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摘  要：【目的】鉴定湖南省桃江病圃稻瘟病菌无毒基因型，为合理搭配种植湖南省水稻抗瘟

品种和抗病育种提供依据。【方法】在湖南桃江病圃采集水稻品种“丽江新团黑谷”(LTH)稻瘟

菌病样，用单孢分离法分离稻瘟病菌单孢并纯化获得单孢菌株，用针刺离体法将菌株接种到以

“LTH”为轮回亲本培育而成的 24 个含单抗瘟基因的水稻 5 叶期第 5 叶片上，对供试菌株进行无

毒基因鉴定，并应用联合致病性系数和联合抗病性系数分析抗瘟基因组合间的互作。【结果】

供试 92 个稻瘟病单孢菌株含有全部的 24 个无毒基因，对 24 个已知含单抗瘟基因的水稻材料

表现出不同程度的毒力水平，含水稻抗瘟基因 Pi-20 对供试菌株抗菌频率最高，达 54.35%；通

过联合致病性系数和联合抗病性系数分析抗瘟基因组合间的互作，结果表明最佳搭配组合为

Pi-20×Pi-ks (RAC=0.28，PAC=0.23)。【结论】湖南省桃江病圃稻瘟病菌致病力较强，24 个抗瘟

基因多已感病化，含抗性基因 Pi-20 与 Pi-k、Pi-ks、Pi-3 组合的水稻品种目前可在湖南省推广

利用，但需研究引进新的抗瘟基因。 

关键词：稻瘟病菌，近等基因系，无毒基因，联合致病性，联合抗病性 

 

 

 

 

 



2354 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.10 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Analysis of avirulence genes of Magnaporthe oryzae and resistance 
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Abstract: [Objective] We identified avirulence genes of rice blast fungus in Taojiang, Hunan 
Province, to deploy rice blast resistant varieties and blast resistant breeding in Hunan. [Methods] We 
collected samples of leaf blast of Lijiangxintuanheigu (LTH) in Taojiang and isolated blast fungi 
through single spore isolation. Avirulence genes of these fungi were identified by in vitro after being 
inoculated onto the 5th leaf of the 24 monogenic near-isogenic lines against blast at 5 leaves stage 
which is cultivated from LTH with known blast-resistance gene. We analyzed the interactions 
between the blast-resistance genes combining pathogenicity association coefficient (PCA) with 
resistance association coefficient (RAC). [Results] The total 92 strains of M. oryzae contain the 
whole 24 avirulent genes based on 24 near-isogenic lines, and they also showed different levels of 
virulence, where the anti-stain frequency of Pi-20 was the highest up to 54.35%. Moreover, the 
optimal combination of resistant genes was Pi-20×Pi-ks (RAC=0.28, PAC=0.23). [Conclusion] The 
virulence of M. oryzae was strong and 24 blast-resistant monogenes were nearly diseased in Taojiang 
rice blast nursery of Hunan Province. At present, rice cultivars carrying resistant genes combinations 
(Pi-20 with Pi-k, Pi-ks, Pi-3) can be popularized in Hunan Province, but new blast resistance genes 
must be further imported. 

Keywords: Magnaporthe oryzae, Near-isogenic lines (NILs), Resistance genes, Pathogenicity 
association coefficient (PAC), Resistance association coefficient (RAC) 
 

稻瘟病是由稻瘟病菌(有性世代 Magnaporthe 

oryzae，无性世代 Pyricularia oryzae)引起的一种世

界 性 重 要 水 稻 真 菌 性 病 害 ， 产 量 损 失 通 常 在

10%−20%，严重时可达到 40%−50%，甚至绝收[1-2]。

我国稻谷常年的播种面积约为 3 000 万 hm2，约占

全国粮食耕地面积的 27%，世界水稻耕种面积的

20%。20 世纪 60 年代前，湖南省稻瘟病总体发病

情况较轻；进入 20 世纪 70 年代，由于水稻种植制

度和栽培措施的变化，以及感病品种的流入及大面

积种植，导致稻瘟病迅速发展；20 世纪 90 年代以

来，湖南省水稻稻瘟病发生面积年均 55 万 hm2，造

成经济损失达数亿元人民币[3-4]。 

合理利用、选育和推广抗病品种是防止稻瘟病

流行和危害 经济、 有效的策略，可以减少农药

菌剂的使用，节省人力物力降低田间成本，还能减

轻因农残物质造成的环境污染。但稻瘟病菌的致病

性受突变、异核现象、有性生殖、准性重组等遗传

机制影响，变异频繁，推广的水稻抗病品种往往在

3 年左右就可能丧失抗病性。稻瘟病菌与水稻品种

之间的特异性互作符合 Flor“基因对基因”假说，因

此，了解湖南田间稻瘟病菌的毒性基因的组成和变

化，对于抗病品种选育及合理布局极为重要[5-7]。 

湖南桃江病圃位于长江中下游生态区，是国家

抗稻瘟病水稻品种的鉴定基地，由于其生态环境适

宜稻瘟病的发生，每年为全国科研、生产单位鉴定

大量育种材料和生产品种[8]。了解和监测该病圃稻
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瘟病菌群体的毒性基因的组成，对于抗病品种选育

和大面积推广合适的抗病品种具有重要意义。本研

究从桃江病圃栽种的普感稻瘟病品种“LTH”[9]成功

分离到 92 个稻瘟病菌单孢菌株，利用国际水稻所

培育的 24 个分别含单个抗稻瘟病基因的水稻近等

基因系(NILs)对来自湖南桃江病圃的 92 个单孢菌

株进行了毒力频率测定，发现桃江病圃稻瘟病菌致

病力较强，24 个携带单抗性基因的水稻株系大多数

已感病化，进一步对水稻抗病基因的联合抗病性及

致病菌的联合致病性方面进行了分析，上述研究结

果对湖南引进新的抗瘟基因、分子聚合育种提供了

理论基础，也为水稻抗病育种、品种布局和病害控

制提供了依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

2016 年 6 月和 7 月在湖南省益阳市桃江县稻瘟

病圃 (N28°22'，E112°03')内采集普感稻瘟病品种

“LTH”的叶瘟病样，参照并改良张书建等[10]的挑取单

孢方法，从病标上共分离保存 92 个稻瘟病单孢菌株。 

1.2  供试水稻品种 

普感稻瘟病品种“LTH”和国际水稻所培育的 

24 个水稻抗稻瘟病近等基因系(NILs)原种由中国农

业大学彭友良教授提供，现由湖南农业大学植物病

原微生物实验室保存和繁殖。 

1.3  主要试剂和仪器及培养基 

0.1% Tween-20、6% NaClO 和 75% C2H5OH 均

为分析纯，国药集团化学试剂有限公司。光照培养

箱，上海新苗医疗器械制造有限公司；显微镜，北

京普瑞赛司仪器有限公司。可溶性淀粉培养基和番

茄燕麦培养基参照文献[11]配制。 

1.4  分生孢子繁殖、孢子悬浮液制备及接种 

利用可溶性淀粉培养基活化保存于高粱粒上

的稻瘟病单孢菌株，然后挑取菌块转接至番茄燕麦

培养基培养，参照周江鸿等[12]的方法在 28 °C 培养

箱内光暗交替(L/D=12 h/12 h)培养产孢，待大量分

生孢子产生后，添加 0.1% Tween-20 的无菌水洗脱

孢子，利用血球计数板将各孢子悬浮液的孢子浓度

调节至 2×105 个/mL，以供接种。 

供试水稻材料播种于育苗盘(30 cm×20 cm×   

7 cm)内，当水稻秧苗长至 1 叶 1 心、3 叶 1 心及接

种的前 3 天，各追施一次氮肥。待长至 5 叶期，剪

取叶片用针刺法进行离体接种，在相对湿度 100%

的 28 °C 环境下完全黑暗处理 24 h，然后光暗交替

(L/D=10 h/14 h)培养，具体参照马军韬等[13]的方法。

期间随时观察病斑的亲和反应型，4−7 d 后记录发

病情况并拍照。当接种叶段没有病斑或仅有黑褐色

坏死斑时为抗病反应型(图 1)；当病斑较大、病斑中

央灰白色、边缘褐色或有黄色晕圈时为感病反应型

(图 2、3)[14]。 

1.5  数据统计分析 

稻 瘟 病 菌 群 体 的 毒 力 频 率 (Virulence 

frequency，VF，%)=对测试水稻品种有毒力的菌株

数/所有菌种菌株数×100[15]。 

联 合 致 病 性 系 数 (Pathogenicity association 

coefficient，PAC)=(对供试 2 个 Pi 组合中共同致病的

菌 株 数 / 测 试 总 株 数 )×100% ； 联 合 抗 病 性 系 数

(Resistance association coefficient，RAC)=(对供试 2 个

Pi 组合中共同抗病的菌株数/测试总株数)×100%[16]。 

2  结果与分析 

2.1  92 个单孢菌株对 24 个单基因系的毒力表现 

通过对 2016 年分离于湖南省桃江稻瘟病圃的

92 个稻瘟病菌单孢菌株，对 24 个分别含不同抗瘟

基因的近等单基因系的水稻材料进行抗性鉴定，结

果表明，该 92 个供试菌株对 24 个 NILs 的致病率

介于 37.50%−91.67%。其中强致病力菌株(PF≥70%) 

45 株，占总菌数的 48.91%；较强致病力菌株

(70%>PF≥50%) 43 株，占总菌数的 46.74%；中等致

病 力 的 菌 株 (50%>PF≥20%) 4 株 ， 占 总 菌 数 的

4.35%；本次实验所测的稻瘟病菌多表现为强或较

强致病性，未检测出弱致病力菌株。这说明桃江病

圃“LTH”上的稻瘟病菌具有较强的致病能力，病菌

种群丰富多样，具有一定的研究价值。通过聚类分

析结果(图 4)可知，即使遗传相似性较大的菌株，在

致病率上仍有存在差异的可能性。 
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图 1  抗病 R 型 
Figure 1  Resistant (R) type 
注：007 号菌离体接种在试验品种 K11 (IRBLzt-T)的抗病反应型. 

Note：The R type of M. oryazae No. 007 tested in experimental 

varieties K11. 
 

 
 

图 2  感病 S 型 
Figure 2  Susceptible (S) type 
注：007 号菌离体接种在试验品种 K26 (IRBL20-IR24)的感病反

应型. 

Note：The S type of M. oryazae No. 007 tested in experimental 

varieties K26. 
 

 
 
 

图 3  黑谷对照感病反应型 
Figure 3  Comparison results of susceptible “LTH” 
注：007 号菌离体接种在对照品种黑谷的感病反应型. 

Note：The S type of M. oryazae No. 007 tested in check variety 

“LTH”. 

 
 

图 4  92个单孢菌株对 24个近等基因系水稻亲和反应型

的系统聚类图 
Figure 4  The system cluster of compatible reaction of 92 
M. oryzae isolates to 24 NILs 
注：纵坐标 1−92 为试验菌株编号，横坐标 0.00−1.00 为相似距离. 

Note：The number of M. oryzae on the vertical and correlation 

distance on the horizontal. 
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供试 92 个稻瘟病单孢菌株含有对 24 个已知抗

瘟单基因相对应的 24 个无毒基因，对 24 个已知抗

瘟单基因的 NILs 表现出不同程度的毒力水平(表

1)，平均毒力频率为 68.25%；其中 12 个已知抗瘟

基因型对 Pi-a、Pi-kp、Pi-kh、Pi-z、Pi-zt、Pi-t、Pi-sh、

Pi-1、Pi-7、Pi-12、Pi-19、Pi-km 的毒力频率≥70%，

属强毒力；对 Pi-ks 和 Pi-20 这 2 个已知抗性基因型

的毒力频率分别为 47.83%和 45.65%；对其余 10 个

抗瘟单基因的毒力频率介于 50%−70%之间。总体

来看，对 Pi-km 的毒力频率 高，达 90.22%；对 Pi-20

的毒力频率 低，为 45.65%。 

92 个稻瘟病菌含有的 24 个无毒基因中出现频

率高于 40.00%有 5 个，即 Avr-Piks、Avr-Pik、Avr-Pita、

Avr-Pi3 和 Avr-Pi20；出现频率在 30%−40%的无毒

基因有 6 个，分别为 Avr-Pib、Avr-Piz5、Avr-Pi5、

Avr-Pi9、Avr-Pita2 和 Avr-Pi11；而 Avr-Pizt 和 Avr-Pikm

这 2 个无毒基因出现的频率低于 20.00%。 

2.2  联合致病性系数和联合抗病性系数分析 

为了明确抗瘟基因联合利用后的抗性表现，提

高水稻品种抗瘟性水平，本研究利用联合致病性系

数(PAC)和联合抗病性系数(RAC)评价品种组合的

利用价值，2016 年度水稻抗瘟基因的联合致病性系

数和联合抗病性系数整理结果如表 2 所示。结果表

明，联合抗病性系数介于 0.00−0.30，其中抗瘟基因

两两组合联合抗病性系数高于 0.25 的有 6 对，分别

为 Pi-k×Pi-ks (RAC=0.30)、Pi-20×Pi-3 (RAC=0.29)、

Pi-20×Pi-ks (RAC=0.28)、Pi-9×Pi-ks (RAC=0.28)、

Pi-ta2×Pi-ks (RAC=0.27)、Pi-ta2×Pi-9 (RAC=0.26)；

联合抗病性系数为 0 的有 10 对，分别为 Pi-ks和 Pi-a、

Pi-z、Pi-5、Pi-7、Pi-ta、Pi-zt；pi-zt 和 Pi-1、Pi-z、Pi-kp；

Pi-kp 和 pi-kh 两 两 组 合 。 联 合 致 病 性 系 数 介 于

0.21−0.78，其中抗瘟基因两两组合联合致病性系数低

于 0.25 的也有 6 对，分别为 Pi-ta×Pi-20 (PAC=0.21)、

Pi-ta×Pi-k (PAC=0.22)、Pi-20×Pi-k (PAC=0.23)、

Pi-20×Pi-ks (PAC=0.23)、Pi-3×Pi-k (PAC=0.24)、

Pi-ks×Pi-ta (PAC=0.24)；联合致病性系数高于 0.75

的 1 对是 Pi-km×Pi-zt (PAC=0.78)。只有利用联合抗病

性系数相对较高且同时联合致病性系数相对较低的

抗瘟基因两两组合搭配，这样才能具有高度的防病作

用。综合分析， 佳组合为 Pi-20×Pi-ks (RAC=0.28，

PAC=0.23)，其次为 Pi-20×Pi-3 (RAC=0.29，PAC=0.30)

和 Pi-20×Pi-k (RAC=0.25，PAC=0.23)。 

 
 

表 1  92 个单孢菌株对 24 个 NILs 的毒力频率 
Table 1  Virulence frequency of 92 rice blast fungus isolates to 24 NILs 

供体 

Donor 

品种(系) 

Strains 

抗性基因 

Resistance 
gene 

毒力频率 

Frequency 
(%) 

供体 

Donor 

品种(系) 

Strains 

抗性基因 

Resistance 
gene 

毒力频率 

Frequency 
(%) 

K1 IRBLa-A Pi-a 72.83 K17 IRBLsh-B Pi-sh 79.35 

K3 IRBLi-F5 Pi-i 69.57 K18 IRBLI-CL Pi-1 72.83 

K4 IRBLks-F5 Pi-ks 47.83 K19 IRBL3-CP4 Pi-3 55.43 

K6 IRBLk-Ka Pi-k 53.26 K20 IRBL5-M Pi-5 63.04 

K7 IRBLkp-K60 Pi-kp 72.83 K21 IRBL7-M Pi-7 70.65 

K8 IRBLkh-K3 Pi-kh 78.26 K22 IRBL9-W Pi-9 64.13 

K9 IRBLz-Fu Pi-z 72.83 K23 IRBL12-M Pi-12 76.09 

K10 IRBLz5-CA Pi-z5 69.57 K24 IRBL19-A Pi-19 76.09 

K11 IRBLzt-T Pi-zt 88.04 K25 IRBLkm-Ts Pi-km 90.22 

K12 IRBLta-KI Pi-ta 53.26 K26 IRBL20-IR24 Pi-20 45.65 

K14 IRBLb-B Pi-b 65.22 K27 IRBLta2-Pi Pi-ta2 61.96 

K15 IRBLt-K59 Pi-t 70.65 K30 IRBLII-Zh Pi-11 68.48 
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3  讨论 

对从湖南省桃江病圃种植的广谱感病品种

“LTH”的稻瘟病标中分离获得的 92 个稻瘟病菌单

孢菌株，采用针刺离体接种实验进行致病性分析。

研究结果综合表明，强致病力和较强致病力菌株群

体为优势种群；24 个含单抗瘟基因水稻近等基因系

对湖南桃江病圃稻瘟病菌株的抗性总体表现菌谱

窄，相对而言 Pi-ks 和 Pi-20 这两个抗瘟基因抗性抗

菌谱稍广，说明其抗病基因对湖南省稻瘟病基因尚

具一定的利用价值；而含 Pi-km 和 Pi-zt 单基因系水

稻对供试菌株的感病率已高达 85%以上，说明其抗

病基因对湖南省的稻瘟病菌基本已丧失抗病性，在

湖南水稻抗瘟育种和生产上没有利用价值；其他  

20 个单基因系水稻的感病率介于 50%−80%，持这些

单基因的水稻品种在湖南推广、种植时应当慎重。 

比较近几年湖南省无毒基因鉴定结果，刘翔 

等[17]研究表明 2015 年抗瘟基因 Pi-ta 和 Pi-sh 抗性

表现抗菌谱相对较宽，抗瘟基因 Pi-ks、Pi-kp、Pi-b、

Pi-12 和 Pi-11 则窄；毛锐[18]研究表明 2014 年抗瘟

基因 Pi-z5、Pi-5 和 Pi-kh 抗性表现相对较宽，抗瘟

基因 Pi-a、Pi-km 和 Pi-11 则窄；虞选杰[19]研究表明

2013 年抗瘟基因 Pi-z、Pi-5 和 Pi-ta2 的抗性表现相

对较宽，抗瘟基因 Pi-12、Pi-kp 和 Pi-19 则窄；赵正

洪等[20]研究表明 2008 年表明抗瘟基因 Pi-ta 可作为

湘北、湘东的抗源基因，Pi-3 仅可作为湘东地区的

抗源基因，上述结果体现了稻瘟病菌遗传结构复

杂、致病性变异快。 

随着稻瘟病菌致病力分化，单抗基因系水稻品

种抗性表现易“丧失”，因此，通过联合抗病性系数

较高又联合致病性系数较低的组合可延缓抗瘟品

种的感病化[21]。湖南桃江病圃稻瘟病鉴定中心的稻

瘟病菌生理小种丰富，鉴定结果具有一定的代表

性，本研究中 Pi-20 与 Pi-k、Pi-ks、Pi-3 搭配能达

到较好的效果。田间稻瘟病菌致病力强、致病谱广，

其毒力基因组成复杂，今后应加强对稻瘟病菌种群

的监测和新抗源的发掘，并对当地主栽优势品种针

对性地导入新的抗性基因[22-24]。 
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