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摘要　根据已知抗病基因的 NBSＧLRR保守结构域设计简并引物,从抗南方根结线虫病的番茄材料cDNA
中克隆抗病基因同源序列(resistancegeneanalogs,RGAs),并通过qRTＧPCR技术检测 RGAs与南方根结线虫

侵染的相关性.序列分析发现,２条序列具有 NBSＧLRR保守结构域,分别命名为F５Ｇ８和F５Ｇ２０;保守区域氨基

酸比对结果显示,F５Ｇ８(GenBank登录号为 MG８６０９０７)和F５Ｇ２０(GenBank登录号为 MG８６０９０８)与已知抗病基

因保守区域具有很高的相似性,其中F５Ｇ８与 MiＧ１相应区域氨基酸相似性为９４％,F５Ｇ２０与 Hero基因相应区

域氨基酸相似性为９６％.qRTＧPCR结果发现,F５Ｇ８和F５Ｇ２０在接种南方根结线虫２龄幼虫２４h后其表达量

均发生了变化.初步推测F５Ｇ８和F５Ｇ２０为南方根线线虫侵染相关基因同源序列.
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　　根结线虫(Meloidogynespp．)引起的番茄根结

线虫病是番茄(Lycopersiconesculentum)的重要病

害之一,该病害一般使番茄减产１０％~２０％,严重

地块可达７５％以上[１].生产上采用轮作、杀线剂等

方法进行防治,虽取得一定的防治效果,但种植抗病

品种是防治该病最经济、有效、安全的方法[２Ｇ３].目

前生产上使用的栽培品种多为感病品种,少数抗病

品种存在遗传基础狭窄、抗性单一等问题.采用基

因工程技术挖掘新的抗病基因,获得具有抗根结线

虫特性的转基因植株是一条有效的育种途径[４].
植物天然抗病基因以多基因或单个显性基因形

式存在.越来越多的天然抗线虫基因被发现和利

用,如番茄抗根结线虫基因 MiＧ１．２[５]、番茄抗胞囊

线虫基因 Hero A[６]、抗甜菜胞囊线虫(Heterodera
schachtii)基 因 Hs１proＧ１[７]、抗 马 铃 薯 胞 囊 线 虫

(Globoderapallida)基因GpaＧ２[８].通过对已知抗

病基因序列分析发现,大多抗病基因具有几个明显

的保守结构域:核苷酸结合位点(nucleotidebinding
site,NBS)、富含亮氨酸重复序列(leucineＧrichreＧ

peat,LRR)、亮氨酸拉链结构(leucinezipper,LZ)、
丝氨 酸/苏 氨 酸 蛋 白 酶 (serine/threoninekinase,

STK)等[９].根据抗病基因所编码蛋白结构和功能,
抗病基因可以分为４大类:NBSＧLRR、LRR、STK、

LRRＧkinase,其中 NBSＧLRR类抗病基因根据 N 端

结构域不同分为 TIRＧNBSＧLRR 和 CCＧNBSＧLRR
两大类,是数量最多、分布最广的一个植物抗病基因

家族[１０].Mandeep等[１１]在鹰嘴豆基因组中发现了

１２１个具有NBSＧLRR保守区域的基因,对这１２１个

基因进行系统研究发现２７个基因与褐斑病抗病相

关.Roberto等[１２]对马铃薯基因组研究发现４３５个

NBS类抗病相关基因.Giuseppe等[１３]在番茄基因

组中发现１０５个具有 NBSＧLRR 保守区域的基因.
根据已知抗病基因的保守结构域设计简并引物从植

物基因组或cDNA 中扩增抗病基因同源序列(reＧ
sistancegeneanalogs,RGAs),是筛选抗病基因及

抗病相关基因的一种有效手段.到目前为止,所有

已 发 现 的 植 物 抗 病 基 因 均 归 属 于 不 同 种 类 的

RGAs[１４].本研究根据已知抗病基因保守结构域设
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计简并引物从抗南方根结线虫野生番茄材料中克隆

抗病基因同源序列,并通过荧光定量 PCR (qRTＧ
PCR)技术检测抗病基因同源序列与南方根结线虫

侵染的相关性.研究发现的抗南方根结线虫基因同

源序列可用于分子标记育种并为功能性抗病基因的

克隆奠定基础.

1　材料与方法

1.1　供试线虫及番茄材料

供试南方根结线虫采自广西南宁市武鸣区蔬菜

大棚,经鉴定为南方根结线虫,接种在广西农业科学

院温室内番茄上繁殖备用.试验时在解剖镜下挑取

卵囊,将卵囊置于２５℃温箱内孵化获得大量二龄幼

虫.供试番茄材料F５为笔者在广西柳州市郊区采

集的野生番茄,仙客１号和仙客５号为含 Mi基因

的抗南方根结线虫番茄品种,由国家蔬菜工程技术

研究中心育成,特级大明星由广东省湛江市大地蔬

菜种子有限公司生产,红吉星由广西农业科学院蔬

菜研究中心育成.
1.2　抗性鉴定

采用接种二龄幼虫鉴定法,将各番茄材料播种

在无根结线虫的育苗盘中,待苗长到４片真叶时移

栽至装有无根结线虫土壤的花盆中(直径２０cm,高

１２cm),每盆种４株,每个材料４盆重复.移栽后

１５d,每盆接种２０００头南方根结线虫２龄幼虫.接

种后４５d调查根系发病情况,根结分级标准参照赵

洪海等[１５]:０级,根系上无根结;１级,根系上有１~５
个根结;２级,根系上有６~１５个根结;３级,根系上

有１６~３０个根结;４级,根系上有３１~５０个根结;

５级,根系上有５０个以上根结.根结指数按以下公

式计算:

根结指数＝
∑(各病级植株数×相对级数值)

调查总株数×最重病组数值 ×１００

番茄材料对南方根结线虫的抗性评价参照王新

荣等[１６]方法划分:免疫,根结指数０;高抗:根结指数

１．０~１０．０;抗病:根结指数:１０．１~２５．０;感病:根结

指数２５．１~４０．０;高感:根结指数４０．０以上.
1.3　RGA 的扩增及序列分析

番茄总 RNA 用 Trizol法提取,采用 FermenＧ
tas生产的cDNA 第一链合成试剂盒(＃K１６２２)将
总RNA反转录成cDNA,步骤和体系按照说明书

进行.根据已知抗病基因所编码的 NBSＧLRR设计２

条简并引物:F:５′GGNGGNRTHGGNAARACHAC
３′,R:５′AKWGCYARRGGDARYCC３′,均由捷瑞生

物工程(上海)有限公司合成.以cDNA为模板进行

PCR扩增,PCR 产物用１％琼脂糖凝胶电泳进行检

测.PCR产物用 DNA 纯化试剂盒进行纯化,将目

的带克隆到pEGMＧT载体中,筛选阳性克隆进行测

序.测序获得的核苷酸序列采用 VectorNTI进行

相似 性 比 对,使 用 NCBI 的 ORF(openreading
frame)finder搜索开放阅读框并进行功能域分析,
最后用 Mega５进行系统发育树的构建.
1.4　荧光定量 PCR 检测

番茄材料的准备及线虫接种同本文“１．２”,以不

接种线虫的番茄苗为空白对照.接种后２４h取样,
每个处理取番茄根部充分洗净混合后置于液氮中速

冻,约１０min后将样品放置－８０℃冰箱保存备用.
根据测序结果,设计特异性定量引物(表１),分

别以接种南方根结线虫２龄幼虫及空白对照的番茄

cDNA为模板,GAPDH 为内参基因,进行荧光定

量PCR 检测.PCR 反应体系为５０μL,其中包括

SYBR􀆾 PremixExTaqTMII(２×)２５μL、PCRForＧ
wardPrimer(１０μmol/L)２μL、PCRReversePrimＧ
er(１０μmol/L)２μL、ROX ReferenceDye(５０×)

１μL、CDNA模板４μL、ddH２O(灭菌蒸馏水),每个

样品３次重复.最后结果以２－△△Ct分析.
表１　实时荧光定量PCR的引物

Table１　TheprimerofQPCR

基因

Gene
引物

Primer
引物序列(５′Ｇ３′)

Sequence

F５Ｇ８
F５Ｇ８F ATTGTCTTAGATGATGTGTGGGATAC
F５Ｇ８R AGGTCAAGAGGATCAGTGTTCAG

F５Ｇ２０
F５Ｇ２０F TACTGCCTCGGAGACAAACGG
F５Ｇ２０R TTTCAAACCTACCTCACCACTTCG

GAPDH
GAPDHＧF CCATCACAGCCACTCAGAAGAC
GAPDHＧR TCAACCACGGACACATCAACAG

2　结果与分析

2.1　番茄材料对南方根结线虫的抗性鉴定

从表２可见,供试的５份番茄材料对南方根结

线虫抗感差异明显,根结指数在３．７５~７３．３３之

间.其中大明星根结指数为７３．３３,高感;红吉星

根结指数为３８．６７,感病;仙客１号、仙客５号和F５
根结指数分别为５．００、３．７５和６．２５,差异不显著,
抗病.

８６
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表２　番茄材料对南方根结线虫的抗病性评价

Table２　Evaluationofresistanceoftomato

toMeloidogyneincognita

番茄材料

Tomato
根结指数

RootＧknotindex
抗病性

Diseaseresistance

特级大明星

Tejidamingxing
７３．３３a

高感

Highlysusceptible

红吉星

Hongjixing
３８．６７b

感病

Susceptible

仙客１号

Xianke１
５．００c

高抗

Highlyresistant

仙客５号

Xianke５
３．７５c

高抗

Highlyresistant

F５ ６．２５c
高抗

Highlyresistant

　注:同列数据后不同字母表示经 TukeyHSD法检验在α＝０．０５

水平差异显著.Note:Differentlettersinthesameindicate

significantdifferenceatα＝０．０５levelbyTukeyHSDtest．

2.2　RGA 的扩增及序列分析

RGA扩增获得２条具有 NBSＧLRR 类抗病基

因所特有保守结构域(pＧloop、KinaseＧ２a、KinaseＧ
３a、GLPL区)的抗病基因同源序列,分别命名为

F５Ｇ８和F５Ｇ２０.对这２条 RGAs序列与已知抗病

基因番茄抗根结线虫基因 MiＧ１(AF０９１０４８)、番茄

抗根结线虫基因 MiＧ１．１(NM_００１２４７６９３．１)、番茄

抗根结线虫基因 MiＧcopy２(U８１３７８．１)、辣椒抗根

结线虫基因caMi(DQ４６５８２４．１)、番茄抗胞囊线虫基

因 Hero (AJ４５７０５１)、烟 草 抗 TMV 基 因

N(AAA５０７６３)、 番 茄 抗 叶 霉 菌 病 基 因

CfＧ２(２２０７２０３A)、番 茄 抗 细 菌 性 斑 点 病 基 因

Pto(A４９３３２)进行氨基酸序列比对.比对结果显示,

F５Ｇ８与８个已知抗病基因相应区域氨基酸相似性

为２８％~９４％,其中F５Ｇ８与番茄抗根结线虫基因

MiＧ１相应区域氨基酸相似性为９４％,F５Ｇ８与２个

番茄抗根结线虫基因 MiＧ１．１、MiＧcopy２和辣椒抗

根结线虫基因caMi 相应区域氨基酸相似性均为

９２％.F５Ｇ２０与８个已知抗病基因相应区域氨基酸

相似性为２８％~９６％,其中F５Ｇ２０与番茄抗胞囊线

虫基因hero 基因相应区域氨基酸相似性为９６％,

F５Ｇ２０与４个抗根结线虫基因相应区域氨基酸相似

性均为７２％(图１).
用Clustalx软件构建系统发育树(图２).从图

２可以看出,２条 RGAs与已知抗病基因分为４个

分支,２条RGAs与５个CCＧNBSＧLRR(MiＧ１、MiＧ
１．１、MiＧcopy２、CaMi、Hero)聚为一类;烟草抗

TMV基因 N (TIRＧNBSＧLRR)、番茄抗叶霉菌病

基因CfＧ２(LRRＧTM)、番茄抗细菌性斑点病基因

Pto(STK)分别各聚为一类;F５Ｇ８和F５Ｇ２０分别与

MiＧ１、MiＧ１．１、MiＧcopy２、CaMi 和 Hero 聚在一

起,遗传距离非常小,表明F５Ｇ８和F５Ｇ２０可能为

CCＧNBSＧLRR类抗病相关基因同源序列.
2.3　实时荧光定量 PCR 检测分析

为确定研究发现的F５Ｇ８和F５Ｇ２０与番茄抗南

方根结线虫侵染的相关性,采用实时荧光定量PCR
检测F５Ｇ８和 F５Ｇ２０接种南方根结线虫２龄幼虫

２４h的表达.结果显示(图３),与对照相比F５Ｇ８在

接种南方根结线虫２龄幼虫后２４h表达量显著上

升,而F５Ｇ２０表达量下降,初步推测F５Ｇ８和F５Ｇ２０
为南方根结线虫侵染相关基因同源序列,F５Ｇ８较有

可能为南方根结线虫抗性相关基因同源序列.

3　讨　论

植物RGAs是一类在植物与病原物相互作用

中担当重要角色、具有保守结构域和功能的基因,可
作为克隆功能性抗病基因的候选基因[１４].迄今为

止,已在小麦、水稻、拟南芥等众多植物中发现了大

量的RGAs[１７Ｇ２０].但是并不是所有的 RGAs都是

抗病基因,许多的 RGAs被证实为假基因,马铃薯

中发现１７９个RGAs为假基因,拟南芥中发现１０个

RGAs为假基因,杨树中发现１６１个 RGAs为假基

因,在已发现的番茄 RGAs中１０％被证实为假基

因[１２,２１Ｇ２４].许多假基因与 NBSＧLRR具有很高的同

源性,但因移码或提早形成终止密码子等突变导致

其序列较短,序列比对发现 RGAs假基因可能源于

核苷酸的插入或缺失引起的点突变[２５].假基因被

认为是一类没有功能的基因,但有些假基因可以转

录成 mRNA[２６].因此,本研究发现的２条 RGAs
仅作为抗性候选基因,需要进一步的试验明确其表

达及功能.
在过去的十几年间,超过５０个植物基因组测序

成功,数以千计的 RGAs被发现,但仅有少数抗病

基因得到克隆[２７Ｇ２９].因此,研究 RGAs与植物抗病

进程的关系,明确其功能对加快抗病基因的克隆具

有重要作用.为了确定本研究发现的F５Ｇ８和F５Ｇ
２０两条RGAs是否为抗南方根结线虫病相关基因,
采用实时荧光定量PCR检测F５Ｇ８和F５Ｇ２０接种

南方根结线虫２龄幼虫后２４h的表达.本研究发

９６
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现,F５Ｇ８和F５Ｇ２０在接种南方根结线虫２龄幼虫

２４h后其表达量均发生了变化,可以初步推测F５Ｇ８
和F５Ｇ２０为南方根结线虫侵染相关基因同源序列,

F５Ｇ８较有可能为南方根结线虫抗性相关基因同源

序列.进一步的试验需要获得其全长序列,通过基

因缺失及过表达验证其功能.

　用于序列比对的已知抗病基因序列来源于 GenBank.VectorNTI软件进行序列比对时,NBSＧLRR结构域用黑

框表示.ThesequencesoftheR (MiＧ１ AF０９１０４８、MiＧ１．１ NM_００１２４７６９３．１,MiＧcopy２ U８１３７８．１,CaMi

DQ４６５８２４．１,HeroAJ４５７０５１,N AAA５０７６３,CfＧ２２２０７２０３A,Pto A４９３３２)usedforanalysiswerederivedfrom

GenBank．TheNBSＧLRRdomainsareindicatedwithboxes．

图１　RGAs推定的氨基酸序列与已知抗病基因保守结构域的比对

Fig．１　MultiplealignmentofaminoacidsequencesofRGAswiththeNBSdomainsofotherR
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　用 Mega５软件中的邻近法(NJ)建立 RGAs与已知抗病基因的系统进化树.它们的序列来源于 GenBank.系统树中结点处数值代

表１０００次评估的自举检验置信度.PhylogenetictreeofRGAsandknownR wereperformedusingneighborＧjoiningalgorithmsin

Mega５software,ThesequencesoftheR (MiＧ１AF０９１０４８、MiＧ１．１NM_００１２４７６９３．１,MiＧcopy２U８１３７８．１,CaMiDQ４６５８２４．１,Hero

AJ４５７０５１,N AAA５０７６３,CfＧ２２２０７２０３A,PtoA４９３３２)usedforanalysiswerederivedfromGenBank．Thebootstrapconfidencevalues

shownatthenodesofthetreearebasedon１０００bootstrapreplications．

图２　RGAs与已知抗病基因的系统进化树分析

Fig．２　PhylogenetictreeofRGAsandknownR

图３　接种南方根结线虫２４h后RGAs的表达分析

Fig．３　Comparativeanalysisoftheexpressionof
RGAs２４haftertreatedwithM．incongnita
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Cloningandanalysisofrootknotnematoderesistance
geneofNBSＧLRRanalogsfromtomato

LUXiuhong１　ZHANGYu２　QINShuting２　HUANGJinling１　ZHANGYu１　LIUZhiming１

１．InstituteofPlantProtection,GuangxiAcademyofAgriculturalSciences/

GuangxiKeyLaboratoryofBiologyforCropDiseasesandInsectPests,Nanning５３０００７,China;

２．CollegeofArtsandSciences,GuangxiUniversity,Nanning５３０００５,China

Abstract　DegeneratedprimersweredesignedaccordingtotheconservedregionsofNBSＧLRRdoＧ
mainfromknownplantresistancegenes．ThentheseprimerswereusedforamplificationoftheNBSＧ
LRRanalogsfromLycopersiconesculentum．Sequenceanalysisshowedthat５fragmentscontainedthe
resistancegeneanalogs,twoofwhichhavetheORFregionandconservedNBSＧLRRdomain．F５Ｇ８
(MG８６０９０７)shared９４％identitywiththeresistancegenesofMiＧ１,andF５Ｇ２０ (MG８６０９０８)shared
９６％identitywiththeresistancegenesofHero．ThequantitativerealＧtimePCRresultsshowedthatexＧ
pressionofF５Ｇ８andF５Ｇ２０waschangedafterMeloidogyneincognitainfection,suggestingthatF５Ｇ８
andF５Ｇ２０mightberelatedwithnematodeinfection．

Keywords　Lycopersiconesculentum;Meloidogyneincognita;resistancegeneanalogs(RGAs);

NBSＧLRR
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