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　　褐飞虱（犖犻犾犪狆犪狉狏犪狋犪犾狌犵犲狀狊Ｓｔｌ）是一种以稻

属为食的单食性昆虫，为亚洲国家主要水稻害

虫［１］。近年来，我国褐飞虱发生呈加重态势。全国

农业技术推广服务中心病虫测报站的资料表明，

２００６年全国褐飞虱发生面积达２５７６．５万ｈｍ２，成

灾２０万ｈｍ２，损失稻谷１８８万ｔ，其中又以浙江、江

苏、安徽等省最为严重［２］。一直以来，化学防治都

是减轻褐飞虱危害的主要途径，但是农药等化学药

剂的广泛使用不但诱使褐飞虱产生了抗药性，还对

环境造成了污染和破坏［３４］。实践证明，利用水稻

品种自身的抗性是防治褐飞虱危害经济而有效的途

径［５］。

自２０世纪７０年代以来，国内外相继开展了水

稻褐飞虱抗性基因的发掘工作。迄今已确认和报道

的水稻抗褐飞虱基因共２４个，其中１４个为显性基

因，１０个为隐性基因，至少定位了１９个褐飞虱主效

抗性基因［６７］。此外还鉴定了一些重要的抗性

ＱＴＬ［８９］。其中抗褐飞虱的基因共有１１个来自于

野生稻，分别是来源于澳洲野生稻（犗狉狔狕犪犪狌狊

狋狉犪犾犻犲狀狊犻狊）的犅狆犺１０［１０］和犅狆犺１８（ｔ）［１１］；来源于阔

叶野生稻（犗．犾犪狋犻犳狅犾犻犪）的犅狆犺１２（ｔ）［１２］，来源于紧

穗野生稻（犗．犲犻犮犺犻狀犵犲狉犻）的犅狆犺１３［１３］，来源于药用

野 生 稻 （犗．狅犳犳犻犮犻狀犪犾犻狊 Ｗａｌｌ．）的 犫狆犺１２［１４］、

犅狆犺１４
［１５］、犅狆犺１５［８］、犅狆犺１６［１６］、犅狆犺１７［１７］，以及

来源于小粒野生稻（犗．犿犻狀狌狋犪）的 犅狆犺２０（ｔ）和

犅狆犺２１（ｔ）［１８］。由此可见，野生稻是防治病虫害的

天然有益基因库，充分利用野生稻的这些有利基因
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可大大拓宽现有栽培品种的遗传基础［１９２０］。引入

野生稻的抗性基因，对培育抗病虫害的新品种和减

少农药用量、保护环境具有重要意义［２１２３］。

本研究以抗褐飞虱的海南普通野生稻（犗狉狔狕犪

狉狌犳犻狆狅犵狅狀Ｇｒｉｆｆ．）渗入系 ＷＢ０１与感褐飞虱品种

９３１１杂交获得的Ｆ２：３株系为试验材料，通过改进苗

期集团筛选法（ＭＳＳＴ）进行抗褐飞虱鉴定，根据

Ｆ２：３株系的表型平均值和表型变异度推测Ｆ２对应

单株的抗性，结合Ｆ２群体构建的分子标记连锁图

谱，进行水稻褐飞虱抗性的遗传分析与基因定位。

本研究旨在寻找与水稻抗褐飞虱基因相连锁的

ＳＳＲ分子标记，进而深入剖析水稻抗褐飞虱的抗性

遗传规律，以期为分子标记辅助育种和基因克隆奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料

本研究所用材料 ＷＢ０１是抗褐飞虱的海南普

通野生稻与感虫恢复系明恢６３的渗入系（明恢６３／

海南普通野生稻／／明恢６３），与感虫品种籼稻９３１１

于２００６年杂交得到Ｆ１，２００７年自交获得Ｆ２，随机

选取３０３个Ｆ２单株构建分离遗传群体。２００８年春

季在海南每个Ｆ２单株自交得Ｆ２：３株系。

１．２　抗褐飞虱鉴定

２００８年夏季，采用改进的苗期集团筛选法［２４］

对亲本 ＷＢ０１、９３１１及其Ｆ１和Ｆ２：３株系分别进行褐

飞虱抗性鉴定。鉴定所用褐飞虱为杭州地区田间种

群，褐飞虱生物型以１型和２型为主［２５］。为确保各

品种（株系）生长一致，所有供试材料分别浸种催芽。

每个品种（株系）播于玻璃温室鉴定圃内，每个小区

１０个品种（株系）加４个对照（Ｍｕｄｇｏ、ＩＲ２６、ＡＳＤ７

为抗性对照，ＴＮ１为感虫对照），每品种（株系）１行

１５株苗。设两次重复，完全随机排列。待苗长到２

叶１心时，平均每苗接入１～２龄褐飞虱若虫８～１０

头。当感虫品种ＴＮ１死苗率达７０％时，逐日记载

各品种的死苗数，至ＴＮ１全部枯死时评定各品种受

害等级［２６］，褐飞虱抗性鉴定按照中国水稻研究所评

价标准进行［２７］。

１．３　犛犛犚分析

参考郑康乐等［２８］的ＤＮＡ微量提取法，采集苗

期鲜嫩叶片，进行ＤＮＡ的提取和纯化。ＰＣＲ扩增

条件如下：１０μＬ反应体积，含１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ１．０

μＬ，２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１．０μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２

１．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ正、反ＳＳＲ 引物各０．６μＬ，

犜犪狇聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．１μＬ，２０ｎｇ模板ＤＮＡ。

应用 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司的 ＰＴＣ１００进行 ＰＣＲ扩

增，９４℃下预变性２ｍｉｎ；９４℃下变性４５ｓ，根据不

同引物的退火温度分别在５０℃、５５℃、６１℃、６７℃下

退火４５ｓ，７２℃下延伸１ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃

下延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物在６％非变性聚丙烯

酰胺凝胶上恒压电泳，最后用银染法［２９］检测并拍

照。

１．４　混合犇犖犃池的构建

参照 Ｍｉｃｈｅｌｍｏｒｅ等［３０］提出的 ＢＳＡ 法，依据

Ｆ２：３株系的抗性鉴定结果推测Ｆ２对应单株的抗性，

选取Ｆ２极端抗虫单株和感虫单株各１２株，分别抽

提ＤＮＡ并等量混合，建成ＤＮＡ抗虫池和感虫池，

用于筛选与目的基因连锁的分子标记。

１．５　连锁图谱的构建及犙犜犔分析

选取覆盖水稻全基因组的５８６对ＳＳＲ引物（由

上海生工生物工程技术有限公司合成）对亲本进行

多态性筛选。再利用有多态性的引物检测Ｆ２群体

各个单株的基因型。按照常规的 ＭａｐＭａｋｅｒ数据

记录方法［３１］统计带型数据，并利用分析软件

ＭａｐＭａｋｅｒ／Ｅｘｐ３．０ ［３２］和 ＷｉｎｄｏｗｓＱＴＬＣａｒｔｏ

ｇｒａｐｈｅｒ２．０对９３１１／ＷＢ０１Ｆ２群体进行遗传作图和

抗性ＱＴＬ检测及遗传效应分析。将ＬＯＤ值２．０

作为阈值，若标记区间的ＬＯＤ＞２．０，则认为该区间

ＬＯＤ值最高处对应的位点为１ 个抗褐飞虱的

ＱＴＬ。采用 ＭａｐＤｒａｗ２．２［３３］软件绘制局部遗传连

锁图谱。

２　结果与分析

２．１　褐飞虱抗性鉴定与遗传分析

采用改进的苗期集团筛选法对两个亲本、Ｆ１、

Ｆ２：３株系及抗感对照品种进行抗褐飞虱鉴定，结果

显示，亲本 ＷＢ０１表现抗虫（３级），亲本９３１１表现

感虫（９级）。Ｆ１全部不抗，Ｆ２：３株系产生大量抗感

分离，平均受害级别为２．６～９．０，并呈连续分布，其

中很多株系亦表现为感虫（图１）。卡方检验表明，

Ｆ２群体抗感分离符合１∶１５的规律，ＷＢ０１对褐飞

虱抗性受２对隐性基因控制（表１）。

２．２　筛选与抗褐飞虱基因连锁的犛犛犚标记

采用分离集团分析法筛选与抗褐飞虱连锁的

ＳＳＲ标记。选取分布在水稻１２条染色体上的５８６

对ＳＳＲ引物，对亲本 ＷＢ０１和９３１１进行多态性筛

选。结果发现有１４１对引物在亲本间存在多态性，

比 例为２４％；再选用这些引物对抗虫、感虫池进行
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表１　犉２：３株系对褐飞虱的抗性遗传分析

犜犪犫犾犲１．犌犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犫狉狅狑狀狆犾犪狀狋犺狅狆狆犲狉狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犻狀狋犺犲犉２：３犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀．

供试材料

Ｒｉｃｅｍａｔｅｒｉａｌ

抗褐飞虱株系数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔｌｉｎｅｓ

感褐飞虱株系数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｌｉｎｅｓ

比值

Ｒａｔｉｏ
χ
２ 犘

Ｆ２：３ ２１ ２８２ １∶１５ ０．５２９ ０．３０－０．５０

图１　３０３个Ｆ２：３株系褐飞虱抗性级别的频率分布

Ｆｉｇ．１．Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｂｒｏｗｎｐｌａｎｔｈｏｐｐｅｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓｃａｌｅｓｏｆｔｈｅ

３０３ｌｉｎｅｓｏｆＦ２：３ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．

筛选，其中有３对引物在抗感池间表现出多态性，它

们分别是位于第４染色体上的ＲＭ２６１、ＲＭ８２１２和

第８染色体上的 ＲＭ２６５５。选用这３对特异性引

物，并增加上述标记位置附近具多态性的ＳＳＲ引

物，对Ｆ２群体进行ＰＣＲ扩增。图２、图３分别为位

于第４、第８染色体的引物ＲＭ２６１和ＲＭ２６５５在亲

本 ＷＢ０１、９３１１及部分Ｆ２单株的ＰＣＲ扩增结果。

利用 ＷｉｎｄｏｗｓＱＴＬＣａｒｔｏｇｒａｐｈｅｒ２．０进行复

合区间作图分析，在第４染色体和第８染色体上各

检测到１个抗褐飞虱ＱＴＬ，分别位于标记ＲＭ８２１２

－ＲＭ２６１、ＲＭ２６５５－ＲＭ３５７２，ＬＯＤ值分别为２．９２

和３．１５，贡献率分别为１１．３％和１４．９％。各ＱＴＬ

的加性效应推测结果显示，增强抗性的基因效应均

来自于亲本 ＷＢ０１，故我们暂将这两个抗性位点命

名为犫狆犺２２（ｔ）和犫狆犺２３（ｔ）。

３　讨论

野生稻是现代栽培水稻的祖先种，蕴含丰富的

遗传变异。同时，它由于长期处于自然环境，经受了

漫长的自然选择而生生不息，是天然的抗性基因库。

所以通常认为，在野生稻中发现抗病虫害基因的几

率要比在驯化的栽培稻中约大５０倍，而且有的可能

是某种病虫害的唯一抗源［３４３５］。加之栽培稻抗虫

资源的稀缺性，发掘野生稻抗虫基因就显得尤为重

要。因此，野生稻抗褐飞虱种质的发掘、鉴定和基

图２　亲本 ＷＢ０１、９３１１及部分Ｆ２单株ＲＭ２６１（第４染色体）的ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．２．ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＲＭ２６１ｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ４ｆｏｒｐａｒｅｎｔｓａｎｄｐａｒｔｉａｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｏｆＦ２ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ．

Ｍ－标准分子量；ＰＲ－抗虫亲本 （ＷＢ０１）；ＰＳ－感虫亲本 （９３１１）。图３同。

Ｍ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；ＰＲ，Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｐａｒｅｎｔ（ＷＢ０１）；ＰＳ，Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｐａｒｅｎｔ（９３１１）．ＴｈｅｓａｍｅａｓｉｎＦｉｇ．３．

图３　亲本 ＷＢ０１、９３１１及部分Ｆ２单株ＲＭ２６５５（第８染色体）的ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．３．ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＲＭ２６５５ｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ８ｆｏｒｐａｒｅｎｔｓａｎｄｐａｒｔｉａｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｏｆＦ２ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ．
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表２　抗褐飞虱犙犜犔定位结果

犜犪犫犾犲２．犆犺狉狅犿狅狊狅犿犪犾犾狅犮犪狋犻狅狀狊狅犳犙犜犔犳狅狉犫狉狅狑狀狆犾犪狀狋犺狅狆狆犲狉狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲．

ＱＴＬ
标记区间

Ｍａｒｋｅｒｉｎｔｅｒｖａｌ

染色体

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ＬＯＤ

贡献率

Ｖａｒｉａｎｃｅｅｘｐｌａｉｎｅｄ／％

加性效应

Ａｄｄｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ

犫狆犺２２（ｔ） ＲＭ８２１２－ ＲＭ２６１ ４ ２．９２ １１．３ －１．０２

犫狆犺２３（ｔ） ＲＭ２６５５－ ＲＭ３５７２ ８ ３．１５ １４．９ －１．４６

图４　两个抗褐飞虱ＱＴＬ犫狆犺２２（ｔ）和犫狆犺２３（ｔ）在水稻第４和第

８染色体上的位置

Ｆｉｇ．４．ＬｏｃａｔｉｏｎｓｏｆｔｗｏＢＰＨｒｅｓｉｓｔａｎｃｅＱＴＬｓ犫狆犺２２（ｔ）ａｎｄ

犫狆犺２３（ｔ）ｏｎｒｉｃｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ４ａｎｄ８．

因分析是水稻抗褐飞虱分子育种的基础。

本研究结果表明，海南普通野生稻的渗入系

ＷＢ０１对褐飞虱的抗性受两对隐性基因犫狆犺２２（ｔ）和

犫狆犺２３（ｔ）控制，分别位于第４和第８染色体上。在

已报道的抗褐飞虱基因中，位于第４染色体上的隐

性抗性基因分别为犫狆犺１２
［１４］和犫狆犺１８（ｔ）［３６］，我们

用犫狆犺２２（ｔ）分别与之进行比对，发现它们不在同一

区域，且物理距离较远。吴昌军等［５］利用水稻ＤＨ

群体在苗期对褐飞虱抗性的检测中，检测到在第８

染色体上有一个抗性 ＱＴＬ，并定位于 ＲＭ１５２和

ＲＭ３１０区域。通过与已经发表的遗传图谱进行比

较，本研究在第８染色体上检测到的犫狆犺２３（ｔ）也在

ＲＭ１５２和ＲＭ３１０区域内。由此可以推测，吴昌军

等［５］在第８染色体上检测到的抗性ＱＴＬ与本研究

检测到的位于ＲＭ３１０附近的 ＱＴＬ很可能在同一

区域。但是否是同一抗性基因，尚需进一步的验证。
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