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Abstract: 【Objective】 A better understanding of the origin and distribution of disease resistance genes in rice 

germplasm is useful for breeding highly resistant varieties.【Method】We analyzed sequence diversity of the rice blast 

resistance locus LABR_64, which contains two homologous genes, LABR_64-1 and LABR_64-2, is located in the allelic 

region of Pi3/Pi5/Pii/Pi15 on rice chromosome 9. In addition, we analyzed the microsynteny of the LABR_64 

orthologous region in different monocotyledons.【Result】The presence frequency (PF) of LABR_64 is 16%. All of the 

japonica rice cultivars carrying LABR_64 are highly resistant to rice blast and all of those without the locus are 

susceptible. In addition, the PF of LABR_64 in the indica subpopulation is lower than 5%. Although LABR_64 is 

correlated with the resistance to rice blast, many indica rice cultivars without LABR_64 are also resistant to rice blast. We 

also found that the LABR_64-2 sequence is much conserved. Moreover, the microsynteny analysis of the LABR_64 

orthologous region in different monocotyledons indicated that LABR_64 originates after the separation of the 

monocotyledonous and dicotyledonous species, and at the early differentiation stage of monocotyledons.【Conclusion】

The rice blast resistance phenotypes are closely correlated with the presence of the LABR_64 locus in japonica 

subpopulation, but not in indica, indicating that there are many other resistance loci in the indica subpopulation. The 

LABR_64-2 sequence can be used for developing molecular markers in marker-assisted rice blast resistance breeding. It 

also indicated that LABR_64 may play a role in disease resistance in different monocotyledons.  
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摘  要：【目的】研究抗病基因在水稻种群中的分布特征是培育抗病品种的基础。【方法】以水稻第 9 染色体上与

Pi3/Pi5/Pii/Pi15 等位的抗病位点 LABR_64 为研究对象，结合稻瘟病抗性鉴定，对该位点中包含的两个抗病基因

LABR_64-1 和 LABR_64-2 在水稻群体中的分布特征进行了研究，并对其在单子叶植物中对应的直系同源序列进行

了共线性分析。【结果】LABR_64 位点在水稻中存在的频率约为 16%，所有存在该位点的粳稻均表现高抗病性，

缺失该位点的粳稻品种均表现出高感病性，而籼稻品种中 LABR_64 位点存在频率低于 5%，虽然其存在情况下均

表现出抗病性，但大部分缺失该位点品种也表现出抗性；存在 LABR_64 位点的品种中，LABR_64-2 基因编码序

列高度保守；LABR_64 起源于单子叶与双子叶植物完全分离后及单子叶植物分化早期，其在不同的单子叶植物

的分化过程中一直保持着良好的共线性。【结论】粳稻抗稻瘟病表型与 LABR_64-1 和 LABR_64-2 存在与否紧密关

联，而籼稻的相关性不大，表明籼稻中其他抗性基因在稻瘟病抗性过程中起主导作用；鉴于 LABR_64-2 的高度保

守性，可根据其编码序列设计分子标记，用于高效筛选抗稻瘟病粳稻品种；LABR_64 可能在不同单子叶植物抗

病过程中均具有重要作用。 
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稻瘟病是由稻瘟病菌（Magnaporthe oryzae）引

起的一种真菌病害，主要通过气流传播，是水稻的

三大病害之一，每年造成水稻减产高达 11％～

13％，给粮食产业造成巨大经济损失。因此，有效

防治稻瘟病是水稻安全生产的重要任务。目前，选

育优良抗病品种和化学防治是防治稻瘟病的两种

主要方法，其中，前者是控制稻瘟病最经济、有效

和环保的方法[1]。同时，稻瘟菌菌株多样性丰富且

变异速度快，导致水稻抗稻瘟病品种在大面积推广

2~3 年后容易丧失抗病性，这对稻瘟病抗病育种和

抗病品种田间布局带来极大困难，也成为制约我国

乃至世界水稻持续高产、稳产的主要因素之一[2]。

因此，发掘自然群体中的抗稻瘟病新基因及建立抗

病品种在不同地区的合理布局对水稻抗病育种具

有重要意义。 

根据植物抗性基因编码蛋白产物的类型，可将

抗病基因分为五大类，包括 NBS-LRR、eLRR-TM、

eLRR-TM-pkinase、STK 以及除这四类以外的其他

类型[3-4]。NBS-LRR 类基因编码具有核苷酸结合位

点(NBS)和富亮氨酸重复(LRR)的胞内受体蛋白。根

据 NBS 的 N 端结构不同，又可分为 TIR-NBS-LRR

和 CC-NBS-LRR 两大类。其中，TIR-NBS-LRR 类

型只存在于双子叶植物中，单子叶植物抗病基因主

要类型为 CC-NBS-LRR
[5-7]。目前，共鉴定和报道

了超过 100 个水稻抗稻瘟病基因位点，已经克隆的

水稻抗稻瘟病基因有 Pib、Pi2、Pi9、Pigm、Piz-t、

Pi5、pi21、Pi37、Pikm、Pish、Piks 等 28 个[8-18]，

其中只有一个隐性基因，为 pi21，其余全部为显性

抗稻瘟基因[13]。在这 20 多个已被克隆的抗病基因

中，除 Pi-d3 编码 B-lectin 激酶[10]和 pi-21 编码富含

脯氨酸蛋白[13]以外，其余均为 NBS-LRR 类型基因。

抗病基因呈串联重复分布于同一遗传座位在水稻

NBS-LRR 基因家族中为普遍现象。在已克隆的 20

多个抗稻瘟病基因中，Pi2、Pigm、Pi9 和 Piz-t 都

位于第 6 染色体近着丝粒区域，属于同一遗传座位。

此外，Pik、Pikm、Pikp 和 Pi1 也呈串联重复分布于

第 11 染色体同一遗传座位。Pi5、Pi3、Pii 和 Pi15

是位于第 9染色体同一遗传座位的等位基因，对Pi5

序列和功能分析表明，其中包含两个抗病基因 Pi5-1

和 Pi5-2，需二者同时存在时才具有抗性[19-21]。Kang

等[22]利用 RDP1(rice diversity panel 1)群体接种 5 个

不同的稻瘟菌菌株，结合高通量测序获得的高密度

SNP 标记进行全基因组关联分析，鉴定了 97 个与

稻瘟病相关的位点 LABR(loci associated with blast 

resistance)。这些抗病位点中，有且只有 64 号位点

LABR_64 对所有 5 个测试稻瘟菌的抗性均关联，通

过基因沉默方法对 LABR_64 位点中潜在的候选基

因进行了功能分析，鉴定到两个新的抗性等位基因

LABR_64-1 和 LABR_64-2。本研究系统分析了其在

水稻群体中的分布情况，并通过进一步序列比对分

析，发现此位点在单子叶植物中非常保守，是一个

古老的抗病位点。对该基因区域的进一步研究将有

助于明确水稻抗稻瘟基因的起源与演化，为挖掘新

的抗稻瘟病基因以及充分利用抗病等位基因来提

高水稻抗性提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  水稻材料、稻瘟菌材料以及试剂 

本研究选用 227 份水稻核心材料，其中籼稻 68

份，粳稻 159 份，日本晴为对照感病材料。所用稻

瘟菌菌株为 RB22。聚合酶等分子试剂均购自全式

金公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  水稻种植方法 

将水稻种子去壳，按照 Park 等[23]的方法用酒

精和次氯酸钠消毒后铺于 1/2MS 培养基上，置于光

照培养箱中(12 h 光照/12 h 黑暗)培养，保证水稻起

始状态一致。一周后，将水稻幼苗移栽于中国农业

科学院廊坊基地温室苗钵，三周后进行接种。 

1.2.2  稻瘟菌培养 

参照 Wang 等[24]的方法，将稻瘟菌纸片转接到

燕麦培养基上；于 25℃黑暗培养箱中培养 5~7 d，

待菌丝扩散后，转移至 24 h 光照培养箱中，继续培

养一周，即可产生分生孢子。 

1.2.3  稻瘟病接种方法 

用 0.05%的吐温水溶液刮洗孢子，过滤至 50 

mL 离心管中；在光学显微镜下调节孢子浓度约为

1×10
5 个/mL；用喷壶将孢子悬浮液均匀喷于 3 叶 1

心的水稻苗，用封口膜轻轻封住接种箱，置于 25℃、

相对湿度 95%条件下，避光 24 h 后，在光照 12 h/

黑暗 12 h 条件下交替培养一周，调查病情。 

1.2.4  DNA 提取、PCR 和测序分析 

采用 CTAB 法提取水稻叶片 DNA。使用 Primer 

Premier 5.0 设计引物(表 1)，长度约为 18~25 bp，

GC 含量为 40%~60%，退火温度为 55℃~60℃。DNA

测序等由北京华大基因研究中心有限公司完成。 

1.3  数据分析 

不同单子叶植物的参考基因组序列从 NCBI 网

站 (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/)下载，利用
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BLAST、ClustalW2 和 DNAMAN 等对序列进行比

对和分析，Perl SVG 模块完成共线性作图。 

2 结果与分析 

2.1 LABR_64 位点稻瘟病抗性鉴定 

康厚祥等[22]通过基因敲除技术敲除 LABR_64

位点中两个抗病基因中的任意一个后，不同遗传背

景的水稻品种均表现出感病性。本研究利用强致病

稻瘟菌菌株 RB22 喷雾接种籼稻和粳稻材料后，发

现对照日本晴(缺失 LABR_64 区域两个抗病基因)

叶片具有典型病斑，表现为感病，而携带 LABR_64

位点的材料叶片无典型病斑，表现为抗病(图 1)。进

一步表明 LABR_64 位点在供试水稻品种中与抗

RB22 紧密关联。 

2.2  LABR_64 在籼粳稻中的分布 

用 RB22 接种不同遗传背景的品种，分别筛选

出籼稻和粳稻的抗、感病品种。针对 LABR_64 位

点包含的两个抗病功能基因 LABR_64-1 和

LABR_64-2 进行 PCR 检测。接种结果表明，在感病

粳稻品种中两个基因均缺失，而在抗病品种中扩增

条带清晰一致。在所测试粳稻品种中，LABR_64

的存在与否与抗/感 RB22 菌株高度关联；籼稻抗性

品种中，只有部分品种包含 LABR_64 位点，包含

LABR_64 的籼稻品种均对 RB22 菌株高抗，同时，

籼稻抗病品种中还有很大一部分不包含 LABR_64，

表明这些籼稻品种中存在其他未知的抗病基因对

RB22 起抗性作用（图 2）。 

2.3  LABR_64 位点的起源与演化 

为了进一步明确抗稻瘟位点 LABR_64 的起源

M－5000 bp 标记; 1－Binulawan; 2－IR36; 3－IR8; 4－Carolina Gold; 5－Iguape Cateto; N－日本晴。其中 Binulawan、IR36 和 IR8 为籼稻，抗性级别

为 0，Carolina Gold 和 Iguape Cateto 为粳稻，抗性级别为 1。 

M, 5000 bp marker; 1, Binulawan(indica, resistance level is 0); 2, IR36(indica, 0); 3, IR8(indica, 0); 4, Carolina Gold(japonica, 1); 5, Iguape Cateto(japonica, 

1); N, Nipponbare. 

图 1  包含 LABR_64 位点的部分水稻品种稻瘟病抗性鉴定 

Fig. 1. Blast resistance evaluation of the rice varieties which contain LABR_64 locus. 

表 1  本研究所用的引物序列 

Table 1. Sequences of the primers used in this study. 

引物名称 

Primer name 

目的基因 

Target gene 

正向引物 

Forward sequence(5'-3') 

反向引物 

Backward sequence(5'-3') 

引物 1 Primer 1 LABR64-1 CGGAGAATAACTCCTTCGG AAGGCTTGTCTTTCCAAAA 

引物 2 Primer 2 LABR64-2 CAAATGTTAGACACGGAAAT CAACTTGTATGGTGGAACTG 

引物 3 Primer 3 LABR_64 CAGCCATGGCAGCCATATGACTG CAGAGGAAGATCCTCCTCTCC 

测序引物 1 Sequencing primer 1 LABR64-1 GCCTGTAGGTTTTGGAAAG GAGGGAGTGCTGTAATAGATAAA 

测序引物 2 Sequencing primer 2 LABR64-2 AGTTGAAGGAAATGTTGAGG TTGGTAATGAAATCCGGTAA 
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及在水稻不同亚群中的演化。选取 12 个包含

LABR_64 位点的抗病水稻品种进行 DNA 提取和

PCR 测序。通过对 LABR_64-1 和 LABR_64-2 基因

序列比对发现，两个基因序列在不同抗稻瘟病水稻

品种中相对保守，同时序列之间也具有多态性位

点，这些多态性位点分布在第 175－458 位氨基酸

(NBS 结构域)，第 583－602 位和第 796－818 位氨

基酸区域(LRR 结构域)(图 3~4)。这些 NBS 和 LRR

结构区域的序列多样性可能对其抗稻瘟病功能的

分化具有重要作用。 

A: LABR_64-1(上)、LABR_64-2(下)在籼稻感病和抗病品种中的分布，M－5000 bp 标记；1~12 为感病品种；13~24 为抗病品种。B: LABR_64-1(上)、

LABR_64-2(下)在粳稻感病和抗病品种中的分布，M－5000 bp 标记；1~12 为感病品种；13~24 为抗病品种。 

A, Distribution of LABR_64-1(above), LABR_64-2(below) in resistant and susceptible indica rice. M, 5000 bp marker；Lanes 1-12, Susceptible cultivars; Lanes 

13-24, Resistant cultivars. B, Distribution of LABR_64-1(above), LABR_64-2(below) in resistant and susceptible japonica rice. M, 5000 bp Marker；Lanes 

1-12, Susceptible cultivars; Lanes 13-24, Resistant cultivars. 

图 2  LABR_64 在籼粳稻中的分布 

Fig. 2. Distribution of LABR_64 in indica and japonica rice. 

图 3  抗稻瘟病基因 LABR_64-1 序列多样性分析 

Fig. 3. Sequences diversity of rice blast resistance alleles of LABR_64-1. 
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2.4  不同单子叶植物中 LABR_64 直系同源区段的

序列共线性分析 

在抗病粳稻和籼稻中，LABR_64-1 基因与

LABR_64-2 序列一致性高且所在区域共线性关系一

致(图 5-A)。其中二穗短柄草 LABR_64 直系同源区

域与水稻比较，发现 LABR_64-1 直系同源基因差异

相对于 LABR_64-2 的直系同源差异更大，侧翼序列

呈共线性排列。我们通过对 LABR_64-1 基因和

LABR_64-2 所在的 200 kb DNA 区段在几种单子叶

植物(包括二穗短柄草、狗尾草、高粱、玉米)中的

直系同源区段的分析，发现均存在明显共线性关

系。表明在单子叶植物分化过程中 LABR_64 直系

同源区域一直保持着共线性，此区域在不同的单子

叶植物中可能均起重要作用。此外，序列比对分析

发现双子叶植物（如拟南芥、大豆等）均不存在

LABR_64 直系同源区域，表明 LABR_64 区域为单

子叶植物所特有。 

2.5  LABR_64 位点的起源 

单双子叶植物分化的时间节点在 7300 万年前，

单子叶植物后续分化出不同的物种[25-26]
(图 6)。其

中，玉米、高粱祖先大概在 4500 万~6000 万年与其

他单子叶植物(如小麦、二穗短柄草、水稻等)物种

图 4  抗稻瘟病基因 LABR_64-2 序列多样性分析  

Fig. 4. Sequences diversity of rice blast resistance alleles of LABR_64-2. 
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分离，水稻在 4000 万~5400 万年前与小麦和二穗短

柄草等物种分离。水稻和其他测试单子叶植物均存

在一个与 LABR_64 直系同源的共线性区域(图 5)，

因此，LABR_64 抗病位点的起源可追溯到单子叶植

物分化早期，即 5600 万~7300 万年，是一个古老的

抗病位点。 

3  讨论 

水稻是世界上最重要的粮食作物之一，其品种

繁多且分布广泛，同时水稻也是植物生物学研究的

模式植物之一。相对水稻的起源与驯化、生长与发

育、产量与品质等研究[27-29]而言，水稻抗病性研究

相对滞后，为水稻的分子设计育种带来了潜在风

险。本研究关于抗稻瘟病基因的起源和演化研究可

为分子设计育种提供理论基础，同时可为其他非模

式作物的相关研究提供重要参考价值。 

在水稻抗稻瘟病研究中，通过全基因组关联分

析(Genome-wide association study, GWAS)挖掘出与

抗稻瘟病相关的位点并进一步结合分子水平功能

A－日本晴和 9311(LABR_64 位点在不同粳稻品种中表现为存在或缺失两种主要类型，而日本晴中缺失 LABR_64 位点，为了便于共线性分析，图中

三角形区域表示来自抗病粳稻的 LABR_64 序列插入日本晴等位区域)；B－二穗短柄草与水稻；C－粟米与水稻；D－高粱与水稻；E－玉米与水稻。 

A, Nipponbare and 9311 (Nipponbare does not contain LABR_64, the triangles represent the LABR64-1 and LABR64-2 genes from the resistant japonica 

varieties). B, Nipponbare and Brachypodium distachyon; C, Nipponbare and Setaria viridis; D, Nipponbare and Sorghum bicolor; E, Nipponbare and Zea mays.

图 5  不同单子叶植物中 LABR_64 直系同源区域的序列共线性分析 

Fig. 5. Microsynteny of the LABR_64 orthologous regions in different monocotyledons. 
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验证已成为定位和克隆抗稻瘟病基因可靠的新方

法。本研究对通过 GWAS 分析获得的 LABR_64 抗

病位点，在 227 份核心水稻品种资源中进行抗性验

证，发现 LABR_64 与抗稻瘟病具有高度相关性。

稻瘟菌接种发现携带这个位点的水稻品种具有良

好的抗性表型，进一步从群体水平说明了 LABR_64

位点与水稻抗性相关。 

我国的地理环境复杂，南北气候差异大，栽培

的水稻品种也不同，南方以籼稻为主，北方以粳稻

为主[30]。因而南北方稻瘟菌菌株也不尽相同[31]。因

此，挖掘并有效利用更多广谱抗稻瘟病基因是有效

防治水稻稻瘟病的途径。Pi5 是已克隆的广谱抗稻

瘟病基因之一[21]，LABR_64 位于水稻第 9 染色体

Pi5 等位区域[32]。LABR_64 位点在不同粳稻抗病品

种都存在，且不同品种间具有序列多样性，这些序

列多样性可能对 LABR_64 的广谱抗病功能具有重

要作用，LABR_64 区域序列多样性和其广谱抗病性

之间的关系和机制还有待进一步研究。 

植物中 NBS-LRR 类型基因家族是抗病基因中

最大的家族，其旁系同源基因序列之间差异大、多

样性丰富，通常认为其与病原菌的效应因子等存在

协同演化关系[9]。通常情况下，NBS-LRR 类型基因

在基因组中存在非常高频率的缺失、加倍、异位插

入、同源序列间彼此交换进而形成新基因[11]。因此，

对亲缘关系稍远的物种，随演化时间尺度的延长，

NBS-LRR 基因及其侧翼序列的共线性极易被破坏。

然而，本研究发现，抗稻瘟病位点 LABR_64 不仅

古老，且其包含的基因 LABR_64_1 和 LABR_64_2

及其侧翼基因所在的 200 kb 区域在不同的单子叶

植物中均保守且呈典型的共线性，虽然它在其他单

子叶植物中的直系同源基因的功能尚不明确，但此

研究结果表明，LABR_64 直系同源区段在不同的单

子叶植物抗病过程中均可能扮演重要作用。 

总之，对抗稻瘟病位点 LABR_64 的起源及演

化的研究为水稻其他抗病基因的起源与演化分析

奠定了基础，也为将来可能利用近缘物种的优良直

系同源基因进行作物抗病性改良提供了科学依据。 
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