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Abstract：【Objective】 Ziyu 44 is indigenous japonica rice from Yunnan Province of China with durable broad-spectrum 

resistance to M. oryzae. In order to identify novel candidate rice blast resistance-related genes from Ziyu 44, 【Method】 we 

performed the whole genome sequencing of Ziyu 44 and susceptible variety Jiangnanxiangnuo(JNXN). Then we checked 

and summarized SNPs/InDels of high-throughput sequencing data by software GATK(3.4-46), and screened out disease 

resistance-related genes with SNPs/InDels polymorphic loci at DNA level of Ziyu 44 and JNXN.【Result】4 118 170 045 

bp and 2 995 054 509 bp genomic data of Ziyu 44 and Jiangnanxiangnuo were respectively produced using Hiseq X10 

PE150 platform. The alignment rates to the reference genomes (Ensembl release 31) were 98.56% and 98.30%, respectively. 

A total of 922 resistance-related differential genes were identified between Ziyu 44 and JNXN. Further, combined with the 

result of gene mapping, we identified a new blast resistance candidate gene in Ziyu 44. 【Conclusion】Our results provide  

valuable information for cloning of new rice blast resistance new genes, and lay an important foundation for exploring the 

molecular mechanism of durable broad-spectrum resistance to rice blast in Ziyu 44. 

Key words: rice; rice blast; genome sequencing; resistance-related genes 

摘  要：【目的】子预 44 是一具有广谱持久稻瘟病抗性的云南地方粳稻品种。为了鉴定子预 44 中候选稻瘟病抗

性相关基因，【方法】本研究利用高通量测序技术（High-throughput sequencing）对子预 44 和感病水稻江南香糯

进行了全基因组测序。而后使用软件 GATK(3.4-46)对高质量测序结果进行 SNP 和 InDel 的检测和统计，进一步

筛选出子预 44 和江南香糯 DNA 水平存在 SNPs/InDels 多态性抗病相关基因。【结果】通过 Hiseq X10 PE150 平

台分别获得了 4 118 170 045 bp 和 2 995 054 509 bp 子预 44 和江南香糯的基因组数据，比对到参考基因组（Ensembl 

release 31）的比对率分别为 98.56％和 98.30％。在抗病水稻子预 44 和感病水稻江南香糯之间鉴定了 922 个纯合

突变的差异抗病相关基因。结合基因定位结果，在子预 44 中鉴定了一个新的抗稻瘟病候选基因。【结论】研究

结果为子预 44 中抗稻瘟病新基因的克隆提供了参考，对子预 44 广谱持久抗瘟分子机制的研究奠定了基础。 
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水稻是世界上近一半人口的主粮，随着世界人

口的不断增长，预计到 2030 年水稻生产至少需要

增加 40%的产量才能满足人们的生活所需[1]。由稻

瘟病菌引起的稻瘟病是水稻生产上最具毁灭性的

病害，全球每年因稻瘟病造成稻谷减产 10%~30%，

每年减产的粮食足够养活 6 千万人口[2]。目前，稻

瘟病防治主要采用的是药剂防治和种植抗病品种。

虽然药剂防治对稳定水稻产量起到了非常重要的
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作用，但农药的重复大量使用带来了严重的环境污

染[3, 4]。利用抗病基因培育抗病品种是控制稻瘟病

最经济有效和环保的方法[3-7]。目前已鉴定的主效抗

性基因位点已超过100个，数量抗性位点已超过350

个[5, 8, 9]，已克隆的抗稻瘟病基因约 30 个[5, 6, 9-12]。R

基因介导的小种特异性抗性效果明显、抗性强，在

水稻育种中容易被利用，所以目前生产上使用的抗

病品种多属于这种抗性。然而，R 基因介导的抗性

会由于病原的快速进化而丧失，因而抗性品种推广

种植 3~5 年后其抗性就逐渐丧失[13, 14]。此外，我国

新育成的一些水稻品种抗瘟效果并不太理想。例如，

在 2004−2008 年间，国审的 174 个品种对稻瘟病的

平均抗病指数仅为 5.5，处于中感水平[7]。因此，优

异的稻瘟病抗性新基因的发掘，尤其是广谱抗性基

因的鉴定和利用对保证水稻产量具有重要意义。 

基因克隆最常采用的策略是图位克隆，目前绝

大多数稻瘟病抗性基因也都是利用图位克隆方法

克隆的。但由于抗稻瘟病基因克隆过程中不仅存在

抗性评价困难、克隆周期较长等缺陷，且 2009 年

以后克隆的抗稻瘟病基因大多是已经克隆的等位

或是直系同源基因[10]。近年来，测序技术不断完善

和发展，测序质量不断提高，测序成本逐渐降低，

可利用的高质量水稻基因组数据不断增加，基因组

学技术已成为功能基因组研究中广泛使用的手段，

极大地提高了重要性状功能基因鉴定的效率[11, 15]。 

子预 44 是一具有广谱持久抗瘟性的云南地方

粳稻品种[16]。我们在子预 44 中鉴定了多个主效和

微效抗瘟基因位点[17-22]，发现子预 44 第 6 染色体

短臂上10.008~11.043 Mb区间携带一个抗多个稻瘟

病菌的主效基因。但由于水稻第 6 染色体短臂上抗

稻瘟病基因成簇分布，且序列高度保守[23]，通过常

规的 PCR 方法进行该区域 DNA 片段的扩增和分析

鉴定候选基因不仅耗时费钱，而且结果不理想。为

了能快速有效地鉴定和克隆已定位的抗病基因，我

们尝试在基因初步定位的基础上，进行抗病亲本子

预 44 和感病亲本江南香糯的全基因组重测序和序

列比较分析，筛选鉴定抗病候选基因。 

1  材料与方法 

1.1  水稻材料 

抗病粳稻品种为子预 44 和中花 11。感病粳稻

品种为日本晴、台北 309、江南香糯和丽江新团黑

谷。抗病籼稻品种为 9311 和地谷。感病籼稻品种

为 Kasalath。以上水稻材料均由本实验室保存。 

1.2  稻瘟病菌菌株 

稻瘟菌株 LP33、LP174 和 LP29-3 由何月秋教

授课题组提供，H53 由本实验室从黑龙江采集的稻

瘟病病样分离保存。 

1.3  水稻育苗 

选取健康饱满的成熟水稻种子，75％酒精消毒

40 s，无菌水清洗 3 次，20％次氯酸钠消毒 40 min，

期间每 10 min 轻微晃动一次，消毒完成后用无菌水

清洗 3 次。将消毒后的种子浸泡于无菌水中于 37℃

下吸胀，待种子露白后转移至铺有灭菌滤纸的培养

皿中，加少量无菌水后于 37℃下催芽。幼芽长至

0.5 cm 左右时播于特制的 96 孔 PCR 育苗板上，放

置于营养液（参照国际水稻研究所的配方，并依据

本实验室实际使用情况略作调整）中，室温、正常

光照条件下培养。 

1.4  水稻幼苗基因组 DNA 提取 

采用稍作修改的CTAB法提取水稻幼苗基因组

DNA。新鲜水稻幼苗剪碎后置于液氮预冷的研钵

中，加入液氮快速研磨成粉，分装于 2 mL 离心管

中，每管分装约 0.1 g 水稻样品。加入 650 μL 已于

65℃下预热的 CTAB 提取液，充分震摇混匀。65℃

下水浴 30 min（每 10 min 摇晃混匀一次，以免组织

结块）。加入等体积 650 μL 氯仿，颠倒混匀，12 000 

r/min 下离心 10 min。上清转入新的 1.5 mL 离心管

中，加入等体积−20℃预冷的异丙醇，轻轻颠倒混

匀，于−20℃下静置 30 min，12 000 r/min 下离心 5 

min。弃上清，沉淀加 500 μL 75％酒精洗涤，12 000 

r/min 下离心 2 min，弃上清，洗涤 2~3 次，用无水

乙醇洗一次。离心管开盖于超净工作台晾干。 

晾干的 DNA 沉淀加入 20~50 μL双蒸水充分溶

解后，用琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量，并同已

知浓度的 λ DNA 分子量标准比较估计其浓度。于

−20℃冰箱保存备用。 

1.5  子预 44 和江南香糯全基因组重测序 

子预 44 是云南地方品种麻早谷与城堡 2 号杂

交选育而成的广谱抗稻瘟病的高原粳稻，对 6 群 16

个中国稻瘟病菌生理小种(ZA1，ZA49，ZA57，

ZA61；ZBl，ZB13，ZB17，ZB25；ZCl，ZC3，ZCl3，

ZC15；ZEI，ZE3；ZFl 和 ZGl)表现广谱抗性[16]。

江南香糯是一低海拔高感稻瘟病的粳糯水稻品种，

是抗稻瘟病基因克隆中常用的感病亲本[24]。在前期

研究中，我们利用子预 44 和江南香糯作为杂交亲

本构建的 F7 重组自交系(RIL F7)群体，进行了子预

44 中数量抗性位点分析[20]；利用子预 44 和江南香

糯杂交构建的 F2 群体，在子预 44 中定位了抗稻瘟
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病菌 ZE1、LP33、LP11 和 LP36 的主效抗瘟基因

Pi-zy(t)
[17]、Pi-zy3(t)

[18]、Pizy6(t)
[21]和 Pi-zy4(t)

[22]。

为了进一步克隆这些主效抗病基因，本研究利用高

通量测序技术对子预 44 和江南香糯进行了基因组

重测序和序列比较分析。 

参照文献[17]提取子预44和江南香糯单株基因

组 DNA，用酶随机打断成短的 DNA 片段后，进行

末端修复。然后在 DNA 片段两端连接 dA 尾，并连

接测序接头。加上接头的 DNA 片段经过 AMPure 

XP 磁珠纯化，选择 300~400 bp 范围的片段进行

PCR 扩增，构建测序文库。建好的文库经过纯化、

库检，Hiseq X10 PE150 上机测序。 

1.6  数据过滤与质量分析 

为了保证数据质量，在信息分析前对原始数据

进行质控，通过数据过滤减少数据噪音。对下机的

测序序列片段(clean reads)再进行更严格的过滤，得

到高质量的测序序列片段(High quality clean reads)，

用于后续的信息分析。过滤的步骤包括去除含接头

的，含 N 比例大于 10%的以及低质量的(质量值

Q≤10 的碱基数占整条测序序列片段的 50％以上)

测序序列片段。 

1.7  比对到参考基因组和覆盖度统计 

使用比对软件 bwa 0.7.12
[25]和 Mem 算法，将过

滤后的测序序列片段比对到参考基因组(Ensembl 

release 31)上，比对参数设置为-k 32 –M。 

序列片段比对之后的结果用 Picard 1.129 

(Picard: http:// sourceforge.net/projects/picard/)进行

标记，并统计插入片段数量。 

用 Bedtools 2.25.0
 [26]软件进行覆盖度统计。 

1.8  SNPs 和 InDels 统计 

在基因组水平上由单个核苷酸或者几个核苷

酸的插入或缺失所形成的 DNA 序列多态性，为变

异。使用软件 GATK(3.4-46)
[27]的 UnifiedGenotyper

模块将处理好的比对文件进行多个样本的变异检

测，检测到的变异使用 VariantFiltration 进行过滤，

过滤参数为-Window4, -filter “QD < 4.0 || FS > 60.0 

|| MQ < 40.0”，-G_filter “GQ < 20”。用ANNOVAR
[28]

对检测出的变异进行功能注释。 

1.9  候选抗病相关基因鉴定 

将子预 44 和江南香糯基因组测序获得的数据

对应到日本晴基因组中，根据日本晴基因组中基因

注释的结果，鉴定子预 44 和江南香糯中的抗病相

关基因。筛选出子预 44 和江南香糯之间 DNA 水平

上存在 SNP/InDel 多态性的基因，并统计差异位点。

筛选出分布在抗病相关基因编码区的 SNP/InDel 差

异位点，进一步筛选出非同义纯合突变的差异基

因，作为初步候选抗病相关基因。结合前期基因定

位结果，进一步鉴定候选抗病相关基因。 

1.10  稻瘟病菌孢子悬浮液制备  

参照文献[17]，进行菌株活化培养和产孢培养，

将孢子浓度调制为 2×10
5 个/mL，配成终浓度为

0.4%的明胶孢子悬浮液，待用。 

1.11  水稻幼苗期接种及调查 

水稻幼苗长到 3~4 叶期，将其转移至恒温接种

室，配制 2×10
5
/mL 的孢子悬浮液进行喷雾接种。

接种后在温度 25℃，湿度 95％的条件下，黑暗培

育 24 h 后，12 h 光照和 12 h 黑暗交替培育 5~7 d，

参照文献[29]采用 6 级分级法进行病斑类型调查。 

1.12  DNA 片段的 PCR 扩增、回收和测序   

PCR 扩增采用 50 μL 反应体系：DNA 模板 1 

μL(10 ng/μL)，正反引物各 0.75 μL(10 μmol/L)，10×

缓冲液 5 μL，dNTPs 4 μL(2.5 mmol/L)，MgSO4 2 μL，

KOD-PLUS 0.4 μL，DMSO 0.5 μL，ddH2O 35 μL。

95℃下变性 5 min，然后 95℃下 15 s，57±2℃下 15 

s，68℃下 30 s/1000 bp，35个循环，72℃下延伸 5 min。 

PCR 扩增产物用 1％琼脂糖凝胶，1×TAE 电泳

缓冲液中，120 V 电压电泳~30 min，待 DNA 分子

量标准各个条带区分明显后于切胶台切取目的条

带。采用北京全式金公司的胶回收试剂盒 (Easy 

Pure
®

 Quick Gel Extraction Kit)，按每 0.1g 回收胶加

300 μL 溶胶液(Binding Buffer)，65℃下加热溶解。

溶胶加入分离柱(最多 700 μL)，10 000 r/min 下离心

1 min，将液相加入分离柱重复此步骤。弃液相，再

加 300 μL 新的溶胶液，10 000 r/min 下离心 1 min。

弃液相，加入 700 μL 已加入无水乙醇的清洗液

(Wash Buffer)，10 000 r/min 下离心 1 min。弃液相，

重复此步骤 1 次。弃液相，空管离心，10 000 r/min

下离心 2 min。弃液相，开盖于 65℃下加热 3 min。

换干净 1.5 mL 离心管，加入 30 μL 65℃下预热的

ddH2O。65℃下闭盖保温 3 min，1300 r/min 下离心

2 min，收集洗脱液。 

连接反应：回收产物 0.5~4 μL，北京全式金公

司平末端克隆载体（pEasy-Blunt Simple Cloning 

Vector ）1 μL，补充 ddH2O 到总体积 5 μL，混匀。

25℃下连接 5~30 min（连接时间因连接片段大小而

异：0.1~1 kb 为 5~10 min；1~2 kb 为 10~15 min；

2~3 kb 为 15~20 min；大于 3 kb 为 20~30 min）。 

连接反应结束后，产物中加入 50 μL 大肠杆菌

感受态 DH5α，轻弹混匀。冰浴 30 min， 42℃水浴

热击 1 min,立即放冰上 2 min，然后加入 1 mL 的空
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白 LB培养基，于 37℃、200 r/min下摇床培养 60 min，

涂布于含有卡那霉素的 LB 平板，吹干，37℃下倒

置培养过夜。挑取单菌落于含有卡那霉素的 LB 液

体培养基中，37℃下培养 4 h 后，取菌液 1 μL 进行

PCR 检测，能扩增出目的片段的单菌落菌液送昆明

硕擎生物有限公司测序。 

2  结果与分析 

2.1  子预 44、江南香糯基因组重测序 

通过Hiseq X10 PE150平台获得的子预 44和江

南香糯高质量测序片段（HQ Clean Reads）分别为    

41 021 044 条(4 118 170 045 bp)和 29 931 088 条       

(2 995 054 509 bp)，覆盖参考基因组（Ensembl 

release 31）单末端的测序片段分别为 104 368 条和   

64 567 条，覆盖参考基因组双末端的测序片段分别

为 20 163 591×2 和 14 678 401×2，未比对上的测序

片段分别为 589 494 条和 509 719 条，比对率分别

为 98.56％和 98.30％。数据读长为 101 bp，Q30 分

别为 95.39%和 94.82%(Q30 是指质量值大于 30 的

碱基所占百分比，测序碱基正确率为 99.9%，表 1)。 

2.2  子预 44 和江南香糯基因组比较分析及抗病相

关基因鉴定 

将子预 44 和江南香糯基因组测序获得的数据

对应到日本晴基因组中，根据与日本晴基因组中的

基因注释的比对结果，在子预 44 和江南香糯中共

鉴定了 4510 个抗病相关基因对。这些基因广泛分

布于水稻的 12 条染色体上。不同染色体上的基因

数目存在差异，第 1 染色体上有 640 个基因，数量

最多，占总数的14％。第9染色体上的基因数最少，

为 199 个(5％，图 1)。 

进一步分析发现，4 510 个抗病相关基因中有

1769个基因在子预44与江南香糯之间存在DNA水

平上的 SNP/InDel 多态性，差异位点达 22 537 个，

广泛分布于基因的上游、下游、外显子以及内含子

区域(图 2)。  

在这 22 537 个 SNP/InDel 多态性位点中，有

5063 个 SNP/InDel 差异位点分布在 987 个抗病相关

基因的编码区，并导致了氨基酸水平的差异。其中，

SNP/InDel 包括四种类型，最多的为非同义 SNP，

共有 4 732 个（表 2）。将包含不同 SNP/InDel 位点

的抗性相关基因进行维恩分析，发现含有非同义

SNP 的基因数目最多，为 728 个（图 3）。 

978 个差异基因中有 922 个为纯合突变的差异

基因（附表 1），它们不均匀地分布在水稻的 12 条

染色体上，其中，第 1、11 和 6 染色体较多，分别

有 168 个(17%)、158 个(16%)和 114 个(12%)。第

11和6染色体也是到目前为止鉴定和克隆抗稻瘟病

表 1  子预 44 和江南香糯基因组序列数据 

Table 1. Summary of the sequence data for Ziyu 44 and Jiangnanxiangnuo. 

样品 Sample 
高质量 Reads 数 

HQ clean reads number 

读长 

Reads length/bp 

碱基数 

Base number/bp 
Q30(%) 

子预 44 Ziyu 44 41 021 044 101/101 4 118 170 045 3 928 449 674(95.39%) 

江南香糯基因 Jiangnanxiangnuo 29 931 088 101/101 2 995 054 509 2 840 051 178(94.82%) 

 

图 1  抗病相关基因在水稻的分布  

Fig. 1. Distribution of resistance related genes on rice 

chromosomes. 

 

图 2  子预 44 与江南香糯间抗病相关基因多态性 

Fig. 2. Polymorphisms of disease resistance-related genes 

between Ziyu 44 and Jiangnanxiangnuo. 
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基因最多的染色体。第 1 染色体虽然预测的抗病相

关基因数量较多，但克隆的基因只有 4 个位于第 1

染色体上。该结果对子预 44 中抗稻瘟病基因的鉴

定具有重要参考价值（图 4）。 

2.3  子预 44 中一个新的抗稻瘟病候选基因的鉴定 

利用 LP33、LP29-3、LP174、H53 等多个稻瘟

病菌株进行子预 44 中抗稻瘟病主效基因定位发现，

子预 44 中抗这些菌株的基因均定位于水稻第 6 染

色体短臂上 10.008−11.043 Mb 之间。进一步利用该

定位区间的多态性标记和扩大的 F2 群体进行基因

精细定位，缩小定位区间的工作却困难重重，进展

缓慢。基于此，结合定位区间内抗病相关基因的预

测和子预 44 与江南香糯基因组的比较分析发现，

该区间内 1 个预测的丝/苏氨酸蛋白激酶编码基因

LOC_Os06g18820，在子预 44 和江南香糯等位基因

间有 9 个核苷酸的缺失/插入（GCCGCCGCC）突

变（图 5-A），导致了编码蛋白 3 个氨基酸(AAA)

的缺失/插入差异（图 5-B）。 

进一步根据 LOC_Os06g18820基因序列设计特

异的 PCR 引物，分别从 3 个抗病水稻(9311、中花

11、地谷)和 4 个感病水稻(日本晴、丽江新团黑谷、

Kasalath、台北 309)中扩增其基因片段。序列分析

显示，3 个抗病水稻中 LOC_Os06g18820 基因的

DNA 序列与子预 44 一致，而 4 个感病水稻中该基

因的 DNA 序列与江南香糯一致（图 5-A）。 

为 进 一 步 确 定 9 个 水 稻 材 料 中 基 因

LOC_Os06g18820 在 DNA 水平上的差异是否与其

抗/感表型一致，利用稻瘟病菌株 LP174，对 9 个水

稻材料进行了苗期喷雾接种鉴定。结果表明，子预

44、9311、中花 11 和地谷对 LP174 的抗病型类似，

江南香糯、日本晴、丽江新团黑谷、Kasalath 和台

北 309 对 LP174 表现相似的感病特征（图 6），抗/

感表型与 LOC_Os06g18820基因在分子水平的差异

一致。因此，推测该基因可能是子预 44 中抗稻瘟

病菌株 LP174 的候选基因。 

3  讨论 

到目前，鉴定的抗稻瘟病主效基因已超过 100

个，分布在水稻除第 3 染色体以外的其他所有染色 

表 2  非同义突变的 SNP/InDel 

Table 2. Nonsynonymous mutation of SNP/InDel. 

突变类型 

Mutant type  

终止缺失/获得 

Stop loss/gain 

非同义 SNP 

Non-synonymous SNPs 

非移码 InDel  

Non-frame shift InDels 

移码 InDel  

Frame shift InDels 

数量 Number 90 4732 144 97 

 

Frameshift InDel−引起氨基酸编码移码突变的插入缺失突变；

Nonframeshift InDel−不导致氨基酸编码移码的插入缺失突变；

Nonsynonymous SNP−引起氨基酸差异的单核苷酸多态性；

Stoploss/gain−SNP/InDel 突变引起功能缺失或获得的氨基酸翻译

终止或延伸。 

Frameshift InDel, Insertion deletion mutation of amino acid coding 

frameshift; Nonframeshift InDel, Insertion deletion mutation of amino 

acid coding nonframeshift; Nonsynonymous SNP, Single nucleotide 

polymorphisms causing amino acid differences; Stoploss/gain, Single 

nucleotide polymorphisms (SNP)/Insertion deletion mutation (InDel) 

causing premature termination or not end of amino acid translation. 

图 3  子预 44 和江南香糯间抗性相关基因非同义突变 

Fig. 3. Nonsynonymous mutation of SNP/InDel between 

Ziyu 44 and Jiangnanxiangnuo. 

图 4  922 个抗病相关基因在水稻染色体上的分布 

Fig. 4. Distribution of 922 resistance-related genes on rice 

chromosomes. 
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体上。其中以第 6、11 和 12 染色体分布较多，占

总数的一半以上[30]。本研究结果显示，第 3 染色体

上预测的抗病相关基因有 469 个，占总数的 10％，

仅次于第 1 和 2 染色体，多于定位和克隆抗稻瘟病

基因数量较多的第 6(383)、11(404)和 12(277)染色

体，居第 3 位（图 1）。这与目前定位和克隆的抗

稻瘟病基因在水稻染色体上的分布不完全一致。是

什么原因导致几乎没有能通过图位克隆的方法在

第 3 染色体上鉴定和克隆到抗稻瘟病基因呢？对子

预 44 和江南香糯间非同义突变的差异抗性相关基

因的进一步分析发现，子预 44 和江南香糯间非同

义突变的差异抗性相关基因主要分布在第 1、6 和

11 染色体上，也就是说，虽然第 3 染色体上预测的

抗病相关基因数量较多，但仅有 5％预测的抗病相

关基因在两个抗、感水稻间存在非同义突变差异，

差异基因的数目是 12 条染色体中最少的（图 4），

这与目前鉴定和克隆的抗稻瘟病基因主要分布在

水稻第 1、6、11 和 12 染色体上，第 3 染色体上鉴

定的抗病基因数量最少的结果一致[15]。我们推测第

3 染色体上预测的抗病相关基因很可能多为没有抗

性功能的假基因，或微效基因位点，也有可能这些

抗病基因与病原菌无毒基因间的相互作用不符合

ZY44–子预 44；Digu–地谷；ZH11–中花 11；JNXN–江南香糯；Nip–日本晴；LTH–丽江新团黑谷；TP309–台北 309。 

ZY44, Ziyu 44; ZH11, Zhonghua 11; JNXN, Jiangnanxiangnuo; Nip, Nipponbare; LTH, Lijiangxintuoheigu; TP309, Taipei 309. 

图 5  9 个水稻材料中 LOC_Os06g18820 基因核苷酸序列和氨基酸序列比对 

Fig. 5. Comparison of the nucleotide and amino acid sequences of LOC_Os06g18820 from nine rice varieties. 

 

ZY44–子预 44；Digu–地谷；ZH11–中花 11；JNXN–江南香糯；

Nip–日本晴；LTH–丽江新团黑谷；TP309–台北 309。 

ZY44, Ziyu 44; ZH11, Zhonghua 11; JNXN, Jiangnanxiangnuo; Nip, 

Nipponbare; LTH, Lijiangxintuoheigu; TP309, Taipei 309. 

图 6  9 个水稻材料喷雾接种稻瘟病菌株 LP174 的症状 

Fig. 6. Symptoms of nine rice varieties inoculated with M. 

oryzae LP174. 
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“基因对基因”假说。Li 等[16]通过 66 份水稻材料的

基因组测序和分析，在水稻第 3 染色体上鉴定了一

个编码 C2H2 结构域转录因子的隐性广谱抗瘟基因

bsr-d1，实现了水稻第 3 染色体上抗稻瘟基因克隆

数量零的突破，为这一推论提供了一定的证据，但

仍有待相关研究的进一步证实。 

目前，已定位和克隆的抗稻瘟病基因除 pi21
[31]

, 

pi55(t)
[32]和 pi66(t)

[14]为隐性抗病基因外，其余都是

显性抗病基因。图位克隆方法是定位和克隆水稻各

种功能基因普遍采用的经典方法，并卓有成效。然

而近年来利用这种方法克隆的抗稻瘟病基因大多

数是已克隆基因的等位或是直系同源基因 [10]。

Shang 等[33]在籼稻品种 93-11 和粳稻品种日本晴基

因组中编码的 NBS-LRR 基因分析和比较的基础上，

设计假基因化分子标记，从地谷中克隆了抗稻瘟病

基因 Pid3
[33]。最近，Li 等[16]通过 66 份水稻材料的

基因组测序和分析，在水稻第 3 染色体上鉴定的隐

性广谱抗瘟基因 bsr-d1。我们在基因定位的基础上，

结合两亲本基因组序列的比较分析，在水稻第 6 染

色体短臂上鉴定一个新的编码丝氨酸苏氨酸蛋白

激酶（serine threonine kinase）抗多个稻瘟病菌株的

候选抗瘟基因(LOC_Os06g18820)。这些结果表明，

随着高通量基因组测序技术的快速发展，通过基因

组测序和比较基因组学的方法鉴定和克隆新的水

稻抗病基因，是一种省时有效的方法。 

子预 44 是一具有广谱持久稻瘟病抗性的云南

地方粳稻品种，利用高通量测序技术 Hiseq X10 

PE150 进行了子预 44 和感病水稻江南香糯的全基

因组重测序，分别获得了高质量的基因组数据    

4 118 170 045 bp 和 2 995 054 509 bp，比对到参考

基因组（Ensembl release 31）的比对率分别为

98.56％和 98.30％。在子预 44 和江南香糯之间鉴定

了 922 个纯合突变的差异抗病相关基因，明确了这

些基因的染色体分布，为子预 44 中抗病新基因的

克隆和育种利用研究提供了有价值的信息，为研究

子预 44 的广谱抗瘟分子机制奠定了重要的基础。 
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