
收稿日期：２０１１　１１　３０
作者简介：瓮巧云（１９７９ ），女，河北定州人，讲师，博士，主要从事植物病理研究。Ｅ　ｍａｉｌ：ｗｅｎｇｑｉａｏｙｕｎ＠１２６．ｃｏｍ

谷子丝／苏氨酸蛋白激酶类抗病基因

同源序列的克隆与分析

瓮巧云，宋晋辉，张爱香

（河北北方学院 农林科技学院，河北 张家口０７５０００）

摘要：根据已知丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ＳＴＫ）类抗病基因保守结构域设计简并引物，以抗锈病谷

子品种十里香和感锈病谷子品种豫谷１号为材料，利用抗病候选基因（ＲＧＡ）技术对谷子ＳＴＫ类

抗病基因同源序列进行克隆和分析，以期为谷子抗锈病相关基因的克隆及抗锈机制的研究奠定基

础。结果表明，从抗病材料中获得１条ＳＴＫ类似序列（ＳＴＫ　１），长度为４７４ｂｐ。ＢＬＡＳＴＰ分析

表明，该序列含有ＰＫｃ保守结构域，且与小麦抗锈病激酶Ｌｒ１０、水稻丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶受体

ＰＲ５Ｋ、玉米丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶受体１、燕麦激酶受体ＬＲＫ１０等同源性在７１％～７６％。从谷

子抗锈品种十里香中获得的ＳＴＫ类抗病基因同源序列可能是候选的谷子抗锈病相关基因。
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　　抗 病 候 选 基 因（ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅ　ａｎａｌｏｇｓ，

ＲＧＡｓ）克隆法是依据抗病基因保守结构域设计引物

进行ＰＣＲ扩增 获 得 序 列 的 方 法。研 究 表 明，ＲＧＡｓ
大多是抗病基因的一部分，或者与抗病基因连锁［１］，
或者就是潜在的抗病基因［２］。目前，利用ＲＧＡ技术

从棉花、甜菜、大豆、高粱、辣椒和玉米等植物中分离

到了许多抗病基因同源片段［３－６］。因此，利用ＲＧＡ技

术克隆抗病基因是一条快捷、简单的途径。
在基因对基因模式的植物抗病机制中，蛋白激酶

介导的信号传导起着核心作用［７］。迄今为止，已克隆

的抗病基因如水稻抗白叶枯病基因Ｘａ２１、小麦抗叶

锈基因Ｌｒ１０和番茄抗假单孢杆菌基因Ｐｔｏ等，都含

　河南农业科学，２０１２，４１（６）：１０６－１０８
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有丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ　ｋｉｎａｓｅ，

ＳＴＫ）结构域［８－１０］。因 此，本 研 究 根 据 已 克 隆 的 蛋 白

激酶保守结构域序列设计引物，以谷子抗锈病／感锈

病品种为材料，利用ＲＧＡ技术从谷子中分离丝氨酸／
苏氨酸蛋白激酶类抗病基因同源序列，以期为谷子抗

锈病基因的克隆及揭示谷子抗锈机制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　植物材料

供试植物材料为十里香（抗锈病谷子品种）和豫

谷１号（感锈病谷子品种），由河北省农林科学院谷

子研究所提供。

１．２　谷子植株总ＲＮＡ的提取及引物设计

按照Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ抽 提 试 剂 盒（天 根 生 化 科

技有限公司）和 Ｍ　ＭＬＶ反转录酶（大连宝生物技

术有限公司）的使用说明，提取植物组织总ＲＮＡ并

合成第一链ｃＤＮＡ。
根据已知的番茄Ｆｅｎ和小麦Ｌｒ１０等蛋白激酶序

列 设 计 简 并 引 物：ＳＴＫ　Ｌ（５′ ＡＧＧＧＷＧＧＡＴＴＴ－
ＧＧＲＡ　３′）和ＳＴＫ　Ｒ（５′ ＣＣＡＡＡＭＴＣＷＧＷＲＡ－
ＴＹＴＴＴＧＧ　３′）（混合碱基代码Ｒ＝Ａ／Ｇ，Ｙ＝Ｃ／Ｔ，

Ｗ＝Ａ／Ｔ，Ｍ＝Ａ／Ｃ，Ｓ＝Ｇ／Ｃ，Ｈ＝Ａ／Ｔ／Ｃ，Ｎ＝Ａ／Ｔ／Ｇ／

Ｃ），由上海生物工程技术有限公司合成。

１．３　谷子抗病基因同源序列的克隆及分析

１．３．１　ＲＧＡ法扩增谷子抗病基因同源序列　分别

以合成的谷子抗锈病和感锈病植株的第一链ｃＤＮＡ
为模板，利 用 上 述 引 物 进 行ＰＣＲ扩 增。ＰＣＲ反 应

体系：ＤＮＡ模 板１．０μＬ（２０～５０ｎｇ），１０μｍｏｌ／Ｌ
引物各０．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ　２．０μＬ，１０×
ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，５Ｕ／μＬ　Ｔａｑ酶 ０．３μＬ，补

Ｈ２Ｏ至２５μＬ。扩增程序：９４℃７ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

４０～４５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个 循 环；７２℃１０
ｍｉｎ；４℃保存。采用０．８％琼脂糖凝胶电泳检测扩

增产物。利用 ＵＮＩＱ　１０柱式凝胶回收试剂盒（上

海生工生物工程技术服务有限公司）回收目的条带，
进行克隆、测序。

１．３．２　基 因 同 源 性 分 析　应 用 ＮＣＢＩ网 站 上 的

ＢＬＡＳＴＰ软件进行序列分析。

２　结果与分析

２．１　谷子总ＲＮＡ的提取结果

利用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取的总ＲＮＡ经０．８％琼脂糖

凝胶电泳检测后，发现总ＲＮＡ的２８Ｓ与１８Ｓ带型比

较 完 整 （图 １）。 紫 外 吸 收 检 测 表 明，

ＯＤ２６０／２８０均介于１．８～２．０，完全可用于下一步的研究。

图１　谷子总ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳检测结果

２．２　谷子抗病基因同源序列的克隆

采用设计的简并引物，以合成的谷子十里香和

豫谷１号 的 第 一 链ｃＤＮＡ 为 模 板 分 别 进 行 扩 增。
琼脂糖凝胶电泳检测结果表明，在抗锈病植株十里

香中扩增获得了长度约为４００ｂｐ的条带，而感病植

株豫谷１号中未扩增到条带（图２）。回收十里香中

扩增到的特有条带，进行克隆、测序。

箭头示抗锈病植株十里香中的特有条带

图２　谷子抗病基因同源序列的扩增结果

２．３　谷子ＳＴＫ类抗病基因同源序列分析

经克隆 测 序 发 现，抗 病 材 料 十 里 香 中 获 得 的

ＲＧＡ片段长度为４７４ｂｐ（命名为ＳＴＫ　１）。其 氨

基酸序列如下：

Ａ　Ｒ　Ｌ　Ｐ　Ｆ　Ｄ　Ｄ＊Ｇ　Ｇ　Ｆ　Ｇ　Ｓ　Ｖ　Ｙ　Ｋ　Ｇ　Ｄ　Ｌ　Ｓ　Ｎ
催 化 结 构Ⅰ

Ｇ　Ｖ　Ｐ　Ｖ　Ａ　Ｖ　Ｋ　Ｖ　Ｌ　Ｅ　Ｎ　Ｓ　Ｋ　Ｇ　Ｅ　Ｇ　Ｅ　Ｅ　Ｆ　Ｉ　Ｎ　Ｅ
催 化 结 构Ⅱ

Ｖ　Ａ　Ｔ　Ｉ　Ｇ　Ｔ　Ｉ　Ｈ　Ｈ　Ａ　Ｎ　Ｖ　Ｖ　Ｒ　Ｌ　Ｌ　Ｇ　Ｆ　Ｃ　Ｓ　Ｅ　Ｇ
Ｓ　Ｒ　Ｒ　Ａ　Ｌ　Ｉ　Ｙ　Ｅ　Ｆ　Ｍ　Ｐ　Ｎ　Ａ　Ｓ　Ｌ　Ｅ　Ｋ　Ｙ　Ｉ　Ｆ　Ｓ　Ｒ　Ａ
Ｓ　Ｄ　Ｔ　Ｃ　Ｃ　Ｑ　Ｅ　Ｎ　Ｌ　Ｔ　Ｐ　Ｎ　Ｒ　Ｍ　Ｌ　Ｄ　Ｉ　Ａ　Ｔ　Ｇ　Ｉ　Ａ　Ｋ
Ｇ　Ｉ　Ｅ　Ｙ　Ｌ　Ｈ　Ｑ　Ｇ　Ｃ　Ｎ　Ｑ　Ｒ　Ｉ　Ｌ　Ｈ　Ｆ　Ｄ　Ｉ　Ｋ　Ｐ　Ｓ　Ｎ　Ｉ
Ｌ　Ｌ　Ｄ　Ｙ　Ｓ　Ｆ　Ｋ　Ｐ　Ｋ　Ｉ　Ｓ　Ｄ　Ｆ　Ｇ　Ｉ　Ｓ　Ｇ　Ｒ　Ｓ　Ａ　Ｒ　Ｔ　Ｅ。

利用ＢＬＡＳＴＰ软件，将谷子ＳＴＫ类 抗 病 基 因

同源序列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已知的氨基酸序列

进行比对分析。结果表明，该片段含有ＰＫｃ保守结

构域（图３），且与小麦受体激酶、抗锈病激酶Ｌｒ１０、

蛋白激酶ＬＲＫ３３和ＬＲＫ１９同源性在７３％～７５％；
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与水稻丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶受体ＰＲ５Ｋ同源性

为７６％；与玉米丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 受 体１同

源 性 为 ７５％；与 燕 麦 激 酶 受 体 ＬＲＫ１０、ＬＲＫ９、

ＬＲＫ４５同源性在７１％～７６％。

图３　谷子ＳＴＫ类抗病毒基因同源序列保守结构域分析结果

３　结论与讨论

ＲＬＫ（ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｌｉｋｅ　ｋｉｎａｓｅｓ，ＲＬＫｓ）蛋白是重要

的蛋白激酶家族之一，直接参与信号的跨膜转移过

程，在应答光刺激、病原侵袭、生长调节因子、温度胁

迫和营养缺乏等信号传导方面起着重要作用。已报

道的大多数植物来源的ＲＬＫｓ蛋白都属于ＳＴＫ类

蛋白激酶家族［１１］。本研究根据ＳＴＫ类抗病基因保

守结构域设 计 简 并 引 物，利 用ＲＧＡ技 术 从 谷 子 抗

锈病植株十里香中获得了１条丝氨酸／苏氨酸蛋白

激酶类抗病基因同源序列。经分析发现，该序列含

有ＳＴＫ类型抗病基因产物的催化结构域Ⅰ和Ⅱ的

保 守 氨 基 酸 序 列，具 有 ＰＫｃ 保 守 结 构 域。经

ＢＬＡＳＴＰ分析发现，该 序 列 与 小 麦、水 稻、玉 米、燕

麦的受体激酶、蛋白激酶、抗锈病激酶等蛋白同源性

在７１％～７６％。因此，本研究从谷子抗锈品种十里

香中获得的ＳＴＫ类抗病基因同源序列可能是候选

的谷子抗锈 病 相 关 基 因。下 一 步 将 通 过ＲＡＣＥ或

Ｇｅｎｏｍｅ　ｗａｌｋｉｎｇ技 术 获 得 其 ＤＮＡ和ｃＤＮＡ全 长

序列，并进行病害诱导条件下的表达试验，以鉴定其

与抗病性的关系，明确其抗病机制。
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Ｌ．ｆｒｏｍ　ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ＣＣ－ＮＢＳ－ＬＲＲ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．Ｔｈｅｏ－
ｒｅｔｉｃａｌ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２００４，１０９（１）：１７６－１８５．

［２］　王彦华，候喜林，申书兴，等．不结球白菜抗病基因同源

序列的克隆及 分 析［Ｊ］．中 国 农 业 科 学，２００６，３９（１２）：

２６２１－２６２６．
［３］　Ｔｏｔａｄ　Ａ　Ｓ，Ｆａｋｒｕｄｉｎ　Ｂ，Ｋｕｒｕｖｉｎａｓｈｅｔｔｉ　Ｍ　Ｓ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｇｅｎｅ　ａｎａｌｏｇｓ（ＲＧＡｓ）

ｆｒｏｍ　ｓｏｒｇｈｕｍ（Ｓｏｒｇｈｕｍ　ｂｉｃｏｌｏｒ　Ｌ．Ｍｏｅｎｃｈ）［Ｊ］．Ｅｕ－

ｐｈｙｔｉｃａ，２００５，１４３：１７９－１８８．
［４］　张丽英，陈儒钢，张俊红，等．辣椒抗病基因同源序列的

克隆与分析［Ｊ］．中国农业科学，２００８，４１（１）：１６９－１７５．
［５］　Ｙｉ　Ｔ，Ｙｕａｎ　Ｆ　Ｈ，Ｌｅｉｓｔｅｒ　Ｒ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｕｔａｔｉｏｎａｌ　ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ－ｌｅｕｃｉｎｅ　ｒｉｃｈ

ｒｅｐｅａｔ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｇｅｎｅ　ＲＰＳ２［Ｊ］．Ｔｈｅ　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ，２０００，

１２：２５４１－２５５４．
［６］　Ｘｉａｏ　Ｗ　Ｋ，Ｘｕ　Ｍ　Ｌ，Ｚｈａｏ　Ｊ　Ｒ，ｅｔ　ａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅ　ｉｓｏ－

ｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｇｅｎｅ　ａｎａｌｏｇｓ　ｉｎ　ｍａｉｚｅ（Ｚｅａ　ｍａｙｓ）

［Ｊ］．Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２００６，１１３：

６３－７２．
［７］　史冬燕，黄兴 奇．东 乡 野 生 稻ＳＴＫ抗 病 基 因 片 段 的 克

隆及序列分析［Ｊ］．作物杂志，２００９（２）：２６－２９．
［８］　Ｓｏｎｇ　Ｗ　Ｙ，Ｗａｎｇ　Ｇ　Ｌ，Ｃｈｅｎ　Ｌ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ａｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｋｉ－

ｎａｓｅ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｎｃｏｄｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｒｉｃｅ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｇｅｎｅ，Ｘａ２１［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９５，２７０：１８０４－１８０６．
［９］　Ｍａｒｔｉｎ　Ｇ　Ｂ，Ｂｒｏｍｍｏｎｓｃｈｅｎｋｅｌ　Ｓ　Ｈ，Ｃｈｕｎｗｏｎｇｓｅ　Ｊ，

ｅｔ　ａｌ．Ｍａｐ　ｂａｓｅｄ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｏｆ　ａ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｋｉｎａｓｅ　ｇｅｎｅ　ｃｏｎ－
ｆｅｒｒｉｎｇ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｉｎ　ｔｏｍａｔｏ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９３，

２６２：１４３２－１４３６．
［１０］　Ｆｅｕｉｌｌｅｔ　Ｃ，Ｓｃｈａｃｈｅｒｍａｙｒ　Ｇ，Ｋｅｌｌｅｒ　Ｂ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏ－

ｎｉｎｇ　ｏｆ　ａ　ｎｅｗ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｌｉｋｅ　ｋｉｎａｓｅ　ｇｅｎｅ　ｅｎｃｏｄｅｄ　ａｔ　ｔｈｅ

Ｌｒ１０ｄｉｓｅａｓｅ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｌｏｃｕｓ　ｏｆ　ｗｈｅａｔ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｊｏｕｒ－
ｎａｌ，２００１，１１：４５－５２．

［１１］　孔巍，刘学义．植物Ｒ基 因 特 异 性 分 子 进 化［Ｊ］．分 子

植物育种，２００３，１（１）：８９－９６．

８０１ 河南农业科学 第４１卷　


