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籼稻 R996 转 Pi9 基因纯系的筛选及稻瘟病抗性鉴定 
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摘 要：采用农杆菌介导法将抗稻瘟病 Pi9 基因导入籼稻品种 R996，获得转基因植株，并对这些转基因植株进

行遗传分析。结果表明：Pi9 基因已经整合到受体细胞基因组中，并在转录水平上得到了有效表达；对转基因植

株后代进行潮霉素抗性、GUS染色和 PCR检测分析，鉴定出 Pi9基因阳性转化子；经稻瘟病抗性鉴定，从 T1代

符合孟德尔分离比(1∶2∶1)的分离群体中，成功筛选出转 Pi9基因的籼稻 R996纯系。 
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Abstract: Pi9, the first cloned gene with broad-spectrum resistance to rice blast, was introduced into Indica cultivar R996 

via Agrobacterium-mediated transformation. The subsequent genetic analysis showed that Pi9 was successfully 

introduced into the genome of the receptors, which displayed stable expression of Pi9 at transcription level. The offspring 

of the transgenic plants were analyzed by hygromycin resistance assay, GUS staining and PCR detection. And the 

homozygous Pi9/R996 transgenic lines were identified from the T1 generation showing 1∶2∶1 Mendel segregation 

through rice blast resistance assay conducted on Pi9 positive transformants. 
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稻瘟病是水稻的三大病害之一，常给水稻生产

造成巨大的损失[1–3]。利用转基因技术将抗稻瘟病基

因转入优质的易感病的水稻品种中，通过杂交、回

交等方法获得高抗品系是减少稻瘟病病害的有效途

径之一。目前，在水稻的不同染色体上已定位了超

过 86个稻瘟病主效抗性基因，350个微效基因[2,4]。

1999年，通过图位克隆得到了第 1个稻瘟病抗性基
因 Pib[5]。迄今，采用此方法已从不同的水稻品种中

成功分离克隆了 Pi9[6]、Pi2[7]、Pi1[8]、Pb1[9]等 22个
稻瘟病抗性基因[10]。稻瘟病菌生理小种的多样性及

稻瘟病与抗性基因之间的协同进化关系，限制了稻

瘟病抗性基因和抗性品种的推广应用。 
Pi9基因位于水稻第6号染色体短臂近着丝粒区

域的 Pi2/9位点，基因全长约 9.5 kb，包括 2个长度
分别为 5 362 bp和 128 bp的内含子，以及由 3 099 bp
的编码区和 910 bp 3' UTR组成的 cDNA。Pi9编码 1
个由 1 032个氨基酸组成的蛋白产物。该产物羧基端
含有富亮氨酸重复域(LRRs)，在氨基端含有核苷酸
结合位点(NBS)。目前，已证实 Pi9基因对 100多个
稻瘟病菌小种具有抗性[6]。笔者采用农杆菌介导法将
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Pi9 转入籼稻品种 R996[11]，并进行了转基因植株纯

系筛选以及稻瘟病抗性的鉴定，以期通过下一步遗

传杂交方法获得高抗稻瘟病水稻新品种。 

1 材料和方法 

1.1 材 料 

R996 转 Pi9 基因植株；含 Pi9 基因植株
75–1–127；稻瘟病菌生理小种 110–2。 

1.2 方 法 

1.2.1 潮霉素抗性筛选 

选择 T1 代符合孟德尔分离比(1∶2∶1)的转基
因植株，经几代繁殖筛选，获得的单株成熟种子去

壳，用体积比为 30%的次氯酸钠溶液消毒处理 30 
min，无菌水清洗 5～6次后，将种子转移到含有 50 
mg/L潮霉素的 1/2MS培养基中，置于 26 ℃的光照
培养箱中培养，10 d后观察筛选情况。 

1.2.2 GUS 活性测定 

转基因水稻细胞中GUS基因的表达基本按文献
[12]的方法测定。以受体 R996 的根和叶作染色对
照，将经过潮霉素筛选的转基因植株的根和叶片剪

取一小部分，放入 1.5 mL 离心管中，加入适量
X–Gluc染色液，在 37 ℃恒温箱中保温过夜。倒掉
染色液，用 70%的乙醇脱色。 

1.2.3 PCR 检测 

按 CTAB 法提取经过潮霉素筛选和 GUS 活性
测定的转基因苗和对照受体植株 R996 的基因组
DNA。 PCR 引物选用潮霉素抗性基因引物

HPT–1F/HPT–1R，其扩增引物序列为：HPT–1F，5´– 
TACCTCTACACAGCCATC–3´；HPT–1R，5´–TAT 
GTCCTGCGGGTAAAT–3´。扩增片段大小为 837 bp。
分别以受体为阴性对照，以质粒 pCAMMBIA1301– 
Pi9为阳性对照。PCR扩增反应条件：94 ℃预变性
3 min，94 ℃变性 50 s，52 ℃退火 50 s，72 ℃延伸
60 s，循环 37次；最后 72 ℃延伸 10 min。 

1.2.4 转基因植株的稻瘟病抗性鉴定 

为检测呈阳性的转 Pi9 基因 R996 植株是否具
有稻瘟病抗性，用稻瘟病菌小种 110–2对上述 3种

方法均鉴定为阳性的转 Pi9 基因 R996 株系进行喷
雾接种，并以具有 Pi9基因的植株 75–1–127和受体
R996为抗、感病对照。具体做法：将稻瘟病菌接种
在燕麦片番茄汁琼脂培养基上，于 26 ℃培养 7～
10 d，用 0.1‰的 Tween20 水溶液洗下分生孢子，
接种孢子浓度约为 2×105个/mL。清水浸种 24 h，
34～37 ℃催芽 20 h左右至种子露白，播种后放入
26 ℃的光照培养箱中生长，幼苗长到 3～4 叶期
时，进行稻瘟病菌喷雾接种。接种后 26 ℃保湿暗
培养 24 h，然后光照培养 7 d，调查发病情况。 

2 结果与分析 

2.1 转 Pi9 基因 R996 株系的潮霉素筛选结果 

将受体和转基因植株的种子消毒后，在潮霉素

浓度为 50 mg/L的 1/2MS培养基中筛选，受潮霉素
抑制，受体 R996不萌发，而转 Pi9基因 R996种子
的根能正常生长，还能长出叶片(图 1)，说明转 Pi9
基因 R996 植株中由于具有 hpt 基因使植株具有潮
霉素抗性。 
 

  
A 对照受体R996；B 转Pi9基因R996。 

图1 潮霉素抗性筛选转基因植株 
Fig.1 Screening of transgenic plants using hygromycin  

2.2 GUS 基因在转 Pi9 基因 R996 植株中的瞬时

表达 

GUS 染色结果显示，R996 转 Pi9 基因植株后
代株系的根呈明显蓝色(图 2–A)，而受体 R996的根
不显色(图 2–B)。同样，转 Pi9基因 R996植株叶片
被剪两端也呈现蓝色，中间部分叶片因蜡质层阻

挡，染色液难到达，所以基本无色(图 2–C)。对照
R996 叶片被剪两端没有蓝色(图 2–D)。表明 GUS
基因在转基因植株后代中能高效表达，目的基因

Pi9在后代中稳定遗传。 

 

BA
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A 转Pi9基因R996植株的根；B 对照R996的根；C 转Pi9基因R996植株的叶；D 对照R996的叶。 

图2 转基因植株GUS检测 
Fig.2 Result of GUS detection of transgenic plants  

2.3 转 Pi9 基因 R996 植株的 PCR 检测结果 

由于 Pi9基因同源片段在水稻基因组中广泛分
布，较难设计 Pi9的特异引物，故选用潮霉素抗性
基因引物。T1代表现为 1∶2∶1孟德尔分离规律的
转 Pi9基因 R996植株后代，经 PCR检测均能扩增

出 837 bp的特异条带，表明转 Pi9基因的 R996植
株后代不再发生分离。这与 GUS 染色和潮霉素筛
选结果一致，即有 GUS 显色和潮霉素抗性的植株
均可扩增出 837 bp的目的片段，而受体 R996基因
组 DNA不能扩增出该目的条带(图 3)。 

M   1   2    3   4    5   6   7    8   9  10  11   12   13  14  15   16   17  18   19  20 

 
M DL 2 000；1 质粒；2 受体；3～20 转基因植株。 

图 3 转基因植株的 PCR 检测结果 
Fig.3 PCR result for transgenic plants  

2.4 转 Pi9 基因 R996 植株的稻瘟病抗性检测 

转 Pi9 基因 R996 植株的稻瘟病抗性检测结果

(图 4)表明，转基因植株没有出现明显的稻瘟病病 
1   2    3     4    5    6 

 
1 含 Pi9 基因的 75–1–127 植株；2 受体 R996；3~6 转 Pi9 基

因 R996植株。 

图 4 稻瘟病菌接种结果 
Fig.4 Result for rice blast inoculation test 

 
斑，对稻瘟病表现出强抗性。含有 Pi9 基因的

75–1–127植株叶片也没有病斑，而受体 R996病斑

明显，感病严重。 

综合上述 GUS 染色、潮霉素抗性检测、PCR

分析以及稻瘟病抗性检测结果，说明 Pi9基因不仅

整合到转基因植株的染色体上，而且成功在子代中

稳定遗传，并表现出对稻瘟病的强抗性。 

3 讨 论 

有研究[13]表明，稻瘟病广谱抗性是持久抗性的

重要组成部分。随着分子生物学的发展，广谱抗性

基因在抗病育种中的应用越来越重要。Pi9 基因作

837 bp 

B A

D C
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为稻瘟病广谱、持久抗源，目前相对水稻其他功能

基因在育种上的应用更有效、更广泛。潘素君等[14]

将Pi9基因导入籼稻1701品种获得的转基因植株对
稻瘟病菌具有很强的抗性。梁海福等[15]利用常规回

交育种结合分子标记辅助选择技术，将高抗水稻白

叶枯病 Xa4和 Xa23 基因、广谱高抗稻瘟病 Pi9 基
因聚合到同一株系中，获得了三基因聚合的纯合株

系，对稻瘟病的抗性与供体亲本 75–1–127 水平相
当。倪大虎等[16–18]利用分子标记辅助选择将广谱高

抗稻瘟病的 Pi9 基因和高抗白叶枯病的 Xa21 和
Xa23基因聚合到优良株系中，获得了多抗基因的优
良新株系。文绍山等[19]将 Pi9基因导入水稻品种泸
恢 17，经田间抗性鉴定，抗性基因纯合株系的稻瘟
病抗性比受体明显提高。殷得所等[20]将 Pi9基因通
过杂交导入水稻品种扬稻 6号和 R6547，经病圃鉴
定有 Pi9基因株系的稻瘟病抗性水平较受体品种扬
稻 6号和 R6547有不同程度的提高。 
本研究利用农杆菌介导法将 Pi9基因导入籼稻

R996，通过 GUS染色、潮霉素抗性筛选和 PCR检
测，鉴定出转基因植株的纯合系。经稻瘟病菌接种

检测表明，转 Pi9 基因 R996 植株对稻瘟病抗性比
受体 R996 明显增强。下一步将选用高产、优质但
抗性差的水稻品种与转基因纯合系进行杂交育种，

以期获得抗稻瘟病新种质。 
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