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　 　 摘要:根据已知物种 ＮＢＳ 抗病类基因(ＲＧＡｓ)保守序列设计引物ꎬ从芒果品种金煌基因组 ＤＮＡ 中分离得到了 １０ 条同源

序列(ｐｐ￣１ ~ １０ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＨＭ４４６５０７ ~ １６)ꎮ ＤＮＡ 序列分析表明ꎬ这些 ＲＧＡｓ 在 ２００ ~ ３００ ｂｐ 区间存在较大变异ꎬＰｉ
值都在 ０􀆰 ４ 以上ꎮ 同源性分析表明这些序列的同源性差异范围从 １１􀆰 ０％ ~ ９８􀆰 ４％ ꎬ离散值范围为 １􀆰 ６ ~ １００􀆰 ７ꎬ１０ 条 ＲＧＡｓ 可

以分为 ２ 大类ꎮ 蛋白序列分析表明ꎬｐｐ￣０１ ~１０ 都具有开放读码框ꎬ编码的蛋白含有典型的 ＮＢＳ 抗病类基因所拥有的 Ｐ￣ｌｏｏｐ 和

Ｋｉｎａｓｅ￣２ａ 结构域ꎬ通过同源进化分析可将其分为 ＴＩＲ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 和 ＣＣ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ ２ 类ꎬ与已知物种同源性范围为 ２０％ ~６０􀆰 ２％ ꎮ
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植物抗病防御体系是植物在生长过程中为了抵

御外来微生物的危害ꎬ逐渐形成的抗病防御机制ꎮ
在这一过程中涉及多种调控基因ꎬ统称为植物抗病

基因(Ｒ ｇｅｎｅꎬｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ) [１￣３]ꎮ 克隆抗病基因

对于培育作物抗病新品种和研究病原菌与寄主之间

的分子互作机制都具有重要的意义[４]ꎮ 目前已从

植物中分离到 ７０ 多个抗病基因ꎬ这些基因通常都含

有一些相似的结构域ꎬ如核苷酸结合位点(ＮＢＳꎬｎｕ￣
ｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ)、丝氨酸 /苏氨酸激酶(ＳＴＫꎬｓｅｒ￣
ｉｎｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ)、富含亮氨酸重复序列(ＬＲＲꎬ
１ｅｕｃｉｎｅ ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ)、亮氨酸拉链结构(ＬＺꎬ１ｅｕｃｉｎｅ
ｚｉｐｐｅｒｓ)、跨膜结构域 ( ＴＭꎬ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ)
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等[５]ꎮ 根椐这些保守结构域ꎬ可将抗病基因分成 ５
类ꎬ其中 ＮＢＳ 类广泛存在于植物的基因组中[６￣７]ꎮ
几乎所有 ＮＢＳ 类抗病基因都含有 ＮＢＳ 区域中的 Ｐ￣
１ｏｏｐ、ＧＬＰＬ 等结构域ꎬ自 Ｖ. Ｋａｎａｚｉｎ 等[８]和 Ｙ. Ｇ. Ｙｕ
等[９] 成功分离 Ｒ 基因类似序列 ( ＲＧＡꎬ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｇｅｎｅ ａｎａｌｏｇｕｅｓ)以来ꎬ目前已从水稻、小麦、甘薯、甘
蔗、花生等近 ２０ 种植物中分离到了许多 ＲＧＡｓ 序

列[１０￣１ ６ ]ꎬ并对其起源、多样性和进化机制进行了

研究ꎮ
芒果(Ｍａｎｇｉｆｅｒａ ｉｎｄｉｃａ Ｌｉｎｎ. )是重要的热带、亚

热带水果ꎬ属世界 ５ 大名果之一ꎮ 近年来ꎬ我国华南

几省芒果种植业发展很快ꎬ成为许多地区农业经济

发展的重要产业ꎮ 芒果炭疽病是一种严重的芒果病

害ꎬ在生产和贮运过程中常引起落花、落果、落叶、枝
枯、果腐ꎬ减产 ３０％ ~ ５０％ ꎮ 由于缺乏抗病品种ꎬ每
年要花费大量的农药、资金、劳力进行化学防治[１７]ꎮ
我国具有丰富的芒果资源ꎬ开展芒果抗病基因挖掘ꎬ
分离与芒果抗病相关的基因序列ꎬ将为芒果抗病品

种选育提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料

试验材料为芒果品种金煌ꎮ ２００８ 年种植于中

国热带农业科学院南亚热带作物研究所芒果种质资

源圃ꎬ大田常规管理ꎬ２００９ 年 ６ 月采集芒果的幼嫩

叶片于 － ２０ ℃保存备用ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

琼脂糖购自 Ｇｅｎｅ ｔｅｃｈ 公司ꎻＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶、
克隆试剂盒、ＤＮＡ 回收试剂盒、ｄＮＴＰ 和 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
均购自天根生化科技公司ꎻＰＣＲ 反应在 ＴａＫａＲａ 公

司 ＴＰ￣６００ 型扩增仪上进行ꎮ
１􀆰 ３　 芒果植株叶片基因组 ＤＮＡ 的提取

利用改良 ＣＴＡＢ 法提取芒果基因组 ＤＮＡ[１８]ꎮ
运用核酸蛋白测定仪和 １％ 琼脂糖凝胶电泳检测

ＤＮＡ 的浓度和纯度ꎬ － ２０ ℃保存备用ꎮ
１􀆰 ４　 引物的设计与合成

参考王彦华等[１９]的研究结果以及 ＮＢＳ 类抗病

基因的保守结构域ꎬ合成 １ 对引物ꎬｐｐ￣Ｆ１(ＧＧＹＡＴ￣
ＧＧＧＮＧＧＹＭＴＨＧＧＮＡＡＲＡＣ ( Ｐ￣ｌｏｏｐꎬ ＧＭＧＧＩ / ＬＧＫ￣
ＴＴ)) 和 ｐｐ￣Ｒ１ ( ＣＣＡＮＡＣＡＴＣＡＴＣＭＡＧＳＡＣＡＡ ( Ｋｉ￣
ｎａｓｅ２ꎬＶＬＤＤＶＷ/ Ｄ))ꎬ由上海生工合成ꎮ
１􀆰 ５　 ＰＣＲ 扩增与克隆

用所设计的引物ꎬ以金煌基因组 ＤＮＡ 为模板扩

增特异片段ꎮ ＰＣＲ 反应体积为 ２０ μＬꎬ其中含有 ３０
~ ５０ ｎｇ 模板 ＤＮＡꎬ１ μｍｏｌ / Ｌ 引物ꎬ ２００ μｍｏｌ / Ｌ
ｄＮＴＰｓꎬ１ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒꎬ２􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ１ Ｕ Ｔａｑ
ＤＮＡ 聚合酶ꎮ ＰＣＲ 程序为 ９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９４ ℃
变性 ３０ ｓꎬ５０ ℃复性 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ９０ ｓꎮ 共 ３０ 个

循环ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ 取 ５ μＬ 于 １％
琼脂糖凝胶进行电泳ꎬ用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司的凝胶成像

系统进行分析ꎮ ＰＣＲ 产物回收与克隆参照天根生

化 ＤＮＡ 回收试剂盒说明书和 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ
Ｓｙｓｔｅｍ 说明书ꎬ阳性克隆送上海生工测序ꎮ
１􀆰 ６　 序列比对与同源性分析

在 ＮＣＢＩ 网站上下载其他物种的 ＮＢＳ￣ＬＲＲ 类

抗病基因蛋白序列[５]ꎬ利用 ＤＮＡＳＰ ４􀆰 ０ 软件进行

ＤＮＡ 多态性分析ꎬ利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ
进行序列比对和同源进化分析ꎮ 同源进化分析采用

Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｗ 程序ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 芒果 ＮＢＳ 类抗病基因同源序列的 ＰＣＲ 扩增、
克隆与测序

利用设计的引物组合 ｐｐ￣Ｆ１ / ｐｐ￣Ｒ１ꎬ以金煌基

因组 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得了 ２５０ ｂｐ 左

右的特异条带ꎬ命名为 ＲＧＡｓ￣２５０ (图 １)ꎮ 将上述

ＰＣＲ 产物回收纯化ꎬ连接至 Ｔ￣ｅａｓｙ 载体ꎬ后经过抗

生素筛选ꎬ获得 ２３ 个阳性克隆ꎮ 将这 ２３ 个阳性克

隆进行测序ꎬ除掉非特异序列ꎬ并合并一致的序列ꎬ
最后共获得 １０ 个特异片段ꎬ编号为 ｐｐ￣１ ~ １０ꎮ 测序

结果表明ꎬ获得的序列长度为 ２４６ ~ ２６１ ｂｐ 之间ꎬ
ｐｐ￣１ ~ １０ 均能推导出氨基酸序列ꎬ将这 １０ 条序列提

交至 ＧｅｎＢａｎｋꎬ登录号为 ＨＭ４４６５０７ ~ＨＭ４４６５１６ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ｖꎻ１:空白对照ꎻ２:模板为水对照ꎻ

３:以 ｐｐ￣Ｆ１ 和 ｐｐ￣Ｒ１ 为引物ꎬ获得的芒果 ＮＢＳ 类基因扩增产物

Ｍ:ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ｖꎬ１:ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ２:ｃｏｎｔｒｏｌ ｕｓｉｎｇ ｗａｔｅｒ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅꎬ

３:ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＮＢＳ ｇｅｎｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｐｐ￣Ｆ１ ａｎｄ ｐｐ￣Ｒ１

ａｓ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ Ｍａｎｇｏ

图 １　 芒果 ＮＢＳ 类基因 ＰＣＲ 产物凝胶电泳

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＢＳ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｍａｎｇｏ
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２􀆰 ２　 芒果 ＮＢＳ 类抗病基因同源序列的多态性与同

源进化分析

利用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 对获得的序列进行比对ꎬ结果发

现 １０ 个序列之间差异明显(图 ２)ꎮ 利用 ＤＮＡＳＰ
４􀆰 ０ 软件进行等位变异分析ꎮ 结果表明ꎬ序列间存

在 ２４３ 个变异位点ꎬ其中插入 /缺失位点 ２４ 个ꎬ单态

性位点 ５２ 个ꎬ多态性位点 １９１ 个ꎮ 此类基因在整个

区段变异幅度均较大ꎬ大致呈抛物线ꎮ 在 ２０ ｂｐ 左

右时 Ｐｉ 最小ꎬ约为 ０􀆰 ２５ꎬ随着基因长度不断增高变

异幅度也不短增加ꎬ在 ２００ ｂｐ 左右时 Ｐｉ 值最高为

０􀆰 ４５ꎬ之后开始逐渐降低ꎬ在 ３５０ ｂｐ 左右时 Ｐｉ 下降

到接近 ０􀆰 ３２(图 ３)ꎮ

图 ２　 芒果 ＮＢＳ 类基因序列比对

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＮＢＳ ｔｙｐｅ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｍａｎｇｏ

图 ３　 芒果 ＮＢＳ 基因类似物 ＤＮＡ 序列多态性

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｆ ＮＢＳ

ｔｙｐｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＲＧＡｓ ｉｎ Ｍａｎｇｏ

利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件对这 １０ 个 ＲＧＡｓ ＤＮＡ 序列

进行同源分析ꎮ 结果表明ꎬ这些序列的相似性存在

很大的变异ꎬ相似性值范围在 １１􀆰 ０％ ~ ９８􀆰 ４％ ꎮ

其中ꎬｐｐ￣０７ 与 ｐｐ￣０８ 的相似性最高ꎬ为 ９８􀆰 ４％ ꎻｐｐ￣
０９ 和 ｐｐ￣０４、 ０５、 ０６ 和 ０７ 的相似性最低ꎬ 只有

１１􀆰 ０％ ꎮ 离散值范围为 １􀆰 ６ ~ １００􀆰 ７ꎬｐｐ￣０１ 和 ｐｐ￣０３
之间最高为 １００􀆰 ７ꎬｐｐ￣０７ 和 ｐｐ￣０８ 之间只有 １􀆰 ６(表
１)ꎮ

利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件中的 ＭｅｇＡｌｉｇ 程序ꎬ采用

Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｗ 算法对 １０ 条序列进行聚类分析ꎬ构建系

统发育树(图 ４)ꎮ 以 ０􀆰 ６１９ 为阈值ꎬ可将 １０ 条芒果

ＮＢＳ 类基因序列分为 ２ 类ꎮ 第Ⅰ类包括 ｐｐ￣０７、ｐｐ￣
０８、ｐｐ￣１０、ｐｐ￣０５、ｐｐ￣０４、ｐｐ￣０６ 和 ｐｐ￣０１ꎬ第Ⅱ类包

括 ｐｐ￣０３、ｐｐ￣０９ 和 ｐｐ￣０２ꎮ 可以看出ꎬ这 ２ 类基因在

进化时表现出了较大的遗传歧化度ꎮ
２􀆰 ３　 芒果 ＮＢＳ 类抗病基因同源序列编码蛋白差异

与系统发育分析

获得的 １０ 个 ＲＧＡｓ 序列中均可以推导出氨基

酸序列ꎬ氨基酸序列在 ４７ ~ ６２ 之间ꎬ最长的为 ｐｐ￣
０３ꎬ最短的为 ｐｐ￣１０ꎮ 这 １０ 个序列都含有 ＮＢＳ 类抗
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表 １　 芒果 ＮＢＳ 基因类似物 ＤＮＡ 序列相似性

Ｔａｂｌｅ １　 ＤＮＡ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ ＮＢＳ ｔｙｐｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＲＧＡｓ ｉｎ Ｍａｎｇｏ

相似性百分比(％ ) Ｐｅｒｃｅｎｔ ｉｄｅｎｔｉｔｙ

离散值

Ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ

ｐｐ￣０１ ｐｐ￣０２ ｐｐ￣０３ ｐｐ￣０４ ｐｐ￣０５ ｐｐ￣０６ ｐｐ￣０７ ｐｐ￣０８ ｐｐ￣０９ ｐｐ￣１０

ｐｐ￣０１ １１􀆰 ２ １１􀆰 ６ ８３􀆰 ３ ８１􀆰 ３ ８１􀆰 ７ ７９􀆰 ３ ７８􀆰 ０ １１􀆰 ２ ７９􀆰 ３

ｐｐ￣０２ ８３􀆰 ２ ２６􀆰 ９ １３􀆰 ０ １４􀆰 ２ １２􀆰 ２ １４􀆰 ６ １４􀆰 ２ ２１􀆰 ３ １２􀆰 ２

ｐｐ￣０３ １００􀆰 ７ ６２􀆰 ０ １６􀆰 ３ １４􀆰 ６ １５􀆰 ０ １１􀆰 ８ １１􀆰 ８ ６１􀆰 ３ １５􀆰 ９
ｐｐ￣０４ １９􀆰 ０ ８０􀆰 ０ ８９􀆰 ３ ８９􀆰 ０ ９３􀆰 ９ ８５􀆰 ８ ８５􀆰 ８ １１􀆰 ０ ８７􀆰 ４
ｐｐ￣０５ ２２􀆰 ３ ８０􀆰 ２ ９８􀆰 ２ １２􀆰 ０ ８９􀆰 ０ ８４􀆰 ６ ８４􀆰 ６ １１􀆰 ０ ８７􀆰 ４
ｐｐ￣０６ ２１􀆰 ２ ７９􀆰 ０ ９０􀆰 ５ ６􀆰 ４ １２􀆰 ０ ８２􀆰 １ ８３􀆰 ７ １１􀆰 ０ ８５􀆰 ０
ｐｐ￣０７ ２４􀆰 ６ ８１􀆰 ７ ９６􀆰 ６ １５􀆰 ９ １７􀆰 ５ ２０􀆰 ７ ９８􀆰 ４ １１􀆰 ０ ８５􀆰 ４
ｐｐ￣０８ ２６􀆰 ６ ８４􀆰 ５ ９５􀆰 １ １６􀆰 ０ １７􀆰 ６ １８􀆰 ６ １􀆰 ６ １１􀆰 ４ ８５􀆰 ８
ｐｐ￣０９ ８０􀆰 ０ ６８􀆰 ６ ５９􀆰 ５ ７８􀆰 ３ ８１􀆰 ９ ７８􀆰 １ ８７􀆰 ２ ８５􀆰 ５ １１􀆰 ４
ｐｐ￣１０ ２５􀆰 ０ ８２􀆰 ９ ９２􀆰 ０ １３􀆰 ９ １３􀆰 ９ １６􀆰 ９ １６􀆰 ４ １５􀆰 ９ ７９􀆰 ４

图 ４　 芒果 ＮＢＳ 基因类似物 ＤＮＡ 序列系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＤＮＡ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＮＢＳ ｔｙｐｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ＲＧＡｓ ｉｎ Ｍａｎｇｏ

病基因保守序列 Ｐ￣ｌｏｏｐ(ＧＭＧＧＩ / ＬＧＫＴＴ)和 Ｋｉｎａｓｅ２
(ＶＬＤＤＶＷ/ Ｄ) 结构域ꎮ 其中ꎬ ｋｉｎａｓｅ２ ( ＶＬＤＤＶＷ/
Ｄ)位点非常保守ꎬ所有的 １０ 个序列均完全一致ꎬ
而 Ｐ￣Ｌｏｏｐ(ＧＭＧＧＩ / ＬＧＫＴＴ)结构域也相当保守ꎬ只
有 ｐｐ￣０１ 和 ｐｐ￣０６ 第 ５ 位点为亮氨酸ꎬ其余为异亮

氨酸ꎬ而 ｐｐ￣１０ 第 ６ 位点的甘氨酸突变为精氨酸

(图 ５)ꎮ
将这 １０ 个序列与已知物种的 ＮＢＳ￣ＬＲＲ 类抗病

基因序列进行同源性比较(物种名称及 ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号见图 ６) ꎮ 结果表明ꎬｐｐ￣０３ 与拟南芥 ＲＰＰ１３

图 ５　 芒果 ＮＢＳ 基因类似物编码蛋白序列差异

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＮＢＳ ｔｙｐｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＲＧＡｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｍａｎｇｏ

同源性较高为 ５４􀆰 ７％ ꎻｐｐ￣０２ 和番茄抗镰刀菌基因

蛋白 Ｉ２Ｃ￣１ 序列同源性较高为 ６０􀆰 ２％ ꎬｐｐ￣０１、ｐｐ￣
０４、ｐｐ￣０５ 及 ｐｐ￣０６ 和亚麻 Ｌ６ 同源性都在 ４０％ 以

上ꎬ其余片段与其他物种同源性都较低ꎬ在 ２０％ ~
４０％之间ꎮ 将获得的片段进行分类ꎬ可分为 ２ 大类ꎬ
即 ＴＩＲ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 和 ＣＣ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 类ꎬ其中 ｐｐ￣０４、
ｐｐ￣０５、ｐｐ￣０６ 和 ｐｐ￣０１ 在 ＴＩＲ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 类中ꎬ ｐｐ￣
１０、ｐｐ￣０７、ｐｐ￣０８、ｐｐ￣０２ 和 ｐｐ￣０３ 在 ＣＣ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 类

中ꎬ而 ｐｐ￣０９ 和马铃薯 Ｒ１ 既不属于 ＴＩＲ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ
类也不属于 ＣＣ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 类(图 ６)ꎮ

３　 讨论

３􀆰 １　 芒果 ＮＢＳ 类 ＲＧＡｓ 分离与多样性

ＮＢＳ 类基因是已知的 Ｒ 基因家族中最大的一

类基因ꎮ 对已知的几种模式植物的研究发现ꎬＮＢＳ
类在植物中往往存在着多种类型ꎬ而且每种类型都

含有多个拷贝ꎮ 这些家族基因往往成簇存在ꎬ并且

和其他 Ｒ 基因序列成簇状排列在染色体上ꎬ有些基

因簇含有十几个甚至几十个 Ｒ 基因序列[２０￣２１]ꎮ 正

是这种成簇排列的方式使得基因内和基因间错配、
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图 ６　 不同物种 ＮＢＳ 基因类似物编码蛋白序列聚类分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＮＢＳ ｔｙｐｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＲＧＡｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

重组、重复的频率大大提高ꎬ在产生无义基因的同时

加快了新的 Ｒ 基因的产生ꎮ 目前从水稻、小麦、甘
薯、甘蔗、花生等近 ２０ 种植物中分离到了许多 ＲＧＡｓ
序列都表现出了很高的变异性[１０￣１６]ꎮ 本试验扩增

获得的 １０ 条芒果 ＮＢＳ 类基因片段也存在类似的情

况ꎬ虽然只有 ２５０ ｂｐ 左右ꎬ但是这些序列的同源性

变异范围很大ꎬ从 １１􀆰 ０％ ~ ９８􀆰 ４％ ꎬ离散值范围为

１􀆰 ６ ~ １００􀆰 ７ꎮ 而且ꎬ从基因多态性分析来看ꎬ１０ 条

序列中有 ２４３ 个变异位点ꎬ２００ ｂｐ 附近变异幅度较

高ꎮ 这说明芒果 ＮＢＳ 类基因存在一个较大的基因

家族ꎬ且基因变异程度较高ꎮ
３􀆰 ２　 芒果 ＮＢＳ 类蛋白多样性与进化关系

本研究获得的 １０ 条 ＲＧＡｓ 均能编码氨基酸序

列ꎬ通过同源比对分析ꎬ发现虽然这 １０ 条序列编码

的蛋白都属于 ＮＢＳ 类基因ꎬ 具有典型的 Ｐ￣ｌｏｏｐ
(ＧＭＧＧＩ / ＬＧＫＴＴ)和 Ｋｉｎａｓｅ￣２(ＶＬＤＤＶＷ/ Ｄ)保守结

构域ꎬ而且所有的序列在 Ｋｉｎａｓｅ￣２ 结构域最后一个

氨基酸位点都是 Ｗꎬ这与 Ｐ. Ｑｉｌｉｎ 等[２２]的研究一致ꎮ
在保守域中ꎬ虽然也有个别序列发生了突变ꎬ但是没

有影响到整个保守域的性质ꎬ如 ｐｐ￣０１ 和 ｐｐ￣０６ 第 ５
位点由异亮氨酸变为亮氨酸ꎮ 与其他作物 ＮＢＳ￣
ＬＲＲ 类蛋白序列比较分析发现ꎬ其他作物如拟南芥

保守区变异较大ꎬ例如在拟南芥 ＲＰＰ２ 和 ＲＰＰ５ 中ꎬ
保守域 ＧＭＧＧＩＧＫＴＴ 的结构中ꎬ第 ２ 位的 Ｍ 分别突

变为 Ｐ 和 Ｑꎬ在第 ５ 位的 Ｉ 和第 ７ 位的 Ｔ 也分别突

变成 Ｖ 和 Ｓꎮ 在拟南芥 ＲＰＰ５ 中ꎬ保守结构域中

ＶＬＤＤＶＷ 最后一位也突变成了 Ｄꎬ由此可见芒果的

ＲＧＡｓ 保守区更加保守ꎮ 在保守域外ꎬ氨基酸序列
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变异程度较大ꎬ序列整体的相似性并不高ꎬ相似性在

３１％ ~１００％之间ꎬ而与其他物种相比ꎬ相似性更低ꎬ
与水稻 Ｘａ１、拟南芥 ＲＰＳ２、拟南芥 ＲＰＳ５ 和拟南芥

ＲＰＰ５ 等的相似性只有 ２２％ 左右ꎬ聚类分析结果也

说明了这种情况(图 ６)ꎮ 利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件分类的

结果与 Ｊ. Ｌ. Ｌｉｕ 等[５]的研究是一致的ꎬ获得的 １０ 条

序列在 ＴＩＲ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 和 ＣＣ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ ２ 类中都有

分布ꎬ表明芒果 ＮＢＳ 类基因比较丰富ꎮ 但从图上可

以看出ꎬ马铃薯 Ｒ１ 距离较远ꎬ可能为 ＣＣ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ
类中一个新的亚类ꎮ

本研究分离的 １０ 个具有连续 ＯＲＦ 的 ＲＧＡｓ 表

现出较大的变异(图 ５)ꎬ也说明这些基因可能是来

自同一基因的不同拷贝ꎬ也为进化趋异( ｓｌｏｗｉｎｇ ｅ￣
ｖｏｌｖｉｎｇ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ) 假说提供了一些间接证据[２３]ꎮ
这也表明ꎬ在芒果基因组中的 ＲＧＡｓ 序列的多样性

可能是由于不等交换造成的ꎬ但造成 ＲＧＡｓ 序列的

多样性和复杂度的遗传机理直接证据还待进一步

研究ꎮ
３􀆰 ３　 芒果 ＮＢＳ 类 ＲＧＡｓ 与抗病育种

ＮＢＳ 结构域是最重要的抗病基因保守结构域

之一ꎬ在植物的抗病反应中起着重要的作用[２４]ꎮ 但

是ꎬ许多证据表明ꎬ并非只有抗病基因才具有 ＮＢＳ
结构域ꎬ具有 ＮＢＳ 结构域的基因也不一定就是抗病

基因[２５]ꎮ 其中可以肯定的原因是ꎬＮＢＳ 结构域是一

类核苷酸结合位点ꎬ存在于许多 ＡＴＰ 或 ＧＴＰ 结合蛋

白中ꎬ如 ＲＡＳ( ｒａｔ ｓａｒｃｏｍａ)族蛋白、Ｇ 蛋白、ＡＴＰａｓｅ
延伸因子等[２６]ꎬ这些蛋白参与生命活动的各个环

节ꎬ抗逆响应只是其中的一部分作用ꎮ 除了 ＮＢＳ 结

构域ꎬＮＢＳ￣ＬＲＲ 类抗病基因还应具有其他一些重要

的结构域ꎬ如 ＴＩＲ(ｔｏｌｌ ｏｒ ｉｎｔｅｒｌｕｋｅｎ￣１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ)、ＬＲＲ
(１ｅｕｃｉｎｅ ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ)或 ＬＺ(１ｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒ)等ꎬ可能

比 ＮＢＳ 位点具有更直接的抗病作用[２７]ꎮ 因此ꎬ本
研究分离得到的 １０ 条 ＮＢＳ 类抗病基因同源序列ꎬ
仅为具有潜在功能的抗病基因片段ꎬ想要真正分离

具有抗病功能的基因还需要更深入的研究ꎮ
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