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　 　 摘要:　 近等基因系是准确鉴定病原菌无毒基因型ꎬ监测病原菌群体无毒基因结构动态变化以及开展寄主抗

病性遗传研究与抗病育种应用的重要材料ꎮ 为了明确广谱抗源 Ｈ４ 中 ２ 个主效抗病基因 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 和 Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 与已知

等位基因之间的抗性差异ꎬ以丽江新团黑谷(ＬＴＨ)为背景ꎬ采用分子标记辅助选择技术和抗性评价等方法ꎬ构建广

谱抗源 Ｈ４ 的 ２ 个主效抗病基因 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 和 Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 的近等基因系ꎮ 结果表明:携带 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 的近等基因系的抗性明

显好于携带 Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 的近等基因系ꎮ
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　 　 稻瘟病是具有毁灭性的世界性水稻病害ꎬ每年

造成全球高达 １１％ ~ ３０％的稻谷产量损失ꎬ损失的

粮食足以养活 ６×１０７人[１￣２]ꎮ 近年来ꎬ稻瘟病在中国

各主要稻区均有发生ꎬ其中华南、西南东部、江南、长
江中下游、东北等部分稻区流行偏重ꎬ年发生面积约

５×１０６ ｈｍ２ꎬ严重威胁国家粮食安全[３￣４]ꎮ 长期的生
产实践证明ꎬ选育和利用抗病品种是防治稻瘟病最

经济、有效和安全的措施[５￣８]ꎮ 但因稻瘟病在水稻生
长全生育期内均可发生ꎬ且稻瘟病菌致病小种具有
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高度的异质性ꎬ新选育的抗病品种常常在推广 ３ ~ ５
年后便失去利用价值[９￣１０]ꎮ 因此ꎬ挖掘新的抗病资

源、鉴定新的抗病基因ꎬ培育具有持久抗病性的水稻

品种ꎬ是当前稻瘟病抗病育种的当务之急ꎮ
迄今为止ꎬ至少有 ８０ 多个抗稻瘟病基因被鉴

定ꎬ并有 ２５ 个基因被克隆ꎬ这些基因多成簇分布在

除第 ３ 染色体外的其他 １１ 条水稻染色体上ꎬ其中在

第 ６、第 １１ 和第 １２ 号染色体上存在 ３ 个较大基因

簇ꎬ分别为 Ｐｉｚ 位点(含 Ｐｉｚ￣ｔ、Ｐｉ９、Ｐｉ２、Ｐｉｇｍ 和 Ｐｉ５０
等)ꎬＰｉｔａ 位点(Ｐｉｔａ、Ｐｉｔａ２ 和 Ｐｉ３９ 等)和 Ｐｉｋ 位点

(含 Ｐｉｋ、 Ｐｉｋ￣ｓ、 Ｐｉｋ￣ｐ、 Ｐｉｋ￣ｍ、 Ｐｉｋ￣ｈ、 Ｐｉ７ 和 Ｐｉ１
等) [１１￣１２]ꎮ 这些基因簇上的基因多为等位或紧密连

锁的关系ꎬ并且它们在抗性表现上具有明显的差异ꎬ
致使多数抗性基因未能充分在育种上利用起

来[１３￣１４]ꎮ 因此ꎬ只有明确这些基因簇位点上基因的

抗性差异ꎬ才能有针对性地开展分子标记辅助育种ꎮ
此外ꎬ基于“基因对基因”假说ꎬ每 １ 个抗病基因都

对应 １ 个稻瘟病菌无毒基因ꎬ而无毒基因易发生突

变ꎬ所以可以通过对基因簇位点上抗病基因等位分

析来监测病原菌群体无毒基因结构变化[１５￣１６]ꎮ 目

前ꎬ以丽江新团黑谷(ＬＴＨ)和 ＣＯ３９ 为背景的抗稻

瘟病基因近等基因系和近等基因累加系已广泛应用

于各国稻瘟病研究工作中ꎬ作为重要的水稻抗稻瘟

病单基因鉴别体系ꎬ不仅可以有效鉴别稻瘟病菌致

病型ꎬ 也 可 用 于 评 价 主 要 抗 性 基 因 的 育 种 价

值[１７￣２１]ꎮ
本课题组在长期的稻瘟病抗病育种研究中挖掘

到多个抗病种质资源ꎬ如 ＤＨ１０４、Ｈ４、Ｈ１１、Ｄ６９ 和

Ｔ２ 等ꎬ并在其中鉴定到 Ｐｉｘｔ( ｔ)、Ｐｉ４６( ｔ)、Ｐｉｋ￣Ｈ４、
Ｐｉｔａ￣Ｈ４、Ｐｉ５１ ( ｔ )、 Ｐｉ￣ｈ３ ( ｔ ) 和 ＰｉＴＨ 等 抗 病 基

因[２２￣２７]ꎮ 为了进一步明确这些抗病基因与已报道

等位基因的关系和充分利用这些抗病基因资源ꎬ本
研究以丽江新团黑谷(ＬＴＨ)为背景ꎬ采用分子标记

辅助选择技术ꎬ结合抗性评价ꎬ构建广谱抗源 Ｈ４ ２
个主效抗病基因 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 和 Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 的近等基因系ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

丽江新团黑谷(ＬＴＨ)、广谱抗源 Ｈ４ꎬ以及特特

普、珍龙 １３、四丰 ４３、东农 ３６３、关东 ５１ 和合江 １８ 等

中国早期的稻瘟病菌小种鉴别品种ꎮ
用于苗期叶瘟抗谱测定的 ３５ 个稻瘟病菌菌株

均由广东省农业科学院植物保护研究所提供ꎬ其中

菌株 ＧＤ０１９３ 和 ＧＤ０８Ｔ１３ 分别为抗病基因 Ｐｉｋ￣Ｈ４
和 Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 的遗传分析菌株ꎮ 此外 ＧＤ０１９３ 可侵染

Ｐｉｋ、Ｐｉｋｐ、Ｐｉ７ ( ｔ)基因等多个单基因鉴别寄主ꎬ其致

病谱较广ꎬ具有较好的代表性ꎬＧＤ０８Ｔ１３ 属于致病

专化性较强的菌株[２８￣２９]ꎮ
１.２　 分子标记

ＳＳＲ 分子标记 ＲＭ２２４ 和 ＲＭ１７９ 分别为抗病基

因 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 和 Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 的紧密连锁标记ꎮ 用于遗传背

景分析的 ４１４ 对 ＳＳＲ 引物由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成ꎮ 参考 Ｈｏｓｐｉｔａｌ 等[３０] 提出的

方法计算背景回复率:Ｇｇ ＝ [Ｌ＋Ｘｇ] / (２Ｌ)ꎬ其中 Ｇｇ

为在 ｇ 代的遗传背景回复率ꎻＸｇ为在回交 ｇ 代表现

为轮回亲本带型的分子标记数量ꎻＬ 为检测分子标

记的数量ꎮ 理论上的遗传背景回复率计算方法为

Ｇｇ ＝ １－(１ / ２) (ｇ＋１)ꎬ其中 ｇ 为回交世代ꎮ
１.３　 基因检测方法

参照 Ｍｕｒｒａｙ 等[３１] 的 ＣＴＡＢ 抽提法提取水稻幼

嫩叶片 ＤＮＡꎬ２０􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ 反应体系ꎬ包括 １􀆰 ０ μｌ 的
ＤＮＡ 溶液ꎬ２􀆰 ０ μｌ 的 １０×ＰＣＲ ＭＩＸ ｂｕｆｆｅｒꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ
的正负引物各 ０􀆰 ８ μｌꎬ其余由双蒸灭菌水(ｄｄＨ２Ｏ)
补足ꎮ 反应程序:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ ５５
℃ ３０ ｓꎬ ７２ ℃ ４５ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 扩

增产物在 ８％的非变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳ꎬ快
速银染法染色观察ꎮ
１.４　 稻瘟病抗性鉴定

水稻干种子催芽后播种在育秧盘中ꎬ每个品系

播 １ 穴(每穴 １５ 粒)ꎬ均设有抗病、感病对照ꎬ待秧

苗长至 ３ ~ ４ 片叶时ꎬ采用筛选出的 ３５ 个代表菌株

分别接种ꎬ采用高压喷雾接种法接种ꎬ接种 ７ ｄ 后调

查抗性表现ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 基于分子标记辅助选择的近等基因系构建

以 ＬＴＨ 为母本与 Ｈ４ 杂交ꎬＦ１进行稻瘟病抗性

鉴定ꎬ确保无假杂种ꎮ 随后以 ＬＴＨ 为轮回亲本回

交ꎮ 在 ＢＣ１Ｆ１代ꎬ分别利用与抗病基因 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 和 Ｐｉ￣
ｔａ￣Ｈ４ 紧密连锁的分子标记 ＲＭ２２４ 和 ＲＭ１７９ 进行

单株检测ꎬ将具有分子标记 ＲＭ２２４ 和 ＲＭ１７９ 的单

株分开ꎬ分别接种稻瘟病菌株 ＧＤ０１９３ 和 ＧＤ０８Ｔ１３ꎬ
确定抗性ꎮ 以分别含有抗病基因 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 和 Ｐｉｔａ￣Ｈ４
的抗病单株为父本ꎬ与轮回亲本 ＬＴＨ 继续回交ꎬ此
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后每个回交世代都进行分子标记检测ꎬ同时分别接

种稻瘟病菌株 ＧＤ０１９３ 和 ＧＤ０８Ｔ１３ꎬ直至获得 ＢＣ４

Ｆ２ꎮ 整个选育过程见图 １ꎮ

图 １　 分子标辅助选择程序

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｍａｒｋｅｒ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

２.２　 近等基因系遗传背景分析

在种植 ＢＣ４Ｆ２后ꎬ选择株型接近 ＬＴＨꎬ且分别含

有抗病基因 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 和 Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 的 ２ 个单株收种ꎬ并
进一步形成株系ꎬ命名为 Ｐｉｋ￣Ｈ４￣１、Ｐｉｋ￣Ｈ４￣２、Ｐｉｔａ￣
Ｈ４￣１ 和 Ｐｉｔａ￣Ｈ４￣２ꎮ 在背景分析之前ꎬ选用覆盖水稻

全基因组的 ４１４ 对 ＳＳＲ 引物(表 １)ꎬ对亲本 Ｈ４ 和

ＬＴＨ 进行多态性分析ꎬ有效多态数为 ２５３ꎬ多态率为

６１􀆰 ２％ꎬ覆盖全部 １２ 条染色体ꎮ

表 １　 亲本 Ｈ４ 和 ＬＴＨ 之间多态性 ＳＳＲ 标记的筛选

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
Ｈ４ ａｎｄ ＬＴＨ

染色体　 筛选标记数 多态性标记数 多态性频率(％)

染色体 １ ６０ ３６ ６０.０

染色体 ２ ５３ ３８ ７１.７

染色体 ３ ５８ ３２ ５５.２

染色体 ４ ２５ １６ ６４.０

染色体 ５ ２３ １５ ６５.２

染色体 ６ ４３ ２４ ５５.８

染色体 ７ ２６ １７ ６５.４

染色体 ８ ２１ １３ ６１.９

染色体 ９ ２６ ９ ３４.６

染色体 １０ １９ １２ ６３.２

染色体 １１ ２６ １９ ７３.１

染色体 １２ ３４ ２２ ６４.７

　 　 随后利用这 ２５３ 对 ＳＳＲ 标记的引物对所选的

含有Ｐｉｋ￣Ｈ４的 ２ 个株系以及含有 Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 的 ２ 个株

系进行遗传背景分析ꎮ 结果(表 ２)表明ꎬ所选择的

４ 个株系中ꎬ除了编号为 Ｐｉｋ￣Ｈ４￣２ 的株系的背景回

复率为 ９６􀆰 ０％外ꎬ其他株系遗传背景的回复率均明

显高于其理论值(９６􀆰 ９％)ꎬ表明利用分子标记辅助

选择技术结合抗病性鉴定ꎬ可以缩短时间ꎬ迅速构建

抗病基因近等基因系ꎮ

表 ２　 目标株系的遗传背景分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｌｉｎｅｓ

染色体　
背景回复率(％)

Ｐｉｋ￣Ｈ４￣１
株系

Ｐｉｋ￣Ｈ４￣２
株系

Ｐｉｔａ￣Ｈ４￣１
株系

Ｐｉｔａ￣Ｈ４￣２
株系

染色体 １ ９７.２ ９７.２ １００.０ ９４.４

染色体 ２ １００.０ １００.０ １００.０ ９７.４

染色体 ３ １００.０ ９３.８ ９６.９ １００.０

染色体 ４ １００.０ １００.０ １００.０ １００.０

染色体 ５ １００.０ ９３.３ １００.０ １００.０

染色体 ６ ９５.８ ８３.３ １００.０ １００.０

染色体 ７ １００.０ １００.０ １００.０ １００.０

染色体 ８ １００.０ １００.０ １００.０ １００.０

染色体 ９ １００.０ １００.０ ８８.９ １００.０

染色体 １０ ９１.７ １００.０ １００.０ １００.０

染色体 １１ ９４.７ ８９.５ ９４.７ ８４.２

染色体 １２ ９５.５ ９５.５ １００.０ ９５.５

２.３　 近等基因系抗性评价

抗性评价是抗病基因近等基因系构建过程中一

个重要环节ꎮ 综合田间农艺性状的表现和遗传背景

的回复情况ꎬ选择株系 Ｐｉｋ￣Ｈ４￣１ 和 Ｐｉｔａ￣Ｈ４￣１ 作为

下一步抗病性鉴定材料ꎮ
分别将中国的 ７ 个稻瘟病鉴别寄主特特普、珍

龙 １３、四丰 ４３、东农 ３６３、关东 ５１、合江 １８ 和 ＬＴＨ 以

及抗病基因供体亲本 Ｈ４ꎬ同株系 Ｐｉｋ￣Ｈ４￣１ 和 Ｐｉｔａ￣
Ｈ４￣１ 播于塑料育秧盘中ꎬ每个品系播种 ２ 行ꎬ共 ２０
个单株ꎬ待到苗期ꎬ分别接种广致病谱代表菌株

ＧＤ０１９３ 和 ＧＤ０８Ｔ１３ꎮ 结果(表 ３)表明ꎬＰｉｋ￣Ｈ４￣１ 株

系对菌株 ＧＤ０１９３ 表现出高抗水平ꎬ和抗性亲本 Ｈ４
没有差异ꎬ此外特特普、东农 ３６３ 和关东 ５１ 也对菌

株 ＧＤ０１９３ 表现出高抗水平ꎬ而 Ｐｉｔａ￣Ｈ４￣１ 株系和

ＬＴＨ 则表现出感病ꎻＰｉｔａ￣Ｈ４￣１ 株系对菌株 ＧＤ０８Ｔ１３
表现出高抗水平ꎬ和抗性亲本 Ｈ４ 及特特普无差异ꎬ
而 Ｐｉｋ￣Ｈ４￣１ 株系、ＬＴＨ 及其他几个鉴别寄主则表现

３孙大元等:广谱抗源 Ｈ４ 中 ２ 个主效抗病基因的单基因系构建及评价



出感病ꎮ
３５ 个代表性菌株的抗谱测定结果(表 ３)表明ꎬ

Ｐｉｋ￣Ｈ４￣１ 株系的抗性频率为 ６２􀆰 ８６％ꎬ高于珍龙 １３
及四丰 ４３ꎬ低于其供体亲本和特特普、东农 ３６３ 及

关东 ５１ꎻＰｉｔａ￣Ｈ４￣１ 株系的抗谱只有 １１􀆰 ４３％ꎬ与合江

１８ 一样ꎻ而 ＬＴＨ 抗性频率则为 ０ꎬ表明其对 ３５ 个菌

株均无抗性ꎮ 综合来看ꎬ携带 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 的近等基因系

的抗性明显好于携带 Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 的近等基因系ꎮ

表 ３　 近等基因系对稻瘟病的抗性反应

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅａｒ￣ｉｓｏｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｔｏ ｒｉｃｅ ｂｌａｓｔ

　 　 项　 目 特特普 珍龙 １３ 四丰 ４３ 东农 ３６３ 关东 ５１ 合江 １８ ＬＴＨ Ｈ４ Ｐｉｔａ￣Ｈ４￣１ Ｐｉｋ￣Ｈ４￣１

含有的抗病基因 Ｐｉ１、Ｐｉ５、Ｐｉ５４ － Ｐｉａ、Ｐｉｂ Ｐｉｋ、Ｐｉａ Ｐｉｋ Ｐｉａ Ｐｉｋ￣ｌ Ｐｉｋ￣Ｈ４、Ｐｉｔａ￣Ｈ４ Ｐｉｔａ￣Ｈ４ Ｐｉｋ￣Ｈ４

抗性频率(％) ８８.５７％ ２５.７１％ ８.５７％ ８０.００％ ８０.００％ １１.４３％ ０ １００.００％ １１.４３％ ６２.８６％

菌株 ＧＤ０１９３ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ

菌株 ＧＤ０８Ｔ１３ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ
Ｒ:抗病表现ꎻＳ:感病表现ꎮ －:没检测到相关抗病基因ꎮ

３　 讨 论

植物中抗性基因往往在特定染色体区域成簇存

在[１２]ꎮ 目前在水稻第 １１ 染色体上定位到 ２２ 个抗病

基因ꎬ多数成簇分布于 Ｐｉｋ 位点附近ꎬ且在 Ｐｉｋ 位点克

隆到 了 Ｐｉ１[３２]、 Ｐｉｋ[３３]、 Ｐｉｋｈ[３４]、 Ｐｉｋｍ[３５]、 Ｐｉｋｐ[３６]、
Ｐｉｋｓ、Ｐｉ７ 和 Ｐｉｋ￣ｌ[３７] 等 ８ 个等位基因ꎬ均由 ２ 个紧密

连锁且具有完全独立功能的 ＮＢＳ￣ＬＲＲ 类基因组成ꎮ
Ｐｉｋ 位点的等位基因序列高度保守ꎬ其中 Ｐｉｋ￣１ 位点

存在多个 ＳＮＰꎮ 本研究中 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 是本课题组近期克

隆到的 １ 个 Ｐｉｋ 位点的新的等位基因ꎬ其供体亲本Ｈ４
与已知的 Ｐｉｋ 位点的近等基因系(包括 ＩＲＢＬ６、ＩＲＢＬ７、
ＩＲＢＬ８、ＩＲＢＬ１８、ＩＲＢＬ２１ 及 Ｆ９８￣７ 等)存在明显的抗谱

差异ꎬ并且 ＧＤ０１９３ 可侵染 Ｐｉ１、Ｐｉｋ、Ｐｉ７、Ｐｉｋｍ 和 Ｐｉｋｐ
等 Ｐｉｋ 位点的等位基因[２３]ꎮ 而本研究中构建的 Ｐｉｋ￣
Ｈ４ 的近等基因系 Ｐｉｋ￣Ｈ４￣１ 株系对 ＧＤ０１９３ 表现为抗

病ꎬ再次验证 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 是 Ｐｉｋ 位点的 １ 个新的等位基

因ꎮ 此外ꎬ本研究中发现特特普、东农 ３６３ 及关东 ５１
也对 ＧＤ０１９３ 表现为抗病ꎬ并且都含有 Ｐｉｋ 位点的等

位基因ꎬ是否就说明 Ｐｉ１ 和 Ｐｉｋ 应该是对 ＧＤ０１９３ 表

现为抗病的? 其实不然ꎬ特特普还含有 Ｐｉ５、 Ｐｉ５４ꎬ东
农 ３６３ 含有 Ｐｉａꎬ关东 ５１ 也可能含有其他抗病基因ꎬ
且稻瘟病菌株 ＧＤ０１９３ 中可能还含有除 Ａｖｒ￣Ｐｉｋ 以外

的其他的无毒基因ꎮ 另外ꎬ也有研究者发现含有 Ｐｉ２
位点的等位基因的 Ｐｉ５１( ｔ)也对 ＧＤ０１９３ 表现为抗

病ꎬ而根据“基因对基因”假说ꎬＧＤ０１９３ 中应含有与之

对应的无毒基因[２７]ꎮ 同时近期也有研究结果表明ꎬ
与 Ｐｉｋ 位点抗病基因相对应的稻瘟病菌无毒基因

ＡｖｒＰｉｋ 也存在多个等位基因(Ａｖｒ￣Ｐｉｋ￣Ａꎬ Ａｖｒ￣Ｐｉｋ￣Ｂꎬ
Ａｖｒ￣Ｐｉｋ￣Ｃꎬ Ａｖｒ￣Ｐｉｋ￣Ｄ 及 Ａｖｒ￣Ｐｉｋ￣Ｅ)ꎬ致使 Ｐｉｋ 位点等

位基因存在着抗谱差异和小种特异性[３８]ꎮ 因此ꎬＰｉｋ￣
Ｈ４ 的近等基因系的构建有利于开展稻瘟病菌无毒基

因变异监测ꎮ
Ｐｉｔａ 位于水稻第 １２ 染色体靠近着丝点附近的

区域ꎬ而 Ｐｉｔａ２则实际上是 Ｐｉｔａ 至少加上 １ 个紧密连

锁的其他抗性基因[７]ꎮ Ｐｉｔａ 在中国很多稻区表现广

谱持久的稻瘟病抗性ꎬ被广泛应用于中国的水稻育

种和生产ꎬ但其近等基因系 ＩＲＢＬｔａ￣ＣＰ１ 和 ＩＲＢＬｔａ￣
ＣＴ２ 在华南地区抗性较低[３９]ꎮ 虽然本研究中构建

Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 的近等基因系 Ｐｉｔａ￣Ｈ４￣１ 株系的抗谱同样并

不理想ꎬ但其对致病专化性较强的菌株 ＧＤ０８Ｔ１３ 表

现出较好的抗性ꎬ表明其具有一定的育种利用价值ꎮ
本研究通过构建广谱抗源 Ｈ４ 中 ２ 个主效抗病

基因 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 和 Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 的近等基因系ꎬ不仅可以明

确 Ｐｉｋ￣Ｈ４ 和 Ｐｉｔａ￣Ｈ４ 与已知等位基因的抗性差异ꎬ
还可进一步对广谱抗源 Ｈ４ 的抗病机制进行阐述ꎬ
同时为利用它们开展抗病育种奠定了基础ꎮ
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