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基于 ＮＢＳＬＲＲ类 Ｒ基因保守结构域克隆
瓠瓜抗病基因同源序列

赵　芹，谢大森，何晓明，罗少波，彭庆务
（广东省农业科学院 蔬菜研究所，广东 广州 ５１０６４０）

摘要：【目的】分离鉴定瓠瓜Ｌａｇｅｎａｒｉａｓｉｃｅｒａｒｉａ抗病种质的抗病基因同源序列（Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅａｎａｌｏｇｓ，ＲＧＡｓ），为瓠
瓜功能性抗病基因的克隆及分子标记辅助育种奠定基础．【方法】根据已知核苷酸结合位点和富亮氨酸重复
（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅａｎｄｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ，ＮＢＳＬＲＲ）类抗病基因保守区设计简并引物，从“大籽瓠”抗性材料
基因组ＤＮＡ中分离抗病基因同源序列，并利用生物信息学软件进行长度变异、保守结构域、同源比对与系统进化
分析．【结果和结论】基于同源克隆策略，获得２３条瓠瓜ＮＢＳ抗病同源序列，命名为ＨＮＢ１～ＨＮＢ２３，ＧｅｎＢａｎｋ登录
号为ＫＪ９０８１９２～ＫＪ９０８２１４．序列分析及同源比对结果表明，这些 ＲＧＡｓ长度变异在２４２～２６１ｎｔ之间，１８条序列具
有连续开放阅读框（Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），推导氨基酸序列具有Ｐｌｏｏｐ、Ｋｉｎａｓｅ２ａ典型ＮＢＳ类Ｒ基因保守结构
域；核苷酸序列相似性为４１．５％～９８８％，氨基酸序列相似性为２１．５％ ～１００．０％；利用ＮＣＢＩＢｌａｓｔ同源搜索发现，
与其他植物尤其是冬瓜、黄瓜、葫芦及丝瓜的已知Ｒ基因具有４０％ ～１００％相似性；氨基酸序列聚类分析将其分为
５个组；同源进化分析表明，２３条瓠瓜ＲＧＡｓ均为ｎｏｎＴＩＲＮＢＳＬＲＲ类Ｒ基因，与推导氨基酸序列多重比较结果一
致．
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　　瓠瓜Ｌａｇｅｎａｒｉａｓｉｃｅｒａｒｉａ，别名瓠子、蒲瓜，为葫芦
科（Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ）一年生攀缘草本植物，原产于印度
与热带非洲［１］．瓠瓜在我国栽培种植历史悠久，类型
品种十分丰富，主要分布于长江流域与长江以南地

区．瓠瓜易栽培，产量高，嫩瓜柔软多汁，风味可口，
老瓜供制容器与工艺品［２］，是华南地区度淡的重要

蔬菜，年种植面积６６６６．７ｈｍ２以上，除满足本地市
场外，还销往港澳及冬季北运［３］．目前对瓠瓜种质资
源研究较少，仅在种质遗传多样性分析［３７］方面有一

些报道．
随着蔬菜产业结构的调整，瓠瓜的种植面积不

断扩大．白粉病与病毒病是瓠瓜生产上的两大主要
病害．病毒病复合侵染导致产量与品质急剧下降，商
业价值降低［８］，但目前生产上病毒病难以防治．白粉
病在瓠瓜整个生育期均可侵染发生，连作田块发病

更盛［９］，几乎所有瓠瓜品种不抗白粉病，药剂防治与

栽培改良效果不佳．另有一些瓠瓜种质对西瓜枯萎
病免疫，可用作砧木嫁接栽培［１０］．因此挖掘新的抗性
基因资源是研究病原物与寄主植物之间互作的分子

机制、实施抗病分子设计育种的基础性工作，也是病

害控制最安全有效的途径［１１１２］．广东省农业科学院
蔬菜研究所瓜类育种一室通过多年种质资源引进、

收集和创新，保存了丰富的瓠瓜资源，并育成了一些

优良品种，因此利用我们的资源优势，克隆分析与研

究瓠瓜抗病基因，对提高瓠瓜抗病性及阐明瓠瓜抗

病分子机制具有重要意义．
抗病基因克隆是植物分子生物学研究领域的热

点之一．迄今已分离克隆了７０多个抗病基因［１３］，但

主要是通过遗传表型分析如转座子标签技术和以遗

传图谱为基础的图位克隆技术获得的［１４］．这些 Ｒ基
因编码产物存在许多高度保守区域，以此为基础将

抗病基因分为８类［１５］，其中核苷酸结合位点和富亮

氨酸重复（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅａｎｄｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅ
ｐｅａｔ，ＮＢＳＬＲＲ）类抗病基因在基因组中含量最为丰
富［１６１７］．抗病基因同源序列（Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅａｎａｌｏｇｓ，
ＲＧＡｓ）是一类呈簇分布于植物基因组中，在一定程
度上反映抗病基因特点的大基因家族［１８］，它们本身

可能为Ｒ基因或假基因一部分或与 Ｒ基因紧密连
锁，扩增抗病同源序列已成为标记、定位和克隆植物

Ｒ基因的有效手段［１８１９］．因此根据这些抗病基因的
保守序列设计引物，ＰＣＲ扩增同源序列，成为克隆该
类抗病基因的有效途径，已在大豆、香蕉、白菜和黄

瓜等多种作物中广泛应用［２０２３］．本研究以瓠瓜抗性
材料“大籽瓠”为试材，同源扩增 ＮＢＳ类抗病基因序
列，为进一步克隆瓠瓜的功能性抗病基因以及开发

分子标记辅助育种提供研究基础，对阐明瓠瓜抗病

分子机制及培育抗病品种具有重要的指导意义．

１　材料与方法
１．１　植物材料

瓠瓜抗性种质“大籽瓠”，采自山西平遥，由广东

省农业科学院蔬菜研究所保存．２０１３年８月播种于
温室营养盘内，待幼苗长至２～３片真叶，采集叶片
保存于－７０℃冰箱备用．
１．２　主要试剂

ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶与ｐＭＤ１９Ｔ载体试剂盒为
大连宝生物（ＴａＫａＲａ公司）有限公司产品；琼脂糖、
ＤＮＡ回收试剂盒、Ａｍｐ抗生素、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、
大肠埃希菌ＤＨ５α感受态均为广州鼎国生物技术有
限公司产品；其余试剂为国产分析纯．
１．３　瓠瓜基因组ＤＮＡ提取与引物设计合成

瓠瓜叶片基因组总 ＤＮＡ提取采用改良 ＣＴＡＢ
法［２４］，质量浓度为１０ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶电泳及纳
米紫外分光光度计（ＧＥＮＥＱＵＡＮＴ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，Ｇｅｒｍａ
ｎｙ）检测ＤＮＡ浓度及纯度．参考斑茅、黄瓜、芒果及
辣椒等［１９，２５２７］ＮＢＳ类抗病基因保守结构域，设计合
成简并引物．引物序列为 ＮＢＳＦ：５′ＧＧＹＡＴＧＧＧＮＧ
ＧＹＭＴＨＧＧＮＡＡＲＡＣ３′，ＮＢＳＲ：５′ＣＣＡＮＡＣＡＴＣＡＴＣ
ＭＡＧＳＡＣＡＡ３′，其中 Ｙ＝Ｃ／Ｔ，Ｎ＝Ａ／Ｇ／Ｃ／Ｔ，Ｒ＝
Ａ／Ｇ，Ｍ＝Ａ／Ｃ，Ｓ＝Ｃ／Ｇ，Ｈ＝Ａ／Ｔ／Ｃ，引物由广州英
骏生物技术有限公司合成．
１．４　ＰＣＲ扩增与克隆

以提取的瓠瓜基因组总 ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ
扩增，ＰＣＲ反应在ＡＢＩＡｐｐｌｉｅｄ公司 ＧｅｎｅＡｍｐｓｙｓｔｅｍ
９７００型扩增仪上进行．反应体系总体积为２５μＬ，包
括：２５μＬ１０×Ｅｘｂｕｆｆｅｒ（含 ＭｇＣｌ２）、１ＵＥｘＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶、０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ、０．４μｍｏｌ·Ｌ－１
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引物和５０ｎｇ模板ＤＮＡ．反应程序为：９４℃预变性３
ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，
反应３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ．ＰＣＲ产物用
质量浓度为１０ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶进行电泳，检测结
果在 ＧｅｎｅＧｅｎｉｕｓＢｉｏＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ）凝胶
成像系统下观察和拍照．
１．５　ＰＣＲ产物的纯化、克隆与测序

ＰＣＲ产物回收纯化，克隆至 ｐＭＤ１９ＴＶｅｃｔｏｒ，转
化至ＤＨ５α感受态细胞，涂布在固体ＬＢ（含Ａｍｐ１００
μｇ·ｍＬ－１）培养基上，３７℃条件下倒置培养过夜，挑
取白斑，利用 Ｍ１３通用引物进行菌落 ＰＣＲ检测，阳
性克隆菌液送至广州英骏生物技术有限公司测序．
１．６　目的片段序列测定及序列同源性分析

测得序列利用ＮＣＢＩＶｅｃｓｃｒｅｅｎ程序搜索并去除
两端载体序列，然后在 ＧｅｎＢａｎｋ中用 ＢＬＡＳＴＸ和
ＢＬＡＳＴＮ工具进行核苷酸序列和氨基酸序列间的同
源比对搜索，结合 ＧｅｎＢａｎｋ公布的其他物种 ＮＢＳ
ＬＲＲ类抗病基因蛋白序列，利用 ＤＮＡｓｔａｒ软件进行
多重序列比对，分析各序列长度、Ｇ＋Ｃ含量、变异位
点、相似性、遗传分歧及序列比对；利用 ＮＣＢＩＯＲＦ
ｆｉｎｄｅｒ程序进行开放阅读框搜索；最后用ＭｅｇＡｌｉｇｎ构
建系统发育树研究其进化关系．用于参比的 Ｒ基因
有：番茄ＳｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍＭｉ１．１（ＡＦ０３９６８１）、烟
草ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＮ（ＢＡＤ１２５９４）、亚麻 Ｌｉｎｕｍｕｓ
ｉｔａｔｉｓｓｉｍｕｍＭ（Ｕ７３９１６）、拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ
ＲＰＳ２ （Ｕ１４１５８）、甜 瓜 Ｃｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏ ＦＯＭ２
（ＡＹ５８３８５５）、番茄 Ｉ２Ｃ１（ＡＦ００４８７８）、亚麻 Ｌ１１
（ＡＦ０９３６４１），其中Ｍｉ１．１、ＲＰＳ２、ＦＯＭ２和Ｉ２Ｃ１属
于ｎｏｎＴＩＲＮＢＳＬＲＲ类的抗病基因，而 Ｎ、Ｍ与 Ｌ１１
属于ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ类抗病基因［２８２９］．

２　结果与分析
２．１　瓠瓜ＮＢＳ类ＲＧＡｓ的克隆与鉴定

利用 ＮＢＳＦ１／Ｒ１简并引物扩增瓠瓜基因组
ＤＮＡ，获得２５０ｂｐ左右的明亮特异条带（图１），回收
产物克隆至Ｔ载体，挑取２５个阳性克隆进行测序，
去除空载体序列与合并相同序列，获得２３个特异片
段，命名为 ＨＮＢ１～ＨＮＢ２３，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为
ＫＪ９０８１９２～ＫＪ９０８２１４．测序结果表明，这些片段序列
长度在２４２～２６１ｎｔ之间；ＮＣＢＩｂｌａｓｔｐ同源比对分析
发现，这２３条 ＲＧＡｓ与其他植物 Ｒ基因均具有较高
相似性．氨基酸序列推导发现，２３条序列均包含ＮＢＳ
类Ｒ基因特有的保守结构域，因此推测均为瓠瓜
ＲＧＡｓ．ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ分 析 发 现，除 ＨＮＢ１、ＨＮＢ７、
ＨＮＢ２０、ＨＮＢ２２和ＨＮＢ２３存在移码突变外，其他１８
个序列均具备连续 ＯＲＦ．ＭｅｇＡｌｉｇｎ程序同源比对发
现，这２３条 ＲＧＡｓ核苷酸序列相似性在 ４１．５％ ～
９８．８％之间，遗传分歧为１．２～１０９．１，存在１０２０个

图１　瓠瓜ＮＢＳ类ＲＧＡｓＰＣＲ产物电泳分析
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｅｓａｎａｌｙｓｅｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＮＢＳＲＧＡｓ

ｆｒｏｍｂｏｔｔｌｅｇｏｕｒｄ

变异位点，在１３０～２１０ｎｔ区间变异最为丰富；其中
ＨＮＢ１４与 ＨＮＢ５、ＨＮＢ１５与 ＨＮＢ５、ＨＮＢ１４与
ＨＮＢ１５、ＨＮＢ１４与 ＨＮＢ１９相似性最高，为 ９８．８％，
ＨＮＢ１０与ＨＮＢ１１相似性最低，为４１．５％，由此可见
各序列间相似性变化较大，说明瓠瓜ＲＧＡｓ存在丰富
的变异位点，可能分属于瓠瓜中不同抗病基因或具

有ＮＢＳ结构域的不同基因（具体结果未列出）．
　　利用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ程序对２３条 ＲＧＡｓ推导的氨基
酸序列进行比对，发现氨基酸序列相似性为

２１．５％～１００．０％，遗传分歧为 ０～２２３，其中 ＨＮＢ７
与ＨＮＢ９氨基酸相似性最低，为 ２１．５％，ＨＮＢ２与
ＨＮＢ４、ＨＮＢ２与 ＨＮＢ５、ＨＮＢ２与 ＨＮＢ１４、ＨＮＢ２与
ＨＮＢ１５等 １４对基因片段氨基酸序列相似性为
１０００％．经氨基酸序列聚类分析，将２３条 ＲＧＡｓ分
为４组，其中ＨＮＢ１６、ＨＮＢ２０与其他片段遗传距离最
远，为第１组，分为２个亚组，ＨＮＢ１６与ＨＮＢ２０单独
为一亚组；ＨＮＢ８、ＨＮＢ９和 ＨＮＢ１１组成第 ２组，
ＨＮＢ１０、ＨＮＢ１７和ＨＮＢ１３组成第３组，剩余ＲＧＡｓ形
成第４组，包括３个亚组（图２）．由此看出，瓠瓜ＮＢＳ
类ＲＧＡｓ在进化过程中表现出较大的遗传差异和多
样性．
２．２　瓠瓜ＮＢＳ类ＲＧＡｓ保守结构域分析

前人研究报道 ＮＢＳ类 Ｒ基因 Ｐｌｏｏｐ结构域为
ＧＭＧＧＩ／ＬＧＫＴＴ，Ｋｉｎａｓｅ２区域为（Ｌ／Ｆ）（Ｌ／Ｖ）ＶＬＤ
（Ｄ／Ｎ）（Ｖ／Ｍ）Ｗ［３０］．２３条 ＲＧＡｓ序列同源比对结果
表明，瓠瓜中 ＮＢＳ类 ＲＧＡｓ结构域相当保守，除
ＨＮＢ７不包含Ｋｉｎａｓｅ２结构外，其他序列均存在典型
的 Ｐｌｏｏｐ（ＧＭＧＧＩ／ＬＧＫＴＴ）、Ｋｉｎａｓｅ２（Ｌ／ＦＬＶＬＤＤ
ＶＷ）功能域 （图３），少数序列保守结构域中发生单
个氨基酸突变，ＨＮＢ９Ｐｌｏｏｐ功能域 ＧＭＧＧＩＧＫＴＴ变
为ＧＭＧＧＩＲＲＧＫＴＭ，ＨＮＢ２３则变为 ＧＴＧＧＬＧＫＴＴ，基
本骨架未改变．上述分析表明，本试验获得的２３条
序列（ＨＮＢ１～ＨＮＢ２３）为潜在候选 Ｒ基因片段．另
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外，前人研究报道，ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ类抗病基因Ｋｉｎａｓｅ
２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，最后一个氨基酸为任意氨基
酸，通常为色氨酸（Ｄ），而 ｎｏｎＴＩＲＮＢＳＬＲＲ的 Ｋｉ

ｎａｓｅ２共有序列为（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（Ｗ）［１８］．由
此可以看出，瓠瓜所有ＲＧＡｓ序列Ｋｉｎａｓｅ２基序最后
一个氨基酸均为Ｗ，所以属于ｎｏｎＴＩＲＮＢＳＬＲＲ类．

图２　瓠瓜ＮＢＳ类ＲＧＡｓ编码氨基酸序列的聚类分析
Ｆｉｇ．２　ＣｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｎａｌｙｓｅｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｅｎｃｏｄｃｄｂｙＮＢＳｔｙｐｅＲＧＡｓｉｎｂｏｔｔｌｅｇｏｕｒｄ

“”用于优化联配的缺口；下划线标注为ＮＢＳＲ基因保守功能域“Ｐｌｏｏｐ”与“Ｋｉｎａｓｅ２”．

图３　瓠瓜ＮＢＳ类ＲＧＡｓ编码氨基酸序列比对
Ｆｉｇ．３　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｏｆＮＢＳｔｙｐｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅＲＧＡｓｉｎｂｏｔｔｌｅｇｏｕｒｄ

２．３　瓠瓜ＮＢＳ类ＲＧＡｓ氨基酸序列的相似性检索
通过ＮＣＢＩＢｌａｓｔｐ程序对瓠瓜各ＲＧＡｓ进行同源

搜索，发现所有ＲＧＡｓ氨基酸序列均含有ＡＡＡ超级家
族功能域，２０条序列表现ＮＢＡＲＣ保守结构域特征，
与其他物种相似性在４０％～１００％之间，其中 ＨＮＢ１、
ＨＮＢ１６、ＨＮＢ２２和 ＨＮＢ２３与葫芦 Ｌａｇｅｎａｒｉａｓｉｃｅｒａｒｉａ
ＲＧＡ（ＡＥＶ４６１０２）相似性高达 ９９％ ～１００％，ＨＮＢ４、
ＨＮＢ５、ＨＮＢ１４、ＨＮＢ１５及ＨＮＢ１９与丝瓜Ｌｕｆｆａａｅｇｙｐｔｉ
ａｃａＲＧＡ（ＡＦＣ９７１２４）相似性高达９６％，ＨＮＢ１８与黄瓜

ＣｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓＲＧＡ（ＸＰ＿００４１６１６０６）相似性高达９７％，
ＨＮＢ１１与西瓜 ＣｉｔｒｕｌｌｕｓｌａｎａｔｕｓＲＧＡ（ＡＥＶ４６１７３）相似
性高达 ９０％，ＨＮＢ３与冬瓜 ＢｅｎｉｎｃａｓａｈｉｓｐｉｄａＲＧＡ
（ＡＨＢ６０５０７）相似性高达８４％，而ＨＮＢ８、ＨＮＢ９则与
印度芒果 ＭａｎｇｉｆｅｒａｉｎｄｉｃａＲＧＡ（ＡＥＨ４９８５４）相似性
最高仅为４８％～４９％，说明克隆的瓠瓜ＲＧＡｓ可能是
相关抗病基因的一部分或与抗病基因属于同一个基

因家族．其他抗病基因的物种名称和 ＧｅｎＢａｎｋ登录
号以及构建的系统发育进化树见图４．所有抗病同源
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序列分为５个组，瓠瓜 ＲＧＡｓ全部聚集在第５组中，
包括２３条瓠瓜ＲＧＡｓ和３８条其他植物 ＲＧＡｓ，又被
分为７个亚组，瓠瓜 ＲＧＡｓ主要分布于第７亚组中；
第 ４组 包 括 Ｌ１１、Ｍ 和 Ｐｙｒｕｓ×ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ

（ＡＣＮ７６５６９），Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ（ＡＣＦ２２０３９）和 Ｈｕ
ｍｕｌｕｓｌｕｐｕｌｕｓ（ＡＢＳ７０８６３）分别组成第３组和第２组，
第１组仅包括 Ｎ（ＢＡＤ１２５９４），与其他 ＲＧＡｓ遗传距
离最远（图４）．

图４　瓠瓜与其他植物ＮＢＳ类ＲＧＡｓ编码氨基酸序列聚类分析
Ｆｉｇ．４　ＣｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｎａｌｙｓｅｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｅｎｃｏｄｅｄｂｙＮＢＳｔｙｐｅＲＧＡｓｉｎｋｎｏｗｎｏｔｈｅｒｐｌａｎｔｓａｎｄｂｏｔｔｌｅｇｏｕｒｄ
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　　对瓠瓜 ＮＢＳ类 ＲＧＡｓ进行同源进化分析，ｎｏｎ
ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ类基因 ＦＯＭ２、Ｍｉ１．１、ＲＰＳ２、Ｉ２Ｃ１编
码氨基酸序列与所有瓠瓜ＲＧＡｓ聚集在第５组内，而
ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ类基因Ｌ１１、Ｍ与Ｎ编码氨基酸序列和
Ｐｙｒｕｓ×ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ（ＡＣＮ７６５６９）、Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ
（ＡＣＦ２２０３９）、Ｈｕｍｕｌｕｓｌｕｐｕｌｕｓ（ＡＢＳ７０８６３）则分布在第５
组之外的其他组，形成ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ类（图４）．同源进
化分析结果与前面的推导氨基酸序列多重比较结果是

一致的．

３　讨论

植物抗病性一直是国内外研究热点，挖掘和利

用抗病基因对提高植物抗病性、阐明抗性机制及培

育抗性品种具有重要意义．瓠瓜经济价值巨大，抗性
资源丰富，具有许多极有价值的研究Ｒ基因的材料，
但其全基因组较大，且尚未完成全基因组测序，可开

发利用的相关分子标记也较少，因而通过经典的图

位克隆或转座子标签技术获得 Ｒ基因难度很大．利
用已报道的植物 Ｒ基因保守结构域，设计特异简并
引物分离ＲＧＡｓ，成为克隆 Ｒ基因的有效途径之一．
利用ＲＧＡｓ方法克隆 ＮＢＳＬＲＲ类基因已在辣椒、甜
瓜等多种蔬菜中广泛应用［２７，３１］．本研究根据已知
ＮＢＳ类Ｒ基因保守结构设计简并引物，从瓠瓜中分
离了２３条抗病同源序列，其中１８条序列具有开放
阅读框，５条序列存在移码突变，说明从植物中分离
ＮＢＳ类同源基因具有很大的随机性；这些序列与已
克隆的黄瓜、冬瓜、丝瓜及葫芦Ｒ基因蛋白有较高的
相似性，表明这些序列属于ＲＧＡｓ序列，其中的１８条
序列可能为功能性Ｒ基因，另外也表明瓠瓜与黄瓜、
丝瓜及葫芦等作物的近缘关系．

研究表明，点突变、重组、不等交换和基因转变

是Ｒ基因进化的主要动力［３２］．ＮＢＳ类基因以基因簇
多拷贝形式与其他 Ｒ基因序列排列在染色体上，使
得基因内和基因间错配、重组、重复的频率大大提

高，促进无义基因与新 Ｒ基因的产生［３３３４］．瓠瓜２３
条 ＲＧＡｓ核苷酸序列相似性在 ４１５％ ～９８８％之
间，存在１０２０个变异位点，在１３０～２１０ｎｔ区间变异
幅度较高，说明瓠瓜 ＮＢＳ类基因存在一个较大的基
因家族，这些基因可能是来自同一基因的不同拷贝，

且基因变异程度较高．瓠瓜ＲＧＡｓ氨基酸序列多重比
对与系统进化树分析一致，认为所有序列均属于

ｎｏｎＴＩＲＮＢＳＬＲＲ类，进一步支持了前人的研究结
论［１８］．瓠瓜ＲＧＡｓ保守结构域也存在突变，但未影响

到整个保守域性质；保守域外的氨基酸序列变异程

度较大，序列整体的相似性变化范围较广（２１５％ ～
１０００％），与其他物种相似性在４０％ ～１００％之间．
这些点突变、插入和缺失可能是引起瓠瓜ＲＧＡｓ多样
性的原因．上述研究结果为进化趋异假说提供了间
接证据．

ＮＢＳ结构域是最重要的抗病基因保守结构域之
一，但具有 ＮＢＳ结构域的基因不一定就是抗病基
因［１９］，还需其他可能与抗病更直接相关的重要结构

域如ＴＩＲ（Ｔｏｌｌｏｒｉｎｔｅｒｌｕｋｅｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ）、ＬＲＲ（Ｌｅｕｃｉｎｅ
ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ）或 ＬＺ（Ｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒ）等［３５］．因此，本
研究分离得到的１８条 ＮＢＳ类 ＲＧＡｓ，仅作为具有潜
在功能的抗病基因片段，分离鉴定真正具有抗病功

能的基因还需更深入的研究．
利用基于同源候选基因的克隆策略分离Ｒ基因

是一种简便快捷并且有效的手段，但也具有自身局

限性，如分离基因具有很大随机性，获得片段有的不

具连续ＯＲＦ，有的含有保守结构域，但与植物抗性无
关，病原菌诱导不能表达等．因此可通过用不同碱基
组合简并引物扩增，或从不同部位、时期 ｃＤＮＡ分离
ＲＧＡｓ，可提高获得不同Ｒ序列机会．本研究以“大籽
瓠”为试材，同源扩增 ＮＢＳ类抗病基因同源序列，为
进一步克隆瓠瓜的功能性抗病基因以及分子标记辅

助选择育种奠定基础，也为研究瓠瓜 Ｒ基因的起源
和遗传进化提供借鉴．
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