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三裂叶薯 NBS-LRR 类抗病基因的筛选鉴定与结构

分析 
 

胡韵卓 a,b, 石媛媛 c, 黄小芳 a,c, 毕楚韵 a,c, 周丽香 d, 梁才晓 d, 黄碧芳 d, 

许明 c, 林世强 a,d*, 陈选阳 a,c* 
(福建农林大学, a. 作物生物技术福建省高校重点实验室；b. 植物保护学院；c. 农学院；d. 生命科学学院，福州 350002) 

 

摘要：为发掘甘薯近缘野生种三裂叶薯(Ipomoea triloba)的 NBS-LRR 类抗病基因，从基因数据库中对三裂叶薯基因组序列进

行了筛选、鉴定和分析。结果表明，从三裂叶薯的 98 025 个基因中，筛选到 282 个编码 NBS-LRR 类蛋白的基因，其中 N

型 80 个，NL 型 83 个，CN 型 28 个，CNL 型 57 个，TN 型 10 个，TNL 型 23 个，RN 型 1 个。三裂叶薯的 16 条染色体上

均含有 NBS-LRR 家族基因，数量最多的染色体含有 65 个，最少的只有 1 个。三裂叶薯基因组共有 55 个基因簇，包含了 63.5%

的 NBS-LRR 家族基因。在 NBS-LRR 抗病基因家族中，CNL 和 TNL 亚家族分别对应到 7 和 11 个保守结构域。这为三裂叶薯

抗性资源的利用提供了科学参考。 

关键词：三裂叶薯；NBS-LRR；R 基因；结构域；染色体定位；进化树 

doi: 10.11926/jtsb.4184 

 

Screening and Identification and Structural Analysis of NBS-LRR Family 

Genes in Ipomoea triloba 
 

HU Yun-zhuoa,b , SHI Yuan-yuanc, HUANG Xiao-fanga,c, BI Chu-yuna,c, ZHOU Li-xiangd, 

LIANG Cai-xiaod, HUANG Bi-fangd, XU Mingc, LIN Shi-qianga,d*, CHEN Xuan-yanga,c* 
(a. Key Laboratory of Crop Biotechnology, Fujian Agriculture and Forestry University; b. College of Plant Protection; c. College of Agriculture; d. College of 

Life Science, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, China) 

 

Abstract: In order to exploit the NBS-LRR resistance genes of Ipomoea triloba, a close wild relative of I. batatas, 

the genome sequence was screened, identified and analyzed by using pertinent software. The results showed that 

among the 98 025 genes identified from I. triloba, there are 282 genes encoding NBS-LRR proteins, including 80 

N type, 83 NL type, 28 CN type, 57 CNL type, 10 TN type, 23 TNL and 1 RN type. NBS-LRR family genes were 

located in all of 16 chromosomes, each containing 1 to 65 genes. There were 55 gene clusters in genome of I. 

triloba, containing 63.5% of the NBS-LRR family genes. There were 7 and 11 conservative domains in CNL and 

TNL subfamilies, respectively. Therefore, these would provide a scientific reference for utilization of resistance 

resource in I. triloba. 

Key words: Ipomoea triloba; NBS-LRR; R gene; Domain; Chromosomal location; Phylogenetic tree 

 

Flor 提出“基因对基因”假说，认为对于病原的

每个无毒基因(Avr)，宿主都有 1 个相应的抗性基因

(R 基因)，这 2 个基因产物互作激活宿主的防御反

应, 如超敏反应(hypersensitive response, HR)[1]。根
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据结构域基序，R 基因的编码产物R蛋白分为 5 类[2],

第一类含有丝氨酸-苏氨酸激酶结构域和十四烷基

化结构域；第二类包含 LRR (leucine-rich repeat)结

构域、NBS (nucleotide-binding site)结构域和位于 N

端的亮氨酸拉链(leucine zipper)或卷曲螺旋(coiled 

coil)序列；第三类和第二类相似，但 N 端序列为 TIR 

(toll and Interleukin 1 receptor)结构域；第四类具有

跨膜结构域和胞外 LRR 结构域，但是缺失 NBS; 第

五类含有跨膜结构域、胞外 LRR 结构域和丝氨酸-

苏氨酸激酶结构域。在这些结构域中，NBS 结构域

是这类蛋白家族的关键结构域，可能通过与核苷酸

结合或水解来影响 R 蛋白的功能。 

三裂叶薯 (Ipomoea triloba) 是栽培甘薯 (I. 

batatas)的二倍体近缘野生种，主要分布于我国台

湾、广东和美洲热带等地，具有抗旱、抗病等优良

性状[3–4]。研究表明[5–6]，野生种三裂叶薯可作为克

服种间杂交不亲和性，通过胚胎培养获得杂种的重

要材料。三裂叶薯基因组测序于 2018 年完成[7]，本

研究基于测序结果对其进行 CDS (coding domain 

sequence)区域预测，检索其中的 NBS-ARC 家族基

因并进行结构分析、染色体定位、保守结构域分析

和进化树构建，为三裂叶薯的抗病研究及甘薯的抗

性育种提供参考。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

三裂叶薯 (Ipomoea triloba)全基因组序列从

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Ipomoea 

triloba L.下载，共 16 条染色体的 DNA 序列。 

 

1.2 基因注释 

通过 snap 程序应用拟南芥(At.hmm)、线虫

(Ce.hmm)和水稻(Os.hmm)的HMM模型对三裂叶薯

全基因组序列 CDS 区域进行检索，所得作为训练

三裂叶薯特异 HMM 模型的文件(Itl.hmm), 后以

Itl.hmm 作为检索工具预测属于三裂叶薯基因组的

CDS 区域，并得到其全基因组蛋白质序列。 

 

1.3 基因预测 

通过 pfam 下载含有 NB-ARC 家族序列信息的

HMM 文件(PF00931)，作为检索序列对三裂叶薯的

全基因组蛋白质序列进行 NB-ARC 结构域搜索。

从中选取可用序列(E-value≤ 1E-60)，用 Sam- tools

构建三裂叶薯的 NB-ARC 蛋白本地数据文件，同

时，用 Clustal Omega 进行比对并用 hmmbuild 建立

三裂叶薯特异 HMM 模型，并再次检索全基因组蛋

白序列预测 NB-ARC 结构域，得到三裂叶薯高特异

的 NB-ARC 序列信息。最后导入 NCBI Conserved 

Domains Tool 和 Interproscan 进行筛选，剔除结构域

缺失严重序列，得到三裂叶薯 NB-ARC 基因家族蛋

白质序列数据库。 

 

1.4 保守结构域分类 

从 Pfam 中下载 TIR HMMs、RPW8 HMMs 和

LRR HMMs 模型，合并后用 hmmpress 程序建立

TRL.hmm 模型，随后通过 hmmscan 对三裂叶薯的

NBS-LRR 家族基因信息库进行结构域预测，并结

合 Interproscan 查看结果对TIR/RPW8/LRR 结构域

进行类型分类和统计。运用 Pepcoil 与 Paircoil2 对

三裂叶薯 NBS-LRR 家族基因编码的蛋白质序列中

的 CC 结构域进行预测和检测。 

 

1.5 染色体定位 

对三裂叶薯 16条染色体上的 NBS-LRR家族基

因位置信息进行统计，根据其在染色体上的位置分

成上、中、下 3 个部分，每个部分按照 N、NL、

CN、CNL、TN、TNL 和 RN 共 7 个类型进行分类

统计。 

 

1.6 基序分析 

将三裂叶薯 NBS-LRR 家族基因进行分类整理

后，从中筛选出 CC-NBS-LRR、TIR-NBS-LRR 和

RPW8-NBS 共 3 种 NBS 亚家族类型的氨基酸序列。

保守基序的分析与识别通过 MEME 进行，并将运

行后得到的.xml 文件利用 TBtools 进行处理。 

 

1.7 进化树构建 

将筛选得到的 3 种 NBS-LRR 亚家族类型编码

的 CC-NBS-LRR、TIR-NBS-LRR 和 RPW8-NBS 氨

基酸序列利用Clustal Omega程序进行多序列比对,

随后使用 Gblocks 提取保守序列，进一步用 Jalview

手动矫正。以比对结果为基础，应用 MEGA X 软件, 

Maximum Likehood 法模式为 WAG with Freqs. (+F) 

model，校验参数 Bootstrap=500 运行生成三裂叶薯

NBS-LRR 基因家族系统进化树。 
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2 结果和分析 
 

2.1 NB-ARC 基因鉴别及其分类 

采用 snap程序对三裂叶薯全基因组序列进行

CDS 区域识别预测，经筛选后获得 282 个 NB-ARC

家族基因，占全基因组基因数(98025)的 0.288%。

根据 TIR/RPW8/LRR 结构域和 CC 结构域，这些基

因可进一步分为 N (NBS)、NL (NBS-LRR)、CN (CC- 

NBS)、CNL (CC-NBS-LRR)、TN (TNL-LRR)、TNL 

(TNL-NBS-LRR)和 RN (RPW8-NBS)共 7 个亚家族

类型(表 1)，分别有 80、83、28、57、10、23 和 1 个

基因。不同基因的 NBS/LRR 结构域重复数不同, 在

染色体中的分布位置也存在差异。此外，还含有马铃

薯抗 X 病毒和类似蛋白的 RX-CC_like 结构域(coiled 

coil domain of the potato virus X resistance protein and 

similar proteins)，即 Cx 结构域，与 Pepcoil 程序得到

的 CC 结构域不同。根据基因结构域的特点和差异,

将 NBS/LRR 基因类型进一步分为 40 个小类(表 1)。 

 

表 1 三裂叶薯 NBS-LRR 基因的数量和分类 

Table 1 Number and type of NBS-LRR genes of Ipomoea triloba 

类型 Type 预测结构域 Predicted domain 代码 Code 数目 Number 

N 
 

NB N 79 

NB NB NN 1 

NL 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

LRR NB LN 1 

NB LRR NL 58 

NB LRR LRR NLL 14 

NB LRR LRR LRR NLLL 2 

NB LRR LRR LRR LRR LRR LRR LRR LRR LRR LRR LRR LRR NLLLLLLLLLLLL 1 

NB LRR NB NLN 2 

NB LRR NB LRR NLNL 1 

NB NB LRR NNL 1 

NB NB LRR NB LRR LRR NNLNLL 1 

NB NB LRR NB NB NNLNN 1 

NB NB NB LRR LRR NNNLL 1 

CN 

 

CC NB 

 

CN 16 

CxN 12 

CNL 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

CC CC NB CxCN 2 

CC CC NB LRR 

 

CCNL 2 

CxCNL 1 

CC CC CC NB LRR CCxCNL 1 

CC CC NB NB LRR CCxNNL 1 

CC NB LRR 

 

CNL 6 

CxNL 27 

CC NB LRR LRR 

 

CNLL 1 

CxNLL 5 

CC NB NB LRR CxNNL 3 

CC NB CC NB LRR CxNCxNL 1 

CC NB LRR LRR LRR 

 

CNLLL 1 

CxNLLL 2 

LRR CC NB LCN 1 

NB LRR CC CC NB LRR LRR NLCCNLL 1 

NB LRR CC NB NLCN 1 

NB LRR NB LRR CC NB NB LRR CC NB NB LRR NLNLCxNNLCxNNL 1 

TN 

 

TIR NB TN 9 

TIR NB TIR TIR TIR NB TNTTTN 1 

TNL 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

NB LRR TIR NB LRR NLTNL 1 

TIR NB LRR TNL 6 

TIR NB LRR LRR TNLL 5 

TIR NB LRR LRR LRR TNLLL 5 

TIR NB LRR LRR LRR LRR LRR TNLLLLL 1 
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续表(Continued) 

类型 Type 预测结构域 Predicted domain 代码 Code 数目 Number 

 

TIR NB LRR LRR LRR LRR LRR LRR LRR LRR LRR LRR LRR TNLLLLLLLLLLL 1 

TIR NB LRR LRR TIR NB LRR LRR LRR TNLLTNLLL 1 

TIR NB LRR NB LRR TNLNL 1 

TIR NB LRR NB LRR LRR LRR TNLNLLL 1 

TIR NB TIR NB LRR LRR LRR TNTNLLL 1 

RN RPW8 NB RN 1 

 

2.2 NBS-LRR 家族基因的染色体分布 

NBS-LRR 家族基因在三裂叶薯 16 条染色体上

的分布差异明显(表 2)，不同的亚家族类型，CN 型、

CNL 型、N 型、NL 型、TN 型、TNL 型和 RN 型

在各染色体上的数量和位置较不均匀。在第 16 号

染色体仅有 1 个 NBS-LRR 家族基因，而在第 15 号

染色体多达 65 个。NBS-LRR 家族基因在染色体的

位置也有差异，第 4、13 和 14 号染色体的 NBS-LRR

家族基因主要位于染色体的中部和上部，而在第 7、

11 和 15 号染色体则以中部和下部居多(表 2)。 

 

表 2 三裂叶薯 NBS-LRR 家族基因在染色体上的分布 

Table 2 Chromosomal location of NBS-LRR family genes of Ipomoea triloba 

位置 

Position 

类型 

Type 

染色体 Chromosome 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

上部 

Upper 

 

N 2   7  1  1   2   10  6   

NL  1  6 1   5   1    6 16   

CN 1   3      5    3  1   

CNL 2 1  6  1  3   1  1   1  2  1  

TN 1                

TNL        5          

RN                 

中部 

Middle 

 

N   1 1 1   2 1 1 3    3  2 10  

NL   2 1 2 4  2   1    1   8  

CN   1 2  3         1  1 

CNL   4 1  2   1     1   1  

TN  1      1     1      

TNL     1 1           

RN                 

下部 

Lower 

 

N     1   3 1 2   3   1  15  

NL    2    2 1    2 2   20  

CN        1  1   4     3  

CNL   2 1    6  2  10     5  

TN    1    2     2    1  

TNL    1   11         1  

RN 1                

 

NBS-LRR 家族基因在各染色体上分布形式也

存在明显不同，有些是以单基因分布于染色体，而

有些则以基因簇的形式存在。三裂叶薯每条染色体

上的基因簇数量也存在较大差异，如第 15 号染色

体的基因簇最多，有 10 个；第 16 号染色体则没有

基因簇(表 3)。所有染色体总共有 55 个基因簇，包

含了 179 个 NBS-LRR 基因，占 NBS-LRR 家族基因

总基因数(282)的 63.5%。 

2.3 基序分析 

分别将三裂叶薯NBS-LRR蛋白家族中CNL和

TNL 亚家族氨基酸序列信息利用 MEME 程序检测, 

得到 15 个相似度较高的结构域。CNL 亚家族氨基

酸序列(共 57 条)结构域的分布(图 1)有以下规律: 

motif 9-motif 10-motif 1 (P-loop)-motif 4 (RNBS-A)- 

motif 2 (kinase 2)-motif 15 (RNBS-C)-motif 6 

(GLPL)-motif 8-motif 3 (RNBS-D)-motif 12-motif   
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表 3 三裂叶薯 NBS-LRR 基因家族基因簇统计表 

Table 3 Statistics of NBS-LRR family gene clusters in Ipomoea triloba 

染色体 Chromosome 基因 Gene 基因簇 /基因数目 Gene cluster /Gene number 最大基因簇 Maxim gene cluster % 

 1 7 2 / 4 2 57.1 

 2 3 1 / 2 2 66.7 

 3 10 4 / 9 3 90.0 

 4 32 8 / 22 4 68.8 

 5 6 0 / 0 0 0.0 

 6 12 2 / 5 3 41.7 

 7 44 7 / 33 14 75.0 

 8 3 0 / 0 0 0.0 

 9 7 1 / 2 2 28.6 

10 13 2 / 4 2 31.8 

11 21 5 / 17 5 81.0 

12 4 2 / 4 2 100.0 

13 26 6 / 17 6 65.4 

14 28 5 / 20 5 71.4 

15 65 10 /40 7 85.7 

16 1 0 / 0 0 0.0 

小计 Sum 282 55 /179  63.5 

 

 
图 1 三裂叶薯 NBS-LRR 基因家族中 CNL 亚家族蛋白保守结构域分布 

Fig. 1 Distribution of conservative domains of CNL subfamily proteins in NBS-LRR gene family of Ipomoea triloba 
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7-motif 11-motif 14-motif 11-motif 5-motif 13。TNL

亚家族氨基酸序列(共22条)结构域的分布有以下规

律(图 2)：motif 11 (TIR-1)-motif 3 (TIR-2)-motif 1 

(TIR-3)-motif 13 (TIR-4)-motif 5 (P-loop)-motif 10- 

motif 2 (kinase 2)-motif 9 (RNBS-B)-motif 4 (RNBS- 

C)-motif 14 (GLPL)-motif 6-motif 8 (RNBS-D)-motif 

7 (MHDV)-motif 12-motif 15-motif 12-motif 15。 

 

2.4 结构域保守性分析 

在植物的 NBS-LRR 蛋白家族中 NB-ARC 区域

相对保守，通常有8个保守基序[8]: P-loop、RNBS-A、

Kinase2、RNBS-B、RNBS-C、GLPL、RNBS-D 和

MHDV。对三裂叶薯 NBS-LRR 家族氨基酸序列利

用 Clustal Omega 筛选出 20 条序列进行多重比对,

结果表明，具有 5 个保守性较高的结构域[9–11](图 3), 

分别为 P-loop (Kinase 1)、Kinase 2、RNBS-B、GLPL

和 MHDV。其中 P-loop、Kinase 2、RNBS-B、GLPL、

MHDV 最保守的氨基酸序列分别为 SIV GMGGI 

GKTT+AR++F (下划线为氨基酸保守性较强序列)、

R+LLVLDDV、GS+I+LTTR++++L、AGGLPLAL+ 

V+G、GKMHDLV++MG。 

根据 MEME 结构域搜索结果，对 CNL 和 TNL

亚家族基因结构域进行基因识别和定位[12]。从表 4

可见，TNL 和 CNL 亚家族中分别有 11 和 7 个保守

结构域，其中 TNL 亚家族 NB-ARC 结构域中保守

基序分别为 P-loop、Kinase 2、RNBS-B、RNBS-C、

GLPL、RNBS-D 和 MHDV，缺失 RNBS-A 保守基

序。CNL 亚家族 NB-ARC 结构域保守基序分别为

P-loop、RNBS-A、Kinase 2、RNBS-C、GLPL、RNBS- 

D 和 MHDV，缺失 RNBS-B 保守基序。TNL 和 CNL

亚家族中共有的保守基序分别为 P-loop (Kinase 1)、

Kinase 2、RNBS-C、GLPL、RNBS-D 和 MHDV。此

外，在 TNL 亚家族中 TIR 结构域检测到 4 个保守基

序(TIR 1~TIR 4)[13]。 

 

2.5 NBS-LRR 亚家族系统进化树分析 

将三裂叶薯的 NBS-LRR 家族蛋白中 CC/TIR/ 

RPW8/NBS/LRR 结构域序列分别提取，使用

MEGA X 构建进化树(图 4)，可见有 3 个明显的分

支，分别为CNL型(蓝色)、TNL型(紫色)和RN型(黄

色)。进化树分支中有些基因分支路径很长，如

CP025666.1-snap.8798、CP025670.1-snap.5147 等,

推测这类基因的“祖先”基因在较早时即已发生分

化，相应的基因序列也发生了较大的变化。有些基

因序列的分支距离较近, 如 CP025666.1-snap.1140

和 CP025666.1-snap.1141、CP025663.1-snap.531 和

CP025663.1-snap.532，说明这些变化发生的时间

较晚。 

 

 

图 2 三裂叶薯 TNL 亚家族蛋白保守结构域分布 

Fig. 2 Distribution of conservative domain of TNL subfamily proteins in Ipomoea triloba 
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图 3 三裂叶薯 CNL 和 TNL 亚家族 NB-ARC 保守性分析 

Fig. 3 Conservation analysis of the NB-ARC in CNL and TNL subfamilies in Ipomoea triloba 

 

表 4 三裂叶薯 NBS-LRR 家族蛋白保守结构域和氨基酸保守性分析 

Table 4 Conservative domains and amino acids of NBS-LRR family proteins in Ipomoea triloba 

基序
Motif 

TNL 型 

TNL type 

CNL 型 

CNL type 

TIR-1 
TIR-2 

TIR-3 

TIR-4 

P-loop 

RNBS-A 

Kinase 2 

RNBS-B 

RNBS-C 
GLPL 

RNBS-D 

MHDV 

ETRKSFTDHLYEDLRQAGINTFI 
NISDELLKAIEGSKISIIVFSKTYAQSRWCLDELVKILECK 

QMVLPIFYNVDPSEVRKQTGEFGKALTQH 

RQRFDDQKVDEWKVALTTVADLSGWDLQTMTNG 

KMLGIFGMGGVGKTTLAKAIYNLSFQKFEGSCFIANIRSQV 

 

DDIDDTSQLESLAGQRND 

WFGSGSTIIITTRDVQLLS 

AHEKYMVETLSHNESLQLLSWHAFGVPIP 
EYIELSKRIASYTGGLPLALTVIGSHLRGKSVQEW 

DDAEKLKGIPHDDVQKILKISYDSLDDDT 

MHDLVRDMGREIVRKESPREP 

 
 

 

 

VISIVGMGGIGKTTLAKKVYED 

TSHFDVRAWVTVSQEFNVRQML 

RYLIVLDDIWSTTAWDDIKRCFPDDNNGS 

 

IHEMKLLNPEESWDLFCKKVF 
LEEIGRQIVKKCGGLPLAIVVVAGLLSKK 

FPEDHEIKVKKLIRLWIAEGF 

GKIKTCRMHDLLHEFCVREAQKENL 

 

3 结论和讨论 
 

    植物R基因在长期的抗病过程中监控识别病原

微生物产生的无毒基因(Avr)，从而引发植物细胞过

敏性坏死，产生免疫反应。R 基因与 Avr 基因间互

作模式包括直接作用、间接作用和转录调控[14]。通

过克隆植物体内相关的抗病 R 基因，研究其与病原

物的互作模式与机制，或将其遗传转化到目标作物  
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图 4 三裂叶薯 NBS-LRR 家族基因系统进化树 

Fig. 4 Phylogenetic tree of NBS-LRR family genes in Ipomoea triloba 

 

中, 增强作物的抗病能力，有利于提高作物产量, 

保障生产安全。 

甘薯在生产上面临着许多病害的威胁，如南方

薯区的蔓割病、薯瘟病，北方薯区的茎线虫病、黑

斑病、根腐病等，以及最近时有发生的茎腐病等病

害，都严重影响甘薯生产的安全。甘薯抗性是产量

和品质的坚实保证[15]，因而抗性育种是甘薯育种的

重要方向。甘薯种质资源是甘薯育种工作的基础[16],

然而，甘薯种质资源在新品种育种工作中存在利用

率低、育成品种遗传背景狭窄、优秀资源筛选困难

等问题[17–18]。因此，如何充分发掘、利用野生种质

资源，拓宽甘薯遗传背景，对于选育具有突破性的

甘薯新品种具有重要意义。研究表明，甘薯与其近

缘野生种三裂叶薯杂交不亲和，无法直接利用其抗

性基因，但应用原生质体细胞融合法可以获得三裂

叶薯和甘薯的种间体细胞杂种植株，或者可以通过

克隆其抗性基因，通过遗传转化提高栽培种甘薯的

抗性水平，以充分发挥三裂叶薯基因资源在甘薯育

种中的巨大潜力[5,19–20]。 

值得注意的是，甘薯栽培种为同源异源六倍

体，三浅裂野牵牛(I. trifida)存在二倍体、四倍体和

六倍体，一套染色体均为 15 条，但数据库中三裂

叶薯基因组的染色体数为 16，本文即以三裂叶薯

16条染色体的全基因组序列为研究对象开展了相

关的研究，研究结果有待于与甘薯和三浅裂野牵牛

基因组进行进一步的比较，分析它们之间的异同之

处，将有利于甘薯的进化研究和育种工作。 

对作物全基因组 NBS-LRR 基因进行鉴定分析, 

有利于其抗性资源的应用[21]，本研究对三裂叶薯全

基因组蛋白序列进行了预测，并鉴定、筛选了 NBS- 
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LRR 类抗病基因，获得 NBS-LRR 家族基因的数量、

在染色体上定位与分布，分析了基因结构域特点,

构建了进化树，为进一步发掘其抗性基因资源，研

究甘薯抗病分子机制，提高甘薯抗性育种水平提供

了参考。 
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