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摘 要 通过农杆菌介导的转化系统，将业已克隆的水稻抗白叶枯病基因 3+$! 导入重要的粳型杂交稻恢复系

“F#!/”。GFH 和抗性分析表明单拷贝整合的 3+$! 在 4! 代的分离比为 1 I !。在 4$ 代通过 GFH 和抗性分析选择了

3+$! 纯合的转基因株系“F#!/.3+$!”。将选择的转基因纯合系“F#!/.3+$!”与常用的雄性不育系“屉锦 J”杂交，产

生了带有转基因 3+$! 的杂交稻“屉优 #!/.3+$!”（简称转基因杂交稻）。分子分析表明转基因 3+$! 在杂交稻“屉优

#!/.3+$!”中能稳定遗传；抗性分析表明转基因恢复系“F#!/.3+$!”和转基因杂交稻“屉优 #!/.3+$!”对白叶枯病具

有高度的广谱抗性，并保持了受体对照的优良农艺性状。另外我们还发现转基因杂交稻“屉优 #!/.3+$!”对白叶枯

病的抗性水平高于转基因恢复系“F#!/.3+$!”，这可能是遗传背景的差异所致。抗白叶枯病转基因粳型恢复系和

杂交稻的育成将有益于杂交稻在我国北方稻区的推广。
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杂种优势的利用在世界水稻的生产中有着重要

的地位，尤其在我国杂交水稻已占水稻生产总面积

的 E%M和总产量的 0%M［!］。长期以来杂种优势的

利用一直局限在籼稻中，通常认为粳稻没有明显的

杂种优势［$］。近年来几个粳型恢复系的选育成功促

进了粳型杂交稻的快速发展，尤其是粳型恢复系

“F#!/”具有广亲和性、高配合力和品质好等诸多优

良性状，正被广泛用于杂交稻的生产［$，1］。但“F#!/”

及其配制的杂交稻对革兰氏阴性菌稻黄单孢菌白叶

枯病致病变种（3+$/"(4($+& (*25+% NO) (*25+%，3((）

引起的白叶枯病非常敏感，在病害流行时可造成严

重的产量损失（杨振玉，未发表结果）。为了保证优

良恢复系“F#!/”及其配制的杂交稻的大面积推广，

迫切需要改善对白叶枯病的抗性。

目前控制水稻白叶枯病最经济有效的方法是将

抗性基因导入感病品种［#，E］。3+$! 是一个对白叶枯

病具有广谱抗性的显性抗性基因，而且利用定位克

隆的策略克隆了该基因［0］。利用克隆的 3+$! 基因

通过遗传转化可快速培育抗白叶枯病品种［"］。目前

通过基因枪或农杆菌介导的转化系统已将 3+$! 基

因导入几个水稻品种［/ P !$］，但该基因尚未引入粳型

杂交稻品种。本研究将 3+$! 基因导入生产上正在

大面积推广的粳型杂交稻恢复系 F#!/，从转基因后

代筛选获得了单拷贝整合的转基因纯合系“F#!/.
3+$!”，并进一步将“F#!/.3+$!”与常用的雄性不育

系“屉 锦 J”杂 交 产 生 转 基 因 杂 交 稻“屉 优 #!/.
3+$!”。研究表明转基因恢复系“F#!/.3+$!”和转

基因杂交稻“屉优 #!/.3+$!”均保留了对白叶枯病

的广谱抗性和原有的优良农艺性状。

" 材料与方法

"#" 质粒和水稻品种

转化载体为 NFQR!1%!［!!，!$］，完整的 3+$! 基因

（2L0ST 的 67$U 片段），位于 4.V*J 上两个标记基因

WXY 和 YZ[ 之间。含有转化载体 NFQR!1%! 的农杆

菌菌 株 9WJ!%E 用 于 转 化 水 稻 的 粳 型 恢 复 系

“F#!/”。

"#$ 转化和组织培养

采用 已 建 立 的 转 化 方 法［!!］，对 粳 型 恢 复 系

“F#!/”成熟胚的愈伤组织进行转化。组织培养所用

的基本培养基为 *3［!1］。选择培养基含 E%%:@\] 头

孢霉素和 E%%:@\] 潮霉素。



!"# 用转基因 !"$!培育抗白叶枯病杂交稻技术路线

利用 !"# 和抗性分析对粳型恢复系“"$%&”的

’(、’% 和 ’) 代转基因株系进行选择。从 ’) 代的转

基因株系中选择转基因 !")% 纯合系，并与雄性不

育系杂交配制抗白叶枯病的杂种稻。整个过程见图

%。本研究中粳型恢复系“"$%&”的转基因纯合系

“"$%&*!")%”与雄性不育系“屉锦 +”杂交，配制的转

基因杂交稻为“屉优 $%&*!")%”。

图 % 利用转基因 !")%培育抗白叶枯病粳型杂交稻技术路线
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!"% &’( 分析

据 B3:. 等人［&］的报道，合成一对引物 C%：DE*

"F+’"FF’+’++"+F"++++"*GE，H%：DE*+’+F"++"’*
F+’’F"’’FF*GE。利用这对引物进行 !"# 扩增，转

基因 !")% 可扩出 % 条 %I$J8 特异片段，阴性对照可

扩出 % 条 %IGJ8 的片段。!"# 反应在 !K*$&( 热循环

仪上按下列程序进行：预变性 L$M DN-:；然后 L$M
%N-:，DOM %N-:，P)M )N-:，共 GD 个循环；最后保温

P)M %(N-:。!"# 产物在 %Q琼脂糖凝胶上于 % R
’+K 缓冲液中电泳检测。

!") *+,-./01 杂交分析

07S1@42: 杂交参照翟文学等人的方法［%%］，杂交

探针是从质粒 >"TU%G(% 上扩增的 %I$J8 的片段，其

对应于 !")% 基因的 DE编码区，扩增引物为 V) DE*

+’’F++’++’’"+"’FFF’+’’FF*GE，VG DE*F’"’’F"*
"’’F"+"’’"’F"+"F+*GE。根据质粒 >"TU%G(% 的

内切酶图谱，典型 ’*WX+ 整合的 !")% 转基因植株

的 WX+ 经 #$%9!酶切后，含有外源基因 !")% 的杂

交片段应大于 OI&J8。

!"2 抗性鉴定

在分蘖盛期，用剪叶法［%D］接种白叶枯病 & 个生

理小种，其中包括 !")% 基因特异的鉴定小种菲律

宾 O 号（!O）。每株接种 G Y D 片叶，接种液的浓度为

%(L ?4ZZ[N\ 左右。接种 ) 周后，测量病斑长度，表型

分析中病斑长度不大于整个叶片总长度的 %DQ视

为抗病，大于 %DQ的视为感病。

!"3 农艺性状的考察

转基因株系“"$%&*!")%”和“屉优 $%&*!")%”及

对照恢复系“"$%&”和品种“屉优 $%&”种于中科院遗

传所的试验田，田间管理同常规。考察的农艺性状

主要为生育期、株高、每株穗数、穗长、每穗粒数、结实

率和千粒重。每株系或品系考察 )( 株，取平均值。

$ 结果与分析
$"! 粳型恢复系“’%!4”的 !"$! 转基因系的产生

与选择

用业已 建 立 的 农 杆 菌 介 导 转 化 系 统［%%，%)］，将

!")% 基因转入粳型恢复系“"$%&”中，转基因植株及

其后代的分析与选择过程见图 %。通过转化共产生

%% 株转基因单株（’( ），分析表明所有 ’( 植株均为

!"# 阳性和对鉴定小种 !O 抗性（结果未显示）。从

’( 到 ’) 世代对不同的转基因系进行 !"# 和抗性鉴

定，图 ) 显示了一个具有单拷贝整合的转基因系的

分析结果。!"# 扩增引物为 C% 和 H%，’( 转基因植株

能扩增出 % 条来自 !")% 基因的 %I$J8 的特异带和 %
条来自非转基因对照的 %IGJ8 的背景带（图 )+）。

选择含有单拷贝整合的 ’( 植株进行自交得到 ’%

代，通过 !"# 和抗性鉴定对转基因 !")% 在 ’% 代的

遗传进行分析。不同单株研究发现：’% 代植株中产

生 ) 种 !"# 带型，抗性植株（包括转基因纯合株和

杂合株）都能扩增出 %I$J8 和 %IGJ8 的条带，而感病

植株只能扩增出 %IGJ8 的条带。!"# 和抗性分析的

结果完全符合，均显示出单拷贝整合的转基因 G ] %
分离（图 )+），没有看到转基因沉默或失活的现象。

选择 ’% 代具有抗性的植株进行自交得到 ’) 代，从

每个 ’) 代株系中任意选择 )D 个以上的单株用于鉴

定分析，经 !"# 分析发现 ’) 代株系有两种类型，即

转基因 !")% 杂合系和转基因 !")% 纯合系（图 );）。

转基因纯合系中每株都能扩增出 %I$J8 和 %IGJ8 的

条带；而转基因杂合系中有些单株能扩出这两条带，

有些单株只能扩出 %IGJ8 的条带，转基因仍然按 G ]%
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分离。抗性鉴定与 !"# 分析完全一致，同时 $%&’()
*+, 杂交分析进一步证实了 !"# 和抗性鉴定的结果

（结果未显示）。-. 代的转基因杂合系（对应于 -/

代杂合株）和转基因纯合系（对应于 -/ 代转基因纯

合株）的比例符合 . 0 / 的分离比。结合分子分析和

抗性选择，从单拷贝 !"./ 整合的 / 个 -1 植株的 -.

代中筛选到 21 个转基因纯合系。纯合系之内与之

间，各植株生长整齐一致，没有发现差异，统一命名

为“"3/4)!"./”。这些株系将成为配制抗白叶枯病

杂交稻的种源。

图 . !"./ 单拷贝整入转基因株系的 !"# 和抗性分析

5678. !"# 9,: +*;6;’9,<* 9,9=>;*; %? 9 ’+9,;7*,6< =6,* @6’( 9 ;6,7=* <%A> ’(* ’+9,;7*,* !"./ ?+%B -1 ’% -. 7*,*+9’6%,
#8 CC +*;6;’9,’ A=9,’；$8 CC ;&;<*A’6D=* A=9,’；E8 E%=*<&=9+ ;6F* B9+G*+;；"H8 I%,)’+9,;7*,6< "3/4 9; 9 <%,’+%=；J== ’(* -/ A=9,’; @*+* :*+6K*: ?+%B 9

;*=?*: -1 A=9,’ @6’( 9 ;6,7=* <%A> %? ’(* ’+9,;7*,* !"./ 8 L%B%F>7%&; -. A=9,’; @*+* :*+6K*: ?+%B 9 ;*=?*: !"./ (%B%F>7%&; -/ A=9,’ 8 $*7+*79’6,7 -. A=9,’;

@*+* :*+6K*: ?+%B 9 ;*=?*: !"./ (*’*+%F>7%&; -/ A=9,’ 8 !"# @9; <9++6*: %&’ @6’( ’(* A+6B*+ A96+ M/ 9,: N/

!"! 转基因粳型杂交稻“屉优 #$%&!"!$”的配制与

分子鉴定

为了得到带有转基因的抗白叶枯病杂交稻，将

转基因纯合系“"3/4)!"./”作为父本与雄性不育系

“屉锦 J”杂交，产生的杂种 5/ 应为转基因杂合体但

仍对白叶枯病抗性。将该杂种 5/ 按照惯例命名为

“屉优 3/4)!"./”，简称转基因杂交稻。利用引物 M/

和 N/ 对转基因杂交稻进行 !"# 分析，“屉优 3/4)
!"./”的不同单株都能扩增出 !"./ 特异的 /O3GD
的条带和 /O2GD 的背景带，而对照杂交稻只能扩出

/O2GD 的背景带（图 2J）。在 $%&’(*+, 杂交中发现除

背景带外，“屉优 3/4)!"./”不同单株都能探测到

//GD 的 #$%:NNN 酶 切 片 段，该 片 段 包 含 外 源 基 因

!"./ 的全序列，而对照杂交稻没有这条特异带，而且

这条杂交带与“"3//)!"./”的杂交带相同（图 2C）。

分子杂交还显示转基因纯合系“"3/4)!"./”的 !"./
特异杂交带强于转基因杂交稻“屉优 3/4)!"./”。

!"’ “(#$%&!"!$”和“屉优 #$%&!"!$”的白叶枯病

抗性和其它农艺性状评估

转基因恢复系“"3/4)!"./”-2 植株和转基因杂

交稻“屉优 3/4)!"./”5/ 植株在分蘖盛期接种菲律

宾小种 P 号（!P）进行抗病反应，结果表明所有转基

因植株对白叶枯病高度抗性，“"3/4)!"./”的平均病

斑长度为 4<B，“屉优 3/4)!"./”的平均病斑长度只

有 1O4<B，不含 !"./ 基因的对照植株病斑长度明显

大于转基因植株（表 /）。为了进一步研究转基因恢

复系“"3/4)!"./”和转基因杂交稻“屉优 3/4)!"./”

的抗谱，采用 4 个白叶枯病菌株（包括 Q 个菲律宾小

图 2 转基因杂交稻“屉优 3/4)!"./”

的 !"#（J）和 $%&’(*+,（C）分析

56782 !"#（J）9,: $%&’(*+,（C）9,9=>;6; %? ’+9,;7*,6<
(>D+6: +6<* -6>%& 3/4)!"./8

$%&’(*+, 9,9=>;6; %? "3/4)!"./ @9; 9=;% :6;A=9>*:8 RIJ; @*+* :67*;’*:

@6’( #$%:NNN 6, $%&’(*+, 9,9=>;6;8 "H：I%,)’+9,;7*,6< ")3/4 9; 9 <%,)

’+%=；"H/：-6>%& 3/4 @6’(%&’ !"./ 9; 9 <%,’+%=；E8 B%=*<&=9+ ;6F*

B9+G*+;8 -(* /Q GD (>D+6:6F9’6%, D9,: @9; ’(* 6,’*7+9’*: !"./ 7*,*

种和 2 个中国病原型）接种，结果显示转基因植株对

4 个小种都有高度的抗性，这表明 !"./ 在新的遗传

背景下保留了对白叶枯病广谱抗性。抗性分析还显

示转基因杂交稻“屉优 3/4)!"./”对 4 个小种的病斑

长度均小于 /O1<B，对白叶枯病的抗性水平高于转

基因恢复系“"3/4)!"./”（病斑长度为 2 S 4<B）（表

/），这表明在杂种遗传背景下，外源基因 !"./ 对白

叶枯病菌的抗性完全显性，当然也不排除来自不育

系“屉锦 J”的其它抗源的累加效应。转基因杂交稻

“屉优 3/4)!"./”对白叶枯病的高度广谱抗性将有

利于这一品种的推广。

.42 生 物 工 程 学 报 /T 卷



表 ! 转基因株系“"#!$%!"&!”及其杂交稻“屉优 #!$%!"&!”对 $ 个白叶枯病菌小种的抗性

’()*+ ! ,+-.-/(01+ 23 "#!$%!"&! (04 ’.526#!$%!"&! /2 $ !## -/7(.0-

!"#$%&’ ($)*’ +# ,$"-+".,*’ /#%0%& 12345)6 12347!"85)6 9%.+:2345)6 9%.+:2347!"835)6

;</=3 ;3 ;-%>%,,%&*’ 28 ?@ A B ?B 4 ?@ A @ ?= 3C ?B A 3 ?C 3 ?@ A @

;</=4 ;8 ;-%>%,,%&*’ 82 ?D A 3 ?= 2 ?@ A 3 ?B 3@ ?@ A 8 ?@ @ ?C A @

;</DE ;B ;-%>%,,%&*’ 3= ?@ A 3 ?B 2 ?D A 3 ?3 4 ?D A B ?8 @ ?D A @ ?8

;</D3 ;2 ;-%>%,,%&*’ BB ?@ A 2 ?@ B ?D A @ ?2 3@ ?@ A @ ?= @ ?4 A @ ?8

;</EE ;= ;-%>%,,%&*’ 23 ?B A B ?8 4 ?@ A 8 ?= 3@ ?@ A 3 ?B @ ?4 A @ ?B

FG3D 1HH 1-%&$ 8= ?B A 8 ?E D ?D A 3 ?3 32 ?@ A @ ?= @ ?2 A @ ?8

I3DB 1HJ 1-%&$ 3= ?@ A 8 ?@ C ?@ A @ =?@ A 3?B @ ?D A @ ?8

KL3BC4 1J 1-%&$ 34 ?C A 3 ?C 2 ?@ A @ ?= C ?D A 8 ?2 @ ?D A @ ?8

9-* >*’%+& >*&0"- M$’ "-* $N*#$0* +O $" >*$’" O%N* ,>$&"’ O#+6 M-%)- "-#** %&O*)"*P >*$N*’ M*#* ’)+#*P? 9-* $N*#$0* M-+>* >*$O >*&0"- M$’ =@ A 8?B)6

除了对水稻白叶枯病抗性分析外，我们还对转

基因恢复系“12347!"83”和转基因杂交稻“屉优 2347
!"83”的主要农艺性状作了调查。外观上转基因植

株长势良好，整齐一致，看不出任何变异。调查结果

也发现它们与相应的对照在生育期、株高、每株穗

数、穗长、每穗粒数、结实率和千粒重等主要农艺性

状上没有明显差异（表 8）。这些结果也表明转基因

恢复系“12347!"83”保持了受体“1234”的良好恢复

力，可以作为新的抗白叶枯病恢复系在杂交稻生产

上加以推广。

表 & !"&! 转基因恢复系及其杂交稻的主要农艺性状

’()*+ & 897202:.1 /7(./- 23 /;+ /7(0-9+0.1 7+-/27+7 *.0+ (04 ;5)7.4 7.1+ <./; /;+ /7(0-9+0+ !"&!

J$#%*"%*’
K#+M"- P:#$"%+&

5P

;>$&" -*%0-"

5)6

;$&%)>*’
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= 讨 论

!"83 基因是粮食作物中第一个图位克隆的抗

性基因，因其对白叶枯病广谱抗性，在水稻育种上具

有重要的价值。!"83 基因已被转化到几个水稻品

种［4 R 38］，本研究着眼于利用转基因植株的自交和分

子标记辅助选择获得 !"83 纯合的转基因系，然后

与不育系杂交培育抗白叶枯病粳型杂交稻。本研究

也显示了在粳型杂交稻背景下转基因 !"83 的抗病

表现。

抗性分析显示转基因杂交稻“屉优 2347!"83”

对白叶枯病的抗性水平高于转基因恢复系“12347
!"83”（表 3），除表明在杂种遗传背景条件下外源基

因 !"83 对稻白叶枯病菌完全显性抗性外，可能还

存在来自不育系“屉锦 S”的抗源的累加效应。“屉

锦 S”可能存在抗白叶枯病 !"B 基因。抗性基因在

杂种“屉优 2347!"83”中的累加，有助于提高该品种

的抗性水平和抗谱，这与传统育种选育的抗性基因

累加系的情形一致［3C］。可能是由于外源基因 !"83
的单拷贝整合，在“12347!"83”和“屉优 2347!"83”

的单株中没有发现转基因沉默或失活的现象，显然

单拷贝整合有利于转基因稳定遗传和表达。

应用遗传工程和分子标记辅助选择的手段，本

研究成功地将外源基因 !"83 转入粳型杂交稻，同

时还建立了一套杂交稻分子育种的有效方法。目前

具有白叶枯病抗性的转基因系“12347!"83”和“屉优

2347!"83”已经获得国家农业部批准环境释放。在

大田实验中，这两个转基因品系对白叶枯病均有高

度的抗性，并具有优良的农艺性状，在不久的将来有

望作为品种种植。
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