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7�内和田间人工接虫鉴定抗虫性，并结合系谱法选择农艺性状，病圃接种鉴定稻瘟病抗性，育成具转基因抗虫性的水稻新恢复

系Ｂｔ５１９８。采用离体茎秆法接种二化螟卵块，新恢复系Ｂｔ５１９８和Ｂｔ明恢６３的幼虫死亡率均为１００％。在田间人工接虫条
件下，该恢复系对二化螟和三化螟均表现高抗，与４个不育系配制的杂种Ｆ 7�１ 7�仍保持良好的抗虫性，且杂种优势明显。两年稻
瘟病抗性鉴定结果表明，新恢复系Ｂｔ５１９８的叶瘟和颈瘟抗性水平与成恢１７７相当，明显优于Ｂｔ明恢６３。Ｂｔ５１９８的种子发芽
率和花粉量与成恢１７７相当，Ｂｔ基因导入水稻恢复系不会对种子生活力和制种产量造成显著影响。在无选择标记基因的转
基因后代中，结合利用试纸条检测和室内、田间人工接虫鉴定是筛选Ｂｔ基因抗虫性的有效方法。
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7�　　鳞翅目昆虫是水稻产区的主要害虫，仅二化螟

［Ｃｈｉｌｏｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ（Ｗａｌｋｅｒ）］、三化螟［Ｓｃｉｒｐｏｐｈ-

ａｇａｉｎｃｅｒｔｕｌａｓ（Ｗａｌｋｅｒ）］等害虫在亚洲造成的稻谷

7�损失就占总产的１０％左右 7�［１］ 7�。而广泛使用化学农

药防治既增加了生产成本，又污染了生态环境。

7�依靠遗传转化技术导入外源抗虫基因是目前控

制水稻害虫的重要途径之一。已有较多研究将外源

Ｂｔ基因导入籼稻或粳稻品种获得高抗螟虫的转基

因水稻 7�［２-５］ 7�。但有研究报道，转基因当代植株及其

自交衍生后代的农艺性状与原亲本相比普遍较差，

难以直接利用。而以转基因材料为供体，与农艺性

状优良、优质、高产的籼稻或粳稻品种杂交，是选育

兼具优良农艺性状和抗虫特性新品系的有效途

径 7�［６-８］ 7�。

7�为此，本研究以转基因水稻Ｂｔ明恢６３为供体，

以优质抗稻瘟病籼稻恢复系成恢１７７为受体，育成

了具转基因抗虫性的抗稻瘟病新恢复系。同时对该

恢复系的抗虫性、稻瘟病（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｏｒｙｚａｅ）抗
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7�性、所配组合的杂种优势以及种子发芽率、花粉量等

特性进行了分析，旨在为转 Ｂｔ基因抗虫水稻的育种

7�利用提供科学依据和理论参考。

7�１　材料与方法

7�１．１　材料构建

7�２００１年，以优质抗稻瘟病籼稻恢复系成恢

１７７ 7�［９］ 7�为母本，以去选择标记的转基因恢复系Ｂｔ明

恢６３ 7�［１０］ 7�（华中农业大学作物遗传改良国家重点实

验室提供）为父本杂交，并以成恢１７７为母本回交一

次后自交。采用系谱法选择综合农艺性状，试纸条

跟踪检测Ｂｔ基因表达，病圃接种鉴定稻瘟病抗性。

杂交后代种植在四川省农业科学院的温室内。

7�用Ｇ４６Ａ和金２３Ａ测交，初步鉴定成恢１７７与

7�Ｂｔ明恢６３杂交后代的单株配合力、恢复力和杂种

Ｆ 7�１ 7�生育期。于２００６年培育成功具转基因抗虫性的

水稻新恢复系Ｂｔ５１９８。用４个不育系（Ｇ４６Ａ、中

９Ａ、Ｄ６２Ａ和川香２９Ａ）测定Ｂｔ５１９８的恢复力和产

量杂种优势。

7�１．２　抗虫性鉴定

7�分别用ＰＣＲ分析、试纸条检测、离体茎秆接种

测定和田间接虫法鉴定水稻新恢复系Ｂｔ５１９８及其

所配杂交组合的抗虫性。

7�１．２．１　ＰＣＲ检测

7�水稻叶片 ＤＮＡ提取参照 Ｍｕｒｒａｙ等 7�［１１］ 7�的方

法，略作修改。Ｂｔ基因检测参见Ｔｕ等 7�［４］ 7�方法，可扩

增出Ｂｔ基因中的１．８３ｋｂ片段。正向引物为ＢＴＦ，

7�５’-ＴＴＣＡＧＣＣＴＣＧＡＧＴＧＴＴＧＣＡＧ-３’；反向引物

为ＢＴＲ，５’-ＡＴＧＧＡＣＡＡＣＡＡＣＴＧＣＡＧＧ-３’。

7�１．２．２　试纸条检测

7�取水稻叶片于１．５ｍＬ离心管中研磨，并以蒸

馏水抽提和稀释，将ＢＴ-Ｃｒｙ１Ａｂ／１Ａｃ金标免疫检

测试纸条（北京银土地生物技术有限公司）插入样品

液，３～５ｍｉｎ后观察结果。在试纸条上出现１条检

测线和１条质控线为阳性（含 Ｂｔ基因毒蛋白），记为

7�“＋”；仅出现１条质控线为阴性（无 Ｂｔ基因毒蛋

白），记为“－”。

7�１．２．３　离体茎秆接种测定

7�二化螟卵块采自四川省成都地区稻田，待蚁螟

孵化后供试验用。各供试材料随机取５株，剪取植

株下部６ｃｍ长茎秆，用细毛笔在每根茎秆上接３０

头二化螟蚁螟，置于加有２ｍｍ清水的小玻管（１５

ｍｍ×１５０ｍｍ）底部，管口滤纸密封。接虫后第５天

7�剥查并记载幼虫死亡数和活虫数，计算幼虫死亡率。

7�１．２．４　田间接虫鉴定

7�二化螟和三化螟卵块分别采自四川省成都市和

德阳市田间灯诱螟蛾。二化螟和三化螟抗虫性鉴定

小区试验各设６个处理，重复３次，共计３６个试验

小区，小区随机排列，面积１．５ｍ 7�２ 7�（１．５ｍ×１．０ｍ），

7�每小区种植３０株水稻（６×５），接种３０个卵块，每株

接种１个卵块。二化螟试验小区于移栽返青后接种

二化螟卵块，６月下旬枯心稳定后全区调查枯心

数。三化螟试验小区于７月中旬接种三化螟卵块，

８月中下旬白穗稳定后全区调查白穗数。分别计算

枯心率和白穗率。

7�１．３　稻瘟病抗性鉴定

7�在水稻４～５叶期采用混合菌株喷雾接种，于分

蘖中、后期，病圃叶瘟进入流行盛期后调查叶瘟，１

周后复查１次；于稻谷黄熟期，颈瘟病情稳定后，调

查颈瘟，１周后复查１次。病情记载与评价标准按

农作物品种审定规范《水稻抗主要病虫评价标准》进

行。

7�１．４　农艺性状调查

7�２００６年４月在四川省成都市播种新恢复系

Ｂｔ５１９８及其所配杂交组合，以Ⅱ优８３８作对照。田

间采用随机区组排列，３次重复，记录生育期，成熟

时每个小区随机取１０株调查株高、有效穗数、穗长、

结实率、千粒重和单株产量。

7�１．５　发芽试验

7�采用室内发芽和直播苗床两种方法测定新恢复

系Ｂｔ５１９８及对照成恢１７７的发芽率。

7�室内发芽试验：每次选用１００粒饱满成熟种子，

浸种４８ｈ后，３５℃催芽过夜，置于垫有两层湿润滤

纸的培养皿中，于室内适宜条件下培养，分别于催芽

后３ｄ和７ｄ统计发芽率。每次试验重复３次。

7�直播试验：取饱满成熟种子１００粒，直播于苗

床，１０ｄ后统计发芽率。每次试验重复３次。

7�１．６　花粉量比较试验

7�随机收取新恢复系Ｂｔ５１９８及对照成恢１７７的

５０个主穗穗头。用剪刀剪成２～３ｍｍ片段。混合

后从２００朵花中随机采取５００个花药，将花药置于

装有１００μＬ１ｍｏｌ／Ｌ蔗糖溶液的离心管（１．５ｍＬ）

中。用镊子充分捣碎花药后，加入９００μＬ１ｍｏｌ／Ｌ

的蔗糖溶液，使所有花粉释放至溶液中。用旋涡仪

混合均匀后，从中吸取１００μＬ至另一离心管（１．５

ｍＬ）中，加入９００μＬ１ｍｏｌ／Ｌ的蔗糖溶液至１０００

μＬ。混合均匀后取样５μＬ滴于载玻片上，并加入５

7�μＬＩ 7�２ 7�-ＫＩ染色，在１０倍显微镜下统计花粉数，并根

7�４５３ 7�中国水稻科学（ＣｈｉｎｅｓｅＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２２卷第４期（２００８年７月）
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据稀释倍数计算花粉量。所有测定均重复３次。

7�２　结果与分析

7�２．１　选育经过

7�成恢１７７系四川省农业科学院作物研究所培育

的恢复系，聚合了多抗、高配合力、广适性中籼恢复

系绵恢５０２（８７１０２８）和美国广亲和高光效种质

Ｌｅｍｏｎｔ的亲缘 7�［９］ 7�。父本Ｂｔ明恢６３系Ｔｕ等 7�［４］ 7�于

２０００年通过遗传转化将 Ｂｔ基因导入明恢６３中获

得，已去除筛选标记基因 7�［１０］ 7�。利用ＰＣＲ分析和试

纸条检测Ｆ 7�１ 7�、ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�１ 7�和ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�单株中的Ｂｔ基因，从

ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�３ 7�开始仅用试纸条检测Ｂｔ基因，并进行室内和

田间人工接虫鉴定。从ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�起，着重选择株叶型

优、抗倒力好、中迟熟、结实率高的单株或株系，在

ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�和ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�４ 7�中进行稻瘟病抗性筛选。中高世代

材料与Ｇ４６Ａ、金２３Ａ等不育系测配，选育出集抗虫

7�性、稻瘟病抗性和强恢复性为一体的优良恢复系

Ｂｔ５１９８。

7�２．２　抗虫恢复系特性分析

7�２．２．１　抗虫性分析

7�２．２．１．１　Ｂｔ基因检测

7�用ＰＣＲ方法检测Ｂｔ明恢６３、成恢１７７、Ｆ 7�１ 7�、

ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�１ 7�及ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�单株中的Ｂｔ基因，并用试纸条检测

Ｂｔ毒蛋白表达。结果表明Ｂｔ明恢６３及杂种Ｆ 7�１ 7�能

扩增出１．８３ｋｂ片段，在试纸条上显示２条带，表现

为阳性；成恢１７７没有扩增出１．８３ｋｂ条带，在试纸

条上仅呈现１条带，表现为阴性（图１-Ａ、Ｂ）。χ 7�２ 7�分

析结果进一步显示，在４８株ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�１ 7�单株中，阳性与

阴性单株符合１∶１分离比例；在３００株ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�群体

7�中阳性与阴性比为２１９∶８１，符合３∶１分离比例，

表明外源Ｂｔ基因是一个单显性基因，遵循孟德尔分

7�离规律。此外，所有检测单株的ＰＣＲ结果与试纸条

检测结果完全吻合。因试纸条检测较ＰＣＲ分析更

加方便快捷，自ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�３ 7�起，仅采用试纸条追踪检测

Ｂｔ基因。

7�２．２．１．２　恢复系及配制组合的抗虫性分析

7�从ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�３ 7�开始，在试纸条检测基础上，对各世

代自交单株进行室内和田间人工接虫鉴定。选择在

室内接虫试验中幼虫死亡率为１００％，且田间接虫

后无枯心和白穗出现的单株进一步自交，结合配合

力分析于ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�７ 7�获得集抗虫性和高配合力为一体

的优良恢复系Ｂｔ５１９８。

7�２００６年采用离体茎秆接虫法测定Ｂｔ明恢６３、

成恢１７７、Ｂｔ５１９８及其与４个不育系所配组合的抗

虫性。结果显示，接虫５ｄ后在非转基因对照成恢

１７７植株的茎秆里可见大量虫粪，虫体变大，活动能

力强。而在Ｂｔ明恢６３、Ｂｔ５１９８及其与４个不育系

配制的杂种Ｆ 7�１ 7�植株茎秆里面几乎见不到虫粪，幼虫

死亡率为１００％（表１）。表明在室内人工接虫条件

下，Ｂｔ５１９８及其所配组合对二化螟幼虫表现高抗，

进一步推测Ｂｔ基因在纯合和杂合状态下均具有良

好的抗虫性。

7�田间接虫鉴定结果表明，对照成恢１７７的枯心

率和白穗率分别为 7�１７．５％和 7�１８．２％，而Ｂｔ明恢６３、

7�图１　Ｂｔ基因ＰＣＲ分析（Ａ）及试纸条检测（Ｂ）

7�Ｆｉｇ．１．ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｏｔａｌｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ（Ａ）ａｎｄｔｅｓｔｐａｐｅｒｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＢｔｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂ）．

7�Ｍ－ＤＮＡ分子量标准（ＤＬ２０００）；１－成恢１７７；２－Ｂｔ明恢６３；３－Ｆ 7�１ 7�（Ｂｔ明恢６３／成恢１７７）。

7�Ｍ，ＤＮＡｍａｒｋｅｒｌａｄｄｅｒ（ＤＬ２０００）；１，Ｃｈｅｎｇｈｕｉ１７７；２，ＢｔＭｉｎｇｈｕｉ６３；３，Ｆ 7�１ 7�（ＢｔＭｉｎｇｈｕｉ６３／Ｃｈｅｎｇｈｕｉ１７７）．

7�５５３ 7�高方远等：转基因抗虫性水稻恢复系选育及特性分析
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7�表１　水稻新恢复系Ｂｔ５１９８及其所配组合对二化螟和三化螟的抗性

7�Ｔａｂｌｅ１．ＲｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｎｅｗｒｉｃｅｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅＢｔ５１９８ａｎｄｉｔｓｈｙｂｒｉｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｔｏＣ．ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓａｎｄＳ．ｉｎｃｅｒｔｕｌａｓ．

7�材料　　

7�Ｍａｔｅｒｉａｌ　　

7�试纸条检测 7�１）

7�Ｔｅｓｔｐａｐｅｒ

7�ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ（＋∶－） 7�１）

7�幼虫死亡率

7�Ｄｅａｄｌａｒｖａｅ

7�ｒａｔｅ／％

7�枯心率 7�２）

7�Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ

7�ｄｅａｄｈｅａｒｔｓ 7�２） 7�／％

7�白穗率 7�３）

7�Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ

7�ｗｈｉｔｅｈｅａｄｓ 7�３） 7�／％

7�Ｂｔ明恢６３　ＢｔＭｉｎｇｈｕｉ６３ ��7�２０∶０ ��7�１００ �D7�０  L．０（１１．６） 7�０ #�．０（９．４）

7�成恢１７７　Ｃｈｅｎｇｈｕｉ１７７ �/7�０∶２０ ��7�１２ �D7�１７  L．５（１０．５） 7�１８ #�．２（９．４）

7�Ｂｔ５１９８ ��7�２０∶０ ��7�１００ �D7�０  L．０（１１．６） 7�０ #�．０（９．４）

7�Ｇ４６Ａ／Ｂｔ５１９８ ��7�２０∶０ ��7�１００ �D7�０  L．０（１０．５） 7�０ #�．０（９．２）

7�Ｄ６２Ａ／Ｂｔ５１９８ ��7�２０∶０ ��7�１００ �D7�０  L．０（９．８） 7�０ #�．０（９．２）

7�中９Ａ／Ｂｔ５１９８　Ｚｈｏｎｇ９Ａ／Ｂｔ５１９８ ��7�２０∶０ ��7�１００ �D7�０  L．０（１１．３） 7�１ #�．２（８．３）

7�川香２９Ａ／Ｂｔ５１９８　Ｃｈｕａｎｘｉａｎｇ２９Ａ／Ｂｔ５１９８ ��7�２０∶０ ��7�１００ �D7�０  L．０（１０．９） 7�０ #�．０（９．３）

7�　　 7�１） 7�２０个单株检测结果。 7�２） 7�６月３０日调查分蘖数和枯心数。枯心率＝枯心数／分蘖数×１００％；括号中的数据为３次重复９０个单株的平均

分蘖数。 7�３） 7�８月２０日调查有效穗数和白穗数。白穗率＝白穗数／有效穗数×１００％；括号中的数据为３次重复９０个单株的平均有效穗数。
7�１） 7�Ｔｅｓｔｐａｐｅｒｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎ２０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｐｌａｎｔｓ． 7�２） 7�ＮｕｍｂｅｒｏｆｒｉｃｅｔｉｌｌｅｒｓａｎｄｄｅａｄｈｅａｒｔｓｒｅｃｏｒｄｅｄｏｎＪｕｎｅ３０．Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｄｅａｄ

ｈｅａｒｔｓ＝Ｎｏ．ｏｆｄｅａｄｈｅａｒｔｓ／Ｎｏ．ｏｆｔｉｌｌｅｒｓｐｅｒｐｌａｎｔ×１００％．Ｄａｔａｉｎｂｒａｃｋｅｔｓａｒｅｔｈｅａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｉｌｌｅｒｓｏｆ９０ｐｌａｎｔｓｉｎｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａ-

ｔｉｏｎｓ． 7�３） 7�ＮｕｍｂｅｒｏｆｒｉｃｅｐａｎｉｃｌｅｓａｎｄｗｈｉｔｅｈｅａｄｓｒｅｃｏｒｄｅｄｏｎＡｕｇｕｓｔ２０．Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｗｈｉｔｅｈｅａｄｓ＝Ｎｏ．ｏｆｗｈｉｔｅｈｅａｄｓ／Ｎｏ．ｏｆｐａｎｉｃｌｅｓｐｅｒ

7�ｐｌａｎｔ×１００％．Ｄａｔａｉｎｂｒａｃｋｅｔｓａｒｅｔｈｅａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｐａｎｉｃｌｅｓｏｆ９０ｐｌａｎｔｓｉｎｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．

7�Ｂｔ５１９８及其所配大部分组合对二化螟和三化螟均

具有很高的抗性，枯心率和白穗率均为０％，仅中

９Ａ／Ｂｔ５１９８组合少量受害（表１）。

7�２．２．２　稻瘟病抗性分析

7�对初步筛选抗虫性较好的后代材料（ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�和

ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�４ 7�），以Ｂｔ明恢６３、成恢１７７为对照进行苗期混

7�合菌种喷雾接种，选择两年鉴定叶瘟和颈瘟均≤４

级的株系进一步测定配合力，于ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�７ 7�获得集抗虫

性和高配合力为一体的抗稻瘟病新恢复系Ｂｔ５１９８。

２００５年、２００６年对新恢复系的稻瘟病抗性鉴定结果

表明，Ｂｔ５１９８抗性水平与成恢１７７相当，但明显优

于Ｂｔ明恢６３（表２）。

7�２．２．３　与不育系配制组合的优势表现

7�具转基因抗虫性的新恢复系Ｂｔ５１９８具有较强

的恢复力。与４个不育系配制 Ｆ 7�１ 7�的结实率为

７６．２％～８１．２％，平均为７８．６％，与对照Ⅱ优８３８

相似（表３）。与不育系所配组合的平均单株产量等

7�表２　水稻新恢复系Ｂｔ５１９８的稻瘟病抗性

7�Ｔａｂｌｅ２ ＲｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｎｅｗｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅＢｔ５１９８ｔｏＭ．

ｏｒｙｚａｅ．

7�材料

7�Ｍａｔｅｒｉａｌ

7�叶瘟

7�Ｌｅａｆｂｌａｓｔ

7�／Ｇｒａｄｅ

7�２００５ !�7�２００６ #�

7�颈瘟

7�Ｎｅｃｋｂｌａｓｔ

7�／Ｇｒａｄｅ

7�２００５ $�7�２００６ %�

7�Ｂｔ明恢６３　ＢｔＭｉｎｇｈｕｉ６３  �7�９ !�7�９ "�7�９ $:7�９ %n

7�成恢１７７　Ｃｈｅｎｇｈｕｉ１７７  47�４ !�7�３ "�7�３ $:7�２ %n

7�Ｂｔ５１９８ ��7�２ !�7�３ "�7�３ $:7�３ %n

7�于或高于对照，表明 Ｂｔ基因对恢复能力和杂种优势

7�无不良影响。从播抽历期来看，Ｂｔ５１９８与Ｇ４６Ａ、中

９Ａ和Ｄ６２Ａ配制组合与同熟期对照Ⅱ优８３８相当；

川香２９Ａ／Ｂｔ５１９８组合较Ⅱ优８３８长５．５ｄ，在成都

地区播种较晚，灌浆结实期光温条件不足，导致其增

产幅度较小。该组合在长江中下游稻区种植有望获

得高产。

7�表３　水稻新恢复系Ｂｔ５１９８所配杂种Ｆ 7�１ 7�的主要农艺性状

7�Ｔａｂｌｅ３．ＭａｊｏｒａｇｒｏｎｏｍｉｃｔｒａｉｔｓｏｆｔｈｅＦ 7�１ 7�ｈｙｂｒｉｄｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｔｈｅｎｅｗｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅＢｔ５１９８．

7�组合

7�Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

7�每穴有效穗数

7�Ｎｏ．ｏｆｐａｎｉｃｌｅｓ

7�ｐｅｒｈｉｌｌ

7�株高
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7�１０００-ｇｒａｉｎ

7�ｗｅｉｇｈｔ／ｇ

7�单株产量

7�Ｙｉｅｌｄｐｅｒ

7�ｐｌａｎｔ／ｇ

7�播抽历期

7�Ｄａｙｓｆｒｏｍ

7�ｓｏｗｉｎｇｔｏ

7�ｈｅａｄｉｎｇ／ｄ

7�Ｇ４６Ａ／Ｂｔ５１９８ ��7�９ ��．２±２．２ 7�１２０ ��．８±２．５ 7�２５ �c．６±１．０ 7�８１ �&．２±２．５ 7�２７  �．９±０．６ 7�３６ "�．５±２．７ 7�１１８ $�．７±０．０

7�Ｄ６２Ａ／Ｂｔ５１９８ ��7�９ ��．０±１．９ 7�１１８ ��．５±１．８ 7�２６ �c．８±０．８ 7�７７ �&．５±３．０ 7�２８  �．３±０．４ 7�３４ "�．３±２．５ 7�１２０ $�．０±０．５

7�中９Ａ／Ｂｔ５１９８Ｚｈｏｎｇ９Ａ／Ｂｔ５１９８ �.7�８ ��．７±１．５ 7�１２２ ��．５±２．２ 7�２６ �c．２±０．７ 7�７９ �&．５±３．２ 7�２８  �．１±０．６ 7�３３ "�．６±２．９ 7�１１８ $�．３±０．０

7�川香２９Ａ／Ｂｔ５１９８Ｃｈｕａｎｘｉａｎｇ２９Ａ／Ｂｔ５１９８ ��7�９ ��．５±１．８ 7�１２１ ��．２±２．０ 7�２６ �c．８±０．４ 7�７６ �&．２±２．２ 7�３０  �．０±０．５ 7�３２ "�．７±４．３ 7�１２３ $�．７±０．０

7�Ⅱ优８３８Ⅱｙｏｕ８３８（ＣＫ） 7�８ ��．４±１．２ 7�１２１ ��．７±２．２ 7�２６ �c．８±０．９ 7�７７ �&．６±２．１ 7�３０  �．２±０．５ 7�３２ "�．４±３．０ 7�１１８ $�．２±０．０

7�６５３ 7�中国水稻科学（ＣｈｉｎｅｓｅＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２２卷第４期（２００８年７月）



7�7�7�

7�表４　水稻新恢复系Ｂｔ５１９８的发芽率

7�Ｔａｂｌｅ４．ＧｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｅｎｅｗｒｉｃｅｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅＢｔ５１９８．　％

7�材料

7�Ｍａｔｅｒｉａｌ

7�室内发芽率

7�Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

7�ｒａｔｅｉｎｄｏｏｒ

7�３ｄ 7�７ｄ

7�直播发芽率

7�Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

7�ｒａｔｅａｆｔｅｒ

7�ｄｉｒｅｃｔｓｅｅｄｉｎｇ

7�成恢１７７Ｃｈｅｎｇｈｕｉ１７７ ��7�９６ �$．３ 7�９７ ��．７ 7�８８ ��．２

7�Ｂｔ５１９８ ��7�９５ �$．３ 7�９５ ��．７ 7�８７ ��．９

7�２．２．４　其他特性分析

7�２．２．４．１　发芽率分析

7�发芽率是种子生活力的具体体现。在室内适宜

条件下，新恢复系Ｂｔ５１９８培养３ｄ和７ｄ的发芽率

分别达到９５．３％和９５．７％，表明该恢复系种子生活

力强，发芽整齐，与成恢１７７相当。在直播发芽方法

试验中，Ｂｔ５１９８的发芽率与成恢１７７也无显著差异

（表４）。由此可见，通过杂交转育导入Ｂｔ基因不会

对种子生活力造成显著影响。

7�２．２．４．２　花粉量比较分析

7�恢复系花粉量的变化将直接影响杂交稻制种产

量。本研究测定具转基因抗虫性的新恢复系

Ｂｔ５１９８与对照植株的花粉量，结果显示Ｂｔ５１９８每

个花药的平均花粉数为１１１６．２粒，与成恢１７７的花

粉数（１１２１．２粒）相当，进一步推测在杂交稻制种过

程中，该恢复系的花粉量不会影响制种产量。

7�３　讨论

7�３．１　转Ｂｔ基因筛选鉴定方法

7�在转基因材料杂交和回交育种过程中，建立快

速、简便的目的基因鉴定方法十分重要。ＰＣＲ分

析、ＤＮＡ分子杂交和蛋白质免疫分析等技术能准确

筛选抗虫植株，但技术要求高。有研究证明，检测与

Ｂｔ基因紧密连锁和协同表达的标记基因可快速筛

选转基因抗虫个体。目前普遍应用的标记基因有

ｇｕｓ基因和潮霉素抗性基因ｈｐｔ等 7�［１２-１６］ 7�。本研究

所用转基因水稻Ｂｔ明恢６３中的标记基因已被敲

除 7�［１０］ 7�，需要通过检测外源 Ｂｔ基因本身特性获得抗

虫单株。ＢＴ-Ｃｒｙ１Ａｂ／１Ａｃ金标免疫检测试纸条系

国家“十五”科技攻关项目研制的创新产品，可快速、

定性检测植物样本中是否含特异性Ｂｔ-Ｃｒｙ１Ａｂ或

Ｂｔ-Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白，不需任何附加设备，３～５ｍｉｎ可获

得检测结果。本研究同时采用ＰＣＲ方法和试纸条

检测Ｆ 7�１ 7�、ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�１ 7�及ＢＣ 7�１ 7�Ｆ 7�２ 7�单株中的 Ｂｔ基因，结果完

全吻合。因此，在缺少试验设备的田间现场，试纸条

检测是较为快速简便的方法。此外，室内和田间接

虫试验是检测Ｂｔ基因植株抗虫性最直接可靠的方

法。本研究对试纸条检测确定为 Ｂｔ基因阳性的植

株进行室内及田间抗虫性鉴定，结果表明，经试纸条

检测为阳性的植株大部分对螟虫为害表现高度抗

性，极个别单株或株系也会出现田间部分受害的情

况，推测与Ｂｔ蛋白含量较低有关，也可能为非Ｂｔ基

7�因植株上的大龄幼虫迁移至 Ｂｔ基因植株咬断茎秆

所致。这有待进一步研究证实。

7�３．２　转基因水稻的抗虫稳定性

7�利用转基因技术将Ｂｔ基因导入水稻，其抗虫稳

7�定性是人们关注的重要问题之一。有研究发现转

Ｂｔ基因水稻的回交后代抗虫性有下降的趋势 7�［１７］ 7�。

而较多研究则认为，外源 Ｂｔ基因导入水稻可显著增

7�强水稻对鳞翅目害虫的抗性，并能稳定传递给后

代 7�［１４，１８-１９］ 7�。本研究室内和田间人工接虫试验表明，

7�经１次回交、连续７代自交纯化和分子标记辅助选

择获得具转基因抗虫性的新恢复系Ｂｔ５１９８对二化

螟和三化螟具有高度抗性，所配制的杂交组合仍具

有高的抗螟虫性，进一步证实本研究所获得的新恢

复系抗虫性能稳定遗传。

7�３．３　利用转Ｂｔ基因水稻培育抗虫新恢复系

7�已有研究结果表明，在通过遗传转化获得转基

因抗虫水稻基础上，借助分子标记辅助选择和回交

育种手段可改良转Ｂｔ基因抗虫水稻中的一些不良

性状，选育出既高抗螟虫又高产优质的水稻新品种

或品系 7�［６-８］ 7�。这样既减少了烦琐的遗传转化工作，

又能为转基因抗虫育种提供更多优良的杂交稻亲本

材料。本研究以Ｂｔ明恢６３为供体，杂交转育生产

上大面积推广应用的恢复系，获得对二化螟和三化

螟均具有高度抗性的水稻新恢复系，其恢复力、种子

生活力及花粉量与受体亲本成恢１７７无显著差异，

可直接用于三系抗虫杂交稻组合的配制。

7�谢辞：感谢华中农业大学作物遗传改良国家重

点实验室为本研究提供了去选择标记的抗虫恢复系

Ｂｔ明恢６３。
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