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摘要：分离和分析芝麻抗、感茎点枯病材料的抗病基因同源序列（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｇｅｎｅ　ａｎａｌｏｇｓ，ＲＧＡｓ），
可以为芝麻抗茎点枯病相关基因的克隆奠定基础。根据已知植物抗病基因的ＮＢＳ－ＬＲＲ类保守结
构域，合成了１对简并引物和２对特异引物，对６个抗茎点枯病芝麻品种中的抗病基因进行扩增，
结果得到１１条抗病基因同源序列。ＢＬＡＳＴ　Ｘ分析发现，获得的１１条ＲＧＡｓ与已知的ＲＧＡｓ有
较高的相似性，氨基酸相似性为４２％～５７％。聚类分析将其分成５个亚类，均属于ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－
ＬＲＲ类抗病基因。其氨基酸序列都不同程度地含有 ＮＢＳ保守区的典型特征基序，其中Ｐ－ｌｏｏｐ－
ＧＬＰＬ区域氨基酸序列与已知抗病基因对应区域的相似性为１８．２％～４９．７％。
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　　自１９９２年从玉米中克隆出第１个植物抗病基
因（Ｒ基因）Ｈｍ１以来，采用图位克隆法和转座子标
签法已从多种作物中克隆到７０余个抗病基因［１］。

这２种方法对基因组较小、具有高分辨率物理图谱
和遗传图谱的植物来说比较适用［２］。分析发现，已
克隆的抗病基因产物有一些区段高度保守［３］，这些
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保守区域不仅有助于对抗病基因进行分类，而且也
为抗病基因的克隆提供了新的途径，即抗病基因同
源序列（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｇｅｎｅ　ａｎａｌｏｇｓ，ＲＧＡｓ）法。ＲＧＡｓ
法根据已知抗病基因保守区域设计简并引物，以植
物的基因组ＤＮＡ或ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，
得到抗病基因的同源序列，进一步筛选抗病基因。
小麦抗叶锈病基因Ｌｒ１０［４］和马铃薯抗马铃薯Ｘ病
毒基因Ｒｘ２［５］就是利用 ＲＧＡｓ法克隆抗病基因的
经典例子，说明利用该法克隆抗病基因是可行的。
目前，从拟南芥［６］、亚麻［７］、大豆［８］、水稻［９］、菜豆［１０］

等多种作物中都分离到了ＲＧＡｓ，通过研究发现，它
们或者是Ｒ基因或其假基因的一部分，或者与Ｒ基
因紧密连锁，为进一步克隆Ｒ基因奠定了基础。在
已克隆的植物抗病基因中，成员最多的是 ＮＢＳ－
ＬＲＲ（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ－ｌｅｕｃｉｎｅ　ｒｉｃｈ　ｒｅｐｅａｔｓ）
类，它们编码蛋白的共同特点是Ｎ端存在着核苷酸
结合位点（ＮＢＳ），近 Ｃ端存在着亮氨酸重复序列
（ＬＲＲ），其保守基序有Ｐ－ｌｏｏｐ、ｋｉｎａｓｅ－２、ｋｉｎａｓｅ－３ａ、

ＧＬＰＬ等。根据Ｎ端是否有ＴＩＲ结构域出现，又可
以将ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病基因细分为 ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ
和ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ　２个亚类。据ｋｉｎａｓｅ－２基序
最后一个残基，可以预测已克隆的抗病基因同源序
列属于 ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ 类 （Ｄ）或 ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－
ＬＲＲ类（Ｗ），可信度为９５％［１１］。植物ＮＢＳ结构与
动物细胞凋亡的调节因子（如线虫的ＣＥＤ－４）结构相
似，主要是在蛋白与蛋白之间的相互作用中作为一个
功能组件；ＬＲＲ结构主要参与配体的结合，也可促进
配体与防御反应信号转导途径中其他蛋白的作用。
含有ＮＢＳ－ＬＲＲ类的抗病基因产物主要是在ＬＲＲ感

受信号后，通过ＮＢＳ与核苷三磷酸结合参与基因转
录的调控［１２］。
芝麻（Ｓｅｓａｍｕｍ　ｉｎｄｉｃｕｍＬ．）属胡麻科胡麻属，

是我国重要的油料作物［１３－１４］。在芝麻整个生长发育
阶段，病害种类多，发生普遍，其中茎点枯病、枯萎病
危害严重，是芝麻高产稳产的主要制约因素。利用
抗病品种是控制芝麻病害最有效、经济、环保的措
施，但目前芝麻病害防治主要是采用化学防治，对抗
病基因的研究和利用薄弱［１５－１６］。鉴此，根据已知抗
病基因的保守结构域合成引物，从抗茎点枯病芝麻
材料中扩增、克隆抗病基因同源序列，以期获得抗茎
点枯病相关基因或抗病基因的ＲＧＡｓ标记，为利用
分子育种技术选育抗病品种奠定基础。

１　材料和方法

１．１　供试材料
选择６个抗茎点枯病芝麻品种：新蔡选抗、野芝

１号、ＺＺＭ１３９３、ＺＺＭ２５９０、ＺＺＭ３３３０、ＺＺＭ３９７１，２
个感病品种：ＺＺＭ１２７５和ＺＺＭ３５４７，用于抗病基因
同源序列分析。

１．２　芝麻基因组ＤＮＡ的提取
采集新鲜的芝麻幼叶，－７０℃保存，备用。采用

常规ＣＴＡＢ法提取基因组ＤＮＡ，以１．０％琼脂糖凝
胶电泳检测后，稀释至每微升１０ｎｇ作为ＰＣＲ扩增
的模板。

１．３　引物合成
参考文献报道设计，由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成１对简并引物Ｆ＋Ｒ和２对特异
引物Ｓ＋ＡＳ、ＮＦ＋ＮＲ（表１）。

表１　用于ＰＣＲ扩增芝麻抗病基因的引物

引物名称 引物序列（５′－３′） 保守区域 退火温度／℃ 参考文献

Ｆ　 ＧＧＮＡＴＧＧＧＮＧＧＮＮＴＮＧＧＮＡＡ（Ａ／Ｇ）ＣＡＮＡＣ　 ｋｉｎａｓｅ－１ａ
Ｒ　 ＮＣＡ（Ｔ／Ａ）ＴＴＮＡＧＮＧＣＮＡＧＮＧＧＮＡＧＮＣＣ　 ｄｏｍａｉｎ２
Ｓ　 ＧＧＴＧＧＧＧＴＴＧＧＧＡＡＧＡＣＡＡＣＧ　 ＧＧＶ／ＩＧＫＴＴ
ＡＳ　 ＣＡＡＣＧＣＴＡＧＴＧＧＣＡＡＴＣＣ　 ＧＬＰＬＡ／ＴＬ
ＮＦ　 ＴＡＧＧＧＣＣＴＣＴＴＧＣＴＡＣＧＴ　 ＬＲＲ
ＮＲ　 ＴＡＴＡＡＡＡＡＧＴＧＧＣＧＧＡＣＴ　 ＹＧＬＬＨＲ

４７．３ ［１７］

４４．７ ［１８］

４１．２ ［１９］

　注：Ｎ＝Ａ／Ｔ／Ｃ／Ｇ；Ｍ＝Ａ／Ｃ；Ｗ＝Ａ／Ｔ；Ｓ＝Ｃ／Ｇ；Ｙ＝Ｃ／Ｔ；Ｋ＝Ｇ／Ｔ；Ｖ＝Ａ／Ｃ／Ｇ；Ｈ＝Ａ／Ｃ／Ｔ；Ｄ＝Ａ／Ｇ／Ｔ；Ｒ＝Ａ／Ｇ

１．４　芝麻抗病基因的ＰＣＲ扩增
ＰＣＲ扩增所用试剂购自宝生物工程（大连）有
限公 司，ＰＣＲ 扩 增 体 系 为：ＤＮＡ　６μＬ，引 物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ，

ＭｇＣｌ２ （１５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ，１０ × ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ
２．５μＬ，ｒＴａｑ 酶 （５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补 至
２５μＬ。扩增程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，退
火４０ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃终延伸

１０ｍｉｎ；１０℃保存。ＰＣＲ扩增在Ｌｉｆｅ　Ｐｒｏ基因扩增

仪（杭州博日科技）上进行。

１．５　芝麻抗病基因ＰＣＲ产物的克隆
ＰＣＲ扩增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳分离后，

利用Ａｘｙｇｅｎ公司的ＤＮＡ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ回收扩增
出的全部片段。将获得的片段与ｐＭＤ１９－Ｔ载体（宝生
物工程（大连）有限公司）在１６℃条件下连接过夜后，用
氯化钙法转化大肠杆菌ＴＧ１感受态细胞，均匀涂布在

Ａｍｐ／ＩＰＴＧ／Ｘ－ｇａｌ的 ＬＢ 固 体 培 养 基 上。３７℃
培养过夜，随机挑选其中的８个白斑，在含 Ａｍｐ

·２８· 河南农业科学 第４０卷　



１００ｍｇ／Ｌ的ＬＢ液体培养基中３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培
养５ｈ，利用原始引物进行菌落ＰＣＲ，检测插入片段的
有无及长度，随机挑选１个阳性重组子，送上海生工生
物工程技术服务有限公司进行测序。

１．６　芝麻抗病基因序列分析
利用ＢＬＡＳＴ　Ｘ将所得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ库中

的序列进行比较、分析。利用 ＭＥＧＡ　４．０．２和
ＤＮＡＭＡＮ　６．０软件对获得序列和已知抗病基因序
列进行比对、聚类并构建系统进化树。

２　结果与分析

２．１　芝麻抗病基因ＰＣＲ扩增结果
芝麻基因组提取结果见图１，从中可以看出，基

因组的完整性和纯度均达到ＰＣＲ扩增的要求。利用

２对特异引物和１对简并引物从感病品种中共扩增出
６个片段，从抗病品种中共扩增出３０个片段。每对引
物从不同品种中扩增片段的数量和序列长度见表２。

１－８为ＺＺＭ１２７５、新蔡选抗、ＺＺＭ３５４７、ＺＺＭ１３９３、
ＺＺＭ２５９０、ＺＺＭ３３３０、ＺＺＭ３９７１、野芝１号；
Ｍ为ＤＬ１５０００ｂｐ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ　ｍａｒｋｅｒ

图１　芝麻基因组ＤＮＡ电泳图谱

表２　芝麻抗病基因ＰＣＲ扩增结果 ｂｐ　

引物
ＺＺＭ１２７５
（感）

ＺＺＭ３５４７
（感）

新蔡选抗 ＺＺＭ１３９３ ＺＺＭ２５９０ ＺＺＭ３３３０ ＺＺＭ３９７１ 野芝１号

Ｓ＋ＡＳ　 １３６０／５１０／３５２ － １３５９／５０９／３８２　 １３５９／５１１／３８２　 １３５８／５１１／３８２ × １３４６／５１０／３５２　 ５１０
ＮＦ＋ＮＲ　 ５２４ － ９４２／８８０／５２３　 ９７５／６１１／５５４　 ５２３ × ９４２／７８４／５２４ ×
Ｆ＋Ｒ － １　１４７／５２９　 １　１７３／５２２　 ５２１ － １　１９２／５２５ × １　１８７／５３０

　注：－表示没作为模板；×表示没有扩增出条带

２．２　芝麻ＲＧＡｓ的初步分析
将目的条带进行回收，并克隆测序。３６条序列中，

１３条序列与抗病基因具有较高同源性，并具有完整开
放阅读框，编号ＳＩＲＧＡ１－ＳＩＲＧＡ１３，其中ＳＩＲＧＡ１由引
物对ＮＦ＋ＮＲ扩增得到，ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＪＦ４６０７１５；

ＳＩＲＧＡ２－ＳＩＲＧＡ７ 由引物对 Ｓ＋ＡＳ扩增得到，

ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 ＪＦ４６０７１６－ＪＦ４６０７２１；ＳＩＲＧＡ８－
ＳＩＲＧＡ１３由引物对Ｆ＋Ｒ扩增得到，ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＨＱ８７４４５４－ＨＱ８７４４５９。其中ＳＩＲＧＡ２和ＳＩＲＧＡ１０两
条序列分别存在于感茎点枯病品种ＺＺＭ１２７５和
ＺＺＭ３５４７的基因组中，其他２３条序列或与逆转录转座
子相关，或与ＲＧＡｓ特征不相符，均不再进行分析。

２．３　芝麻ＲＧＡｓ与已知Ｒ基因的同源性分析
对１１条 ＲＧＡｓ进行ＢＬＡＳＴ　Ｘ分析，结果表

明，芝麻ＲＧＡｓ与其他植物的Ｒ基因有着较高的同
源性，相似性为４２％～５７％（表３）。

表３　芝麻ＲＧＡｓ序列的ＢＬＡＳＴ　Ｘ分析结果

ＲＧＡｓ序列 具最高同源性的基因产物 ＧｅｎＢａｎｋ序列号 物种 相似性／％ Ｅ值

ＳＩＲＧＡ１ 抗性蛋白类似蛋白 ＡＡＵ８９６５２．１ 枳（Ｃｉｔｒｕｓ　ｔｒｉｆｏｌｉａｔｅ） ５４　 １ｅ－２３

ＳＩＲＧＡ３　 ＮＢＳ－ＬＲＲ抗性蛋白类似蛋白 ＡＡＭ４７５９７．１ 辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ　ａｎｎｕｕｍ） ５６　 ７ｅ－４９

ＳＩＲＧＡ４　 ＮＢＳ－ＬＲＲ抗性蛋白类似蛋白 ＡＡＭ４７５９７．１ 辣椒 ５７　 ２ｅ－４６

ＳＩＲＧＡ５　 ＮＢＳ－ＬＲＲ抗性蛋白类似蛋白 ＡＡＭ４７５９７．１ 辣椒 ５５　 ６ｅ－４９

ＳＩＲＧＡ６　 ＮＢＳ－ＬＲＲ抗性蛋白类似蛋白 ＡＡＭ４７５９７．１ 辣椒 ５６　 ３ｅ－５１

ＳＩＲＧＡ７　 ＲＧＡ　 ＡＢＡ６０３６６．１ 欧薄荷（Ｍｅｎｔｈａ　ｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ） ５１　 ５ｅ－３９

ＳＩＲＧＡ８ 抗性蛋白ＲＰＰ１３ ＸＰ００２５２１７８６．１ 蓖麻（Ｒｉｃｉｎｕｓ　ｃｏｍｍｕｎｉｓ） ４９　 １ｅ－３０

ＳＩＲＧＡ９　 ＮＢＳ－ＬＲＲ抗性蛋白类似蛋白 ＡＡＭ４７５９７．１ 辣椒 ４９　 ４ｅ－４０

ＳＩＲＧＡ１１ 抗性蛋白类似蛋白 ＣＡＣ８２５９８．１ 咖啡（Ｃｏｆｆｅａ　Ａｒａｂｉｃａ） ５２　 ９ｅ－４０

ＳＩＲＧＡ１２　 ＲＧＡ　 ＡＢＡ６０３６７．１ 欧薄荷 ４２　 ５ｅ－２８

ＳＩＲＧＡ１３ 抗性蛋白ＰＳＨ－ＲＧＨ６ ＡＢＹ６１７４５．１ 马铃薯（Ｓｏｌａｎｕｍ　ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ） ５７　 ４ｅ－３７

２．４　芝麻ＲＧＡｓ的聚类分析
利用ＭＥＧＡ　４．０．２软件，对１１条ＲＧＡｓ编码的氨

基酸序列与６个已知抗病基因 Ｎ（Ｕ１５６０６）、Ｌ６
（Ｕ２７０８１）、Ｍ （Ｕ７３９１６）、Ｐｒｆ （Ｕ６５３９１）、Ｇｐａ２
（ＡＦ１９５９３９）和ＲＰＭ１（Ｘ８７８５１）的相应区域氨基酸序列
进行聚类分析（图２）。结果表明，分离出来的ＲＧＡｓ都

与ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病基因聚在一起。根据聚
类结果，将ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病基因又分为５个
亚类，其中 ＳＩＲＧＡ３、ＳＩＲＧＡ４、ＳＩＲＧＡ５、ＳＩＲＧＡ６、

ＳＩＲＧＡ９、ＳＩＲＧＡ１３和Ｇｐａ２聚为一类，ＳＩＲＧＡ１和Ｐｒｆ
聚为一类，ＳＩＲＧＡ７和ＳＩＲＧＡ１１聚为一类，ＳＩＲＧＡ８和

ＳＩＲＧＡ１２单独成为一类。

·３８·　第９期　　　　　　　高树广等：芝麻ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病基因同源序列的分离与分析



图２　芝麻ＲＧＡｓ与已知植物Ｒ基因相应
氨基酸序列的聚类结果

２．５　芝麻ＲＧＡｓ与已知植物Ｒ基因氨基酸序列的
相似性比较

利用ＤＮＡＭＡＮ　６．０软件对芝麻ＲＧＡｓ与已知Ｒ
基因编码的氨基酸序列进行相似性分析，结果表明，１１
条序列都不同程度含有 ＮＢＳ 保守区 的 Ｐ－ｌｏｏｐ
（ＧＧＶＧＫＴＴ）、ｋｉｎａｓｅ－２（ＶＬＤＤ）及跨膜区（ＧＬＧＬ）等典
型的特征序列（图３）。并且在ＮＢＳ类保守结构域中存
在氨基酸残基的替代现象，例如Ｐ－ｌｏｏｐ区的“Ｖ”被“Ｓ”、
“Ｉ”、“Ｌ”、“Ａ”等替代，ｋｉｎａｓｅ－２区的“Ｌ”被“Ｆ”、“Ｍ”等残
基替代。根据ｋｉｎａｓｅ－２基序的最后一个残基均为“Ｗ”，
可以判断所克隆的１１条ＲＧＡｓ均为ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－
ＬＲＲ类，与ＭＥＧＡ　４．０．２分析结果一致。

图３　芝麻ＲＧＡｓ与已知植物抗病基因产物Ｐ－ｌｏｏｐ－ＧＬＰＬ区域氨基酸序列的相似性比较

　　根据聚类分析结果，在芝麻５个ＲＧＡｓ亚类中，
各随机选取１个克隆作为代表与已知植物的Ｒ基因
产物进行Ｐ－ｌｏｏｐ－ＧＬＰＬ区域氨基酸序列相似性比较
（表４）。５类 ＲＧＡｓ产物与 ＲＰＭ１ 的相似性为
２６．６％～３２．６％，与Ｇｐａ２ 的相似性为３５．４％～
４９．７％，与Ｌ６的相似性为１８．２％～２６．９％，与Ｍ 的

相似性１９．５％～２６．０％，与 Ｎ 的相似性２４．０％～
２８．０％，与Ｐｒｆ的相似性３２．０％～４５．６％。芝麻５个
ＲＧＡｓ亚类代表序列与已知植物Ｒ基因产物Ｐ－ｌｏｏｐ－
ＧＬＰＬ区域的氨基酸序列相似性在１８．２％～４９．７％，说
明ＮＢＳ结构在芝麻基因组中是一个基因家族，并且
彼此之间存在一定程度差异。

表４　芝麻ＲＧＡｓ　５个亚类代表序列与已知植物抗病基因产物Ｐ－ｌｏｏｐ－ＧＬＰＬ区域的氨基酸相似性分析 ％ 　

抗病基因产物 ＳＩＲＧＡ１ ＳＩＲＧＡ７ ＳＩＲＧＡ８ ＳＩＲＧＡ９ ＳＩＲＧＡ１２

ＲＰＭ１　 ２６．６　 ３１．４　 ２７．１　 ３２．６　 ２５．０
Ｇｐａ２　 ３５．４　 ３９．５　 ３５．５　 ４９．７　 ３５．８
Ｌ６　 １８．２　 ２６．９　 ２２．１　 ２５．９　 ２１．８
Ｍ　 １９．５　 ２４．７　 ２４．７　 ２６．０　 ２１．９
Ｎ　 ２４．０　 ２８．０　 ２６．３　 ２７．５　 ２４．４
Ｐｒｆ　 ３２．０　 ３９．３　 ３３．３　 ４５．６　 ３２．７

·４８· 河南农业科学 第４０卷　



３　讨论

抗病基因保守结构域不仅有助于对抗病基因进

行分类，而且有助于研究抗病作用机制，同时也为克
隆抗病基因提供了新的途径。通过ＲＧＡｓ法克隆抗
病基因同源序列的主要目的是分离作物的抗病基因

和作为分子标记跟踪抗病基因。通过田间自然诱发
鉴定的方法，鉴定了不同芝麻种质对茎点枯病的抗
性，筛选出６个抗病品种。为了充分利用这些抗病资
源，根据报道的植物ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病基因保守结构
域合成１对简并引物和２对特异引物，从６个抗病品
种中扩增出１１条ＲＧＡｓ。序列分析结果表明，１１个

ＲＧＡｓ均属于ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病基因，聚类
分析将其分成５个亚类，ＳＩＲＧＡ７、ＳＩＲＧＡ８、ＳＩＲ－
ＧＡ１１、ＳＩＲＧＡ１２没有与已知的抗病基因聚在一起，可
能与用于聚类的抗病基因较少有关，也可能是未知的
抗病基因类型。ＲＧＡｓ氨基酸序列与已知抗病基因
产物的相似性在４２％～５７％。通过与已知植物抗病
基因Ｐ－ｌｏｏｐ－ＧＬＰＬ区域氨基酸序列相似性比较发现，

１１条序列均不同程度地含有ＮＢＳ保守区的典型特征
序列，在保守结构域之间存在许多氨基酸残基的突
变，说明抗病基因在芝麻基因组中的进化是逐步趋
异，这与前人研究结果相吻合［２０］。本试验也从感病
品种中分离出了２条含有抗病基因保守结构域的序
列，推测这２条序列可能与目的Ｒ基因无关，也可能
是具有潜在抗性功能的Ｒ基因。其余序列中部分与
反转录转座子有关，推测ＮＢＳ－ＬＲＲ类序列与反转录
转座子可能存在一定的进化关系。ＮＢＳ－ＬＲＲ类结构
在植物基因组中广泛存在，也为抗病基因的克隆和筛
选增加了难度。
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