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　　摘要：向日葵锈病严重影响向日葵的产量。为了找到抗锈病相关基因，根据已知ＮＢＳ－ＬＲＲ型抗病基因保守
结构域Ｐ－ｌｏｏｐ和ＧＬＰＬ设计简并引物，以接菌的抗病向日葵品种ＣＭ２９叶片的ｃＤＮＡ为模板进行扩增。通过克隆
转化得到１０个具有连续开放阅读框的抗病基因同源序列（ＲＧＡ），经系统进化分析将其分为 ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ和
ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ两种类型。对其氨基酸序列进行多重序列比对，结果显示所获得的ＲＧＡ具有典型的ＮＢＳ－
ＬＲＲ型抗病基因保守结构域，即Ｐ－ｌｏｏｐ、ｋｉｎａｓｅ－２ａ、ｋｉｎａｓｅ－３ａ和ＧＬＰＬ结构。运用ＢＬＡＳＴＸ分析这些结果，表明
其ＲＧＡ与已知的抗病基因相应保守区域的同源性为１８．１％ ～５１．１％，说明它们可能与抗病功能基因具有密切联
系。
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　　向日葵具有很高的食用和油用价值，它是世界
第二大油料作物，在中国的栽培面积仅次于大豆和

油菜［１］。向日葵锈病（ＰｕｃｃｉｎｉａｈｅｌｉａｎｔｈｉＳｃｈｗ．）是
向日葵的重要病害之一，在世界各地普遍发生，对向

日葵的产量和含油量造成严重损失，在向日葵锈病

大爆发的情况下，产量损失甚至可以高达７０％［２］。

随着我国向日葵种植面积不断扩大，向日葵锈病的

发生逐年加重，给向日葵生产带来的危害日趋严

重［３］。随着生物技术的不断发展，运用转基因技术

进行植物品种的改良已被应用到农作物的生产中，

因此植物抗病基因的克隆对于抗病机制及抗病遗传

育种的深入研究具有重要的意义。迄今为止，相继

已有４０多个抗病基因分别从玉米、拟南芥、水稻等
植物中克隆出来［４～７］，通过对已知抗病基因序列研

究发现，这些抗病基因编码的氨基酸序列之间存在

高度保守区域，根据这些保守结构域将抗病基因分

为６种类型，其中 ＮＢＳ－ＬＲＲ型抗病基因是最大的
一类。这类抗病基因至少包含三部分：核苷酸结合



位点（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ，ＮＢＳ）、富亮氨酸重复
序列（ｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ，ＬＲＲ）和多变的 Ｎ－端。
其中ＮＢＳ具有 ＡＴＰ或 ＧＴＰ结合的特性［８］，结构域

包括Ｐ－ｌｏｏｐ（又称 ｋｉｎａｓｅ－１ａ）、ｋｉｎａｓｅ－２ａ、ｋｉｎａｓｅ
－３ａ和 ＧＬＰＬ，其中 Ｐ－ｌｏｏｐ和 ＧＬＰＬ的保守性较
强，它们之间约有 １７０个氨基酸残基（５１０ｂｐ核苷
酸）。ＮＢＳ－ＬＲＲ型抗病蛋白中存在两种Ｎ－端［９］，

一种是 Ｎ－端含有一个卷曲螺旋结构，可能在蛋白
与蛋白互作过程中发挥作用，这一结构在单子叶植

物和双子叶植物中都有报道［１０，１１］。另一种 ＮＢＳ－
ＬＲＲ抗病蛋白的Ｎ－末端与果蝇发育基因Ｔｏｌｌ以及
哺乳动物白细胞介素 －１受体蛋白（ＴＩＬ）具有很高
的同源性，这一类只在双子叶植物中有报道［１０］。第

一种ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ型抗病蛋白有拟南芥
的ＲＰＭ１［１２］和ＲＰＳ２［１３］和水稻 Ｘａ１［１４］。第二种 ＴＩＲ
－ＮＢＳ－ＬＲＲ抗病蛋白有亚麻的 Ｌ６抗病基因［１５］和

烟草的 Ｎ抗病基因［１６］和拟南芥的 ＲＰＰ５［１７］。目前
已经从多种植物中成功克隆出了抗病基因同源序

列，主要以大豆、水稻和麦类为主，Ｋａｎａｚｉｎ等［１８］根

据已知的抗病基因 Ｎ、ＲＰＳ２和 Ｌ６的 ＮＢＳ保守区域
设计简并引物，成功地从大豆中克隆出９类抗病基
因同源序列，其中有５类抗病基因类似序列（ＲＧＡ，
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅａｎａｌｏｇｓ），已经定位在大豆 Ｊ连锁群
上。Ｙｕ等［４］利用抗病基因同源序列法，从大豆中克

隆出１１类ＲＧＡ，已经将其中５类定位在大豆的已
知抗病基因附近。而向日葵抗病相关基因的克隆和

研究工作还很薄弱，本研究运用同源序列候选基因

克隆法即根据已经克隆得到的抗病基因的保守结构

域设计简并引物，以接菌后的向日葵抗锈病品种

ＣＭ２９的 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，对获得的
ＲＧＡ，进行鉴定分析，为获得向日葵抗病基因奠定
基础。

１　材料与方法

１．１　材料
向日葵品种为 ＣＭ２９；锈病菌株为３００小种，向

日葵 ＣＭ２９对锈菌３００表现高度抗病，均由内蒙古
农业大学植物病理实验室提供。

１．２　培养与接种方法
向日葵种植在人工气候室内，温度２０～２２℃，

相对湿度５０％ ～７５％。当幼苗长到第１对真叶充
分展开时接种锈菌。采用夏孢子悬浮液接种，用浸

湿毛笔蘸取１０５个／ｍＬ夏孢子悬浮液（加入０．０１％

Ｔｗｅｅｎ－８０并搅拌均匀）涂到充分展开的子叶和第
１对真叶背面上。接种后的植株置于相对湿度９０％
～１００％、温度１８～２０℃的保湿培养箱内黑暗保湿
２４ｈ，促使夏孢子萌发侵入［１９］。

１．３　向日葵总 ＲＮＡ的提取和 ｃＤＮＡ第一链的
合成

采用ＱＩＡＧＥＮ公司的ＲＮｅａｓｙ ＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ试
剂盒提取抗锈病植株 ＣＭ２９接菌 ２４ｈ后植物叶片
ＲＮＡ。用紫外分光光度计（Ｕｎｉｃ４８０２ｓ）检测 ＲＮＡ
浓度，并用１．２％琼脂糖电泳检测 ＲＮＡ的完整性。
采用Ｔｈｅｒｍｏ公司的ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎ
ｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒参考说明反转录获得 ｃＤＮＡ
第一链。

１．４　引物的设计与ＰＣＲ扩增
根据已经克隆的植物 ＮＢＳ－ＬＲＲ型抗病基因

编码的保守结构域 Ｐ－ｌｏｏｐ和 ＧＬＰＬ设计３对简并
引物（表 １），由生工生物工程（上海）有限公司合
成。反应体系：模板ｃＤＮＡ２．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物各
０．５μＬ，１０．０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１．０μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ
２．５μＬ，ＭｇＣｌ２２．５μＬ，５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶０．３
μＬ，补水至 ２５μＬ。扩增程序：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃变性４５ｓ，５６℃退火５０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。用１．２％琼脂糖凝胶
电泳检测扩增产物。

１．５　ＰＣＲ产物的回收与克隆
ＰＣＲ产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳后，使用柱

式凝胶回收试剂盒（上海生工生物工程有限公司）

回收目的条带，然后将目的片段连接到 ｐＭＤＩ８－Ｔ
载体（ＴａＫａＲａ公司）中，根据产品说明书将其转化
到大肠杆菌细胞中。通过 Ｍ１３引物的 ＰＣＲ扩增来
检测Ｔ载体中是否成功插入目的片段，最后将含有
目的ＤＮＡ片段的菌液送至生工生物工程（上海）有
限公司进行测序。

１．６　序列分析、比对和系统发育树的构建
将测得的核酸序列用 ＤＮＡＳＴＡＲ软件去除载体

后，在ＢＬＡＳＴＸ上进行同源性搜索。再用ＤＮＡＳＴＡＲ
软件对Ｐ－ｌｏｏｐ和 ＧＬＰＬ结构域之间的序列进行分
析，将ＤＮＡ序列翻译为氨基酸序列。对进行氨基酸
的同源性和多样性分析，并与已知 ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗
病基因编码的氨基酸序列一起构建系统发育树。已

知基因为亚麻 Ｌ６（Ｕ２７０８１）、Ｍ（Ｕ７３９１６）、烟草抗病
毒基因Ｎ（Ｕ１５６０５）、马铃薯 Ｇｐａ２（ＡＦｌ９５９３９）、Ｇｒｏ１
－４（ＡＹ１９６１９１）、番茄 Ｐｒｆ（Ｕ６５３９１）、水稻 Ｘａ１
（ＡＢ００２２６６）和 拟 南 ＲＰＭＩ（Ｘ８７８５１）、ＲＰＳ５
（ＡＦ０７４９１６）、小麦Ｌｒ１（ＡＢＳ２９０３４）。

９０５林晓红等：向日葵抗锈病基因同源序列的克隆与分析



表１　引物序列表
Ｔａｂｌｅ１　Ｌｉｓｔｏｆａｌｌｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）

保守结构域
Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎ

Ｆ１ ＧＧＮＧＧＮＲＴＮＧＧＮＡＡＲＡＣＮＡＣ Ｐ－ｌｏｏｐ（ＧＧＶ／Ｉ／ＭＧＫＴＴ）
Ｒ１ ＡＡＮＧＣＨＡＧＮＧＧＹＡＡＮＣＣ ＧＬ／ＦＰＬ／ＦＡ／ＶＬ
Ｆ２ ＧＧＤＡＴＧＶＳＶＧＧＨＤＹＶＧＧＫＡＡＲＡＣ Ｐ－ｌｏｏｐ（ＧＧＶ／Ｉ／ＭＧＫＴＴ）
Ｒ２ ＧＣＭＲＣＣＡＲＡＧＧＭＡＲＹＣＣ ＧＬ／ＦＰＬ／ＦＡ／ＶＬ
Ｆ３ ＧＧＮＧＧＮＲＴＨＧＧＮＡＡＲＡＣＨＡＣ Ｐ－ｌｏｏｐ（ＧＧＶ／Ｉ／ＭＧＫＴＴ）
Ｒ３ ＡＧＮＧＣＨＡＧＮＧＧＹＡＡＮＣＣ ＧＬ／ＦＰＬ／ＦＡ／ＶＬ

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

２　结果与分析
２．１　向日葵ＮＢＳ型ＲＧＡ的克隆结果与分析

根据ＮＢＳ型抗病基因保守结构域设计３对简
并引物，对 ＣＭ２９反转录的 ｃＤＮＡ进行扩增，经
１．２％琼脂糖凝胶电泳，引物 Ｆ１Ｒ１和 Ｆ３Ｒ３扩增得
到两条５００ｂｐ左右的单一条带，与预期片段大小相
符。对其进行回收、连接、转化和克隆，重组克隆经

鉴定后，每条选取８个阳性克隆进行测序，将测序结
果用ＤＮＡＳＴＡＲ软件对其进行氨基酸推导，发现有
１０条均具有连续的开放阅读框，且包含ＮＢＳ典型的
保守结构域：Ｐ－ｌｏｏｐ、Ｋｉｎａｓｅ－２和 ＧＬＰＬ，用
ＢＬＡＳＴＸ程序进行同源序列搜索发现与已知的抗病
基因具有较高的同源性，且都含有ＮＢ－ＡＲＣ（ｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇａｎｄｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｔｏａｐａｆ－１，Ｒｇｅｎｅｓａｎｄ
ｔｈｅＣｅｄ－４）保守结构域。将这些序列命名为向日
葵抗病基因同源序列（ＨａＲＧＡ），并将这１０条 ＨａＲ
ＧＡ提交到 ＧｅｎＢａｎｋ，序列登录号为：ＫＪ６２０８７０－
ＫＪ６２０８７９。上述结果表明，利用已知抗病基因同源
序列的保守结构域设计简并引物进行扩增是分离向

日葵抗病基因的有效方法。

图１　ｃＤＮＡ扩增结果
Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｏｆｃＤＮＡａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．２　向日葵ＨａＲＧＡ系统进化树分析
为了研究向日葵 ＮＢＳ－ＬＲＲ型 ＲＧＡ的进化关

系，运用 ＭＥＧＡ５软件对已知的抗病基因包括亚麻
Ｌ６（Ｕ２７０８１）、Ｍ（Ｕ７３９１６）、烟草抗病毒基因 Ｎ
（Ｕ１５６０５）、马铃薯 Ｇｐａ２（ＡＦｌ９５９３９）和 Ｇｒｏ１－４
（ＡＹ１９６１９１）、番 茄 Ｐｒｆ（Ｕ６５３９１）、水 稻 Ｘａ１

（ＡＢ００２２６６）以及拟南芥 ＲＰＭ１（Ｘ８７８５１）和 ＲＰＳ５
（ＡＦ０７４９１６）、小麦 Ｌｒ１（ＡＢＳ２９０３４）与向日葵 ＲＧＡ
的氨基酸序列进行系统进化分析（图 ２）。如图所
示，ＨａＲＧＡ氨基酸序列被分为两组：具有细胞白介
素受体的 ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ和不具有细胞白介素受
体的 ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ。其中 ＴＩＲ－ＮＢＳ－
ＬＲＲ有 ４个序列，ＨａＲＧＡ３、ＨａＲＧＡ５、ＨａＲＧＡ６和
ＨａＲＧＡ１０；Ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ包含有 ６个序
列，根据分支的一致性可分为两个亚组 ＨａＲＧＡⅠ和
ＨａＲＧＡⅡ，其中 ＨａＲＧＡⅠ有 ５个序列：ＨａＲＧＡ１、
ＨａＲＧＡ２、ＨａＲＧＡ７、ＨａＲＧＡ８和 ＨａＲＧＡ９；ＨａＲＧＡⅡ
仅有一个序列ＨａＲＧＡ４。

图２　向日葵ＲＧＡ与已知抗病基因氨基酸序列系统进化树
Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＨ．ａｎｎｕｕｓａｎｄｏｔｈｅｒｐｌａｎｔＲｇｅｎｅｓ

２．３　向日葵ＨａＲＧＡ氨基酸序列相似性分析
根据聚类分析结果可以看出，同一亚组的ＨａＲ

ＧＡ部分具有较高同源性，因此选出５个序列作为代
表与已知抗病基因编码的氨基酸序列进行相似性比

对（表２），结果所示５条ＨａＲＧＡ序列间在氨基酸水

平上相似度为 ２８．９％ ～８０．５％，与已知抗病基因
ＮＢＳ区域氨基酸相似度为１８．１％～５１．１％。
２．４　向日葵ＨａＲＧＡ氨基酸多重序列对比

利用ＤＮＡＭＡＮ软件对所获得的序列与已知的
抗病基因相应的 ＮＢＳ区序列进行氨基酸多重序列
比对，结果显示均具有ＮＢＳ型抗病基因保守结构域
Ｐ－ｌｏｏｐ、ｋｉｎａｓｅ－２ａ、ｋｉｎａｓｅ－３ａ和ＧＬＰＬ（图３）。ｋｉ
ｎａｓｅ－２ａ结构域的最后一个氨基酸残基是区别 ＴＩＲ
－ＮＢＳ－ＬＲＲ和ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病基因
的重要特征，ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ型抗病基因ｋｉｎａｓｅ－
２ａ结构域的最后一个氨基酸为天冬氨酸（Ｄ），而
ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病基因ｋｉｎａｓｅ－２ａ结构
域的最后一个氨基酸为色氨酸（Ｗ）。结果显示
ＨａＲＧＡ１０的Ｋｉａｎｓｅ－２ａ的最后一个氨基酸残基为
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天冬氨酸（Ｄ），其他的５条均为色氨酸（Ｗ），这与系 统进化树分析结果一致。

表２　向日葵ＨａＲＧＡ氨基酸序列与已知抗病基因氨基酸序列相似性比较
Ｔａｂｌｅ２　ＳｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎＨａＲＧＡｆｒｏｍＨ．ａｎｎｕｕｓａｎｄｆｒｏｍｋｎｏｗｎｐｌａｎｔｓ

名称 Ｎａｍｅ ＨａＲＧＡ１ ＨａＲＧＡ４ ＨａＲＧＡ７ ＨａＲＧＡ８ ＨａＲＧＡ１０ Ｘａ１ Ｎ Ｇｐａ２ ＲＰＭ１ Ｌ６
ＨａＲＧＡ１ １００
ＨａＲＧＡ４ ３１．１ １００
ＨａＲＧＡ７ ７７．５ ２８．４ １００
ＨａＲＧＡ８ ８０．５ ２９．７ ７８．７ １００
ＨａＲＧＡ１０ ７４．６ ３０．７ ７３．２ ７３．９ １００
Ｘａ１０ ３２．９ ３０．６ ３２．１ ３１．２ ３４．５ １００
Ｎ ２６．６ ２０．２ ２７．２ ２３．５ ３０．９ ２７．９ １００
Ｇｐａ２ ４６．６ ２４．５ ４８．４ ４６．０ ５１．１ ２９．６ ２４．５ １００
ＲＰＭＩ ３０．８ ２８．１ ３０．０ ３１．０ ３３．１ ２５．１ ２３．９ ３３．１ １００
Ｌ６ ２１．１ １８．１ ２１．１ ２１．６ ２２．０ ２１．３ ３３．９ ２１．２ ２０．９ １００

图３　向日葵ＲＧＡ氨基酸预测序列与已知ＮＢＳ类抗病基因多重比对
Ｆｉｇ．３　ＭｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＨ．ａｎｎｕｕｓｗｉｔｈｋｗｏｗｎｒｅｇｉｏｎｓｏｆＮＢＳ

１１５林晓红等：向日葵抗锈病基因同源序列的克隆与分析



３　讨论
克隆和研究植物的抗病基因一直是国内外的研

究热点，到目前为止，已经分离得到很多植物抗病基

因，其中绝大部分是采用图位克隆技术和转座子标

签法分离得到。但是对于基因组较大且重复性较

多、很难构建高密度的分子标记连锁图谱和很难获

得转座子突变体的植物来说，应用这两种经典的克

隆抗病基因的方法很难实现，这大大地限制了这些

植物在抗病基因分离克隆方面的研究。经过对已知

的抗病基因研究发现已克隆的抗病基因编码的氨基

酸序列普遍存在高度保守区域，ＮＢＳ结构域是目前
发现的最重要的抗病基因保守结构域，已经证明根

据其设计引物进行抗病基因同源序列的克隆是可行

的［２０～２４］，小麦的抗锈病基因 Ｌｒ１０的克隆就是利用
同源序列扩增法克隆抗病基因的首次报道［２５］。相

较前两种方法，ＲＧＡ法是一种简捷、有效的克隆抗
病基因的方法。

ＲＧＡ是个庞大的基因家族，从基因组中分离的
ＲＧＡ可能会存在内含子，是不表达的假基因，而从
ｃＤＮＡ中分离的ＲＧＡ不含内含子，这将更有利于抗
病基因的筛选。本研究就是根据 ＮＢＳ－ＬＲＲ型抗
病基因保守结构域 Ｐ－ｌｏｏｐ和 ＧＬＰＬ区设计简并引
物，以接菌向日葵锈病的抗病品种ＣＭ２９叶片的ｃＤ
ＮＡ为模板进行扩增，通过克隆转化得到１０条ＨａＲ
ＧＡ，经分析这些序列均具有连续的 ＯＲＦ，编码的氨
基酸序列均具有典型的 ＮＢＳ结构域即：Ｐ－ｌｏｏｐ、ｋｉ
ｎａｓｅ－２ａ、ｋｉｎａｓｅ－３ａ和 ＧＬＰＬ结构，且与已知的
ＮＢＳ型抗病基因具有很高的相似性，因此推测所获
得的ＨａＲＧＡ很可能是抗病基因的一部分或与抗病
基因紧密连锁。经过系统进化树分析，发现 ＨａＲＧＡ
分为两大类型即 ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ和 ｎｏｎ－ＴＩＲ－
ＮＢＳ－ＬＲＲ，这与前人报道的双子叶植物中存在两
类ＮＢＳ－ＬＲＲ型抗病基因的结果一致，其中大部分
ＨａＲＧＡ都为 ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ。对所得的
ＨａＲＧＡ进行相似性分析，ＨａＲＧＡ编码氨基酸水平
之间的相似程度为 ２８．９％ ～８０．５％，可见向日葵
ＲＧＡ具有广泛遗传多样性，这些结果将为向日葵抗
病基因的克隆奠定基础。目前，我们正通过 ＲＡＣＥ
技术对筛选出来的部分 ＨａＲＧＡ进行 ｃＤＮＡ全长扩
增，对其基因功能进行进一步验证。
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