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玉米细菌性条斑病非寄主抗性基因 !"#3 转化水稻的研究
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摘 要 水稻细菌性条斑病是我国重要的水稻病害之一，但是在水稻种质资源中尚未发现抗细菌性条斑病单个主效基因。

利用农杆菌介导的转化系统将从玉米中克隆的细菌性条斑病非寄主抗性基因 ;A(3 转入我国 !个杂交稻恢复系和 !个常规水
稻品种。转基因植株的 ]H.和 F’,:>/6D分析结果表明 ;A(3 基因已整合到受体基因组中，;A(3 基因单拷贝整合的转化体在自
交 =< 代呈现抗感 "^<分离。人工接种实验和病菌的生长曲线表明携带 ;A(3 的转基因植株对水稻细条病菌可以产生过敏性

抗病反应。上述结果为利用非寄主抗性基因防治该病害提供了有用的信息。
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细菌性条斑病（B+$/"(=($+& (*2C+% 92 (*2C#0(,+）
是我国水稻生产中危害严重的检疫性病害，也是当

前我国南方稻区造成损失最重的细菌病害之一。!$
世纪 N$年代以来，在华南、西南、长江流域稻区以及
海南岛南繁基地频繁爆发成灾，杂交稻受害尤其严

重。目前尚无防治细条病的高效药剂，种植抗病品

种是控制作物病害最经济有效的措施。然而生产中

大多数主栽杂交稻组合和常规品种都对细条病感

病、甚至高度感病［!］，改良细菌性条斑病抗性是我国

水稻育种中亟待解决的问题。

近二十年中，我国一直在进行水稻抗细条病基

因发掘和抗性遗传研究，但是迄今水稻对细条病抗



性改良尚无进展，主要原因在于国内外鉴定的大量

水稻资源中尚未发现抗细条病主效基因。在植物与

病原菌协同进化过程中，病原菌为适应不同植物种

通常以近缘种或致病型复合体存在，非寄主植物则

可能存在一些基因，其产物能够特异性识别该种植

物非典型病原菌的激发子而启动与防御反应有关的

信号级联反应。生产实践表明任何一个物种中可直

接利用的主效抗病基因都是有限的，并且有效性随

病菌种群变化易于丧失。随着异种无毒基因 !"# 与
非寄主 ! 基因互作产生 "! 实例的不断发
现［#，$，%&，%%，%’，%(］，非寄主抗性基因的克隆及其在作物

抗性改良中的作用备受关注。来自玉米的 $%&’ 基
因可以与细条病菌的 !"#$%&’ 基因互作激活防御反
应，导致玉米叶片对 (&& 产生典型的过敏性反
应［%’，%(］。)*+, 等将 $%&’ 导入了日本粳稻品种
-./++01，初步的功能分析结果表明转基因植株接种
(&& 菌液后，接种点周围的叶片细胞迅速坏死［%#］。
本研究采用农杆菌介导的遗传转化系统，将 $%&’
基因转到我国不同遗传背景的水稻品种中，分析了

该基因的抗性表达和遗传，上述结果将为促进 $%&’
在水稻抗细条病育种中的应用提供信息。

! 材料与方法
!"! 质粒和水稻品种
含有 203 $%&’ 基因的 4567896%:&(;% $%&’ 质

粒由美国堪萨斯州立大学 <=,/ "> "?@31A/ 博士提
供。4567896%:&(;%质粒是由澳大利亚 567896研
究中心构建的含有 :(<启动子和细菌卡那霉素抗性
基因的双元载体。采用的农杆菌菌株为 B"6%&(。
转化的受体水稻品种包括常规品种 2$&’、中花

%%，粳型恢复系 5’%$和籼型恢复系明恢 $#。
!"# 转化
采用 )*+.等［%:］的方法，对 ’个水稻品种的成熟

胚愈伤组织进行转化。将去壳的水稻种子用 C&D
乙醇灭菌 %E.F，再用 &G%D升汞溶液灭菌 %&E.F，无
菌水冲洗 :次，接种于含有 HG&EIJK H，’;L的 7<和
M8培养基上，于 H#N暗培养，诱导愈伤组织。H O ’
周后切下胚盾片处产生的愈伤组织，转到继代培养

基 7<或 M8继代培养一次，选直径 &GH O &G’ =E的
愈伤组织用于转化。带 $%&’ 基因的农杆菌菌株在
含 (&EIJK卡那霉素和 (&EIJK潮霉素的 PBQ培养基
中培养 %H O %#* 至 )(2(为 &G$，离心收集农杆菌细
胞，用 667 培养基洗涤 % 次，再悬浮于 667 中至
)(2(为 &G(。将待转化的愈伤组织于 667农杆菌菌
悬液中侵染 %& O :&E.F，经无菌水洗涤后转移到共培

养基上于 H(N暗培养 :R。然后将愈伤组织经含有
(&&EIJK噻孢霉素的无菌水漂洗后，转移到选择培
养基上培养 :周，经 H O :次选择培养后，将新长出
的抗性愈伤组织转移到预分化培养基上培养 H O :
周，再转移到分化培养基上持续光照下 H#N继续培
养至分化出苗，当幼苗生长至 %&=E左右高时转移至
土壤中，在人工气候室中缓苗后移到温室中。

!"$ %&’提取与 ()*分析
水稻基因组的 LM6提取参照 7=5,?=* 等人的

方法，采用 S96MTBM 公司 S96M4A14 7.F. 提取试剂
盒提取质粒 LM6。根据 $%&’ 序列设计了特异性引
物 !% 和 !H：!% (U;65S5TTS666 55S65TT65ST6;
:U，!H (U;5SS55ST56TTS6S65565 S55;:U，扩增片
段长度为 %G’(03。Q5!反应体系为 H(!K，含有 (&FI
模板 LM6，%& V Q5! 反应缓冲液 HG(!K，RMSQW
（%&EE,@JK）H!K，引物（$!E,@JK）H!K，S+X LM6 聚合
酶（:?J!K）&GH!K，7I

H Y（H(EE,@JK）H!K。以未转化的
受体水稻品种的 LM6作阴性对照，以携带 $%&’ 的
4567896%:&(;%质粒 LM6为阳性对照。
采用两对引物分析目的基因在 S% 代转基因植

株中的分离情况，一对是扩增潮霉素基因的引物

"IZ[：(U;65S6S5TT5T6TS65SS5S65656T;:U和 "IZ
!：(U;T6TSSS6T5T6T6T55ST655S6S ;:U，扩增片
段长度为 C%$34，另一对是扩增 $&%’ 的引物 !,\ [：
(U;T6S5666TS6T6655S5STTTSTS5;:U和 !,\ !：(U;
565S665S55556SS5S566T65S5;:U，扩 增 片 段
2:$34。扩增反应在 QS5;%&&S7 QA,IA+EE+3@1 S*1AE+@
5,F/A,@@1A（7] !1W1+A=* 9F=G）进行。扩增反应程序为
2(N (E.F，（2(N :&W，($N ’(W，CHN %G(E.F）:&个循
环，最后 CHN保温 %&E.F。Q5!产物在 %D琼脂糖凝
胶上于 % V S6B缓冲液中电泳检测。
!"+ ,-./0123杂交

(!I基因组 LM6用 *+&!"和 ,-.R#酶切，然
后在 %D琼脂糖凝胶上电泳。<,?/*1AF杂交按文献
［C］等方法进行，所用探针是 Q:H标记的 %G’(03 的
$%&’ Q5!扩增片段。
!"4 抗性鉴定
接种试验在隔离的网室中进行。选用广东和福

建的细条病菌强毒力菌株 TL&’ 和 [];)，在水稻分
蘖期采用针刺法接种转基因 S& 和 S% 植株。接种前
先将保存于 ^ $&N的菌株纯化，然后在 Q<6培养基
上于 H$N培养 ’$*，接种后 H O :周，病斑趋于稳定
时，调查各植株的抗性反应。

!"5 病原菌的生长曲线
参考 <,FI等的方法［2］。在水稻分蘖盛期，采用

$&# /0-.121 3&4#.!5 &6 7-&81+0.&5&9: 生物工程学报 H&&C，_,@GH:，M,G’



针刺法将细菌性条斑病菌 !"#$接种于 %&’检测阳
性的明恢 () 转基因植株和未经转化的明恢 () 植
株，每片叶接种 *#点。接种后 #、+、)、,、-*.分别取
样（接种的整张叶片），每次取 +张叶片，取样后立即
保存于 / *#0备用。将叶片用灭菌的剪刀剪碎，置
于灭菌的研钵中，加入少量灭菌的石英砂和 -12灭
菌水，将叶片研碎，将系列稀释的菌液涂板，培养基

为含有 *##!13452 67氮胞苷和 6#!8512放线菌酮的
%9:平板上，将平板置于 +#0培养 $(;，记数。

! 结果
!"# 水稻的转化
采用农杆菌介导的转化方法将 !"#$ 转化到我

国 $个水稻品种中，其中两个受体品种为常规粳稻
中花 --和 ,(#$，另外两个品系为生产中具有重要应

用价值的杂交稻恢复系明恢 () 和 &$-(。对于不同
的水稻受体品种，转化过程中培养基中潮霉素的浓

度不同，转化明恢 ()和 &$-(时，培养基中潮霉素的
浓度为 +# < +61852；转化中花 --和 ,(#$ 时潮霉素
的浓度为 6#1852。经 %&’检测和初步抗性鉴定共
获得 -+*株阳性转基因植株（表 -），由于不同水稻
基因型的分化能力和潮霉素的筛选浓度存在差异，

不同转化受体品种获得的 %&’检测阳性植株百分
率不同。

!"! 分子鉴定
%&’分析结果表明，转基因植株 "=: 经引物

’-和 ’*扩增后都产生 ->$6?@的 !"#$ 特异扩增带
（图 -），与质粒阳性对照扩增结果相同，而非转基因
对照植株中没有相应的扩增带。

表 # 利用农杆菌转化系统获得的 $个水稻品种 !"#$ 转基因植株
%&’() - *+,) -&.+)/+)0 /.&1023.4)5 6+/7 !"#$ ’8 $%&#’()*+&,-.74)5+&/)5 080/)4

ABCDEFDEG
=H1@ECG 3I FCBJG8EJDK

L4BJFG 3@FBDJE.
=H1@ECG 3I L3GDFDME

L4BJFG @N %&’ BJB4NGDG
OCBJGI3C1BFD3J
EIIDKDEJKN5PB

QDJ8;HD() R 6 R->$
&$-( *( ) +6>$

S;3J8;HB-- (+ 6, R->-
,(#$ ,- )* )(>-

B：OCBJGI3C1BFD3J EIIDKDEJKN T JH1@ECG 3I L3GDFDME L4BJFG @N %&’ BJB4NGDG 5 JH1@ECG 3I FCBJG8EJDK L4BJFG 3@FBDJE. U -##P V

图 - 不同水稻受体品种转基因 O# 植株的 %&’分析

WD8V- %&’ BJB4NGDG 3I !"#$ FCBJG8EJDK O# L4BJFG
Q：-##@L 1B?EC（"DJ88H3）；- < +：QDJ8;HD () FCBJG8EJDK L4BJFG；$：QDJ8;HD() J3JFCBJG8EJDK K3JFC34 L4BJF；6 < R：&$-( FCBJG8EJDK
L4BJFG；(：&$-( J3JFCBJG8EJDK K3JFC34 L4BJF；, < --：S;3J8;HB-- FCBJG8EJDK L4BJFG；-*：S;3J8;HB-- J3JFCBJG8EJDK K3JFC34 L4BJF；-+
< -6：,(#$ FCBJG8EJDK L4BJFG；-)：,(#$ J3JFCBJG8EJDK K3JFC34 L4BJF；-R：L4BG1D. XDF; !"#$ K3JFC34 V

采用 93HF;ECJ 杂交初步分析了 !"#$ 基因在
%&’检测为阳性的转基因 O# 代植株中的整合情况，

%&’检测阳性的转基因植株基因组 "=: 可以与
->$6?@ 的 !"#$ 特异探针杂交，出现大约 ,>#?@
%&#’"片段，表明这些转基因植株包括了完整的
!"#$ 基因（图 *），而非转基因植株则不含有这一段
来自玉米的核酸序列。

!"9 转基因植株的抗性反应
在分蘖盛期，对 $ 个受体水稻品种的 O# 和 O-

转基因植株接种广东和福建的细条病菌强毒力菌

株，结果表明不同遗传背景的转基因植株对接种的

图 * 转基因 O# 植株的 93HF;ECJ分析
WD8V* 93HF;ECJ BJB4NGDG 3I !"#$ FCBJG8EJDK O# L4BJFG

Q；1BC?EC；- < $：S;3J8;HB-- FCBJG8EJFDK L4BJFG；6 < (：QDJ8;HD()
FCBJG8EJDK L4BJFG；,：QDJ8;HD() J3J8FCBJG8EJDK K3JFC34 L4BJFGV

两个毒力菌株都表现出典型的过敏性抗病反应，一

周后病斑趋于稳定、病健交界处明显；而受体品种接

,#)谢学文等：玉米细菌性条斑病非寄主抗性基因 !"#$ 转化水稻的研究



图 ! 携带 !"#$ 的明恢 "# $% 代转基因植株的 &’(分析
)*+,! &’( -.-/01*1 23 4*.+56*"# 78-.1+9.*: ;/-.71 382< $% +9.98-7*2.

$59 :2=91 23 .9*+5>28*.+ 2== .6<>98 -.= =6-/ .6<>98 ?989 759 1-<9 1-<;/9；759 2== .6<>981 ?989 -<;/*3*9= >0 ;8*<981 (2@) -.= (2@(；
759 =6-/ .6<>98 ?989 -<;/*3*9= >0 ;8*<981 A+0) -.= A+0(,

种初期病斑扩展快，呈水浸状感病型，病斑处伴随大

量的菌脓产生，稳定后病斑面积明显大于转基因植

株，图 B为明恢 "# 转化体自交 $% 代转基因植株接

种 B=时的反应。图 C为病菌在中花 %%转化体自交
$% 代转基因植株中的生长曲线，初步表明接种后

% D #&’()* ;E, #&’(+,#-) 在携带目的基因转基因植株
内的生长速度明显受到抑制。

图 B 转基因明恢 "#自交 $% 代植株对
细菌性条斑病菌菌株 FGHC的抗性反应

)*+,B (91*17-.:9 89-:7*2. 23 !"#$ 4*.+56* "#
78-.1+9.*: ;/-.7 72 % , #&’()* ;E, #&’(+,#-) FGHC
-：$8-.1+9.*: ;/-.7 ?*75 !"#$；>：I2.78-.1+9.*: ;/-.7 ,

!"# !"#$ 在转基因植株中的遗传
为了研究目的基因在转基因植株中的遗传，采

用 &’(扩增和人工接种分析了 J 个不同遗传背景
独立转化体在自交 $% 代的分离情况。&’(检测结

果表明，同一植株以 !"#$ 基因和潮霉素基因特异
性引物扩增的结果基本一致。其中 C个转化体的自
交 $% 代中阳性与阴性植株的比例为 B K %（表 L），符

合孟德尔的显性单基因的遗传规律，表明上述转基

因株系的 $H 代中 !"#$ 基因单拷贝插入；在其他 B

个转化体的自交 $% 代中，目的基因的分离比不符合

单基因遗传规律（结果未显示），推测 !"#$ 在这些
转化体中可能为多拷贝插入。

图 C % , #&’()* ;E, #&’(+,#-)在中花 %%和携带
!"#$ 的中花 %%自交 $% 代转基因植株中的生长

)*+,C F82?75 8-791 23 % , #&’()* ;E, #&’(+,#-) FGHC 2. 759
M52.+56- $% 78-.1+9.*: ;/-.7 ?*75 !"#$

-.= 759 :2.782/ M52.+56- %%

图 !为 %个明恢 "#独立转化体在自交 $% 代中

CH个单株的 &’(检测结果，经 !"#$ 基因和潮霉素
基因特异性引物扩增后阳性植株与阴性植株的比例

分别为 BDCC和 BDH。

$ 讨论
目前，在国内外已鉴定的大量水稻资源中尚未

发现细条病的单抗病基因，具有水平抗性的材料也

不多，并且抗性较好的材料大都是来自热带地区的

古老地方品种，农艺性状较差，采用传统的育种方法

难以利用［B］。目前有关水稻抗细条病 N$O 鉴定标
记研究很少［%］，因此利用水稻中的抗源在短期内还

难以育成抗病品种。%P#C 年最早发现植物病原细
菌在非寄主植物上可产生过敏性反应。%P"" 年从
胡椒细菌斑点病菌中克隆了第一个异种 ).& 基因
).&!".，可激发菜豆产生 A(，并且这种抗性表型呈孟
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表 ! 不同品种转基因自交 "# 代植株的分离

"$%&’ ! (’)*’)$+,-. -/ +*$.0)’.,1 "# 2&$.+0 3’*,4’3 /*-5 3,//’*’.+ )’.’+,1 %$16)*-7.30

!"#$%&’" (#$)
*$#+,%-% ’& !"#$ ./0 01%-%)#$21

34(51" ’& 6+#$)%
)’)#+ 7 8

7 9 8 "#)-’ !
:

（;<=）
34(51" ’& 6+#$)%

)’)#+ 0 >
09> "#)-’ !

:

（;<=）
?@AB CD ;= E ;FCC DF=;; :B := G CF: DFCB=
/C=A BG CH =A :FB= DF:G= 3!
I@== GA CB =: ;FA; DFGHG 3!
EADC A= BD := :FAB DFD;H C; ;= =: :FGA DF=EC

!
:
DFDG，= J ;FAC K

德尔单一位点遗传［=:］。目前已从拟南芥克隆了

!%&’ 和()*$ 两个非寄主抗性基因［C，G］。与寄主抗
性相比，非寄主抗性更广谱稳定，因此非寄主抗性基

因在作物抗性改良中的作用倍受关注。但是，以往

由于植物种间生殖隔离的限制，非寄主抗性基因难

以利用。

!"#$ 是国际上克隆的第一个对细条病菌产生
@0的基因，也是从禾本科作物（玉米）中克隆的第
一个非寄主抗性基因。本研究的结果表明非寄主抗

性基因 !"#$ 在籼、粳背景的水稻品种中都可以对
细条病菌产生过敏性坏死反应，并且在单拷贝的纯

合系中均呈单基因显性遗传，因此该基因具有重要

的应用价值，是改良水稻、特别是杂交稻细条病抗性

的优良抗源。

已有研究表明，采用农杆菌转化系统获得的转

基因植株后代具有农艺性状变异小，目的基因遗传

稳定的优点。本研究的初步观察结果也表明转基因

植株后代与受体品种差异不明显，因此随着基因克

隆和植物遗传转化技术的迅速发展，利用非寄主抗

性基因改良作物的抗病性将成为可能。然而，随着

人们对基因工程产品的日益关注，迫切需要解决目

的基因之外所带来的安全性问题。针对这一热点问

题，我们正在采用可以去除标记基因的载体，培育无

选择标记的抗细菌性条斑病的转基因水稻品系；同

时正在采用已经获得的转基因纯合系，通过 01#+
)-(1 ./0和芯片技术分析来自玉米的 !"#$ 基因在
水稻中的增殖过程以及水稻的非寄主抗病分子机

理。
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