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摘要 目的：通过同源克隆获得了花生闽花 6 号的 RGA 片段，为其抗性的研究及抗性育种提供了参考资料。方法：试验分为两组：

其一通过利用抗性基因的 NBS 保守区所设计的简并引物对花生品种闽花六号进行了 RGA 片段扩增，其二结合已登录的花生

RGA 片段序列经过多元比对后设计简并引物进行 RGA 片段的扩增及序列分析；分析比较两组克隆方法的效果。结果：测序分析

表明：前者 20 条随机测序序列中没有一条与已知 RGA 片段序列相似；后者 20 条随机测序序列中有 18 条为 RGA 片段序列，其

登录号为 GenBank EU639668-EU639685。结论：前一种方法克隆扩增 RGA 基因片段的效率很低，而后一种方法克隆扩增效果更

好，这为闽花 6 号花生的遗传改良提供了理论基础。
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前言

花生是世界上五大重要的经济与油料作物之一；尽管在近

几年里，花生的分子、功能基因组学等相关方面的研究已取得

长足的进步，但和别的物种比起来，进展仍显缓慢，且明显和其

在人们生活中的地位不相符。而且随着经济的迅猛发展和人们

生活水平的日益提高，人们对食物品质和自身健康日益关注。
花生在生产、运输及保存过程中易受到多种病害、虫害的侵袭

而影响其品质；通过使用化学农药可以在一定程度上防止病

害、虫害的发生，但其容易造成环境污染及食物本身上的农药

残留过量。所以试图通过化学药物的使用来控制病虫害的发生

是不可行的，需要寻找新的有效的途径来加以防治。生物防治

成为了人们的必然选择。生物防治包括生防菌的发现和使用、

生物本身抗性的改良和提高。本文侧重于抗性的改良和提高方

面。目前对作物抗性的改良和提高主要集中在：一是通过传统

的遗传育种手段杂交来实现：利用和已知的具有某抗性的品种

杂交来提高和改良具有另外优良性状的品种，这是目前取得相

当成效的手段，但该方法具有周期长，且具有随机性和结果不

确定性；二是通过基因工程的应用来提高，就花生抗性而言，就

必须首先获得具有该功能的抗性（相关）基因序列的全长。而不

管是通过利用探针来筛选文库获得全长，还是通过 RACE 技术

来获得，都必须先获得抗性相关基因的序列片段，即 RGA 片

段。本文分析比较了两种不同方法获取闽花 6 号花生 RGA 片

段的的扩增效果，为其进一步研究打下基础。

1 材料与方法
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1.1 材料

1.1.1 植物材料 花生品种闽花 6 号的叶片，用于提取 DNA。
1.1.2 引物序列 （1）根据已知抗病基因的蛋白质多元比对设计

的引物序列[1]：

PRGA-fwd 5'GGNGGNGTNGGNAANACNAC3'；
PRGA-rev 5'ARNGCTARNGGNARNCC3'

由于其测序结果比对后显示均不与已知的抗性相关基因

序列具有相似性，故在后面的结果中不再显示其相关结果。（2）
根据 RGA 片段的多元比对所设计的引物序列：PRGA：PRGA
f-76：5' CAGTTTTGCTTRAAGGCATTC 3'；PRGAr-375：5' AT-
GCAAGTYCCTTTGTCACG 3'；PRGAr-476：5' CAATA-
GATTGTGTGATGSATTTGAA 3'

I，inosine. Degeneracy code：N = A,G,C or T；R = A or G；

H = A,C or T；S = C or G；V = A,C or G；W = A or T；Y = C or
T；K = G or T；B=C or G or T；D=A or G or T；M=A or C.
1.2 方法

1.2.1 DNA 的提取 本实验采用 CTAB 法提取 DNA，参照植物

基因工程[2]。
1.2.2 RGA 片段的扩增 PCR 反应成分与程序如下：

PCR buffer 3.0ul
dNTPs 2.4ul
template 1.0ul（DNA）

primers 1.5ul×2
Taq 0.5ul
ddH2O 20.1ul

30ul
94℃，3min；10 cycle (94℃，45S，50℃，30s，72℃，90s)，25

(94℃，45S，47℃，30s，72℃，110s)；72℃，10min，4℃，终止。值

得说明的是这里的 PCR buffer 不同于一般的 PCR buffer，它

的 Mg2+ 离子浓度为 2.5mmol/l，而不是 1.5mmol/l。
1.2.3 重组克隆的提取验证及 DNA 序列分析 用碱裂解的方法

进行重组质粒 DNA 的提取；测序委托南方人类基因组研究中

心进行。序列相似性分析，采用 BlastN 进行。阅读框分析采用

ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)和 手 工

进行；多元比对采用 CLUSTERW 进行；系统进化树构建采用

DNAMAN MegAlign 软件分析。

2 结果与分析

2.1 花生叶 DNA 的提取

从图 1 可知，DNA 带型清晰，无 Smear 带，可见 DNA 没有

断裂，提取结果良好。完全能满足后续实验要求。
2.2 目的片段回收后检测

从图 2 可知扩增效果结果良好，可以继续进行下一步的

TA 克隆。
2.3 RGA 片段的测序结果

送去测序的序列测序结果基本正常，去除载体序列，经

BlastN 分析，20 条序列中有 18 条序列与已登录的 RGA 序列

具有很高的相似性；经 ClustalW 分析，没有两条序列完全相

同。标记为 RGA1-RGA10 的序列目的片段大小为 300bp 左右，

标记为 RGA6 的这条序列 BlastN 分析为载体序列。标记为

RGA11-RGA20 的序列片段大小为 400bp 左右，标记为 RGA19
的这条序列前面部分与已登录的 RGA 序列有很高的相似性，

但 后 面 有 载 体 污 染。剩 下 的 序 列 登 录 号 为 ：GenBank
EU639668-EU639685。

2.4 RGA 序列的 ORF 分析与系统树构建

阅读框分析表明这 18 条序列中只有两条序列含有连续的

阅读框，其余的 16 条均含有两个及以上的终止子。这个比例和

Bertioli et.al 及 Bayram et.al 的结果相比带连续阅读框的比例

明显偏低，这可能与选用的材料有关。所构建的系统树如下，所

得 序 列 明 显 分 为 两 类 ， 即 TIR-NBS-LRR 类 和

NON-TIR-NBS-LRR 类。且两类中的序列数目大致相等。与

Bertioli et.al 及 Bayram et.al 的研究结果略有不符：这可能是我

们所使用的引物后推的原因的所致。其中 rrs1-r 为 RRS1 的对

应区域的序列，C8D6S4-AX-400、C8S5-AYX-370r 和 GN3-6 为

已知的花生 RGA 序列；这四条序列均为 TIR-NBS-LRR 类。另

外的序列为本次研究所获得并登录的序列。

图 1 1% DNA1%非变性琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig. 1 1% non-denaturing agarose-gel electrophoresis of DNA

图 2 RGA 片段的胶回收后电泳检测

Fig. 2 1% non-denaturing agarose-gel electrophoresis for recovered RGA

fragment
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3 讨论

3.1 关于同源克隆策略的讨论

Bertioli et.al（2003）[3]利用 6 对简并引物对一个栽培种和四

个野生种花生进行了 RGA 片段的扩增，其测序的序列中有

50%（664/1333）为 NBS 编码的；Bayram et.al（2005）[1]也利用 6
对引物对花生栽培种进行了 RGA 片段的扩增，RGA 这对引物

所测序的序列中有 75%（129/171）为 NBS 编码的。我们利用该

对引物对花生栽培种闽花 6 号进行了 RGA 片段的扩增，但其

所测序的 20 个克隆中没有一条序列是 NBS 编码的。原因可能

是该引物在闽花 6 号中不具有可转移性或者是一次偶然的结

果。同时我们在 Bertioli et.al 和 Bayram et.al 研究的基础上，利

用其已登录的 RGA 序列按类进行多元比对，然后根据保守区

设计引物对闽花 6 号进行扩增，其测序的 20 个克隆中有 90%
（18/20）是 NBS 编码的；比 Bertioli et.al 和 Bayram et.al 所获得

的得率都要高，原因可能是引物简并度相对较低和核苷酸保守

区在闽花 6 号中的可转移性好。
从本实验来看，根据蛋白多元比对设计的引物扩增结果不

如直接根据已知的 RGA 序列多元比对（和 NCBI 上的 POP 相

似）设计的引物扩增的结果。原因有可能是与简并引物的简并

度和可转移性有关。而且该结果也和 Bertioli et.al 和 Bayram et.
al 结果基本一致：扩增所获得的序列中有很多序列是非 NBS
编码的。这些序列的存在限制了直接利用扩增产物做为探针对

文库进行筛选。因此应尽可能地提高目的序列的含量。
因此笔者认为假如同一物种的 RGA 序列或相近物种的

RGA 序列已知，可考虑直接利用其来进行 RGA 片段的扩增。
这样可以大大提高克隆的阳性率，并且也意味着 PCR 产物中

含有更大比例的目的片段。为 RGA 的后续研究利用提供了一

条捷径。
3.2 RGA 标记及其展望

RGA 标记比一般的分子标记如 RAPD 或 RFLP 要优越，

在原理和特征上应该与 SSR 甚至 EST-SSR 大致相同。它不仅

可用于揭示品种的遗传差异，而且还可以反映品种的功能，有

助于选择品种组合和控制病害。
目前，RGA 分子标记的方法已经在多种植物中广泛应用，

分离得到的 RGA 在 GeneBank 上记录的已达到 200 多种[4]。随

着分子生物学技术的飞速发展，植物的抗病特性逐渐被应用于

育种实践中，这样就可以避免化学药物防治对环境和人类造成

的破坏和危害。
基于 RGA 方法的克隆抗病基因的策略己为人们公认，其

优越性表现在获取 RGA 的技术简便、RGA 与抗病基因直接相

关。将 RGA 技术与其它基因操作技术相结合，为抗病基因的克

隆和分析提供了简捷的途径。但 RGA 方法也有其局限性，由于

LRR 和 LZ 等结构域并非抗病基因所独有，分离到的 RGA 必

须与抗病性状进行连锁鉴定，或者进行突变表达分析。此外，对

于那些缺乏现有保守序列的抗病基因，使用该方法进行克隆是

无能为力的。
RGA 法作为近些年发展起来的新型分子标记方法，凭借

其与抗病基因的较高相关性，已得到广泛的认可和支持。利用

该方法已获得了不同植物的大量 RGA[5-12]，为创造实用价值提

供了基础。通过分离 RGA 来克隆 R 基因或得到与 R 基因紧密

连锁的分子标记，尤其是对具有复杂基因组的物种来说，是相

对简便的一种标记方法[13]。
可以预见 RGA 在植物抗性甚至是人类疾病防控方面将发

挥越来越大的作用，尤其对那些基因组大非模式生物但又具有

重要的经济价值或应用价值的作物而言更具有不可估量的应

用价值。所以说进行 RGA 片段的克隆与分析对后续的研究和

利用是必要的前提工作，且具有重要的理论与现实意义。
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