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摘要 }利用 �¤¶·¤抗性选择技术快速检测 �·转基因水稻及杂交后代群体单株 ∀试验表明 o阳性单株在室内和田

间有良好的抗螟虫性能 ~在杂交后代中抗除草剂 βαρ基因和目的基因 χρψΙ Αk¥l紧密连锁与协同表达 ~外源基因在 ƒu

和 �≤t 群体中遵循孟德尔分离规律 ~应用杂交 !回交育种方法将抗虫基因转育到推广品种中是可行的 ∀本研究为进

一步选育双价抗虫和抗除草剂水稻新品种奠定了基础 ∀

关键词 }�·转基因水稻 ~�¤¶·¤~抗螟虫性鉴定 ~遗传分析
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  水稻是重要的粮食作物 ∀由于水稻本身没有足

够的抗虫基因 o因而抗虫育种工作进展缓慢 ∀ �·毒

蛋白基因是目前使用最广的基因 o用转基因的方法

将 �·毒蛋白基因导入常规水稻 o可使水稻对螟虫抗

性提高≈t ∗ v  ∀转基因植物中的外源基因在自交 ×t

代群体中一般遵循孟德尔分离规律≈w ∗ y  ∀在转基

因植株与常规品种的杂交后代中 o也能表现单显性

基因方式遗传≈z o{  ∀

本课题组利用 °�� 基因枪法和农杆菌介导法

成功地将 �·毒蛋白基因≈ χρψΙ Αk¥l 连同抗除草剂

βαρ基因导入到黄淮稻区主栽品种中国 |t中≈w  o获

得了 x个稳定遗传的转基因水稻新品系 o于 usss年

进行了小范围田间试验 o田间结果表现了良好的抗

螟虫和抗除草剂性能 ∀本研究在获得转 �·基因水

稻的基础上 o利用 βαρ基因k抗 �¤¶·¤除草剂l与目

的基因 χρψΙ Αk¥l紧密连锁的关系 o对 �·转基因水

稻及与常规水稻品种杂交的后代单株进行了室内和

田间抗螟虫鉴定 o证明了 �¤¶·¤阳性株与抗螟虫是

高度一致的 o并对其 ƒu 和 �≤t 杂交后代的外源基因

进行了遗传分析 ∀为利用标记基因进行辅助选择 o

加速改良主栽品种的抗螟虫性奠定了可靠的基础 ∀

1  材料与方法

1 q1  亲本材料

转 �·基因的水稻中国 |tk基因表达盒含有

�¦·¬±启动子 oχρψΙ Αk¥l和 βαρ基因l≈w  o现已稳定遗

中国农业科学  ussu ovxkul }twu p twx

≥¦¬̈±·¬¤ �ªµ¬¦∏̄·∏µ¤≥¬±¬¦¤



传至第 z代k×y 代l ∀与抗虫水稻杂交的材料为黄

淮稻区主栽品种圣稻 vst o豫粳 y 号 o镇稻 {{ o盐粳

usw ∀

1 q2  杂交后代培育

在 {月中下旬 o选取正处于开花期的稻穗 o用主

栽品种为母本 owy ε 温水去雄 o以转 �·基因水稻为

父本进行杂交 ∀在开花前对 ƒt 代植株进行 �¤¶·¤

抗性检测 o选用 �¤¶·¤阳性株作回交和自交留种 ∀

1 q3  �¤¶·¤抗性选择

用除草剂 �¤¶·¤k有效成分 °°×l o浓度为 tªr�o

涂在植株的叶片上 ot 周后统计抗性株及敏感株的

数目 ∀

1 q4  转基因植株的室内抗虫鉴定

采取转基因和未转基因幼嫩水稻叶片饲喂水稻

二化螟幼虫 o每个处理饲喂 us头 o饲喂 v §后称重 t

次 ∀

1 q5  转基因植株的田间抗虫鉴定

大田在不用任何药剂防治螟虫的情况下 o调查

稻纵卷叶螟危害情况和螟虫危害引起的白穗发生情

况 ∀

2  结果与分析

2 q1  转基因植株除草剂抗性鉴定

对转基因植株及杂交后代单株 o进行除草剂

�¤¶·¤抗性鉴定 ∀ °°× 浓度为 tªr�o单面涂叶片 ∀

x ∗ y§调查结果显示 }转 �·基因的中国 |t 水稻

k×yl及与其杂交 ƒt 均具有对 �¤¶·¤抗性 ∀转基因

植株叶片生长正常 o而未转基因植株叶片变黄 o干

枯 o最后死亡 ∀表明了与抗虫基因位于同一载体上

的 βαρ基因转育到水稻中并得到表达 ∀

2 q2  �·转基因植株的室内抗虫性鉴定

用未转基因的水稻中国 |t !转 �·≈ χρψΙ Αk¥l 基

因的水稻中国 |t及与豫粳 y号 !圣稻 vst !镇稻 {{ !

盐粳 usw 杂交的 ƒt 代材料的幼嫩叶片饲喂水稻二

化螟 ∀二化螟采自田间 o按虫大小分成 v组 o分别饲

喂水稻叶片 o每个处理接种 us头 o每 v §换食 !称重

t次 o计算平均单虫重 o抗虫结果如表 t ∀

表 1  转基因水稻对二化螟的抗性室内测定
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材料名称tl

� ¤·̈µ¬¤̄¶

平均单头虫重
�√ µ̈¤ª̈ º ¬̈ª«·²© ¤̈¦«¬±¶̈¦·k°ªl

原始虫重
�±¬·¬¤̄

饲喂 v§
v§¤¼¶

饲喂 y§
y§¤¼¶

饲喂 |§
|§¤¼¶

死亡率
� ²µ·¤̄¬·¼
k h l

中国 |t  �«²±ªª∏²|t v qt x qu tv qz v{ qx ts

tz qx uw qw xz qy |s qv s

vx qu wv qt {y qz ts| qw s

豫粳 y号r�·3  ≠∏­¬±ªyr�·
3 w qy p p p tss

tz qw tw qw uu qv uy qw s

vs qy u| qw v| qy wt qu s

圣稻 vstr�·3  ≥«̈ ±ª§¤²vstr �·3 u qz p p p tss

tv qy tu qy tx q{ tw qt s

vv qw vu q{ vw qu v| q{ s

镇稻 {{r�·3  �«̈ ±§¤²{{r�·3 v qu p p p tss

tw qy tv qv t| qt uw q{ s

vw qy vu qz wt qx wu qz s

盐粳 uswr�·3  ≠¤±­¬±ªuswr�·
3 u q| p p p tss

tu q{ tt qy tw qv tx qt s

vt qu vs qv vu qx vx qy s

�·3 u q{ p p p tss

tz qy uu q{ uw qt uv qu s

vt qv u{ qs ws qw ws q| s

tl �·3 代表转 �·基因水稻中国 |t ∀下同

�·3 ¶«²º §̈�··µ¤±¶ª̈ ±¬¦µ¬¦̈ �«²±ªª∏² |t q ×«̈ ¶¤°¨¤¶¥̈ ²̄º
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  未转基因水稻饲喂水稻二化螟 o二化螟长得又

大又壮 ~转基因水稻饲喂水稻二化螟 o低龄幼虫很快

死亡 o高龄幼虫虽能存活 o但生长得非常缓慢且瘦

弱 ∀证明了转基因株系具有较强的抗虫性 ∀

2 q3  �·转基因植株的田间抗虫性鉴定

田间种植观察中国 |t 转基因株系及与豫粳 y

号 o圣稻 vst o镇稻 {{ o盐粳 usw 杂交的 ƒt 及 ƒu 代

材料 ∀y月 ts日插秧 o分单株插植 oz月 t日涂 �¤¶2

·¤ot 周后根据 �¤¶·¤抗性表现 o挂牌标记阴阳性株 ∀

田间自插秧到收获未施任何农药 ∀{月 x日为稻纵

卷叶螟大发生时期 o转基因水稻几乎没有受到卷叶

螟的危害 o而对照和未转基因水稻严重地受到卷叶

螟危害 o水稻剑叶及倒二叶花白一片 o最高田块植株

受害率在 ys h ∀

在 |月 tx日调查稻穗的受害情况 o由于受到螟

虫的危害 o对照品种中国 |t 白穗率k死亡穗l达到

xs h o而转基因水稻白穗率相当低 o小于 t h ∀田间

调查白穗率发生情况 o结果如表 u ∀表明了 �¤¶·¤阳

性株具有高抗螟虫的特性 o同时也指明 βαρ基因和

目的基因 χρψΙ Αk¥l是协同表达的 ∀

表 2  �·抗虫转基因水稻田间抗螟虫情况调查
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材料名称tl

� ¤·̈µ¬¤̄¶

调查总穗数
�²q²©²¥¶̈µ√ §̈
·²·¤̄ ¶³¬®̈ ¯̈·¶

白穗数
�²q²©²¥¶̈µ√ §̈
º«¬·̈ ¶³¬®̈ ¯̈·¶

白穗率
° µ̈¦̈±·¤ª̈ ²©

º«¬·̈ ¶³¬®̈ ¯̈·¶k h l

中国 |tk≤�l  �«²±ªª∏²|t vyys t{ws xs quz

�·3 v|zu w s qxy

豫粳 y号r�·3 kƒtl  ≠∏­¬±ªyr�·
3 vxy t s qu{

圣稻 vstr�·3 kƒtl  ≥«̈ ±ª§¤²vstr �·3 vut t s qvt

镇稻 {{r�·3 kƒtl  �«̈ ±§¤²{{r�·3 u|{ s s

盐粳 uswr�·3 kƒtl  ≠¤±­¬±ªuswr�·
3 vyt t s qu{

豫粳 y号r�·3 kƒul  ≠∏­¬±ªyr�·
3 wtus u s qsx

圣稻 vstr�·3 kƒul  ≥«̈ ±ª§¤²vstr �·3 vutv w s qtv

镇稻 {{r�·3 kƒul  �«̈ ±§¤²{{r�·3 vwu{ x s qtx

盐粳 uswr�·3 kƒul  ≠¤±­¬±ªuswr�·
3 vyz| w s qtt

tl 调查的 ƒt 和 ƒu 植株为 �¤¶·¤阳性株

�¤¶·¤³²¶¬·¬√¨³̄¤±·¶º µ̈̈ ∏¶̈§¬± ƒt ¤±§ƒu ¬̈³̈ µ¬° ±̈·¶

2 q4  转基因植株后代的遗传分析

利用黄淮稻区常规粳稻推广品种与转 �·基因

的中国 |tk×y 代l杂交 o在不同的分离世代群体中 o

�¤¶·¤抗性的阴阳性分离结果如表 v ∀根据卡方测

验的结果kς
u
¦� ς

ul o在 �≤t 分离群体中 �¤¶·¤的阴阳

性分离比例按照 tΒt 分离 o在 ƒu分离群体中 �¤¶·¤

阳性株与阴性株按 vΒt分离 ∀表明外源基因是一个

单显性基因遵循孟德尔分离规律 ∀

表 3  �·水稻杂交后代 �¤¶·¤阳性株与阴性株的分离比

×¤¥̄¨v  ≥ ª̈µ̈ª¤·¬²± µ¤·¬² ²© �¤¶·¤ ³²¶¬·¬√¨¤±§ ±̈ ª¤·¬√¨ ³̄¤±·¶¬± ·«̈ ³µ²ª̈ ±¬̈¶²© �·µ¬¦̈ ¦µ²¶¶̈§·² µ¬¦̈ √¤µ¬̈·¬̈¶¦∏̄·¬√¤·̈§¬±

«∏¤±ª«∏¤¬¤µ̈¤

组合
≤µ²¶¶̈¶

世代
� ±̈̈ µ¤·¬²±¶

抗性株数
�²q²©µ̈¶¬¶·¤±·

³̄¤±·¶

敏感株数
�²q²©¶∏¶¦̈³·¬¥¬̄¬·¼

³̄¤±·¶

期望比例
� ¤·¬² ²© ¬̈³̈ ¦·̈§

¶̈ªµ̈ª¤·¬²±
ς
u
≤

圣稻 vstr �·3 �≤t tux tvy tΒt s qwwx

≥«¤±ª§¤²vstr�·
3 ƒu {yx uzz vΒt s qvvu

豫粳 yr�·3 �≤t txv tw{ tΒt s qs{y

≠∏­¬±ªyr �·3 ƒu z|y ux| vΒt s qttx

镇稻 {{r�·3 �≤t |y |s tΒt s qt|w

�«̈ ±§¤²{{r�·3 ƒu |{t vus vΒt s qttu

盐粳 uswr�·3 �≤t ut{ uvu tΒt s qwvy

≠¤±­¬±ªuswr�·
3 ƒu |yx vwt vΒt s q{x|

§©� t oς
u
ks qsxl � v q{wt
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3  讨论

利用 ¥¤µ基因k抗除草剂基因l和 �·基因≈¦µ¼��

k¥l  紧密连锁的关系 o在水稻生长期间用 �¤¶·¤涂

叶片 o根据叶片是否变黄枯死而判定 �·基因是否存

在 o与其分子标记检测相比 o是一种快速简便 !高效

的方法 o为加快抗虫育种的选育奠定了可靠的基础 ∀

外源基因在转基因水稻后代的遗传有的符合孟

德尔单显性基因分离规律 o有的则不符合孟德尔单

显性基因分离规律≈|  ∀外源基因的遗传可能受基

因在染色体 ⁄�� 插入位点的影响 ∀王忠华等≈z 报

道 �∏¶基因在 �≤t 群体中按 tΒt分离 o在粳粳交 ƒu

群体中按 vΒt分离 ∀本研究所获得的 w个杂交组合

中 oβαρ基因的遗传分离也基本符合单显性基因遗

传方式 o没有发现不符合孟德尔遗传的群体 o这有利

于转基因水稻作为种质材料用于抗虫性状的转育 ∀

由于水稻本身没有足够的抗虫基因 o目前研究

者利用人工合成或从其它生物中克隆的抗虫基因转

化到水稻栽培品种中 o提高品种的抗虫性 ∀本课题

组把抗虫基因和标志基因 o连接到同一高效表达载

体上 o进行遗传转化 o获得转基因材料已经稳定传递

到第 z代 o在田间和室内测定 o表现了高抗螟虫的效

果 o没有发现基因沉默的现象 ∀因此在获得转 �·基

因水稻的基础上与推广品种杂交 o然后回交转育 o并

利用标记基因及分子标记进行辅助选择 o加速改良

主栽品种的抗螟虫性 o为培育抗螟虫的推广品种奠

定了可靠的基础 ∀抗虫品种对害虫的影响是显著

的 !持久的 o能增强化学防治和生物防治的效果 o且

无污染 o可以带来良好的经济效益和生态效益 o有着

广阔的推广前景 ∀

� ©̈̈ µ̈±¦̈ ¶}

≈ t    ≤∏¬� � o ·̈¤̄ q≤²±¶·µ∏¦·¬²± ³©³̄¤±·̈ ¬³µ̈¶¶¬²± √ ¦̈·²µ«¤µ¥²µ¬±ª

·º²¬±¶̈¦·¬¦¬§¤̄ ª̈ ±̈ ¶¤±§·«̈¬µ ¬̈³µ̈¶¶¬²±¬±·¤¥¤¦¦²q�²∏µ±¤̄ ²©

�ªµ¬¦∏̄·µ¤̄ �¬²·̈¦«±²̄²ª¼ ot||{ oyktl }z p tw qk¬± ≤«¬±̈ ¶̈l

崔洪志 o等 q双价杀虫基因植物表达载体的构建及其在烟草

中的表达 q农业生物技术学报 ot||{ oyktl }z p tw q

≈ u    • ¤±ª � � q ·̈¤̄ q � ¶̈¬¶·¤±¦̈ ²© ³µ²ª̈ ±¬̈¶©µ²° ¦µ²¶¶̈¶¥̈·º¨̈ ±

�··µ¤±¶ª̈ ±¬¦µ¬¦̈ ¤±§¦²±√ ±̈·¬²±¤̄ µ¬¦̈ √¤µ¬̈·¬̈¶·² ¶·µ¬³̈ ¶·̈°

¥²µ̈µΧηιλο συππρεσσαλισ. �¦·¤ �ªµ²±²°¬¦¤≥¬±¬¦¤ousss ouykvl }
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