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摘要：根据前期获得的芝麻抗茎点枯病ＮＢＳ－ＲＧＡｓ序列与河南省芝麻研究中心提供的ＥＳＴ序列
比对结果，设计４对特异引物，从１０个对茎点枯病表现不同抗性的芝麻品种中扩增得到１６条ＲＧＡｓ
（抗病基因同源序列），ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为ＫＣ４７７６９２～ＫＣ４７７７０７，它们编码的氨基酸序列均具有

ＮＢＳ（核苷酸结合位点）类型抗病基因的特征结构域。Ｂｌａｓｔｘ分析结果表明，１６个ＲＧＡｓ基因编码的
部分氨基酸序列与已知ＮＢＳ类抗病蛋白同源性为３５％～５２％。聚类分析发现这些ＲＧＡｓ基因聚为４
类，且均为ｎｏｎ　ＴＩＲ－ＮＢＳ类型，为进一步筛选芝麻抗茎点枯病基因奠定了基础。
关键词：芝麻；茎点枯病；核苷酸结合位点；抗病基因同源序列；序列分析
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　　芝麻茎点枯病是由菜豆壳球孢（Ｍａｃｒｏｐｈｏｍｉｎａ
ｐｈａｓｅｏｌｉｎａ）引起的一种土传病害，对我国芝麻产量

和品质影响较大。近几十年来，开展芝麻茎点枯病
抗病机制研究，提高芝麻的抗茎点枯病水平已成为
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我国乃至世界芝麻遗传育种工作的重要研究任务和

目标［１－２］。但是目前尚未见芝麻抗茎点枯病基因克
隆的报道。近年来，抗病基因同源克隆技术已成为
植物抗病基因克隆的重要方法之一，该技术是根据
植物抗病基因（Ｒ基因）的保守结构域，设计简并引
物，扩增植物基因组ＤＮＡ或ｃＤＮＡ，得到Ｒ基因同
源序列（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｇｅｎｅ　ａｎａｌｏｇ，ＲＧＡ）。Ｒ基因的
保守结构域包括核苷酸结合位点（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｂｉｎｄ－
ｉｎｇ　ｓｉｔｅ，ＮＢＳ）、富亮氨酸重复序列（ｌｅｕｃｉｎｅ　ｒｉｃｈ　ｒｅ－
ｐｅａｔｓ，ＬＲＲ）、类受体丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ｒｅ－
ｃｅｐｔｏｒ－ｌｉｋｅ　ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ　ｋｉｎａｓｅｓ，ＳＴＫ）、亮氨酸
拉链（ｌｅｕｃｉｎｅ　ｚｉｐｐｅｒ，ＬＺ）以及与果蝇Ｔｏｌｌ蛋白及哺
乳动物白细胞介素－１受体（ｔｏｌｌ　ａｎｄ　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＩＲ）的胞外域相似的区域，其中 ＮＢＳ－
ＬＲＲ基因是植物 Ｒ基因家族中最大的一类，ＮＢＳ
区域存在若干保守区，其同源序列常与一些已知的
抗病基因位点紧密连锁［３－５］。根据ＮＢＳ区域高度保
守的特点，已在多种植物如玉米［６］、甘薯［７］、高粱［８］、
柚［９］、甜菜［１０］中，利用同源基因克隆方法成功克隆
了ＲＧＡｓ。易图永等根据ＮＢＳ保守区域从不同抗、
感辣椒疫病的９种辣椒种质材料中扩增得到１４条
与辣椒疫病抗性相关的 ＲＧＡｓ基因，发现抗疫病

ＲＧＡｓ同样存在于高感疫病辣椒品种中，而在感病
品种基因组中也存在一些抗疫病微效 ＱＴＬｓ位
点［１１］。关于芝麻ＲＧＡ的克隆，本实验室（河南省农

作物病虫害防治重点实验室）前期研究已取得了一
定进展，高树广等［１２］根据已知植物抗病基因 ＮＢＳ－
ＬＲＲ保守结构域合成了１对简并引物和２对特异
引物，从６个抗茎点枯病的芝麻品种中扩增得到了

１１条ＲＧＡｓ。本研究根据实验室前期获得的芝麻
抗茎点枯病 ＮＢＳ－ＲＧＡｓ序列与河南省芝麻研究中
心提供的ＥＳＴ序列比对结果，设计４对特异引物，
从１０个对茎点枯病表现不同抗性的芝麻品种中分
离芝麻抗病相关基因全长序列，其对于揭示芝麻抗
病机制，加快芝麻抗病育种进程具有重要意义。

１　材料和方法

１．１　材料
试验选用的８个抗茎点枯病芝麻品种 ＫＫＵ３

（Ｓ１）、缅甸黑芝麻（Ｓ２）、杨树黄和尚头（Ｓ３）、开封一
条鞭①（Ｓ４）、商水农家种（Ｓ５）、项城大籽白（Ｓ６）、新
蔡选抗（Ｓ７）、豫芝１１（Ｓ８）和２个感病芝麻品种和尚
头（Ｓ９）、野芝１号（Ｓ１０），均由河南省农业科学院芝
麻研究中心提供。取芝麻幼嫩组织，用液氮速冻后，
保存于－７０℃备用。

１．２　方法

１．２．１　引物的设计与合成　根据本实验室前期克
隆得到的芝麻ＮＢＳ类型ＲＧＡｓ标记与芝麻研究中
心提供的ＥＳＴ序列比对结果设计引物（表１），用于
从１０个不同抗性的芝麻品种中扩增ＲＧＡｓ。

表１　芝麻ＲＧＡｓ扩增所用的引物

引物编号 引物序列（５′ ３′） 预期扩增长度／ｂｐ

ＮＢＳ１ Ｆ：ＡＧＴＧＧＴＴＡＴＡＧＡＡＧＡＣＧＡＧＧＴＴＴＧＧ　 ２　３２６

Ｒ：ＡＡＴＧＡＡＣＡＡＧＴＧＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧＡＡＣ

ＮＢＳ２ Ｆ：ＣＣＣＡＴＴＣＣＡＴＴＧＴＣＴＧＡＡＡＣＴＣＣ　 ２　８０５

Ｒ：ＧＧＴＴＧＴＴＧＡＡＡＡＴＣＣＣＡＣＣＴＧＴＣ

ＮＢＳ８ Ｆ：ＡＧＧＡＡＡＣＡＣＴＣＣＡＣＴＡＣＣＡＴＣＴＡＣＧ　 ２　３７７

Ｒ：ＣＣＣＴＧＴＡＡＡＣＧＣＡＴＴＧＴＣＣＣＴ

ＮＢＳ１２ Ｆ：ＣＴＣＴＴＴＧＧＣＡＴＣＡＴＣＣＡＴＣＴＣ　 １　９０５

Ｒ：ＧＡＡＧＣＡＧＧＡＡＴＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＴＣ

１．２．２　芝麻基因组 ＤＮＡ 和总 ＲＮＡ 的提取及

ＰＣＲ扩增　芝麻材料的基因组ＤＮＡ（ｇＤＮＡ）提取
采用ＣＴＡＢ法［１３］；用ＲＮＡｉｓｏ　Ｐｌｕｓ试剂盒（ＴａＫａ－
Ｒａ公司）提取芝麻材料的总ＲＮＡ，以ＤＮＡ酶Ⅰ处
理后备用。参照反转录试剂盒操作说明书合成第一
链ｃＤＮＡ，反转录引物采用随机六聚体引物。
以ｇＤＮＡ或ｃＤＮＡ为模板，利用４对引物进行

ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ 反应体系为：１０ｎｇ／μＬ 的模板

３μＬ、１０×ＬＡ　ｂｕｆｆｅｒⅡ２μＬ、２．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ
１μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ的上下游引物各１μＬ、ＬＡ　Ｔａｑ酶

（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补齐至２０μＬ。ＰＣＲ
扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，

５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸３ｍｉｎ，３５个循环；７２℃
延伸１０ｍｉｎ，在Ｂｉｏｅｒ　ＰＣＲ仪上进行。

１．２．３　序列的比较、分析　使用１．２％的琼脂糖凝
胶对ＰＣＲ产物进行电泳分离，切胶回收目的条带，
将回收的ＰＣＲ产物克隆至ｐＭＤ１９－Ｔ载体，送上海生
工生物工程技术服务有限公司测序。测序结果使用
Ｂｌａｓｔｎ及Ｂｌａｓｔｘ在ＮＣＢＩ数据库中进行同源序列搜
索，然后结合ＮＣＢＩ的ＯＲＦ　ｆｉｎｄｅｒ程序搜索开放阅读
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框，使用ＤＮＡＭＡＮ软件进行序列多重比对和保守结
构域分析，使用 ＭＥＧＡ　４．０构建系统进化树。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成
部分样品的ＲＮＡ电泳检测结果见图１，可以看

出 ＲＮＡ 的３条带非常清晰，说明无降解现象，

ＯＤ２６０／ＯＤ２８０介于１．８～２．０，表明提取的ＲＮＡ质量
能够满足反转录要求。采用随机六聚体引物反转录
得到的ｃＤＮＡ，用内参ＵＢＱ５ 基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录
号：ＪＱ６５８３５７．１）［１４］的定量引物（Ｆ：５′－ＴＣＴＣＧＣ－
ＣＧＡＣＴＡＣＡＡＣＡＴＴＣＡ－３′； Ｒ： ５′－ＴＧＧＡ－
ＣＡＣＴＣＴＴＴＣＣＴＣＡＡＣＣＴＣＴ－３′）进行检测，均能
扩增出２０２ｂｐ的目标条带，因此合成的ｃＤＮＡ可用
作ＰＣＲ扩增模板。

图１　芝麻ＲＮＡ电泳图谱

２．２　不同芝麻品种ＲＧＡｓ的克隆与序列比对
不同芝麻品种中 ＮＢＳ家族基因克隆结果及其

ＧｅｎＢａｎｋ登录号见图２和表２。从表２可以看出，
共得到１６条ＲＧＡｓ：利用 ＮＢＳ１引物，获得９条序
列，命名为ＳＩＲＧＡ１，ＤＮＡＭＡＮ比对结果发现感病
品种和尚头中此基因序列与８个抗病品种中的相似
性为９８．７％，而８个抗病品种中此基因序列相似性
为９９．９１％，和尚头中存在３个碱基位点缺失，新蔡
选抗中存在１个碱基位点缺失；利用ＮＢＳ２引物，从
商水农家种中获得一条２　８０５ｂｐ的条带，命名为

ＳＩＲＧＡ２；利用ＮＢＳ８引物，从３个抗病品种中扩增
得到大小为２　３７７ｂｐ的条带，命名为ＳＩＲＧＡ８，

ＤＮＡＭＡＮ比对３个抗病品种中该基因序列相似性
为９９．７１％，从感病品种野芝１号中扩增得到一条

２　３７１ｂｐ大小的条带，命名为ＳＲＲＧＡ８，其与３个抗
病品种中 ＳＩＲＧＡ８ 的序列相似性为 ９７．８２％，

ＳＲＲＧＡ８基因碱基序列中存在１５个碱基位点缺失，

９个插入突变；利用ＮＢＳ１２引物从感病品种和尚头
及抗病品种商水农家种的ｃＤＮＡ中分别扩增出一
条１　９０５ｂｐ的条带，命名为ＳＩＲＧＡ１２，ＤＮＡＭＡＮ
比对 发 现 抗 感 品 种 中 此 基 因 序 列 相 似 性 为

９９．３７％，其中有１２个碱基位点存在差异。

１、１５、１６、１８．ＤＬ　５０００Ｍａｒｋｅｒ；２－５．在芝麻品种Ｓ４、Ｓ６、Ｓ７、Ｓ１０中扩增的ＳＩＲＧＡ８（ＳＲＲＧＡ８）；
６－１４．在芝麻品种Ｓ１－Ｓ９中扩增的ＳＩＲＧＡ１；１７．在芝麻品种Ｓ９中扩增的ＳＩＲＧＡ１２；

１９、２０．在芝麻品种Ｓ５中扩增的ＳＩＲＧＡ２及ＳＩＲＧＡ１２

图２　不同芝麻品种中ＮＢＳ家族基因的扩增结果

表２　不同芝麻品种中ＮＢＳ家族基因克隆结果

基因 模板 引物

基因扩增长度／ｂｐ
和尚头
（Ｓ９）

开封一条
鞭①（Ｓ４）

ｋｋｕ３
（Ｓ１）
缅甸黑芝
麻（Ｓ２）

商水农家
种（Ｓ５）

项城大籽
白（Ｓ６）

新蔡选抗
（Ｓ７）
杨树黄和
尚头（Ｓ３）

豫芝１１
（Ｓ８）
野芝１号
（Ｓ１０）

ＳＩＲＧＡ１　 ｇＤＮＡ　 ＮＢＳ１　 ２　３２３
（ＫＣ

４７７６９２）

２　３２６
（ＫＣ

４７７６９３）

２　３２６
（ＫＣ

４７７６９４）

２　３２６
（ＫＣ

４７７６９５）

２　３２６
（ＫＣ

４７７６９６）

２　３２６
（ＫＣ

４７７６９７）

２　３２５
（ＫＣ

４７７６９８）

２　３２６
（ＫＣ

４７７６９９）

２　３２６
（ＫＣ

４７７７００）

ＳＩＲＧＡ８
（ＳＲＲＧＡ８）

ｇＤＮＡ　 ＮＢＳ８　 ２　３７７
（ＫＣ

４７７７０２）

２　３７７
（ＫＣ

４７７７０３）

２　３７７
（ＫＣ

４７７７０４）

２　３７１
（ＫＣ

４７７７０５）

ＳＩＲＧＡ２　 ｃＤＮＡ　 ＮＢＳ２　 ２　８０５
（ＫＣ

４７７７０１）

ＳＩＲＧＡ１２　 ｃＤＮＡ　 ＮＢＳ１２　 １　９０５
（ＫＣ

４７７７０６）

１　９０５
（ＫＣ

４７７７０７）

　注：基因扩增长度后括号中为ＧｅｎＢａｎｋ登录号。

６７ 河南农业科学 第４２卷　



２．３　不同芝麻品种ＲＧＡｓ编码的氨基酸序列分析
利用 ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔｘ对获得的芝麻 ＲＧＡｓ的

氨基酸序列进行分析（表３），结果发现，ＳＩＲＧＡ１
编码的部分氨基酸序列与Ｓｏｌａｎｕｍ　ｈｏｕｇａｓｉｉ的

ＲＧＨ１ 蛋 白 （ＡＥＷ４８２１１．１）、ＲＧＨ９ 蛋 白
（ＡＥＷ４８１８９．１）相似性为３８％；ＳＩＲＧＡ２ 编码的
部分氨基酸序列与番茄（Ｓｏｌａｎｕｍ　ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）的

ＮＲＣ１蛋白（ＡＢＣ２６８７８．１）相似性为５２％，与甜菜

（Ｂｅｔａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）的 ＮＢＳ－ＬＲＲ 类 型 抗 病 蛋 白
（ＡＢＪ９９５９８．１）相似性为４４％；ＳＩＲＧＡ８ 编码的部
分氨基酸序列与马铃薯（Ｓｏｌａｎｕｍ　ｄｅｍｉｓｓｕｍ）的Ｒ１
蛋白（ＡＡＹ５３４８２．１）相似性为３８％，与野生马铃
薯 （Ｓｏｌａｎｕｍ　ａｃａｕｌｅ） 的 ＮＢＳ－ＬＲＲ 蛋 白
（ＣＡＢ５６２９９．１）相似性为３５％；ＳＩＲＧＡ１２ 编码的
部分氨基酸序列与Ｓｏｌａｎｕｍ×Ｅｄｉｎｅｎｓｅ的 ＲＧＨ９
蛋白（ＡＥＷ４８２０１．１）相似性为４３％。

表３　芝麻４个亚类ＲＧＡｓ基因代表序列与ＧｅｎＢａｎｋ上已有ＮＢＳ类基因编码的氨基酸同源性分析

基因 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 描述 物种 同源性／％ Ｅ值

ＳＩＲＧＡ１　 ＡＥＷ４８２１１．１ ＲＧＨ１蛋白 Ｓｏｌａｎｕｍ　ｈｏｕｇａｓｉｉ　 ３８　 ２ｅ－９６

ＡＥＷ４８１８９．１ ＲＧＨ９蛋白 Ｓｏｌａｎｕｍ　ｈｏｕｇａｓｉｉ　 ３８　 ４ｅ－９０

ＳＩＲＧＡ２　 ＡＢＣ２６８７８．１ ＮＲＣ１蛋白 Ｓｏｌａｎｕｍ　ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ　 ５２　 ０．０

ＡＢＪ９９５９８．１ ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病蛋白 Ｂｅｔａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ　 ４４　 ０．０

ＳＩＲＧＡ８　 ＡＡＹ５３４８２．１ Ｒ１蛋白 Ｓｏｌａｎｕｍ　ｄｅｍｉｓｓｕｍ　 ３８　 ６ｅ－８０

ＣＡＢ５６２９９．１ ＮＢＳ－ＬＲＲ蛋白 Ｓｏｌａｎｕｍ　ａｃａｕｌｅ　 ３５　 １ｅ－１０８

ＳＩＲＧＡ１２　 ＡＥＷ４８２０１．１ ＲＧＨ９蛋白 Ｓｏｌａｎｕｍ ×Ｅｄｉｎｅｎｓｅ　 ４３　 ６ｅ－９７

２．４　不同芝麻品种ＲＧＡｓ与已知Ｒ基因编码氨基
酸的比较与聚类分析

根据得到的芝麻品种ＲＧＡｓ推测氨基酸序列，

与ＧｅｎＢａｎｋ中登录的亚麻Ｌ６ 基因（Ｕ２７０８１）［１５］、

拟南芥 ＲＰＳ２ 基因（ＡＡＡ２１８７４）［１６］、ＲＰＭ１ 基因
（Ｘ８７８５１）、番茄ＩＣ１ 基因（ＡＦ０３９６８１）、烟草Ｎ 基因
（Ｕ１５６０６）［１７］的ＮＢＳ保守区进行氨基酸同源比对，结
果显示，４类 ＲＧＡｓ与ＩＣ１的相似性在３６．５２％～
４１．７４％，与ＲＰＳ２的相似性在２１．１２％～２６．１８％，与

Ｌ６的相似性在２２．６９％～２５．４２％，与Ｎ的相似性在

４．８２％～１３．３６％，与 ＲＰＭ１的相似性在８．１９％～
３４．７３％（表４）。说明ＮＢＳ类家族基因在芝麻基因
组中广泛存在。

表４　芝麻４个亚类ＲＧＡｓ代表序列与已知植物Ｒ基因
保守区编码的氨基酸一致性比较 ％　

抗病基因

产物
ＳＩＲＧＡ１ ＳＩＲＧＡ２ ＳＩＲＧＡ８ ＳＩＲＧＡ１２

ＩＣ１　 ３８．７０　 ４１．７４　 ３６．６８　 ３６．５２

ＲＰＳ２　 ２４．７９　 ２１．１２　 ２６．１８　 ２４．６８

Ｌ６　 ２４．４８　 ２４．１５　 ２２．６９　 ２５．４２

Ｎ　 １３．３６　 ４．８２　 １１．３０　 １２．１２

ＲＰＭ１　 ３４．７３　 ８．１９　 ３２．６４　 ３２．２２

　　采用ＤＮＡＭＡＮ进行多序列比对及保守基元

分析（图３），结果显示，１６条ＲＧＡｓ具有 ＮＢＳ类抗

病基因编码蛋白的部分结构特征，如含有Ｐ－Ｌｏｏｐ、

Ｋｉｎａｓｅ－２、ＲＮＢＳ－Ａ、ＲＮＢＳ－Ｂ、ＲＮＢＳ－Ｃ等保守氨基

酸序列，且１６条 ＲＧＡｓ的 Ｋｉｎａｓｅ－２的共有序列
（ＬＬＶＬＤＤＶＷ）最后一个氨基酸为天冬氨酸（Ｗ），

表明均为ｎｏｎ　ＴＩＲ－ＮＢＳ类型［１８］。

进一步聚类分析（图４）显示，１６条ＲＧＡｓ分为

４个亚类，与ｎｏｎ　ＴＩＲ－ＮＢＳ类基因聚在一起，其中

ＳＩＲＧＡ２与ｎｏｎ　ＴＩＲ－ＮＢＳ类ＩＣ１聚为一类，ＳＩＲ－
ＧＡ１、ＳＩＲＧＡ８、ＳＲＲＧＡ８、ＳＩＲＧＡ１２ 与 ｎｏｎ　ＴＩＲ－
ＮＢＳ类ＲＰＭ１聚为一类，ＴＩＲ－ＮＢＳ类 Ｎ、Ｌ６单独

聚为一类。

３　结论与讨论

本研究从１０个不同抗、感茎点枯病芝麻品种中

克隆了１６个ＮＢＳ类ＲＧＡｓ基因，其推测的氨基酸

与ＮＣＢＩ中马铃薯、番茄及甜菜的抗病蛋白氨基酸

序列相似性在３５％～５２％，且含有 ＮＢＳ类抗病基

因的保守结构域，因此，这些 ＲＧＡｓ基因中的一部

分可能是抗病相关基因。通过对１６条序列进行比

对分析，发现保守结构域之间存在许多点突变、小片

段的插入或缺失，这是芝麻 ＲＧＡｓ趋异的现象，与

在甘薯［Ｉｐｏｍｏｅａ　ｂａｔａｔａｓ （Ｌ．）Ｌａｍ．］［８］中的研究

结果相似。另外聚类分析发现这些 ＲＧＡｓ聚为４
类，且其保守结构域中Ｋｉｎａｓｅ－２的共有序列（ＬＬＶ－
ＬＤＤＶＷ）最后一个氨基酸为天冬氨酸（Ｗ），与ｎｏｎ

ＴＩＲ－ＮＢＳ类ＲＰＭ１聚为一类。
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图３　芝麻ＲＧＡｓ预测的氨基酸多序列比对及保守基元分析

图４　芝麻ＲＧＡｓ与已克隆Ｒ基因编码的
氨基酸序列聚类分析结果

分离克隆ＲＧＡｓ基因有两方面的应用前景，一
是有可能直接得到抗病基因，二是可以从中筛选出
与抗病基因连锁的ＲＧＡ标记，构建高密度遗传图
谱，两者在利用分子育种技术改良农作物抗病性方
面均具有重要的应用价值。本研究初步分析了芝麻
抗、感品种中抗病基因类似物的差异，为今后基因功
能验证和ＳＮＰ等分子标记开发奠定了基础；另外，

进一步分析了这些基因与已知抗病基因的同源关

系，为芝麻抗茎点枯病基因的克隆和鉴定奠定了基
础。已克隆的１６个ＲＧＡｓ基因是否为芝麻抗茎点
枯病基因或抗病基因的ＲＧＡ标记，需要进一步通
过定量表达分析、遗传转化、基因敲除和连锁性分析
等方法进行验证。
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