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摘要: 以云南栽培的枯萎病抗病品种绿皮黑籽南瓜(Cucurbita ficifolia)为材料, 采用二代转录组和全长转录组

测序相结合的方法, 对黑籽南瓜NBS类抗病基因进行鉴别和筛选。结果显示: 以NB-ARC作为参考氨基酸序列, 
共鉴定了43条CfNBS (NBS-type gene from C. ficifolia)类基因全长序列, 分属于TNL、CNL、TN、RPW8-N和N
类5个亚基因家族, 典型的TNL和CNL类分别有2个和13个。系统进化树分析表明, CfNBS类基因可以分为4大
类群, 黑籽南瓜的NBS类抗病基因数量较少但其基因进化类型比其他瓜类物种丰富。与二代转录组进行比对, 
筛选获得11个差异表达的黑籽南瓜NBS类关键基因, 包括4个抗病蛋白、2个蛋白激酶、2个TMV抗性蛋白和3
个未知功能蛋白, qRT-PCR分析表明有10个CfNBS类关键基因在枯萎病菌接种后48和96 h出现上调或下调表达, 可能

参与了黑籽南瓜对枯萎病菌侵染不同时间点的抗病应答过程。11个CfNBS类关键基因的GO (Gene Ontology)
功能富集分析表明, 其涉及的生物学过程显著富集在防卫反应、谷胱甘肽转运、改良氨基酸转运等10条GO条

目中, 涉及分子功能富集在ADP结合、受体丝氨酸/苏氨酸激酶结合、细胞壁结构成分3个GO条目中。而富集

通路最多的是与TMV抗性蛋白同源的2个基因(CL19588contig1和CL21402contig1), 说明这2个基因在抗病应答

过程中起到了重要作用。11个CfNBS类关键基因qRT-PCR组织表达特异性分析表明, 在根、茎、叶和果实中表

达量最高的基因分别是CL34065Contig1、CL52011Contig1、CL6035Contig1和CL19588Contig1。以上结果可

为开展黑籽南瓜NBS类抗病基因的克隆和功能验证, 以及解析黑籽南瓜响应枯萎病菌胁迫的抗性应答机制提

供参考。
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黑籽南瓜(Cucurbita ficifolia)是南瓜属(Cucur-
bita)一年或多年生草本藤蔓性植物, 其对低温、干

旱、盐碱、土壤贫瘠等非生物逆境有较强抗性或

耐性, 对生物逆境如瓜类枯萎病也有很强的抗性, 
已作为嫁接砧木应用于瓜类枯萎病的防治(梁祖珍

等2014)。瓜类枯萎病是由尖孢镰刀菌(Fusarium 
oxysporum)寄生引起的一种真菌土传病害, 是影响

瓜类产量和品质的重要病害之一。选育抗病品种

是解决瓜类枯萎病的根本途径, 挖掘黑籽南瓜蕴

含的优良抗病基因资源对瓜类的抗病分子育种具

有重要意义。在应对病原微生物入侵时, 寄主植

株通常进化出可以特异性识别病原菌分泌的效应

因子的抗病蛋白, 激活效应因子触发的次级免疫

反应(Howden和Hitema 2012), 从而导致局部组织

或细胞的程序性死亡, 引起植物超敏反应, 更为有

效地遏制病原菌的扩散(Jones和Dangle 2006)。
虽然病原菌产生的效应因子众多, 但寄主植

物的抗病基因或蛋白的结构却十分保守, 根据结

构特点可将植物抗病蛋白分为5类(闫佳2018): 富
含亮氨酸重复结构的跨膜受体蛋白、富含亮氨酸重

复结构的蛋白激酶、丝氨酸/苏氨酸激酶、毒素还

原酶以及核苷酸结合位点和富亮氨酸重复(nucleo-
tide binding site plus leucine-rich repeat, NBS-LRR)
的抗病蛋白。在众多的抗病基因中, NBS类基因是

植物基因组中数目最多的抗病基因家族。根据

NBS-LRR蛋白的结构特点又可将其分为3类, 即典

型NBS-LRR结构抗病蛋白、非典型NBS-LRR结构

抗病蛋白和含特殊结构域的NBS-LRR抗病蛋白。
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典型NBS-LRR抗病蛋白根据其N端结构的不同又

分为TNL (TIR-NB-LRR)和CNL (CC-NB-LRR)。
非典型NBS-LRR结构抗病蛋白缺少TIR/CC (toll/
interleukin-1 receptor like/coiled coil)、NBS结合位

点或LRR (leucine rich repeat)结构域。目前, 已从玉

米(Zea may) (Johal和Briggs 1992)、甘蔗(Saccha-
rum officinarum) (阙友雄等2009)、甘薯(Dioscorea 
esculenta) (陈观水等2006)、黄瓜(Cucumis sativus) 
(丁国华等2005)、中国南瓜(Cucurbita moschata) 
(高丽华等2007)、西瓜(Citrullus lanatus) (郭绍贵

等2008)、甜瓜(Cucumis melo) (王贤磊等2011)和瓠

瓜(Lagenaria siceraria) (赵芹等2015)等植物中获得

部分NBS类抗病基因或抗病同源序列。笔者2018
年仅从黑籽南瓜中克隆到1条NBS类抗病基因同源

序列HQRGA2 (丁玉梅等2018), 对于黑籽南瓜中可

能蕴含的更多NBS类抗病基因尚未开展研究。

现代高通量转录组测序技术的发展, 不仅可

以系统分析植物抗性基因的差异表达特性, 还可

以筛选和鉴定起关键作用的抗性基因。为此, 本
研究对接种枯萎病菌后的绿皮黑籽南瓜幼苗进行

二代转录组测序, 同时对正常生长状态下的幼苗

进行全长转录组测序, 并将两个转录组测序相结

合进行生物信息学分析鉴别和挖掘出黑籽南瓜

NBS抗病候选基因和关键抗病基因, 为分离克隆黑

籽南瓜优良抗病基因和瓜类抗病分子育种奠定前

期基础, 同时可为阐明瓜类寄主响应枯萎病菌胁

迫的抗性应答机制提供信息。

1  材料与方法

1.1  实验材料和菌种

以绿皮黑籽南瓜(Cucurbita ficifolia Bouché.)
为材料, 种子来源于云南省建水县。育苗营养土

购自广州市生升有限责任公司。枯萎病菌为尖孢

镰刀菌黄瓜专化型(Fusarium oxysporum f. sp. cuc-
umerinum)生理小种4, 来自南京农业大学植物营养

系菌种保藏室。

1.2  黑籽南瓜二代转录组测序

1.2.1  枯萎病菌接种及实验设计

枯萎病菌培养、黑籽南瓜幼苗培养及接种方

法按笔者已建立的方法进行, 采用浸根加灌根法

(丁玉梅等2019)。于接种枯萎病菌后48和96 h采集

接种处理的幼苗功能叶片, 立即置于液氮中速冻, 
并贮藏于–80°C超低温冰箱中保存。两个时间点

和对照均设3次重复, 每个重复10株。

1.2.2  总RNA的提取及二代转录组测序

 提取黑籽南瓜接种处理后48和96 h以及对照

样本RNA。总RNA的提取采用mirVana™ miRNA 
Isolation Kit (Ambion-1561)试剂盒进行。采用Illu-
mina Hiseq 2500平台测序, 委托上海欧易生物有限

公司完成。

1.2.3  差异表达基因(differential expression genes, 
DEGs)筛选

对照和接种后48和96 h, 按2个处理组分析数

据, 即CK-VS-48和CK-VS-96。用拼接得到的转录

本Unigene建库, 根据序列相似性比对的方法使用

软件Bowtie2 (Langmead和Salzberg 2012) (http://
bowtie-bio.source forge.net/bowtie2/manual.shtml)
和Express (Roberts和Pachter 2013) (http://www.
rna-seqblog.com/express-a-tool-for-quantification-of-rna- 
seq-data/)求各Unigene在各样本中的表达丰度。以

FPKM法(fragments per kb per million reads)计算不

同样本中每个Unigene的表达量后(Trapnell等2010), 
利用RNA-seq数据比较分析某一个基因在处理组

中是否存在差异表达, 以P<0.05且差异表达倍数

|log2Foldchange|>1.5为标准筛选DEGs。  
1.3  黑籽南瓜全长转录组测序

选取未经侵染的两叶一心的黑籽南瓜幼苗叶

片放于–80°C冰箱备用。提取叶片总RNA, 用
SMARTer™ PCR cDNA Synthesis Kit合成mRNA
的全长cDNA, 使用BluePippin进一步筛选全长

cDNA片段, 构建出不同大小的cDNA文库, 再次利

用PCR扩增放大筛选的全长cDNA。对全长cDNA
进行末端修复, 连接SMRT哑铃型接头。进行核酸

外切酶消化, 通过重复使用BluePippin对结果进行

二次筛选, 最终获得测序文库。在完成构建文库

之后, 检测库的质量。库检合格后, 用Pacific Bio-
Sciences公司的单分子实时(Single Molecular Real 
Time, SMRT)测序技术完成测序工作。

1.3.1  全长转录组的数据分析

分析全长转录组由3个阶段组成: 全长序列识
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别、isoform水平聚类以获得一致性序列和一致序

列polishing。根据序列中的接头将所有的原始序

列转换成RoI (reads of insert)序列, 在RoI序列中

是否存在3'端引物、5'端引物和PolyA, 将序列

分成全长序列和非全长序列。ICE (iterative iso-
form-clustering)算法用于聚类来自同一转录本的

RoI序列, 并且具有相似序列的RoI聚成一簇, 每一

个簇都将得到一条一致性序列。使用非全长序列

校正得到的一致序列, 以获得高质量的序列用于

后续分析。由于cDNA文库构建的限制, 可能会造

成序列5'端的缺失, 合并只有5'末端外显子存在差

异, 但其余外显子均为相同的序列, 并取其中最长

的序列作为Unigene转录本, 即得到最终的转录本

序列。

1.3.2  NBS类基因的鉴别

黑籽南瓜NBS类基因的鉴定采用在全长转录

组测序中获得的Unigene本地数据库进行。运用

TBtools软件中的ORF Predition功能预测所有Uni-
gene的ORF并翻译成蛋白序列; 运用BioEdit软件

将预测的蛋白构建成一个本地蛋白数据库, 以核

苷酸结合衔接子NB-ARC (nucleotide-binding adap-
tor shared by APAF-1, R protein and CED-4, NB-ARC) 
(PF00931)作为参考氨基酸序列, 在本地数据库里

进行BLASTP搜索, 为了充分挖掘抗性基因, E值为

默认值1.0。获得的序列通过NCBI上的BLASTP进
行身份验证后, 再通过NCBI Web CDS Search进一

步对NBS类基因的NBS保守结构域进行预测, 对不

含NBS结构域的基因进行删除, 筛选获得的基因为

NBS类候选基因, 统称为黑籽南瓜CfNBS类(NBS 
gene from C. ficifolia, CfNBS)基因。

1.3.3  NBS类基因系统进化分析

提取具有完整NBS结构域的CfNBS类基因编

码的蛋白序列, 选取在进化树中位置已知、且具

有抗病性的NBS编码的R基因蛋白序列作为参考序

列; 分别从这些序列中截取从磷酸结合环(P-loop)
到GLPL之间的氨基酸序列, 进行多序列比对; 用
MEGA5.0软件, 通过邻接法和泊松模型, bootstrap 
replications值设定为1 000 (Li等2010), 构建进化树, 
分析CfNBS类基因的系统进化及与其他瓜类NBS
类基因的进化关系(Lee等2011)。

1.3.4  CfNBS类差异表达关键基因的鉴定 
将二代转录组和全长转录组之间的ID对应, 

通过二代转录组找到DEGs, 采用BioEdit软件将二

代转录组中的Unigene建成本地库, 将1.3.2中全长转

录组中筛选到的候选基因与二代本地库进行Blast
比对, 阀值采用默认值, 最终获得二代转录组的对

应Unigene ID; 将所获得的ID分别与CK-VS-48、
CK-VS-96处理组中的DEGs进行比对, 从而获得差

异表达的CfNBS类关键抗病基因。 
1.3.5  CfNBS类关键基因的GO (Gene Ontology)功
能注释和富集分析

通过基因ID列表获得不同样本CfNBS类基因

的表达量信息, 对2个处理组(CK-VS-48和CK-VS- 
96)中分别进行CfNBS类家族基因表达分析, 为了

得到可靠的显著富集的DEGs, 将筛选条件设为P< 
0.05, 且|log2Foldchange|>1.5。以样本为横坐标, 基
因为纵坐标进行基因表达的聚类分析。通过GO数

据库对CfNBS类关键基因进行功能注释。

GO是多种生物本体语言中的一种, 分别从生物

学过程(biology process, BP)、分子功能(molecular 
function, MF)及细胞组分(cellular component, CC) 
3个方面对基因产物和蛋白质功能进行限定和描

述。对NBS类DEGs进行GO富集分析, 对其功能进

行描述(结合GO注释结果)。统计每个GO条目中

所包括的DEGs数, 并用超几何分布检验方法计算

每个GO条目中DEGs富集的显著性, 计算的结果返

回一个富集显著性的P值, P<0.05时为DEGs在该

GO条目中出现了显著富集。

1.4  CfNBS类关键基因的qRT-PCR分析与组织表

达特性分析

1.4.1  总RNA提取

提取接种枯萎病菌后48和96 h以及对照幼苗

功能叶片总RNA用于NBS类关键基因qRT-PCR验

证。提取正常生长黑籽南瓜植株的根、茎、叶和

果实中的总RNA用于NBS类关键基因的组织表达

特性分析。每个处理设3次重复。用RNA plant 
Plus植物总RNA 提取试剂盒提取总RNA (天根生

化科技有限公司, 北京)。
1.4.2  NBS类关键的引物和qRT-PCR反应体系

用Primer 5.0软件设计CfNBS类关键基因和引
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物(表1)。qRT-PCR采用CHamQ qRT-PCR Master 
Mix试剂盒, 反应体系(10 μL)为: 2×super Real Pre-
mixture 5 μL, 上下游引物(10 μmol·L-1)各0.2 μL, 
cDNA 1 μL, ddH2O 3.6 μL。qRT-PCR反应程序为: 
95°C预变性5 min; 95°C变性10 s, 60°C退火15 s, 
72°C延伸20 s, 40个循环。每个反应进行3次重

复。以β-actin为内参基因。

1.4.3  qRT-PCR数据分析

 不同样品得到的数据经内参基因的∆∆CT法

均一化处理后(丁爱琴等2018), 用2-∆∆CT计算得到

NBS类关键基因的相对表达量, 即∆CT=CT目的片段−
CT内参基因, ∆∆CT=CT处理平均−∆CT对照平均。SPSS 19.0
统计软件对数据进行t测验, 检验差异显著性(P< 
0.05), 用Excel 2016作图。对不同组织间NBS类关

键基因相对表达量采用Duncan新复极差法进行多

重比较(P<0.05)。

2  实验结果

2.1  CfNBS类基因的鉴定

以NB-ARC作为参考氨基酸序列, 在全长转录

组本地数据库里进行BLASTp, 从黑籽南瓜50 526
条全长Unigene库中筛选出74条NBS类基因, 将74
条NBS类基因通过NCBI的CDS进行NBS类基因的

鉴定, 剔除不含NBS保守结构域的基因, 最终从黑

籽南瓜CDS中获得了43条CfNBS类基因序列, 均包

含了NB-ARC中的APAF-1、R蛋白和CED-4核心

结构域。将这些序列依次命名为CfNBS1~43。

2.2  CfNBS类基因的分类

根据43条CfNBS类基因推导的编码蛋白N
端、C端和LRR结构域特征, 将其划分为5种类型

(表2), 其中有13条CfNBS类蛋白(27.90%)的N端含

有CC基序和LRR结构域(CNL型); 2条包含LRR结
构域(TNL型); 8条不具有LRR结构域, 为TN型; 5条
CfNBS蛋白(13.95%)含有RPW8 (拟南芥抗白粉病

基因8)结构域; 15条CfNBS蛋白(34.88%)含有NBS
结构域(N型)。以上结果说明, 黑籽南瓜NBS类基

因类型丰富, 且典型的NBS类基因中CNL类基因比

TNL类基因数目多。Meyers等(2003)报道, 双子叶

植物拟南芥中的149个NBS类抗病基因分为2种类

型, 其中63.1%属于TNL类, 36.9%属于CNL类。从

单子叶植物水稻和玉米中发现的NBS类抗病基因

多数为CNL类, 极少数为TNL类(Guo等2011)。
2.3  CfNBS类基因的系统进化树分析

提取 43个C f N B S基因的氨基酸序列 ,  于
MEGA5.0中进行对齐, 为保持进化树的准确性, 去
除P-loop到GLPL (AL)的NBS序列结构域片段小于

90的序列, 即CfNBS5、CfNBS31、CfNBS37和Cf-
NBS41, 共得到39条CfNBS类基因, 将39条序列与

15条已知R基因蛋白序列和6条其他瓜类NBS类
抗病基因蛋白序列导入共同建树。由图1可以看出, 
39条黑籽南瓜NBS类基因可分为4大类群 ,  Cf-
NBS19作为一个单独分支, 同番茄Hero和Prf基因

亲缘关系较近, 在进化时间上比其余CfNBS基因出

现早。第II大类群有CfNBS2、CfNBS6、CfNBS8、

表1  用于黑籽南瓜NBS类抗病基因的qRT-PCR检测引物序列

Table 1  Primers used for verifying the condidate NBS type genes from C. ficifolia by qRT-PCR 

       基因ID	                正向序列(5'→3')	             反向序列(5'→3')

comp49414 AAAGCGATGGCAGCTCAA GCCGCAAGTTTCTGTAAATG
CL6035Contig1 TTTTAGTGGTGAACTGCCTGAG GCACGAAGCGATGCGATA
CL24111Contig1 GCTTCCTGAAGGGTTTGG TGGCAGCTCACCTGAAAA
CL19588Contig1 CCCAGCAGATTGGAGAAG CTCCCACTAGGAAACAAGAAAT
CL21402Contig1 AGCATTATGATACCTGGGAGTG AGGAAACGACGGTGGTGA
CL34065Contig1 CCCCTGAAGCACTATCCG GCTGTAGCTGCCATCCCT
CL48636Contig1 TCCTGTTGAAGTGATCGGAAAC TTGCAGCGCAGTTGTTTG
CL4282Contig1 ATTCCAAGCGGCTGAGTT GCCTCTTCCAGGCATCAA
CL6514Contig1 GCTGAATGTGGCGCATAA CCGCTTCGGAATACAGTTC
CL7398Contig1 ACAGTGCCTTTCCATTGCTG TCCATGGCTCGACATTCACT
β-actin	 AGCCATCTCTCATCGGTAT 	 CATGGTTGAACCACCACTG
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表2  黑籽南瓜NBS类抗病蛋白的分类

Table 2  The classification of CfNBS proteins selected from 
transcriptom of C. ficifolia

预测的蛋白结构域      简写   基因数 百分比/%

TIR-NBS-LRR TNL 2 4.65
CC-NBS-LRR	 CNL	 13	 27.90
TIR-NBS	 TN	 8	 18.60
RPW8-NB	 RPW8-N	 5	 13.95
NBS	 N	 15	 34.88

图1  黑籽南瓜CfNBS类基因家族的系统进化树

Fig.1  The phylogenetic tree of the CfNBS gene family form C. ficifolia 
15条参考R基因或序列中, 拟南芥RPP (AAC72977)、RPS4 (BAB11393), 亚麻L6 (AAA91022)为TNL类型; 水稻NBS-LRR序列

(ABB88855)、Nbs4-Pi (ABC94599)、Pib (BAA76281)为NL类型; 番茄Prf (AAC49408)为XCN类型; 玉米RP1(AAP81262), 水稻Xa1 
(BAA25068)、Pita (AAK00132)、小麦L10 (AAQ01784)、拟南芥NBS-ARC (NP187360)、RPP13 (AF209732)及番茄Hero (CAD29728)为
CNL类型。6条瓜类的NBS类基因为黄瓜At4g27190 (XM_011650710), 中国南瓜RPS2 (XM_023073871)、SQRGA-13 (EF199759)和SQR-
GA-8 (EF101667), 印度南瓜RPS2-like mRNA (XM_023141784)和苦瓜At4g27220 (XM_022294233)。▲代表CNL类型,  ■代表N或NL类型,  
■代表RPW8-N类型,  ●代表TN或TNL类型,  ▲代表TNL类型。

CfNBS9、CfNBS19、CfNBS38和CfNBS43, 该类群

为RPW8-N类基因, 这一类群在进化上较为独立, 在
进化时间上出现较晚, 未找到亲缘关系相近的NBS
类基因; 第III大类群有10个, 包括CfNBS1、Cf-
NBS3、CfNBS4、CfNBS5、CfNBS7、CfNBS13、
CfNBS14、CfNBS27、CfNBS29和CfNBS42, 该类群

主要由TN和TNL类NBS基因构成, 在进化上同拟

南芥抗病基因RPP1、RPS4和拟南芥NB-ARC蛋
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白、亚麻抗病基因L6相近。其余的N和CNL类NBS
基因构成了第IV大类群, 这一类群的基因数量最

多, 共有23个, 它们与拟南芥抗病蛋白基因RPP13、
水稻NBS-LRR、NBS4-Pi、Pib、Xa1和Pi-ta、玉米

Rxo1、小麦LR10抗病基因家族系统进化上相近。

而其他瓜类6个NBS类抗病序列或基因均归在同

一类群, 包括中国南瓜SQRGA-8和SQRGA-13、
中国南瓜RPS2、印度南瓜PRS2类mRNA、苦瓜

At4g27220和黄瓜At4g27190, 这些NBS类抗病基因

进化类型单一, 亲缘关系较近。由此表明, 黑籽南

瓜的NBS类抗病基因进化类型比其他瓜类物种丰

富, 抗病基因类型呈多样性, 可以识别不同种类病

原菌分泌的效应因子, 这可能是黑籽南瓜抗病能

力比其他瓜类作物强的原因之一。

2.4  黑籽南瓜NBS类关键基因的鉴定及功能注释

将全长转录组中筛选到的43个CfNBS类基因

与二代转录组本地库进行比对筛选黑籽南瓜NBS
类差异表达基因, 最终获得11个差异表达的CfNBS
类关键基因(表3), 其中有4个基因注释为抗病蛋白

(Comp49414_c0_seq1_3、CL7398contig1、CL-
48636Contig1和CL52011Contig1), 2个注释为蛋白

激酶HSL1 (CL24111Contig1和CL4282Contig1), 2
个注释为TMV抗性蛋白(CL24111Contig1和CL-
4282Contig1)和3个叶绿体未知功能蛋白(CL-
6514Contig1、CL6035Contig1和CL34065Contig1), 
这些CfNBS类关键基因参与了黑籽南瓜响应枯萎

病菌胁迫不同时间点的应答过程。Comp49414_

c0_seq1_3、CL24111Contig1和CL4282Contig1在
显症前期(接种后48 h)参与了抗病应答过程, CL-
48636Contig1和CL34065Contig1在接种后48和96 h
均参与了抗病过程, 其余6个基因在病症扩展期(接
种后96 h)参与抗病过程。蛋白激酶HSL1 (CL-
24111Contig1和CL4282Contig1)在接种后48 h上调

表达, 推测这2个基因在抗病过程中发挥了信号转

导作用。

2.5  黑籽南瓜NBS类关键基因的GO功能富集分析

通过GO数据库对11个CfNBS类关键基因进行

功能富集, 这些基因被显著富集到10个生物学过

程和3个分子功能过程(表4)。GO功能分析显示, 
共有6个CfNBS类基因涉及的生物学过程显著富集

在防卫反应、谷胱苷肽转运、改良氨基酸转运等

10条GO条目中; 涉及分子功能富集在ADP结合、

受体丝氨酸/苏氨酸激酶结合、细胞壁结构成分3
个GO条目中。富集到通路最多的是2个TMV抗性

蛋白基因(CL19588contig1和CL21402contig1), 共
有7个通路富集到这两个基因, 说明这两个基因在

病原菌侵染过程中发挥了重要的抗病作用。另外, 
CL34065Contig1也被富集到了5个通路中, 而3个
抗性蛋白(Comp49414_c0_seq1_3、CL7398contig1
和CL48636Contig1)和2个蛋白激酶HSL1 (CL-
24111Contig1和CL4282Contig1)并没有被GO功能

显著富集。

2.6  CfNBS类关键基因的qRT-PCR分析

接种枯萎病菌后48和96 h的11个CfNBS关键

表3  黑籽南瓜接种枯萎病菌后48和96 h差异表达CfNBS类基因注释

Table 3  Gene annotaion of CfNBS genes from C. ficifolia after 48 and 96 h inoculation by F. oxysorum

             基因ID                       基因长度/bp      CK-VS-48 log2FC   CK-VS-96 log2FC	                                基因注释

Comp49414_c0_seq1_3 2 799 −1.68   − Probable disease resistance protein At4g33300
CL7398contig1 4 303   −   3.99 Disease resistance protein At4g27190
CL52011Contig1 1 601   −   3.11 Disease resistance protein RPS6
CL48636Contig1 2 330   1.70   1.93 F-box/LRR-repeat protein At1g67190
CL24111Contig1 3 525   1.57   − Receptor-like protein kinase HSL1
CL4282Contig1 2 109   3.55   − Receptor-like protein kinase HSL1
CL19588Contig1 4 592   −   1.52 TMV resistance protein N
CL21402Contig1 1 449   −   2.23 TMV resistance protein N
CL6514Contig1 3 933   − −1.82 Leucine-rich repeat extensin-like protein 4
CL6035Contig1 2 722   − −1.55 Leucine-rich repeat receptor-like protein CLAVATA2
CL34065Contig1	 2 055	 −2.26	 −1.98	 Protein CLT3, Chloroplastic
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表4  黑籽南瓜接种枯萎病菌后富集到不同GO通路中的CfNBS类关键基因

Table 4  CfNBS genes enriched to different GO pathways of C. ficifolia infected by F. oxysorum 

      注释                                  GO条目名称      GO ID	                    富集的基因    P值

生物学过程 防御反应(defense response)	 0006952	 CL34065Contig1, CL19588Contig1
   CL21402Contig1, CL52011Contig1 0.007
 谷胱甘肽转运(glutathione transport)	 0034635	 CL34065Contig1	 0.012
 改性氨基酸转运(modified amino acid transport)	 0072337	 CL34065Contig1	 0.016
 共生体诱导的寄主细胞程序性死亡	 0034050	 CL19588Contig1, CL21402Contig1	 0.018
	 (host programmed cell death induced by symbiont)
 植物超敏反应(plant-type hypersensitive response)	 0009626	 CL19588Contig1, CL21402Contig1	 0.018
 硫化物转运(sulfur compound transport)	 0072348	 CL34065Contig1	 0.044
 细胞程序性死亡(programmed cell death)	 0012501	 CL19588Contig1, CL21402Contig1,	 0.047
 细胞死亡(cell death)	 0008219	 CL19588Contig1, CL21402Contig1,	 0.047
 免疫反应(immune response)	 0006955	 CL19588Contig1, CL21402Contig1,	 0.047
 协同因子转运(cofactor transport)	 0051181	 CL34065Contig1	 0.049
分子功能 ADP结合(ADP binding)	 0043531	 CL19588Contig1, CL21402Contig1,
   CL52011Contig1 4.01×10-7

 丝氨酸/苏氨酸受体激酶结合	 0033612	 CL6035Contig1	 0.021
	 (receptor serine/threonine kinase binding)
 细胞壁组分(structural constituent of cell wall)	 0005199	 CL6514Contig1	 0.031

基因qRT-PCR结果见图2。除CL24111contig1未能

扩增出条带外, 其余10个基因均在接种后48和96 h
上调表达或下调表达。CL6514Contig1变化趋势同

转录组结果相反外, 其余基因表达趋势同转录组

数据变化趋势基本一致, 说明这10个基因均参与

了黑籽南瓜对枯萎病菌侵染的抗病应答过程, 其
中有6个基因(CL7398contig1、CL52011contig1、
CL48636contig1、CL21402contig1、CL4282contig1
和CL19588contig1)受枯萎病菌在接种后诱导48或
96 h上调表达。

2.7  CfNBS类关键基因的组织表达特性分析

11个黑籽南瓜CfNBS类关键基因在根、茎、

叶和果实中的相对表达量见图3。从图中可以看

出, 在根、茎、叶和果实中表达量最高的基因分别

为CL34065Contig1、CL52011Contig1、CL6035- 
Contig1和CL19588Contig1。总体来看, 这些基因

在叶和根中的表达量较高, 而在茎和果实中表达量

较低。在叶片中表达量相对较高的是CL4282Con-
tig1、CL6035Contig1和CL7398Contig1。有7个基

因在根中表达量相对较高, 分别是Comp49414_c0_
seq1_3、CL52011Contig1、CL48636Contig1、CL-
24111Contig1、CL21402Contig1、CL6514Contig1

和CL34065Contig1。在果实中表达量相对较高的

基因是CL19588Contig1和CL52011Contig1。

3  讨论	

随着对植物抗病基因及其编码蛋白产物的结

构与功能的阐明, 以及植物抗病信号转导途径中

其他组分的进一步解读, 人们对有关植物-病原互

作、抗病基因进化的分子机制的研究不断深入。

尽管基因产物针对的病原体及致病因子截然不同, 
但植物抗性基因的结构却相对保守, 常见的有蛋

白激酶(protein kinase, PK)、跨膜结构域(transmem- 
brane domain, TM)和核苷酸结合位点(nucleotid 
site, NBS)等。其中, NBS类基因是植物中普遍存

在的抗病基因, 在植物抵抗各种病原物侵袭的过

程中发挥着重要作用。不同植物基因组中R基因

的数量差异很大。一些基因组如苹果(Malus pumila) 
(Arya等2014)和小麦(Triticum aestivum) (Bouktila
等2014)的基因组, 含有大约1 000个R基因。相比之

下, 番木瓜(Carica papaya)、黄瓜、西瓜和甜瓜的

序列基因组中的R基因不到100个(Huang等2009; 
Garcia-Mas等2012)。本研究在对转录组测序基础

上鉴定出43个黑籽南瓜NBS类抗病候选基因, 从
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图2  黑籽南瓜接种枯萎病菌后48 h (A)和96 h (B)的CfNBS类关键基因的表达

Fig.2  Relative expression levels of different CfNBS of C. ficifolia infected by F. oxysorum for 48 h (A) and 96 h (B)
表达量以3次重复平均值±SE呈现; *表示同一时间接种处理与对照在0.05水平差异显著; 图A中的CL6514Contig1、CL6035Contig1、

CL52011Contig1和图B中CL4282Contig1未扩增出条带。

NBS基因类型来看, 其中典型的NBS-LRR抗病基

因TNL和CNL类型分别有2和13个, 其余的亚基因

家族中含NBS抗病基因最多的为N亚家族, 有15个
(34.88%)。黑籽南瓜是云南的一种特有的山区瓜

类作物, 长期处于野生或半野生栽培状态, 具有抗

病、耐寒等多种优良性状。从黑籽南瓜的NBS类
基因数量来看, NBS类基因少于其他瓜类(约100
个), 但系统进化分析发现, 黑籽南瓜的NBS类基

因进化类型多样且进化出现时间早, 这可能是黑

籽南瓜比其他瓜类作物抗病性强的原因之一, 可
以抵御不同病原菌分泌的效应因子。至于黑籽南

瓜中有没有更多的NBS类基因有待进一步深入分

析, 本研究中全长转录组能否代表基因组覆盖所

有相关基因有待进一步探讨。Lin等(2013)的研究

发现, 瓜类R基因少的原因是系谱频繁丢失和重复

不足, 同时他们也发现野生葫芦科(Cucurbitaceae)
植物瓜蒌(Trichosanthes kirilowii) R基因的一个谱

系表现出由基因转换引起的嵌合结构, 在自然种
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图3  黑籽南瓜CfNBS类11个关键基因在不同组织中的相对表达量

Fig.3  Relative expression levels of the 11 key NBS type genes in different tissues of C. ficifolia
表达量以3次重复平均值±SE呈现; 不同字母表示同一基因在不同组织中的表达量在0.05水平达到差异显著性。

群中可能含有大量不同的R基因。黑籽南瓜属于

半野生作物, 其R基因数少于其他瓜类, 但抗病能

力则强于其余栽培瓜类, 是否与基因进化有关值

得研究。

植物与病原物的互作是一个复杂生物学过程, 
植物抗性产生的过程是能量消耗的过程(Tian等
2003), 在其他植物中已发现R基因在正常状态下表

达量很低, 但它们对病原物的入侵却高度敏感, 迅
速引发细胞凋亡和细胞程序性死亡(DeYoung和
Innes 2006)。在获得的11个差异表达的CfNBS类关

键基因中, 仅有CL7398contig1、CL52011contig1、
CL4282contig1和CL21402contig1四个基因达到了

log2FC>2的倍率, 但从二代转录组及qRT-PCR验证

来看, 这些基因确实受到枯萎病菌的诱导上调或

下调表达, 初步判定与黑籽南瓜的抗枯萎病特性

相关。Comp49414-c0-seq1和CL34065contig1在接

种枯萎病菌后48 h下调表达, 推测这两个基因在48 
h前就发挥了抗病的作用。而注释为受体蛋白激

酶HSL1的CL4282contig1也在接种枯萎病菌后48 h
上调, 但在接种后96 h后没有表达, 推测该蛋白激

酶主要起到了系统性防御的信号转导作用。而在

接种后96 h持续上调表达的抗病蛋白At4g27190 
(CL7398contig1)和TMV抗性蛋白N (CL19588Con-

tig1和CL21402Contig1), 可能在保卫防御反应中起

到了重要作用。研究表明, NBS类蛋白可与ATP或
GTP蛋白相结合, 如ATP合成酶的β亚基、核糖体

延伸因子(Meyers等1999; DeYoung和Innes 2006), 
参与抗病信号的转导和抗病作用(Bent等1994; 
Dixon等1998; DeYoung和Innes 2006), NBS结构域

对于抗病蛋白的活性开闭至关重要(Williams等
2011)。LRR结构具有寄主与病原菌识别的特异性

(Meyers等2003)。本研究中黑籽南瓜应答枯萎病

菌侵染的NBS类基因能否识别病原菌无毒基因以

及参与抗病信号的转导, 其基因表达产物能否与

寄主其他蛋白和病程相关蛋白互作等抗病分子机

制有待进一步研究。

GO功能富集分析表明, 11个CfNBS类关键基

因也在不同抗病过程中发挥了重要的作用, 其中

富集到通路最的是2个注释为TMV抗性蛋白的基

因(CL19588contig1和CL21402contig1), 共有7个通

路富集, 包括了防御反应、寄主细胞程序性死亡、

植物超敏反应和免疫反应等过程, 这2个基因在黑

籽南瓜抵御枯萎病菌侵染的过程中起到了主要的

防御作用。另外, 蛋白CLT3 (CL34065Contig1)也
被富集到了5个通路中。CLT3蛋白参与从质体到

胞质溶胶的硫醇转运, 也可能同时转运谷胱甘肽
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及其前体γ-谷氨酰半胱氨酸(γ-EC), 在维护根GSH
池时显示了一些与CLT1的功能冗余。结合转录组

分析数据, 推测CLT3蛋白参与了谷胱甘肽及其前

体物质的转运过程, 该基因可能起到了平衡活性

氧的作用, 但该基因的具体功能还有待进一步实

验验证。本研究中, 3个抗性蛋白(Comp49414_c0_
seq1_3、CL7398contig1、CL48636Contig1)和2个
蛋白激酶HSL1 (CL24111Contig1和CL4282Con-
tig1)并没有被GO功能显著富集, 可能是参考的基

因组数据库数据较少, 进一步对这些新的抗病蛋

白进行研究可为发现新的抗病基因提供线索。

本研究通过转录组生物信息学分析黑籽南瓜

的NBS类抗病基因, 发掘出43个NBS类基因, 获得

11个NBS类关键抗病基因并进行了初步验证, 下一

步可结合基因注释和GO富集分析结果, 以及组织

表达特异性对重点关注的NBS类基因进行分离克

隆, 这些基因表达的抗病蛋白的功能作用模式、

抗病信号传导途径和调控网络也需深入研究, 以
进一步解析黑籽南瓜响应枯萎病菌胁迫的抗性分

子机制。
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The identification and key genes analysis of NBS type disease-resistance 
gene from Cucurbita ficifotia 
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Abstract: The black-seeded pumpkin (Cucurbita ficifolia) is one of characteristic germplasm crops in Yunnan 
that has strong resistant abilities to Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum. In this study, the NBS type 
genes of the variety ‘Green Peel’ which is highly resistant to F. oxysporum were identified and screened out by 
the combination analysis of second-generation and third-generation transcriptome. Using NB-ARC as the con-
served domain, the results of third-generation transcriptome analysis showed that 43 CfNBS (NBS-type gene 
from C. ficifolia) genes were identified, which belonged to five subgene families: TNL, CNL, TN, RPW8-N and 
N. Among them, 2 and 13 of CfNBS genes were classified into the typical TNL and CNL respectively. The phy-
logenetic tree analysis results indicated that CfNBS genes could be classified into four groups, and CfNBS 
genes’ evolution types were more abundant than other Cucurbita species despite of a smaller quantity of NBS 
type resistance genes. After contrasing 43 CfNBS genes in second-generation transcriptome, we have obtained 
11 differentially expressed CfNBS resistant genes, including 4 disease resistance protein genes, 2 protein kinas-
es genes, 2 TMV resitance protein genes, and 3 unkown protein genes. Among 11 CfNBS genes, 10 genes were 
up-regulated or down-regulated after inoculation with F. oxysporum, suggesting these genes were potentially 
involved in the process of the response to F. oxysporum stress at different infection stages. Subsequent GO 
(Gene Ontology) enrichment analysis results showed that 11 differentially expressed genes were significantly 
enriched in 10 biological process GO terms, in which the top three were denfense response, glutathione trans-
port and modified amino acid transport. And the enriched molecular function GO terms were ADP binding, re-
ceptor serine/threonine kinase binding and structural constituent of cell wall. Two genes (CL19588contig1 and 
CL21402contig1), which were orthologous of TMV resistance proteins, involved in the most enrichment path-
ways, implying the two genes played important roles in the process of diseases-resistance. The results of tissue 
specific expression analysis showed that the genes of CL6035Contig1, CL19588Contig1, CL52011Contig1 and 
CL34065Contig1 highly expressed in leaf, root, stem and fruit respectively. Our acquried results might provide 
concrete foundation for further research of the CfNBS genes, including cloning gene, identifying gene function 
and revealing the mechanism of C. ficifolia defence response to F. oxysporum infection.
Key words: Cucurbita ficifolia; Fusarium wilt; transcriptome; nucleotide binding site (NBS) type genes; qRT-
PCR
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