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摘要 借助高效液相色谱( HPLC)技术, 研究了 130份对褐飞虱生物型!具有不同抗性水平的水稻样品
( 26 个品种)中 13 个次生物质含量(峰面积)的差异;运用主成分分析和多元回归分析, 建立了水稻品种抗

性级别的预测模型: Y = 3 4593- 0 02491X 1+ 0 08475X 2- 0 04227X 8+ 0 1174X 12. 结果表明, 水稻的抗

性水平与峰面积值之间极显著相关( r 2= 0 84, P < 0 01) , 峰 1、峰 2、峰 8、峰 12 对应的次生化合物是影响

水稻对褐飞虱生物型!抗性水平的主要抗原次生化合物; 水稻品种中起抗虫作用的抗原次生物质不止一

种, 而是几种的组合,而且它们对水稻抗虫性的贡献权重是不完全相同的.
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By the met hod of high perfo rmance liquid chromatography ( HPLC) , this paper studied the contents of 13 sec

ondar y compounds from 130 samples of 26 r ice varieties resistant to brown planthopper ( BPH) Nilapar vata lu

gens bio type ! . A prediction model was established through pr incipal component analysis and multiple regression

analysis: Y = 3 4593- 0 02491X 1+ 0 08475X 2- 0 04227X 8+ 0 1174X 12 . The relationships between the

BPH resistant level of rice varieties and the area values of chromatographic peaks w ere significant ( r 2= 0 84, P

< 0 01) . The results demonstrated t hat Peak 1, Peak 2, Peak 8 and Peak 12 w ere the major secondary com

pounds affecting the resistance to BPH biotype ! , which suggested that the BPH resistance of the varieties came

from the action of several secondar y compounds that varied in contribution to the r esistance.
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1 引 言

作物抗虫性本质上是一个植物防御问题[ 18, 22] ,

其中植物次生化合物起着重要的作用[ 6, 14, 17] .从 20

世纪 50 年代发现抗多种病虫害的重要物质丁布

(DIMBOA)等羟基肟酸类及其衍生物以来, 包括水

稻在内的禾本科作物的抗原次生化合物的研究表

明,在禾本科作物中,不同品种的抗性差异与植株中

抗原次生化合物的含量高低有密切的关系
[ 1, 15]

. 1

种次生物质可能同时与作物品种的抗草性、抗虫性

和抗病性有关[ 16] ;作物品种中抗性水平也可能与多

种抗原次生化合物有关, 它们的相互作用会影响到

作物品种的抗性水平[ 2, 5] .因此,利用特征次生化合

物作为标记来评价作物品种的抗性水平是可行

的[ 13] .在水稻化感潜力研究中, 抗草水稻品种中存

在的糖甙黄酮、糖甙氧肟酸、间糖甙长链烃基苯酚等

次生代谢物质被认为是与抗草有关的抗原次生化合

物[ 7] .然而,次生化合物对抗性的重要性在以往的

研究中并未充分揭示, 更未曾利用它们作为指标来

实际评价水稻品种对褐飞虱( Nilapar vata lugens )

的抗性水平.

抗性品种的应用和推广一直是控制水稻褐飞虱

种群发展的最经济有效而又不污染环境的办法, 而

抗虫性的鉴定是一切抗虫育种研究的基础
[ 9, 21, 22]

.

无论是传统的杂交育种方法还是现代的转基因育种

技术,最终都要通过抗性鉴定来筛选抗性. 目前, 我

国抗褐飞虱水稻品种的苗期筛选方法均采用国际水

稻研究所 ( IRRI ) 的标准苗期集团筛选法 (简称

SSST 法)
[ 3, 11]

,虽然近年来国内外不少学者对此法

作了修改[ 12, 19] ,但改不离宗, 抗虫性的筛选仍包括

养虫、接虫、鉴定等环节,费时费力,而且抗虫鉴定还

受虫源、气候、筛选方法等因素的干扰, 而影响鉴定

结果. 因此,寻求快速、简捷、准确、稳定的抗性鉴定

新方法或新途径, 一直是各国抗性育种和昆虫学工
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作者所关注的焦点.

我们前期的研究发现, 在抗虫和感虫水稻品种

中,叶片组织中的一些次生化合物组合和含量都存

在差异.因此, 本研究借助 HPLC 技术检测水稻中

的次生物质,同时考虑多种次生物质对水稻抗性的

可能影响,运用多元分析方法,分析、鉴别和水稻对

褐飞虱生物型!抗性水平密切相关的色谱峰, 由此

建立回归模型鉴定和预测水稻品种的抗性水平, 指

导抗性选育.

2 材料与方法

2 1 水稻品种

供试 130 份样品中的 20 个栽培稻品种均来源于广西农

业科学院植物保护所抗虫育种课题组, 6 个野生药稻品种由

华南农业大学植物分子育种研究中心提供.品种苗期抗性级

别鉴定采用已建立的方法[ 19] , 并参照国际水稻所抗褐飞虱

评级标准,即 0 级: 免疫; 1 级:高抗( 0 1~ 1 9) ; 3 级: 抗( 2 0

~ 3 9) ; 5 级:中抗( 4 0~ 5 9) ; 7 级: 中感 ( 6 0~ 7 9) ; 9 级:

高感( 8 0~ 9 0) .

2 2 样品处理

将54 cm # 37 cm # 15 cm 的塑料方盆分成 12 个小方

格,水稻种子洗净、催芽后,各品种随机分播于塑料盆的各小

方格中,每品种 5 个重复,每重复播 10 粒种子.在网室中培

养,每天补充足够的水分, 待水稻植株长到 3 叶期,每重复选

取 5 株健壮植株 ,叶片剪碎、混匀、缩分后, 称取鲜样 106 7

∃ 0 2 mg, 用 5 ml甲醇浸泡 12 h, 取其上层清液, 挥发干溶

剂,加入 5 ml体积分数为 50% 的甲醇水溶液, 重新溶解, 作

为测试样品,用 HPLC 进行测定.

2 3 HPLC 测定的色谱条件

样品在HP1100 高效液相色谱仪上采用 C18反相柱( Hy

persil ODS 5 m, 4 0 mm # 250 mm) ,以 1%乙酸水溶液 ( A )

和乙腈( B)的混合溶剂为梯度洗脱的流动相进行测定. 色谱

条件主要参照 Mattice等[ 13]和孔垂华等[ 7]的方法.为提高各

谱峰分离度 ,本研究对他们的方法作了改进, 将流动相梯度

调整为:在 1 5 ml%min- 1流速下, 以 8% B 洗脱 3 min 后, 在

22 min 内提高到 35% B,再在 4 min 内继续提高到 80% B,

最后在 11 min 内降回 8% B, 共运行 40 min. 采集前 30 min

的色谱数据 ,确定相应色谱峰的保留时间和面积积分. 进样

量 10 l,紫外检测 OD320值.

2 4 数据分析

谱图中保留 10~ 14 6 min 的 13 个谱峰的峰面积值用

于数据分析.运用主成分分析法 ( PCA )对这 13 个谱峰进行

研究, 以便确定其中与抗褐飞虱有关的主要谱峰. 同时对抗

性级别值和这 13 个峰的峰面积值进行多元回归分析, 以确

定这些主要谱峰对水稻抗虫性的相对贡献. 采用 SAS 统计

软件( 6 12 版)进行统计分析和统计检验.

3 结果与分析

3 1 抗 感品种的HPLC 谱图差异

在本研究的色谱条件下, 所测样品的 HPLC 谱

峰主要集中在 10~ 16 min内. 褐飞虱典型抗 感水

稻品种的HPLC 谱图见图 1. 供试的 19个栽培稻品

种在 10~ 14 6 min内均能检测到分离较好的 13个

峰.所有峰面积值经邓肯氏新复极差分析表明, 供试

的品种中存在种间差异(表 1) .这种差异并不是简

单的有无某个峰(对应某种次生物质组分)的差异,

而更主要的是种间这些物质含量及组合上的差异.

图 1 褐飞虱生物型!抗感水稻品种的HPLC谱图

Fig. 1 HPLC ch romatograms of resistant an d susceptible variet ies to

BPH biotype !

3 2 抗原次生物质含量与品种抗性的关系

经主成分分析, 并综合考虑各因子对前 3个主

分量(反映了总信息量的 89 59%)的负荷量及这 3

个主分量所包含的信息百分比, 可见峰 1、峰 2、峰

8、峰 12对应的组分对前 3个主分量贡献相对都较

大,它们可能是影响水稻对褐飞虱生物型!抗性的
主要抗原次生物质.对品种的抗性级别值和这 13个

峰的峰面积值进行多元回归分析, 得到最优回归方

程:

Y = 3 4593- 0 02491X 1+ 0 08475X 2

- 0 04227X 8+ 0 1174X 12

式中, Y 为水稻对褐飞虱生物型 !的抗性级别值,

X 1、X 2、X 8、X 12分别为峰 1、峰 2、峰 8、峰 12的峰面

积值.

方差分析和各参数检验结果表明, 拟合的回归

方程中抗性级别值 Y 与峰 1、峰 2、峰 8、峰 12的峰

面积值 X 1、X 2、X 8、X 12之间回归极显著( r
2= 0 84,

F= 18 07, P< 0 01) ; 各回归参数估计值的假设检

验结果也都差异极显著(表 2) ,该模型能很好地拟

合次生物质含量与水稻抗性级别之间的关系.此结
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表 1 19个水稻品种对褐飞虱生物型!的抗性级别值与 HPLC谱峰峰面积

Table 1 Scales of 19 rice varieties resistant to BPH biotype ! and area value s of their HPLC chromatographic peaks

品 种

V ariety

抗性级别

Resistant

score

峰面积值Area values of the HPLC chromatographic peaks

峰 1

Peak 1

峰 2

Peak 2

峰 3

Peak 3

峰 4

Peak 4

峰 5

Peak 5

峰 6

Peak 6

峰 7

Peak 7

峰 8

Peak 8

峰 9

Peak 9

峰 10

Peak 10

峰 11

Peak 11

峰 12

Peak 12

峰 13

Peak 13

IR9828 41 2 1 3 0 112 7cd 5 3ef 6 9ef 192 6bc 50 3 cde 71 8cdefg 27 2cd 63 1de 92 1c 351 0b 15 3cdef 34 3fgh 20 6efgh

IR36 3 0 132 4c 10 7def 10 5ef 215 5bc 55 7bcd 75 8cdef 29 9cd 82 7cd 86 9cd 415 8a 14 9cdef 43 5efgh 23 6efg

A SD7 3 0 233 9b 32 4c 35 0c 60 5defgh 77 4a 130 8 a 135 7b 170 4b 45 3g 192 9efg 12 9defg 92 4bc 82 8b

Ptb33 3 0 296 4a 67 6a 103 6a 10 7i 67 6 ab 136 9 a 150 9b 244 9a 14 5l 222 3e 23 5ab 97 8b 61 8c

IR13240 3 9 3 3 3 3 3 107 8cd 16 8def 22 0 d 69 7def 58 6bc 84 1cd 18 4cd 92 0cd 57 2f 210 1ef 14 9cdef 42 9dfgh 23 2efg

IR13427 69 1 2 2 1 3 5 94 2cde 4 8ef 4 6f 187 3bc 38 4efg 54 3fgh 75 1c 90 1cd 1 05 7b 287 4c 19 6bc 56 9def 5 4i

IR21567 9 2 2 2 1 3 5 109 1cd 6 7ef 8 0ef 168 4 c 33 6fg 72 0cdefg 35 6cd 60 5de 57 6f 358 4b 15 8cde 40 2fgh 5 5i

KAU1675 3 6 87 0cde 9 5def 11 0ef 27 3ghi 30 3fg 46 2h 236 4a 109 3c 18 2kl 229 8cde 15 8cde 65 6de 15 5fghi

IR9828 94 3 3 8 112 9cd 9 3def 8 9ef 304 5a 43 6def 69 4cdefgh 33 2cd 91 3cd 121 8a 430 9a 14 6cdef 51 2defg 24 3ef

IR39379 190 2 2 3 1 3 9 110 3cd 7 3ef 8 7ef 72 3 de 49 0 cde 79 4cde 155 3b 153 8b 38 5ghij 286 5c 19 0bcd 72 8cd 44 2d

IR42015 8 3 3 2 2 4 4 42 0f 3 1f 4 6f 38 7 efghi 31 9fg 62 6defgh 9 7d 37 4e 46 5fg 125 0hi 9 3fgh 28 0gh 10 7ghi

KANNAGI 4 5 73 0def 5 8ef 8 3ef 20 0i 67 8 ab 106 5b 25 3cd 64 8de 32 3hij 109 3hi 8 1gh 43 8efgh 28 9e

IR9129 209 2 2 2 3 4 6 33 1f 1 8f 3 3f 27 1ghi 26 5g 53 0fgh 9 1d 31 3e 40 0ghi 148 0h 11 1efgh 22 6h 11 4fghi

IR19728 9 3 2 4 8 58 8ef 2 3f 5 4f 10 2i 51 2 cde 90 6bc 38 4cd 63 0de 30 0ij 158 1fgh 14 5cdef 49 4efg 32 2e

IR15795 151 2 3 2 2 4 8 44 1f 1 7f 3 0f 62 4defg 32 5fg 54 5efgh 5 1d 30 9e 77 8de 153 5fgh 7 3gh 25 6h 9 1hi

IR15529 2 56 1 4 8 32 2f 1 7f 3 2f 35 9fghi 30 5fg 55 4efgh 5 3d 31 8e 49 0fg 113 0hi 6 7h 24 4h 8 9hi

S512B 199 5 3 32 0f 3 6f 7 1ef 8 2i 31 3fg 49 4h 11 5d 41 2e 42 6gh 83 4i 10 9efgh 40 3fgh 22 4efg

M udgo 8 0 280 4a 46 4b 51 7 b 25 3i 81 6a 127 9 a 261 8a 211 3a 27 7jk 274 1 cd 27 2a 136 2a 61 4c

TN 1 9 0 106 7cd 12 9de 16 2de 88 0d 39 0efg 58 8efgh 274 1a 161 5b 75 1e 229 6cde 29 0a 110 9b 102 7a

同列字母相同者在 0 05 水平上差异不显著Means follow ed by the same letter in each column are not significantly different ( P< 0 05) .

果与主分量分析的结果正好能相互印证. 由模型可

见,这些次生物质对水稻抗性的贡献有些为正,有些

则为负.峰 1、峰 8对应的次生物质含量的增加将降

低水稻对褐飞虱生物型 !的抗性级别值, 即增强水

稻的抗性; 而峰 2和峰 12 的作用则相反. 次生物质

含量对水稻抗性水平的综合影响以及相对贡献率,

都可以从模型中定量地反映出来. 因此,有可能利用

此模型来鉴定和预测水稻品种对褐飞虱生物型!的

抗性水平.

表 2 回归模型的参数估计值

Table 2 Parameter estimates of the regression model

变量
Variable

参数估计值
Parameter
est imate

F P 确定系数
Coef ficient

of determinat ion

截距 Intercept 3 4593 58 99 0 0001
X 1 - 0 02491 11 68 0 0042
X 2 0 08475 7 44 0 0164
X 8 - 0 04227 14 18 0 0021
X 12 0 1174 55 68 0 0001

模型 Model 18 07 0 0001 0 8377

选择未参与模型拟合的褐飞虱生物型!抗性品
种:药用野生稻和栽培稻广东推广品种& 佛山油粘∋

对这一模型作了的验证(表 3) .

3 3 抗性预测模型的验证

广西药用野生稻对褐飞虱生物型!普遍具有较

高抗性[ 8] ,模型预测的结果与此吻合. 被检测的 6份

广西药稻,除广西蒙江药稻预测处于中抗水平外, 其

余均预测为抗或高抗.栽培稻的验证结果也较理想.

生测结果表明, 推广品种&佛山油粘∋对褐飞虱生物
型!的抗性处于中抗临界值, 模型预测的结果也是

中抗水平.

表 3 检验品种抗性级别的生测值和拟合值比较

Table 3 Bioassay scores and the simulated scores for the BPH resistance

of different rice varieties

品 种
Variety

生测值
Bioassay score

拟合值
Simulated score

佛山油粘 Fushanyouzhan 5 7 4 7

广西倒水药稻 Oryza of f i cinal is
f rom Daoshui Guangxi

- 2 5

广西华堂药稻 Oryza of f i cinal is
f rom Huatang Guangxi

- 3 9

广西夏鄂药稻 Oryza of f i cinal is
f rom Xiae Guangxi

- 3 1

广西蒙江药稻 Oryza of f i cinal is
f rom Mengjiang Guangxi

- 5 3

广西横江药稻 Oryza of f i cinal is
f rom Hengjiang Guangx i

- 3 7

广西石桥药稻 Oryza of f i cinal is
f rom Shiqiao Guangxi - 1 5

4 讨 论

褐飞虱是取食水稻韧皮部液汁的. 与感虫品种

相比,褐飞虱在抗虫品种上有较高的刺探频率和较

低的刺吸作用,表明褐飞虱对抗性品种的刺吸作用

受味觉刺激的控制[ 9] . 而挥发性物质主要影响昆虫

的趋性等行为,其作用依赖于昆虫嗅觉器官对它们

的识别[ 4, 10, 20] . 因而笔者认为, 稻株中非挥发性次

生物质对品种抗性的影响,可能比挥发性物质的影

响更为重要. 本研究借助HPLC,有选择地分析了稻

株中强极性、非挥发性组分与品种抗性之间的关系.

结果表明,品种抗性确与被分析的非挥发性组分的

含量及组合密切相关,其中峰 1、峰 2、峰 8 和峰 12

是影响水稻抗褐飞虱生物型 !性能的主要物质. 这

4个次生物质组分对水稻抗性的贡献有些为正, 有

些则为负.它们的贡献权重也是各不相同的,不能简
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单加和.与水稻化感作用、黄酮类物质对褐飞虱的刺

激刺探作用一样[ 2, 5, 7] ,水稻的抗虫性也是多种次生

物质共同作用的结果. 对比抗草品种的 HPLC 谱图

可初步确定,峰 8、峰 12 可能同时与水稻抗草性有

关[ 7] .峰 1和峰 2则未见相关报道.

由于液相色谱仪的检测前处理简单,每一样品

分析运行时间短,只需极少量的叶片组织,以不损害

水稻植株的方式即可完成谱峰检测和抗性鉴定. 本

文通过一些品种的验证表明, 通过建立回归模型来

鉴定和预测水稻的抗性水平是可行的. 该方法可用

于大量筛选含有抗原次生化合物的抗性品系, 使杂

交后代抗性植株的鉴定与筛选变得容易, 大大缩短

抗性品种的育成周期,为建立快速、简捷、准确、稳定

的水稻 3叶期抗性鉴定方法提出了新途径.
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