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水稻 Pi2/9 位点 3个抗瘟基因的抗菌谱 
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摘 要：采用 35个不同来源的稻瘟病菌菌株，对 3个稻瘟病抗性基因 Pi9、Pi2、Pizt的供体亲本和以日本晴为

遗传背景的转基因近等基因系进行室内接种鉴定，比较分析 3 个基因的抗谱差异。结果表明：Pi9 和 Pi2 的抗谱

较广，抗性频率均达到 94.2%，Pi9对菌株 ROR1和 X2007A–7表现感病，Pi2对菌株 CHNOS60–2–3和 RB14表

现感病，Pizt抗谱较窄，抗性频率仅为 60%，使用 13对 SSR引物分析其中 20个稻瘟病菌菌株的遗传多样性，可

划分为 4个宗谱，菌株的遗传宗谱和来源相关性不显著，与致病性有一定的相关性。 
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Abstract: In this study, 35 blast strains, rice lines including the donors of blast resistant genes and rice transgenic lines 
with the genetic background of Nipponbare were employed for antimicrobial spectrum analysis of three blast resistant 
genes Pi9, Pi2 and Pizt. The results showed that Pi9 and Pi2 both have a broad spectrum of resistance with a resistance 
frequency of 94.2%, while Pizt have a narrow spectrum of resistance with a resistance frequency of only 60%. The blast 
strains ROR1, X2007A–7 are compatible to Pi9, and CHNOS60–2–3, RB14 are compatible to Pi2.  In addition, 13 pairs 
of SSR markers were used for analysis of the genetic diversity of 20 out of the 35 blast strains, the results showed these 
20 strains were classified into 4 lineages which showed certain relationship with pathogenicities but no significant 
correlation with the origin of the strains. 
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稻瘟病是水稻最主要的病害之一，稻瘟病不仅

造成水稻产量损失，还导致稻米品质下降，全球每

年因稻瘟病造成的损失达 50亿美元[1–3]。种植抗病

品种是防治稻瘟病最为经济和有效的策略，但由于



 
 

第 38卷第 5期             江南等 水稻 Pi2/9位点 3个抗瘟基因的抗菌谱及稻瘟病菌遗传多样性分析             507 

大面积种植抗病基因单一的品种，使得大多数抗病

品种在推广数年后抗病性逐步丧失，造成病害的流

行[4–7]，因此，抗稻瘟病基因的发掘和合理利用是

当今抗病育种的关键。目前，已鉴定的稻瘟病主效

抗性基因和 QTL 超过 80 个，其中 21 个基因已被
克隆[8–9]。Pi9、Pi2 和 Pizt 是从水稻第 6 号染色体
短臂近着丝粒区域的 Pi2/9 位点克隆的 3 个稻瘟病
抗性基因，并且 Piz(t)、Pi26(t)、Pigm(t)、Pi40(t)、
Pi50(t)也被定位在该区域，这些基因都具有较广的
抗谱[10–15]。已有研究显示，Pi9、Pi2、Pizt 的供体
亲本 75–1–127、5173、Toride的抗谱存在一定的差
异[11]。为了剔除供体亲本材料中其他抗病基因及遗

传背景的影响，笔者通过使用不同来源的稻瘟病菌

菌株对Pi9、Pi2、Pizt的日本晴背景的转基因株系(近
等基因系)进行室内接种鉴定，比较了 3个基因的抗
谱差异，并对其中的 20个稻瘟病菌菌株进行遗传多
样性分析，以期为合理有效地利用 3 个稻瘟病抗性
基因提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

3 个抗稻瘟病基因供体亲本 75–1–127(Pi9)、
5173(Pi2)、Toride(Pizt)；日本晴背景转基因株系
Pi2#5–8–4–2(Ⅰ)、Pi2#5–8–4–3(Ⅱ)、Pi2#5–8–4–5 
(Ⅲ)、NPB–Pi9#12(Ⅳ )、Pizt#11–14–2–2(Ⅴ )、
Pizt#11–15–2–2(Ⅵ)、Pizt#11– 15–2–3(Ⅶ)。 

35个稻瘟病菌菌株来自于不同国家或地区：其
中有 6 个菌株来源于国外，分别为 IC–17(美国)、
ES6(西班牙)、PO6–6(菲律宾)、ROR1、KJ201(韩国)、
RB11(日本)；25个菌株来源于中国不同省份，分别
为 CHNOS60–2–3(云南)，110–2、318–2、220–1–1、
193–1–1、87–4、236–1、236–2、CHL438、CHL440、
CHL446、CHL471、CHL473、X2007A–7(湖南)，
E2007046A2、E2007038A3(湖北)，CHL1743、RB4、
RB7、RB9 (广东)，CHL506、RB16、RB18(福建)，
CHL645(贵州)，95097AZC13(省份不详)；4个菌株
(RB14、RB15、RB17、RB22)来源不详。 
根据稻瘟病菌基因组序列设计 13对SSR引物[16]：

P99–100、P233–234、P319–320、P43–44、P47–48、
P37–38、P607–608、P657–658、P505–506、P63–64、
P77–78、P83–84、P427–428。 

1.2 方 法 

1.2.1 水稻育苗 

水稻材料分批播于透明塑料盆 (长 20 cm、宽
15 cm、高 30 cm) 中，育苗基质为未添加腐殖质的
花卉营养土，每桶 6~8个材料，以日本晴作为感病
对照。幼苗置于 26~28 ℃的人工气候箱，每天 12 h
光照、12 h黑暗培养；当幼苗生长至二叶期时，浇
施适量尿素；四叶期分别用单个菌株进行室内喷雾

法活体接种。 

1.2.2 稻瘟病菌接种及调查 

将稻瘟病菌接种到燕麦培养基上，在 26~28 ℃
的培养箱内暗培养 7~10 d。用蒸馏水将培养基表面
的菌丝洗下，晾干后光照条件下产孢，5~7 d 后用
于接种。 
用 0.025% Tween–20水溶液从培养基上洗下孢

子，孢子悬浮液终含量为 1×105 cfu/mL。接种后在
26 ℃黑暗条件保湿 24 h，26~28 ℃、正常光照条件
下高湿培养，5~7 d后调查发病情况。按 Bonman[17]

的 0～5级标准对接种的材料进行分级，0~1级为抗
病(R)， 2～3 级为中抗(MR)，4 级为中感(MS)，5
级为感病(S)。 

1.2.3 稻瘟病菌基因组 DNA 的提取与基因型分析 

稻瘟病菌在液体培养基中培养 4 d 后，采用
CTAB 法[18]提取基因组 DNA。PCR 反应总体系为
10 μL，其中模板 100 ng，10×Buffer扩增缓冲液 1 μL，
10 mmol/L dNTPs 0.2 μL，10 mmol/L上下游引物各
0.5 μL，1 U rTaq聚合酶，加 ddH2O至 10 μL。反应
条件为 95 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 30 s，55 ℃
复性 30 s，72 ℃延伸 1 min，共 35个循环，72 ℃
终延伸 10 min。扩增产物用 8%聚丙烯酰胺凝胶电
泳检测。  

1.2.4 数据处理 

根据微卫星引物扩增结果，建立 SSR的 0–1数
据库。每个样品的电泳条带按“有”或“无”记录，

有电泳条带有时赋值为 1，否则为 0。应用 
NTSYS–PC进行聚类分析，构建树状聚类图。通过
NTSYS–PC分析，以标准化变量的相关系数作为统
计量，对 20个供试菌株进行聚类。 
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2 结果与分析 

2.1 Pi9、Pi2、Pizt 基因的稻瘟病抗谱 

3 个抗病基因的供体亲本材料及其日本晴背景
的转基因近等基因系对 35 个稻瘟病菌菌株的抗谱
见表 2。转基因株系与供体亲本的抗谱基本一致。
Pi2 转基因株系对菌株 ROR1、110–2、193–1–1、

X2007A–1、CHL1743、RB15和 RB12菌株的抗性
程度表现得比供体亲本更高。Pi9与 Pi2抗谱较广，
抗性频率达到 94.29%。Pi2仅对 CHNOS60–2–3和
RB14表现为感病。Pi9对 ROR1与 XA2007A–7表
现为感病。虽然 Pizt和 Pi2的氨基酸序列高度同源，
但二者的抗谱差异较大，Pizt 抗谱较窄，抗谱频率
仅为 60%。 

表 2  Pi9、Pi2、Pizt 转基因近等基因系的稻瘟病抗谱 

Table 2 Resistance spectra of transgenic lines with Pi9, Pi2, Pizt to rice blast 

抗  性 
菌 株 

5173 Ⅰ Ⅱ Ⅲ 75–1–127 Ⅳ Toride Ⅴ Ⅵ Ⅶ 日本晴

IC–17* MR R R R R R R R R R S 
ES6 R R R R R R R R R R S 
P06–6 R R R R R R MS MS MS MS S 
ROR1 MR R R R S S R R R R S 
KJ201* R R R R R R R R R R S 
95097AZC13 R R R R R R R R R R S 
CHNOS60–2–3 S S S S R R R R R R S 
110–2* MR R R R R R R R R R MS 
318–2* R R R R R R R R R R S 
220–1–1 R R R R R R R R R R S 
193–1–1* MR R R R R R R R R R S 
87–4 R R R R R R R R R R S 
236–1 R R R R R R S S S S S 
236–2* R R R R R R S S S S S 
CHL438* R R R R R R R R R R MS 
CHL440* R R R R R R R R R R MS 
CHL446 R R R R R R R R R R MS 
CHL471* R R R R MR MR R R R R S 
CHL473 R R R R R R R R R R S 
X2007A–7* MR R R R S S S S S S S 
E2007046A2* R R R R R R S S S S S 
E2007038A3* R R R R R R S S S S S 
CHL1743* MR R R R R R R R R R S 
RB4* R R R R R R S S S S S 
RB7 R R R R R R S S MS S S 
RB9 R R R R R R S S S S S 
CHL506* R R R R R R R R R R S 
RB16* R R R R R R MS MS MS MS S 
RB18* R R R R R R S S S S S 
CHL645 R R R R R R R R R MR S 
RB11 R R R R R R R R R R S 
RB14* S S S S R R S S S S S 
RB15* MR R R R R R R R R R S 
RB17 R R R R R R S S MS S S 
RB22* MR R R R R R S S S S S 
抗性频率 94.29% 94.29% 94.29% 94.29% 94.29% 94.29% 60.00% 60.00% 60.00% 60.00%   

﹡为进行遗传多样性分析的稻瘟病菌菌株。 

2.2 稻瘟病菌菌株的遗传多样性 

利用 13对 SSR引物对 20个不同来源的菌株进
行多态性分析(图 1)，筛选出 7对多态性较高的引物：
P43–44、P47–48、P77–78、P83–84、P99–100、

P233–234、P427–428，在 200~400 bp区间共扩增出
39条多态性带型。聚类分析结果将 20个菌株分为 4
个系谱群。Ⅰ型系谱仅有 RB16；Ⅱ型系谱仅有

IC–17；Ⅲ型系谱包括 CHL471、318–2、193–1–1、
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110–2、E2007046A2、CHL438、KJ201、RB22、RB18
等 9 个菌株；Ⅳ型系谱包括 CHL1743、236–2、

CHL506、RB4、X2007A–7、RB15、E2007038A3、
RB14、CHL440 等 9个菌株(图 2)。 

 

 
A  引物 P77–78对菌株基因型的鉴定结果；B  引物 P99–100对菌株基因型的鉴定结果；M DNA ladder；1 CHL1743；2 RB16；

3 236–2；4 KJ201；5 E2007046A2；6 110–2；7 RB14；8 RB15；9 CHL471；10 E2007038A3；11 318–2；12 RB22；13 
CHL506；14 RB18；15 CHL438；16 RB4；17 CHL440；18 193–1–1；19 IC–17；20 X2007A–7。 

图 1 SSR 标记对稻瘟病菌菌株的基因型鉴定结果 

Fig. 1 Genotyping of rice blast strains with SSR markers 
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图 2 菌种间的遗传聚类分析结果 

Fig. 2 Cluster analysis of the 20 rice blast strains 

KJ201 与 RB22 之间，E2007046A2、110–2、
CHL438之间差异极小。CHL1743与 CHL506之间，
236–2 与 RB4 之间，RB15 与 E2007038A3 之间，
RB14 与 CHL440 之间，KJ201、RB22 与 RB18 之
间，CHL471 与 318–2 之间差异不显著。RB16 和
IC–17 与其他菌株差异较为显著。来自韩国的菌株
KJ201 与国内菌株 RB22 差异极小，平行进化；国

内菌株 RB16及菲律宾菌株 IC–17与其他菌株差异
显著，独成一类，证明地理位置并不是造成这些菌

种间差异的主要原因。湖南和广东各有 3个菌株对
Pizt致病，仅有的 2个湖北菌株对 Pizt均表现致病，
236–2、RB4，X2007A–7，E2007038A3在进化上处
于同一分支，且对 Pizt均致病。 
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3 讨 论 

使用不同来源的稻瘟病菌菌株对 Pi9、Pi2、Pizt
基因的供体亲本材料与日本晴背景的转基因近等

基因系进行接种鉴定，抗谱结果显示，转基因株系

的抗谱与供体亲本基本一致，证明 3个基因在供体
亲本中对于抗性的贡献率远大于其他抗性相关基

因。对于部分稻瘟病菌菌株，Pi2 转基因株系的抗
性水平比其供体亲本更高，这可能是 Pi2与受体材
料的其他基因互作的结果。Pi9、Pi2的抗谱较广，
Pizt 抗谱较窄。Pi2 与 Pizt 是直系同源关系，亲缘
关系较近，两者仅在 LRR 结构域存在 8 个氨基酸
的差异，但是它们的抗谱差异较大，Pi2 的抗性频
率达到 94.29%，而 Pizt 仅为 60%。Pi9 与 Pi2/Pizt
是旁系同源，它与 Pi2抗性频率同为 94.29%，但对
其致病的菌株是完全不同的，因此，抗病基因的亲

缘关系与其抗谱的差异大小并没有明显的相关性。

对于供试的 20 个稻瘟病菌菌株进行遗传多样性分
析，它们被分为 4个遗传宗谱，地理位置并不是造
成菌种间差异的主要原因，但其亲缘关系与致病性

有一定的关系。 
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