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摘  要：从全基因组水平鉴定了 87 个甘蓝 NLR 基因家族成员，并对其进行了进化分析和表达分析。

基因结构和 motif 组成分析表明，87 个基因可分为 5 个亚类：NB-LRR（34 个）、CC-NB-LRR（6 个）、

TIR-NB-LRR（45 个）、RPW8-NB-LRR（1 个）和 CC-TIR-NB-LRR（1 个）；染色体定位分析表明，该家

族基因在 9 条染色体上呈不均匀地单一或成簇分布；进化分析表明，甘蓝 35 个 NLR 基因与白菜 NLR 基

因存在同源关系，其余 52 个基因为甘蓝特有；利用转录组数据分析了参与甘蓝枯萎病、黑腐病、根肿病、

霜霉病、白粉病等抗性应答相关的差异表达基因，发现参与不同病害胁迫抗性应答反应的 NLR 基因差异

较大，这可能与不同 NLR 基因对不同病原特异性识别有关。 
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Abstract：In this study，based on the reference genome we identified 87 NLR family genes in 

Brassica oleracea and performed evolution，comparative，and expression analysis. Gene structures and 

motif composition analysis indicated that the 87 NLR genes were assigned to five subclasses：NB-LRR

（34），CC-NB-LRR（6），TIR-NB-LRR（45），RPW8-NB-LRR（1）and CC-TIR-NB-LRR（1）. Chromosome 

location analysis revealed that the NLR genes were unevenly distributed in single or in clusters on nine 

chromosomes. Evolution analysis showed that 35 NLR genes were homologous with Chinese cabbage，

while the other 52 genes were specific to cabbage. Expression profiling of NLR genes identified several  
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differential expression genes related to resistance to Fusarium wilt，black rot，clubroot，downy mildew and 

powdery mildew in Brassica oleracea，and results showed that expression of NLR genes participating in 

resistance response to various diseases exhibited significant difference，which may indicate the specific 

recognition of NLR genes for diverse pathogens.  

Keywords：Brassica oleracea；NLR family gene；resistance；expression profiling 

 

R 基因（Resistant gene）在调控植物抗性应答反应中起关键作用（van der Hoorn & Kamcun， 

2008）。常见的 R 基因类型有核苷酸结合位点—富亮氨酸重复（Nucleotide Biding Site-Leucine Rich 

Repeat，NB-LRR，简称 NLR）、激酶（kinase）、富亮氨酸重复–激酶（LRR kinase）类型、胞外富

亮氨酸重复（extracellular LRRs，eLRRs）类型等，其中 NLR 约占 80%，根据其 N–端结构 NLR 又

可分为卷曲螺旋 CC（Coiled coil）-NB-LRR 类型和果蝇 Toll 蛋白/白细胞介素受体 1（Toll Interleukin 

1 Receptor，TIR）-NB-LRR，以及缺少 N 端结构域的 NB-LRR 等亚类（Jones & Dangl，2006）。 

鉴定植物中 NLR 基因对于抗病品种的选育及抗性机制的研究具有重要的作用。根据基因对基因

假说，植物中 NLR 基因可识别微生物效应物，从而启动植物抗病反应。NLR 基因是抗病基因中最

大的一类，并且在保护植物免受病原体侵害方面发挥着关键作用（van der Hoorn & Kamoun，2008）。

鉴定、分离 R 基因是探索其作用机制和将其应用于抗病育种的前提条件。至今为止，已通过图位克

隆、生物信息学等手段鉴定了 200 个左右的 R 基因，其中多数为 NLR 类型。如烟草抗花叶病毒基

因 N（TIR-NBS-LRR 类型）（Whitham et al.，1994）、番茄抗枯萎病基因 I-2（CC-NBS-LRR 类型）

（Ori et al.，1997）、甜瓜抗枯萎病基因 Fom-2（NB-LRR 类型）（Joobeur et al.，2004）、白菜抗根

肿病基因 CRa，Crr1a 和 CRb（TIR-NBS-LRR 类型）（Ueno et al.，2012；Hatakeyama et al.，2013；

张腾，2015），甘蓝抗枯萎病基因 FOC1（TIR-NBS-LRR 类型）（Pu et al.，2012；Lv et al.，2014）

等。目前在多个物种的全基因组范围内鉴定分析了 NBS 家族基因，如番茄、拟南芥、白菜、甘蓝

（Meyers et al.，2003；Mun et al.，2009；Yu et al.，2014），这些研究为揭示植物抗病机理和选育

抗病品种提供了基础（Dangl et al.，2013）。 

结球甘蓝（Brassica oleracea var. capitata）简称甘蓝，是世界各地广泛种植的十字花科芸薹属

蔬菜作物，在中国的年栽培面积已达到 90 万 hm2（方智远，2008）。近年来，随着栽培面积的逐渐

增加和栽培方式的变化（如高密度、连作等），甘蓝枯萎病、黑腐病、根肿病等病害也日趋严重，迫

切需要培育抗病品种（李明远 等，2006；Jensen et al.，2010；Liu et al.，2017a；孔枞枞 等，2018）。

基于已公布的甘蓝基因组，本研究中拟利用生物信息学和组学分析等手段，从甘蓝全基因组范围鉴

定 NLR 基因家族成员，研究其结构、进化等，并在多种病害相关转录组中研究其表达特性，以期为

这些基因分子机制的研究以及在抗病育种中的应用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  转录组数据 

本试验于 2017 年 9—11 月在中国农业科学院蔬菜花卉研究所进行。 

枯萎病接种参考吕红豪等（2011）的方法，采用浸根法。菌液制备：用 CM（complete medium）

液体培养基摇菌（28 ℃、200 r · min-1、72 h），4 层纱布过滤除去菌丝后调孢子浓度至 1 × 106 cfu · mL-1

备用。接种：将三叶期甘蓝幼苗拔起洗掉根部泥土，在孢子悬浮液中浸根 15 min，然后将幼苗移栽
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到装有灭菌土的培养钵中，于温室培养（白天 28 ℃，夜间 23 ℃）。分别取接菌后 3 和 6 d 的抗病

材料‘96-100’的根样品（R3、R6）及感病材料‘01-20’的根样品（S3、S6）（表 1）。 

黑腐病接种参考孔枞枞等（2018）的方法，采用幼苗期喷雾法，制备黑腐病菌液：用营养肉汤

培养基（Nutrient broth medium，NBM）摇菌（28 ℃、200 r · min-1、24 h），无菌水调至浓度 1 × 108 

cfu · mL-1（OD600 = 0.2）备用。接种：将长至 4 ~ 6 片真叶的幼苗（约苗龄 30 d）移入鉴定室内，

浇透水并盖塑料膜保湿 12 ~ 24 h （15 ~ 20 ℃），第 2 天早上用医用喉头喷雾器将菌液均匀喷洒到

植株叶片上，以叶片无液滴滴落为度。接种后继续保湿，24 h 后除去薄膜，于 20 ~ 25 ℃室温下培养。

接种 11 d 后，取黑腐病抗性材料‘20-2-5’的发病叶和正常叶（KB2-11k、KB2-11g）及感病材料‘01-20’

的发病叶和正常叶（KB7-11k、KB7-11g）（表 1）。 

调查结球期甘蓝发病情况，分别取结荚期‘D157’的白粉病发病叶（QBF_S）和正常叶（QBF_R），

取结球期‘01-20’的霜霉病叶（SMB）和正常叶（120-WY），取结球期‘01-20’的黑斑病叶（BR）

和正常叶（120-QY）。 

 
表 1  本研究中用到的转录组信息 

Table 1  Transcriptome information used in this study 

转录组数据来源 
Source of  
transcriptome data 

病害名称 
Disease name 

取样时期 
Sampling time 

取样部位 
Different analysis groups 

样品名称 
Sample name 

本研究 
This research 

枯萎病 
Fusarium wilt 

接种后 3 d 和 6 d 
3 d and 6 d after inoculation 

抗/感材料的根 

Root of resistant/susceptible varieties 
R3、R6、S3、S6 

黑腐病 
Black rot 

接种后 11 d 
11 d after inoculation 

抗/感材料的发病和正常叶片 

Disease and undiseased leaves of resistant/ 
susceptible varieties 

KB2-11K、KB2-11g、
KB7-11K、KB7-11g 

白粉病 
Powdery mildew 

结荚期 

Pod bearing period 
发病/正常叶片 

Diseased/undiseased leaf 
QBF_S、QBF_R 

霜霉病 
Downy mildew 

结球期 

Heading stage 
发病/正常叶片 

Diseased/undiseased leaf 
SMB、120-WY 

黑斑病 
Black spot 

结球期 
Heading stage 

发病/正常叶片 

Diseased/undiseased leaf 
BR、120-QY 

NCBI
（SRR955313/14） 

根肿病 
Clubroot 

 抗/感材料的叶片 

Leaf of resistant/susceptible varieties 
C1220、C1176 

 

1.2  甘蓝 NLR 家族基因成员的全基因组鉴定 

所有与甘蓝基因组数据相关的文件在甘蓝数据库中下载（http：//www.ocri-genomics.org/bolbase/ 

index.html）。用 HMM（hidden markov model，隐马尔科夫模型）HMMER 3.0 对甘蓝的蛋白数据进

行扫描（NB-ARC PF00931）（http：//Pfam.sanger.ac.uk）（Punta et al.，2012），根据 E-value < 1 × 10-20

进行初步筛选。获取第 1 部分候选基因，提取其蛋白序列，利用 HMMER 3.0 进行本物种特有的隐

马尔科夫模型建立。建立完成后再次进行扫描，根据 E-value < 0.01 进行初步筛选，获取候选基因。

同时利用 TIR（PF01582）、RPW8（PF05659）和 LRR（PF00560、PF07723、PF07725 和 PF12799）

6 个模型对这些蛋白的其他结构域进行分析扫描，获取初步 NLR 候选基因并根据结构域进行分类。

从 NCBI 下载植物的 NLR 蛋白序列作为 query（blast 使用序列），同时利用蛋白序列作为库文件进

行 BLASTP 比对。对结果进行筛选，获取第 2 部分候选基因，筛选标准为 E 值 < 10e-10，比对长度 > 

100。将以上两部分候选基因合并去重复，利用 NCBI-CDD search（NCBI-CDD domain 分析）扫描

候选基因的蛋白序列，根据结构域进一步确定家族成员，根据其在染色体上的位置进行命名（家族
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成员命名）。 

采用同样的方法预测出大白菜（http：// brassicadb.org/）NLR 基因并用于进化分析。 

1.3  甘蓝 NLR 家族基因染色体定位和复制分析 

分别从 Bolbase（Yu et al.，2013）和 BRAD（Cheng et al.，2011）数据库下载蛋白序列 GFF（general 

feature format）文件，获得 NLR 基因在甘蓝和白菜染色体上的物理位置，绘制 NLR 基因在染色体

上的分布图（Ferraiolo et al.，2003），用 BLAST 程序（Altschul et al.，1997）鉴定串联复制基因，

筛选条件为 E 值 ≤ 1e-20。 

1.4  甘蓝 NLR 家族基因的 motif 分析和结构分析 

利用 MEME（http：//meme.nbcr.net/meme3/meme.html）进行家族基因的分析，设定 motif 最大

数为 20，motif 最宽 ≥ 50。用 InterProScan 在 InterPro 数据库对 MEME motifs 进行搜索（Quevillon 

et al.，2005）。利用 GSDS2.0（http：//gsds.cbi.pku.edu.cn/）根据基因组注释数据进行家族基因的基

因结构分析，并结合进化树进行作图。 

1.5  甘蓝 NLR 家族基因的同源分析 

利用 MCscanX 软件（Tang et al.，2008）并根据基因 CDS 序列相似性 Blast 查找串联重复和加

倍基因（比对长度 > 两条序列中最长的 75%，对齐序列相似性 > 75%的同源序列），得到的串联重

复和加倍基因根据染色体文件利用 circos 软件绘制圈图（Krzywinski et al.，2009）。利用 DNASP v5

（Rozas et al.，2003）计算串联基因的非同义突变数（Ka）和同义突变数（Ks），并计算 Ka/Ks 比值

以推论选择模式及复制事件的时间。根据每年每同义突变位点的 Ks 值换成百万年复制时间（T），

公式为 T = Ks/2λ × 10-6 Mya，其中 λ = 6.5 × 10-9（Gaut et al.，1996）。  

1.6  甘蓝 NLR 家族基因的进化分析 

根据家族基因的蛋白序列中的保守区域，利用 Clustal W（Thompson et al.，1994）进行联配，

同时利用 MEGA（Tamura et al.，2011）根据联配结果进行 NJ（Neighbor join）进化树作图（bootstrap = 

1 000），并结合白菜的数据进行进化树分析。 

1.7  甘蓝 NLR 家族基因的表达分析 

根据转录组结果找到所有基因的表达量值即 FPKM，筛选出 NBS 基因的 FPKM。删除表达量在

所有样品中均为 0 的基因，并利用 pheatmap 绘制 FPKM 聚类热图（Eisen et al.，1998）。 

1.8  相关 NLR 基因的 qRT-PCR 验证分析 

    为了验证转录组数据中分析的差异表达基因，随机挑选基因做 qRT-PCR 分析，取甘蓝叶片提取

RNA，每基因 3 个生物学重复，重复 3 次。引物用 primer 3 在线设计（http：//primer3.ut.ee/），内参

基因为甘蓝 actin，RNA 提取试剂盒为 RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN），反转录试剂盒为 PrimeScript 

RT reagent Kit with GDNA Eraser（Perfect Real Time）（TaKaRa），荧光定量试剂盒为 TB Green Premix 

Ex Taq II（TIi RNaseH Plus）（TaKaRa）。荧光定量仪器为 Bio-Rad CFX96TM Real-Time System。相对

表达量用 2-∆∆CT 计算，作图数据为以 2 为底基因相对表达量的对数值。 
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2  结果与分析 

2.1  甘蓝 NLR 家族基因的全基因组鉴定     

为了鉴定甘蓝中 NLR 家族基因，用 HMM 分析了 LRR、NBS、TIR、RPW8、CC 功能域并进行

了序列 Blast 比对分析。共鉴定出 87 个 NLR 家族基因，包括 34 个 NB-LRR、6 个 CC-NB-LRR、45

个 TIR-NB-LRR、1 个 RPW8-NB-LRR 和 1 个 CC-TIR-NB-LRR。与 Yu 等（2014）报道的拟南芥、

白菜和甘蓝相似，TIR-NB-LRR 基因数远大于 CC-NB-LRR，可能是由于 TIR-NB-LRR 基因复制较

多或者 CC-NB-LRR 基因缺失而导致（表 2）。 

 

表 2  NLR 基因在甘蓝、白菜和拟南芥中的统计 

Table 2  Statistics of predicted NLR genes in B. oleracea，B. rapa and Arabidopsis 

来源 Source 材料 Material TIR-NB-LRR CC-NB-LRR RPW8-NB-LRR NB-LRR CC-TIR-NB-LRR 
合计 
Total 

本研究 
This research 

甘蓝 B. oleracea 45 6 1 34 1 87 

Yu et al.，2014 甘蓝 B. oleracea 40 6 — 24 — 70 
 白菜 B. rapa 93 19 — 27 — 139 
 拟南芥 Arabidopsis 79 17 — 20 — 116 

 

根据基因组注释文件，分析了 87 个 NLR 基因在 9 个染色体上的位置，根据染色体长度信息及

87 个基因信息构建了染色体位置图（图 1）。由于参考基因组组装尚不完善，87 个基因中有 23 个基

因（26.4%）未锚定。每条染色体都包含了一些 NLR 基因，出现在染色体的端粒末端、近着丝粒区

和中间区域等，但分布不均，其中定位在染色体上的 64 个（73.6%）基因中有 37 个（55%）基因成

簇存在，27 个单独存在。Yu 等（2014）研究发现在 7 号染色体上基因分布最多，77.1%的基因定位

在染色体上，22.9%未锚定，成簇存在的基因占 60.3%。本研究中 NLR 基因分布与 Yu 等（2014）

的结果相近。 

2.2  甘蓝 NLR 家族基因的 motif 和结构分析及进化分析 

分析鉴定出甘蓝 NLR 家族基因的 10 个保守的 motif。大部分基因均包含 motif 5 基序（图 2），

其是 NLR 比较重要的基序，其保守氨基酸序列为：RIEESRIAIVIFSSRYTESTWC LDKLVKI。利用

GSDS2.0（http：//gsds.cbi.pku.edu.cn/）根据基因组注释数据进行了家族基因的基因结构分析，根据

NLR 进化树，基因 motif 结果和基因结构信息，绘制进化树图（图 3）。由图 3 可知大多数亲缘关系

近的基因拥有相似的 motif 组分，表明 NLR 同一分组内的基因具有相似的功能。其中有些基因没有

注释到 motif（浅蓝、粉红和绿色背景）。浅蓝色和绿色背景的基因除了 BoNLR80 外均为 NB-LRR

类型，进化分析也表明基因 BoNLR80（RPW8-NB-LRR）与 NB-LRR 亲缘关系更近，粉红色背景的

7 个基因中除 BoNLR30 外均属于 CC-NB-LRR 类型基因，BoNLR18 的基因类型为 CC-TIR-NB-LRR，

但归类到 TIR-NB-LRR 基因类型内，说明该基因与 TIR-NB-LRR 功能更相近。其余未标注的分组均

为 TIR-NB-LRR 或者 NB-LRR 类型的基因。进化分析结果表明，本研究中鉴定出的所有 6 个

CC-NB-LRR 基因 BoNLR15、BoNLR60、BoNLR31、BoNLR32、BoNLR2 和 BoNLR46 都聚到一起，

BoNLR30 基因跟这 6 个基因聚在一起，表明 BoNLR30 与 CC-NB-LRR 更近，即使 HMM 及 Blast

比对分析结果为 BoNLR30 属于 NB-LRR 类型；另外 NB-LRR 类型基因主要聚类在绿色框标注的分

支，其余未用框标注的大部分基因都为 TIR-NB-LRR 类型。 
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图 1  甘蓝 NLR 家族基因在染色体上的分布 

黑色方框表示成簇存在的基因。 

Fig. 1  Chromosome distribution of NLR genes in Brassica oleracea 

The black box refer to clustered genes. 
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图 2  Motif 5 中的氨基酸组成 

Fig. 2  Amino acid composition of motif 5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  甘蓝 NLR 家族基因进化树（A），motif 组成（B），基因结构（C） 

外显子用紫色条带表示；内含子用紫色横线表示。浅蓝色、粉色、绿色背景为未注释到 motif 的基因。 

Fig. 3  The phylogenetic tree of NLR genes（A），motif composition（B），gene structure（C） 

The exons are shown in purple band；Introns are shown in purple line. Boxed areas of light blue，pink，green indicate genes without motif annotated. 
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2.3  甘蓝 NLR 家族基因的 Ka/Ks 分析 

利用 DNASPv5 进行了家族的 Ka/Ks 分析，共筛选出 4 对基因（表 3），9 条染色体中只有 6 号

染色体上存在加倍基因（片段复制基因），即 BoNLR30 和 BoNLR31，而其余重复基因 BoNLR82、

BoNLR83、BoNLR87 未锚定到染色体，表明有些基因是由于复制产生的，片段重复事件可能对于

推动 NLR 基因进化具有重要的作用。为了分析串联重复和加倍基因的选择压模式，估算了每对 NLR

复制基因的非同义突变（Ka）与同义突变（Ks）的比率 Ka/Ks。一般而言，Ka/Ks < 1 表明通过纯化

选择或者功能制约，氨基酸变化的固定率降低，当 Ka/Ks = 1 表明为中性选择，而 Ka/Ks > 1，表明

这些基因经历了正向选择，该选择利于适应性遗传变异的积累。同时根据每年每个位点 6.5 × 10-9

的突变频率，预估了复制时间（Gaut et al.，1996；Quraishi et al.，2011），4 对基因的复制事件发生

于 0.0000469 到 70.012 百万年。位于染色体 6 上的一对基因 BoNLR30 和 BoNLR31 的 Ka/Ks 为 0.8940 < 

1，表明这两个基因经历了纯化选择，功能趋于同化，其余的未锚定到染色体上的 3 对基因的 Ka/Ks

均大于 1，表明这些基因经历了正向选择，尤其基因 BoNLR82 和 BoNLR83 的 Ka/Ks 为 50，表明这

两个复制基因的功能发生了很大的分化。 

 

表 3  甘蓝 NLR 基因中复制基因的 Ka/Ks 分析及预估分化年限 

Table 3  Ka/Ks analysis and estimated divergence time for segmental duplicated NLR genes 

NLR 同源基因对 
Paralogous NLR pairs 

染色体定位 
Chromosome 
location 

NLR 类型 
NLR group 

非同义

突变 
Ka 

同义突变 
Ks 

Ka/Ks 
选择压模式 
Selection 
pressure 

复制时间 
（百万年）
Date（MYA）

BoNLR30/BoNLR31 C06 NB-LRR/CC-NB-LRR 0.5467 611544 0.8940 纯化 Purifying 43.923 
BoNLR82/BoNLR83 Scaffold000482/ 

Scaffold000488 
TIR-NB-LRR 0.0003 0.00000625 50 正选择 Positive 0.0000469

BoNLR82/BoNLR87 Scaffold000482/ 
Scaffold001201 

TIR-NB-LRR/NB-LRR 1.0060 0.9774 1.0292 正选择 Positive 70.012 

BoNLR83/BoNLR87 Scaffold001201/ 
Scaffold001201 

TIR-NB-LRR/NB-LRR 1.0060 0.9774 1.0292 正选择 Positive 70.012 

 

2.4  甘蓝和白菜 NLR 家族基因的进化分析 

全基因组复制事件是许多基因家族进化的来源，为了分析 NLR 家族基因在甘蓝和白菜的进化关

系，根据序列保守性用 Clustal W 比对构建了家族基因进化树（图 4），其中 6 个 CC-NB-LRR 类基

因聚在一个分支内，其余的为 NB-LRR 或者 TIR-NB-LRR。由图 4 可看出，35 个 NLR 基因与白菜

中的基因存在同源关系，表明这些 NLR 基因可能来源于同一祖先。其中有 11 个 NB-LRR 基因，3

个 CC-NB-LRR 基因，1 个 RPW8-NB-LRR 基因，其余 20 个为 TIR-NB-LRR 基因。分布在 9 号染色

体上的有 4 个，8 号染色体 1 个，7 号染色体 5 个，6 号染色体 3 个，3 号染色体 2 个，2 号染色体 6

个，1 号染色体上 1 个，其余 13 个未锚定到染色体组上。另外的 52 个 NLR 基因为甘蓝所特有，白

菜也有特有的基因，这些可能是甘蓝和白菜物种分化后功能特异化的基因。 

2.5  甘蓝 NLR 家族基因的表达分析 

为了分析本研究中鉴定出的 NLR 基因在甘蓝不同病害胁迫下的应答反应，通过测序及 NCBI

数据库下载获得了甘蓝常见病害，如枯萎病、黑腐病、根肿病、霜霉病、白粉病、黑斑病等的转录

组数据，分析了 NLR 基因的表达情况。 

首先去除在所有抗感材料中表达均为 0 的基因，共获得了 42 个 NLR 基因的表达谱（图 5）。接

种枯萎病菌 3 和 6 d 后，BoNLR18、BoNLR42、BoNLR43、BoNLR20、BoNLR60 和 BoNLR7 基因
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在抗病材料 R3 和 R6 中高表达，在感病材料 S3 和 S6 中表达量低，其中 BoNLR20 和 BoNLR42 在

感病材料 S3 和 S6 中不表达，而在抗病材料中表达高，BoNLR59 仅在 R3 中高表达，而在其他处理

中不表达，说明 BoNLR20、BoNLR42 和 BoNLR59 在甘蓝抗枯萎病中起作用。对黑腐病而言，接菌

11 d 后，相比感病材料 KB7-11g，基因 BoNLR36、BoNLR58、BoNLR47 和 BoNLR48 在抗病材料

KB2-11k 中高表达，其中 BoNLR47 和 BoNLR48 在 KB7-11g 中不表达，说明这些基因可能参与甘蓝

抗黑腐病反应。对根肿病而言，相比感病材料 C1176，基因 BoNLR20、BoNLR13、BoNLR30 在抗

病材料 C1220 中高表达。这些结果表明甘蓝中不同的 NLR 基因参与不同的抗病过程，这些差异表

达基因的鉴定有助于甘蓝抗病机制的研究以及抗病品种的选育。 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  甘蓝和白菜 NLR 家族基因进化树 

红色字体为甘蓝基因，蓝色字体为白菜基因。 

Fig. 4  Phylogenetic analysis of NLR genes in Brassica oleracea and Brassica rapa  

The red represents the genes of B. oleracea and the blue represents the genes of B. rapa. 
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图 5  甘蓝枯萎病、黑腐病和根肿病抗、感材料中 NLR 基因的表达聚类图 

Fig. 5  Expression patterns of selected NLR genes in resistance and susceptible Chinese cabbage to 

Fusarium wilt，black rot and clubroot 

 

为了分析 NLR 基因在甘蓝黑腐病、白粉病、霜霉病和黑斑病胁迫时的响应表达情况，去除在所

有发病和正常叶片中表达均为 0 的基因，共获得了 37 个 NLR 基因的表达谱（图 6）。接种黑腐病菌

11 d 后，基因 BoNLR21、BoNLR63、BoNLR51、BoNLR52、BoNLR25、BoNLR4、BoNLR12、BoNLR50、

BoNLR53 和 BoNLR64 在发病叶片 KB2-11g 中高表达，而在正常叶片 KB2-11k 中几乎不表达；11

个基因 BoNLR44、BoNLR26、BoNLR4、BoNLR12、BoNLR50、BoNLR53、BoNLR64、BoNLR29、

BoNLR63、BoNLR56 和 BoNLR39 在发病叶片 KB7-11g 中高表达，在正常叶片 KB7-11k 中几乎不

表达。其中抗、感材料黑腐病发病叶片中共有的基因为 BoNLR4、BoNLR12、BoNLR50、BoNLR53

和 BoNLR64。对于白粉病而言，有 12 个基因 BoNLR21、BoNLR37、BoNLR29、BoNLR26、BoNLR48、

BoNLR60、BoNLR5、BoNLR11、BoNLR18、BoNLR45、BoNLR36 和 BoNLR57 在发病叶片（QBF_S）

中高表达，在正常叶片（QBF_R）中几乎不表达。对于黑斑病而言，基因 BoNLR6、BoNLR63、BoNLR62

和 BoNLR7 在发病叶片 BR 中高表达，而在正常叶片 120-QY 中不表达。基因 BoNLR25、BoNLR52、

BoNLR62、BoNLR51、BoNLR45、BoNLR43、BoNLR63 和 BoNLR18 在霜霉病叶 SMB 中高表达，
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在正常叶 120-WY 中几乎不表达。 

从结果可看出在同一病害发生过程中，会有一系列不同的 NLR 基因响应表达，说明 NLR 基因

在甘蓝中发挥协同作用。另外同一基因也会在不同病害发生时做出应答反应，如 BoNLR63 在黑腐

病、黑斑病和霜霉病发病叶中均有表达，而在不同病株正常叶中不表达。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  甘蓝黑腐病、霜霉病、白粉病和黑斑病发病叶和正常叶样品中 NLR 基因的表达聚类图 

Fig. 6  Expression patterns of selected NLR genes in diseased and undiseased leaves in Chinese cabbage  

of black rot，downy mildew，powdery mildew and blackspot 

2.6  相关 NLR 基因的 qRT-PCR 验证分析 

为了验证转录组数据中分析的不同病害抗性应答差异表达基因，挑选一些基因做了 qRT-PCR 验

证分析，如图 7 所示：枯萎病（R3/S3、R6/S6）、黑腐病（KB2-11g/KB2-11k）、霜霉病（SMB/120-WY）

相关基因在两种分析方法中的表达模式基本一致。 

根肿病相关差异表达的3个基因在qRT-PCR验证时与NCBI下载的转录组数据表达模式相反（未

在图中展示），这可能与不同材料及不同取样时期有关，也说明了甘蓝中抗病机制的复杂性。 
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图 7  相关 NLR 基因的 qRT-PCR 及 RNA-seq 表达验证分析 

Fig. 7  Expression of the selected NLR genes inferred by RNA-seq and qRT-PCR 

3  讨论 

根据 motif 组成以及跨膜结构域的不同，抗病（R）基因可以分为多种类型，其中 NLR（NB-LRR）

类型是植物基因组中最大的基因家族之一（Mchale et al.，2006）。NB 结构域可通过结合 ADP 或 ATP

来调节植物抗病蛋白的构象变化，从而调节下游抗病信号的传导；LRR 结构域具有识别病原菌及调

控信号传导的功能（尹玲 等，2017；Wang et al.，2018）。鉴于 NLR 类基因在植物抗病中的重要作

用，本研究中鉴定分析了甘蓝含有 NB 和 LRR 结构域的 NLR 家族基因，与之前研究的甘蓝 NLR 家

族基因及其亚家族 TNL 和 CNL 数基本一致，且与前人研究的拟南芥和白菜的亚家族 TNL 比 CNL

数多的趋势一致（Yu et al.，2013）。相比拟南芥中鉴定出的 116 个及白菜中鉴定出的 139 个 NLR 基

因而言，本研究中鉴定出的甘蓝只有 87 个 NLR 基因，数目少的原因可能有以下几方面：（一）相较

于拟南芥和白菜而言，甘蓝基因组组装不完善，导致基因鉴定及注释有缺失；（二）大部分基因在芸

薹属基因组三倍化事件后迅速丢失了，且因选择压力及驯化目的不同，一部分 NLR 基因在不同物种

中沉默，缺失或者异化（Mun et al.，2009）；（三）随着结构域数据库的更新，家族基因的结构注释

会有相应的变化，造成了数量差异。 

结合转录组数据分析家族基因是研究 R 基因表达特异性的重要手段。甘蓝类参考基因组有两个

版本：结球甘蓝‘02-12’（Liu et al.，2014）和芥蓝‘TO1000’（Parkin et al.，2014），由于本研究

中转录组所用材料均为结球甘蓝，所以用‘02-12’作为参考基因组。甘蓝 NLR 家族基因的表达分

析结果表明，甘蓝中不同的 NLR 基因会参与不同的抗病过程，且同一病害发生时，会有一系列不同
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的 NLR 基因协同发挥作用，这也与 Hammond-Kosack 和 Kanyuka（2007）及施阳（2016）的结论一

致，即在植物抗病反应中往往需要多个抗病基因共同作用。另外同一基因也会在不同病害发生时做

出应答反应，这些基因可能与寄主的水平抗性密切相关。甘蓝抗枯萎病候选基因 FOC1（Bol037156）

（Lv et al.，2014）未在此次 NLR 基因家族分析中鉴定出来，原因是由于该基因结构在参考基因组

中预测错误，功能域没有得到很好的注释，仅 NB 和 TIR 功能域有注释。这也说明参考基因组的质

量影响目标基因的鉴定与注释，参考基因组组装质量的提高，将为甘蓝中 NLR 家族基因的鉴定及进

化分析打下良好的基础。在白菜中克隆出 3 种抗根肿病基因 Crr1a、CRa 和 Crb，与 Crr1a 同源的甘

蓝基因 Bol024282 及与 Crb 同源的甘蓝基因 Bol024376 和 Bol029866 在本研究中未鉴定出，与 CRa

同源的甘蓝基因为 Bol042121（BoNLR45），可能在甘蓝中与根肿病抗性相关（孙超 等，2016），但

该基因并未在根肿病抗、感材料中表现出转录水平差异，这与 FOC1 的情况相似（Xing et al.，2016）：

在抗、感材料中存在序列差异，而没有表达差异。另一个与 Crb 同源的甘蓝基因 Bol024375

（BoNLR41）在根肿病抗、感材料中均未检测到表达。甘蓝鉴定出的参与抗黑腐病反应的基因

BoNLR36（Bol004493、AT5G45200）、BoNLR58（Bol032056、AT5G20720）、BoNLR47（Bol018676、

AT4G36140）和 BoNLR48（Bol018675、AT4G36150），除了 BoNLR58，其余 3 个基因 GO 功能注

释都是抗病防御反应，本试验中鉴定出来的抗黑腐病相关基因与 Afrin 等（2018）鉴定出来的抗病

相关基因不同，说明可能不同取样时间点及不同材料中参与病害的抗病基因不同，这也说明了甘蓝

中抗病机制的复杂性。 

目前，在甘蓝 R 基因的应用方面，仅有枯萎病抗性基因 FOC1 在分子育种中得到了实际应用（Liu 

et al.，2017b），黑腐病、根肿病等主要病害抗性基因亟待挖掘和利用。本研究中鉴定出的在抗病材

料中表现出差异表达的基因将为甘蓝抗病机制研究提供理论依据，分析获得的响应病菌入侵的高表

达基因也将对甘蓝与病害间的互作研究具有指导意义。 
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