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分子标记辅助选择改良水稻恢复系 R1005
的褐飞虱抗性

闫成业 MAMADOUGandeka 朱子建 牟同敏

华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室/国家植物基因研究中心,武汉430070

摘要 以抗褐飞虱材料B5(携带Bph14和Bph15基因)为供体亲本,水稻优良恢复系R1005为受体亲本,

通过杂交、回交和分子标记辅助选择技术,将Bph14和Bph15基因同时导入到R1005中,经过农艺性状选择和

褐飞虱抗性鉴定,选育出3个携带Bph14和Bph15基因的纯合株系CY11711-14、CY11712-5和CY11714-100。

苗期褐飞虱抗性鉴定结果表明,3个株系对褐飞虱表现高抗水平,田间生育期观察、主要农艺性状考查及稻米品

质分析表明,株系CY11712-5和CY11714-100与受体亲本R1005没有显著差异,可以代替R1005用于抗褐飞虱

恢复系使用。以3个育成株系为父本与3个不育系Q2A、天丰A和川农1A配制杂交组合进行苗期褐飞虱抗性

鉴定,结果显示Bph14、Bph15基因在杂合状态下表现不抗褐飞虱。结果表明Bph14和Bph15基因在本试验中

不表现显性效应。
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  褐飞虱是水稻的主要虫害之一,为单食性害虫,
只能以水稻和普通野生稻为食和繁殖后代,主要通

过吸食水稻汁液、产卵时刺伤稻株茎叶组织、传播或

诱发水稻病害(草状丛矮病、齿叶矮缩病等)等方式

对水稻产生危害,严重影响水稻的产量及品质[1]。
据统计仅1974-1997年间,我国就有8次大规模的

褐飞虱爆发,累计危害面积 高 达11651万 hm2

次[2];2003-2008年我国褐飞虱连年大发生,2011
年我国褐飞虱发生面积累计达2402万hm2次[3-4]。
化学防治可以很大程度上减轻褐飞虱对水稻的危

害,但化学防治会增加生产成本,并且会造成环境污

染。生产实践证明培育并种植具有抗性的品种是控

制褐飞虱危害最经济、环保和有效的方法[5]。
在20世纪80年代我国就先后育成了一批含

Bph1基因的抗性品种,这些品种大面积推广对当

时褐飞虱的控制起到了重要的作用,然而随着褐飞

虱生物型发生变化,这批老品种的抗性逐渐降低[6]。
吕仲贤等[7]通过对1986-2000年国家和浙江省育

种攻关协作组提供的3328份水稻新品系和新品种

进行抗褐飞虱鉴定,发现育成的抗性品种比率呈逐

年下降趋势;彭兆普等[8]对湖南省杂交水稻主要推

广品种和部分区试材料共328份进行苗期抗褐飞虱

鉴定,发现推广的品种中没有抗褐飞虱品种,只有5
份区试材料表现抗或中抗水平。因此,利用新的抗

褐飞虱基因,选育和推广新的抗褐飞虱品种显得尤

为重要。
水稻褐飞虱抗性鉴定工作始于20世纪60年代

末,Pathak等[9]第1次鉴定出栽培稻 Mudgo为抗

褐飞虱品种,随后Athwal等[10]从 Mudgo、Manava-
riCO22和DalwaSannam MTU15等3个品种中

鉴定出第1个褐飞虱抗性基因Bph1,并从Kasam-
baRedASD7中鉴定出1个抗褐飞虱隐性基因

bph2。截至目前,已经有28个褐飞虱抗性基因被

鉴定、定位或克隆,其中有17个为显性基因,其余为

隐 性 基 因。这 些 基 因 中 Bph1、Bph3、Bph9、

Bph15、bph2 先 后 被 精 细 定 位[11],Bph14 被 克

隆[12],此外,科学家还鉴定了一些重要的抗性QTL
位点[11,13-14]。借助分子标记辅助选择技术,育种工
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作者已将抗性较好的基因导入不同的恢复系、保持

系、不育系中[14-20],培育出对褐飞虱具有较好抗性的

材料。

R1005是重庆市种子公司培育的优良恢复系,
以R1005与不育系Q2A配制的杂交组合Q优6号

先后通过贵州、重庆、湖南、湖北等省(市)审定,并于

2006年通过国家审定[11,21],但易感褐飞虱。本研究

以携带褐飞虱抗性基因Bph14和Bph15的水稻材

料B5为抗源,以R1005为受体材料,通过杂交、回
交和分子标记辅助选择,将Bph14和Bph15基因

渗入到 R1005的背景中,旨在培育携带 Bph14+
Bph15双基因的抗褐飞虱新恢复系。

1 材料与方法

1.1 水稻材料及选育方法

试验在华中农业大学试验农场进行。以B5(携
带Bph14和Bph15基因)为供体亲本,以R1005为

受体亲本,杂交得到的F1 代种子于2009年夏播种,
对种植的20个单株使用与Bph14、Bph15基因遗

传距离分别为1.0、0.3cM 的分子标记 MRG2329、

Ms5进行目标基因选择,得到同时携带2个基因的

单株与R1005回交,在20株R1005/B5BC1F1 中筛

选出9株Bph14、Bph15基因杂合单株,然后继续

与R1005回交得到BC2F1 代种子,在20株BC2F1
中筛选出携带Bph14、Bph15基因的杂合单株5株,
然后继续与R1005回交得到BC3F1 代种子,在20
株BC3F1 植株中根据分子检测结果并结合株型选

择,得到6株 Bph14与 Bph15基因杂合、株型与

R1005相似的单株。对收获的6株BC3F2 代种子

分区种植,每区种植100株,通过分子标记辅助选择

共筛选出24株Bph14+Bph15双基因纯合单株,
结合与 R1005株型相比较,最终收获3株株型与

R1005相似的双基因纯合株系,用于后续研究。
在分子检测过程中标记 MRG2329的引物正反序

列分 别 为5′-GCACATACAGAAATGGTGAA-3′、5′-
GGCAAGGGACATGTAGTAAC-3′,标记 Ms5的引物

正反序列分别为5′-TTGTGGGTCCTCATCTCCTC-
3′、5′-TGACAACTTGTGCAAGATCAAA-3′[16,22]。
1.2 DNA 提取与 PCR 检测

DNA提取参照 Murray等[23]的方法进行。引

物由英潍捷基(上海)贸易有限公司合成。DNA扩

增在 Biometra公司的 TProfessionalStandard96

型PCR仪上进行,扩增反应体系的总体积为20

μL,其中包括2.0μL的模板DNA,11.8μL的灭菌

ddH2O,1.8μL的 Mg2+(25mmol/L),1.8μL的

dNTP(2mmol/L),2.0μL的Buffer(10×),正反

引物各0.2μL,0.2μL的Taq酶 (5U/μL)。PCR
扩增反应程序为:95℃4min;94℃30s,55℃
30s,72℃45s,35个循环;72℃延伸10min。扩

增产物经制备好的6%的聚丙烯酰胺凝胶(PAGE)
电泳检测,银染法显带。

1.3 苗期褐飞虱抗性鉴定方法

褐飞虱抗性鉴定采用苗期集团法,根据IR-
RI[24]及笔者所在实验室前期试验方法改进而来:将

试验材料分为若干组,每组15份,每组包含受体亲

本R1005、供体亲本B5、抗褐飞虱对照RH、感褐飞

虱对照 TN1以及3份选出的携带Bph14、Bph15
基因的株系材料和杂交组合,2次重复。供试材料

浸种催芽后,播种在高9cm、口径为10cm×10cm、
底部有孔的小塑料盒中,将小塑料盒随机放在52.0
cm×33.5cm×7.5cm的大塑料盒中,保持大塑料

盒中一直有水。待秧苗达3叶1心时,每株人工接

种15~20头2~3龄的褐飞虱若虫,置于纱网室中,
自然光照,室温25~30℃。

接虫7~10d后,按照表1的评价标准进行褐

飞虱抗性鉴定及评价。在TN1受害达7级时开始

查苗分级,之后每日调查1次,直至感虫对照TN1
全部达到9级,以感虫对照达9级时各鉴定材料的

受害最高等级作为抗性等级。
表1 褐飞虱抗性分级标准

Table1 Scalestandardsforbrownplanthopper

resistanceidentification

抗虫级别

Resistance
score

苗期褐飞虱危害表现

Scalestandards

抗性水平1)

Resistance
level

0 植株健康,未受到伤害 免疫I

1 受害极轻微(1片叶轻微发黄) 高抗 HR

3 大部分植株第1、2片叶部分黄化 抗 R

5 10%~25%植株叶片显著发黄或枯萎 中抗 MR

7
超过50%植株叶片显著发黄或枯萎,其
余严重矮化

中感 MS

9 全部植株枯死 感S

 1)I:Immunity;HR:Highresistance;R:Resistance;MR:Me-

diumresistance;MS:Mediumsusceptible;S:Susceptible;下

同Thesameasbelow.
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1.4 育成株系和杂交组合的生育期及主要农艺性

状考查

  将选出的3个携带Bph14+Bph15双基因纯

合株系及以三系不育系Q2A、天丰A和川农1A为

母本配制的杂交组合,于2012年5月9日播种,

6月3日移栽,3行区,每行移栽10株苗共30株,单
本插,移栽密度为株距16.7cm、行距20.0cm,3次

重复。田间管理按照常规方法进行,同时注意防治

田间病虫害。生育期及主要农艺性状考查参照田雨

等[25]的方法进行。育成株系及杂交组合的稻米品

质分析参照《国家优质稻谷标准(GB/T17891-
1999)》进行。

2 结果与分析

2.1 株系选择过程及分子检测结果

2009年配制F1 杂交种,以后每年分别在武汉

和海南进行回交或自交,图1A 和图2A 分别为

2011年夏季在武汉用标记 MSG2329和 Ms5筛选

BC3F2 代株系Bph14、Bph15基因的部分单株分子

检测结果。可以看出,杂合单株同时含有父本(供体

亲本B5)、母本(受体亲本R1005)双亲的3个双条

带,阳性纯合单株只有与B5相同的3个单条带,隐
性纯合单株只有与R1005相同的3个单条带。在

分子检测的基础上,田间选择农艺性状与受体亲本

相似、分 子 标 记 检 测 目 标 基 因 纯 合 的3个 单 株

(CY11711-14、CY11712-5和CY11714-100)。2012
年春季对种植在海南的3个BC3F3 代株系进行同

样标记的分子检测,每个株系取20株,图1B和图

2B为其中1个株系分子检测结果,可以看出每个单

株与供体亲本均有相同的3个单条带,表明所选育

的株系均含有纯合的目标基因。

 M:5kbmarker;P1:受体亲本R1005;P2:供体亲本B5;泳道1~20:BC3F2 代(A)分离群体单株,BC3F3 代(B)基因纯合株系。

M:5kbmarker;P1:RecipientparentR1005;P2:DonorparentB5;Lane1-20:PlantsofBC3F2(A)segregationpopulation,bredline

withhomozygoustargetR-genes(B).

图1 BC3F2 代分离群体(A)及选育的BC3F3 代纯合株系(B)中Bph14基因分子检测结果

Fig.1 TheresultofmoleculardetectionofBph14inBC3F2(A)plants,BC3F3(B)line,respectively

 M:5kbmarker;P1:受体亲本R1005;P2:供体亲本B5;泳道1~20:BC3F2 代(A)分离群体单株,BC3F3 代(B)基因纯合株系。

M:5kbmarker;P1:RecipientparentR1005;P2:DonorparentB5;Lane1-20:PlantsofBC3F2(A)segregationpopulation,bredlinewith

homozygoustargetR-genes(B).

图2 BC3F2 代分离群体(A)及选育的BC3F3 代纯合株系(B)中Bph15基因分子检测结果

Fig.2 TheresultofmoleculardetectionofBph15inBC3F2(A)plants,BC3F3(B)line,respectively
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2.2 育成株系的苗期褐飞虱抗性鉴定

2012年夏季在华中农业大学作物遗传国家重

点实验室,以受体亲本R1005、供体亲本B5、感虫品

种TN1、抗虫品种RH 为对照,对选择的3个株系

CY11711-14、CY11712-5和CY11714-100进行褐飞

虱抗性鉴定。从抗性鉴定结果(图3,表2)可以看

出,当感虫品种TN1全部枯死时(9级),受体亲本

R1005也全部枯死(9级),而供体亲本B5和抗虫对

照RH基本没有受到危害,表现抗褐飞虱(1级),3
个中选株系CY11711-14、CY11712-5和CY11714-
100也表现抗褐飞虱(1级)。
2.3 杂交组合的苗期褐飞虱抗性鉴定

2012年春季在海南,以 Q2A、天丰 A 和川农

1A为母本,与3个中选株系和R1005杂交,配制了

图3 中选株系与亲本及对照品种的褐飞虱抗性鉴定结果

Fig.3 Theresistanceofparents,improvedlinesandcontrolvarietiesagainstbrownplanthopper

表2 育成株系的褐飞虱抗性鉴定结果(2012,武汉)

Table2 Resistanceoftherestorersagainst

BPHingreenhouse(2012,Wuhan)

材料

Materials
抗性基因

R-genes

抗性级别

Resistance
score

抗性水平

Resistance
level

CY11711-14 Bph14+Bph15 1 HR

CY11712-5 Bph14+Bph15 1 HR

CY11714-100 Bph14+Bph15 1 HR

R1005 未知 Unknown 9 S

B5 Bph14+Bph15 1 HR

TN1 未知 Unknown 9 S

RH Bph3 1 HR

12个组合。夏季在武汉对12个杂交组合和相应的

亲本进行了苗期抗性鉴定。鉴定结果(表3)表明,3
个不育系、3个对照杂交组合及9个携带Bph14+
Bph15双基因的杂交组合在苗期均不抗褐飞虱,且

2次重复结果一致。但从抗性变化趋势来看,当感

虫对照TN1受害达到7级(中感)时,携带Bph14、

Bph15基因的9个杂交组合均表现出一定的抗性,

随着褐飞虱继续取食,这些杂交组合最终都表现不

抗。这一 结 果 表 明,褐 飞 虱 抗 性 基 因 Bph14和

Bph15在本研究中表现为非显性。

2.4 育成株系的生育期、产量、主要农艺性状及稻

米品质表现

  将选育的3个育成新株系与R1005进行比较,

10个主要农艺性状的比较分析结果表明(表4),株
系CY11711-14的单株有效穗数、每穗实粒数及单

株产 量 与 R1005无 差 异,但 生 育 期 比 R1005长

1.7d;其他2个株系的株高、平均穗长及结实率与

R1005无差异,但单株有效穗数多于R1005,生育期

比R1005缩短2.7d,单株产量显著高于 R1005。

稻 米 品 质 分 析 表 明 (表 5),株 系 CY11712-5、

CY11714-100的碾米品质、蒸煮食味品质及粒型与

R1005相似,垩白粒率和垩白度表现比R1005有所

降低。

11
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表3 杂交组合及对照的褐飞虱抗性鉴定结果

Table3 ResistanceofhybridcombinationsandcontrollsagainstBPHingreenhouse

材料

Materials

抗性基因

R-genes

鉴定评分Identificationcode
7月23日

23July

7月24日

24July

7月25日

25July

抗性评价

Resistance

R1005 未知 Unknown 3 7 9 9(S)

B5 Bph14+Bph15 1 1 1 1(HR)

TN1 未知 Unknown 7 9 9 9(S)

RH Bph3 1 1 1 1(HR)

Q2A 未知 Unknown 7 9 9 9(S)

Q2A/CY11711-14 Bph14+Bph15 5 8 9 9(S)

Q2A/CY11712-5 Bph14+Bph15 3 5 8 9(S)

Q2A/CY11714-100 Bph14+Bph15 4 7 9 9(S)

Q2A/R1005 未知 Unknown 6 9 9 9(S)
天丰ATianfengA 未知 Unknown 3 7 9 9(S)
天丰ATianfengA/CY11711-14 Bph14+Bph15 3 7 9 9(S)
天丰ATianfengA/CY11712-5 Bph14+Bph15 3 6 8 9(S)
天丰ATianfengA/CY11714-100 Bph14+Bph15 2 5 9 9(S)
天丰ATianfengA/R1005 未知 Unknown 3 9 9 9(S)
川农1AChuannong1A 未知 Unknown 3 6 9 9(S)
川农1AChuannong1A/CY11711-14 Bph14+Bph15 2 7 9 9(S)
川农1AChuannong1A/CY11712-5 Bph14+Bph15 3 7 9 9(S)
川农1AChuannong1A/CY11714-100 Bph14+Bph15 5 7 9 9(S)
川农1AChuannong1A/R1005 未知 Unknown 5 7 9 9(S)

表4 中选株系与R1005的主要农艺性状的比较1)

Table4 ComparisonofmainagronomictraitsbetweenCY11711-14,CY11712-5,CY11714-100andR1005

材料

Materials
播始历期/d
DH

株高/cm
PH

单株有效
穗数PP

平均穗长/cm
PL

每穗总
粒数SP

每穗实
粒数GP

结实率/%
SSR

着粒密度/
(粒/cm)D

千粒重/g
GW

单株产
量/gYP

CY11711-14 88.7* 126.2** 9.3 27.8* 116.1** 106.3 91.70** 4.2** 37.04** 32.02

CY11712-5 84.3** 114.2 11.8* 25.7 112.6** 90.9** 80.62 4.4** 32.07 36.18**

CY11714-100 84.3** 113.4 10.0 26.5 113.2** 93.6** 82.22 4.3** 34.43** 35.43*

R1005 87.0 117.0 8.8 25.9 138.2 112.1 81.23 5.3 32.35 33.66

 1)DH:Durationfromseedingtoheading;PH:Plantheight;PP:Paniclesperplant;PL:Paniclelength;SP:Spikeletsperpanicle;

GP:Grainsperpanicle;SSR:Seedsettingratio;GD:Graindensity;GW:1000-grainsweight;YP:Yieldperplant;*表示0.05水

平显著 *showssignificantat0.05level,**表示0.01水平显著 **showssignificantat0.01level.

表5 中选株系与R1005的稻米品质分析结果1)

Table5 QualitycharacteristicsofCY11711-14,CY11712-5,CY11714-100andR1005

株系

Materials
糙米率/%
BR

精米率/%
MR

整精米率/%
HR

垩白粒率/%
CGP

垩白度/%
CD

粒长/mm
GL

长宽比

L/W
直链淀粉

含量/% AC
胶稠度/mm
GC

碱消值

ASV

CY11711-14 79.40 68.70 55.97 76.9 27.3 7.1 3.1 11.4 92 2.0

CY11712-5 78.16 67.43 58.12 28.9 8.4 7.1 3.4 13.7 74 3.7

CY11714-100 80.29 68.72 58.50 23.8 7.8 7.0 3.1 13.8 73 6.0

R1005 78.56 66.85 57.72 44.6 12.0 7.0 3.2 12.6 80 2.0

 1)BR:Brownricerate;MR:Milledricerate;HR:Headricerate;CGP:Chalkygrainrate;CD:Chalkinessdegree;GL:Grainlength;

L/W:Length/wideratio;AC:Amylasecontent;GC:Gelconsistency;ASV:Alkalispreadvalue.
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3 讨 论

3.1 分子标记辅助选择可以明显加快褐飞虱抗性

改良的进程

  利用分子标记辅助选择技术进行回交育种,较
早的工作主要集中在稻瘟病和白叶枯病抗性改良,
而传统的褐飞虱抗性育种主要是在大量抗性鉴定的

基础上进行杂交和抗性鉴定筛选。但是褐飞虱抗性

鉴定受环境因素影响较大,需要充足的虫源,费时费

力,可能会筛选出假阳性单株或淘汰抗性较好的株

系材料。而分子标记技术不受这些限制,在低世代

只对目标基因进行选择,无需进行抗性鉴定,当株系

基因纯合、性状稳定时再进行抗虫性鉴定。本研究

利用分子标记辅助选择技术与田间农艺性状选择相

结合,仅用3a就获得抗性水平与供体亲本一致的

株系。本研究在杂交、回交及基因分离世代,利用分

别 与 Bph14、Bph15 基 因 紧 密 连 锁 的 标 记

MRG2329、Ms5 进 行 筛 选,最 终 筛 选 出 3 个

Bph14+Bph15双基因纯合株系。对BC3F4 代苗

期接虫鉴定及BC3F5 代成株期田间自然诱发鉴定

的结果表明,育成的3个株系均未受到褐飞虱危害。
结合生育期、主要农艺性状及稻米品质分析结果,认
为株系CY11712-5、CY11714-100可作为优良的抗

褐飞虱资源。与传统的褐飞虱抗性育种相比,应用

分子标记辅助选择技术,可以明显地提高育种的准

确性和效率,从而加速育种进程。
3.2 杂交水稻的褐飞虱抗性改良

李进波等[5]以携带Bph14基因、苗期褐飞虱抗

性鉴定表现中抗水平的R476为父本,与不育系广

占63-4S配制杂交组合广两优476,苗期抗性鉴定

表现中 感 水 平;张 晓[26]对 配 制 的 携 带 Bph14+
Bph15双基因及Bph15单基因共计263份杂交组

合进行苗期抗性鉴定表明,绝大多数组合不抗褐飞

虱,仅有34份杂交组合表现中抗水平,且抗性较好

的多为以广抗13A为母本配制的杂交组合。本研

究结果也表明,3个中选的携带Bph14+Bph15双

基因的抗褐飞虱株系与3个不育系配制的9个杂交

组合,在苗期鉴定均不抗褐飞虱。但是,胡杰等[18]

的研究结果指出,以携带Bph14+Bph15双基因的

明恢63后代株系配制的杂交组合,苗期对褐飞虱表

现中抗或抗性水平。对比发现,抗性水平存在差异

的原因,可能是因为褐飞虱的接虫量不同。由于褐

飞虱是群集性危害的,在选育褐飞虱抗性品种时,应
在较高虫压下进行筛选。本研究中选育的3个

Bph14+Bph15双基因纯合株系,在高虫压下表现

良好的抗性,但是所配杂种几乎是不抗褐飞虱的。
因此,在对Bph14、Bph15基因的利用上,用于纯系

品种,褐飞虱抗性效果是非常好的,本研究中选育的

3个株系具有较好的应用价值;但是,在杂种优势利

用中,Bph14、Bph15基因在杂合状态下表现不抗褐

飞虱,因此要培育抗褐飞虱杂交品种,除了要培育抗

性好的恢复系以外,同时还要选育抗性较好的不育

系,这样才可能配制出抗性好的杂交组合。
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Improvingthebrownplanthopperresistanceofricerestorer
lineR1005withmolecularmarker-assistedselection

YANCheng-ye MAMADOUGandeka ZHUZi-jian MOUTong-min

NationalKeyLaboratoryofCropImprovement/NationalCenterofPlantGeneResearch(Wuhan),

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Brownplanthopper(BPH)isoneoftheseriouspestsinriceproductionofChina.The
breedingofricevarietieswithresistanceagainstBPHisaneffectivewaytocontrolthispest.RicelineB5
carryingtwobrownplanthopperresistancegenesBph14andBph15wasusedasdonorparenttocross
andbackcross withrecipientparentR1005 with molecular marker-assistedselection.Threelines
(CY11711-14,CY11712-5andCY11714-100)carryingBph14andBph15geneswerebredthroughidenti-
fyingtheBPHresistanceandevaluatingmainagronomictraits.Theresultsshowedthatallthreebred
lineswerehighlyresistanttoBPH.Theresultsofevaluatingyield,growthduration,mainagronomicand
qualitytraitsshowedthatCY11712-5andCY11714-100weresimilarastherecipientparentR1005.Both
ninehybridsfromcrossingthreebredlineswiththeQ2A,Chuannong1A,TianfengAandthreebred
lineswerenotresistantangainstBPH,indicatingthatBph14andBph15genesdidnothavethedominant
effectintheexperiment.

Keywords rice;brownplanthopper(BPH);Bph14;Bph15;molecularmarker-assistedselection
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