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摘 要：利用广谱抗稻瘟病基因 Pi9基因序列设计的特异分子标记 Pi9–a，通过回交育种和分子标记辅助选择技

术，改良 8份受体水稻材料(丰源 B、 32BⅡ 、天龙香 103、香丰 187、明恢 63、轮回 422、R747、25H003)的稻瘟

病抗性。结果表明：分子标记 Pi9–a对 8份受体亲本与 Pi9供体亲本 75–1–127间进行的多态性检测中，除香丰 187

外，其余 7 个组合间均存在稳定明显的多态；对 4 个 BC1F1群体进行随机取样的基因型和表型鉴定中，Pi9–a 对

抗稻瘟病表型选择的效率均为 100%。 
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Abstract：In this study, a specific inner genic molecular marker Pi9–a was developed based on the sequence of the Pi9 
gene, and was employed for improving the blast resistance of 8 receptor indica rice lines (FengyuanB, Ⅱ32B, 
Tianlongxiang103, Xiangfeng187, Minghui63, Lunhui422, R747 and 25H003) through marker-assisted selection (MAS) 
and back-cross breeding. Pi9–a showed obvious and stable polymorphisms between the donor line of Pi9, 75–1–127 and 
8 receptor lines except Xiangfeng187. The individuals from 4 BC1F1 populations were genotyped and phenotyped, and 
the result showed that the selection efficiency using Pi9–a was 100%. 
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超级杂交稻种植面积快速增加，由于其相对较

窄的遗传基础和大量使用氮肥，使得稻瘟病在种植

区域广泛流行。长期的实践表明，选育和利用抗病

品种(组合)是控制稻瘟病害最安全、经济、环保的
方法[1–2]。 
近年来，越来越多的抗稻瘟病基因或 QTL 被

定位和克隆。Pi9是已克隆的 21个抗稻瘟病主效基

因之一[3–29]，位于水稻第 6 号染色体短臂近着丝粒
区域的 Pi2位点，该基因对来自多个国家的多数稻
瘟病菌生理小种表现出较高水平的抗性。笔者拟利

用已克隆的 Pi9基因序列设计基因内特异分子标记
Pi9–a，分析该分子标记在 8份水稻受体材料与 Pi9
基因供体亲本 75–1–127 之间的多态性，利用多态
标记在各回交群体中进行基因型鉴定和选择，结合



 
 

第 38卷第 3期                  文婷等 利用Pi9基因序列标记辅助选择改良籼稻稻瘟病抗性                   263 

 

室内接种表型验证，分析分子标记辅助选择效率，

以期定向改良这些受体亲本对稻瘟病的抗性。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

Pi9基因受体水稻亲本：丰源 B、Ⅱ32B、天龙
香 103、香丰 187、明恢 63、轮回 422、R747、25H003，
共 8份。 

Pi9基因供体水稻亲本 75–1–127。稻瘟病菌室
内喷雾接种感病对照 CO39。稻瘟病菌生理小种共
18 份：CHL440、CHL446、CHL471、CHL473、
CHL506、CHL1743、X2007A–1、318–2、RB14、
87–4、110–2、193–1–1、195–2–2、E2007O46A2、

ROR1、KJ201、KOH、chnos60–2–3。 

1.2 方 法 

1.2.1 分子标记的建立 

Pi9 属于 NBS–LRR 类基因，含有 2 个内含
子，长度分别为 5 362 bp 和 128 bp，Pi9 cDNA 全
长 4 009 bp，包含 3 099 bp 的编码区和 910–bp 3′ 
UTR。通过设计基因内特异功能标记 Pi9–a(待发
表)，分析 Pi9–a在 8份水稻受体材料与 Pi9基因供
体亲本 75–1–127 之间的多态性，并进一步对各亲
本组合的回交后代进行分子标记辅助选择。 

1.2.2 模板 DNA 的提取 

对受体、供体亲本及各组合的杂交、回交后代

单株，各取约 0.2 g新鲜叶片置于 2.0 μL离心管中，
液氮研磨，CTAB法[32]提取总 DNA。 

1.2.3 标记分析与鉴定 

利用标记分别 PCR扩增所有 DNA样品材料，

分析其在受体亲本和供体亲本间的多态性，鉴定含

目标基因的后代单株。 

PCR反应体系(10 μL)为：10×Buffer 1.0 μL，

2.5 mmol/L dNTPs 0.2 μL，2 pmol/μL primer pair 1 μL，

5 U/μL Taq酶 0.1 μL，DNA模板(约 10 ng/μL)1.0 μL，

ddH2O 6.7 μL。PCR反应程序为：94 ℃预变性 4 min，

94 ℃变性 30 s，50 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，

35 个循环，72 ℃延伸 7 min。 

扩增产物用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳，观察标记
电泳表型，分析对应基因型。 

1.2.4 改良回交群体构建与分子标记辅助选择 

经分子标记 Pi9–a检验亲本多态性后，用 8份
水稻材料中与 75–1–127 具有多态的亲本作受体及
轮回亲本，分别与 75–1–127 杂交及逐代回交。每
个组合每代田间种植 15株并编号，苗期单株取样，
提取总 DNA，用特异多态分子标记 PCR扩增，鉴
定各单株基因型，并结合田间综合农艺性状的背景

筛选，选 3~5株含 Pi9基因的阳性植株与轮回亲本
回交，构建各组合各代回交混合群体。通过 2009、
2010、2011年在长沙和三亚两地的穿梭试验，获得
各组合的 BC3F1代群体。 

1.2.5 室内接种表型鉴定 

接种材料包括供体亲本、受体亲本、BC1F1 及

感病对照水稻品种 CO39。供试水稻材料分批播种

于透明塑料盆(20 cm×15 cm×30 cm)中，育苗基质是

不添加腐殖质的花卉营养土，幼苗在 26~28 ℃的人
工气候箱里 12 h光照、12 h黑暗培养，四叶期采用

单个生理小种约1×105/mL的稻瘟菌孢子悬浮液室内

喷雾活体接种后，26 ℃黑暗保湿 24 h，再在 26~28 ℃
正常光照条件下高湿培养 5~7 d，参照 Bonman 的

0~5 级标准调查病情(0~2 级划为抗病类型，3~5 级

划为感病类型)[30]。 

2 结果与分析 

2.1  亲本材料的稻瘟病抗谱 

利用 18 个稻瘟病菌生理小种，对供体与受体
亲本进行抗性鉴定及抗谱分析，并筛选对受体亲本

致病性较强的小种，用于鉴定分子标记辅助选择的

效率。结果(表 1)表明，各供试材料对 18个生理小
种的抗性表现及抗谱差异明显。轮回 422抗性较差，
抗谱较窄，对 13个小种表现感病；明恢 63和 32BⅡ

相对抗性较好，只对 3 个小种表现感病；Pi9 基因
供体 75–1–127对 16个小种表现抗性，但对韩国小

种 ROR1 和日本小种 KOH 表现感病；感病对照品

种 CO39对全部供试小种表现感病。各受体材料均
可找到至少 1个区别于 Pi9基因抗谱的特异感病小
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种，用于分子标记辅助选择育种中的表型验证。另

外，丰源 B、天龙香 103、香丰 187、明恢 63和 R747
均对 Pi9 基因致病小种 ROR1 和 KOH 表现抗病，
有望获得比 Pi9基因抗谱更广的水稻新材料。 

表 1 亲本材料的稻瘟病抗谱 

Table 1  Resistance spectrum comparison among parents to different M.oryzae isolates 

抗  性 
稻瘟病菌生理小种 

丰源 B 32BⅡ  天龙香 103 香丰 187 明恢 63 轮回 422 R747 25H003 75–1–127 CO39
CHL471 R R S R R S R R R S 
CHL473 R R S S R R R R R S 
CHL440 R R S S R S S S R S 
CHL1743 R R S S R S R R R S 
CHL446 R R S R R R R R R S 
E2007O46A2 S R R R S S R R R S 
X2007A–1 S S R S R S S R R S 
318–2 R R R R R R R R R S 
RB14 R R R S R S S R R S 
87–4 R R R S S R S R R S 
ROR1 R S R R R S R R S S 
KJ201 S R R R R S S S R S 
110–2 R R R S S S R S R S 
193–1–1 R R R R R R S S R S 
195–2–2 R R S S R S R S R S 
KOH R S R R R S R S S S 
chnos60–2–3 R R S R R S R S R S 
CHL506 S R S R R S R R  R S 

“S”表示感病；“R”表示抗病。 

2.2  分子标记 Pi9–a 在亲本间的多态性 

为验证 Pi9 基因内特异分子标记 Pi9–a 在基因

型辅助选择育种中的实用性，利用这套标记对 8份

受体水稻亲本和 Pi9 基因供体亲本 75–1–127 进行

PCR扩增，结果 Pi9–a在 75–1–127和香丰 187基因

组中扩增出 1条 513 bp的清晰稳定特异片段，而在

另外 7个受体亲本中没有扩增产物，即该分子标记

在丰源 B、 32BⅡ 、天龙香 103、明恢 63、轮回 422、

R747、25H003与 75–1–127之间表现出稳定易辩的

多态性；因此，Pi9–a 可以用在这 7 份受体材料的

回交育种中进行分子标记辅助选择，改良其稻瘟病

抗性。 

 
M DNA ladder；1 75–1–127；2 丰源 B；3 32BⅡ ；4 天龙

香 103；5 25H003；6 香丰 187；7 R747；8 明恢 63；9 轮回 422。  

图 1 Pi9–a 对受体水稻基因组的 PCR 扩增结果 

Fig. 1 PCR amplification of molecular marker Pi9–a 

to tested receptor rice lines 

 

2.3 Pi9–a 选择目标单株的效率 

根据多态性筛选结果，利用 Pi9–a 对丰源 B、
32BⅡ 、天龙香 103、明恢 63、轮回 422、R747和

25H003 等 7 份受体水稻材料开展了分子标记辅助
选择育种研究。2009—2011年，用 7个受体亲本分
别与 75–1–127 杂交及连续回交，并在每个回交世
代进行基因型选择，经过长沙和三亚两地的穿梭试

验，获得了 7个组合的 BC3F1代群体。 
选用天龙香 103、25H003、轮回 422 和 R747

与 75–1–127的 4个 BC1F1群体，验证 Pi9–a对稻瘟
病抗性表型选择的效率。结果表明，在每个组合的

BC1F1群体中随机选择的 15株样本中，Pi9–a与 Pi9
基因共分离，且基因型对表现型选择的效率均达

100%，说明 Pi9–a是一个非常有效的分子标记。图
2是天龙香 103/75–1–127的 BC1F1代的验证结果。

图示琼脂糖电泳分析结果稳定易辩，用于分子标记

辅助育种实践效果很好；室内喷雾接种结果抗感界

限分明，感病叶片出现约 1~2 mm椭圆形、中央灰
白色、边缘褐色的典型病斑，或典型病斑相互连接

成片，甚至叶片局部枯死。 

M   1    2   3   4   5   6   7   8   9

500 bp
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A Pi9–a的基因型鉴定结果；1 天龙香 103；2 75–1–127；3~17 15个 BC1F1样本单株；B 稻瘟菌小种 CHL440室内接种表型
鉴定结果；1  天龙香 103；2 75–1–127；3~17 15个 BC1F1对应样本单株。 

图 2 Pi9–a 对天龙香 103/75–1–127 BC1F1群体的表型选择效率 

Fig. 2 Phenotypic selection efficiency of Pi9–a in the BC1F1 population of Tianlongxiang103/75–1–127  

3 讨 论 

传统抗病育种通过表型鉴定和选择获得目标

基因及目标性状，但抗病表型的出现受环境和生育

时期的制约，从而影响选择的准确性。分子标记特

别是 DNA 标记的出现，使水稻抗病育种从基于表
型选择的传统育种阶段发展到基于基因型选择的

分子育种。分子标记辅助选择可以有效地提高选择

的准确性，并且可以在作物生长早期进行选择，大

大提高了育种效率，加快了育种进程：只要找到与

目标基因紧密连锁的分子标记，就可以通过基因型

分析在育种群体中快速而准确地找到含有目标基

因的个体。而最准确、高效莫过于利用抗病基因本

身序列信息设计出的高效分子标记。此类标记几乎

没有重组之忧，多态性广，分析手段节本省时，带

型简单、稳定、易辨。本研究基于 Pi9基因序列开
发了基因内特异分子标记 Pi9–a，用于分子标记辅
助育种实践，效果好。 
由于稻瘟病菌生理小种的多样性及快速变异

性，限制了稻瘟病抗性基因和抗性品种的推广应

用，而聚合育种是解决这个问题的有效途径。目前，

关于水稻抗病聚合育种研究已不鲜见于各研究单

位，但结合基因内序列标记辅助选择的聚合育种有

待深入研究与实践。可以充分利用已经克隆或精细

定位的抗稻瘟病基因尤其是广谱抗性基因，如 Pi9、

Pi2、Pi–zt、Pi–ta、Pi–z、Pigm 等，通过分子育种
方法，将多个基因聚合到同一个水稻品种中，育成

具有广谱持久稻瘟病抗性的水稻新品种。 
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