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青花菜 CC-NBS-LRR 抗病基因 BoCNL1 的克隆与分析
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摘 要: 根据已知序列设计 ]ij 引物，从青花菜中克隆 # 个 R\K?Mjj( 核苷酸结合位点&富含亮氨酸重复) 抗

病基因 BoCNL#; 在生物信息学分析的基础上，利用 jW?]ij 研究该基因在不同器官中的表达模式。测序结果

表明，BoCNL# 基因的编码区全长为! >>" 3*，编码 %=’ 个氨基酸; 编码蛋白具 ii( 卷曲螺旋) 、R\K 和 Mjj 结

构域; 进化分析结果表明，\HiRM# 与不结球白菜的关系最近，在进化树上处于同一分支，与醉蝶花的关系最

远; jW?]ij 结果表明，BoCNL# 在根、花茎、叶、花蕾、开放的花和嫩角果中均有表达，但表达量低。
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Cloning and characterization of a CC-NBS-LRR disease resistance gene of BoCNL1 from
Brassica oleracea var． italica
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物胁迫之一，植物抗病能力取决于病原物无毒基

因和寄主抗病基因产物的识别，以及随后相关防

卫途径的激活，这一过程通常由抗病基因( [U<;<)?
D04U GU0U，j 基因) 控制［!］。j 基因在植物中以

基因家族的形式存在，根据编码蛋白的特征，可

分为 R\K?Mjj ( 0Q4EUH);XU?3;0X;0G <;)U *EQ< EUQ?
4;0U?[;4( [U*UD)，核苷酸结合位点&富含亮氨酸重

复) 、UMjj?WT ( U2)[D4UEEQED[ EUQ4;0U?[;4( [U*UD)
*EQ< )[D0<CUC3[D0U [U4U*)H[，胞外富含亮氨酸重

复跨膜受体) 、UMjj?WT?*‘;0D<U( U2)[D4UEEQED[ EUQ?
4;0U?[;4( [U*UD) )[D0<CUC3[D0U *[H)U;0 ‘;0D<U，胞

外富亮氨酸重复跨膜蛋白激酶) 和 KWf ( <U[;0U?
)([UH[;0U ‘;0D<U，丝氨酸&苏氨酸激酶) 等类型［:］。

R\K?Mjj 在 j 基因中所占的比例最大，编码

蛋白的 R\K 结构域负责 LW] 的水解及信号的释

放，Mjj 则充当蛋白质相互作用的平台和蛋白活

化的元件［=］。R\K?Mjj 参与多种病原菌的防御，

在抗病信号转导和防卫反应激活过程中起着重要

作用［>］。目前已从拟南芥( Arabidopsis thaliana) 、
甘蔗( Saccharum officinarum) 、森林草莓( Fragaria
vesca) 、亚麻( Linum usitatissimum) 、水稻( Oryza sa-
tiva) 、苹果( Malus b domestica) 和番茄( Solanum ly-
copersicum) 等植物中克隆或鉴定到大量 R\K?Mjj
基因［$ & #!］。将八棱海棠( Malus b robusta) 的 ii?
R\K?Mjj

将八棱海棠



举检测次数为 # """。
#- > 表达分析

根据测序结果，设计 jW?]ij 引物，分别为

iRM:: >q?LSWWiSWSiSiLWiWLWWSLWS?:q 和

iRM=: >q?WiSLWLLWiiLLLSSWSWWSLLiLiL?
:q，预期 ]ij 产物大小约为 @"" 3*。反应体系中

含 # b ]ij 3QYYU[，"9 > V 的 Taq 6RL 聚合酶( 北

京鼎国昌盛生物技术有限责任公司) ，"9 : μCHE·
M & # 的 XRW]<( 生工生物工程( 上海) 股份有限公

司) ，各 "9 ! μCHE·M & # 的 iRM= 和 iRM> 引物，$"
0G 根、叶、花茎、花蕾、开放的花或嫩角果 46RL，

最后加无菌 XX^!7 至 !" μM。]ij 程序为: ’= n
预变性 > C;0; ’= n 变性 :" <，>$9 > n 退火 $" <，

@! n 延伸 $" <，:> 个循环; 最后于 @! n 延伸 #"
C;0。]ij 产物经 #9 !h 琼脂糖凝胶电泳、拍照，

jW?]ij 实验重复 : 次。以肌动蛋白基因( 登录

号: L_"==>@:9 #) 为内标，引物分别为 >q?WiWi?
SLWSSLLSLSiWSSWW?:q和 >q?SLWiiWWLiiS?
LSSSLSSWW?:q，]ij 程 序 为: ’= n 预 变 性

> C;0; ’= n 变性 :" <，>>9 $ n 退火 =><，@! n 延

伸 ’" <，共 :: 个循环。

! 结果与分析

!- # BoCNL# 基因及其编码蛋白的特征

以 iRM# +iRM! 为引物对，从青花菜叶片 46?
RL 中扩增到目的条带。测序结果表明，BoCNL#
基因的编码区全长为 ! >>" 3*，分别以 LWS 与

WLL 为 起 始 和 终 止 密 码 子，Si 值 为 :’9 @:h。
BoCNL# 编码 %=’ 个氨基酸，等电点为 @9 !"，分子

量大小为 ’$9 > ‘6。序列分析结果表明，BoCNL#
在 a !$ m a $: 位具一个 ii ( 4H;EUX 4H;E，螺旋卷

曲) 结构域; 在 a#>% m a=:% 处具一个 R\K 结构域，

另有一个 Mjj 结构域位于 a>:= m a>’= 处( 图 #)。
!- ! BoCNL# 的进化分析

为明确 BoCNL# 的进化地位，从 Ri\8 数据

库中下载了 @ 条十字花科植物的同源序列，并利

用 TBSL 软件构建系统发育树( 图 ! ) 。结果表

明，% 个 iRM 序列之间的遗传距 离 为 "9 #’’ m
"9 @:#，甘蓝型油菜与醉蝶花的遗传距离最大，拟

南芥和醉蝶花次之，为 "9 @!"，青花菜与不结球白

菜之间遗传距离最小。它们在系统发育树上可

分为 : 组，同为芸薹属的青花菜、大白菜、不结球

白菜和甘蓝型油菜聚为一组( Ⅰ) ; 拟南芥、高山

南芥和亚麻荠聚为一组( Ⅱ) ; 而醉蝶花单独处于

一个分支( Ⅲ) 。
!- : BoCNL# 基因的表达分析

为研究 BoCNL# 在不同器官中的表达模式，

分别以等量的根、叶、花茎、花蕾、开放的花或嫩

角果 46RL 为模板进行 ]ij 扩增。jW?]ij 结果

表明，BoCNL# 在各个部位均有表达，但表达量均

处于较低的水平( 图 :) 。

: 讨论

植物抗病基因以超家族的形式存在，大约有

数百甚至数千个分布于基因组中，其中以 R\K?
Mjj 类型的 j 基因最为丰富，它们以基因簇的形

式分布在染色体上［#>］。在拟南芥( 哥伦比亚生态

型) 中有!"@ 个 j 基因，其中#=’ 个为 R\K?Mjj 基

因［$］; 从亚麻基因组鉴定得到 #=@ 个 R\K?Mjj，其

中 ii?R\K?Mjj 类型 =’ 个，W8j?R\K?Mjj 类型 ’%
个［’］; 番茄有 !>! 个 R\K?Mjj，分布于 #! 条染色

体上［#!］; 苹果和大豆( Glycine max) 中的 R\K?Mjj
基因数量十分庞大，分别有 >"> 和 :#’ 个［#$ & #@］。
最近，A(D0G 等［#%］分别从琴叶拟南芥( A． lyrata) 、
不结球白菜( B． rapa) 、荠菜( Capsella rubella) 和盐

芥( Thellungiella salsuginea) 基因组中鉴定出 #’%，

!"=，#!@ 和 %% 个 R\K?Mjj 基因。本研究从青花

菜中克隆到一个 R\K?Mjj 基因，该基因的编码区

全长为 ! >>" 3*，编码 %=’ 个氨基酸。
根据编码蛋白 R 端的结构特征，R\K?Mjj 可

分为 W8j?R\K?Mjj( WRM) 和 ii?R\K?Mjj( iRM)

两种类型，W8j 为果蝇 WHEE 及哺乳动物白细胞介

素 # 受体( Drosophila WHEE D0X CDCCDE;D0 ;0)U[EUQ?
‘;0?# [U4U*)H[<) 的缩写，ii 则为卷曲螺旋( 4H;EUX
4H;E) 的简称［#’］。WRM 和 iRM 蛋白在序列和信号

传导途径上存在显著差异，但它们均参与病原菌

的识别，在监控效应子( UYYU4)H[) 诱导蛋白状态方

面起着重要作用［!" & !#］。本研究中，\HiRM# 的 R
端具一个 ii 结构域，随后为 R\K 和 Mjj 结构

域，它是一个典型的 ii?R\K?Mjj 蛋白。

·#$!·黄笑梅，等- 青花菜 ii?R\K?Mjj 抗病基因 BoCNL# 的克隆与分析



下划线部分为螺旋卷曲结构域; 阴影部分为 R\K 结构域; 方框部分为 Mjj 结构域。

图 1 BoCNL# 基因及其编码蛋白序列

Fig． 1 SU0U <UFQU04U HY BoCNL# D0X ;)< XUXQ4UX *[H)U;0 <UFQU04U

图 2 \HiRM# 及其同源序列的系统发生树

Fig． 2 ](1EHGU0U);4 )[UU HY \HiRM# D0X ;)< (HCHEHGHQ< <UFQU04U<
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# m $: 根、花茎、叶、花蕾、开放花和嫩角果; Ⅰ: BoCNL# 在不同

器官中的表达; Ⅱ: 肌动蛋白内标。

图 3 BoCNL# 基因的表达分析

Fig． 3 B2*[U<<;H0 D0DE1<;< HY BoCNL#

大部分 R\K?Mjj 基因在未感染的健康植株

中组成型表达， ，

，并诱导抗病相关


