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海岛棉抗病基因类似物与防卫基因类似物的 
分离及特征分析*
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摘要    利用已克隆的抗病基因(resistance-gene, R基因)与病程相关蛋白基因β-1,3-葡聚糖酶基因
(PR2)的保守序列设计简并引物, 从海岛棉品种海 7124 基因组中成功分离了 79 条核苷酸结合位
点(NBS, nucleotide binding site)类 R基因类似物(RGAs, resistance gene analogs), 21条丝氨酸/苏氨
酸蛋白激酶(STK, Serine/Threonine kinase)类 RGAs和 11条防卫基因类似物(DGAs, defense gene 
analogs). 将 NBS类 RGAs与棉花中已经克隆的该类 RGAs进行序列分析, 鉴定了 1个新的亚族. 
具有连续ORF的 48条NBS类RGAs和 20条 STK类RGAs分别可以划分为 TIR-NBS与 non-TIR- 
NBS两个亚类和 A与 B两个亚类. DGA中有 4条具有连续的 ORF. 对这些具有连续 ORF的序列
进行表达分析发现, 6条 NBS类与 1条 STK类 RGA受黄萎病菌诱导表达, 1条 DGA经黄萎病菌
诱导后表达量明显提高. 随机选取的 4条 TIR类与 4条 non-TIR类 NBS类 RGAs中有 3条呈现
2~3条杂交带, 其余的都有 5~10条或以上的杂交带. 可见, NBS类 RGAs大多数以多基因家族的
形式存在. 另外, 有 3条 non-TIR类 NBS类 RGAs出现了一样的杂交带型, 可能这 3条 RGAs在
基因组中成簇分布. 
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植物在自然环境中承受各种病原物的威胁, 如
病毒、细菌、真菌、线虫、原生动物和寄生虫等. 在
长期的进化中, 植物与病原物协同进化, 表现为亲和
与不亲和两种关系. 植物与病原物的不亲和表现为
抗病, 这涉及到一系列复杂的信号传导途径. 该途径
主要由两类基因控制, 即抗病基因(resistance-gene, R

基因)和防卫基因(defense gene, D基因).  
截至 2004 年, 利用转座子标签法和图位克隆等

方法已从不同作物中克隆了将近 50个R基因[1]. 对这
些R基因序列分析发现, 来源于不同作物、抗不同病
原物的R基因在预测的氨基酸水平上存在几个保守的
结构域, 根据这些保守结构域可以将R基因分为以下
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几类[2~4]: 编码含核苷酸结合位点和富含亮氨酸重复
位点 (NBS-LRR, nucleotide binding site and leu-
cine-rich); 编码含丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶(STK, Ser-
ine/Threonine kinase); 编码含胞质外亮氨酸重复
(eLRR, extracytoplasmic leucine-rich repeats)和一个C
端膜定位信号等. 其中, NBS类R基因根据N端有无果
蝇Toll蛋白及哺乳动物白介素 -1 受体蛋白 (TIR, 
Toll/Interleukin-1 receptor)功能域又可分为: TIR-NBS- 
LRR与non-TIR-NBS-LRR两类. 在已克隆R基因中含
有NBS结构域的占 71%[1]. NBS与STK等结构域对R基
因与无毒基因的识别及随后的防卫反应起着关键作

用[5].  
R基因产物与无毒基因产物识别后激发一系列

的信号传导反应, 在这个信号途径中D基因起着关键
作用, 它们可阻碍病原物在植物体内生长、运输和繁
殖. 根据生物学特征, 病程相关蛋白(PR蛋白, patho-
genesis-related proteins)可分为以下几类[6,7]: 葡聚糖
酶、几丁质酶、过氧化物酶等. 葡聚糖酶和几丁质酶
可以降解真菌细胞壁结构多糖, 使病原物死亡, 而且
产生的细胞碎片具有诱导寄主产生抗性的作   用
[8~10]. 葡聚糖酶和几丁质酶不仅参与植物的局部诱导
抗性, 还参与植物的系统诱导抗性, 这种抗性在植物
再次被感染时, 不仅对与初次感染相同的病原物表
现抗性, 而且往往对其他类型的病原物也起作用. 过
氧化物酶可能通过对被病原物感染组织细胞壁酚类

残基的氧化阻止病原物的扩散.  
利用PCR方法克隆具有某些保守结构域的基因

是一种简便、快捷且有效的手段. 尤其对于基因组比
较复杂, 难以利用转座子标签法与图位克隆进行基
因克隆的作物, 这种方法就显得更为重要. R基因与D
基因具有保守结构域, 利用这些结构域中的保守序
列设计简并引物可能扩增得到R基因类似物(RGAs, 
resistance gene analogs)与防卫基因类似物 (DGAs, 
defense gene analogs). 这些片段可能是R基因与D基
因的部分序列或者可能与R基因与D基因连锁[11~15].  

棉花是重要的经济作物, 棉纤维是主要的纺织
原料. 而棉花的病害比较多, 在我国枯萎病、黄萎病
尤其严重, 给棉花生产造成很大的损失. 实践证明, 
种植抗病品种是防治病害的最经济有效的方法. 陆

地棉是我国棉花的主栽品种, 陆地棉抗枯萎病育种
非常成功, 但黄萎病抗病品种的培育一直是育种家
的一大难题, 主要原因在陆地棉中找不到免疫或高
抗的黄萎病抗源. 根据其他作物中克隆的 R基因与D
基因的信息, 分离鉴定棉花 RGAs 与 DGAs, 有助于
直接克隆或开发与棉花 R 基因紧密连锁的标记, 定
位、克隆 R基因, 为培育抗病品种奠定基础.  

1  材料与方法 

1.1  DNA与 RNA的提取 

本试验选用我国遗传研究和育种广泛利用的抗

黄萎病品种海岛棉海 7124(G. barbadense L. cv. 
Hai7124)为材料克隆RGAs和DGAs. 采用CTAB法[16]

从新鲜幼嫩的叶片提取DNA. 将生长至 2叶 1心的幼
苗用塑料营养钵底部定量注菌液法[17]接菌黄萎病菌

VD8, 以接菌后 0, 24, 48, 96, 144 h的根为材料, 用改
进的热硼酸法[18]提取总RNA.  

1.2  引物设计与 PCR扩增 

根据已克隆 R基因与病程相关蛋白基因β-1,3-葡
聚糖酶基因(PR2)的保守域设计引物(表 1), 其中 
Y782F与Y782R为本实验用Primer 5 软件设计, 其余
引自文献[11,19~25]. 无扩增产物、单引物扩增产物
以及扩增产物测序结果与RGAs无关的引物没有列出. 
扩增NBS类RGAs所用的正反向引物分别根据已克隆
NBS类R基因的P-loop与Hydrophobic domain两个结
构域设计, 其产物大小为 500 bp左右; 扩增STK类
RGAs引物根据保守基元I, II, VII和IX设计, 产物为
500 bp左右; 扩增DGAs的Glu-S, Glu-AS引物组合预
期扩增产物为 700 bp左右. PCR反应总体系为 30 μL, 
包括 1×反应缓冲液, 0.2 mmol/L dNTPs, 1.5 mmol/L 
MgCL2, 50 ng 模板DNA, 正反引物各 1 μmol/L, 2 U 
Taq DNA聚合酶. 反应在PTC-200 (MJ Research, USA)
上进行. 扩增条件为: 94℃预变性 5 min; 94℃变性 30 
s, 50~55℃复性 1 min, 72℃延伸 1 min, 35个循环; 最
后 72℃延伸 7 min.  

1.3  扩增产物的电泳、回收、克隆及测序 

PCR 扩增产物经 1.5%的琼脂糖电泳分离, 片段
回收采用 DNA Gel Extraction Kit(V-gene)试剂盒. 回 
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表 1  扩增棉花RGAs或DGAs所用引物a)

  类别   引物       序列(5′~3′)     保守氨基酸模体 参考文献 
抗病基因类似物(RGAs)    
 NBS类     

Y782(F) ATGGGNGGNATYGGNAARAC P-loop 本研究 
Y782(R) ATDGCNARDGGSAGNCC Hydrophobic domain  
P-loop2(F) GGNGGNRTNGGNAAAACAAC GGV/I/MGKTT(P-loop) 
P-loop3(F) GGNGGNRTNGGNAAGACGAC GGV/I/MGKTT(P-loop) 
P-loop5(F) GGNGGNRTNGGNAARACCAC GGV/I/MGKTT(P-loop) 
GLPL3(R) CAANGCCAANGGCAANCC GL/FPL/FAL/V( Hydrophobic domain ) 

[19] 

S1(F) GGTGGGGTTGGGAAGACAACG GGV/IGKTT (P-loop) 
AS1(R) CAACGCTAGTGGCAATCC GLPLA/TL( Hydrophobic domain) 

[20] 

Gkt1(F) GGNGTNGGNAARACNAC GGVGKTT(P-loop) 
Pal2(R) ARIGCTARIGGIARICC GLPL(S/A)L 
Gkt2(F) GGIGGIGTIGGIAAIACIAC GGV/IGKTT (P-loop) 
Dmg1(R) AAGATCTCGTCCCATATC DMGRDL 

[21] 

F5 GGNGTNGGAAGACAAC GVGKTT 
F12 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC GMGGVGKT 
F13 GGTGGGGTWGGKAARACNAC GGVGKTT 
F14 GGNATGGGNGGNNTNGGNAARACNAC GMGGVGKTT 
R6 GAANGCCAANGGCAAACC GLPLAL 

 

R9 NACYTTNAGNGCNAGNGGNGNCC GLPLALKV 

[22] 

STK类     
P3(F) TNGGNSANGGNGKNTTYGG STK subdomain II [23] 
P2(R) ACNCCRAANGARTANACRTC STK subdomain IX  
D(F) GGIGGITTYGGIATHGTITWYAARGG STK subdomain I [24] 

 

 

D(R) ARIARYTTIGCIARICCRAARTC   STK subdomain VII  
防卫基因类似物(DGA)    

Glu-S(F) RYNGGWGTWTGYTAYGG LGVCYG 
Glu-AS(R) CADCCRCTYTCNGAYAC VSESGW 

[11] 

Y91(F) TTTTTAAACGCCGCAATGA  [25] 
 

Y91(R) CAGAAAGCAATGGTGGGAAT   

    a) F为正向引物; R为反向引物. N=A/G/C/T; Y=C/T; R=A/G; D=A/G/T; S=C/G; W=A/T; K=G/T; I为次黄嘌呤; 实线间的正反引物可以随机组合 

 
收产物用 pGEM-T easy Vector System(Promega)连接
过夜, 42℃热击法转化 DH5α 感受态细胞, 与 X-gal
和 IPTG一同涂于含氨苄青霉素的 LB平板. 37℃培养
12~16 h 左右, 挑取白色克隆, 接菌于含氨苄青霉素
的液体 LB培养基振荡培养 12 h左右. T7和 SP6通用
引物 PCR 检测是否有插入片段, 阳性克隆送上海英
俊生物技术有限公司测序.  

1.4  序列分析与进化树的构建 

测序结果用DNAstar软件手工去除载体序列, 将
所得序列在 GenBank 中用 BLASTx 搜索蛋白质数据
库; 搜索不到同源的抗性基因或其类似物时, 再用 
BLASTn搜索核酸数据库. 用Clustal X软件对获得的
棉花 RGAs 进行多序列比对, 采用默认设置, 并绘制 

Bootstrap N-J树(1000次重复). 利用 NCBI中的 ORF 
finder 程序对本试验克隆的序列进行开放阅读框寻找, 
如果是通读的ORF, 用DNAstar将其翻译成氨基酸序
列. 用Clustal X软件对通读RGAs预测的氨基酸序列
进行多序列比对. 利用 GeneDoc 软件对比对结果进
行编辑, 分析保守基元. 利用 MEGE3 对构建的 N-J
树进行编辑. 

1.5  Southern 杂交分析 

参考文献[26]与地高辛标记与检测试剂盒说明
(Roche, 德国)进行 Sourthern杂交.  

1.6  引物合成及主要试剂 

引物由上海英俊生物技术有限公司合成 . Taq 
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DNA聚合酶与RNA反转录试剂盒购于大连宝生物工
程(大连)有限公司. DNA胶回收试剂盒购于杭州维特
洁生化技术有限公司. 限制性内切酶购于美国 New 
England Biolabs. 地高辛标记与检测试剂盒购于德国
Roche. 其他用到的一般试剂均购于上海生工生物工
程技术服务有限公司. 

2  结果与分析 

2.1  棉花 RGAs与 DGAs的克隆鉴定 

利用表 1 的引物组合 , 以海岛棉抗病品种海
7124 基因组 DNA 为模板扩增棉花 RGAs 与 DGAs. 
虽然有些引物出现一些弥散, 大多有一条明显的目
标带(图 1(a)). 此外, 当用简并引物进行 PCR扩增时, 
有时会有与预期带大小一致的单引物扩增产物(图
1(b)). 故分别设正反单引物两个对照, 只有两条单引
物均无扩增产物或与预期产物大小不一致, 而正反
引物组合扩增出的预期大小的产物才回收测序. 

对于每条回收片段最少选取 5 个阳性克隆进行
测序, 共测序 277 个阳性克隆. 将测序结果提交到
NCBI, 用 BLAST程序进行同源性搜索发现, 79条序
列与NBS类R基因有较高的同源性, 21条与激酶类R
基因或相关蛋白具有同源性, 11条与病程相关蛋白有
关. 

2.2  棉花 RGAs与 DGAs的序列分析 

(1) 棉花NBS类RGAs的序列分析: 利用PCR方
法克隆的棉花NBS类RGAs已有 143 条[22,27~29]. 本研
究鉴定了 79 条新的NBS类RGAs, 其中 13 条与棉花
中已报道的NBS类RGAs不存在同源性 ,  其余的 

与已知的棉花 RGAs 有 85%~99%的同源性. 将所有
这些棉花 RGAs进行聚类分析发现, 根据进化距离可
分为 10个大的亚类, 最小的亚类只有 1条序列, 最多
的有 67 个成员, 有 1 个亚类的成员全部由本研究克
隆的 5条序列(L500, L501, L502, L518和 L519)组成
(Bootstrap值为 1000), 其他还有 5个亚类含有本研究
获得的序列(结果未列出). 

79 条NBS类RGAs中 48 条具有通读的ORF, 
BLASTx显示与木薯、大豆、可可和咖啡等的抗性蛋
白的同源性为 61%~79%; 与烟草N, 番茄I2, 拟南芥
RPS2和RPP5以及亚麻M等R基因的同源性从 53%到
66%, 这 48条序列氨基酸序列相似性为 15%~ 100%. 
对这些序列进行聚类分析(图 2), 20条与TIR-NBS类R
基因烟草N, 亚麻L6 与M, 拟南芥RPP1 与RPP5 聚为
一类, 其余 28 条与non-TIR-NBS类R基因水稻XAI, 
番茄Ml-1 以及拟南芥RPS2 与RPM1 聚为一类. 这与
Meyers等人[30]和涂礼莉等人[22]的结果“双子叶植物中
存在TIR与non-TIR两类NBS类RGAs”相符. 

Traut[31]1994 年鉴定了核苷酸结合位点的两个保
守基元P-loop与Kinase-2; Meyers等人[30]1999 年通过
对拟南芥、水稻、小麦、玉米和大豆等 26 个不同作
物已克隆的R基因及与R基因同源的BAC序列、EST
和PCR方法克隆的RGAs等 481 条序列的分析, 鉴定
了RNBS-A, RNBS-B和RNBS-C等NBS区保守基元, 
同时 ,  发现TIR类与non-TIR类R基因或RGAs的
RNBS-A在序列上明显不同. TIR类中RNBS-A保守序
列是FLENIRExSKKHGLEHLQKKLLSKLL, 而在
non-TIR类中RNBS-A的保守序列是FDLxAWV-    

 

 
 

图 1  棉花 RGAs的 PCR扩增 
每 3个泳道依次为: 正反引物组合, 正向单引物, 反向单引物. (a) 正反引物扩增呈阳性且与单引物扩增产物大小不同或者单引物扩增无产物的组

合; (b) 正反引物扩增呈阳性但产物大小与正向或反向单引物产物一致的组合 
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图 2  NBS类 RGAs氨基酸序列与已克隆 R基因的进化树分析 
已克隆的 R基因有拟南芥的 RPS2, PRM1, RPP1和 RPP5,番茄的 MI-1, 水稻的 XAI, 亚麻的 L6与 M, 以及烟草的 N. 枝条上的数值示 Bootstrap值 

 
CVSQxF. 根据这两个保守基元可以很清楚地区分这
两类 NBS类 RGAs. 分别对棉花 TIR与 non-TIR两类
RGAs进行多序列比对, 各鉴定出 6个保守基元(图 3). 
棉花 TIR 类 RGAs 的 RNBS-A 的一致序列是: FL/ 
IADI/VxxKC/HGLVS/CLQKQLLSQIF/L; non-TIR 类
RGAs 的一致序列是: FDS/IV/KxW/IA/VC/TVS/TE/ 
QxF/I, 这两类 RGAs 特有序列的鉴定可为棉花 R 基
因及其类似物的分类提供依据. 除了这 6个保守基元
外, 棉花 NBS 类 RGAs 其他区域也表现了较高序列
相似性. 

(2) 棉花 STK 类 RGAs的序列分析: 利用 P3 与

P2和 DF与 DR两对引物组合分离到 21条棉花 STK
类 RGAs. BLASTx同源性搜索匹配最好的是 L444和
L455, 它们与大豆受体类似蛋白激酶 3均有 95%的序
列一致性, 同源性达到 98%与 97%; 同源性最低的是
L457 与 L466, 与这两条序列匹配最好的序列为水稻
受体类丝氨酸苏氨酸激酶与蛋白激酶 Xa21, 序列一
致性均为 57%, 序列相似性分别为 80%和 78%. 可见, 
双子叶作物间的 STK类 RGAs存在较高的同源性. 21
条 STK 类 RGAs 中 20 条具有通读的 ORF, 与
GenBank 中激酶类蛋白的同源性为 74%~98%. 棉花
STK类RGAs的氨基酸之间的相似性为 35.7%~99.3%.  
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图 3  棉花 R基因类似物预测的氨基酸多序列比对与保守基元分析 

(a) TIR类; (b) non-TIR类 
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将 20条具有连续 ORF的序列翻译成氨基酸, 并与番
茄、水稻丝氨酸苏氨酸蛋白激酶和大豆、水稻的受体

类似蛋白激酶构建进化树(图 4). STK类RGAs可分为
两个亚类, A亚类包括 10条棉花 STK类 RGAs, 水稻
的丝氨酸苏氨酸蛋白激酶和番茄的丝氨酸苏氨酸蛋

白激酶; B亚类包括 10条棉花 STK类 RGAs和大豆
的受体类似蛋白激酶 3. B亚类中 L444和 L455与大
豆蛋白激酶 3 序列遗传距离最近, 这与 BLAST 搜索
结果相符. 
 

 
 

图 4  棉花 STK类 RGAs的聚类分析 
STK TOMATO与 STK RICE分别示番茄与水稻丝氨酸苏氨酸蛋白激酶; 
RLK3 SOYBEAN与 RLK RICE分别示大豆与水稻的受体类似蛋白激 

酶; 枝条上的数值示 Bootstrap值 

 
将 20 条具有连续 ORF 棉花 STK 类 RGAs的氨

基酸序列与番茄的丝氨酸苏氨酸蛋白激酶与水稻的

受体类似蛋白激酶进行多序列比对, 鉴定了 I~VIII共
9个 STK类 R基因的保守基元(图 5). 

(3) 棉花DGAs的序列分析: 11 条DGAs中L20, 
L268和L269的前 265个碱基与棉花黄萎病诱导表达
的病程相关基因序列[32]具有98%~100%的同源性, 但
数据库中的序列只是这 3 条序列的一部分. BLASTx

分析表明L279与豇豆蛋白酶抑制剂 60个氨基酸序列
有 100%的同源性, BLASTn结果发现其与棉花叶卷病
毒基因有 276个碱基 100%一致. L354, L359和L361
与柑橘β-1,3-葡聚糖酶具有 85%的同源性, L362与柑
橘β-1,3-葡聚糖酶具有 86%的同源性, L355与三叶胶
的β-1,3-葡聚糖酶具有 81%的同源性, L356和L363与
β-葡聚糖酶前体有较高的同源性. 这 11 条DGAs中
L354, L355, L361和L362具有通读的ORF.  

将具有通读 ORF 的四条序列翻译成氨基酸与柑
橘和三叶胶的β-1,3-葡聚糖酶进行多序列比对(图 6). 
L354, L355, L361与L362间的同源性为 56.4%~98.7%, 
而且它们和柑橘、三叶胶的β-1,3-葡聚糖酶之间表现
出很高的同源性. 

2.3  棉花 NBS类 RGAs的基因组杂交 

植物中的 NBS 类基因常以多基因家族的形式存
在, 多成簇分布在染色体上. 为了研究 NBS类 RGAs
基因家族的大小, 我们从 TIR类与 non-TIR类中分别
选取 4 个克隆做探针与不同酶切的海 7124 基因组进
行杂交(图 7). TIR类中 L326与 L379分别有 3个拷贝, 
non-TIR 类中 L314 中有 2 个拷贝, 其余的 NBS 类
RGAs都有 5~10个拷贝, 由此可见棉花NBS类RGAs
大都以多基因家族的形式存在. non-TIR 类中 L344, 
L346和 L473有相同的杂交带型, 因此可以推测它们
在染色体上呈串联排列. 

2.4  棉花 RGAs与 DGAs的表达分析 

棉花黄萎病是目前还难以防治的一种病害. 海
7124 是公认的抗黄萎病的品种. 为了鉴定与抗黄萎
病相关的 RGAs, 用具有连续 ORF的 48条 NBS类与
20条 STK类 RGAs以及 4条 DGAs设计特异引物(未
列出), 以接菌黄萎病菌后 0, 24, 48, 96, 144 h棉花根
为材料对这些 RGAs与 DGAs进行表达分析. 研究发
现, 有 6 条 NBS 类与 1 条 STK 类棉花 RGA 的表达
受黄萎病菌的诱导, 1 条 DGA 的表达受黄萎病菌的 
上调(8条基因的 RT引物见表 2). 它们的表达模式如
图 8所示: 7个RGAs在未接菌时都不表达; L290在接
菌后 24和 48 h表达; L296随着接种时间的推移表达
量增加; L297 和 L298 表达模式一致 , 在接菌后 
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图 5  棉花 STK类 RGAs预测的氨基酸多序列比对与保守基元分析 
 

 
 

图 6  棉花 DGAs翻译的氨基酸与柑橘、三叶胶β-1,3-葡聚糖酶的多序列比对 
 

表 2  受黄萎病诱导表达的 8个棉花 RGAs或 DGAs RT引物 
序列编号 F (5′~3′) R (5′~3′) 

L290 GGTGGGGTAGGTAAGACAAC CCATTGGCATATTCCACTAC 
L296 GGTGGGGTTGGTAAGACA TAAGAGCAAGTGGGAGGC 
L297 CAAGTTCAGCACCACACCG AACCTTCAGAGCGAGGGG 
L298 TCAGCGCGAGAGGAAGAC GTTGTTATCTGGGCGGTG 
L309 AACGACCCTCCTTAGCCA GGGGAACGGGAGTTTCAA 
L347 ATGGGGGGAATTGGAAAA AGCCCACCAGCATAATTT 
L447 GAAGAGCAGTTCATGGCGGA ACAAAGCTTGGCTAATCCGA 
L355 TGAAGTCCCTCCATCATCT CCGAGTATAACGAATCCAAC 
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图 7  部分 NBS类 RGA的基因组杂交 
(a) TIR类 RGA; (b) non-TIR类 RGA. B示 BamH I; H示 Hind III; E示 EcoR I; X示 Xba I 

 

 
 

图 8  棉花 RGAs与 DGAs的 RT-PCR 
EF1α为棉花组成性表达基因, 0~144示接菌后 0~144 h 

 

24~144 h表达量无变化; L309, L347和L447分别在接
菌后 48, 96和 144 h表达; 1条 DGA(L355)在接菌后
48 和 96 h表达量急剧上调. 由于所研究的 RGAs有
无内含子还不确定, 没有检测到表达的序列也不能
肯定其表达就不受黄萎病的诱导, 有些 RGAs可能是
由于所设引物处于内含子的位置而无扩增产物. 

3  讨论 

3.1  棉花 RGAs与 DGAs的分离及相关分析 

利用 PCR方法克隆植物 RGAs与 DGAs比转座 

子标签和图位克隆法更简便, 从而引起广大研究者
的重视. 然而, 本试验表明由于利用该方法时所用引
物多为简并引物, 有时会有单引物扩增产物干扰, 尤
其对于像棉花这类具有不同基因组的多倍体植物 . 
因此, 我们分别设正反两个单引物对照, 从而有效地
排除了这种干扰.  

NBS类基因在基因组中占有很大比例, 如拟南
芥基因组中有大约 150个编码NBS的基因, 占所有预
测ORF的 0.5%[3,33]; 在水稻中大约有 600个NBS类基
因, 占所有预测基因的 1.5%[30,34]. 棉花中已经克隆的
NBS类RGAs有 143 条, 而本研究克隆了 79 条新的
NBS类RGAs. 对所有棉花NBS类RGAs核苷酸聚类发
现, 其中有 1个亚类全是由本研究所分离的序列组成, 
另外还有 5 个亚类含有本研究分离的序列, 这不仅丰
富了棉花NBS类RGAs的数量, 同时也丰富了其类型. 
本实验鉴定的新亚类, 全部是由引物组合P-loop3(F)
与GLPL3(R)分离到的. P-loop3(F)比P-loop5(F)简并性
有所降低, 与P-loop2(F)的区别是 3′端第 3和第 5个碱
基由A变为G. 可见, 利用多条简并性低的引物比用
一条简并性高的引物更容易获得多样化的产物.  

植物受体类似蛋白激酶参与了广泛的信号途径, 
包括分生组织的生长、叶片的生长、调节脱落及自交

不亲和与油菜素类固醇信号, 另外还参与了防卫反
应. 在已克隆的R基因中有 5 个属于蛋白激酶类, 而
棉花中还没有有关这类序列的报道. 我们分离了 21
条预测的STK类RGAs, 这些序列都与受体蛋白激酶
有 74%以上的同源性, 其中与大豆蛋白激酶 3同源性
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高达 98%. 对其中具有连续ORF的 20 个序列进行氨
基酸分析, 鉴定了 2 个亚族, 其中有 1个亚族包含了
大豆受体类似蛋白 , 而番茄丝氨酸苏氨酸蛋白激  
酶聚到另外的亚族中. 可见, 双子叶植物间的STK类
基因既有其保守性, 也存在多样性 . 所有这些棉花
STK类RGAs含有I~VIII 9个保守特征序列. 我们还发
现了 1条受黄萎病诱导的STK类RGA. 小麦[35]、大豆
[36]、葡萄[37]和可可[38]等植物中已成功分离与定位了

Pto类似RGAs与受体类似蛋白激酶RGAs. 本研究表
明利用PCR方法分离棉花STK类RGAs也是一条有效
的途径. 

D基因在病原物侵染后寄主的信号传导途径中
起着重要的作用. 一些防卫反应如超敏反应过程中
会产生一些寄主编码的阻碍病原物运输、繁殖等的 
物质, 如葡聚糖酶、几丁质酶和过氧化物酶等病程相
关蛋白. 根据PR2保守基元设计简并引物并成功分离
了 11 条与PR高度同源的棉花DGAs, 其中L279 有一
部分序列与棉花叶卷病毒基因的部分序列 100%一致. 
同样的结果在本实验室已经出现过(未发表), 这种现
象是否是由于植物在长期与病毒进化的过程中协同

进化的结果还有待实验证明. 在 4 条与β-1,3-葡聚糖
酶同源且具有连续ORF的序列中, L355 受黄萎病诱
导表达量在接菌后 48 和 96 h两个时期急剧上升. 
Zhen等人[39]用水杨酸与黄萎病菌同时处理抗黄萎病

和感黄萎病的棉花品种, 发现水杨酸诱导的抗性品
种中β-1,3-葡聚糖酶的含量要高于感性品种 . 可见 , 
β-1,3-葡聚糖酶与棉花黄萎病抗性可能有直接的关
系. 

3.2  棉花 NBS类 RGAs在基因组中的分布 

植物功能相关但序列高度歧化的抗性基因或其

类似物常成簇排列在植物基因组上[40]. 我们对部分
NBS类RGAs基因家族成员进行分析发现, 3 条non- 
TIR-NBS类RGAs与基因组杂交出现了相同的带型 , 
可能这些序列在基因组上成簇分布, 并具有相似的
功能. 在被分析的 8条序列中, 5条有 5个以上的家族
成员. 这可能是由于在长期的协同进化过程中, 抗性
位点必须保持多样化以适应病原物的多变性. 此外, 
我们还鉴定了 6 条受棉花黄萎病菌诱导的NBS类

RGAs, 这些RGAs很有可能与黄萎病抗性有直接的
关系(有待进一步的实验证明).  

3.3  植物 RGAs和 DGAs与抗性位点的关系 

利用PCR法分离RGAs的一个最直接的用途是对
这些序列进行定位 . 在其他作物中已经有很多将
RGAs定位到抗性位点附近的例子, 如 3个RGAs与小
麦条锈病抗性基因共分离[41], 在大麦条锈病抗性位
点Rph4, Rph7 和Rph10 附近定位了多个RGAs[42]; 向
日葵的non-TIR-NBS类RGAs与抗霜霉病位点Pl5/Pl8
连锁[43]. He等人[29]将克隆到的 15个棉花NBS类RGAs
定位到棉花 7个染色体或连锁群上; Hinchliffe等人[27]

将 9 个RGAs亚群定位到棉花的两个部分同源染色体
12和 26上, 其中 6个位于 12染色体的 25.6 cM内, 3
个位于 26染色体的 40.5 cM内. 棉花中还没有R基因
被定位, 所以无法判断这些片段是否与抗病位点连
锁, 但增加RGAs的数量可以增加找到与某个抗性有
关的标记或QTL的可能性. 

培育抗黄萎病材料是育种工作者梦寐以求的事

情, 随着分离 RGAs与 DGAs数量的巨增, 一定能够
找到抗性的标记, 以利用分子标记辅助育种或基因
工程手段来快速培育抗性材料.  
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