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摘要 : 迄今为止 已从植物中克隆 出近 30 个抗病基 因
,

基 因编码产物具有 富亮氨酸重 复 ( L R R )
、

丝

一苏氛酸蛋白激酶 ( S T K )结 构域及核普酸结合位点 ( N B )S 等结构特征
。

植物抗病基 因的克隆方 法

主要有转座子标签技 术和图位克隆技术等
。
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K e y w o dr s : p l a n t : d i s e a s r e s i s a n e e g e n e s ; e l o n

1 己分离的植物抗病基因及特点 行分子育种
,

为在生产上有效控制植物病害提供了

多年来人们应用遗传图谱和分子标记技术已经 一条新途径〔`一 6〕 。

对一些主要农作物的重要抗病基因进行了定位和遗 从已克隆的抗性基 因来看
,

基 因编码的蛋白质

传学研究
,

但在 1 9 9 2 年植物抗病基因的研究才真正 结构具有相似性
,

产物主要特点是拥有 富亮氨酸重

取得突破性进展
,

首次从玉米 中克隆到 月阴 l 基 因
,

复 ( leu ic ne 一 ir hc er p ae t
,

L R R ) 的受体结构域
,

丝 一

至今 已有 多个 R 基 因被克隆出来
,

部分基 因的结 苏氨酸蛋白激酶 s( er ien 一 t h er or ien k ian se
,

s T K )结

构
、

功能和抗病机制已明确
,

有可能利用这些基因进 构域及核昔酸结合位点 ( n u d eo it d e b i n d in g s it e ,

,
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6 特性鉴定与品质分析

在选种圃每年进行 田间接种
,

严把病害关
。

人

选品系后还要分别对秆锈病不同生理小种
、

根腐病
、

叶锈病
、

赤霉病等进行鉴定
。

对 品质检测
,

一般从

F
3

代起就进行微量品质分析和 H MW 一 G S 的 S D S

一 P A G E 电泳测 定
。

人选 品系拿 出 1 00 9 种子磨

粉
,

进行面团流变学粉质仪和拉伸仪或用吹泡示功

仪测定
,

进一步明确加工品质的优劣
。

4
.

7 异地及适应性鉴定

人选 品系经一年产量及特性鉴定表现优异者
,

次年参加多点异地适应性鉴定
,

为在不 同生态 区参

加区域试验
,

及早明确是否扩繁提供科学依据
。

纵观本麦 区小麦育种 50 年
,

以常规育种为基

础
,

开展 了多种育种途径
,

育成推广了 210 个优良品

种
,

在生产上大面积更迭品种 4一 5 次
,

单产稳步提

高
,

对本麦区小麦生产发展起到了促进和推动作用
。
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N B) s等 [ l一习
。

残基
。

P t
。
基因的氨基酸序 列分析表 明它含有这 些

L R R 是长度在 24 个氨基酸之 内的多重重复
,

保守的区域
,

而且 tP
。
在离体条件下具有蛋 白激酶

它含有多个亮氨酸或其他亲水残基
,

也可含有较规 的活性
。

tP o 蛋 白的 N 末端含有豆落酞化位点
,

为这

律分配的脯氨酸和天冬氨酸
,

从而决定着含 L R R 蛋 一亲水蛋白提供一个胞外的受体结构域
。

白的晶体结构
。

在功能方面这种富亮氨酸的结构域 N B S 又称为 P 一环
,

具有 A T P 或 G T P 结合活

决定着与配体 ( va
r
基 因的产物 ) 结合的专一性

,

即 性
。

高度保守 的尺 基因产物 中的 N B S 结构域表明
:

决定着寄主与病原的特异性识别
。

核昔三磷 酸是这 些蛋 白发挥 功能所必 需的
。

N B S

含有 S T K 结构域是 R 基 因产物的又一特征
。

结构域在植物抗病 中的作用机制还 不十分清楚
,

未

tP
。 基因的克隆及验证表 明

,

激酶介 导的信号传导 来的研究将集中在核昔三磷酸的合成与水解过程 以

在基因对基因模式的植物抗病 中起着核心作用
,

其 及这些过程对 R 基 因产物活性 的作用等方面
,

核昔

中磷酸化作用的调节是普遍 的机制之一
,

现已确认 三磷酸的结合 可能促进 R 基因产物与其他防御信

了 H 个蛋 白激酶的亚结构域和 15 个保守的氨基酸 号之间的相互作用
。

表 目前克隆到的植物抗病基因

R 基因 植物 病原体 无毒荃因 结构 R 墓因 植物 病原体 无毒基因 结构
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亮氨酸拉链 ( L
e u e i n e Z i p p e r ,

L Z )在真核生物转

录因子的同源及异源二聚体形成 中起着重要作用
,

相似的卷曲螺旋结构域 ( e o i l e d一 e o i l d o m a i n s )促进

了蛋白之间 的相互 作用并 导致许 多其 他功能 的产

生
,

但他们在 R 基因功能中所起的作用却知之甚少
。

尺尸5 2
,

尺尸M l 和 rP f 这三个基因都编码有 L Z 序列
,

同时 N 末端有的还有 L R R 和 N B S v[, 习
。

至于 R 基

因的产物能否参与同源二聚体的形成还没有足够 的

证据
,

人们正在寻找 L Z 与 R 基 因相互作用的蛋 白

产物以求得解释
。

跨膜 受 体激 酶 ( t r a n s m e m b r a n e r e e e p t o r k i
-

n as e )
:

Xa 21 的产物既具有受体结构域又具有蛋 白

激酶结构域
,

Xa 21 基因的获得使编码 L R R 蛋白的

R 基因和那些编码蛋白激酶的 R 基 因之间的关系变

得明朗起来
,

Xa 21 编码 L R R 受体激酶
,

其 N 一末

端与 已知蛋 白相 比是一个膜外结构域
,

这个外部的

L R R 结构域被认 为与细胞质 蛋 白激酶 的跨膜 区域

相结合
。

Xa ZI 基因的蛋白产物与 tP 。 和 尸
r

f 基因产

物的比较结果使人们发现
,

tP
o 和 尸 r f 蛋白可能参

与病原物无毒信号的传导
; 对 tP

。 、

P fr 和 X a ZI 基

因的研究表 明
,

具有一定功 能的蛋 白激酶配体的存

在可能与 R尸5 2
、

fC 一 9 等 L R R 结构基因的产物有

关〔 ,〕 。

抗病基因通常成簇位于植 物基 因组 的特殊 区

域
,

构成一个序列相似的可特异识别不同病原物的

多基 因家族
。

根据抗病基因的分布特点基因家族又
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可分为两种类型
:

第一类基因家族的成员分布在基

因组的不同染色体上
,

如番茄中的 J Z 基因是由多数

成员组成的一个基因家族
,

其成员已被分别定位于

三条不同的染色体上 〔`。〕 ;
第二类基因家族是多个有

关的抗性基因紧密连锁
,

共处于一个复合位点 ( co m
-

p le x lo cu s) 内
,

如亚麻 中的 M 座位也有 7 个锈病抗

性基因紧密连锁 l1[ 」
。

番茄 tP 。 基 因是 由 5 ~ 7 个同

源抗病基因组成的复合位点的一 部分
,

其中 eF
n 基

因是该基 因家族中的一员
,

负责对有机磷杀虫剂的

敏感性
,

与 tP
o 基因有 80 % 的同源性

;

rP f 基因是和

尸t 。 基因紧密连锁的另一个位点
,

番茄对病原物 .P

勿 ir gn ae
·

rP
.

oT 爪at
。 ( sP t) 的抗性依赖于 tP

。
和

尸 r

f 基 因的同时表达
。

基 因家族的存在与抗病基因

中碱基的插入和缺失有关
,

同时也表明 R 基 因的进

化过程中不同的植 物间具有相似的遗传机制
。

R 基

因家族中的不同成员在对病原物的特异性识别过程

中有一定的作用
,

或不同的成员在对同一病原物抗

性的信号传递中起重要作用
。

2 植物抗病基因的克隆方法

植物抗病基因的克隆方法主要有转座子标签技

术 ( t r a n s p o s o n t a g g i n g )
,

图位 克 隆技 术 ( m a p 一

b a s e d e l o n i n g )等 [ , , 一川
。

转座子标签技术克 隆基因的基本原理是
:

转座

子或 T 一 D N A 插人到基因内部或邻近位点
,

引起表

型突变
,

然后利用插人 D N A 片段作探针克隆出该突

变基因
,

再利用突变基因作探针从野生型植物中克

隆出野生型基因
,

或用转座子或 T 一 D N A 两端的已

知序列扩增出与之相邻的片段
,

以该片段筛选野生

型的基因组文库
,

分离 出 目的基因
。

第一个利用转

座子标签技术克隆到的是玉米的 于介冷 1基因
,

定位于

第一染色体 的长臂上
,

它的抗病机制不符合基 因对

基因假说
; 番茄的 fC 一 9基 因

、

烟草的 N 基因和亚麻

的 .1 6 基因等也是应用这一技术分离得到的
。

已分

离的植物抗病基 因约 40 写是采用这种技术得到的
。

转座子标签技术运用的前提条件
,

是被操作 的植物

有现成的操作系统或 有成熟的根癌农杆菌转化 系

统
,

以及有效的大规模突变体筛选技术
。

转座子标

签技术也存在一些问题
,

一是大多数抗病基 因并 没

有显性的野生型
,

却有不同的等位基因识别不同的

无毒基因
,

无法用插人失活来标记
; 二是需要构建较

大的转座子标记群体进行反向遗传学分析
。

转座子

的插入频率一般在千分之几到万分之几
,

而且该群

体有可能没有抗病基因的 目标等位基 因
;
再者

,

对每

一个抗病基因构建不同的标记群体非常费时费工
;

三是许多 R 基因位点在减数分裂时是不稳定的
,

象

玉米的 RP I 和 RP
3 位点

,

由重组形成感病的频率要

大大高于由插人失活形成感病表现型的频率 〔’ 5〕
。

因

此
,

很难确定哪种突变是由于重组引起 的
,

哪种是 由

于插人引起的 ; 四是许多植物并没有有效 的标记系

统
,

需要基因工程的方法进行构建
。

图位克 隆又称 定位克隆 ( p o s i t io n a l e l o n i n g )
,

1 9 8 6 年首先由剑桥大学 的 A l a n C o ul s o n 提出
,

用该

方法分离基因是根据 目标基 因在染色体上的位置进

行的
,

不必预先知道基因的 D N A 序列及其表达产物

的有关信息
,

但应有以下两方面的基本情况
:

一是有

一个根据 目的基因的有无建立起 来 的遗传分离群

体
,

如 F Z
、

D H
、

B C 等
;二是进行以下几项工作

: ①首

先找到与目标基 因紧密连锁的分子标记
,

②用遗传

作图和物理作图将 目标基因定位在染色体的特定位

置
,

③构建含有大插入片段的基因组文库
,

④以与 目

标基因紧密连锁 的分子标记为探 针筛选基 因组文

库
,

⑤用获得的阳性 克隆构建 目的基因区域 的重叠

群
,

⑥通过染色体步行
、

登陆或跳跃获得含有目标基

因的大片段克隆
,

⑦通过亚克隆获得含有 目的基 因

的小片段克隆
,

⑧通过遗传转化和功能互补试验最

终确定 目标基因的碱基序列
。

图位克隆技术的发展

大大加速了抗病基因的克隆
,

利用该技术克隆到的

抗病基因有番茄 的 tP o 基因
、

fC 一 2 基 因
、

拟南芥

R尸5 2基因
、

R PM 基因
、

N P R I 基因和水稻的 Xa 2 1
、

Xa l
、

iP 一 b 基因等
。

番茄的 tP 。
基 因是第一个定位

克隆到的抗病基因
,

符合基因对基 因模式
。

已 分离

的植物抗病基因约 60 %是通过这种策略完成的
。

图

位克隆 目前只适用 于基因组相对较小
,

重复序列较

少的作物
,

对于象小麦
、

大豆等基因组较大
,

重复序

列较多的作物还难以利用
。

P C R 技术已应用于 R 基因的分离和克隆
,

它的

根据就是 R 基因具有高度保守的区 域
,

依此保守 区

域的序列设计引物来分离基 因
,

这种方法称为基于

同源序列的候选基 因法
,

为克隆新的植物抗病基 因

提供 了一条快捷的途径
。

L ie s et r
等哪〕根据番茄和

拟南芥抗病基 因保守序列设计 P C R 引物对 马铃薯

的 D N A 进行扩增
,

得到的扩增产物与已知的抗病基

因有同源性
,

并与马铃薯的线虫抗性基因位点 份
口 1

和晚疫病 ( hP y t o p h t h o r a i n fe
s t a n s ) 抗性基因位点

R 7 连锁
,

这些基因片段还与番茄和烟草的一些抗性

位点共分离
。

S h e n
等 17[ 〕根据拟南芥 R尸5 2 基因和

烟草 N 基因 N B S 保 守序 列设计引物
,

分别从葛首

( 反 tt u c 。 )基因组 D N A
、 。 D N A 和 B A C 文库 中扩增



4期 王晓萍等
:

植物杭病基 因研 究进展 4 5

抗性候选基 因 ( r e s i s t a n e e g e n e 。 a n di da t e s ,

R G C S )
,

获得 的序列被分为 四类
,

它们具有开放读码框并成

簇存在
,

其中两类还被定位于已知抗病基因簇 中
,

这

些 R G C s
序列 中含有与拟南芥 R尸M l

、

尺尸5 2基因相

似的从 R
、

N B S 区域
,

进一步证明它们 可能是抗病

基因
。

C o l li n s
等 [` 8〕根据 N B S一 L R R 抗性蛋 白中的

N B S 保守序列 P C R 引物扩增 玉米基因组 D N A
,

得

到了 n 类序列
,

其预期 产物与 N B S 一 L R R 抗性蛋

白具有高度 的氨基酸一致性
; 以这些抗 病基 因类似

物 ( r e s i s t a n e e g e n e a n a l o g s ,

R G A S ) 为探针研究 玉

米的 20 个 R F L P 位点
,

部分被定位于病毒和真菌抗

性基 因附近或与 锈病抗性基 因位点 印 1
、

rP 3 共分

离
。

K a n az in 等〔 `叼 根据已知抗病基因保守序列设计

引物
,

从大豆基因组 中扩增出相关序列
,

至少被分为

9 类抗病基因类似物
,

并把他们定位到 8 个不 同的连

锁群上
,

几个 R G A 位点靠近已知抗病基 因
。

S p e ul
-

m an 等 20[ 〕根据烟草 N 基 因和拟南芥 R P S Z 基 因的

N B S 保守序列设计引物扩增拟南芥基 因组
,

产物与

抗病基 因 尺尸5 2
、

R尸M I
、

N
、

L 6 的序列 相似
,

通 过

C I C一 Y A C 文库确定了这些基 因片段在拟南芥基因

组中的位置
,

位于一系列抗病基 因附近
,

如 R尸5 5
、

尺八C l 求尸P g 等等
。

F e u i l l e t 等〔2 `〕利用丝一苏氨酸

蛋白激酶中两个保守结 构域设计引物
,

从小麦叶片

中用反转录 P C R 扩增的方法
,

克隆了一个基因片段

( w p k5 6 )
,

通过近等基因系进行 R IF 尹 分析
,

将其定

位到小麦抗叶锈病基 因 L
r

lo 位点上
,

可作 为 L r

10

的候选基 因
。

G o o d w in 等卿 J 根据抗病基 因保 守序

列设计引物扩增小麦抗 白粉病近等基因系
,

扩增产

物被分成四类
。

应用同源序列侯选基因法时需要考虑这样几个

问题
:

1) 难以预测拟克隆的 目的基因属于哪一类型

基因
,

根据保守序列设计引物时要考虑全面
; 2) 植物

中有许多与 L R R 或 N B S 序列同源的基因
,

它们并

不都与抗病性相关
; 3) 抗病基因成簇分布

,

难以判断

克隆的基因片段是否为 目的基因
。

因此
,

对 P C R 的

扩增产物需要进行序列分析与抗性共分离分析
,

通

过开展作图
、

定位
、

插人失活
、

遗传转化和功能鉴定

等大量的工作
,

才有可能筛选到目的基 因
。

其他分离抗病基 因的方法还有利用已知的 R 基

因作探针去筛选基因组 文库或
c D N A 文库

,

利用特

定 R 基因的抗体分离同源基因或搜索计算机数据库

确认与已知基因相似的 E S T 序列等
。
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:

玉 米杂交种绥 玉 8号选育及推 广 5 1

四单 9 1增产 5 1
.

5 %
。

2
.

2省区域试验

8 9 9 1一 19 9 9年参加省区域试验
,

两年 9 点次试

验
,

9 点增产
,

年平均产 量分别 为 9 12 7
.

I k g / h m
Z 、

8 4 4 2
.

7 k g / h m
Z ,

比对照四单 1 9 分别增产 1 3
.

2环
、

7
.

6 % (见表 l )
。

2
,

3 省生产试验

2 0 0 0 年升人生产试验
,

5 点试验全部增产
,

平均

产量 9 3 9 5
.

4 k g / h m
Z ,

比对 照 四 单 1 9 平 均增 产

10
.

6%
,

增产幅度 8
.

1肠~ n
.

4 % (见表 2 )
。

表 1 区域试验产量结果

试验地点
产 量 ( k g / hm Z ) 比对照增产 (% )

1 9 9 8 年

8 8 90
.

0

9 6 2 0
.

0

1 9 9 9 年

8 50 0
.

0

8 2 1 9
.

0

9 5 4 2
.

9

75 0 8
.

9

19 9 8 年 1 9 99 年

安达第一良种场

嫩江农科所

大庆种 子公 司

龙江职教 中心

泰来种子公司

杜蒙第一 良种场

X

几
.

飞

9 3 99
.

5

9 50 0
.

0

8 22 6
.

0

9 12 7
.

1 8 4 4 2
.

7

1 1
.

1

2 1
.

7

1 2
.

2

1 3
.

2

4
.

9

1 1
.

6

9
.

2

4
.

7

7
.

6

表 2 生产试验产最结果

年份 试验地点
产量

( k g / h m Z
)

与对照 比
( % )

对照品种 处理意见

安达第一 良种场

嫩江农科 所

2 00 0 杜蒙种子公 司

龙江职教 中心

泰来种子公 司

X

7 0 4 4
.

0

1 16 4 1
.

9

5 9 0 0
.

0

9 6 8 0
.

0

1 2 7 1 0
.

9

9 3 9 5
.

4

1 08
.

1

1 0 9
.

4

1 1 1
.

3

1 12
.

6

1 1 1
.

4

1 10
。

6

四单 19

四单 19

四单 19

四单 1 9

四单 19

推广

提审

示推

3 特征特性
3

.

1 植物学特征

绥玉 8 号拱土能力强
,

幼苗生长健壮
,

芽鞘紫红

色
,

植株生长繁茂
,

大斑病接种鉴定发病率 12
.

8 %
,

株高 2 70 c m
,

穗 位 1 3 0 Cm
,

空 秆率 0
.

5 %
,

双穗率

4 %
。

3
.

2 生物学特性

经多年所 内试验观 察
,

绥玉 8 号 出苗 至成熟

1 2 O d (绥化 )
,

需 ) 1 0 oC 活动积 温为 2 S 0 0 0C
。

根据

区域试验两年 9 点次汇总结果
,

生育 日数 123 d
,

活

动积温 2 5 6 7
.

4 oC
。

3
.

3 经济性状

绥玉 8 号子粒黄色
,

粒型 中齿
,

粒 行数 16 一 18

行
,

行粒数 48 粒
,

百粒重 30 9
,

淀粉 69 .5 8%
,

赖 氨

酸 0
.

38 写
,

粗蛋白 8
,

68 % ;
粗脂肪 4

.

89 戈
。

4 栽培技术要点

绥玉 8 号属中秆大果穗型品种
,

在土质较肥 活

的中上等地块种植增产潜力 大
。

种子拱土能力强
,

易抓苗
,

幼苗发育快
,

植株生长健壮
,

种植适宜密度

5
.

0一 6
.

0 万株 / hm
“ ,

播种时施底肥农家肥 3 万 k g /

h m
,

以上
,

种肥硫酸钾加磷酸二按各 1 5 0 k g / hm
Z ,

或复合肥 2 0 0 ~ 4 5 0 k g / hm
Z 。

幼苗在 4 ~ 5 ]
广

叶时

定苗
,

5一 6 片叶时进行第一次锄草 中耕
,

12
, J

13 片

叶时进行二次锄草中耕
,

并结合第二次中耕追施 尿

素 2 0 0一 4 5 0 k g / hm
Z 。

适应区域
:

绥玉 8 号适宜黑龙江省第一积温带

下限及第二积温带种植
,

即 四单 19 种植 区
。

制种技术
:

父母 本同期播种
,

种植 比例为 1 : 4

或 1 , 5
,

种植密度 6
.

0 万株 / hm
“
左右

。

(上接第 45 页 )

p la n t d i s e a s e : e s i s t a n e e 〔J〕
.

C u r r O p in P la n t B i o l
,

2 0 0 0 ,

3
:

12 5
一

1 3 1
.

C o ll in s N
,

D r a k e J
,

A y li f fe M
,
S u n

Q
,

E ll i s J
,

H u lb e r t S
,

P r y o r T
.

M o le e u la r e h a r a e t r i z a t i o n o f t h e m a i z e R p l一 D r u s t

r e s i s t a n e e h a p lo t y p e a n d i t s m u t a n t s [ J ]
.

P la n t C e l l
,

1 9 9 9
,

1 1

( 7 )
:

1 36 5
一
1 3 7 6

.

L e i s t e r D
,

B a l lv o r a A
,

S a la m in i F
,

G e b h a r d t C
.

A P C R 一

b a s e d a p p r o a e h f o r i s o la t in g p a th o g e n r e s i s t a n e e g e n e s f r o m

p o t a t o w i t h p o t e n t i a l f o r w id e a p p lie a t i o n in p la n t :
[ J ]

.

N a -

t u r e G e n e t i e s ,

1 9 9 6
,

1 4
: 4 2 1

一 4 2 8
.

S h e n K A
,

M e y e r s B C
,

I s la m 一 F a r id i M N
,

C h i n D B
,

S t e ll y

DM
,

M i e h e l m o r e R W
.

R e s i s t a n e e g e n e e a n d id a t e s id e n t i fi e d
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