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摘 要 为了改良水稻两用核不育系 C815S 的稻瘟病抗性，本研究以 75-1-127 (Pi9)、谷梅 2 号(Pi25)、谷梅 4 号(Pigm)、

天津野生稻(Pi2-1 和 Pi51(t))、湘资 3150 (Pi47 和 Pi48)和魔王谷(Pi49)共 6 个广谱抗稻瘟病水稻品种为供体亲本，通过分子

标记辅助选择育种技术，将稻瘟病抗性基因回交导入 C815S。结果表明：改良的 6 个 BC3F1 群体除每穗粒数较轮回亲本极显

著增加外，其他性状均与轮回亲本保持一致。利用稻瘟病菌株 110-2 和 CHL506 对 BC3F2改良株系接种鉴定，发现导入了抗

病基因的单株抗性增强，表明抗病基因已成功导入到受体亲本中并稳定表达，证实本研究中分子标记辅助选择抗稻瘟病基因

是有效的。改良的系列两用核不育系，一方面可用于配制稻瘟病抗性增强的两系法杂交稻新组合，另一方面为进一步培育聚

合多个抗稻瘟病基因的不育系提供了材料基础。 
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Abstract In order to improve the resistance to rice blast of the dual-purpose genic sterile rice cultivar, C815S, eight broad-spectrum 

resistance genes including Pi9, Pi25, Pigm, Pi2-1, Pi51(t), Pi47, Pi48 and Pi49, which were harbored in the six donor parents of 

75-1-127, GuMei 2 (GM2), GuMei 4 (GM4), Tianjinyeshengdao (TY), XiangZi 3150 (XZ3150) and Mowanggu (MWG), respectively, 

were introgressed into C815S by successive backcross three times and molecular marker assisted selection technology. The major 

agronomical traits, which includes duration of seeding-heading (DSH), plant height (PH), panicle length (PL), flag leaf length (FLL), 

flag leaf width (FLW), productive panicles (PP) and grains per panicle (GPP), were investigated. The results showed that there were no 

significant difference between the BC3F1 plants and the recurrent parents for all the traits except that the GPP of six improved BC3F1 

were significantly larger than that of C815S. The resistant ability of the BC3F2 population was identificated by inoculating with the rice 

blast strains 110-2 and CHL506. The results showed that the plants, which the resistant gene linked marker genotype showed positive, 

exhibited enhanced resistance compared with the recurrent parent. It is validated that the DNA markers were effective in marker-assisted 

selection for improving rice blast resistance of the dual-purpose genic sterile rice. A series of improved dual purpose genic male sterile 

lines, on the one hand, could be used to develop two-line hybrid rice combinations with enhanced rice blast resistance, on the other hand, 

it provides the basic materials for further male sterile lines breeding of pyramiding multiple rice blast resistance genes. 
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研究背景 
稻瘟病(Pyricutaria oryzae Cav.)是目前水稻生

产中最严重的一种真菌性病害之一，在世界范围内

广泛分布并持续发生。实践表明，选育和推广抗病

品种是防治稻瘟病最为有效、安全、环保的措施。

截止至2013年8月，至少报道了68个抗稻瘟病位点

共83个主效基因(http://www.ricedata.cn/gene/gene_p
i.htm)，其中已有23个稻瘟病抗性基因被克隆。在这

些抗性基因中，对稻瘟病多数生理小种均表现抗性

的广谱抗性基因在育种实践上倍受关注。Pi9是首次

报道的广谱抗稻瘟病基因，该基因对来自14个国家

43种以上稻瘟菌生理小种均表现出明显抗性(Liu e
t al., 2003)。近年，相继报道了Pi25 (Wu et al., 2
005)、Pigm (Deng et al., 2006)、Pi2-1和Pi51(t) (W
ang et al., 2012)、Pi47 (Huang et al., 2011; 史学

涛, 2012)、Pi48 (Huang et al., 2011; 刘杨, 2012)
以及Pi49 (Sun et al., 2013)等广谱抗性基因。这些

基因均已被精细定位或克隆，其中Pi9、Pi25、Pig
m和Pi2-1位于第6染色体相邻区域或互为复等位基

因；Pi51(t)、Pi47和Pi49位于第11染色体相邻区域；

Pi48定位于第12染色体，与Pita相邻或等位。这些

研究为利用分子标记辅助选择技术开展稻瘟病抗

性育种提供了技术支撑。 

随着定位与克隆的水稻抗稻瘟病基因逐渐增

多，这些抗性基因的育种应用也备受关注。王忠华

等(2004)、金素娟等(2007)、刘洋等(2008)、周海鹏

等(2008)和殷得所等(2011)相继采用分子标记技术，

将Pi9、Pi-ta、Pi-1、Pib和Pi25等单个稻瘟病抗性基

因回交转育到栽培稻品种中。近年，采用分子标记

辅助选择技术，将分散在不同品种中的抗性基因聚

合到同一基因组中即基因聚合育种，在水稻不同病、

虫害抗性新品种的选育方面得到大量应用。陈学伟

等(2004)利用MAS技术获得含有三个抗稻瘟病基因

Pi-d(t)1、Pi-b和Pi-ta2的育种材料。庄杰云等(2010)

采用分子标记辅助选择方法，育成聚合抗稻瘟病基

因Pib和Pita、抗白叶枯病基因Xa4和Xa13、优质基因

wx的恢复系中恢161，采用其配制的杂交稻新组合中

优161于2009年通过国家农作物品种审定。柳武革等

(2012)将Pi-1、Pi-2两个基因导入到荣丰B中，获得5

个同时携带有两个目标基因的改良株系，而后进行

不育系转育，筛选出不育性彻底、后期熟色好的三

系不育系安丰A。Jiang等(2012)报道将Pi1、Pi2和D12

三个抗稻瘟病基因导入到水稻三系保持系金23B中，

显著增强了该不育系(保持系)及配制杂交组合的抗

性。上述研究均表明，采用分子标记辅助选择聚合

抗性基因，能极大地提高抗性育种的效率。 

由湖南农业大学选育的水稻光温敏核不育系C

815S (唐文邦等, 2007)，具有不育起点温度在23℃

以下，理想株型、配合力强、异交结实率高等特点；

已成功选配出C两优396等一批优质、高产杂交组

合。然而，生产实践表明C815S的稻瘟病抗性有待

进一步改良。本研究以携带Pi9、Pi25、Pigm、Pi2-

1、Pi51(t)、Pi47、Pi48和Pi49等抗病基因的6个抗

源为供体亲本，采用回交育种技术和分子标记辅助

选择技术将目标抗性基因导入受体亲本C815S中，

旨在改良C815S的稻瘟病抗性。 

1结果与分析 
1.1不育系回交改良及分子标记辅助选择过程 

整个改良过程，因回交转育过程相似，本研究

仅以Pi47和Pi48基因的转育过程为例进行阐述(图

1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图1分子标记辅助选择育种程序 
Figure 1 Breeding procedure of molecular marker-assisted selection 
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2011年夏季，采用C815S为受体亲本，以携带P

i47和Pi48基因的供体亲本湘资3150为父本配制杂

交组合，并收获杂交种子。 

2011年冬季，在海南三亚种植F1植株，以之为

父本对C815S授粉进行杂交，获得BC1F1种子。 

2012年夏季，采用与Pi47基因连锁的标记RM2

24，对BC1F1群体的63个植株进行基因型分析，其

中21个单株该标记表现为杂合基因型(表1)；再用与

Pi48连锁的标记LY2进一步检测上述21个单株，其

中11株LY2基因型表现为杂合(表1)；在两目标基因

连锁标记基因型均表现为杂合的上述11个单株中，

根据田间农艺性状选择其中部分单株为父本混合

授粉或单株授粉，继续与轮回亲本C815S回交获得B

C2F1种子。 

2012年冬季，在温室内采用软盘育秧方式培育

BC2F1植株，采用RM224进行基因型分析从99个单

株中筛选获得39株基因型杂合单株，在此基础上再

用LY2进一步筛选得到两标记均为杂合基因型的单

株15株。中选单株种植在海南三亚南繁基地，从中

选择农艺性状优良的单株继续与轮回亲本C815S回

交获得BC3F1种子。 

2013年夏季，在长沙种植BC3F1植株110株，其

中RM224基因型为杂合的单株45株，再用LY2筛选

获得两标记均为杂合基因型的单株26株，其中表现

为不育的单株13株。当年秋季，对不育单株采用割

蔸再生并用22℃冷水串灌处理诱导自交结实，获得

BC3F2种子。 

2013年冬季，将所有的BC3F2植株种植于海南

三亚。用RM224对38个BC3F2植株进行检测(图2)，

得到该标记为纯合抗病的单株11株，杂合抗病单株

21株。再用LY2对纯合抗病型单株进一步筛选(图3)，

得到该标记为纯合抗病型的单株4株。 

表 1 各世代基因型分析结果 

Table 1 Genotype analysis for each generation 

世代 

Generation 

基因型 

Genotype 

C815S/75-1-127 C815S/GM2 C815S/GM4 C815S/TY C815S/XZ3150 C815S/MWG 

Pi9 Pi25 Pigm Pi2–1 Pi51(t) Pi47 Pi48 Pi49 

RM7311 RM7178 RM7311 RM7178 RM7311 RM7178 RM7311 RM7178 RM27990 RM224 LY2 RM224 

BC1F1 杂合型 

Heterozygous 

37 - 14 - 24 - 37 - 17 21 11 16 

 感病型 

Susceptibility 

39 - 16 - 30 - 45 - 20 37 10 22 

BC2F1 杂合型 

Heterozygous 

26 - 26 - 13 - 28 - 10 39 15 28 

 感病型 

Susceptibility 

27 - 32 - 11 - 25 - 18 56 24 34 

BC3F1 杂合型 

Heterozygous 

54 50 37 35 27 26 25 25 11 45 26 35 

 感病型 

Susceptibility 

45 4 42 2 36 1 26 0 14 55 19 46 

BC3F2 纯合抗病型 

Homozygous resistant 

11 11 5 5 6 6 11 11 1 11 4 8 

 杂合型 

Heterozygous 

18 - 14 - 15 - 25 - 6 21 4 10 

 感病型 

Susceptibility 

8 - 8 - 5 - 10 - 4 6 3 15 
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图2亲本品种和部分BC3F2植株的RM224标记基因型 
注: P1: C815S; P2: 湘资3150; 1: 纯合感病基因型; 2: 纯合

抗病基因型; 3: 杂合基因型 
Figure 2 Genotype of parents and part BC3F2 individuals for 
the marker of RM224 
Notes: P1: C815S; P2: XZ3150; 1: Homozygous 
susceptible genotype; 2: Homozygous resistant genotype; 
3: Heterozygous genotype 

 

 

 

 
 
图3亲本品种和部分BC3F2植株的LY2标记基因型 
注: P1: C815S; P2: 湘资3150; 1: 纯合感病基因型; 2: 纯
合抗病基因型; 3: 杂合基因型 
Figure 3 Genotype of parents and part BC3F2 individuals f
or the marker of LY2 
Notes: P1: C815S; P2: XZ3150; 1: Homozygous 
susceptible genotype; 2: Homozygous resistant genotype; 
3: Heterozygous genotype 

1.2改良BC3F1株系田间农艺性状考查 

为了对改良的抗病不育系潜在的利用价值进

行评价，以受体不育系亲本C815S为对照，对所有

改良的BC3F1群体的播始历期、株高、穗长、有效

穗数、剑叶长、剑叶宽和每穗(主穗)粒数等主要农

艺性状进行考查分析(表2)。结果显示，与轮回亲本

C815S相比，不同抗源改良的BC3F1群体的每穗粒数

大幅增加，差异达0.01显著水平，而其它5个性状与

轮回亲本保持一致。 

1.3改良BC3F2株系稻瘟病抗性分析 

为了对改良株系的稻瘟病抗性进行准确评价，

根据前人(刘杨, 2012; Wang et al., 2012; 文婷, 2
012; 史学涛, 2012)的研究结果，选用有代表性的稻

瘟病菌株110-2和CHL506采用苗期室内接种法对改

良株系的抗病性进行了鉴定。采用各BC3F1株系自

交收种获得的BC3F2群体鉴定结果表明，只包含单

个抗性基因的群体抗感单株分离比符合3:1的理论

分离比，而包含2个抗性基因的C815S/天野和C815
S/湘资3150组合与15:1的理论分离比有一定偏离，

可能因群体偏小或者基因间存在互作所致(表3)。所

有改良株系中的抗性单株较受体亲本对该2类稻瘟

病菌株的抗性增强，其中以谷梅4号、魔王谷为抗

源的改良株系抗性最强，其后依次是天津野生稻、

谷梅2号、75-1-17和湘资3150 (表3)。为了检测室内

接种鉴定表型与基因型的对应关系，在每一抗源组

合的BC3F2后代中随机选取16个单株进行基因型分

析。结果表明接种鉴定后的抗感表型与基因型呈一

一对应关系(图4)，表明抗病基因已成功导入到受体

亲本中并稳定表达，同时验证了选用的标记满足抗

病分子标记辅助育种的要求。

表 2 改良的 BC3F1 群体与 C815S 农艺性状的比较 
Table 2 Comparison of main agronomic traits between BC3F1 populations and C815S 

株系 

lines 

播始历期(d) 

Duration of seedi

ng-heading (d) 

株高(cm) 

Plant height 

(cm) 

穗长(cm) 

Panicle 

length (cm) 

剑叶长(cm) 

Flag leaf 

length (cm) 

剑叶宽(cm) 

Flag leaf 

width (cm) 

有效穗数 

Productive 

panicles 

每穗粒数 

Grains per 

panicle 

C815S/75-1-127 BC3F1 92 70.6±1.5 24.1±0.5 36.1±1.5 1.7±0.2 17.3±1.2 215.7±2.9** 

C815S/GM2 BC3F1 92 70.8±2.1 23.4±0.8 33.6±2.5 1.7±0.1 17.7±2.6 202.3±3.3** 

C815S/GM4 BC3F1 93 70.1±1.3 23.6±0.8 34.0±2.8 1.7±0.1 17.5±1.8 218.5±2.9** 

C815S/TY BC3F1 93 71.5±1.3 22.5±0.8 34.0±2.1 1.7±0.1 17.0±1.8 220.2±5.1** 

C815S/XZ3150 BC3F1 92 72.8±3.3 22.8±1.0 35.5±2.5 1.7±0.1 16.0±2.2 225.3±3.7** 

C815S/MWG BC3F1 91 72.3±2.8 23.5±0.8 36.2±2.2 1.7±0.2 16.7±1.2 198.5±2.2** 

C815S 92 69.7±1.7 22.7±1.2 34.1±2.7 1.7±0.1 16.3±1.2 184.3±3.9 

注: **: 表示与轮回亲本 C815S 相比在 0.01 水平存在显著差异, 多重比较采用 LSD 法 
Notes: **: There is a significant difference at 0.01 level compared with the recurrent parent C815S, LSD method was used for 
multiple comparisons 
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表 3 BC3F2 改良群体抗性鉴定 
Table 3 Identification of resistance to rice blast in the improved BC3F2 lines 

株系 
Lines 

菌株 110-2 
Isolate 110-2 

 菌株 CHL506 
 Isolate CHL506 

 株数 
Plants 

抗病 
Resistant 

感病 
Susceptible 

x2 抗性等级 
Resistant 
grade 

 株数 
Plants 

抗病 
Resistant 

感病 
Susceptible 

x2 抗性等级 
Resistant 
grade 

C815S 20 0 20  4.5  18 0 18  4 
C815S/75-1-127 
BC3F2 

46 35 11 0 1.2  41 32 9 0.07 1 

C815S/GM2 
BC3F2 

33 25 8 0.01 0.8  41 31 10 0.01 0.5 

C815S/GM4 
BC3F2 

52 39 13 0.03 0  46 35 11 0 0 

C815S/TY BC3F2 45 36 9 12.27 0.5  32 26 6 6.53 0 
C815S/XZ3150 
BC3F2 

49 41 8 6.86 2.5  43 36 7 5.76 2 

C815S/MWG 
BC3F2 

51 39 12 0.01 0  43 33 10 0.01 0 

注: C815S/TY 和 C815S/XZ3150 组合的 x2 按 15:1 的理论分离比计算, 其他组合按 3: 1 计算 

Notes: The x2 values of cross of C815S/TY and C815S/XZ were calculated according to the expected ratio of 15:1, the others were 
according to 3:1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图4 C815S/魔王谷BC3F2群体部分单株抗感表型与基因型关

系(RM224) 
注: P1: C815S; P2: 魔王谷; 1~16: C815S/魔王谷BC3F2植

株; R: 抗病; S: 感病 
Figure 4 Relationship between genotype and phenotype of
 part BC3F2 individuals of C815S/MWG cross 
Notes: P1: C815S; P2: MWG; 1~16: C815S/MWG BC3F2 
individuals; R: Resistant; S: Susceptible 

2讨论 
2.1 MAS是改良水稻两用不育系稻瘟病抗性的有

效途径 

本研究采用传统的回交育种技术与MAS技术相

结合的方法，通过一次杂交、三次回交以及一次自交

即将抗病基因导入到受体亲本中并稳定表达。如采用

传统的常规育种技术，每一回交世代均需采用稻瘟病

圃或者接种方式进行鉴定，才能准确评价各分离世代

中的单株抗性，因此育种成本会大幅上升，育种周期

也会相应延长。特别对于两系不育系的抗稻瘟病改

良，除了要求目标单株具有抗性基因以外，还要求中

选抗病单株能恢复可育以便于授粉或自交收种。采用

分子标记辅助选择技术能尽早确定单株抗性和育性，

中选单株再采用人工设置的冷水处理系统使之恢复

育性，从而提高选择效率、缩短育种年限。 

2.2加强田间农艺性状背景选择是改良品种综合性

状的关键 

运用分子标记辅助选择技术进行抗病育种，包

括对抗病基因的前景选择和对轮回亲本遗传背景

的选择。然而，通过分子标记对回交群体进行遗传

背景分析，不仅耗时、费力而且成本高，特别是在

回交群体单株数量很大的情况下，基因型分析工作

量偏大，很难在短期内完成。本研究借助于常规育

种农艺性状选择的经验，在抗性基因前景选择的基

础上依据田间表型筛选合适的单株用于回交，减少

田间杂交的工作量，加快了回交的进程，同时也在

一定程度上利用了新的变异。 

研究发现，BC3F1改良株系主要农艺性状与轮回

亲本基本保持一致，部分株系每穗粒数较轮回亲本

显著增加。这可能有两个方面的原因，一是大多抗

源材料是地方品种，与不育系的遗传差异较大，杂

交后其蕴藏的优良基因得以释放；二是在每一回交

世代中，均从中选择农艺性状优良的抗病单株与轮

回亲本回交，进而保持了部分来自抗源的优良基因，

使得改良株系在部分性状上较轮回亲本更优良。 

2.3开展多基因聚合育种是水稻稻瘟病抗性育种的

重要方向 
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由于稻瘟病生理小种的多样性和复杂性，含有

单个抗病基因的品种推广3~5年以后就可能丧失抗

性。而开展多基因聚合育种，将来源于不同材料的

抗病基因通过回交和MAS技术聚合到同一水稻材

料中，可以有效地拓宽其抗谱，增强抗病能力。陈

学伟等(2004)、陈红旗等(2008)和林琳(2010)利用

MAS技术和回交育种技术对改良材料进行了抗稻

瘟病基因的聚合，发现聚合多个抗病基因的改良株

系其抗菌谱拓宽，抗病能力明显强于仅含单个抗病

基因的株系。本研究所获得的包含单个或两个主基

因的抗病改良系，通过相互杂交可望在短期内聚合

育成包含多个抗病基因的新型两系不育系。 

3材料与方法 
3.1试验材料 

受体亲本为水稻光温敏两用核不育系C815S。6

个抗性基因供体亲本包括：75-1-127、谷梅2号

(GM2)、谷梅4号(GM4)、天津野生稻(TY)、湘资

3150(XZ3150)和魔王谷(MWG)。75-1-127、谷梅2

号、谷梅4号和魔王谷分别为基因Pi9、Pi25、Pigm

和Pi49的供体，天津野生稻为Pi2-1和Pi51(t)的供

体，湘资3150中含有Pi47和Pi48基因。所有水稻品

种种子由湖南农业大学水稻科学研究所提供。 

供试菌种：稻瘟病菌株110-2 (来自湖南)、

CHL506 (来自福建)，均由湖南农业大学水稻基因组

实验室保存、提供。 

3.2 DNA分子标记 

根据前人(刘杨, 2012; Wang et al., 2012; 文

婷, 2012; 史学涛, 2012)的研究结果，筛选获得在

亲本间多态性较好的引物RM7311、RM7178、

RM27990、RM224和LY2，分别用于不同目标基

因的筛选(表4)。 

3.3水稻总DNA提取及基因型鉴定 

DNA样品的制备采用蔗糖提取法 (曹志等 , 

2013)，蔗糖提取液的配制如下：分别量取事先配制

的0.5 mol/L Tris-HCl溶液(pH 7.5) 100 mL、3 mol/L 

NaCl溶液100 mL和0.75 mol/L蔗糖溶液400 mL，用

ddH2O定容至1 000 mL并摇匀即为DNA提取液，常

温贮存备用。 

PCR反应体系10 μL包括：10× Buffer 1.0 μL，5 

mmol/L dNTPs 0.2 μL，2 pmol/μL primer pair 1.0 μL，

5 U/μL Taq酶0.1 μL，DNA模板(约10 ng/μL) 1.0 μL，

ddH2O 6.7 μL。 

扩增反应在ABI PCR system 2700上进行：94℃

预变性5 min；94℃ 30 s；52℃ 30 s，72℃ 1 min，

共35个循环；最后，72℃延伸7 min。扩增产物用8%

的非变性聚丙烯酰胺凝胶分离，银染显色。 

3.4不育植株的种子繁殖方法 

根据历年气象资料以及受体亲本的生育期，将

BC3F1的育性敏感期安排在7月下旬-8月上旬，在抽

穗开花期根据花粉表现将可育株及农艺性状不良

的单株拔除，选留株型紧凑、分蘖能力较强、株高

适中等农艺性状优良的不育单株，在离地面20~30 

cm处割除植株上部，加强肥水管理促其再生萌发。

在再生穗花粉育性敏感始期(雌雄蕊形成期)，将稻

桩放入20℃~22℃的冷水池中连续处理10~15 d，诱

导其育性转化和自交结实。 

表 4 用于抗病基因筛选的分子标记信息 

Table 4 The information of molecular markers used in screen for resistance genes 

目标基因 

Genes 

标记 

Markers 

正向引物 

Forward Primer 

反向引物 

Reverse Primer 

片段大小(bp) 

Length (bp) 

退火温度(℃) 

Tm (℃) 

Pi9, Pi25, Pi2-1, Pigm RM7311 agtggtcgttgaactcggag tcgtggcgcctttaatctc 191 52 

RM7178 taaccttcacagcgaacgtg ccgtgagatgggctacctac 151 52 

Pi51(t) RM27990 acttacacacttgatccgttcg ccaggatttattcgacaagc 130 52 

Pi47, Pi49 RM224 atcgatcgatcttcacgagg tgctataaaaggcattcggg 124 52 

Pi48 LY2 attacgctcgatagtggc ctagcgggaggttggaag 203 52 

3.5抗性鉴定方法 用于室内接种材料包括受体亲本C815S、6个抗
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源供体亲本、改良的BC3F2群体及感病对照品种CO

39。将催芽后的水稻种子分别播种于32孔塑料育秧

盘(544 mm×284 mm×52 mm)，用盆栽花卉培养基

作为育苗基质。在人工气候室内育苗，温度控制在

26℃~28℃，12 h光照、12 h黑暗交替培养至3~4叶

期。采用约1×105 /mL浓度的稻瘟菌孢子悬浮液活

体喷雾接种后于26℃黑暗保湿24 h，而后在光照高

湿环境中培养5~7 d。稻瘟病抗性调查以Bonman等

(1986)的0~5级标准调查病情。整理统计亲本、改良

的BC3F2群体及对照的抗感情况，并按照材料来源

随机取样，用于基因型分析。 
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