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东乡野生稻NBS-LRR类抗性基因同源序列的分离与鉴定
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摘 要: 基于植物的抗性基因具有保守序列, 根据已克隆基因的保守序列设计探针, 利用菌落杂交的方

法,对东乡野生稻大片段基因组文库进行筛选, 得到两个候选克隆。序列比对发现其中含有 NB-ARC 的保守

序列,可用于后续转基因鉴定。
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Abstract:The resistant gene of plants has conservative sequence. Probes were designed in terms of the sequences of known

resistance gene. With the colony hybridization method, the genomic library of Dongxiang wild rice was screened and two candidate clones

were obtained. The sequences were analyzed with the blast program to the GenBank database and a conservative NB-ARC domain was

found in both of the sequences. The clones would be transferred into rice for a further analysis.
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植物病虫害是导致农作物减产的重要原因, 每年的损失估计约数亿美元
[ 1]
。常规的化学农药虽能

暂时抑制病虫害的发生, 但也带来粮食、水果药物残留超标和环境污染等威胁人类健康的严重问题。而

野生植物长期处于野生状态, 经受了各种灾害和不良环境的自然选择,形成了对生物因子(如病虫害)和

非生物因子(如干旱、酸性土壤、寒冷等)较强的抗性和耐性
[ 2- 3]

,保持有作物所不具有或已经消失了的

遗传基因。随着基因工程技术的发展, 人们已能够将多种抗植物病虫害的基因转入目的植物中,从而避

免化学农药的大量使用。这使得发掘植物自身的抗性基因( Resistance Gene, R Gene)资源显得越来越重

要。近年来,随着植物基因组研究的深入,先后克隆出了几十个植物抗病基因
[ 4]
。对这些基因进行研究

后发现它们在结构上有着共同的保守序列, 如多数抗病基因编码产物都有核苷酸结合位点 ( Nucleus

Binding Site, NBS)和富含亮氨酸的结合位点( Leucine Rich Repeat , LRR) ,少数抗病基因还包含蛋白激酶

(Kinase)结构域。抗性基因在结构上的保守性为我们利用候选基因( Candidate Gene, CG)策略筛选新基

因提供了可行性
[ 5- 7]
。

本实验根据已克隆的水稻抗性基因的保守序列设计引物,对东乡野生稻总 DNA进行 PCR扩增,回

收目的片段制成探针后, 采用菌落杂交的方法对东乡野生稻基因组文库进行筛选,并将筛选到的部分克

隆片段进行了测序和生物信息学分析。
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1  材料与方法

111  材料

( 1)东乡野生稻总 DNA及基因组 BIBAC文库: 由本实验室自行构建和制备
[ 8]
。

( 2)引物由北京奥科生物技术有限公司合成。

上游引物 s2: 5. ggi ggi gt i ggi aa( aPg) aci ac 3.

下游引物 as3: 5. iag igc iag igg iag icc 3.

其中, i为次黄嘌呤修饰。

( 3) Hybond-N+ membranes,购自Amersham Biosciences公司;

Taq DNA polymerase,购自 Takara公司;

PCR产物凝胶回收试剂盒, 购自安比奥公司;

pGEM-T vector, 购自 Promega公司;

NEBlot Phototope Kit , Phototope-star Detection Kit,购自New England Biolabs公司。

( 4) DNA序列测定由北京华大基因研究中心完成。

112  目的片段的扩增与回收

反应体系 ( 25Ll ) : 10 @ PCR buffer 215Ll, 215mmolPl dNTP 2Ll, 1215LmolPl上下游引物各 2Ll, Taq 酶

013Ll ( 115U) ,野生稻总 DNA 1Ll,加水补至 25Ll。

反应条件: 94 e 预变性 3 min, 40个循环为 94 e 变性 40s, 5219 e 退火 40s, 72 e 延伸 1min,最后 72 e

延伸 7 min。

反应产物用 1%琼脂糖电泳分离, 然后使用凝胶回收试剂盒进行回收, 进一步电泳鉴定并测定其浓

度。

113  探针的制备及杂交

取1000ng 回收的 DNA,根据 NEBlot Phototope Kit的说明书,制备生物素标记的探针,并测定探针的

质量及灵敏度。

将384孔板上的菌落点到Hybond-N+ 膜上,置于涂有 LB+ 卡那霉素的平板上, 37 e 培养 12h,依次

使用 10%SDS、变性液、中和液、2 @ SSPE 溶液处理 5min, 在 1000LWPcm2
强度的紫外灯下交联 33s, 用

100LgPml蛋白酶K溶液 55 e 处理1h,用 1mmolPl的 PMSF溶液室温处理 15min,再用 2 @ SSC 溶液漂洗两

次,晾干后即可用于杂交。

利用上一步制备的探针及膜进行杂交, 68 e 杂交10h,用 2 @ SSC, 011% SDS 25 e 漂洗 2次,各 5min;

011 @ SSC, 011%SDS 68 e 漂洗 2次,各15min。按照Phototope-star Detect ion Kit的说明书,对杂交后的膜进

行显色,将 X光底片置于膜上,曝光 4h后显影定影。

114  杂交阳性点的鉴定

在曝光后的底片上取部分阳性点, 在对应的 384孔板上找到相应的克隆, 挑取适量菌液于 LB+ 卡

那霉素的培养基中 37 e 过夜培养。用碱裂解法提取质粒, 用 s2, as3引物进行 PCR,反应条件同 112,退
火温度改为4515 e , 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定。

115  扩增片段克隆和测序分析

将从阳性点中扩增所得到的目的片段进行切胶回收、纯化后, 按以下体系连接到 pGEM-T 载体:

315Ll DNA, 015Ll T-vector, 110Ll T4连接酶, 5Ll 2 @ buffer。25 e 连接 1h后 4 e 连接过夜。

连接产物 1Ll加入到 40Ll DH10B感受态细胞中, 215kV 电击转化, 37 e 恢复培养 1h 后涂布于 LB+

氨苄青霉素的平板上(预加 IPTG与 X-gal)培养过夜。

从平板上随机挑取白斑,提取质粒后,用 PstI 与NcoI双酶切鉴定。将酶切鉴定正确的白斑穿刺培

养后送华大基因研究中心测序。
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116  生物信息学分析

利用生物信息学软件 DNASTAR及 ClustalX 1181对所得的序列进行同源性分析及进化分析。

2  结果与分析

211  目的片断的扩增与回收

用 s2, as3引物 PCR扩增东乡野生稻总 DNA, 进行梯度 PCR来确定适宜的退火温度,产物电泳结果

如图 1所示,各泳道为不同退火温度扩增产物, 第 1~ 9号管分别对应 4410 e 、4414 e 、4515 e 、4712 e 、

4911 e 、5110 e 、5219 e 、5418 e 、5617 e 。由图像可以看出, 7号管中条带较多, 且集中在 500bp附近。因

为所得的扩增产物将用于制备探针,为了增加探针的简并性,我们取 7号管的温度 5219 e 为退火温度,

进行大量扩增, 回收其中的 400~ 600bp左右的条带。回收后用分光光度计测定浓度为 36151ngPLl。

图 1 东乡野生稻总 DNA温度梯度 PCR

Fig. 1 The temperature gradient PCR of the Dongxiang wild rice whole genomic DNA

212  探针制备及杂交

取211中的回收产物 2715Ll(含 DNA 1000ng) ,用NEBlot Phototope Kit制备探针。将东乡野生稻基因

组文库复制到杂交膜上,按前述方法处理后用制备的探针杂交过夜,并用 Phototope-star Detection Kit显

色,在 X光底片上成像,选取部分点进行 PCR鉴定。

213  杂交阳性点的 PCR鉴定

图2中所得的点的亮度不一,可能是文库中384孔板上的各个克隆中,与探针同源的片段含量不同

所致。我们选取 DB19上的阳性点H21、DB17上的阳性点 G9 进行培养鉴定,并取 DB19上的阴性点 C5

作对照。挑取文库 384孔板上对应的克隆培养后,用碱裂解法提取质粒, 用 s2, as3引物重新进行 PCR,

结果在阳性点H21, G9中扩增出 500bp左右的目的条带, C5中未见有 500bp的目的条带, 阴性对照正常

(图 3)。

图 2  膜杂交结果

Fig . 2 The southern blotting results of the Dongxiang wild rice genomic library

214  T-A克隆质粒的酶切鉴定

对H21及G9中所扩增得到的500bp条带进行回收,连接 pGEM-T 载体并转化至 DH10B感受态细胞
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后培养过夜,H21与G9平板上分别长出约 700个和 400个克隆。从中随机挑取四个白斑, 培养后抽提

质粒,用 PstI与NcoI酶进行双酶切鉴定(图 4) ,结果显示, 所选的白色克隆中均有插入片段。

215  测序结果分析

按照序列的来源, 我们将所得的两条序列命名为 DB19H21 和 DB17G9 ( GenBank ID 分别为:

EU293163, EU293164)。因为我们的目标是要分析序列中的保守区域,而从蛋白质序列上更容易反映这

一点, 所以我们将DNA序列翻译成氨基酸序列进行比对。两条序列翻译后均得到长度为 168个氨基酸

的连续序列。用 NCBI网站( http:PPwww. ncbi. nlm. nih. gov)上的 blastp程序进行分析,显示所得的序列中

含有保守的NB-ARC结构域。该区域为植物抗病基因产物中的信号转导结构, 含有典型的保守区的 P-

loop( GGXGKTT)、Kinase-2(VLDD)、Kinase-3( SRXXXTTR)和跨膜区 GLPL 结构, 是NBS-LRR类型抗病蛋白

编码基因
[ 9- 12]

。利用 ClustalX 1181对 DB19H21、DB17G9序列以及 I2C-1、I2C-2、RPS2、RPS-2、RPM1、Prf、

RPP13、RPP8、RPP5等 9个已知的植物抗病基因的 NB-ARC 保守区域序列之间进行比较,结果显示它们

的保守结构域高度一致(图 5) ,都具有抗病基因的 NBS特征结构域。

图 5 所得的序列与已知抗性基因NB-ARC 保守结构域比较

Fig. 5 Alignments between the obtained sequences and the known resistance genes

将所得的氨基酸序列与 9个已知抗性基因的序列在氨基酸水平上进行聚类分析(图 6) , 结果表明:

DB19H21、DB17G9与 Prf基因的亲缘关系较近,与 RPP5的亲缘关系较远;同时 DB19H21、DB17G9被聚为

一类,由此推测这两个序列可能属于同一个基因家族。Prf基因已经被证明是番茄中的一个抗细菌性斑

点病的基因
[ 13]

, 故推断我们所得到的序列也是一个抗性基因的片段。

将所得的核酸序列在 NCBI GenBank数据库中使用 Blast软件进行序列同源性分析, 结果显示两条

序列与水稻基因组中已测序的 BAC克隆 AC分别有 86%和 80%的相似性。根据中国科学院国家基因

研究中心的水稻基因组数据( http:PPwww. ricegene. csdb. cnP12chrP11. htm) , 该克隆位于水稻的 11号染色

体上, 遗传距离为11414cmolPl。该克隆中有 Y6854L 分子标记, 此标记与 Pi1基因连锁,而 Pi1基因具有

稻瘟病的广谱抗性
[ 14]

,据此推断我们所获得的 BAC克隆含有候选抗病基因。
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图 6 所得序列与 9 个抗性基因相应片段的聚类分析结果

Fig. 6  The cluster analysis between the obtained sequences and nine resistance gene sequences

3  讨 论

NBS结构域是目前发现的最重要的植物抗病基因保守结构域,有研究者已经证明,据此设计引物可

以进行抗病基因同源序列的克隆
[ 15]
。本实验中根据NBS保守区所设计的引物,我们成功地扩增到了含

有NBS保守序列的目的片段,并以该片段作为探针,通过菌落杂交的方法, 进一步筛选东乡野生稻可转

化大片段基因组文库,得到了阳性的克隆。所得的部分克隆经测序及生物信息学分析,证明其中含有植

物抗性基因的NBS保守结构域,也说明了此方法的可行性。该方法一次反应即可以筛选一张文库板上

的384个克隆,可以高通量地筛选克隆数目较多的文库,有效减少文库筛选的工作量。同时, 结合所筛

选到的点在基因组文库 384孔板上的坐标,可以直接找到包含有该段 DNA序列的克隆, 此克隆可以直

接用于农杆菌介导的水稻转化,这样可以减少育种时间,为我国杂交水稻的分子育种研究提供了新的思

路。
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