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7�摘　要：以抗稻瘟病的粳稻中花９号转溶菌酶基因材料 Ｄ２-１-２与籼型杂交稻两优培九的恢复系９３１１及不育系培矮
６４Ｓ、汕优６３的恢复系 明恢６３分 别杂交和多 代回交，进 行外源 溶菌酶 基因的 转育。对获得 的转育 回交后 代 Ｂ 7�３ 7�９３１１、
Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３、 7�Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ和回交自交后代Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１、Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３、Ｂ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ进行了ＰＣＲ分析，表明外源基因在回交后代中呈１
∶１分离，而在回交的自交后代中呈３∶１分离，证明外源溶菌酶基因是以单拷贝稳定传递给后代的。２００３年和２００４年对转
育后代和测交组合进行了稻瘟病抗性调查，结果表明，转育后代抗性与轮回亲本相比、测交组合抗性与对应杂交稻组合相比
都有了较大提高。随着转育回交世代的增加，抗性增强得越明显。研究表明通过回交转育方法将外源溶菌酶基因导入杂交
稻亲本是选育抗稻瘟病杂交稻新组合的一条简便有效的途径。
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7�　　稻瘟病（ＰｙｒｉｃｕｌａｒｉａｏｒｙｚａｅＣａｖａｒａ）由子囊菌

Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ（Ｈｅｂｅｒｔ）Ｂａｒｒ［其无性世代为

Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａｇｒｉｓｅａ（Ｃｏｏｋｅ）Ｓａｃｃ．］引起，是水稻最

主要的真菌病害之一，广泛分布于世界各个水稻产

区 7�［１］ 7�。据统计，１９７５－１９９０年由稻瘟病菌引起的全

球粮食损失高达１．５７亿ｔ，年平均超过１０００万

ｔ 7�［２］ 7�。日本１９５３－１９６０年间，因稻瘟病造成水稻年

产量损失占总产量的１．４％～７．３％ 7�［３］ 7�，２００１年又

有报道，日本因稻瘟病年产量损 失占总产量的

０．５％～５．６％ 7�［４］ 7�。２０世纪９０年代以来，中国稻瘟

病年平均发生面积在３８０万ｈｍ 7�２ 7�以上，年损失稻谷

达数亿ｋｇ 7�［５］ 7�。因此，稻瘟病分布的广泛性、危害的

严重性是显而易见的。

7�生物技术的发展为水稻抗稻瘟病育种开辟了一

条新的途径。自１９８８年首次获得转基因水稻以

来 7�［６］ 7�，水稻转基因技术已获得突飞猛进的发展，目

前已成功获得了籼稻、粳稻、爪哇稻的转基因品系。

Ｄ２-１-２是中国科学院遗传与发育生物学研究所采

用基因枪法将外源溶菌酶基因（由德国Ｂａｙｅｒ公司

Ｈａｉｎ博士提供）转化到粳稻中花９号中，并经过连

续５年田间选育和抗病试验获得的Ｔ 7�７ 7�代转基因纯

合新品系 7�［７］ 7�。但由于中花９号是生产上很少使用

的粳稻品种，因此制约了这一材料在生产上的直接

应用。

7�针对目前部分优良杂交稻在生产上抗稻瘟病能

力差的问题，本研究以上述转溶菌酶基因的Ｄ２-１-２

为外源基因供体，分别与几个籼型杂交稻亲本进行
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7�杂交和多代回交转育，并对转育后代和测交组合进

行了稻瘟病抗性鉴定，旨在为最终选育出新的高抗

稻瘟病转基因籼型杂交稻亲本及其组合提供理论依

据。

7�１　材料与方法

7�１．１　材料

7�１．１．１　水稻材料

7�粳稻中花９号［ＺＨ９（ＣＫ）］及其转溶菌酶基因

品系Ｄ２-１-２［ＺＨ９（Ｒ）］，由中国科学院遗传与发育

生物学研究所储成才研究员提供。籼型杂交稻组合

汕优６３的恢复系明恢６３（ＭＨ６３），籼型杂交稻组合

7�两优 培 九 的 恢 复 系 ９３１１ 和 不 育 系 培 矮 ６４Ｓ

（ＰＡ６４Ｓ），由湖南农业大学水稻研究所陈立云研究

员提供。

7�１．１．２　供试稻瘟病菌菌株

7�供试稻瘟病菌菌株为湖南省代表性菌株的混合

菌种，由湖南农业大学生物安全科技学院黎定军教

授、罗宽教授提供。

7�１．１．３　分子生物学试剂

7�用于ＰＣＲ的试剂：１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ购自

7�Ｂｅｂｅｃｏ公司；１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、２５ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ 7�２

7�和 ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ均购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓｅ公司。

7�１．２　方法

7�１．２．１　杂交及回交转育

7�以 ＭＨ６３、９３１１、ＰＡ６４Ｓ等杂交稻亲本为母本

分别与ＺＨ９（Ｒ）杂交获得Ｆ 7�１ 7�代，再以杂交稻亲本为

轮回亲本连续与Ｆ 7�１ 7�回交获得 ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�１ 7�代、ＢＣ 7�２ 7�Ｆ 7�１ 7�代

⋯⋯，依次类推。为防止外源溶菌酶基因在回交过

程中丢失，开花前对每一回交世代的分离群体进行

ＰＣＲ检测，结合田间筛选，从中选择与亲本外观形

状相似的转基因阳性株再与轮回亲本连续回交；或

连续自交纯合；或进行测交配组。

7�１．２．２　转育后代植株的ＰＣＲ分析

7�微量ＤＮＡ 提取方法采用ＳＤＳ法 7�［８］ 7�。根据溶

菌酶基因序列设计一对特异ＰＣＲ引物，分别为Ｌ１：

５′-ＡＴＡＣＧＣＧＴＣＣＣＡＡＧＴＧＴＣＡＧＴＴＣＴ-３′和Ｌ２：

7�５′-ＣＧＴＡＴＡＧＡＴＧＡＡＣＧＴＣＴＴＡＧＡＣ-３′，其ＰＣＲ

7�产物长度为４６２ｂｐ，引物由北京奥科生物技术有限

责任公司合成。ＰＣＲ反应条件为：９４℃下预变性２

ｍｉｎ；９４℃下１００ｓ，５３℃下２ｍｉｎ，７２℃下２ｍｉｎ，４０

个循环；７２℃下延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂

糖凝胶电泳分离和 ＥＢ染色后在紫外透射仪下观

察。

7�１．２．３　稻瘟病的抗性鉴定

7�２００３年和２００４年将回交转育后代和测交组合

植株分别栽种于湖南省浏阳市道吾山自然发病病圃

和湖南省桃江县高桥镇梅水洞村谭家湾病圃中，病

圃所设地常年多雨寡照、雾浓露重，适合于稻瘟病菌

繁殖。每个待鉴定株系由８０株（８行×１０株）组成

一个小病圃，由５～８个小病圃组成一厢，株行距为

１３．３ｃｍ×２０．０ｃｍ，单本种植。大田周围及厢间走

道旁种植培两优２８８和湘早籼７号作为诱发品种，

厢间走道宽４０ｃｍ。其田间管理按当地丰产田标准

防虫、除草，但不使用任何杀菌剂。全生育期不断

水，不晒田，根据具体情况增施氮肥，以便创造更好

的发病条件。

7�采用自然诱发和人工喷雾接种稻瘟病菌相结合

的方法进行抗病性鉴定。２００３年鉴定的转育后代

是 ９３１１／ＺＨ９（Ｒ）的 ＢＣ 7�３ 7�Ｆ 7�１ 7�（Ｂ 7�３ 7�９３１１）、ＢＣ 7�２ 7�Ｆ 7�２

7�（Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１），ＭＨ６３／ＺＨ９（Ｒ）的ＢＣ 7�３ 7�Ｆ 7�１ 7�（Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３）、

7�ＢＣ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�（Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３），ＰＡ６４Ｓ／ＺＨ９（Ｒ）的 ＢＣ 7�２ 7�Ｆ 7�１

7�（Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ）、ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�（Ｂ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ），以及珍汕９７Ａ／

Ｂ 7�２ 7�ＭＨ６３、Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ／Ｂ 7�２ 7�９３１１两个测交组合；２００４

年鉴定的是２００３年的进一步回交和自交的后代，即

９３１１／ＺＨ９（Ｒ）的 Ｂ 7�４ 7�９３１１、Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１、Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�９３１１，

ＭＨ６３／ＺＨ９（Ｒ）的 后 代 Ｂ 7�４ 7�ＭＨ６３、Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３、

Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�ＭＨ６３，ＰＡ６４Ｓ／ＺＨ９（Ｒ）的 后 代 Ｂ 7�３ 7�ＰＡ６４Ｓ、

Ｂ 7�１ 7�Ｆ 7�３ 7�ＰＡ６４Ｓ，以及 测交 组合 珍汕 ９７Ａ／Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３、

Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ／Ｂ 7�３ 7�９３１１。

7�使用燕麦片培养基对湖南省主要稻瘟病致病菌

株混合菌种进行培养，配方为寿牌燕麦片［恩麦食品

（深圳）有限公司销售］２０ｇ／Ｌ，琼脂１５ｇ／Ｌ。将燕

麦片２０ｇ加适量蒸馏水放于微波炉中煮成粘粥状，

用两层干净纱布过滤，将滤汁加入到已溶解的琼脂

中，用蒸馏水定容至１Ｌ后高温高压（温度１２１～

１２６℃，压力０．１０～０．１５ＭＰａ）灭菌。将灭菌后的

培养基冷却至约６０℃在超净工作台上倒平板，待平

板冷却 后立即 接种菌 株。之 后，将 平板倒 置在

２６℃、黑暗条件下培养１０ｄ，待菌丝基本长满整个培

7�养皿时，再在相同的温度条件下将平板正置放于光

照培养箱中培养４ｄ，使其充分产孢。接种时菌液浓

7�度为１０×１０倍显微镜视野下３０个孢子以上。在水

稻破口期至齐穗期使用喷雾器喷雾接种，接种量以

所有叶片上布满孢子液为限，之后每天喷水１～２

次，持续１周。

7�１．２．４　调查方法与数据处理

7�稻瘟病主要有苗瘟、叶瘟、穗瘟等类型，其中以

7�８４１ 7�中国水稻科学（ＣｈｉｎｅｓｅＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２０卷第２期（２００６年３月）
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穗瘟的危害最大。因为转育后代植株的苗瘟和叶瘟

发病较轻，８０％以上植株病级都在０～３级，故本研

究主要作了抗穗瘟的鉴定和统计。在水稻黄熟期调

查各株系穗颈瘟发生情况，对每个品种的每个世代

随机抽取株穗进行调查，采取５点取样法，每点调查

５丛，设５个重复，病情按国际统一的穗颈瘟标准记

载病级，计算病情指数和发病率，一般以发病０～３

级穗数占考察总穗数的比例评价抗感类型 7�［９］ 7�。发

病０～３级穗数占鉴定总穗数的８０％以上表示抗

（Ｒ），６０％～７９％表示中抗（ＭＲ），４０％～５９％表示

中感（ＭＳ），４０％以下表示感（Ｓ）。病情指数＝１００×

7�Σ（各级代表值×各级发病穗数）／（调查总穗数×最

高级代表值）；发病率＝１００×Σ（各级发病率×各级

发病穗数）／（调查总穗数×最高级发病率）。

7�１．２．５　 数据分析

7�采用ＳＰＳＳ１０．０进行统计分析。

7�２　 结果与分析

7�２．１　 转育后代的ＰＣＲ分析

7�提取转 育回 交后 代植 株 Ｂ 7�３ 7�９３１１、Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３、

7�Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ和转 育回 交 自交 后代 植 株 Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１、

7�Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３、Ｂ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ的ＤＮＡ，以溶菌酶基因重

组质粒、ＺＨ９（Ｒ）、９３１１／ＺＨ９（Ｒ）、ＭＨ６３／ＺＨ９（Ｒ）、

ＰＡ６４Ｓ／ＺＨ９（Ｒ）Ｆ 7�１ 7�代杂合体为阳性 对照，ＺＨ９

（ＣＫ）和对应的轮回亲本为阴性对照进行外源溶菌

酶基因的ＰＣＲ检测。

7�检测结果如图１和表１所示。经χ 7�２ 7�测验，各转

7�育后代的回交群体（ＢＣ 7�２ 7�Ｆ 7�１ 7�和ＢＣ 7�３ 7�Ｆ 7�１ 7�）中阳性株与非

阳性株 的 分离 比 为 １∶１，而回 交 后 自交 群 体

7�（ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�和ＢＣ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�）中分离比为３∶１，均符合１对等

位基因的孟德尔分离规律，表明外源溶菌酶基因是

作为单拷贝的显性基因稳定传递给后代的。

7�２．２　 稻瘟病抗性鉴定

7�２．２．１　２００３年和２００４年ＺＨ９（Ｒ）转育后代的抗

稻瘟病鉴定

7�在２００３年和２００４年对ＺＨ９（Ｒ）的转育后代进

行了抗稻瘟病鉴定，为了准确鉴定这些转育品种的

抗稻瘟病能力，这两年分别将病圃设在了不同的地

方，再加上不同年份两地的气候也有一些差异，所以

发病状况也不一样，因此每年在每个病圃都种了亲

本、ＺＨ９（ＣＫ）和ＺＨ９（Ｒ）作为对照。２００３年，ＺＨ９

（ＣＫ）发病率为７８．３５％，病情指数为８７．１２，调查

１２３６穗，发病０～３级穗数仅占６．８８％，明显感病

（Ｓ）；ＺＨ９（Ｒ）的发病率为１．１５，病情指数为２．９６，

调查１１８２穗，病级都在０～３级，明显抗病（Ｒ）。

９３１１、ＭＨ６３和ＰＡ６４Ｓ各转育世代都有不同程度的

发病，病级都在０～７级。Ｂ 7�３ 7�９３１１和Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１的０

～３ 级 穗 数 分 别 占 调 查 总 穗 数 的 ６９．７２％ 和

６９．７８％；Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３和Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３的０～３级穗数分

7�别占调查总穗数的６５．１１％和６４．７３％，抗性都在中

抗（ＭＲ）水平。Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ 和 Ｂ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ的０～３

级穗数分别占调查总穗数的５０．０８％和４９．３０％，属

7�图１　部分转育后代溶菌酶基因ＰＣＲ检测结果
7�Ｆｉｇ．１．ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｏｒｅｉｇｎｌｙｓｏｚｙｍｅｇｅｎｅｉｎｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｐｒｏｇｅｎｉｅｓ．
7�上：回交转育后代。１－质粒ＤＮＡ；２－ＺＨ９（Ｒ）；３－ＺＨ９（ＣＫ）；４－９３１１／ＺＨ９（Ｒ）；５－ＭＨ６３／ＺＨ９（Ｒ）；６－９３１１；７－ＭＨ６３；８～２１－

回交转育后代植株；２２－ＰＡ６４Ｓ；２３－ＰＡ６４Ｓ／ＺＨ９（Ｒ）。
7�下：转育回交后自交后代。１－质粒ＤＮＡ；２－ＺＨ９（Ｒ）；３－９３１１；４～２３－回交后自交转育后代植株。
7�Ａｂｏｖｅ：Ｂａｃｋｃｒｏｓｓｐｒｏｇｅｎｉｅｓ．Ｌａｎｅ１，Ｐｌａｓｍｉｄ；Ｌａｎｅ２，ＺＨ９（Ｒ）；Ｌａｎｅ３，ＺＨ９（ＣＫ）；Ｌａｎｅ４，９３１１／ＺＨ９（Ｒ）；Ｌａｎｅ５，ＭＨ６３／ＺＨ９（Ｒ）；
7�Ｌａｎｅ６，９３１１；Ｌａｎｅ７，ＭＨ６３；Ｌａｎｅｓ８ｔｏ２１，Ｂａｃｋｃｒｏｓｓｐｒｏｇｅｎｉｅｓ；Ｌａｎｅ２２，ＰＡ６４Ｓ；Ｌａｎｅ２３，ＰＡ６４Ｓ／ＺＨ９（Ｒ）．
7�Ｂｅｌｏｗ：Ｉｎｂｒｅｄｐｒｏｇｅｎｉｅｓａｆｔｅｒｂａｃｋｃｒｏｓｓ．Ｌａｎｅ１，Ｐｌａｓｍｉｄ；Ｌａｎｅ２，ＺＨ９（Ｒ）；Ｌａｎｅ３，９３１１；Ｌａｎｅ４ｔｏ２３，Ｉｎｂｒｅｄｐｒｏｇｅｎｉｅｓａｆｔｅｒｂａｃｋ-

ｃｒｏｓｓ．

7�９４１ 7�易自力等：转溶菌酶基因水稻回交转育籼型杂交稻亲本
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7�表１　回交及自交后代植株中溶菌酶基因的分离

7�Ｔａｂｌｅ１．Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆｆｏｒｅｉｇｎｌｙｓｏｚｙｍｅｇｅｎｅｉｎｂａｃｋｃｒｏｓｓａｎｄｉｎｂｒｅｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓａｆｔｅｒｂａｃｋｃｒｏｓｓ．

7�转育世代

7�Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

7�检测株数

7�Ｎｏ．ｏｆ

7�ｔｅｓｔｅｄｐｌａｎｔｓ

7�阳性株数

7�Ｎｏ．ｏｆ

7�ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｎｔｓ

7�阴性株数

7�Ｎｏ．ｏｆ

7�ｎｅｇａｔｉｖｅｐｌａｎｔｓ

7�χ 7�２
7�Ｐ值

7�Ｐｖａｌｕｅ

7�Ｂ 7�３ 7�９３１１ ��7�１６６ ��7�８０ ��7�８６ ��7�０  #．１５１（１∶１） 7�０ #y．５０～０．７５
7�Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３ �[7�２５４ ��7�１２９ ��7�１２５ ��7�０  #．０３５（１∶１） 7�０ #y．７５～０．９０
7�Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ 7�１２５ ��7�６５ ��7�６０ ��7�０  #．１２８（１∶１） 7�０ #y．５０～０．７５
7�Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１ �u7�３８１ ��7�２８４ ��7�９７ ��7�０  #．０２２（３∶１） 7�０ #y．７５～０．９０
7�Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３ ��7�２４１ ��7�１８３ ��7�５８ ��7�０  #．０６８（３∶１） 7�０ #y．７５～０．９０
7�Ｂ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ 7�１６９ ��7�１２９ ��7�４０ ��7�０  #．０９７（３∶１） 7�０ #y．７５～０．９０
7�合计 Ｔｏｔａｌ 7�１３３６ ��7�８７０ ��7�４６６ ��

7�表２　２００３年和２００４年ＺＨ９（Ｒ）转育后代稻瘟病病情状况

7�Ｔａｂｌｅ２．ＯｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆｒｉｃｅｂｌａｓｔｄｉｓｅａｓｅｏｎｂａｃｋｃｒｏｓｓｏｒｉｎｂｒｅｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｆｒｏｍＺＨ９（Ｒ）ｉｎ２００３ａｎｄ２００４．

7�品种世代

7�Ｖａｒｉｅｔｙｏｒ

7�ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

7�调查穗数

7�Ｎｏ．ｏｆ

7�ｐａｎｉｃｌｅｓ

7�０～３级穗数

7�Ｎｏ．ｏｆｐａｎｉｃｌｅｓ

7�ｗｉｔｈｄｉｓｅａｓｅ

7�ｇｒａｄｅｓ０ｔｏ３ ��

7�发病率

7�Ｄｉｓｅａｓｅ

7�（珚ｘ＋ＳＤ）

7�／％

7�ｔ值

7�ｔｖａｌｕｅ

7�病情指数

7�Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

7�（珚ｘ＋ＳＤ）

7�ｔ值

7�ｔｖａｌｕｅ

7�２００３ ��
7�　９３１１（ＣＫ） 7�１１６８ ��7�７３６ ��7�１５ ��．５０±０．７２ 7�－ 7�３１ !O．３５±１．５５ 7�－
7�　Ｂ 7�３ 7�９３１１ �p7�１０７０ ��7�７４６ ��7�１４ ��．１１±０．９６ 7�１ ��．９４０ 7�２９ !O．４４±１．７５ 7�１ $Z．３７４
7�　Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１ ��7�１２６４ ��7�８８２ ��7�１３ ��．８９±０．５７ 7�３ ��．２３０ 7�＊ 7�２８ !O．０５±０．９５ 7�３ $Z．２３８ 7�＊

7�　ＭＨ６３（ＣＫ） 7�１２９３ ��7�８１８ ��7�１６ ��．１７±０．８７ 7�－ 7�３３ !O．４８±１．４９ 7�－
7�　Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３ ��7�１２８１ ��7�８３４ ��7�１４ ��．２３±０．７９ 7�４ ��．３５５ 7�＊ 7�２９ !O．４２±１．３６ 7�４ $Z．８８０ 7�＊＊

7�　Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３ ��7�１２９３ ��7�８３７ ��7�１４ ��．６２±０．７０ 7�２ ��．３７０ 7�３０ !O．００±１．３９ 7�２ $Z．８９１ 7�＊

7�　ＰＡ６４Ｓ（ＣＫ） 7�１３０６ ��7�６３０ ��7�２２ ��．２６±０．９０ 7�－ 7�４３ !O．７３±１．１４ 7�－
7�　Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ 7�１２２８ ��7�６１５ ��7�２１ ��．３４±１．３７ 7�１ ��．１３５ 7�４２ !O．１６±１．８４ 7�１ $Z．３９０
7�　Ｂ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ 7�１２０７ ��7�５９５ ��7�２１ ��．８０±１．１２ 7�０ ��．６０４ 7�４２ !O．８１±１．６７ 7�０ $Z．９０５
7�２００４
7�　９３１１（ＣＫ） 7�１３２９ ��7�３９０ ��7�３３ ��．４１±３．５８ 7�－ 7�５７ !O．３８±２．２９ 7�－
7�　Ｂ 7�４ 7�９３１１ �p7�１２３２ ��7�６７８ ��7�１９ ��．４９±２．１３ 7�８ ��．６８９ 7�＊＊ 7�４５ !O．８１±２．３２ 7�９ $Z．９２８ 7�＊＊

7�　Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１ ��7�１３７９ ��7�３９４ ��7�２０ ��．５３±１．９６ 7�７ ��．１２５ 7�＊＊ 7�４８ !O．４３±２．８２ 7�５ $Z．２０１ 7�＊＊

7�　Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�９３１１ ��7�１３２５ ��7�５０８ ��7�２３ ��．７６±６．９８ 7�２ ��．６４１ 7�４８ !O．９６±７．６９ 7�２ $Z．３３６
7�　ＭＨ６３（ＣＫ） 7�１２９９ ��7�７１５ ��7�２１ ��．４７±１．４９ 7�－ 7�４１ !O．７２±１．１５ 7�－
7�　Ｂ 7�４ 7�ＭＨ６３ ��7�１２７６ ��7�１０２６ ��7�１０ ��．３７±０．６２ 7�１３ ��．７１９ 7�＊＊ 7�２６ !O．８９±１．２７ 7�１４ $Z．５７９ 7�＊＊

7�　Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３ ��7�１４０３ ��7�１０７１ ��7�１３ ��．１８±１．４５ 7�９ ��．１６３ 7�＊＊ 7�２９ !O．２８±２．１０ 7�１３ $Z．８６７ 7�＊＊

7�　Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�ＭＨ６３ ��7�１３０５ ��7�９０１ ��7�１９ ��．３６±０．８７ 7�２ ��．０７９ 7�３４ !O．０６±１．６１ 7�６ $Z．８４９ 7�＊＊

7�　ＰＡ６４Ｓ（ＣＫ） 7�１１７１ ��7�２３３ ��7�４５ ��．３１±３．６９ 7�－ 7�６７ !O．５８±２．８９ 7�－
7�　Ｂ 7�３ 7�ＰＡ６４Ｓ 7�１２０８ ��7�４２８ ��7�３７ ��．１８±４．１４ 7�２ ��．５６３ 7�５６ !O．８１±２．３８ 7�５ $Z．１９１ 7�＊＊

7�　Ｂ 7�１ 7�Ｆ 7�３ 7�ＰＡ６４Ｓ 7�１１６３ ��7�３９０ ��7�４４ ��．２９±２．９３ 7�０ ��．３８６ 7�６０ !O．６５±１．８２ 7�３ $Z．６１７ 7�＊＊

7�　　 7�＊ 7�， 7�＊＊ 7�表示与ＣＫ的差异分别达 Ｐ＜０．０５和 Ｐ＜０．０１显著水平。
7�＊ 7�， 7�＊＊ 7�ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈＣＫａｔＰ＜０．０５ａｎｄＰ＜０．０１ｌｅｖｅｌｓ．

7�于中感（ＭＳ）。从表 ２ 可看 出，虽 然 Ｂ 7�３ 7�９３１１ 和

Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１的发病率和病情指数都要比轮回亲本

９３１１低，但ｔ测验表明，只有Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１的发病率和

病情指数与９３１１（ＣＫ）有显著差异。同样从发病率

和病情指数来看，ＭＨ６３和ＰＡ６４Ｓ的转育后代在抗

病能力上都比对应的亲本有所提高，统计分析结果

表明，Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３的发病率与亲本有显著差异，病情

指数与亲本有极显著差异，Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３的发病率与

亲本没有显著差异，但病情指数与亲本有显著差异。

Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ和Ｂ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ的发病率和病情指数与亲

本都没有显著差异。

7�２００４年，ＺＨ９（ＣＫ）的发病率为８６．１５，病情指

数为９１．９６，调查１１６５穗，发病０～３级穗数仅占

３．３５％，明显感病（Ｓ）；ＺＨ９（Ｒ）的发病率为１．２２，病

情指数为３．１９，调查１２０７穗，病情都在０～３级，明

显抗病（Ｒ）。９３１１、ＭＨ６３和ＰＡ６４Ｓ各转育世代都

有较大程度的发病。从调查情况来看，Ｂ 7�４ 7�９３１１的发

病病级都在３～７级，其中０～３级病穗占调查总穗

数的５５．０３％，属于中感（ＭＳ）；Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１虽然有部

分未 发病，但 ３～７ 级 病穗数 占调 查总穗 数的

９８．１９％，其中 ０～３ 级 病穗数 占调 查总穗 数的

２８．５７％，Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�９３１１除极个别穗子未发病之外，它的

发病病级广泛分布于１～９级，０～３级病穗数占调

查总 穗 数 的 ３８．３４％，后 两 者 明 显 感 病（Ｓ）。

Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３、Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３和Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�ＭＨ６３的未发病穗比

９３１１的转育后代明显多，Ｂ 7�４ 7�ＭＨ６３没有７～９级病

穗，其中０～３级病穗数占调查总穗数的８０．４１％，

明显达到抗（Ｒ）水平；Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３没有９级病穗，其

7�０５１ 7�中国水稻科学（ＣｈｉｎｅｓｅＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２０卷第２期（２００６年３月）
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7�表３　２００３年和２００４年测交组合与对应杂交组合的稻瘟病病情调查

7�Ｔａｂｌｅ３．Ｒｉｃｅｂｌａｓｔｄｉｓｅａｓｅｓｕｒｖｅｙｏｆｔｅｓｔｃｒｏｓｓｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｈｙｂｒｉｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｙｅａｒｏｆ２００３ａｎｄ２００４．

7�组合

7�Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

7�调查穗数

7�Ｎｏ．ｏｆ

7�ｐａｎｉｃｌｅｓ

7�ｓｕｒｖｅｙｅｄ

7�发病０～３级穗数

7�Ｎｏ．ｏｆｐａｎｉｃｌｅｓｗｉｔｈ

7�ｄｉｓｅａｓｅｇｒａｄｅｓ

7�０ｔｏ３ �N

7�发病率

7�Ｄｉｓｅａｓｅ

7�（珚ｘ＋ＳＤ）

7�／％

7�ｔ值

7�ｔｖａｌｕｅ

7�病情指数

7�Ｄｉｓｅａｓｅ

7�ｉｎｄｅｘ

7�（珚ｘ＋ＳＤ）

7�ｔ值

7�ｔｖａｌｕｅ

7�两优培九 Ｌｉａｎｇｙｏｕｐｅｉｊｉｕ（ＰＡ６４Ｓ／９３１１） 7�１２６３ ��7�６５３ �%7�２２ ��．９７±１．０７ 7�－ 7�３７ "�．２５±１．０５ 7�－
7�Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ／Ｂ 7�２ 7�９３１１ ��7�１２６０ ��7�７１６ �%7�２１ ��．７５±０．９３ 7�１ !&．３８１ 7�３４ "�．８６±１．３１ 7�２ $�．３１６
7�汕优６３Ｓｈａｎｙｏｕ６３（Ｚｈｅｎｓｈａｎ９７Ａ／ＭＨ６３） 7�１１９６ ��7�６３７ �%7�２１ ��．３９±１．３７ 7�－ 7�３６ "�．２３±２．１９ 7�－
7�珍汕９７Ａ／Ｂ 7�２ 7�ＭＨ６３Ｚｈｅｎｓｈａｎ９７Ａ／Ｂ 7�２ 7�ＭＨ６３ ��7�１２３７ ��7�７０９ �%7�１９ ��．８９±０．８０ 7�１ !&．９８３ 7�３４ "�．１３±１．２８ 7�１ $�．４９５
7�两优培九 Ｌｉａｎｇｙｏｕｐｅｉｊｉｕ（ＰＡ６４Ｓ／９３１１） 7�１２９７ ��7�５７０ �%7�２６ ��．６０±１．８９ 7�－ 7�４５ "�．１９±２．０９ 7�－
7�Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ／Ｂ 7�３ 7�９３１１ ��7�１２６１ ��7�６４３ �%7�２４ ��．３５±２．３８ 7�２ !&．３９１ 7�３８ "�．６１±１．８０ 7�５ $�．７１３ 7�＊＊

7�汕优６３Ｓｈａｎｙｏｕ６３（Ｚｈｅｎｓｈａｎ９７Ａ／ＭＨ６３） 7�１３２６ ��7�６０９ �%7�２６ ��．１３±０．９２ 7�－ 7�４１ "�．８９±１．８１ 7�－
7�珍汕９７Ａ／Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３Ｚｈｅｎｓｈａｎ９７Ａ／Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３ ��7�１３８１ ��7�７３６ �%7�２１ ��．６１±２．６７ 7�３ !&．１８９ 7�＊ 7�３７ "�．５３±３．１２ 7�２ $�．４８３

7�　　 7�＊ 7�， 7�＊＊ 7�表示与ＣＫ的差异分别达 Ｐ＜０．０５和 Ｐ＜０．０１显著水平。
7�＊ 7�， 7�＊＊ 7�ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈＣＫａｔＰ＜０．０５ａｎｄＰ＜０．０１ｌｅｖｅｌｓ．

7�中０～３级病穗数占调查总穗数的７６．３４％，中抗

（ＭＲ）；Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�ＭＨ６３的病级在０～９级，其中０～３级

病穗数占调查总穗数的数的 ６９．０４％，也在中抗

（ＭＲ）水平；Ｂ 7�３ 7�ＰＡ６４Ｓ和 Ｂ 7�１ 7�Ｆ 7�３ 7�ＰＡ６４Ｓ的发病０～３

级穗数分别占调查总穗数的３５．４３％和３３．５３％，属

于感病（Ｓ）水平。从表２可看出，虽然９３１１各转育

后代都属于中感或感病水平，但与亲本相比抗性仍

有明显增强，ＭＨ６３和ＰＡ６４Ｓ各转育世代抗病能力

也都比亲本强。ｔ测验表明：除Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�９３１１的发病率

和病情指数与９３１１没有显著差异外，Ｂ 7�４ 7�９３１１和

Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�２ 7�９３１１的发病率和病情指数都与亲本有极显著

差异。对于 ＭＨ６３的转育后代，除Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�ＭＨ６３的

发病率与 ＭＨ６３没有 显著差异外，Ｂ 7�４ 7�ＭＨ６３ 和

Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�２ 7�ＭＨ６３的发病率和病情指数、Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�ＭＨ６３的病

情指数都与亲本有极显著差异。与上述两种品种相

比，ＰＡ６４Ｓ 的 转育 后 代 的抗 病 能 力 要 弱 一点。

Ｂ 7�３ 7�ＰＡ６４Ｓ和Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�１ 7�ＰＡ６４Ｓ的病情指数与ＰＡ６４Ｓ分

别有显著差异和极显著差异，但发病率都与亲本没

有显著差异。

7�从总体上看，２００４年的病情比２００３年严重，这

主要是由于天气状况造成的，因为２００３年８月上旬

水稻破口期时高温不断，直到将近齐穗期时才出现

连绵不断的阴雨天，所以部分植株没有充分感病，病

情比２００４年轻。ＺＨ９（Ｒ）的抗病效果十分明显，两

年所有植株发病都在０～３级，很明显高抗稻瘟病。

２００３年 ０ 级（未 发 病）穗 数 占 调 查 总 穗 数 的

８１．１３％，２００４年０级（未发病）穗数占调查总穗数

的８０．２０％，且两年发病率都在２％以下，病情指数

在３．５以下。从表２可知，２００３年，当回交和自交

世代相对较低时，与对应亲本相比较，发病率和病情

指数的差异比较小，到２００４年，当回交世代增加时，

抗病能力的提高表现得较为明显。

7�２．２．２　测交组合抗病性鉴定

7�２００３年和２００４年调查的各组合及测交组合的

发病病级都在０～９级，由表３可知，２００４年的病情

明显比２００３年严重，但发病０～３级穗数占调查总

穗数的百分比都在４０％～５９％，属于中感（ＭＳ）水

平。具体来说，２００３年，Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ／Ｂ 7�２ 7�９３１１和珍汕

９７Ａ／Ｂ 7�２ 7�ＭＨ６３的发病率和病情指数与对照组合都

没有显著差异；发病０～３级穗数分别占调查总穗数

的５６．８３％和５７．３２％。２００４年，Ｂ 7�２ 7�ＰＡ６４Ｓ／Ｂ 7�３ 7�９３１１

的０～３级病穗数占调查总穗数的５０．９９％，其病情

指数与两优培九有极显著差异；珍汕９７Ａ／Ｂ 7�３ 7�ＭＨ６３

的０～３级病穗数占调查总穗数的５３．２９％，其发病

率与汕优６３有显著差异。

7�３　讨论

7�３．１　溶菌酶基因的回交转育

7�抗源是稻瘟病抗性育种的物质基础，由于稻瘟

病菌小种变化复杂及抗源缺乏等因素，因此通过常

规育种途径选育具有广谱高抗的新品种比较困难。

而植物基因工程为解决稻瘟病抗源缺乏问题提供了

一个较好的平台。

7�溶菌酶是一个广泛分布的酶家族，并且具有几

丁质酶的活力，能够分解细菌或真菌细胞壁组分中

多糖的 β-１，４-糖苷键，从而抵制病原菌的侵染。

Ｄǜｒｉｎｇ等 7�［１０］ 7�将来自 Ｔ４噬菌体的溶菌酶基因导入

马铃薯，可以增强马铃薯抵抗胡萝卜欧氏杆菌（Ｅｒ-

ｗｉｎａｃａｒｏｔｏｖｏｒａ）引起的病害。Ｎａｋａｊｉｍａ等 7�［１１］ 7�、

Ｔｒｕｄｅｌ等 7�［１２］ 7�分别将鸡蛋清溶菌酶基因和人溶菌酶

基因导入烟草，其转基因植株对病原细菌和真菌都

表现出抗性。许明辉等 7�［１３］ 7�将 Ｔ４噬菌体的溶菌酶

基因导入水稻品种南２９，稻瘟病菌初步接种和大田

选育试验表明，转基因材料较受体对照具有明显的

抗性。本研究以转基因水稻中花９号为溶菌酶基因

的供体，恢复系９３１１和明恢６３、不育系培矮６４Ｓ为

轮回亲本，通过回交转育将溶菌酶基因转移到超级

稻亲本中。经分子检测证实部分转育后代中已导入

7�１５１ 7�易自力等：转溶菌酶基因水稻回交转育籼型杂交稻亲本
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了外源溶菌酶基因。这一结果表明，对于一些已经

获得外源目的基因的转基因材料，通过回交将目标

基因转育到其他优良水稻品种中，不失为培育具有

转基因目标性状的水稻新品种的一条有效途径。因

此，将基因工程技术与常规育种技术相结合，可大大

加快转基因目标性状水稻新品种的选育，最大限度

地发挥转基因水稻在育种上的利用价值。

7�３．２　影响稻瘟病抗性鉴定效果的因素

7�稻瘟病在水稻各生育期危害地上各部分，受环

境条件、病菌致病性、品种布局等诸多因素影响。不

同地区之间稻瘟菌的群体差异非常明显 7�［１４］ 7�，病情复

7�杂多变，准确鉴定即将大面积推广种植的水稻新品

种，必须经２～３年不同生育期、不同生态环境条件

下的系统鉴定，才能做出较切合实际的抗性评价。

因此，菌种接种时间、接种方法、水稻的生长阶段、农

田小气候以及水稻的基因型（纯合或杂合）等对鉴定

结果都有很大的影响。湖南省稻瘟病流行主要在夏

季的６～８月，长时间的高温突遇低温（５～７ｄ）加高

湿条件，常常导致稻瘟病爆发成灾。毛建辉等 7�［１５］ 7�研

7�究发现持续低温（≤２０℃）处理３～５ｄ对稻瘟病的

发生最为有利。本研究在２００３年和２００４年将转育

后代分别种植于不同的病圃中，２００３年８月中旬抽

穗后期才出现气温较低且阴雨连绵天气，因此穗颈

瘟发病较迟。２００４年水稻破口期至齐穗期天气温

度低、湿度大，所以发病非常明显。

7�在进行抗病鉴定时，特别是在大量地鉴定育种

亲本或早代材料时，用单一菌株逐一接种工作量太

大。何月秋等 7�［１６］ 7�研究表明在抗病鉴定中用混合菌

株接种是可取的。本研究中采用湖南省致病力较强

的主要菌种混合接种，效果明显，各鉴定株系基本都

发病，转育后代和测交组合病情明显比对照亲本和

组合轻，说明抗病基因已导入部分单株。但不同品

种之间抗病效果不一样，虽然２００３年部分转育后代

表现出一定的抗性，但因为感病不完全，所以两年都

设了亲本作对照，结果表明２００４年各转育后代抗性

比２００３年的强。２００３年和２００４年９３１１和 ＭＨ６３

的转育后代抗病能力都比ＰＡ６４Ｓ的转育后代强，这

可能是 ９３１１和 ＭＨ６３ 的回交世 代抗病能力比

ＰＡ６４Ｓ高的原因，但２００４年 ＭＨ６３的转育后代抗

病能力明显比９３１１的转育后代强，所以这可能又与

亲本之间本身的抗病能力存在差异有关，因为亲本

的发病率和病情指数以 ＰＡ６４Ｓ最高，９３１１次之，

ＭＨ６３最低。同一品种不同世代的抗病性也有一定

7�的差异，如９３１１的转育后代，２００３年Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�２ 7�代比Ｂ 7�３

7�代稍强，２００４年 Ｂ 7�４ 7�、Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�２ 7�代比Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�代强；ＭＨ６３

和ＰＡ６４Ｓ的转育后代在２００３年差异不太明显，但

２００４年Ｂ 7�４ 7�、Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�２ 7�代的抗病能力明显比Ｂ 7�２ 7�Ｆ 7�３ 7�代强；

２００４年的Ｂ 7�３ 7�Ｆ 7�１ 7�ＰＡ６４Ｓ抗病能力比Ｂ 7�１ 7�Ｆ 7�３ 7�ＰＡ６４Ｓ稍

强，很明显总趋势是回交世代高的抗病越强。不同

回交世代Ｆ 7�３ 7�抗性比Ｆ 7�２ 7�和Ｆ 7�１ 7�弱，那么相同回交世

代条件下是否会有不同的结果还有待研究。本试验

只将回交代作了测交，虽然测交组合与对照杂交组

合相比抗病性有很大提高，但回交自交代所配测交

组合是否会有更强的抗病性还有待进一步研究。
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