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摘　要：对由ｐＣＢ６．３ｋｂ、ｐＣＢ５．３ｋｂ和ｐＺＨ０１２．７２ｋｂ三个不同表达载体转化的转稻瘟病抗性基因犘犻犱２水稻株系进行稻瘟病抗性

分析。结果表明，转犘犻犱２基因水稻的９个高代株系对来自四川的３９个稻瘟病菌株表现不同的抗性，抗病频率最高达９１．７％；４个

转基因早代纯合株系对来自中国农业科学院的５８个菌株中的８１．４８％以上菌株表现抗性，具有广谱抗性特点。稻瘟病菌粗毒素筛

选结果表明，来自转基因植株的幼胚愈伤组织诱导率随培养基中粗毒素浓度提高而降低，粗毒素浓度达到４０％时，幼胚愈伤诱导率

为４９．３３％，受体对照幼胚愈伤组织诱导率为５％。田间诱发条件下，转基因株系在大田的穗瘟发病率为０％～５０％，抗性较受体对

照大幅度提高。
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Ｂａｒｒ．（无性态：犘狔狉犻犮狌犾犪狉犻犪犵狉犻狊犲犪Ｓａｃｃ．）引起的稻

瘟病，是水稻生产上最具毁灭性的病害之一，也是世

界性的真菌病害［１］。利用基因工程的方法解决稻

瘟病的抗性育种问题已成为部分学者追求的目标。

已有通过转导几丁质酶基因［２］、植物抗毒素基

因［３］、几丁质酶葡聚糖酶串联基因［４］、天花粉蛋白

基因［５］、芥末防御素基因［６］和水稻抗性基因犘犻狋犪、

犘犻９、犘犻２ 等［７１２］提高水稻稻瘟病抗性的报道。

犘犻犱２ 是单拷贝基因，编码长度为８２５个氨基酸的

跨膜受体蛋白激酶（ＲＬＫ）。该激酶氨基端含有疏

水性信号肽、Ｂｌｅｃｔｉｎ结构域、ＰＡＮ域和ＴＭ 域，羧

基端是典型的丝氨酸／苏氨酸激酶结构域（ＳＴＫ）。

在水稻中尚未发现ＲＬＫ含膜外Ｂｌｅｃｔｉｎ结构，因而

犘犻犱２ 属于新的抗病基因类型，其抗感差异是因一

个单碱基突变造成的，即抗病蛋白的第４４１氨基酸

由异亮氨酸 （Ｉ）突 变为感病蛋白的 甲硫氨酸

（Ｍ）［１１］。本研究对由 ｐＣＢ６．３ｋｂ、ｐＣＢ５．３ｋｂ 和

ｐＺＨ０１２．７２ｋｂ三个不同表达载体转化的转犘犻犱２

基因水稻株系进行稻瘟病抗性分析，研究犘犻犱２基

因自身启动子驱动的基因组序列和３５Ｓ驱动的

ｃＤＮＡ序列在转基因植株中的表达情况，筛选广谱

抗性转基因水稻株系，为水稻抗病遗传育种提供基
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础材料，并为水稻和其他禾本科作物抗病分子育种

提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料

所有转犘犻犱２ 基因材料是经过分子验证为阳

性，Ｔ２代经潮霉素抗性分析为单个潮霉素抗性位

点，苗期接种鉴定为抗稻瘟病生理小种ＺＢ１５的株

系。其中，转基因材料的目的基因犘犻犱２有３种不

同的表达载体，包括含有长为３．２ｋｂ自身启动子驱

动的犘犻犱２基因组序列的ｐＣＢ６．３ｋｂ，含有长为２．２

ｋｂ 自 身 启 动 子 驱 动 的 犘犻犱２ 基 因 组 序 列 的

ｐＣＢ５．３ｋｂ和３５Ｓ驱动的犘犻犱２ 基因全长ｃＤＮＡ序

列的表达载体ｐＺＨ０１２．７２ｋｂ。转基因株系编号中

以６Ｋ、５Ｋ和Ｚｈ０１代表所转化的载体ｐＣＢ６．３ｋｂ、

ｐＣＢ５．３ｋｂ和ｐＺＨ０１２．７２ｋｂ。阴性对照为ｐＺＨ０１

ＴＰ３０９载体转化的转基因株系台北３０９。ｐＺＨ０１

ＴＰ３０９载体的目的基因为与抗性基因犘犻犱２ 对应

的感病品种台北３０９的犘犻犱２ｃＤＮＡ基因。

１．２　方法

１．２．１　转犘犻犱２基因高代材料的抗谱测定

用于本组试验的材料有９个转犘犻犱２基因独立

转基因系（Ｔ５或更高代，已纯合稳定）、非转化的原

种对照品种日本晴（Ｊ）、台北３０９（ＴＰ３０９）、中花９号

（ＺＨ９）、感病对照品种丽江新团黑谷（ＬＴＨ）和抗病

对照品种地谷。所用菌株有３９个，由四川农业大学

水稻研究所保存。抗谱测定试验在四川农业大学水

稻研究所的病圃进行。病圃共被划分成１１４个小

区，每一材料在每一小区播１穴（１０～２０粒），重复３

次。待秧苗长至３叶１心时，喷雾接种。接种稻瘟

病菌孢子浓度为２．０×１０５～５．０×１０５个／ｍＬ。７ｄ

后调查一次病级，１４ｄ后重复调查一次。稻瘟病病

情调查参照国际水稻研究所的病圃鉴定水稻品种抗

性评价方法，共分９级。０级为完全无病斑，１～３级

为抗病，４～９级为感病。

１．２．２　转犘犻犱２基因早代纯合材料的抗谱测定

选取４个转犘犻犱２ 基因Ｔ２代纯合株系的饱满

种子，浸种至露白后，分别播入装有草炭和蛭石的育

秧盘（钵）中，出苗后用木村营养液培养幼苗。稻苗

在４叶期进行喷雾接种鉴定。喷雾接种的菌株有

５８个，由中国农业科学院收集提供。菌株的孢子液

浓度为３．０×１０５～５．０×１０５个／ｍＬ。接种后的稻

苗在相对湿度１００％、温度２６～２８℃保湿箱内保湿

２４ｈ，然后移入由 ＭＰＣ１２０型人工气候室（相对湿

度９５％、温度２６℃）内发病，通过喷水以保持稻叶持

续湿润。接种后７ｄ调查病情。稻瘟病病情调查按

清泽的调查标准进行，根据病斑型和病斑数目评定

被测材料的发病等级，表现 ＨＲ（高抗）、Ｒ（抗）、ＭＲ

（中抗）的材料（单株）归为抗病类型，表现 ＭＳ（中

感）、Ｓ（感）的材料（单株）归为感病类型。

１．２．３　转基因材料的稻瘟病菌粗毒素筛选

稻瘟病菌粗毒素提取具体操作如下：用打孔器

（直径２ｃｍ）对在平板上培养同样天数的菌株（Ａ１３、

Ｂ１５、Ｅ３、Ｃ１５、Ｄ７、Ｇ１、Ｈ２、Ｆ１、北００７和Ｔｅｔｅｐ）打孔

定量，取下４片同样大小的菌片置于６０ｍＬＮＢ２培

养液中，每个菌株重复３次；在２７～３０℃条件下振

荡（１６０～２２０ｒ／ｍｉｎ）培养２０ｄ；用双层纱布滤出菌

丝，将菌丝于研钵中研磨成浆，倒回原培养液中振荡

１０ｍｉｎ，再用双层纱布过滤，滤液经４０００ｒ／ｍｉｎ下

离心３０ｍｉｎ，取上清液，将１０个菌株菌液等量混

合，然后高压灭菌。冰箱中保存备用。

取授粉１４ｄ左右的转基因水稻幼胚和对照材

料，经过消毒，接种在分别添加０％、１０％、２０％、

３０％、４０％、５０％粗毒素的 ＮＢ２培养基上，黑暗、

２５℃条件下培养１４ｄ，观察愈伤组织生长情况。

１．２．４　转基因材料的田间抗性鉴定

将苗期叶瘟鉴定中对ＺＢ１５具有抗性的材料，

移至稻瘟病抗性鉴定点进行稻瘟病诱发鉴定，材料

四周种植感病品种丽江新团黑谷或汕优６３。从播

种至收获不使用任何杀菌农药，重施氮肥。于成熟

期调查材料穗颈瘟的发病情况。

２　结果与分析

２．１　转基因材料的抗谱测定

２．１．１　转犘犻犱２基因高代材料的抗谱测定

从表１和表２可以看出，对照丽江新团黑谷对

３９个菌株皆表现高感，说明接种试验发病充分。用

ｐＣＢ６．３ｋｂ转入 犘犻犱２ 基因的中花９号株系ＺＨ

６Ｋ４对１４个菌株感病，２５个抗病，抗病频率为

６４．１％，用ｐＣＢ６．３ｋｂ转入犘犻犱２基因的日本晴抗

病频率为８７．２％，而用ｐＣＢ５．３ｋｂ转入犘犻犱２基因

的转基因中花 ９ 号株系 ＺＨ６Ｋ５ 抗病频率为

６１．５％，转基因日本晴株系Ｊ５Ｋ８１４抗病频率为

４３．６％；转入全长犘犻犱２ｃＤＮＡ的中花９号株系抗

病频率为５６．４％，阳性对照转基因株系（含全长犘犻

犱２ｃＤＮＡ）ＴＰＺｈ０１６２５、ＴＰＺｈ０１７２２、ＴＰＺｈ０１

８１５和ＴＰＺｈ０１９２３的抗病频率分别为９１．７％、

７９．５％、４３．６％和６０．０％。值得注意的是，来自转

２３ 中国水稻科学（犆犺犻狀犑犚犻犮犲犛犮犻）　第２４卷第１期（２０１０年１月）



表１　转基因品系苗期稻瘟病抗性接种鉴定

犜犪犫犾犲１．犚犲狊犻狊狋犪狀犮犲犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮犾犻狀犲狊犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺犕．犵狉犻狊犲犪．

菌株

Ｓｔｒａｉｎ
ＺＨ９ １ ２ ３ ＬＴＨ

地谷

Ｄｉｇｕ
ＴＰ９０ ＴＰ３０９ ４ ５ ６ ７

日本晴

Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ
８ ９

９７５６１ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ

８ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ

Ｔｅｔｅｐ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ

９７６３２ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ

Ｆ１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ

Ｈ２ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ

９１１７２ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ

３ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ

Ｃ１５ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ

Ｂ２９ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ

Ｂ９ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

４５ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ

９１１３２ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ

４７ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ

１４ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ

９７２８１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ

Ａ１３ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ

２７ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

６１２１ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ

北００７ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ

６２２１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ

Ｄ７ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ

１１１３ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ

２５ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ

９５８２１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ

Ｇ１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ

Ｅ３ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ

１２ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ

Ｂ１５ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ

１９ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ

１１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ

Ｂ３ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｂ１３ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｂ３１ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ

９７５１１ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ

４４２３ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ

１２２２ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

９７５３１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ

Ｂ７ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ

　　１～９分别代表转基因株系ＺＨ６Ｋ４、ＺＨ６Ｋ５、ＺＨＺｈ０１４、ＴＰＺｈ０１６２５、ＴＰＺｈ０１７２２、ＴＰＺｈ０１８１５、ＴＰＺｈ０１９２３、Ｊ５Ｋ８１４和Ｊ

６Ｋ１１，转基因株系编号中ＺＨ、ＴＰ和Ｊ分别代表转化受体中花９号、台北３０９和日本晴；６Ｋ、５Ｋ和Ｚｈ０１分别代表转化载体ｐＣＢ６．３ｋｂ、

ｐＣＢ５．３ｋｂ和ｐＺＨ０１２．７２ｋｂ。ＺＨ９，中花９号；ＬＴＨ，丽江新团黑谷；ＴＰ９０，阴性对照，ｐＺＨ０１ＴＰ３０９载体转化的转基因株系台北３０９。

１－９ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｒｉｃｅｌｉｎｅＺＨ６Ｋ４，ＺＨ６Ｋ５，ＺＨＺｈ０１４，ＴＰＺｈ０１６２５，ＴＰＺｈ０１７２２，ＴＰＺｈ０１８１５，ＴＰＺｈ０１９２３，Ｊ

５Ｋ８１４ａｎｄＪ６Ｋ１１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＺＨ，ＴＰａｎｄＪｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｒｅｃｅｐｔｏｒｖａｒｉｅｔｙＺｈｏｎｇｈｕａ９，Ｔａｉｐｅｉ３０９ａｎｄＮｉｐｐｏｎｂａｒｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．６Ｋ，５Ｋ

ａｎｄＺｈ０１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｖｅｃｔｏｒｓｐＣＢ６．３ｋｂ，ｐＣＢ５．３ｋｂａｎｄｐＺＨ０１２．７２ｋｂ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＺＨ９，Ｚｈｏｎｇｈｕａ９；ＬＴＨ，Ｌｉｊｉａｎｇｘｉｎｔｕａｎ

ｈｅｉｇｕ；ＴＰ９０，ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃＴａｉｐｅｉ３０９ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＺＨ０１ＴＰ３０９（Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）．

台北３０９全长犘犻犱２ｃＤＮＡ的株系发病情况较台北

３０９严重。可见，抗病基因犘犻犱２ 导入到抗病品种

中，其抗病频率并未提高，而导入感病品种中，其抗

病频率显著提高。

２．１．２　转犘犻犱２基因早代纯合材料的抗谱测定

对转基因早代纯合株系 ＣＨ３、ＣＨ４、ＣＨ５和

ＣＨ６（目的基因犘犻犱２在３５Ｓ驱动下表达）进行抗谱

测定（表３）。抗病对照地谷对中国农业科学院收集

的５６个菌株全抗，总抗性频率达到１００％；受体品

种ＴＰ３０９对１９个菌株（３３．９３％）表现抗病；而转基

因品系对８１．４８％以上的菌株表现抗性，对稻瘟病

的抗性较对照大幅度提高。

２．２　转基因植株的稻瘟病菌粗毒素筛选

从稻瘟病菌的粗毒素中已提纯出稻瘟病菌素、

３３陈德西等：转犘犻犱２基因水稻对稻瘟病的抗性分析



表２　转基因高代水稻株系的抗谱测定

犜犪犫犾犲２．犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲狊狆犲犮狋狉狌犿狋狅狉犻犮犲犫犾犪狊狋犻狀犪犱狏犪狀犮犲犱犵犲狀

犲狉犪狋犻狅狀狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮狉犻犮犲犾犻狀犲狊．

品系

Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｒｉｃｅｌｉｎｅ

接种菌株数

Ｎｏ．ｏｆ

ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

ｓｔｒａｉｎｓ

不侵染菌株数

Ｎｏ．ｏｆｎｏｎ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ

ｓｔｒａｉｎｓ

总抗性频率

Ｔｏｔａｌｏｆ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

ＺＨ９（受体） ３９ ２２ ５６．４

ＺＨ９（Ｒｅｃｅｐｔｏｒ）

ＺＨ６Ｋ４ ３９ ２５ ６４．１

ＺＨ６Ｋ５ ３９ ２４ ６１．５

ＺＨＺｈ０１４ ３９ ２２ ５６．４

ＴＰ３０９（受体） ３９ ０ ０．０

ＴＰ３０９（Ｒｅｃｅｐｔｏｒ）

ＴＰ９０（阴性对照） ３９ ０ ０．０

ＴＰ９０（Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）

ＴＰＺｈ０１６２５ ３９ ３６ ９１．７

ＴＰＺｈ０１７２２ ３９ ３１ ７９．５

ＴＰＺｈ０１８１５ ３９ １７ ４３．６

ＴＰＺｈ０１９２３ ３９ ２３ ６０．０

日本晴（受体） ３９ ２ ５．１

Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ（Ｒｅｃｅｐｔｏｒ）

Ｊ５Ｋ８１４ ３９ １７ ４３．６

Ｊ６Ｋ１１ ３９ ３４ ８７．２

吡啶羧酸、细交链孢菌酮酸、稻瘟醇、香豆素等５种

毒素。粗毒素对水稻种子萌芽，胚芽、胚根的伸长有

较大的抑制作用，并可作为筛选压在愈伤组织水平

上筛选抗病突变体［１３］。为考证转稻瘟病抗性基因

是否会提高水稻对稻瘟病粗毒素的抗性，我们选取

了一个转犘犻犱２基因稳定株系ＴＰＺｈ０１６２５，进行

幼胚在不同稻瘟病粗毒素筛选压下的愈伤组织诱导

实验。结果表明，随稻瘟病粗毒素液浓度的提高胚

性愈伤组织诱导率明显下降，当粗毒素浓度达到

５０％时，对照愈伤组织诱导率降低至零，生长完全受

到抑制；此时转基因植株幼胚愈伤组织诱导率仍有

３０．１％，对稻瘟病粗毒素的抗性较对照有很大提高

表３　转基因水稻纯合株系的抗谱测定

犜犪犫犾犲３．犚犲狊犻狊狋犪狀犮犲狊狆犲犮狋狉狌犿狋狅狉犻犮犲犫犾犪狊狋犻狀犺狅犿狅狕狔犵狅狌狊狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮

狉犻犮犲犾犻狀犲狊．

品系

Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｒｉｃｅｌｉｎｅ

接种菌株数

Ｎｏ．ｏｆ

ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

ｓｔｒａｉｎｓ

不侵染菌株数

Ｎｏ．ｏｆ

ｎｏｎｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ

ｓｔｒａｉｎｓ

总抗性频率

Ｔｏｔａｌｏｆ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

地谷（ＣＨ１） ５６ ５６ １００．００

ＴＰ３０９（ＣＨ２） ５６ １９ ３３．９３

ＣＨ３ ５８ ５０ ８６．２１

ＣＨ４ ５８ ５２ ８９．６６

ＣＨ５ ５４ ４４ ８１．４８

ＣＨ６ ５６ ５０ ８９．２９

（表４）。这为用稻瘟病粗毒素筛选抗稻瘟病突变体

的可行性提供了又一证据。

２．３　 转基因植株的田间抗性测定

在３个点（成都温江、雅安和蒲江）３年的连续

测定发现，对照感病品种严重感染穗颈瘟，穗颈瘟发

病率为１００％；一些转基因植株在整个生育期表现

出对稻瘟病的抗性，一些则表现为抗叶瘟、感穗瘟。

但它们的发病程度较对照轻且发病延迟。这种情况

也发生在转溶菌酶基因的南２９的转基因品系

中［１４］。

３　讨论

３．１　转犘犻犱２基因植株的稻瘟病抗性

本研究在温室接种、稻瘟病粗毒素筛选和田间

诱发发病条件下发现转犘犻犱２基因水稻对稻瘟病都

表现较好的抗性。不论是犘犻犱２基因的基因组序列

还是ｃＤＮＡ，导入到感病品种丽江新团黑谷、日本晴

和台北３０９后转基因植株苗期抗病性增强，叶片上

病斑数量、大小都较受体下降；穗瘟发病率也相对减

表４　不同浓度的稻瘟病菌粗毒素对转基因幼胚的诱导效果

犜犪犫犾犲４．犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犻犮犲犫犾犪狊狋犮狉狌犱犲狋狅狓犻狀狊狅狀犻狀犱狌犮狋犻狅狀犳狉犲狇狌犲狀犮狔狅犳狉犻犮犲犲犿犫狉狔狅狅犳狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮狆犾犪狀狋狊．

粗毒素浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆｃｒｕｄｅｔｏｘｉｎ

ｉｎｍｅｄｉｕｍ／％

愈伤组织生长状况 Ｇｒｏｗｔｈｏｆｃａｌｌｕｓ

对照

Ｃｏｎｔｒｏｌ

转基因株系

Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ

０（ＣＫ） 生长正常，出愈率在９０％以上 生长正常，出愈率在９０％以上

１０ 出愈率正常，生长状态与对照无明显差异 生长正常

２０ 出愈率正常，生长状态与对照无明显差异 生长正常

３０ 出愈率６０．９５％，部分愈伤组织生长受到抑制，愈

伤组织颜色由浅黄色变成黄色

生长状态和对照无明显差异，出愈率７１．４％

４０ 出愈率为５％，大部分幼胚只长胚根 生长受到抑制，出愈率４９．３３％

５０ 生长完全受抑制，出愈率为零 大部分生长受到抑制，出愈率为３０．１％，长出的

愈伤组织生长缓慢，颜色发黄
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少，抗病谱增加，而且以相同载体转化获得的转基因

株系抗谱不同。这可能与外源基因在受体植物中整

合的位点和表达量相关。外源基因整合在水稻染色

体中的位置不确定，不同染色体特异区段整合对植

株内源基因的时空表达产生不同的影响，即位置效

应，这种情况在转几丁质酶葡聚糖酶基因水稻稻瘟

病抗谱分析中也有报道［１５］。由３个不同载体转化

的转基因株系的抗谱也不同，这尚待进一步增加样

本分析具体的原因。目的基因在感病植株中的表达

对抗病频率的提高作用十分明显，抗病频率最高达

９１．７％；而在抗性品种中花９号中穗颈瘟发病率下

降，但抗病谱并未增加。犘犻犱２ 基因在中花９号中

的过表达对抗谱的提高作用不是很大。

３．２　启动子对外源基因表达活性的影响

启动子是决定外源基因在受体植物中表达情况

的关键因子。在构建表达载体时可用组成型启动

子、组织特异型启动子和诱导型启动子。水稻上常

用的组成型启动子有花椰菜花叶病毒（ＣａＭＶ）３５Ｓ

启动子、玉米乙醇脱氢酶Ⅰ基因（犃犱犺Ⅰ）启动子、玉

米泛蛋白基因（犝犫犻犾）启动子、根癌农杆菌胭脂碱合

成酶基因（犘狀狅狊）启动子、水稻肌动蛋白基因（犃犮狋１）

启动子等。外源基因在组成型启动子驱动下在受体

植物中持续地、非特异性和高效表达，结果造成浪

费，并且往往在需要外源基因大量表达的时间或特

定组织部位则因表达量过低而达不到预期效果。在

植物抗病基因工程中最理想的启动子是天然启动

子，即外源基因本身启动子。本研究中发现，犘犻犱２

基因自身启动子与外源组成型启动子都可以驱动目

的基因在受体植株中表达。这些证据提示抗病基因

工程中天然启动子的广阔应用前景。

３．３　犘犻犱２基因在基因工程中的应用前景

根据本研究的结果，犘犻犱２基因是一个抗性强、

抗谱较广的抗病基因。在已知克隆的１０多个水稻

抗性基因中，犘犻９、犘犻２ 和犘犻狕狋也是广谱抗性基

因，其余几个抗性基因抗谱相对较窄，抗性机制单

一，具有高度专化性，抵抗多种病原能力低，一旦稻

瘟病群体结构发生变化，转基因植株抗病性就可能

丧失。大量的实验证明转化多个防卫基因对提高植

物的抗病性是可行的［１６１７］。根据抗性基因对稻瘟

病菌的抗谱和不同的作用机制，可把不同的抗性基

因构建在同一表达载体上，在水稻植株中同时表达，

以获得广谱持久抗性株系，比如犘犻９与犘犻犱２同时

导入水稻中表达。这些都有待于进一步研究。
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