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摘要  水稻是重要的粮食作物,稻瘟病严重影响水稻的产量和品质。实践证明 ,培育和合理利用抗病品种是控制该病害最经济有效和
对环境最安全的途径。然而 ,往往具有单一抗病基因的水稻品种在广泛种植一段时间以后就丧失了抗病性。因此, 对稻瘟病的防治一
般从两方面着手 ,一方面需不断地发掘和创造新抗原;另一方面,抗病基因是植物- 病原物互作中的一个关键因子, 克隆抗病基因是研
究植物抗病机制、揭示植物- 病原物互作机理和了解寄主与病原菌共进化规律的基础 ,为控制和防治该病害提供全新的理论与途径。
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Cloning of Rice Blast Resistance Gene
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Abstract  Rice blast could decrease rice yield and quality . Ulti mately , the utilizationof resistance genes in rice breeding , which was friendly to the en-
vironment , was the most effective and economical way against blast . However , many cultivars with one or fewresistance genes were short-lived i nenviron-
ments and favorable to the disease . Therefore , it was necessary to control the disease fromtwo sides . On the one hand , maintaining the durability of the
blast resistance was to pyramid several resistance genes into anelite cultivar (cv .) to provide multigenic resistance against a wi de spectrumof blast races .
On the other hand , the systembetweenrice and the rice blast was a good model systemto study plant- microbe i nteractions . What’s more , resistance genes
were crucial in plant-pathogen system. So , isolating resistance genes would provide the basis for revealing mechanisms of plant resistance , plant-pathogen
interaction , and host- pathogen co-evolution.
Key words  Magnaporthe grisea ; Resistance gene ; Clone

  稻瘟病是由子囊菌 Magnaport he grisea ( Hebert) Barr( 无

性态: Pyricul aria grisea Sacc .) 引起的广泛发生在世界各稻区

的最重要水稻病害之一[ 1] ,也是限制水稻高产稳产的主要因

素。据估计,在1975～1990 年的16 年间由稻瘟病引起的全

球粮食损失高达1 .57 亿t , 年平均超过1 千万t[ 2] 。20 世纪

90 年代以来, 我国稻瘟病的年发生面积均在380 万hm2 以

上, 造成稻谷年损失量达数亿kg[ 3] 。

对稻瘟病的控制 , 一般采用季节调整、化学防治和种植

抗性品种。季节调整常受不同作物茬口的影响而不易操作 ;

化学防治既昂贵又没有长期有效的杀菌剂 ,而且污染环境 ;

种植抗病品种是最经济、有效的防治措施。但是由于稻瘟病

的病原菌小种致病性与遗传的易变性, 新的抗病品种常常推

广几年后就很快地丧失抗性[ 4] 。

因此, 要培育持久的抗病品种, 就必须加深对水稻与稻

瘟病病菌之间互作调控机制的了解。稻瘟病病菌无毒基因

与水稻抗病基因之间的特异互作 ,符合经典的“基因对基因”

学说[ 5 - 6] 。而抗病基因是植物与病原菌互作中的一个关键

因子, 是抗病机制研究的基础。抗病基因的克隆将有助于揭

示寄主与病原菌相互作用的机理 ,了解寄主与病原菌共进化

的规律。抗病基因的克隆有望为控制和防治该病害提供新

的理论与途径[ 7 - 8] 。笔者就水稻稻瘟病抗病基因克隆的一

些方法作简要的阐述。

1  传统图位克隆技术及应用

1 .1  传统图位克隆技术的应用  基因克隆的主要目标是确

定特异基因的染色体的位置, 识别、分离该基因并获得其完

整序列 ,阐明其生化功能并明确其对特定性状遗传的控制关

系。来自水稻的抗病基因,由于植物基因组与原核生物及动

物相比, 其蛋白表达量更低, 更难分离和纯化。因此, 植物抗

病基因的分离从原先传统的正向遗传学途径逐渐转向反向
�
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遗传学方法 ,即先从表型出发, 借助于特定的策略获得目的

基因, 然后再去研究其功能[ 9] 。沿着这一思路产生了一些分

离基因的方法, 其中, 以遗传和物理作图为基础的图位克隆

法是应用最多的一种。Giraudat 等和 Arondel 等最早用该方

法分 别 成功 地 克 隆了 拟 南 芥 的 ABI3 基 因 和 FAD3 基

因[ 10 - 11] 。此后,图位克隆技术在水稻、大麦、番茄等作物中

得到了成功的应用。Martin 等用该技术克隆了番茄 Pto 基

因[ 12] 。Song 等 用 这 一 技 术 克 隆 了 水 稻 Xa21 基 因[ 13] 。

Yoshi mura 等用同样的方法克隆了另一个抗白叶枯基因 Xa1

基因[ 14] 。Sun 等用该方法克隆了水稻白叶枯基因 Xa26[ 15] 。

在水稻稻瘟病抗病基因的分离方面,到目前为止, 仅有4

个稻瘟病抗病基因 Pib、Pit a 、Pi9、Pi- d2 被分离[ 8 ,16 - 18] 。其

中 Pi b、Pit a 、Pi9 和 Pi- d2 基因是应用传统图位克隆技术分

离的。

Pi b :位于第2 染色体长臂上, 控制对大多数日本稻瘟病

病菌小种的抗性。Wang 等首先利用 RFLP 标记构建了 Pi b

位点的高密度遗传图, 并构建了大片段的基因组粘粒文库 ,

然后以与 Pi b 紧密连锁的 RFLP 标记作为探针, 筛选基因组

文库并进行了染色体步移, 对得到的候选克隆进行了亚克

隆, 最后通过遗传互补实验确定了目的基因 Pi b [ 16] 。

Pita :位于水稻第12 染色体的着丝粒附近。Bryan 等将

共分离的RAPD 标记转化为 RFLP 标记, 并以此为探针启动

染色体步移,筛选 BAC 文库, 构建了包含目标基因的850 kb

的重叠群, 然后通过测序分析鉴定了候选基因 ,最后通过转

化含有候选基因的亚克隆和全长c DNA 克隆,对 Pit a 进行了

功能验证[ 8] 。

Pi 9 : 位于水稻第6 染色体上。Liu 等用共分离的 RAPD

标记为探针,筛选 BAC 文库, 构建了包含目的基因的100 kb

的重叠群[ 19] ;Qu 等通过对这100 kb 进行测序分析, 表明该区

域存在一个基因家族, 共有6 个候选基因 , 最后通过分别转

化含有候选基因的亚克隆确定了目的基因 Pi 9[ 17] 。

Pi- d2 :Chen 等首先利用RFLP 标记为探针, 筛选BAC 文
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库, 然后结合微卫星标记 RM3 和 RM527 ,启动染色体步移, 在

水稻第6 染色体上定位了 Pi- d2 基因。随后 ,Chen 等又利用

CAPS 标记将该基因界定到180 kb 的区域内, 然后利用生物

信息学软件对该区域进行预测, 发现仅有一个具有抗病基因

保守结构的基因, 最后通过遗传转化和功能互补实验证实了

该基因为目的基因[ 18] 。

1 .2 传统图位克隆的技术路线 据报道 ,到目前为止,至少

有80 多个稻瘟病主效抗性基因被鉴定 ,其中,60 个已被分子

定位[ 20 - 22] 。为什么目前只有上述4 个基因是通过传统的图

位克隆技术克隆的呢? 这不得不使人们思考该技术在应用

时存在的问题。传统的图位克隆法又被称为定位克隆法

( positional cloning) 。用该方法分离基因是根据功能基因在基

因组中都有相对较稳定的基因座 ,利用分离群体的遗传连锁

分析将基因定位到染色体上的一个具体位置上, 然后通过构

建高密度的分子连锁图,找到与目的基因紧密连锁的分子标

记,不断地缩小候选区域进而克隆该基因。它一般包括如下

步骤: ①根据功能基因在基因组中都有相对稳定的基因座 ,

利用分子标记对目的基因进行精细定位;②构建目的基因所

持品种的人工染色体文库;③用与目的基因紧密连锁的分子

标记筛选其DNA 文库 ,从而构建目的基因区域重叠群( con-

tig) 的物理图谱 ; ④利用此物理图谱, 通过染色体步移( chro-

mosome walking) 逐步地逼近目的基因或通过染色体登陆

(chromosome landing) 的方法最终找到包含目的基因的克隆 ;

⑤通过遗传转化试验证实目的基因的功能。

很明显,从其技术路线中可以看出该技术存在许多问

题, 如构建目的基因的基因组文库,筛选文库以及亚克隆等 ,

都是非常费时费力的过程。

2  电子图位克隆技术的开发与运用

水稻全基因组工作框架图或工作完整图的完成为科研

工作者开辟了一条简捷的图位克隆途径,即充分利用准确而

完整的物理图谱和序列等公共信息, 进行染色体电子步移 ,

发现与目的基因紧密连锁的标记 ,构建覆盖目的基因的电子

物理图谱( electronic physical map) , 从而达到克隆基因的目的。

这种方法被称为“电子图位克隆”技术。

2 .1  电子图位克隆  随着分子生物学的迅速发展, 水稻基

因组研究以及生物信息学研究的发展, 弥补了传统图位克隆

方法中存在的不足 ,为水稻稻瘟病抗病基因的快速定位与克

隆开辟了新的途径。一种新的图位克隆方法应运而生 :电子

图位克隆。

电子图位克隆技术主要包括如下步骤: ①目的基因的连

锁分析 ;②利用连锁的分子标记直接从基因组工作框架序列

或工作完整图中构建目的基因位点的电子重叠群;③利用长

片段PCR( long-range PCR, LR- PCR) 等技术扩增目的基因的候

选基因 ;④候选基因遗传转化及功能分析等。目前, 在水稻

稻瘟病抗病基因克隆方面,仅有 Pi 36 是利用该方法获得的。

Pi 36 :Liu 等利用RAPD 和SSR 标记在水稻第8 染色体上

定位了一个新的稻瘟病抗性基因 Pi36 , 接着又用共分离的

CRG 标记在水稻基因组序列图中进行染色体登陆,构建了包

含目的基因17 kb 的区域, 然后通过测序分析鉴定了候选基

因, 最后通过转化含有候选基因的克隆, 对 Pi36 进行了功能

验证[ 23] 。

由此可见 ,电子图位克隆技术充分地利用了水稻基因组

学和生物信息学研究提供的信息 ,省略了在传统的图位克隆

法中需构建大片段基因组文库等一系列烦琐的实验步骤, 为

快速克隆植物抗病基因创造了条件。

3  其他基因克隆方法的运用

3 .1  转座子标签克隆法 转座子标签法(transposon tagging)

是利用转座子插入到目的基因的内部或附近, 引起基因失

活,产生出易识别的突变表型, 然后利用插入 DNA 片段作探

针,筛选突变体基因组文库, 克隆目的基因。目前, 已通过转

座子克隆法克隆出25 种植物的抗病基因。Johal 等首先利用

此法从玉米中分离出抗灰色长蠕孢( Hel mi nt h ospori um carbon-

um) 1 号小种的 Hm1 特异抗真菌基因[ 24] 。Johns 等和 Thomas

等利用同样的方法分别从番茄中克隆了抗叶霉病基因 Cf- 9

和 Cf-4[ 25 - 26] 。但是, 该方法中筛选转座子插入突变体是一

项十分耗力的工作, 而且容易出错, 所获得的突变体还需要

进一步鉴定是自然突变还是插入突变,需要花很多时间。

3 .2 基于同源保守序列的克隆方法 基于同源保守序列的

克隆方法是一种参考已知基因的保守序列克隆其他基因的

方法。该方法以其他种属的同源基因被克隆为前提, 根据保

守序列设计并合成特异性的简并引物, 对植物基因组 DNA

进行扩增, 得到抗病基因类似序列, 检测这些序列与抗病性

的共分离情况。若它们与抗病基因紧密连锁或带有抗病基

因的同源序列,则可用其作为探针筛选 cDNA 文库或基因组

文库, 得到目的克隆。该方法需要构建文库和筛库, 需要花

很多时间和精力, 同时, 不只是抗病基因才有保守结构,许多

ATP 和GTP 结合蛋白都有此序列, 而且基因组中有大量的假

基因存在, 所获得的候选基因并不都具有能鉴定出的功能。

因此, 目前该方法在抗病基因的克隆中只用作辅助方法。

总之,随着结构基因组学研究的完成, 功能基因组学研究

手段的发展,克隆功能基因的方法越来越多。如表达差异筛选

克隆法( Differential Sereening) 、mRNA 差异显示( mRNA differential

display) 法以及抑制性消减杂交法( Suppression Subtractive Hy-

bridization , SSH) 等[ 27 - 30] ,但是每一种克隆方法都不是万能的,

在实验过程中,要综合运用这些技术以及其他的基因克隆方

法,相互补充,才能最终快速、准确地达到预期的目标。
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23 日) 所开花的不育性表现是正常的。

3  讨论

研究表明 ,施肥条件相同的同一播期材料, 在不同海拔

高度条件下其初花期不同。高海拔地区的初花期比低海拔

地区推迟10～20 d ,且高海拔地区的花期比低海拔地区短2～

5 d。两个海拔高度下 Y5～Y7 处理在初花后3～10 d 表现为

完全不育,育性不再波动。这说明低温敏感型细胞质不育系

130A 在重庆地区秋播时, 适当延迟播期可以避开低温影响 ,

从而获得较高纯度的种子。

在不同海拔高度条件下, 对130A 的♂/ ♀比值影响最大

的均是测量前( 开花前) 第8 天的 DMT。Fan 提出, 在不育系

孢原细胞分化前, 温度影响花芽发育[ 4] 。李云昌等认为 , 不

育系育性与开花期温度有关[ 5] 。Burns 等认为, 整个生殖生长

期高温都影响育性, 而开花前6～13 d 受温度的影响最大[ 6] 。

李加纳等研究认为 ,低温敏感型不育系对温度的敏感期在现

蕾前后1 个月左右 ,花期温度不能影响花的育性[ 7] 。胡胜武

等研究了开花前5～16 d 的气温对7 个同质( 陕2A 胞质) 异

核不育系育性的影响, 认为开花前的气温对不同不育系 MSI

( 雄性不育指数) 影响程度不同, 除不育系195A 外 ,其他6 个

不育系MSI 都与开花前的气温有关 ,且气温对不同不育系雄

蕊发育影响的时期不同[ 1] 。

高温敏感型不育系在昼夜温30 ℃/ 24 ℃下 ,产生微量花

粉[ 6] 。低温敏感型不育系的临界值为日均温7～9 ℃。不同

不育系的临界值不同[ 7] 。该研究表明 , 在不同的海拔高度 ,

同一不育系的感温临界值不同。在海拔高度为750 m 时, 其

感温临界值为11 .7 ℃; 在海拔高度为368 m时, 其感温临界

值为13 .1 ℃。这说明该临界值还受其他气候因子和环境因

子的影响。唐章林等研究认为, 该临界值还受其他气候因子

和环境因子的修饰[ 10] 。这些因素也有待进一步研究。
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