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摘要：本研究通过抗性鉴定、分子标记和方差分析，评价与分析了广东普通野生稻对白叶枯病的抗性。结果表明广东普

通野生稻对广东省典型的致病菌株Ⅳ型小种表现为抗或高抗，对 PXO99 小种的抗性反应差异较大，表现出从中感到抗病。用

已知功能标记做鉴定，结果显示：20 个普通野生稻居群中，3 个居群能够扩增出 Xa21 抗病基因条带；4 个居群能够扩增出 Xa4
抗病基因条带；5 个居群能够扩增出 Xa7、Xa27 抗病基因条带；Xa23、Xa10、Xa26 抗病基因条带分别能够在 11、12 和 16 个居

群中被扩增出；19 个居群能检测出 Xa1 的抗病基因条带，所有居群均不含 xa5、xa13 抗病基因。抗谱分析发现，HY2、DB2 和

GZ2 3 个居群中的 5 份野生稻资源可能含有新的抗性基因。方差分析结果表明，对于Ⅳ型小种，高州普通野生稻的抗性水平

显著高于化州、雷州和台山普通野生稻；而化州、台山普通野生稻的抗性水平显著低于陆丰普通野生稻。对于 PXO99 小种，

广东不同县市间的抗性水平未呈现出显著性差异。本研究为进一步发掘和利用广东普通野生稻的优异抗白叶枯病基因提供

了材料基础和理论依据。
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Abstract：Bacterial blight（BB），as a destructive disease of rice worldwide，has seriously destabilized 
rice yield. The most effective and environmental-friendly method in disease control is to explore and utilize the 
BB resistance，whereas the known resistance genes to date are limited. Wild rice populations host tremendous 
resistance genes，and identification of resistance genes to bacterial blight is of great significance in rice genetic 
improvement. In this research，the resistance to BB in common wild rice population in Guangdong province 
was analyzed. Although different levels of resistance to BB strains PXO99 were observed，Guangdong wild rice 
populations presented resistance or high resistance to the typical pathogenic strain type IV race in Guangdong. 
According to the genotyping result with functional markers，three sub-populations were revealed containing 
resistant gene Xa21，four sub-populations containing Xa4，five sub-populations containing Xa7 and Xa27. Xa23，

Xa10 and Xa26 were detected in 11，12 and 16 sub-populations，respectively. The resistance genes xa5 and xa13 
were not found，but 19 sub-populations contained Xa1 or its homologous gene. Resistance spectrum analysis 
showed that five common wild rice accessions from HY2，DB2 and GZ2 populations might contain new BB 
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resistance genes. For BB strain race-IV，the results of variance analysis demonstrated that the BB resistance 
level of Gaozhou common wild rice was significantly higher than that of Huazhou，Leizhou and Taishan，while 
the resistance level of Huazhou and Taishan common wild rice was significantly lower than that of Lufeng. For 
PXO99 race，there was no significant difference in the resistance level among all wild materials. Collectively，this 
study provided a basis for further exploring and utilizing the excellent BB resistance gene resources of common 
wild rice in Guangdong province.

Key words：Guangdong common wild rice；bacterial blight；resistance identification；PCR analysis

野生稻）［27］。但来自广东野生稻的抗白叶枯病基因

鲜有报道。广东作为亚洲栽培稻的起源地之一，其

野生稻地域分布广、资源十分丰富。并且广东的气

候条件容易导致白叶枯病频繁发生，普通野生稻在

这样的生态环境中经过长期的自然选择，累积了抗

白叶枯病的优良特性。但这些野生稻资源究竟携带

怎样的抗病基因，目前知之甚少，更缺乏综合研究，

从而制约了对其的发掘和有效利用。

本研究选取原产广东省不同县市的普通野生稻

材料，利用白叶枯病Ⅳ型（广东省典型的致病菌株）

和 PXO99（强毒性广致病菌菲律宾小种 6）菌株对

其接种鉴定和分析，确定广东省普通野生稻的抗性

水平；利用已克隆的 10 个抗白叶枯病基因对供试

材料进行分子鉴定，判断其中是否含有已知抗性基

因，为进一步进行野生稻抗性基因的挖掘和利用提

供理论依据和技术参考，同时也为培育水稻抗病品

种提供材料基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

对从广东各地原生境采集的普通野生稻种茎样

本进行整理编号，统一种植保存于国家种质广州野

生稻圃。2020 年晚造，选取 9 个县市 20 个野生稻

居群 98 份样本材料的种茎分蘖苗统一移栽至试验

田内，同时种植感病对照品种 IR24 和含有已知抗

性基因的水稻材料 IRBB1、IRBB3、IRBB4、IRBB5、

IRBB7、IRBB10、IRBB13、IRBB14 和 IRBB21，以及

含有 Xa23 的水稻材料 CBB23。

1.2　白叶枯菌种的接种鉴定

为保证试验数据的准确性，对供试的不同居群

野生稻样本，选择处于同一生长时期的植株，利用 2
个代表性白叶枯病菌株即Ⅳ型（广东省典型的致病

菌株）和 PXO99（强毒性广致病菌菲律宾小种 6）

进行接种鉴定。华南白叶枯病优势致病菌系Ⅳ、Ⅴ

和Ⅸ型菌用来进行抗谱分析。供试菌株均由广东

省农业科学院水稻研究所提供。接种菌液浓度为

白叶枯病是水稻三大病害之一，也是一个世界

性水稻病害。常规发病时可使水稻减产 10%~20%，

严重时减产 50% 以上，甚至绝收［1-2］。该病害在我

国华南稻区发病尤为严重，严重威胁我国稻米的生

产安全。不同水稻品种因其携带抗病基因的差异而

表现不同程度的症状［3］。对该病的化学防治存在

见效差、成本高和污染重等缺陷，提高水稻品种的抗

病性则是控制该病害的绿色经济有效的根本办法。

因此，发掘抗白叶枯病优异种质，开发可供利用的抗

性分子标记显得十分重要。

迄今为止，在栽培稻（选育稻、地方稻）资源中

经国内外鉴定和命名的白叶枯病抗性基因近 36 个，

编号已排至 xa44［4-5］。其中，21 个为显性基因 Xa，

15 个为隐性基因 xa。但这些基因在水稻抗病育种利

用中仍然存在不少问题：一是有些基因抗菌谱较为

狭窄，不抗绝大多数白叶枯病菌［6-7］；二是有些隐性

基因，虽然抗菌谱广，但在利用中受限，例如在杂交

水稻上难以利用［8］；三是目前已发现的多数抗病基

因呈垂直抗性，随着气候的变化、白叶枯病菌生理小

种的变异和分化，抗性很容易丧失［9］。并且随着选

育品种广泛推广和种植品种单一化，栽培稻的遗传

基础日趋狭窄，发现新基因的难度也越来越大［10-11］。 
基于以上问题，在水稻育种和生产中能被广泛利用

的抗病基因资源十分有限。因此，不断发掘新的抗

源和抗病基因，是摆在水稻育种家和种质资源工作

者面前一个亟待解决的问题。

野生稻作为栽培稻的野生近缘植物，蕴藏着丰

富的遗传变异和多种特异性状，是水稻遗传改良的

重要基因库。野生稻具有很强的抗生物胁迫能力。

研究发现，从野生稻中发现抗病、抗虫基因的频率比

栽培稻高近 30 倍［12］。目前从野生稻中发掘鉴定的

抗白叶枯病基因有 Xa21（长药野生稻）［13］，Xa23、

Xa30、Xa33、Xa36（普通野生稻）［14-18］，Xa27（小粒

野生稻）［19-20］，Xa29（药用野生稻）［21］，Xa32（澳洲

野生稻）［22］，xa32（疣粒野生稻）［23］，Xa35（小粒野

生稻）［24］，Xa38（尼瓦拉野生稻）［25-26］，xa41（非洲
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1×109 cfu/mL。于分蘖盛期采用人工剪叶法进行

接种，每个菌种接种 5~7 片完全展开的最上面的健

康叶片，接种 14~20 d 左右，待感病品种 IR24 表现

为感病时，每份样本每个菌种取 3~5 叶测量病斑长

度，取其平均值为单株病斑长度。抗性评价参照方

中达等［28］标准执行：病斑长度 <3 cm 为抗病（R），

3~5 cm 为 中 抗（MR），5.1~10 cm 为 中 感（MS），

>10 cm 为感病（S）。

1.3　植物 DNA 的提取

选取野生稻和 IR24 的幼嫩叶片 0.2 g，于组织

研磨仪中打样，基因组 DNA 提取参考 Allen 等［29］

的 CTAB 法。

1.4　抗白叶枯病基因的分子标记鉴定

选用 10 个已克隆白叶枯病抗性基因的功能标

记对广东普通野生稻进行分子鉴定。Xa1、Xa23、

Xa26、Xa27、xa5 和 xa13 基 因 的 功 能 标 记 参 照 李

定琴等［30］已报道的序列，Xa4、Xa7、Xa10 和 Xa21
的引物序列，则根据基因编码区的保守序列进行

设 计，具 体 序 列 见 表 1。PCR 扩 增 体 系 为 10 uL，

含 10×Buffer 1 μL、dNTPs（10 mmol/L）0.2 μL、

TaqDNA 聚合酶（2 U/μL）0.3 μL、引物（2 μmol/L）

2 μL、模 板 DNA（50 ng/μL）1 μL、ddH2O 5.5 μL。

PCR 扩增后用 1%~3% 琼脂糖凝胶电泳检测。

表 1　水稻白叶枯病抗性基因的引物序列

Table 1　Primer sequences of bacterial blight resistance gene in rice

基因

Gene
正向引物

Forward primer（5′-3′）

反向引物

Reverse primer（5′-3′）

退火温度

（℃）

Temperature

预期产物大小（bp）

Expected product size

抗病 R 感病 S

Xa4 ATCGATCGATCTTCACGAGG TGCTATAAAAGGCATTCGGG 53 150 120

Xa7 CAGCAATTCACTGGAGTAGTGGTT CATCACGGTCACCGCCATCTCGGA 61 296

Xa10 CCTCCTGTTTGCCGTCCTCCTACTG GAAATCTCCTCGTCGTCTTCACCAA 60 353

Xa21 CGATCGGTATAACAGCAAAAC TCTGATCATGCATGTTCTGTG 62 575 444

1.5　数据分析

利用 Excel 统计供试的广东省 9 个县市普通野

生稻的病斑长度，利用 SPSS 22.0 软件对其抗性水

平进行统计分析。

2　结果与分析

2.1　广东普通野生稻对白叶枯病的抗性鉴定

用白叶枯生理小种Ⅳ型和 PXO99 接种后 15 d
左右，感病对照 IR24 发病严重，大部分叶片呈现枯

黄症状，而野生稻对白叶枯病菌则表现出不同的抗

性反应。广东普通野生稻对Ⅳ型小种均表现为抗

病，但对 PXO99 小种的抗性反应差异较大，表现出

从中感到抗病（图 1、表 2），HY2、DB2、GZ1、GZ2、

LZ1、ZHJ1、ZJ2 和 TS1 8 个野生稻居群 44 份材料表

现为抗性，HY1、DB1、GZ3、HZ1、ZHJ2、LF1、LF4、 
LF5 和 LF6 9 个野生稻居群 36 份材料表现为中抗，

ZJ1、LF2 和 LF 3 个野生稻居群 18 份材料表现为中

感。可见广东普通野生稻对Ⅳ型菌具有较强的抗

性，但对 PXO99 小种表现出抗性差异，表明野生稻

居群间的杂合程度较高，遗传差异较大。另外，从广

东普通野生稻采集地的地理环境看，有些野生稻居

群周边数公里范围内没有栽培稻品种材料的种植，

因此，这些野生稻居群与栽培稻发生基因交流的几

率较小，可能会携带一些特殊的甚至是新的抗白叶

枯病基因。

2.2　广东普通野生稻白叶枯病抗性基因的鉴定及

抗谱分析

利用已克隆的 Xa1、Xa4、Xa7、Xa10、Xa21、Xa23、 
Xa26、Xa27、xa5 和 xa13 10 个基因的功能标记对广

东普通野生稻进行检测，部分居群材料的 PCR 扩增

结果见图 2。结果表明：供试材料均能扩增出 xa5 和

xa13 的感病基因带型，约 170 bp 和 280 bp，说明感

病对照 IR24 和 20 个居群的普通野生稻都不含 xa5、

xa13 抗病基因；除 GZ2 居群外，其他居群材料均能

扩 增 出 Xa1 的 抗 病 基 因 带 型，约 552 bp；除 DB1、

HZ1、LF4 和 LF5 4 个居群能检测到 Xa4 的 150 bp 抗

病基因带型外，其余居群均未扩增出抗病基因带型；

DB1、GZ1、GZ3、HZ1、ZJ1、LF1~6 和 TS1 12 个居群 
可扩增出 Xa10 的抗病基因带型，约 353 bp；只有

HZ1、ZJ1 和 ZJ2 3 个居群能扩增出 Xa21 的 575 bp
抗 病 基 因 带 型；HY1、HY2、GZ1、HZ1、LZ1、ZHJ1、

ZJ1、LF2、LF3、LF5 和 LF6 11 个居群能扩增出 Xa23 
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的 760 bp 抗病基因带型；除 DB2、GZ3、LF1、TS1 4
个居群外，其余居群均含有 Xa26 的抗病基因带型，

约 1100 bp；HY2、DB1、GZ2、LF5 和 TS1 5 个 居 群

能够扩增出 Xa27 的 149 bp 抗病基因带型；ZHJ2、

ZJ2、LF2、LF3 和 LF4 5 个居群能扩增出 Xa7 的抗

病基因带型，约 296 bp。

A：接种Ⅳ型小种的表型；B：接种 PXO99 小种的表型；感病对照：IR24 
A：The phenotype of common wild rice inoculated with strain type IV race， 

B：The phenotype of common wild rice inoculated with BB strain PXO99，Susceptible control：IR24 

图 1　广东普通野生稻接种 2 个白叶枯生理小种后的表型
Fig. 1　Phenotypes of several common wild rice in Guangdong inoculated with BB strain type IV race and PXO99 

表 2　广东普通野生稻对 2 个白叶枯生理小种的抗性

Table 2　BB resistance of Guangdong common wild rice to two strains of Xanthomonas oryzae pv. oryzae

采集地

Collection sites
居群

Population
份数

Number
致病菌Ⅳ

Strain Ⅳ
致病菌 PXO99

Strain PXO99

惠阳 Huiyang HY1 3 抗 R 中抗 MR

HY2 4 抗 R 抗 R

电白 Dianbai DB1 3 高抗 HR 中抗 MR

DB2 3 抗 R 抗 R

高州 Gaozhou GZ1 3 高抗 HR 抗 R

GZ2 12 高抗 HR 抗 R

GZ3 4 抗 R 中抗 MR

化州 Huazhou HZ1 5 抗 R 中抗 MR

雷州 Leizhou LZ1 4 抗 R 抗 R

湛江 Zhanjiang ZHJ1 6 高抗 HR 抗 R

ZHJ2 4 高抗 HR 中抗 MR

紫金 Zijin ZJ1 3 抗 R 中感 MS

ZJ2 7 抗 R 抗 R

陆丰 Lufeng LF1 7 高抗 HR 中抗 MR

LF2 10 高抗 HR 中感 MS

LF3 5 高抗 HR 中感 MS

LF4 3 高抗 HR 中抗 MR

LF5 3 高抗 HR 中抗 MR

LF6 4 抗 R 中抗 MR

台山 Taishan TS1 5 抗 R 抗 R
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M：Xa1、 Xa21 为 DL1000 marker，Xa23、Xa26 为 DL2000 marker，其余为 GL500 marker；IR24：感病对照；HY1~TS1 同表 2 居群

M：Xa1and Xa21 were identified with DL1000 marker，DL2000 and GL500 marker were respectively used for Xa23，Xa26 and the other genes，
IR24：Susceptible control，HY1~TS1 is the same population as table 2 

图 2　广东部分普通野生稻中 10 个抗白叶枯病基因的 PCR 鉴定
Fig. 2　PCR identification of ten resistance genes in several wild rice materials of Guangdong

利用华南白叶枯病优势致病菌系Ⅳ、V 和 IX
型菌，对 HY2、DB2 和 GZ2 3 个居群中 5 份不含已

知基因的材料进一步进行抗谱分析（表 3）。结果

显示 5 份材料均对Ⅳ型致病菌呈现高抗性，对 V 和

IX 型致病菌表现为抗病。与已知功能基因相比，其

抗菌谱的不同暗示含有的抗白叶枯病基因类型、数

量和组合存在差异。由此可见，5 份广东普通野生

稻的抗病性并不是来源于这些已知的抗性基因，其

具有未知的抗白叶枯病新基因或等位基因。

2.3　广东普通野生稻白叶枯病抗性分析

利用Ⅳ型和 PXO99 白叶枯病菌株对供试的广

东省 9 个县市的普通野生稻进行接种鉴定。结果

发现：在不同县市野生稻种质资源中，对Ⅳ型菌株

均表现抗病，即病斑长小于 3 cm 的材料占供试群

体的 100%（图 3B），但对 PXO99 菌株表现抗病的

材料占供试群体的 59.18%；在同一县市野生稻种

质资源中，对 PXO99 菌株的抗性存在差异，紫金和

陆丰普通野生稻的抗性标准差明显高于其他地区 
（图 3A），说明这两个地区的野生稻居群的杂合程度

较高，且单株个体间的差异较大。

供试材料对Ⅳ型小种均表现为抗病，进一步的

方差分析结果表明，高州普通野生稻的抗性水平显

著高于化州普通野生稻、雷州普通野生稻和台山普

通野生稻；而化州普通野生稻和台山普通野生稻的

抗性水平显著低于陆丰普通野生稻；高州普通野生

稻与陆丰普通野生稻的抗性水平无显著性差异。对

于 PXO99 小种，广东不同县市间的抗性水平未呈

现出显著性差异（表 4）。以上结果表明，地理环境

的差异不仅造成了广东省不同县市野生稻的遗传差

异，也带来了抗病性的差异。
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表 3　广东普通野生稻与已知抗白叶枯病基因的抗谱比较
Table 3　Resistance spectrum comparison between common 

wild rice of Guangdong and known BB resistance 
genes

材料

Materials

抗性基因

Resistance 
genes

致病菌Ⅳ

Strain Ⅳ
致病菌 V
Strain V

致病菌 IX
Strain IX

HY2-3 未知 HR R R

DB2-1 未知 HR R R

DB2-2 未知 HR R R

GZ2-8 未知 HR R R

GZ2-10 未知 HR R R

IR24 无 HS HS HS

IRBB1 Xa1 HS HS HS

IRBB3 Xa3 S S HS

IRBB4 Xa4 MR S HS

IRBB5 xa5 HR HR R

IRBB7 Xa7 HR HR HR

IRBB10 Xa10 HS HS HS

IRBB13 xa13 S HS HS

IRBB14 Xa14 HS HS HS

IRBB21 Xa21 S MS S

CBB23 Xa23 R R R
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图 3　广东省 9 个县市普通野生稻白叶枯病抗性分析
Fig. 3　Analysis of bacterial blight resistance of common 

wild rice in nine regions of Guangdong 

表 4　广东普通野生稻不同地区抗性比较
Table 4　Comparison of bacterial blight resistance of common 

wild rice of different collection sites in Guangdong 
province

序号

Number

采集地

Collection 
site

接种Ⅳ型病斑长

（cm）

 Lesion length 
with strain Ⅳ

接种 PXO99 病斑长

（cm）

Lesion length with 
strain PXO99

1 台山 2.28a 2.65a

2 紫金 2.27abc 3.70a

3 化州 1.93a 3.23a

4 电白 1.74abc 3.07a

5 惠阳 1.50abc 2.65a

6 雷州 1.40ab 2.97a

7 陆丰 0.96bc 4.33a

8 湛江 0.69abc 3.34a

9 高州 0.47c 2.60a

小写字母表示差异显著（P<0.05）

Significant differences in the mean are indicated at the P<0.05
（lowercase letters）

3　讨论

普通野生稻作为亚洲栽培稻的祖先，蕴藏着丰

富的抗病基因源，是水稻抗病特性改良的重要资 
源［31-32］。本研究利用Ⅳ型和 PXO99 代表菌株接种

广东 9 个县市的野生稻种质资源，发现供试的种质

资源对Ⅳ型菌株均表现抗性。通过进一步分析这

些材料的小种广谱抗性，发现其中 59.18% 的资源

对 2 个白叶枯菌株均表现抗性。这些野生稻资源可

以作为水稻抗病育种优异抗性资源供进一步研究和 
利用。

植物的抗病性是植物与其病原微生物在协同进

化过程中相互选择、相互适应的结果。病原菌在与

植物长期的相互竞争中，植物首先产生抗病基因，

而后病原菌突变产生新的生理小种来克服植物抗

病基因。不同白叶枯病菌菌株存在致病性的分化，

这也就使得植物产生多种抗病基因［33］。通过分子

标记方法鉴定，广东普通野生稻对Ⅳ型（广东省典

型的致病菌株）和 PXO99 表现出一定的抗性反应。 
张明伟等［34］曾研究报道过 Xa7 对 PXO99 表现感

病。本研究中湛江、紫金和陆丰等地的 5 个居群能

扩增出 Xa7 的抗病基因带型，但田间病情调查发现

这几个居群既存在感病也存在抗病，因此推测这些

居群可能含有其他的 1 个或多个新的抗性基因。惠

阳、高州、化州、雷州、湛江、紫金和陆丰等地的 11 个

居群能扩增出 Xa23 的抗病基因带型，其对广东Ⅳ
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型菌和 PXO99 也表现出抗病，说明这些居群可能携

带 Xa23 基因并起到了抗病作用。本研究通过鉴定

这些野生稻居群对 2 个白叶枯病菌株的抗性，初步

确认了广东部分野生稻居群中携带已知抗病基因的

情况，可为直接利用这些基因提供参考。另外，还有

部分野生稻材料未检测出 10 个已知基因的功能标

记带型，但仍呈现出较好的抗性水平，进一步对其中

5 份不含已知基因的材料进行抗谱分析，发现与已

知功能基因相比其抗菌谱不同。由此预见，这些普

通野生稻居群含有新的抗性基因，有待进一步的研

究和挖掘。

对来自广东省 9 个县市的普通野生稻进行抗

性分析，发现水稻与白叶枯病菌之间存在复杂的互

作，来源于不同地区的野生稻种质资源对不同白叶

枯菌株的抗性反应存在明显分化。随着白叶枯病菌

的致病力增强，紫金和陆丰的普通野生稻居群其抗

性存在分化（图 3），说明这两个地区的野生稻居群

的杂合程度较高，且单株个体间的差异较大，具有较

丰富的遗传多样性，这也与之前的报道相一致［35］。

进一步的分析发现高州普通野生稻对广东Ⅳ型菌和

PXO99 表现更强的抗性，推测其含有的抗白叶枯病

基因类型、数量和基因组合与其他地区的普通野生

稻间存在较大差异，这为未来进一步发掘和利用广

东普通野生稻的优异抗白叶枯病基因提供了材料基

础和理论依据。
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