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Abstract：【Objective】We aim to investigate the distribution and variation of avirulent AVR-Pita family of Magnaporthe 

oryzae from Heilongjiang Province, and to understand the pathogenic phenotypes of avirulence alleles.【Methods】Specific 

primers of the three avirulent genes AVR-Pita1, AVR-Pita2 and AVR-Pita3 were used. 202 M. oryzae single-spore isolates 

were obtained from different regions of Heilongjiang Province, their DNA were PCR-amplified by using avirulent genes 

primers in 2017. PCR products of representative strains falling into different types and from different aresa were selected 

and sequenced by using agarose gel electrophoresis detection. The base and amino acid sequences were compared with 

those of the corresponding avirulent genes, and the rice resistant single gene line was used to verify the function of 

different strains of Magnaporthe oryzae.【Results】The frequency of AVR-Pita1 is 36.14%, and that of AVR-Pita3 is 

59.41%. The target band of AVR-Pita2 could not be amplified from the DNA of 202 strains from Heilongjiang Province. 

Sequence analysis of some PCR products of AVR-Pita1 and AVR-Pita3 were carried out. Five variation types of AVR-Pita1 

were detected; they were AVR-Pita1-1, AVR-Pita1-A, AVR-Pita1-B, AVR-Pita1-C and AVR-Pita1-D. Functional 

verification showed that AVR-Pita1-1, AVR-Pita1-A, AVR-Pita1-B and AVR-Pita1-D lost their function. No mutant strain 

was detected in the virulent gene AVR-Pita3. 【Conclusion】 AVR-Pita1 had strong mutation ability, which led to the loss 

of avirulent function of most strains, this should be used in conjunction with other resistant genes. AVR-Pita2 was not 

found in Heilongjiang Province. The sequence of AVR-Pita3 gene was stable in the strain. 

Key words: Magnaporthe oryzae; AVR-Pita gene family; functional verification

摘 要：【目的】为了检测黑龙江省稻瘟病菌无毒基因 AVR-Pita 及其同源基因分布情况与变异机制，了解其变

异类型的致病表型。【方法】采用 3 个无毒基因 AVR-Pita1、AVR-Pita2 和 AVR-Pita3 的特异性引物，对 202 个采

自黑龙江省各稻区的稻瘟病菌单孢分离菌株的 DNA 进行 PCR 扩增，通过琼脂糖凝胶电泳检测分析，挑选不同带

型和不同地区代表菌株的 PCR 产物进行测序。测序结果与相应无毒基因序列进行碱基与氨基酸序列的比较分析，

并利用水稻抗性单基因系，对不同变异类型的稻瘟病菌株进行功能验证。【结果】AVR-Pita1 的出现频率为 36.14％，

AVR-Pita3 出现频率为 59.41％。AVR-Pita2 在黑龙江省 202 个菌株 DNA 中未扩增出目的条带。对 AVR-Pita1 和

AVR-Pita3 的部分 PCR 产物进行序列分析，检测出 AVR-Pita1 有 5 种变异类型，它们是 AVR-Pita1-1、AVR-Pita1-A、

AVR-Pita1-B、AVR-Pita1-C 和 AVR-Pita1-D。经功能验证，AVR-Pita1-1、AVR-Pita1-A、AVR-Pita1-B 和 AVR-Pita1-D

无毒功能丧失。而无毒基因 AVR-Pita3 未检测出变异菌株。【结论】AVR-Pita1 变异能力较强，导致大多数菌株

无毒功能丧失，需与其他抗性基因搭配使用。在黑龙江省稻瘟病菌生理小种中未发现 AVR-Pita2 基因。AVR-Pita3

基因序列在菌株中比较稳定。 
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稻瘟病是由稻瘟病菌引起的，是世界上最重要

的水稻病害之一，严重威胁水稻高产稳产，每年因

该病害引起的水稻产量损失高达 10％~30％，严重

时颗粒无收[1]。实践证明，利用品种抗性是防治稻

瘟病最经济、安全、有效的途径。目前定位到的稻

瘟病主效抗性基因已达 100 多个，其中，已克隆的

有 36 个[2]。稻瘟病菌与水稻之间的互作符合经典的

基因对基因学说，即致病菌中的无毒(AVR)基因在

功能上与水稻中的特定抗病基因(R)相对应。水稻品

种的抗性基因与稻瘟病菌的无毒基因相互作用时，

表现出抗瘟性[3-4]。目前已报道的无毒基因有 70 多

个，其中，12 个被克隆，包括 PWL2、PWL1、

AVR-Pita、ACE1、Avr1-CO39、AvrPiz-t、AVR-Pia、

AVR-Pii、AVR-Pik/ kp/km、AVR-Pi9、PWL2D 和

AVR-Pib 等[5-14]。Orbach 等[7]成功克隆了稻瘟病菌

无毒基因 AVR-Pita。与水稻抗性基因 Pi-ta 互作的

无毒基因 AVR-Pita 是一个编码含 223 个氨基酸的

分泌蛋白，含有保守的金属蛋白酶结构域，是首个

被证实编码蛋白能与相对应的抗病基因产物直接

互作的无毒基因。Khang 等[15]发现了 AVR-Pita 的

两个新同源体，命名为 AVR-Pita2 和 AVR-Pita3，

并将 AVR-Pita 重新命名为 AVR-Pita1。甘玉姿等[16]

在菲律宾稻瘟病菌生理小种中发现了 AVR-Pita 的

新同源序列，将其命名为 AVR-Pita4。其中无毒基

因 AVR-Pita1 和基因 AVR-Pita2 是有功能的，与抗

性基因 Pi-ta 相互作用，而 AVR-Pita3 和 AVR-Pita4

不具有无毒功能[16,17]。刘殿宇等[18]研究发现 2014

年和 2015 年黑龙江省 AVR-Pita 出现频率分别为

23.0%和 22.9%；李思博等[19]在 2014 和 2015 年辽

宁省检测到 AVR-Pita 的出现频率为 89.91%和

76.00%；朱名海等[20]在南繁区检测到 AVR-Pita 的

出现频率为 93.33%。 

本研究结合无毒基因 AVR-Pita 家族的基因扩

增、测序结果和变异类型的功能验证，对采集自黑

龙江省不同稻区的稻瘟病菌进行分析，从而明确黑

龙江省稻瘟病菌 AVR-Pita 基因家族的分布情况及

变异类型，以期为黑龙江省抗瘟品种的合理布局与

稻瘟病的有效防控提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

2017 年在黑龙江省 7 个市 15 个县水稻种植区

内采集水稻穗颈瘟标样，经分离获得单孢菌株 202

个，采用滤纸片保存法[21]保存备用。 

1.2  供试材料 

供试水稻品种为国际水稻研究所选育的含有

Pi-ta 基因的丽江新团黑谷抗稻瘟病近等基因系

IRBtLa-kl，感病对照为丽江新团黑谷。 

1.3  稻瘟病菌基因组 DNA 提取 

将分离纯化的稻瘟病菌单孢菌株在 PDA 固体

培养基上活化培养，挑取适量菌丝块接到酵母液体

培养基中，于 28℃、120 r/min 摇床振荡培养 3~5 d,

收集菌丝体，分装于 1.5 mL 离心管中，–20℃下保

存备用。使用真菌 DNA 提取试剂盒(D3390-01 

OmegaBio-Tek 公司)提取稻瘟病菌基因组 DNA，用

微量分光光度计测定 DNA 浓度，并将 DNA 原液

稀释成 60 ng/µL 的工作液备用。原液–20℃下保存。 

1.4  引物设计 

根据文献中已克隆的 AVR-Pita1 于 NCBI 上查

找其基因序列，利用 Primer Premier 5.0 设计一对特

异性引物，AVR-Pita2 和 AVR-Pita3 的特异性引物

参照甘玉姿等[16]序列。所有引物均委托上海生工生

物工程技术有限公司合成，引物序列见表 1。 
1.5  PCR 扩增及测序分析 

PCR 体系(20 µL)包括 rTaq 酶 0.1 µL，10×缓

冲液(Mg
+
) 2.0 µL，dNTP 混合液 1.6 µL，正反向引

物各 0.3 µL，DNA 模板 1 µL，加 dd H2O 补足 20 

µL。扩增程序：94℃下预变性 4 min；94℃下变性

45 s，55℃下退火 45 s，72℃下延伸 60 s，30 个循

环；72℃下延伸 10 min。扩增产物在 1%的琼脂糖

凝胶中电泳检测并在凝胶电泳成像系统下观察并

拍照，统计无毒基因扩增频率。 

从202个稻瘟病菌菌株中挑选带型不同和不同

地区来源的部分菌株送上海生工生物工程技术有

限公司测序，测序结果采用 Lasergene 7.0 的 Seq 

Man 软件进行比对与拼接；并采用 DNAMAN 软件

表 1  用于扩增稻瘟病菌无毒基因 AVR-Pita 的引物 

Table 1. Primers for Magnaporthe oryzae avirulent gene AVR-Pita amplification. 

无毒基因 

Avr-gene 

前引物序列 

Forward primer (5′-3′) 

后引物 

Reverse primer (5′-3′) 

目的片段长度 

Length of target fragment/bp 

AVR-Pita1 TGCCAATAGACTAGCTTCCG  ATTCCCTCCATTCCAACACT 1957 

AVR-Pita2 TTTCGGCCCAACTCCGGTCC  TAAAGGGTCCACTGACCCCG 1642 

AVR-Pita3 AAATATTACCTGCCAGCTGG  CTAAACGAATCGACGCTCCC 1487 
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对有差异的核苷酸序列进行比较分析。 

1.6  水稻稻瘟病接种与调查 

水稻 3 叶 1 心时，用无菌水洗下孢子，双层纱

布过滤，调节孢子量为 1×10
5 个/mL，将 5 mL 菌悬

液加入 5 mL 明胶溶液摇匀后喷洒秧苗，25℃下遮

光保湿培养 24 h 后自然条件下培养，接种后 5 d 调

查稻瘟病发病情况，调查标准参照文献[22]。 

2  结果与分析 

2.1  AVR-Pita 及其同源基因 PCR 产物扩增检测 

以 202 个稻瘟病菌菌株的 DNA 为模板，根据

无毒基因 AVR-Pita 及其同源基因序列设计的引物

进行 PCR 扩增(图 1)，电泳结果显示共有 5 种带型：

无带、高带(正常带型)、低带、双带和三带。双带

为非目的条带 [23]，三带为多位点现象。引物

AVR-Pita1 在供试的 202 个菌株中，73 个菌株能扩

增出目的条带，出现频率为 36.1％(表 2)，其中大

庆杜蒙、肇源，哈尔滨方正、尚志出现频率为 0%(表

2)；引物 AVR-Pita2 在所有供试菌株 DNA 中均未

扩增出目的条带；引物AVR-Pita3电泳结果显示 120

个菌株 DNA 中扩增出目的条带，出现频率为

59.4％。供试 202 个菌株中 54 个菌株 DNA 同时扩

增出 AVR-Pita1 和 AVR-Pita3。 

A−AVR-Pita1 的部分扩增结果; B−AVR-Pita3 的部分扩增结果。M1−分子标记 DL2000；+：存在；-：缺失；1：低带；2：双带；3：三带。 
A, Amplification result of AVR-Pita1; B, Amplification result of AVR-Pita3; M1, Marker DL2000; +, Presence; -, Absence; 1, Low band; 2, Double 
bands; 3, Three bands. 

图 1  稻瘟病菌供试菌株无毒基因 AVR-Pita 及其同源基因的 PCR 扩增 

Fig. 1. PCR detection of AVR-Pita and its homologous genes amplification to the tested strains. 

 
表 2  2017 年黑龙江省稻瘟病菌无毒基因 AVR-Pita1 及其同源基因分布情况 

Table 2. Distribution of AVR-Pita1 and its homologous genes of Magnaporthe oryzae in Heilongjiang Province in 2017. 

地区 Area 
供试菌株数  

Number of strains 

无毒基因检出率 Detection rate of avirulence genes /％ 

AVR-Pita1 AVR-Pita2   AVR-Pita3 

齐齐哈尔甘南 Gannan, Qiqihar 16 6.2 0 81.3 

大庆杜蒙 Dumeng, Daqing  19 0 0 73.7 

大庆肇源 Zhaoyuan, Dayuan  11 0 0 100.0 

绥化望奎 Wangkui, Suihua 7 42.9 0 28.6 

绥化庆安 Anqing, Suihua 14 42.9 0 71.4 

哈尔滨通河 Tonghe, Harbin 16 31.2 0 31.2 

哈尔滨依兰 Yilan, Harbin  23 52.2 0 52.2 

哈尔滨方正 Fangzheng, Harbin  4 0 0 50.0 

哈尔滨尚志 Shangzhi, Harbin 10 0 0 80.0 

佳木斯桦川 Huachuan, Jiamusi 10 90.0 0 80.0 

佳木斯汤原 Tangyuan, Jiamusi 22 22.7 0 50.0 

佳木斯桦南 Huanan, Jiamusi 15 86.7 0 53.3 

鹤岗绥滨 Suibin, Hegang 16 68.7 0 62.5 

鸡西虎林 Hulin, Jixi 9 33.3 0 44.4 

鸡西密山 Mishan, Jixi 10 50.0 0 20.0 

合计 202 36.1 0 59.4 
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2.2  AVR-Pita 及其同源基因的序列分析  

2.2.1  无毒基因 AVR-Pita1 的序列分析  

从 73 个扩增出目的条带的菌株中挑选不同地

区不同带型的菌株 20 个进行测序。将测序得到的

基因序列与参考序列(AF207841.1)比对。结果显示

(图 2)，20 个菌株的 AVR-Pita1 无毒基因菌株序列

可分为 5 类，一类为存在基因序列 1250 bp 的缺失,

从基因上游 1004 bp 至下游 246 bp 处。此变异类型

与余欢等 [24]研究结果一致，我们将其命名为

AVR-Pita1-1。其余四类为单碱基的替换、缺失与插

入 (图 2),我们分别将其命名为 AVR-Pita1-A、

AVR-Pita1-B 、 AVR-Pita1-C 和 AVR-Pita1-D 。

AVR-Pita1-B 与 Dai 等[25]报道的结果序列一致。 

AVR-Pita1 的 4 类碱基序列所翻译氨基酸序列

与已克隆的氨基酸序列比对结果见图 3，除 312(T/G)

为同义突变外，其余碱基的突变均会导致 氨基酸

的错义翻译。AVR-Pita1-A 氨基酸序列不仅在

6L(Insert)、88(R/K)和 104(K/N)存在错义突变，而

且在 174位处发生移码突变导致后面氨基酸发生变

化。AVR-Pita1-B 氨基酸序列存在 8 处错义突变：

6L(Insert)、82(N/S)、83(D/N)、88(R/K)、104(K/N)、

136(G/E)、174(V/I)和 192(Y/C)，AVR-Pita1-C 的氨

基酸序列存在 7 处错义突变：6 L(Insert)、82(N/S)、

83(D/N)、88(R/K)、104(K/N)、174(V/I)和 192(Y/C)。 

AVR-Pita1-D 的氨基酸序列不同于其他 4 类，它与

AVR-Pita1氨基酸序列比对一致性为 25.45％(图 4)，

氨基酸的缺失与错义翻译较多，将进行单独分析。 

20 个测序的菌株中，AVR-Pita1-1 包含 2 个菌

株，占测序菌株的 1/10；AVR-Pita1-A 包含 4 个菌

株，占测序菌株的 1/5；AVR-Pita1-B 类型较多，包

含 10 个菌株，占测序菌株的 1/2；AVR-Pita1-C 包

含 3 个菌株，占测序菌株的 3/20；AVR-Pita1-D 包

含 1 个菌株，占测序总菌株的 1/20(图 5)。 

2.2.2  无毒基因 AVR-Pita3 的序列分析 

从 120 个含有 AVR-Pita3 目的条带的菌株中挑

选不同地区的菌株 20 个进行测序，将测序得到的

基因序列与已克隆的 AVR-Pita3 基因序列比对后发

现，20 个菌株的基因序列比对结果完全一致。说明

AVR-Pita3 在这 20 个菌株中没有出现变异情况。 

2.3  AVR-Pita1 致病表型分析 

对无毒基因型 AVR-Pita1 的 5 种突变类型进行

功能验证，如图 6 所示，以丽江新团黑谷(LTH)为

对照。结果显示，AVR-Pita1-1、AVR-Pita1-A、

AVR-Pita1-B 和 AVR-Pita1-D 不能被 Pi-ta 识别表现

有毒性，无毒功能丧失。AVR-Pita1-C 可以被 Pi-ta

识别而表现为无毒性。 

3  讨论 

了解 AVR-Pita 家族成员在稻瘟病菌中的分布

与变异情况，不仅对研究稻瘟病菌的遗传多样性具

有重要价值而且可为抗病品种的布局及病情的分

子预警提供参考依据。2017 年，从黑龙江省各稻区

水稻穗颈瘟标样中分离获得单孢菌株 202 个，利用

202个单孢菌株对AVR-Pita及其同源基因进行PCR

扩增检测，结果发现 AVR-Pita3 出现频率最高，为

59.41％，且分布范围最广，各稻区均有分布。

AVR-Pita1 出现频率为 36.14％，其中，大庆杜蒙、

肇源，哈尔滨方正、尚志出现频率为 0。在 54 个菌

株的 DNA 中同时扩增出 AVR-Pita1 和 AVR-Pita3，

AVR-Pita1与AVR-Pita3序列之间存在71％~72％一

致性，验证了这 2 个基因可能起源于同一个原始基

因的复制事件。AVR-Pita2 在供试 202 个菌株的

DNA 中均未扩增出目的条带，与甘玉姿等[16]对菲

律宾稻瘟病菌生理小种研究结果一致。本研究未检

测出目的基因 AVR-Pita2，推测 2017 年黑龙江省稻 

图 2  稻瘟病菌供试菌株 AVR-Pita1-A、AVR-Pita1-B、AVR-Pita1-C 和 AVR-Pita1-D 碱基序列比对 

Fig. 2. Base sequence comparison of AVR-Pita1-A, AVR-Pita1-B, AVR-Pita1-C and AVR-Pita1-D of the tested strains. 
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瘟病菌生理小种中可能不含或含有少量 AVR-Pita2

基因。本研究由于田间分离的菌株已经经过了水稻

品种的筛选，不能代表实际的田间群体，所以不能 

很好地反映田间实际菌株无毒基因的分布情况。 

研究者们认为，导致无毒基因不稳定的重要因

素为所处的周边基因环境，AVR-Pita1 和 AVR-Pita2

均处于染色体的亚端粒区[15]，并且在稻瘟病菌 1、

图 4  稻瘟病菌 AVR-Pita1-D 氨基酸序列对比分析 

Fig. 4. Comparison and analysis of amino acid sequence of AVR-Pita1-D genotypes of Magnaporthe oryzae. 

 

图 5  稻瘟病菌 AVR-Pita1 变异类型比例 

Fig. 5. Proportion of AVR-Pita1 variant types. 

图 6  稻瘟病菌供试菌株 AVR-Pita1-1、AVR-Pita1-A、

AVR-Pita1-B、AVR-Pita1-C 和 AVR-Pita1-D 致病症状 

Fig. 6. Symptoms after infected by the strains with 

AVR-Pita1-1, AVR-Pita1-A, AVR-Pita1-B, AVR-Pita1 

-C and AVR-Pita1-D. 
 

图 3  稻瘟病菌 AVR-Pita1-A、AVR-Pita1-B 和 AVR-Pita1-C 氨基酸序列对比分析 

Fig. 3. Comparison and analysis of amino acid sequence of AVR-Pita1-A, AVR-Pita1-B and AVR-Pita1-C genotypes. 



148                                                                  中国水稻科学(Chin J Rice Sci) 第 34 卷第 2 期(2020 年 3 月) 

 

3、4、5、6、7 等染色体上均有发现[26]，具有高度

可变性。AVR-Pita1 存在插入、缺失与点突变等多

种变异类型。Dai 等[25]检测到 AVR-Pita1 27 种突变

类型，Zhou 等[23]在毒性菌株 B2 中发现了完整的转

座子 Pot3，但在黑龙江省 202 个菌株的 DNA 中未

检测到 Pot3。与 AVR-Pita1 和 AVR-Pita2 不同，大

多数菌株的 AVR-Pita3 以比较稳定的形式存在于稻

瘟病菌基因组第 7 染色体上，本研究测序的 20 个

菌株中均未发现变异情况，与前人研究结果相符。 

本研究发现 AVR-Pita1 存在 5 种变异类型，其

中 4 种无毒功能丧失，仅 AVR-Pita1-C 可以被 Pi-ta

识别而表现为无毒性。但 AVR-Pita1-C 类型仅占测

序菌株数的 3/20，大多数菌株已丧失无毒功能。于

连鹏[27]在黑龙江省 48个水稻品种中检测到 35个品

种含有 Pi-ta 基因，占供试水稻品种的 72.92％。周

江鸿等[28]报道，在我国稻瘟病菌群体中抗性基因

Pi-ta 表现为中等至强毒力水平。所以 Pi-ta 在黑龙

江省稻瘟病的抗病育种中不宜单独使用，需要与含

有其他抗性基因的品种搭配使用，才能达到抗病效

果。AVR-Pita1 变异能力较强，应同时加强对

AVR-Pita1 的田间监测，及时了解 AVR-Pita1 的变

化规律，以有效地控制病害发生。 
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