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　　摘要：ＮＢＳ－ＬＲＲ蛋白在植物抵御各种病原物的侵袭中发挥重要作用。利用ＲＴ－ＰＣＲ技术以香玲核桃叶片为试
材，克隆核桃核苷酸结合位点（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ，ＮＢＳ）类抗病基因类似物（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅａｎａｌｏｇ，ＲＧＡ），并对该基
因和编码蛋白序列进行分析。结果表明，该序列长５１２ｂｐ，具有 ＮＢＳ的典型结构域。利用 ＤＮＡｍａｎ软件进行相似性
比对发现该序列与其他植物的ＮＢＳ具有较高的同源性。核桃ＮＢＳ类基因的克隆为其进一步研究应用奠定了基础。
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　　利用转座子标签法，Ｊｏｈａｌ等分离出第１个玉米抗圆斑病
基因Ｈｍｌ［１］，利用图位克隆法，Ｍａｒｔｉｎ等分离出第２个抗病基
因Ｐｔｏ［２］，现已至少分离出７０多种抗病Ｒ基因。根据 Ｒ基因
保守结构域的不同，已克隆的Ｒ基因编码蛋白质可以分为五
大类：ＳＴＫ、ＬＲＲ－ＴＭ、ＮＢＳ－ＬＲＲ、ＬＲＲ－ＴＭ－ＳＴＫ、毒素还原
酶类Ｒ基因［１，３－４］。其中，ＮＢＳ－ＬＲＲ类Ｒ基因是一类具有核
苷酸结合位点和富亮氨酸重复基序的蛋白，广泛存在于植物

的基因组中［５］。如拟南芥中大约含有１５０个［６］，水稻基因组

中含有６００多个［７］。这类蛋白常常与真菌或细菌病原的效应

子进行结合，抑制病原在植物细胞中定植和扩展。ＮＢＳ区被
认为是许多蛋白质执行功能的必需元件，与ＡＴＰ和ＧＴＰ的结
合有关，而且它还具有激酶活性，可以激活其他功能蛋白。

ＬＲＲ结构域则可能在蛋白质的相互作用中起重要作用，参与
抗病反应的识别及识别后的抗病信号传导［８］。

核桃（Ｊｕｌｇａｎｓｒｅｇｉａ）是胡桃科胡桃属的植物，是具有很高
经济价值的经济林树种［９］。我国的核桃产量在世界上一直

居于前列［１０］，但由于核桃生产过程中的多种病虫害等生物因

子影响了我国核桃产业的健康持续发展，使我国核桃出口量

不断降低。随着核桃种植面积的不断扩大，病害的发生也越

来越严重，在病原菌发生较重的年份，可以造成核桃园大面积

减产或地区性核桃绝收，经济损失惨重。本研究从香玲核桃

叶片中克隆得到ＮＢＳ类抗病基因，为进一步研究ＮＢＳ蛋白功
能并为核桃抗病品种的选育奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试核桃品种为香玲，保存在山东省果树研究所国家核

桃板栗资源圃。Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ｐＭＤ１８－Ｔ载体、ＴａｑＤＮＡ聚
合酶均为 ＴａＫａＲａ公司产品；大肠杆菌 ＤＨ５ａ、琼脂糖凝胶
ＤＮＡ回收试剂盒为 ＴＩＡＮＧＥＮ产品。其他试剂均为国产分
析纯。

１．２　核桃总ＲＮＡ提取及ＲＴ－ＰＣＲ
采用北京天根ＴＩＡＮＧＥＮＲＮＡｐｌａｎｔｐｌｕｓＲｅａｇｅｎｔ试剂盒

提取叶片总 ＲＮＡ，用 ＤＮａｓｅⅠ（ＴａＫａＲａ）消化去除 ＲＮＡ中的
ＤＮＡ。参照Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司说明书，以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引物反
转录合成ｃＤＮＡ第１链。根据ＧｅｎＢａｎｋ中注册的核桃ＮＢＳ－
ＬＲＲ类 基 因 序 列 设 计 １对 特 异 引 物：ＪｒＮＢＳＦ：５′－
ＧＧＧＧＧＧＧＴＧＧＧＧＡＡＧＡＣＧＡＣＴ － ３′和 ＪｒＮＢＳＲ：５′ －
ＧＡＧＧＧＣＧＡＧＧＧＧＧＡＧＧＣＣ－３′。以获得的反转录 ｃＤＮＡ为
模板进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；最后
７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．３　ＮＢＳ类基因的克隆

ＲＴ－ＰＣＲ产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳检测，然后用琼
脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒回收目的片段，连接ｐＭＤ１８－Ｔ载
体、转化大肠杆菌ＤＨ５ａ、筛选阳性克隆，菌落 ＰＣＲ鉴定后由
上海生工生物有限公司测序。

１．４　ＮＢＳ类基因序列分析和同源性比较
用ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）的 ＢＬＡＳＴｘ

和ＢＬＡＳＴｎ进行序列相似性分析；利用 ＤＮＡｍａｎ软件构建系
统进化树。

２　结果与分析

２．１　ＮＢＳ抗病基因序列的克隆及分析
以反转录ｃＤＮＡ为模板，ＪｒＮＢＳＦ和 ＪｒＮＢＳＲ为引物，进行

ＰＣＲ扩增。产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳，在５００ｂｐ处出现
特异性条带，片段大小与预测值基本一致（图１），测序结果表
明，该序列长５１２ｂｐ。将测序结果在 ＮＣＢＩ上进行 ＢＬＡＳＴ比
对，其氨基酸序列与其他物种的ＮＢＳ类抗病基因具有较高的
相似性，其中与核桃（ＡＦＵ４９０３１．１）相似性最高，达到９８％，
其次与碧桃（ＸＰ＿００７２２１５８４．１）、香瓜（ＡＥＶ４６１５８．１）和小扁
豆（ＣＡＤ５６８４５．１）的同源性达到４９％以上。
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２．２　氨基酸序列分析及系统进化树的构建
利用 ＤＮＡｍａｎ软件比较 ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病基因的氨基

酸同源性，结果表明，该 ＮＢＳ类抗病基因的氨基酸与数据库
中不同物种的ＮＢＳ具有较高的同源性，且都具有典型结构域
如Ｐ－ｌｏｏｐ（ＧＧ－ＧＫＴＴＩ／ＴＫ）、ｋｉｎａｓｅ－２（ＲＩ／Ｌ－ＶＬＤＤＶＤ）、
ＲＮＢＳ－Ａ－ＴＩＲ（ＬＱＥ－ＩＬＳＥＩ／ＶＬ）、ｋｉｎａｓｅ－３（ＷＦＧ－ＧＳＲ－
ＴＴＲ）、ＲＮＢＳ－Ｃ（ＩＥ／ＱＬＦＳＷ／ＬＨＡＦ）、ＧＬＰＬ（ＧＬＰＬＡＬ）等
（图２）。分析核桃ＮＢＳ类抗病基因的氨基酸系统发育树（图
３）发现，葫芦科的黄瓜和香瓜聚为一组；豆科的大豆、苜蓿和
小扁豆聚为一组；蔷薇科的扁桃和甘肃桃聚为一组；香玲核桃

与已报道核桃优系聚在一起。ＮＢＳ类抗病基因的氨基酸在
这些物种之间的进化关系与这些物种在植物形态分类学上的

地位一致，表明ＮＢＳ类抗病基因的氨基酸在物种进化上的保
守性。

３　结论与讨论

ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病蛋白的典型特征是具有１个核苷酸结
合位点（ＮＢＳ）、１个富亮氨酸重复（ＬＲＲ）和 Ｎ端的一些结构

域。其中ＮＢＳ结构域常被广泛地用于植物抗病基因的识别
和分类，该区域包含一些非常保守的基序，如 Ｐ－ｌｏｏｐ、
ｋｉｎａｓｅ－２ａ、ｋｉｎａｓｅ－３和跨膜结构域ＧＬＰＬ等。ＮＢＳ结构域能
够结合ＡＴＰ或ＧＴＰ，可能参与抗病信号的传递，在植物抗病
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反应中起重要的作用［１１］。近年来，该类基因已在许多果树中

克隆获得，如荔枝、龙眼、柚子、香蕉、梨、草莓和苹果等［１２－１６］。

本研究得到的香玲核桃 ＮＢＳ类抗病基因同源序列与多个物
种的Ｒ基因具有较高的同源性，氨基酸结构分析表明，该序
列含有 ＮＢＳ类抗病基因所特有的典型功能域 Ｐ－ｌｏｏｐ、
ｋｉｎａｓｅ－２、ｋｉｎａｓｅ－３、ＧＬＰＬ等结构域，初步推断该基因可能
与核桃抗病性相关。该抗病基因的克隆可以为核桃分子育种

提供基因资源，同时随着植物遗传转化技术的不断完善，进行

抗病基因工程操作。

Ｍｅｙｅｒｓ等 研 究 发 现，双 子 叶 植 物 中 同 时 存 在
ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ和ｎｏｎＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ２类抗病基因，并且
ｎｏｎＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病基因中Ｋｉｎａｓｅ－２的共有序列可
总结为（Ｙ／Ｖ）（Ｌ／Ｖ）（Ｌ／Ｉ／Ｖ）Ｖ（Ｌ／Ｖ）ＤＤ（Ｉ／Ｖ）Ｗ，最后一个
氨基酸为天冬氨酸（Ｄ），而在ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ中 Ｋｉｎａｓｅ－的
共有序列可总结为（Ｖ／Ｌ／Ｉ）（Ｌ／Ｉ／Ｖ）（Ｌ／Ｉ／Ｖ）Ｖ（Ｌ／Ｉ／Ｖ）ＤＤ
（Ｖ／Ｉ）Ｘ，最后１个氨基酸为任意氨基酸，通常为色氨酸（Ｗ）。
因此，在Ｋｉｎａｓｅ－２末端中，当最后一个氨基酸为色氨酸（Ｗ）
时，该基因属于 ｎｏｎ－ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ类型；而当最后一个
氨基酸为天冬氨酸（Ｄ）时，则该基因为ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗
病基因［１７］。氨基酸序列分析表明，本研究克隆得到的核桃

ＮＢＳ结构中，ｋｉｎａｓｅ－２（ＬＬＶＬＤＤＶＷ／Ｄ）最后一个氨基酸为天
冬氨酸（Ｄ），推测所属基因为 ＴＩＲ－ＮＢＳ－ＬＲＲ类抗病基因，
本结论符合Ｍｅｙｅｒｓ的研究结果［１７］。
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