能性的抗病基因；而

RNIKY9和RNIGG5没有表达，说明这2个基因可

能是假基因。
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图4野生稻RGAs的表达分析

Fig．4 Expression of RGAs in wild rice

M：分子量标记DL2000；A：Actin引物对野生稻的基因组DNA和cDNA的扩增检测；B：l～6泳道表示野

生稻RGAs特异引物PCR检测结果，分别为RNIKY9、RNIBD5、RNIBDIO、RNlGG2、RNIGG5和RMYY6

M：DNA marker DL2000；A：the amplification test of primer Actin tow8rd8 DNA and CDNA of wild rice：

B：the lane 1-6 mean the test result of special primer of PCR of RGAs in wild rice，RNIKY9，RNIBD5，

RNlBDl0，RNIGG2．RNIGG5．RNIYY6．respectively

3 讨论

植物NBS类抗病基因存在着高度的保守性，本

研究根据其保守结构域设计引物进行野生稻RGAs

的克隆，成功分离了l 1条具有连续ORF的RGAs。

序列分析显示这些RGAs与已知的抗病基因具有高

度的同源性；结构分析表明这些RGAs含有NBS类

抗病基因所特有的保守基元P．100p、kinas一2、kinas．

3a和GLPL等(图3)。通过表达分析发现

RNlBD5、RNJBDIO、RNIGG2和RMYY6均能表达。

可能是功能性的抗病基因。但是具有NBS特征的

序列也可能不是抗病基因，如RNIKY9和RNIGG5

没有表达，可能是功能抗病基因的残遗物，也可能是

由于抗病基因簇里的重组进一步演化出的假基因。

利用基于同源候选基因的克隆策略对分离与已知抗

病基因紧密连锁和可能存在的同一候选基因是一种

简便快捷并且有效的手段，尤其对于基因组比较复

杂，难以利用图位克隆和转座子标签法进行基因克

隆的作物。

模式植物全基因的测序结果表明，NBS．LRR类

的抗病基因在植物基因组中广泛存在，在水稻基因组

中约有660个NBS．LRR类的抗病基因¨3。14’16471。并

且NBS．LRR类基因往往成簇排列在染色体上旧’18 1，

这种成簇排列方式使得基因内和基因问错配、重组

和交换的频率增大，在产生“无义”基因的同时加快

了新尺基因的产生【1⋯。本研究从同种野生稻中克

隆得到了不同类型的NBS类RGAs，如RNIBD5和

RNl BD2、RNl BD6、RNlBDl0；RNl GC,6、RNl GG5、

RNIGG2等，说明了同种植物中存在着多个尺基因。

而通过在日本晴染色体上的定位信息，尺MBD5和

RNIBD6分别在日本晴第1l号和第l号染色体上

存在多拷贝序列，说明了尺基因存在着多个拷贝。

RNIKYl、RNIKY9、RNIKYlJ与RNlBD5均分布在日

本晴第1l号染色体且相距较近，约10～20kb(<

200kb)，故它们可能属于同一基因簇。尺基因在不

同物种之问也存在着高度的保守性，如RNlGG6和

RNIYY6(同源性达97％一98％)分布在日本晴第8

号染色体的相同位置，它们可能为一对等位基因。同

源性分析表明，11条RGAs间在氨基酸水平的序列相

似性最高达100％，最低仅为25％(表4)，在不同的作

物品种及不同作物上克隆的RGA片段的高相似性和

高度差异性，在某种程度上说明了生物进化和系统演

化规律。另外部分RGAs在保守结构之间存在许多

点突变、小片段的插入或缺失(图3)，它们可能是趋

异的原因1201。

在疣粒野生稻中，已经克隆了6类NBS—LRR

抗病基因类似物，它们与已克隆的抗病基因在氨基

酸序列上具有极低的～致性口“。本研究通过NBS

类抗病基因保守结构域设计的3对引物扩增疣粒野

生稻得到3条序列，序列分析显示与GenBank数据

库中的抗病基因同源性很低，仅为4％一8％。可能

的原因是疣粒野生稻为GG基因组，在长期进化过

程中，由于加倍、重排和基因选择性丢失等因素的影

响，形成了具有自己特异性的基因组成分¨2∞j。
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