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Abstract: 【Objective】 The Pi9 gene confers broad-spectrum resistance against Magnaporthe oryzae. Rice monogenic 
line IRBL9-W carrying single blast resistance gene Pi9 is highly resistant to leaf blast during the seedling stage, but it is 
susceptible to neck blast at adult-plant stage in blast nursery. It is important to analyze the mechanism behind the 
reversion of resistance to Magnaporthe oryzae, which will provide important information for effective utilization of Pi9 
in disease-resistant rice breeding program.【Method】Eight single spore strains of M. oryzae isolated from neck blast 
samples of diseased IRBL9-W, and one isolate Y363 were artificially inoculated by spraying at seedling stage to 
pathotype their pathogenicity on 24 monogenic lines including IRBL9-W. Two out of eight strains and control strain 
Y363 were further selected and inoculated on IRBL9-W at late-booting stage by injecting to evaluate their pathogenicity. 
The alleles of M. oryzae AvrPi9 gene cognate to rice blast resistance gene Pi9 were amplified and sequenced with 
AvrPi9-specific primers in nine strains. Total RNA of the rice monogenic line IRBL9-W in seedling and late-booting 
stage was extracted from young leaf and panicle, respectively. The expression analysis of Pi9 gene was performed by 
semi-quantitative RT-PCR and real-time qRT-PCR. 【Result】 The monogenic line IRBL9-W was completely resistant to 
the nine M. oryzae strains at the seedling stage exposed to the artificial spraying. However, IRBL9-W was susceptible to 
panicle blast when inoculated with both two randomly selected strains (YX2-7-1 and YX2-15-1) isolated from panicle 
blast lesions of IRBL9-W, and the control strain Y363 by injecting inoculation at the late-booting stage. Compared with 
AvrPi9, allelic sequence amplified from Y363 was identical to cloned AvrPi9, and the coding region of the other eight 
strains isolated from IRBL9-W panicle blast was identical to AvrPi9 gene, except for a 16-bp deletion at −264 bp 
upstream of the coding starting position in the eight strains. Given high resistance of IRBL9-W to these strains at the 
seedling stage, we contended that this 16-bp deletion did not affect the function of AvrPi9 gene; qRT-PCR results showed 
that the relative expression level of Pi9 gene in panicle was only 47.3% as compared to that in seedling leaves. 
【Conclusion】Compared with the relative expression level of Pi9 gene at the seedling stage in IRBL9-W, the significant 
decrease of Pi9 gene expression level in panicle of IRBL9-W could be the cause of susceptibility to M. oryzae at 
late-booting stage.  
Key words: Oryza sativa L.; Magnaporthe oryzae; Pi9; seedling stage; adult-plant stage  

摘  要：【目的】Pi9 是一个广谱稻瘟病抗性基因，田间病圃监测发现持有 Pi9 的水稻单基因系 IRBL9-W 在苗期

高抗稻瘟病，但却感穗瘟。探明水稻单基因系 IRBL9-W 在苗期抗病而孕穗末期感染穗颈瘟的原因，为 Pi9 基因

在水稻抗病育种中的有效利用提供参考。【方法】利用从 IRBL9-W 穗颈瘟病斑上分离的 8 个单孢菌株以及实验室

保存的单孢菌株 Y363，在温室分别对单基因系 IRBL9-W 苗期和孕穗末期进行接种鉴定；并利用病原菌 AvrPi9

基因的特异引物对 9 个单孢菌株进行 PCR 扩增及产物测序；提取水稻单基因系 IRBL9-W 苗期叶片和抽穗期穗部
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的总 RNA，通过半定量 RT-PCR 以及实时 qRT-PCR 分析 Pi9 基因在苗期和穗期的表达。【结果】在温室人工喷雾

接种条件下，IRBL9-W 在苗期对从穗颈瘟上分离的 8 个单孢及对照菌株 Y363 均表现为抗病；随机选取的 2 个从

IRBL9-W 穗颈瘟病样分离的单孢菌株(YX2-7-1 和 YX2-15-1)及对照菌株 Y363 对孕穗末期 IRBL9-W 注射接种，

接种的植株表现出典型的穗颈瘟症状；AvrPi9 的等位基因分析结果表明，与 AvrPi9 相比，Y363 中的等位基因与

AvrPi9 完全相同，而从 IRBL9-W 穗瘟分离的 8 个单孢菌株中编码区与 AvrPi9 基因完全相同，但在编码起始位置

上游−264 bp 处缺失 16 bp 的一段序列。由于 IRBL9-W 苗期对这些菌株均表现抗病，推测这段序列的缺失并不影

响 AvrPi9 基因的功能；实时 qRT-PCR 分析结果表明，Pi9 基因在穗部的表达量为苗期叶片表达量的 47.3%。【结

论】在水稻单基因系 IRBL9-W 中，与苗期叶片中 Pi9 基因的表达量相比，Pi9 基因在穗部表达量的明显降低可能

是造成 IRBL9-W 穗期感稻瘟病的原因。 

关键词：水稻；稻瘟病菌；Pi9；苗期；成株期 

水稻(Oryza sativa L.)是世界上最重要的粮食作

物之一，作为全球近半数人口的主食，在粮食安全

中具有特殊的重要性。由真菌 Magnaporthe oryzae 

(无性态为 Pyricularia oryzae)[1]引起的水稻稻瘟病

是世界水稻产区危害最为严重的病害之一[2,3]，不仅

能侵染水稻的地上部分，同时也能侵染根部[3-4]。稻

瘟病每年可造成 10%~30%的水稻产量损失，严重

的田块甚至绝收[3,5-6]。稻瘟病在田间常见的症状有

叶瘟和穗瘟，叶瘟发生在水稻的营养生长阶段，在

叶片上形成典型的纺锤形坏死病斑；而穗瘟发生在

水稻的生殖生长阶段，病原菌感染水稻的穗颈基部、

穗节或谷粒，造成穗粒空瘪，导致水稻严重减产[7]。 

“水稻-稻瘟病菌”的互作模式符合 Flor 的“基因

对基因”假说，即持有特定抗病基因的水稻品种与

病原菌互作时，只有病原菌持有与该抗性基因相对

应的无毒基因时，品种才表现出抗性，其他任何一

种情况下品种均表现感病[8-10]，水稻稻瘟病菌模式

已成为植物-真菌致病系统研究中的一种重要模式

系统[11]。生产实践证明，抗性品种的合理利用是控

制稻瘟病最经济、有效和环境友好的措施。通过广

泛的遗传分析，从水稻中鉴定并已定位了 100 多个

主效抗性基因，其中 28 个已被克隆[12]。相较于穗

瘟抗性在评价中存在的周期长、工作量大等问题，

苗期人工接种周期短、稳定性好、效率高，在抗性

遗传分析与抗性基因的挖掘中被广泛采用。在已鉴

定的稻瘟病抗性基因中，绝大部分的基因是通过对

苗期叶瘟的抗性解析并定位的，而仅有少部分的基

因同时进行了叶瘟和穗瘟的抗性分析[13-15]；来自籼

稻品种谷梅2号的Pi25[13]和来自云南粳稻地方品种

Yangmaogu 的 Pi64[14]既抗叶瘟也抗穗瘟，而来自日

本籼稻品种 Modan 的抗病基因 Pb1 抗穗瘟却不抗

叶瘟[15]。已克隆的 Pi25、Pi64 和 Pb1 均编码具有

核苷酸结合位点 -富含亮氨酸结构域 (nucleotide- 

binding site and leucine-rich repeat, NBS-LRR)的蛋

白，是已克隆的植物抗病基因中最多的一种类型

[14,16-17]。Fang 等[18]将来源于太湖流域的粳稻地方品

种 Bodao 中的一个穗瘟抗性数量性状基因座

(quantitative trait locus, QTL)Pb-bd1 精细定位到水

稻第 11 染色体长臂末端 40.6 kb 的物理区间内；而

Wang 等 [19]将太湖流域的另一个粳稻地方品种

Jiangnanwan中兼抗叶瘟和穗瘟的QTL Pi-jnw1精细

定位到水稻第 11 染色体长臂末端 282 kb 的物理区

间内；Pi-jnw1 所在区域涵盖了 Pb-bd1 所在的位置，

目前这 2 个基因是等位还是紧密连锁尚不清楚。通

过广泛的遗传分析，目前已鉴定并定位了近 20 个

抗穗瘟或兼抗叶瘟的主效抗性基因或 QTL[12]。这些

穗瘟抗性主效基因/QTL 位点的定位，为开展基因

的克隆并进一步阐明叶、穗瘟抗性的关系提供了良

好的研究素材。 

来源于小粒野生稻(O. minuta)的 Pi9 基因编码

NBS-LRR 蛋白[20]，对 13 个国家的 43 个稻瘟病菌株

均表现出很高的叶瘟抗性，具有广谱抗病的特点[21]；

后续的大量研究进一步验证了其对叶瘟抗性的有

效性[22-25]。有意思的是，2016 年我们对田间病圃用

于监测稻瘟病菌群体致病性的 24 个以丽江新团黑

谷为遗传背景的水稻单基因鉴别系进行穗瘟抗性

监测时，发现苗期高抗叶瘟的水稻单基因系

IRBL9-W(Pi9)感染穗瘟。为进一步研究 IRBL9-W

感染穗瘟的原因，本研究用分离自该水稻单基因系

IRBL9-W 穗瘟标样的单孢菌株，在温室对苗期和孕

穗末期的 IRBL9-W 进行稻瘟病菌接种分析，并采

用分子检测技术和方法，以尝试解析 IRBL9-W 在

苗期及穗期抗性差异的原因。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

2016 年从水稻单基因系 IRBL9-W 上采集的 8

个穗颈瘟病样上分别分离的 8 个单孢菌株以及实验

室保存的单孢菌株 Y363，以及由国际水稻研究所
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Kobayashi N 博士提供的以丽江新团黑谷为遗传背

景的 24 个持有不同抗病基因的单基因系及对照感

病品种丽江新团黑谷(LTH)(表 1)，用于本研究。 

1.2  叶瘟接种评价 

首先将低温保存于滤纸片上的8个水稻单基因

系IRBL9-W穗瘟标样上分别分离的8个稻瘟病菌单

孢 菌 株 (YX2-2-1, YX2-3-2, YX2-5-1, YX2-6-1, 

YX2-10-1, YX2-14-1, YX2-7-1, YX2-15-1)以及对照

菌株Y363在PDA培养基上活化备用；24个单基因鉴

别系及对照LTH在浸种催芽后，在温室用镊子播于

装有秧田土的 12 cm×18 cm×5 cm塑料育苗盒内，

每品种播5粒，设3次重复；滤纸片上长期保存的菌

株活化于PDA斜面培养基上，在水稻材料播种7 d

后分别将供试菌株接种于燕麦培养基上；待水稻苗

长至3.5叶期时，采用喷雾接种法将单孢菌株分别接

种到单基因鉴别系上，7 d后调查抗感反应的表型。

稻瘟病菌培养、接种及调查方法参照董丽英等[23]

的方法进行。 

1.3  水稻穗颈瘟接种评价 

在温室将水稻单基因系 IRBL9-W 移栽在高度

为 25 cm，直径为 30 cm 的圆形黑色塑料桶中，每

桶移栽 5 苗。当单基因系 IRBL9-W 生长至孕穗末

期时，分别选取 15 株孕穗末期的水稻植株，并挂

牌编号用于稻瘟病菌 YX-2-7-1，2016YX-2-15-1 和

Y363 的接种；每个单株用 1 mL 医用注射器在剑叶

叶鞘近基部缓慢注入1 mL的孢子悬浮液至叶鞘内；

15 株对照单株分别注射 1 mL 不含稻瘟病菌孢子的

接种液。接种后的水稻植株放置于保湿培养箱

(IKEDA)中 25℃黑暗培养 24 h，之后转移至温室继

续培养，4 周后进行穗瘟的调查；稻瘟病菌的培养

及孢子悬浮液的制备同叶瘟实验；调查标准参照刘

水芳[26]等。 

1.4  AvrPi9 基因的 PCR 检测 

根据已克隆的无毒基因 AvrPi9[27](登录号为 

KM004023.1)的序列，利用 Oligo 7 软件分别在起始

密码子上游 661 bp 及终止密码子下游 137 bp 处设

计扩增 AvrPi9 的特异引物，扩增片段长度为 1141 

bp，引物序列为 AvrPi9F， 5′-GGTCCACTGCT 

CCATCTTGTTTG-3′；AvrPi9R，5′-CCCTTCTGCGC 

ATTACTGATACC-3′。通过 PCR 扩增 9 个稻瘟病菌

表 1  稻瘟病菌单孢菌株在单基因系上的致病性测定 

Table 1. Pathotyping of Magnaporthe oryzae strains on monogenic lines. 

单基因系 

Monogenic line 

抗性基因  

R gene 

稻瘟病菌株 Magnaporthe oryzae strains 

YX2-2-1 YX2-3-2 YX2-5-1 YX2-6-1 YX2-10-1 YX2-14-1 YX2-7-1 YX2-15-1 Y363 

IRBLA-A Pia R R R R R R S S S 

IRBLI-F5 Pii R S R S S R S S S 

IRBLKS-F5 Piks S S S S S S S S S 

KRBLK KA Pik S S S S S S S S S 

KRBLKP-K60 Pikp S S S S S S S S R 

KRBLKH-K3 Pikh R R R R R R R S R 

IRBLZ5-CA Pi2 S S S S S S S S S 

IRBLZ FU Piz S S S S S S S S S 

IRBLZT-T Pizt R R R R R R R R R 

IRBLTA-K1 Pita S S S S S S S S S 

IRBLB-B Pib S S S S S S S S S 

IRBLT-K59 Pit R R R R R R S S S 

IRBLSH-B Pish S S S S S S S S R 

IRBL1-CL Pi1 R R R R R R R S S 

IRBL3-CP4 Pi3 S S S S S S S S S 

IRBL5-M Pi5 R R R R R R R R R 

IRBL7-M Pi7 S S S S R S S S R 

IRBL12-M Pi12 S S S S S S S S R 

IRBL19-A Pi19 S S S S R S S S S 

IRBLKM-TS Pikm R R R R R R R S S 

IRBL20-IR24 Pi20 R R R R R R R R R 

IRBLTA2-PI Pita2 S S S S S S R S R 

IRBL11-ZH Pi11 S S S S S S S S S 

IRBL9-W Pi9 R R R R R R R R R 

LTH - S S S S S S S S S 

R－抗性；S－感病。 

R, Resistance; S, Susceptible. 
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菌株中的等位基因，并对 PCR 扩增产物进行测序分

析。稻瘟病菌用液体培养基(每 1 mL 培养基含 10 g

蔗糖、2 g KH2PO4、2 g 酵母粉)在 25℃下培养 4 d，

收集菌丝后用真菌DNA提取试剂盒进行DNA的提

取。用分光光度计(NP80 Touch，IMPLEN)检测其浓

度，并配制浓度为 10 ng/μL 的 DNA 工作液。PCR

扩增的反应体系 25 μL，其中含有 2×Es Taq mix 12.5 

μL、10 μmol/L AvrPi9F 引物 1 μL、10 μmol/L 

AvrPi9R 引物 1 μL、10 ng/μL 模板 DNA 1 μL，ddH2O 

9.5 μL。PCR 扩增在 C1000(Bio Rad)上进行， PCR

扩增的反应条件如下：95℃下预变性 3 min；95℃

下变性 30 s，55℃下退火 30 s，72℃下延伸 90 s，

共 32 个循环；最终 72℃下延伸 5 min。PCR 扩增

产物取 1.5 μL 在 1% 琼脂糖凝胶上进行水平电泳

并检测(图 2)，剩余的样品进行测序。 

1.5  第 1 链 cDNA 的合成及半定量 RT-PCR  

采 用 OminiPlant RNA Kit(DNase I) 提 取

IRBL9-W苗期叶片和孕穗末期穗部组织的总RNA。

分别取 1 μg 的苗期叶片和穗部组织的总 RNA，利

用逆转录试剂盒(PrimeScriptTM RT reagent Kit with 

gDNA Eraser，TAKARA)根据说明书的操作进行第 1

链 cDNA 的合成，反应总体积为 20 μL，反应结束

后加入 20 μL 的灭菌超纯水将第 1 链 cDNA 稀释备

用。半定量 RT-PCR 利用 Pi9 的特异引物 NBS2-G

和 NBS2-H 进行扩增，并以 Actin1 作为内参基因，

内参基因的正向引物为 5′-CGTCTGCGATAATGGA 

ACTGG-3′，反向引物为 5′- CTGCTGGAATGTGCT 

GAGAGA-3′[20]。分别以叶片和穗部组织逆转录的

cDNA 为模板，进行半定量 RT-PCR 扩增；PCR 扩

增的反应体系 20 μL，其中含有 2×Es Taq mix 10 μL、

10 μmol/L 正向引物 1 μL 、10 μmol/L 反向引物 1 

μL 、模板 cDNA 1 μL，ddH2O 7 μL，PCR 扩增在

C1000(BioRad)上进行，PCR 扩增 Actin1 基因的反

应循环数为 22 个，扩增 Pi9 基因的反应循环数分别

为 25、28、30、33 个；PCR 条件如下：95℃下预

变性 3 min；95℃下变性 30 s，62℃下退火 40 s，72℃

下延伸 1 min；最终延伸 5 min。PCR 扩增产物取 3 

μL 在 1%的琼脂糖凝胶上进行水平电泳检测。 

1.6  实时 qRT-PCR 检测 

采用前面描述的方法用苗期叶片及穗部提取

的总 RNA 合成第 1 链 cDNA，然后用 2 μL 第 1 链

cDNA 反应液作模板进行 qRT-PCR。扩增 Pi9 的引物

组合为 NBS2-G/NBS2-H，Actin1 为内参基因[20]。选

用 SYBR Green 试剂(iTaqTM Universal SYBR Green 

Supermix，Bio Rad)，设 3 次重复，qRT-PCR 扩增

在实时荧光定量 PCR 检测系统(Bio-RAD CFX96 

Real-Time PCE Dection System) 上进行分析。

qRT-PCR 体系为 20 μL，含有 2×SYBR Green 

Supermix 10 μL，cDNA 模板 2 μL，10 μmol/L 的正

反向引物各 0.6 μL，ddH2O 6.8 μL。qRT-PCR 条件

如下：95℃下预变性 30 s；95℃下变性 5 s，62℃下

退火延伸 60 s，共进行 40 个循环。 

2  结果与分析 

2.1  水稻单基因系IRBL9-W在温室苗期和穗期接

种鉴定分析 

用以丽江新团黑谷为遗传背景的24个水稻单

基因鉴别系，在3.5叶期接种上述9个稻瘟病菌株，7 

d后调查表型。接种结果显示(表1)，接种9个菌株的

对照感病品种丽江新团黑谷均发病，表明这9个菌

株均具有致病活性，且对不同的单基因系均表现出

不同的抗感反应类型，致病类型呈现出多样性。而

单基因系IRBL9-W在苗期对全部9个菌株均表现抗

病，表明9个菌株均持有与抗病基因Pi9对应的无毒

基因AvrPi9。 

利用随机选取的2个分离自穗颈瘟病样的单孢

菌株(YX-2-7-1和YX-2-15-1)及对照菌株Y363，在水

稻孕穗末期通过注射接种的方法分别接种15个单

穗。结果显示，接种稻瘟病菌悬浮液的植株感染穗

瘟，形成白穗、空瘪(表2，图1-A~C)，表明本研究

使用的3个稻瘟病菌菌株能成功侵染稻穗，引起穗

瘟的发生。而用不含稻瘟病菌孢子的接种液接种的

15株IRBL9-W的穗部未见任何症状，表明不含孢子

的接种液对植株的正常生长没有影响。 

2.2  AvrPi9基因检测及测序分析 

为验证苗期致病性测定分析推断9个菌株均含

有AvrPi9基因的结果，利用根据AvrPi9基因序列设

计的特异引物对上述9个单孢菌株进行PCR扩增，

PCR产物在1%的琼脂糖凝胶电泳检测，获得一条特

异性扩增并与预期分子量大小相当的条带(图2)；

PCR产物测序分析结果表明，Y363中扩增的序列与

AvrPi9的序列完全相同，而8个从IRBL9-W感病的穗

瘟病斑上分离的8个单孢菌株的序列在基因的编码

区与AvrPi9的完全相同，但在AvrPi9编码起始位点

(ATG)上游−264~−279 bp位置的16个碱基缺失。结

合苗期9个菌株接种IRBL9-W均不致病，表明这16 

bp序列的缺失对AvrPi9基因的功能没有影响。 

2.3  半定量RT-PCR电泳分析 

为进一步分析Pi9基因在苗期和成株期抗性反
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应差异的原因，采用半定量RT-PCR对抗病基因Pi9

苗期叶片和抽穗期穗部的表达进行分析，以Actin1

基因作为内参基因。结果显示，当扩增至22个循环

时，内参基因的表达便能检测到，且扩增产物带型

的亮度相近；而Pi9基因的表达需要到25个循环时才

能检测到，且随着循环数的增加PCR扩增产物的条

带更加明显，结果进一步发现穗部组织的表达量明

显低于苗期叶片组织中的表达量(图3-A)。综合

IRBL9-W(Pi9)在苗期接种的抗病表型，孕穗末期穗

部接种相同的菌株时IRBL9-W则出现感病的反应，

表明Pi9表达量的降低是感穗瘟的原因。 

2.4  实时qRT-PCR扩增检测 

为验证并检测Pi9在苗期及成株期表达的差异，

通过实时荧光定量qRT-PCR进一步检测了Pi9基因

在两个时期的表达情况。结果表明，Pi9在苗期叶片

组织和成株期穗部组织的表达量确实存在显著差

异，而且穗部组织的表达量仅为苗期叶片组织的

47.3%(图3-B)；结果进一步说明，当Pi9基因的表达

量降至苗期表达量的近47.3%时，植株已不能正常

防御稻瘟病菌的浸染。 

表2 孕穗末期利用3个稻瘟病菌菌株接种IRBL9-W后的穗瘟调查结果 

Table 2. Investigating results of panicle blast of IRBL9-W inoculated with three M. oryzae strains at late-booting stage. 

稻瘟病菌株 

M. oryzae strain 

发病级别 Disease scores 

0 1 3 5 7 9 

YX2-7-1 0a 0 0 1 1 13 

YX2-15-1 0 0 0 0 1 13 

Y363 0 0 0 0 1 14 

空白对照 CKb 15 0 0 0 0 0 
a－植株数量；b－不含稻瘟病菌孢子的接种液。 
a refers to the number of plants; b refers to inoculation solution without M. oryzae spores. 

 

A~C－IRBL9-W 接种菌株 YX2-7-1、YX2-15-1 和 Y363 在孕穗末期的症状； D~F－IRBL9-W（左）和丽江新团黑谷（右）苗期接种菌株 YX2-7-1、
YX2-15-1 和 Y363 后的症状。 
A－C, Symptoms of monogenic line IRBL9-W inoculated with M. oryze strains YX2-7-1, YX2-15-1 and Y363 at late booting stage, respectively. D－F: 
Symptoms of monogenic line IRBL9-W (left) and Lijiangxintuanheigu (right) inoculated with M. oryzae strains YX2-7-1, YX2-15-1 and Y363 at seedling 
stage, respectively. 

图 1  单基因系 IRBL9-W 孕穗末期及苗期接种的症状 

Fig. 1. Symptoms of monogenic line IRBL9-W inoculated with M. oryzae fungus at late-booting stage and seedling stage. 

M－DNA 分子量标记 ; 条带 1~9 分别指稻瘟病菌菌株 YX2-2-1, 
YX2-3-2, YX2-5-1, YX2-6-1, YX2-10-1, YX2-14-1, YX2-7-1, YX2-15-1
和 Y363。 
M, DNA molecular marker; DL2000; Lane 1 to Lane 9 refer to YX2-2-1, 
YX2-3-2, YX2-5-1, YX2-6-1, YX2-10-1, YX2-14-1, YX2-7-1, YX2-15-1 
and Y363, respectively. 

图2  不同菌株中AvrPi9的扩增分析 

Fig. 2. Amplification of AvrPi9 from different M. oryzae

strains. 
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3  讨论 

在水稻抗稻瘟病基因的研究中发现，尽管有些

水稻品种/品系的抗病基因/QTL 对叶瘟和穗瘟的抗

性表现正相关[7, 13, 14, 16, 19]，但有些水稻品种抗性基因

的叶瘟与穗瘟却表现出负相关[7]。如 Pb1 对穗瘟有

较好的抗性，但在营养生长阶段却由于基因的过低

表达而感染叶瘟[17]，而来源于 Zhong156 的 Pi24(t)

基因能有效抵抗稻瘟病菌株 92-183 的叶瘟侵染，但

不能阻止其穗瘟侵染[13]，表明抗性基因对叶、穗瘟

的抗性存在差异。大量的苗期接种研究表明，Pi9

在苗期对叶瘟具有广谱抗性[21-25]。本研究利用 3 个

稻瘟病菌菌株在抽穗期接种发现 IRBL9-W 表现出

典型的感病症状，表明 Pi9 基因在穗期未能像苗期

一样表现出良好的抗病能力，而 Wu 等研究近等基

因系稻瘟病抗性时也曾报道 Pi9 基因在苗期叶瘟抗

性优于穗瘟抗性的现象[28-29]。本研究进一步发现，

与苗期叶片组织中的表达量相比，Pi9 基因在穗部

组织的相对表达量仅为苗期叶片组织的 47.3%，表

明 Pi9 基因表达量降低导致 IRBL9-W 感染穗瘟，

也进一步说明组成型表达的抗性基因必须达到一

定的表达丰度后才能有效抵抗稻瘟病菌的入侵。目

前对抗病基因在苗期叶片组织与抽穗期穗部组织

表达丰度比较的报道不多。Hayashi等发现在苗期Pb1

由于表达量低而表现出感病，但通过过表达分析发现

表达量的增加可以提高 Pb1 对叶瘟的抗性[17]，以及苗

期、穗期均具有类似的高表达量的 Pi64 基因表现出

兼抗叶瘟和穗瘟的表型[14]，支持了本研究中 Pi9 基

因在穗期感病是由于穗期穗部组织的表达量比苗

期叶片组织表达量低的推论。对不同抗性基因的深

入研究，将进一步阐明基因的表达量与抗性表型之

间的关系，这对于有效选择标靶基因开展稻瘟病抗

性育种具有很好的促进作用。 

稻瘟病菌无毒基因中碱基序列的插入/缺失、转

座子/反转录转座子的插入可导致无毒基因功能的

丧失，而使得持有无毒基因相应抗病基因的品种表

现出感病[30]。在本研究中，分离自 IRBL9-W 感病

的 8个独立病斑的单孢菌株中AvrPi9基因在其编码

区上游−264~−279 bp 位置发生一段 16bp (TCTCC 

TACACTGGGGC)序列的缺失，但编码区序列未发

生任何改变，且苗期接种 IRBL9-W 时，IRBL9-W

表现为抗病反应，在 IRBL9-W 孕穗末期注射接种

时，IRBL9-W 感染穗颈瘟，与含有完整 AvrPi9 基

因的菌株 Y363 表现出相同的结果，表明编码区上

游这 16 bp 的缺失并不影响这些菌株中 AvrPi9 的正

常识别功能。 

在水稻抗稻瘟病育种中，阐明所用靶标基因对

叶瘟和穗瘟的抗性特性是进行抗性基因聚合育种

的关键。近年来，由于抗病基因 Pi9 在苗期表现出

广谱的抗病特性而在水稻抗病分子育种中被广泛

应用[30-33]。而本研究揭示出 Pi9 不抗穗瘟问题，这

给如何更好地利用 Pi9 基因解决稻瘟病的抗性提出

了新的挑战；有效聚合广谱抗叶瘟的 Pi9 基因以及

其他抗穗瘟或兼抗叶、穗瘟的基因，以拓宽品种的

抗谱，如与 Pi64、Pb1 等基因的聚合，以选育抗叶、

穗瘟的新品种，赋予品种持久抗性。如何有效提高

Pi9 基因在成株期的表达量来提高其穗瘟抗性能力

是需要进一步探索的问题。 

本研究采用从感染穗颈瘟的病斑上分离的单

孢菌株来分析Pi9基因对叶、穗瘟的抗感反应评价，

研究结果揭示出Pi9基因在苗期抗叶瘟但不抗穗瘟。

在实际生产中，此方法也可用于其他抗性基因开展

类似的研究，以揭示特定抗病基因是否同样存在

叶、穗瘟抗性差异的问题，可为品种叶、穗瘟抗性

的评价提供借鉴和参考。 

A－Pi9 基因的半定量分析。从成株期穗部(P)及苗期叶片(L)制备的 cDNA 用作 PCR 模板进行扩增，Actin1 用作内参基因；B－实时荧光定量 RT-PCR

比较分析 Pi9 基因在苗期和穗期的表达量。 

A, Expression analysis of Pi9 gene by semi-quantitative RT-PCR method. The cDNA prepared from panicles (P) of adult plants and seedling leaves (L) of

IRBL9-W carrying Pi9 gene was used as template for PCR amplification, with Actin 1 as reference gene; B, Comparative analysis of relative expression level

of Pi9 gene in panicle and seedling leaves of IRBL9-W by real-time quantitative RT-PCR.  

图 3  Pi9 基因的表达分析 

Fig. 3. Expression level of Pi9 gene. 
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