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摘　要：利用携有犅狆犺１８（ｔ）基因抗褐飞虱材料与感虫材料之间在抗虫位点上的单核苷酸差异，成功开发出１个ＳＴＳ标记

ＫＣ１。该标记可以准确区分含或不含抗虫基因犅狆犺１８（ｔ）的基因型。进一步构建扬稻６号（９３１１）［不含犅狆犺１８（ｔ）基因，感褐

飞虱］／Ｃ４０６４［携有犅狆犺１８（ｔ）基因］的Ｆ２群体进行抗虫鉴定，同时使用ＫＣ１标记检测Ｆ２群体单株的基因型。根据分子标记

检测结果与抗虫表现之间的符合程度推算出标记的选择效果达到了８２．６％。研究结果表明，ＫＣ１标记有较高的目的基因选

择效率，可以应用于扬稻６号遗传背景下犅狆犺１８（ｔ）基因的分子标记辅助选择。
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　　水稻褐飞虱［犖犻犾犪狆犪狉狏犪狋犪犾狌犵犲狀狊（Ｓｔｌ）］是一

种单食性水稻害虫，属同翅目飞虱科（Ｈｏｍｏｐｔｅｒａ：

Ｄｅｌｐｈａｃｉｄａｅ）。２０世纪７０年代以来，水稻生产方式

的改变和良种推广，导致氮肥的大量施用和品种遗

传背景的日益单一，褐飞虱逐渐成为亚洲水稻的头

号害虫，给水稻生产造成了严重的损失［１］。仅２００５

年我国华东４省稻区的虫害大发生就造成近２５亿

ｋｇ稻谷损失
［２］。目前，生产上主要采取施用化学农

药和利用品种抗性控制褐飞虱危害。化学农药虽能

在一定程度上控制虫害的发生，但同时也造成环境

污染，而且还杀死褐飞虱天敌，诱使褐飞虱产生抗药

性，最终导致褐飞虱危害更加猖獗［３］。生产实践证

明，利用水稻品种本身的抗虫性是最经济、有效和

环保的控制途径。至今，已经发掘和鉴定了２１个抗

褐飞虱主效基因，其中１８个被定位在水稻不同染色

体上［４５］，但还未见有抗褐飞虱基因被克隆的报道。

收稿日期：２００９０９２５；修改稿收到日期：２００９１２０３。

基金项目：国家８６３计划资助项目（２００６ＡＡ１０Ｚ１Ｂ７）；中央级公益

性科研院所基金资助项目（２０６０３０２２０８）。

第一作者简介：梁云涛（１９７５－），男，硕士，助理研究员，Ｅｍａｉｌ：

ｌｉａｎｇｙｔ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ；王春连（１９６２－），女，博士，副研究员，Ｅｍａｉｌ：

ｗａｎｇｃｈｌ＠ｍａｉｌ．ｃａａｓ．ｎｅｔ．ｃｎ。

４４２

中国水稻科学（犆犺犻狀犑犚犻犮犲犛犮犻），２０１０，２４（３）：２４４～２５０

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１７２１６．２０１０．０３．００６



在生产上，育种家已选育了一系列含有犅狆犺１、犫狆犺２

和犅狆犺３等抗褐飞虱基因的水稻品种，它们的推广

应用曾有效地控制了褐飞虱的暴发。然而，由于褐

飞虱生物型的改变，大多数抗虫品种在长期推广应

用后，已丧失或正面临抗性丧失［６］。因此，必须加

快培育含有抗褐飞虱新基因的水稻品种，以满足水

稻生产的需要。

由于抗虫性鉴定的复杂性和实施困难，限制了

水稻抗褐飞虱品种的育种效率。随着分子生物学的

发展，建立在ＤＮＡ基础上的分子标记技术以其准

确、快捷、不受植物生长时期限制等优点而被广泛运

用于性状辅助选择、品种特征鉴定和抗源筛选等研

究领域。例如，李进波等［７］应用分子标记选择技

术，将抗褐飞虱基因犅狆犺１４和犅狆犺１５聚合，培育出

抗褐飞虱的优良水稻株系。分子标记辅助育种技术

具有选择效率高、预见性强、操作简单方便等优点，

尤其在针对较难鉴定的性状进行品种选育方面更具

有明显的优势。它的应用可以大大加快育种进程，

是今后水稻育种发展的重要方向。

犅狆犺１８（ｔ）基因是一个广谱高抗褐飞虱的显性

主效基因，高抗我国褐飞虱种群生物型１和生物型

２，在水稻抗褐飞虱育种上具有广阔的应用前景。

Ｊｅｎａ等［８］将该基因定位在水稻第１２染色体上，并

找到了与该基因紧密连锁的分子标记７３１２．Ｔ４Ａ。

２００６年以来，我们利用分子标记辅助选择，将

犅狆犺１８（ｔ）基因导入扬稻６号（９３１１）等品种并与

犡犪２３、犘犻９等优异抗病基因聚合以培育抗病虫的优

良杂交稻恢复系。但由于７３１２．Ｔ４Ａ标记为ＣＡＰＳ

标记，不便于在分子标记辅助育种实践中应用。因

此，本研究将７３１２．Ｔ４Ａ标记成功转化为１个ＳＴＳ

标记，并构建含有犅狆犺１８（ｔ）基因的水稻Ｆ２分离群

体，随后开展Ｆ２植株的分子标记和抗虫表型鉴定，

以验证新标记的有效性，为犅狆犺１８（ｔ）基因的快速鉴

定提供便捷、有效的分子检测手段。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　水稻材料

Ｃ４０６４是携有抗褐飞虱基因犅狆犺１８（ｔ）的籼稻

亲本材料，由国际水稻研究所Ｊｅｎａ博士提供。扬稻

６号是不含犅狆犺１８（ｔ）基因的超级杂交稻恢复系，由

湖北省农业科学院戚华雄先生提供。以扬稻６号为

母本与Ｃ４０６４杂交获得Ｆ１，自交获得Ｆ２群体，其中

２个Ｆ２群体（分别编号为４０２３和４０２７）用于本试

验。用于抗虫鉴定实验的感虫对照ＴＮ１是不含抗

褐飞虱基因的感虫水稻材料；抗虫对照品种 Ｍｕｄｇｏ

和ＩＲ５６分别含有犅狆犺１和犅狆犺３抗虫基因。

１．１．２　褐飞虱虫源

２００７年９月从浙江富阳田间采集的田间褐飞

虱种群室内繁殖６～７代后用于本实验。

１．１．３　ＰＣＲ引物

本研究使用了３条ＰＣＲ引物。其中ＣＡＰＳ标

记７３１２．Ｔ４Ａ的１对引物７３１２．Ｔ４ＡＦ（５′ＡＣＧＧＣ

ＧＧＴＧＡＧＣＡＴＴＧＧ３′）和７３１２．Ｔ４ＡＲ（５′ＴＡＣＡ

ＧＣＧＡＡＡＡＧＣＡＴＡＡＡＧＡＧＴＣ３′）由Ｊｅｎａ等［８］

开发。本研究设计了另一条引物ＫＣ１Ｆ（５′ＧＣＣＡ

ＧＡＧＧＡＡＣＡＴＧＣＧＣＴＡＴ３′）。ＫＣ１Ｆ与７３１２．Ｔ４

ＡＲ组合成１对标记引物，可在水稻品种扬稻６号

等遗传背景中特异检测犅狆犺１８（ｔ）基因，从而成功将

ＣＡＰＳ标记７３１２．Ｔ４Ａ 转化为ＳＴＳ标记（命名为

ＫＣ１）。引物由上海生工生物工程技术有限公司合

成。

１．２　方法

１．２．１　ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增

参考 ＭｃＣｏｕｃｈ等［９］的方法提取水稻苗期叶片

的ＤＮＡ。ＰＣＲ反应体系（总体积２０μＬ）：１０×ｂｕｆｆ

ｅｒ（含 ＭｇＣｌ２）２μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１．２μＬ，１０

μｍｏｌ／Ｌ正、反向引物各０．３μＬ，５Ｕ／μＬ犜犪狇酶０．２

μＬ，１００ｎｇ／μＬＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１５μＬ。扩

增反应程序：９４℃下预变性３ｍｉｎ；９４℃下变性１

ｍｉｎ，５５～６０℃下退火１ｍｉｎ，７２℃下延伸１ｍｉｎ，循

环３５次；最后７２℃下再延伸１０ｍｉｎ。扩增反应均

在ＰＴＣ２００ＰＣＲ扩增仪上完成。根据片段大小差

异，扩增产物在不同浓度的琼脂糖凝胶电泳中检测。

１．２．２　犎犻狀ｆⅠ 酶切反应

用７３１２．Ｔ４Ａ 标记分别扩增水稻亲本 Ｃ４０６４

和扬稻６号基因组ＤＮＡ，取８μＬ扩增产物用于琼

脂糖凝胶电泳检测；余下１０μＬ扩增产物进行限制

性内切酶 犎犻狀ｆⅠ 酶切反应，反应体系（总体积２０

μＬ）：犎犻狀ｆⅠ 酶１μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ＰＣＲ产物

１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。将反应液混匀，在３７℃下酶

切３ｈ。用１．２％琼脂糖凝胶检测酶切产物。

１．２．３　抗虫鉴定材料的田间布局

抗虫鉴定在中国水稻研究所富阳实验基地完

成。Ｆ２分离群体４０２３和４０２７、抗感亲本Ｃ４０６４和

扬稻６号以及抗感虫对照材料同时催芽播种，先在
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图１　Ｆ２ 群体及其亲本的布局

Ｆｉｇ．１．ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＦ２ｐｌａｎｔｓ，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｖａｒｉｅｔｙｐｌａｎｔｓｉｎｆｉｅｌｄ．

☆－ＴＮ１；●－Ｍｕｄｇｏ；○－ＩＲ５６；△－抗虫亲本Ｃ４０６４；▲－感虫亲本扬稻６号；◇－４０２３群体的Ｆ２植株；“－”－ 缺苗。上下方数字

为列号；左右方数字为行号。

☆，ＴＮ１；●，Ｍｕｄｇｏ；○，ＩＲ５６；△，Ｃ４０６４（ｒｅｓｉｓｔａｎｔｐａｒｅｎｔ）；▲，Ｙａｎｇｄｏｎｇ６（９３１１）（ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｐａｒｅｎｔ）；◇，ＩｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｏｆｔｈｅＦ２

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ４０２３；“－”，Ｓｅｅｄｌｉｎｇｓｄｉｅｄ．Ｎｕｍｂｅｒｓａｒｏｕｎｄｔｈｅｍａｐｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒｏｆｒｏｗｓｏｒｌｉｎｅｓ．

无虫网室育苗，不使用任何杀虫剂，按常规水稻育苗

方式进行肥水管理。

２５ｄ秧龄时，单株移栽至褐飞虱鉴定圃中，移

栽密度约１０ｃｍ×２０ｃｍ，其中４０２３群体及其亲本

对照置于同一个鉴定池中（图１），４０２７及其亲本置

于另一个鉴定池，布局同４０２３群体。移栽好的鉴定

池罩上防虫网防止其他害虫进入。接虫前，每株稻

苗剪取１～２片叶片，编号后保存于－８０℃冰箱中供

分子检测。

１．２．４　接虫方法及抗虫评价标准

稻苗移栽约１５ｄ后完全成活，接入初羽化褐飞

虱成虫，密度为每株（分蘖）水稻接１头雌虫和１～２

头雄虫。接虫后３ｄ内，每天用小木棒轻轻扫动稻

苗以使鉴定圃中的虫口尽量分布均匀。试验期间，

若试虫死亡而虫口密度过低，需适当补充虫源。

按表１标准，待感虫对照ＴＮ１受害达７级时，

开始每日记载各供试水稻及其对照品种的受害级别

和达到９级的日期，直至ＴＮ１及感虫亲本受害级别

达９级。各供试稻株及对照抗虫级别的判断以距离

最近的ＴＮ１受害级别达到９级时为准。

　　实验中，抗感亲本均设置多次重复，在统计分析

其受害级别时，通过计算平均受害等级评价其总体

抗虫性，计算公式如下：

犕＝
（犖１×犔１＋犖２×犔２＋…＋犖狓×犔狓）

（犖１＋犖２＋…＋犖狓）
。

其中，犕 为平均受害等级；犔狓为亲本单株受害等级

的实验观察值；犖狓为表现为相同受害等级犔狓的亲

本植株数。

表１　褐飞虱为害后稻苗受害等级评定标准

犜犪犫犾犲１．犛狋犪狀犱犪狉犱犳狅狉犪狊狊犲狊狊犻狀犵狏犻犮狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳狉犻犮犲犱犪犿犪犵犲犱犫狔犫狉狅狑狀狆犾犪狀狋犺狅狆狆犲狉．

稻苗受害等级

Ｄａｍａｇｅｓｃａｌｅｏｆｒｉｃｅ

稻苗受害状况

Ｄａｍａｇｅｓｔａｔｕｓｏｆｒｉｃｅ

０ 未受害 Ｎｏｄａｍａｇｅ

１ 受害轻微Ｓｌｉｇｈｔｄａｍａｇｅ

３ 植株第一、二片叶黄化Ｔｈｅｆｉｒｓｔａｎｄｓｅｃｏｎｄｌｅａｖｅｓｏｆｐｌａｎｔｙｅｌｌｏｗｉｎｇ

５ 明显黄化或矮化，近半数分蘖萎蔫或枯死

Ｐｌａｎｔｏｂｖｉｏｕｓｌｙｙｅｌｌｏｗｅｄｏｒｓｔｕｎｔｅｄ，ａｎｄｎｅａｒｌｙｈａｌｆｏｆｔｈｅｔｉｌｌｅｒｓｗｉｌｔｅｄｏｒｗｉｔｈｅｒｅｄ

７ 半数以上分蘖枯死，其余严重萎蔫或矮化

Ｏｖｅｒｈａｌｆｏｆｔｉｌｌｅｒｓｏｆｐｌａｎｔｗｉｔｈｅｒｅｄ，ｔｈｅｒｅｓｔｏｆｗｈｉｃｈｗｉｌｔｅｄｏｒｓｅｒｉｏｕｓｌｙｓｔｕｎｔｅｄ

９ 植株完全枯死Ｐｌａｎｔｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｗｉｔｈｅｒｅｄ
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　　稻苗的抗虫性是一个相对指标。相对于感虫对

照ＴＮ１的感虫性，本研究中的感虫亲本扬稻６号和

抗虫亲本Ｃ４０６４都具有抗虫性，但Ｃ４０６４的抗性明

显强 于 扬 稻 ６ 号。因 此，为 了 准 确 鉴 别 含 有

犅狆犺１８（ｔ）基因的Ｆ２抗虫植株，我们将同一鉴定池中

的抗感虫亲本对照和Ｆ２分离群体作为一个独立小

区，以同一小区中的感虫亲本扬稻６号为参照，根据

各单株的抗虫存活时间确定其抗虫性，抗性表现优

于扬稻６号的Ｆ２单株被认定含有犅狆犺１８（ｔ）基因。

同时，本研究依据各植株的抗虫表现推算出Ｆ２单株

的抗虫指数（犚），定量分析植株的抗虫性。抗虫指

数计算公式如下：

犚＝（犃－犅）／（犆－犅）。

其中，犚为抗虫指数；犃 为Ｆ２单株受害等级达９级

时的时间（接虫至达９级时的天数，下同）；犅 为

ＴＮ１受害等级达９级时的时间；犆为扬稻６号受害

等级达９级时的时间。

当抗虫指数犚值大于１时，说明植株的抗虫性

强于感虫对照扬稻６号，为含有犅狆犺１８（ｔ）基因的抗

虫植株；其余植株被划分为感虫单株。

２　结果与分析

２．１　７３１２．犜４犃标记的亲本多态性分析

用ＣＡＰＳ标记７３１２．Ｔ４Ａ的引物对亲本Ｃ４０６４

和扬稻６号进行ＰＣＲ扩增，电泳检测显示均产生１

条约１ｋｂ的扩增带，无多态性（图２Ａ）。将扩增产

物进行犎犻狀ｆⅠ酶切，琼脂糖凝胶电泳检测显示两

亲本间表现有差异。扬稻６号的ＰＣＲ扩增产物酶

切后电泳显示为１条约１ｋｂ的特异带，而Ｃ４０６４的

扩增产物被酶切成大小分别约为６００ｂｐ和４００ｂｐ

的２条片段（图２Ｂ）。结果表明，ＣＡＰＳ标记７３１２．

Ｔ４Ａ在亲本材料扬稻６号和Ｃ４０６４间检测表现有

多态性，能在它们的杂交后代中跟踪检测犅狆犺１８（ｔ）

基因，可以用于扬稻６号遗传背景中犅狆犺１８（ｔ）基因

的分子标记辅助选择。

２．２　犛犜犛标记犓犆１的开发

由于７３１２．Ｔ４Ａ为ＣＡＰＳ标记，需要ＰＣＲ扩增

和犎犻狀ｆⅠ 酶切，不仅操作烦琐，而且费用高，不便

于在分子标记辅助育种中的大规模应用。因此，我

们尝试将７３１２．Ｔ４Ａ标记转化为ＳＴＳ标记。首先

用７３１２．Ｔ４Ａ标记引物分别对亲本材料Ｃ４０６４和

扬稻６号进行扩增，琼脂糖凝胶电泳检测，将扩增的

约１ｋｂ特异片段回收测序，再通过 ＮＣＢＩ网站

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）将２条序列与

日本晴基因组序列进行比对，显示Ｃ４０６４和扬稻６

号的扩增序列与编号为 ＡＬ９３５０７２的ＢＡＣ克隆上

２８２１８－２９２１２ｂｐ序列的同源性达到９０％以上，证

明ＰＣＲ扩增位点位于该ＢＡＣ克隆。７３１２．Ｔ４Ａ标

记扩增片段大小与位点位置均与Ｊｅｎａ等［８］的报道

结果相符，说明上述扩增片段是与犅狆犺１８（ｔ）基因紧

密连锁的目标片段。

通过比对Ｃ４０６４和扬稻６号特异片段的序列，

发现它们之间存在单核苷酸突变差异（图３）。以

Ｃ４０６４材料的基因组序列为模板，根据引物设计最

优化原则，在其中一处差异位点设计正向引物

ＫＣ１Ｆ，序列为５′ＧＣＣＡＧＡＧＧＡＡＣＡＴＧＣＧＣＴＡＴ

３′（图３）。将ＫＣ１Ｆ和反向引物７３１２．Ｔ４ＡＲ组合

成一对标记引物，对Ｃ４０６４和扬稻６号基因组ＤＮＡ

进行扩增。琼脂糖凝胶电泳检测显示，在Ｃ４０６４中

扩增出１条大小为７０８ｂｐ的特异片段，而在扬稻６

号中未见扩增产物，扩增结果与设计相符（图４）。

结果表明，犅狆犺１８（ｔ）基因紧密连锁的ＣＡＰＳ标记成

功转化为ＳＴＳ标记，新标记被命名为ＫＣ１。

２．３　新标记犓犆１的有效性验证

为了检验新标记ＫＣ１的有效性，我们对抗虫亲

图２　７３１２．Ｔ４Ａ标记的亲本多态性分析

Ｆｉｇ．２．ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒＣ４０６４ａｎｄＹａｎｇｄａｏ６ｗｉｔｈｔｈｅ

ｐｒｉｍｅｒｓｏｆｔｈｅｍａｒｋｅｒ７３１２．Ｔ４Ａ．

Ａ－７３１２．Ｔ４Ａ标记引物对抗虫亲本Ｃ４０６４和感虫亲本扬稻６

号的ＰＣＲ扩增；Ｂ－ＰＣＲ扩增产物的 犎犻狀ｆＩ酶切结果。Ｍ－ＤＮＡ

分子量标准；１－Ｃ４０６４；２－扬稻６号。

Ａ，ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒＣ４０６４ａｎｄＹａｎｇｄａｏ６ｗｉｔｈｔｈｅｐｒｉｍ

ｅｒｓｏｆｔｈｅｍａｒｋｅｒ７３１２．Ｔ４Ａ；Ｂ，Ｒｅｓｕｌｔｏｆ犎犻狀ｆⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ．Ｍ，ＤＬ２０００Ｐｌｕｓｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１，Ｃ４０６４；２，Ｙａｎｇｄａｏ

６．
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图３　新引物位点及序列信息

Ｆｉｇ．３．ＬｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎｅｗｐｒｉｍｅｒＫＣ１Ｆａｎｄｉｔｓｓｅｑｕｅｎｃｅ．

带下划线部分为设计ＫＣ１Ｆ引物的模板序列；方框内为犎犻狀ｆⅠ酶切位点。

ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒＫＣ１Ｆｗａｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；Ｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｔｈｅｂｏｘｗａｓｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄｂｙｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ犎犻狀ｆⅠ．

图４　 ＫＣ１标记扩增抗感亲本Ｃ４０６４和扬稻６号的电泳结果

Ｆｉｇ．４．ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒＣ４０６４ａｎｄＹａｎｇｄａｏ６

ｗｉｔｈｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｏｆＫＣ１Ｆａｎｄ７３１２．Ｔ４ＡＲ．

Ｍ－ＤＮＡ分子量标准；１－Ｃ４０６４；２－扬稻６号。

Ｍ，ＤＬ２０００Ｐｌｕｓｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１，Ｃ４０６４；２，Ｙａｎｇｄａｏ６．

本Ｃ４０６４和感虫亲本扬稻６号以及它们的Ｆ２分离

单株进行田间接虫鉴定和分子标记检测。接虫鉴定

结果显示，当经典感虫对照品种ＴＮ１受害等级达到

９级时，Ｆ２群体４０２３和４０２７小区中的亲本Ｃ４０６４

植株平均受害等级分别为１．０级和１．８级，表现高

抗；但此时感虫亲本扬稻６号也表现一定抗虫性，

４０２３和４０２７小区中扬稻６号的平均受害等级分别

为１．７级和３．８级，说明扬稻６号相对于ＴＮ１也有

一定的抗虫性，但其抗虫性明显弱于Ｃ４０６４。

以感虫亲本扬稻６号为参照，当其受害程度达

到９级时，抗虫亲本Ｃ４０６４仍表现高抗，两个小区

中Ｃ４０６４单株的平均受害等级分别为１．２级和１．８

级，说明抗虫亲本Ｃ４０６４对我国的褐飞虱田间种群

具有很强的抗性。两个小区中Ｆ２群体表现抗虫的

单株（犚＞１）有２９２株，感虫单株（犚≤１）有８４株，卡

平方分析表明抗、感单株符合３∶１分离比例（χ
２＝

１．２５，犘＝０．２６４），说明分离群体中有１个显性主效

基因，即犅狆犺１８（ｔ）基因，控制分离群体的抗虫性。

为了检验 ＫＣ１标记跟踪犅狆犺１８（ｔ）基因的效

率，用ＫＣ１标记引物对４０２３和４０２７分离群体的

Ｆ２单株进行ＰＣＲ扩增检测。由于部分植株摘取的

叶片量太少以及叶片枯黄等原因，影响了基因组

ＤＮＡ的提取质量，导致部分植株无ＰＣＲ检测结果。

在所检测的１５５个抗虫Ｆ２单株中，有１２８株分子检

测表现为阳性，扩增出预期的７０８ｂｐ目标特异片段

（图５），由此计算出标记ＫＣ１的选择效率为８２．６％

（表２）。结果表明，在扬稻６号的遗传背景下，可利

用ＫＣ１标记对抗虫基因犅狆犺１８（ｔ）进行分子标记辅

助选择。

３　讨论

　　分子标记辅助选择育种的前提是必须开发出与

目标基因紧密连锁、便于操作的分子标记。犅狆犺１８

（ｔ）基因是一个抗稻褐飞虱的显性主效基因，Ｊｅｎａ

等［８］使用ＳＳＲ分子标记技术将其精细定位在水稻

第１２染色体登录号为ＡＬ９３５０７２的ＢＡＣ克隆上，

并开发出１个紧密连锁标记７３１２．Ｔ４Ａ。但７３１２．

Ｔ４Ａ是一个ＣＡＰＳ标记，检测犅狆犺１８（ｔ）基因时需

先进行ＰＣＲ扩增然后酶切才能产生多态性，操作复

杂、成本高，难以进行大规模的分子检测，制约了其

表２　犉２群体１５５个抗虫单株的分子标记检测

犜犪犫犾犲２．犘犆犚犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳１５５犉２狆犾犪狀狋狊狑犻狋犺狋犺犲狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲狋狅

犫狉狅狑狀狆犾犪狀狋犺狅狆狆犲狉（犅犘犎）狑犻狋犺狋犺犲犿狅犾犲犮狌犾犪狉犿犪狉犽犲狉犓犆１．

Ｆ２群体代号

ＣｏｄｅｏｆＦ２

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

抗虫单株

ＢＰＨｒｅｓｉｓｔａｎｔＦ２ｐｌａｎｔｓ

ＰＣＲ阳性

ＰＣＲｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＰＣＲ阴性

ＰＣＲｎｅｇａｔｉｖｅ

分子检测符合率

ＭＡＳｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

／％

４０２３ ８０ ２３ ７７．７

４０２７ ４８ ４ ９２．３

合计Ｔｏｔａｌ １２８ ２７ ８２．６
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图５　ＫＣ１标记在扬稻６号、Ｃ４０６４及部分Ｆ２代单株的扩增结果

Ｆｉｇ．５．ＲｅｓｕｌｔｏｆａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｏｆｔｈｅｍａｒｋｅｒＫＣ１ｆｏｒＹａｎｇｄａｏ６，Ｃ４０６４ａｎｄｓｏｍｅｏｆｔｈｅｉｒＦ２ｐｌａｎｔｓ．

Ｒ－抗虫亲本Ｃ４０６４；Ｓ－感虫亲本扬稻６号；３，４，８，１４，１５，２１，２２，２９，３３和３５为Ｆ２感虫单株；其余数字编号为Ｆ２抗虫单株；Ｍ－ＤＮＡ

分子量标准。

Ｒ，Ｃ４０６４；Ｓ，Ｙａｎｇｄａｏ６；Ｌａｎｅｓ１，２，５，６，７，９，１０，１１，１２，１３，１６，１７，１８，１９，２０，２３，２４，２５，２６，２７，２８，３０，３１，３２，３４，ａｎｄ

３６，ＢＰＨｒｅｓｉｓｔａｎｔＦ２ｐｌａｎｔｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＹａｎｇｄａｏ６／Ｃ４０６４；Ｌａｎｅｓ３，４，８，１４，１５，２１，２２，２９，３３，ａｎｄ３５，Ｆ２ｐｌａｎｔｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｔｏＢＰＨ；

Ｍ，ＤＬ２０００Ｐｌｕｓｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ．

在分子标记辅助育种中的应用。本研究通过标记扩

增片段的测序和利用ＳＮＰ重新设计引物，将７３１２．

Ｔ４Ａ标记转化为只需简单ＰＣＲ扩增和电泳检测便

表现多态性的ＳＴＳ标记，节约了检测成本，提高了

效率，在水稻抗虫分子标记辅助育种领域有着广阔

的应用前景。

水稻抗褐飞虱鉴定易受环境和其他外界因素影

响。本研究应用分蘖期筛选法鉴定供试水稻材料抗

虫性，并选择在５－８月夏季开展抗虫鉴定，充足的

光照有利于稻苗的健康生长，进而保证鉴定的准确

性。鉴定结果显示，亲本扬稻６号［不带犅狆犺１８（ｔ）

基因］也具有一定的抗虫性，但抗性水平低于亲本

Ｃ４０６４［含有犅狆犺１８（ｔ）基因］）；当经典感虫对照

ＴＮ１受害等级达９级时，供试的Ｆ２植株绝大部分仍

表现抗虫。为了能准确鉴别含有犅狆犺１８（ｔ）基因的

稻苗，我们以扬稻６号受害等级达９级的时间为参

照，计算每个Ｆ２单株的抗虫指数，从而判别Ｆ２单株

的抗性。依据以上鉴定方法进行分析，Ｆ２群体的抗

感单株呈３∶１分离，符合单基因控制的分离规律，

准确反映了犅狆犺１８（ｔ）基因在分离群体中的抗虫表

现。同时，不同鉴定池中的褐飞虱群体数量分布难

以达到绝对一致，池间的虫口压力存在差异，导致各

池的供试稻苗的受害进度不一样，因此，我们根据各

池中亲本对照扬稻６号和Ｃ４０６４植株的具体受害

情况来判断本池中Ｆ２植株的抗虫性，以此最大程度

地减少环境条件差异产生的鉴定误差。

目前，根据基因组序列的ＳＮＰ位点设计开发标

记的研究发展十分活跃，并取得了显著的成绩，已广

泛应用于分子指纹图谱构建、品种鉴定、标记选择、

遗传连锁图谱的绘制以及基因精细定位、克隆等研

究领域。Ｌｅｈｍｅｎｓｉｅｋ 等［１０］应用高分辨率熔解

（ＨＲＭ）技术挖掘大麦基因组中的ＳＮＰ标记，成功

开发出与坚黑穗病抗性基因紧密连锁的ＳＮＰ标记

用于分子标记辅助育种。Ｂａｏ等［１１１２］利用水稻相

关基因Ｗｘ、ＳＢＥ３、ＳＳⅡａ内部的ＳＮＰ位点设计引

物，开展稻米品质特征与标记间的相关性分析，最终

寻找到与表型目标性状紧密连锁的标记，证明所开

发的标记可以用于稻米品质的分子标记辅助育种实

践。Ｈａｙａｓｈｉ等［１３］利用水稻抗稻瘟病基因犘犻犣和

犘犻犣狋附近染色体区段内的ＳＮＰ位点开发标记，进

行目标基因定位研究，结果证明上述标记是适合进

行基因定位的优良技术工具。前人的研究成果已证

明利用基因组中ＳＮＰ位点开发标记的可行性，但由

于抗感虫亲本基因组序列间的差异很小，在此基础

上设计的标记容易出现非特异扩增和重复性差等现

象，因此，必须通过科学设定引物位置和方向，合理

设计引物长度以及扩增过程中的退火温度和延伸时

间来保证标记扩增的特异性和稳定性。本研究中，

我们将新标记上游引物 ＫＣ１Ｆ的３′末端的倒数第

１、第４个碱基设计在抗感虫亲本基因组差异位点

上，同时把退火温度设定为６０℃，以此有效地保证

了引物的特异性。新标记多次在抗感亲本间进行重

复扩增验证，电泳结果均未发现非特异扩增产物出

现，证明新标记有很高的可靠性。另外，我们开发的

９４２梁云涛等：水稻抗褐飞虱基因犅狆犺１８（ｔ）的ＳＴＳ标记开发及有效性验证



ＫＣ１为显性标记，在分子检测过程中，可能有些携

有犅狆犺１８（ｔ）基因的单株由于模板ＤＮＡ质量或其

他ＰＣＲ技术原因而未能扩增出产物，从而被误划分

为感虫植株。因此，在实际应用时，利用 ＫＣ１标记

选择犅狆犺１８（ｔ）基因的分子标记辅助选择效率可能

比我们计算的８２．６％要高。
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