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摘要：为促进Bph43基因在抗褐飞虱（Nilaparvata lugens）水稻品种选育中的应用，在前期Bph43精细定位

的基础上，将Bph43基因供体亲本 IRGC 8678进行重测序，通过与日本晴参考基因组以及 3 000份水稻测

序公共数据库资源进行 SNP 变异位点分析，设计开发出 Bph43 紧密连锁区间特异的 KASP 标记（K_
11674982、K_11775428和 K_11856768）。66份水稻自然群体及 200份 BC1F2代杂交后代的验证结果表

明，开发的 3个KASP标记是共显性标记，标记基因型分析结果与抗褐飞虱表型完全符合，能特异、准确

地检测出水稻中是否含有Bph43基因。基于 SNP位点开发的Bph43 KASP标记可用于发掘携带Bph43基

因的新种质及抗褐飞虱分子标记辅助选择育种。
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Abstract：To promote the application of Bph43 in the breeding of rice varieties resistant to brown planthopper，on the basis of fine
mapping of Bph43 in the early stage，the Bph43 gene donor parent IRGC 8678 was resequenced. By conducting SNP mutation site anal⁃
ysis with the Japanese reference genome and 3 000 rice sequencing public database resources，the study designed and developed
Bph43 tightly linked interval specific KASP markers（K_11674982，K_11775428，and K_11856768）. The validation results of 66
natural populations of rice and 200 BC1F2 hybrid progeny showed that the three developed KASP markers were codominance markers，
and the genotype analysis results of the markers were completely consistent with the phenotype of brown planthopper resistance，which
could specifically and accurately detect whether there was Bph43 gene in rice. The Bph43 KASP marker developed based on SNP loci
could be used to explore new germplasm carrying the Bph43 gene and molecular marker assisted selection breeding for resistance to
brown planthopper.
Key words：rice；brown planthopper（Nilaparvata lugens）；Bph43；KASP marker；breeding for resistance to brown planthopper
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水稻是中国最重要的粮食作物之一。褐飞虱

（Nilaparvata lugens）是水稻单食性、刺吸式口器害

虫，通过口针吸食水稻韧皮部中的汁液。褐飞虱的

轻度危害可导致水稻植株生长活力降低、产量下降；

重度危害可导致水稻全株死亡，甚至颗粒无收。全

国农业技术推广服务中心对 2006—2015年农作物

主要病虫害发生危害情况的统计和分析表明，中国

年平均发生稻飞虱（最主要的是褐飞虱）面积为

0.002 6亿 km2次，每年因稻飞虱危害造成的损失位

居 水 稻 病 虫 害 之 首 ，占 水 稻 病 虫 害 总 损 失 的

29.51%［1］。褐飞虱也在泰国、越南等亚洲各国大面

积发生，每年造成几十亿美元的经济损失，导致了

2007—2008年全球大米危机［2］。褐飞虱已成为水稻

生产中发生面积最大、造成危害最严重的害虫。因

此，遏制褐飞虱的发展和危害对保障粮食安全、推动

农业可持续发展具有重要意义。

实践证明，农作物病虫害综合治理与持续控制

的基础是选育和种植抗性品种。利用作物自身抗病

虫基因培育抗病虫新品种是病虫害防治中最经济有

效和环境友好的措施，也是未来农业绿色发展的必

由之路［3］。目前从栽培稻和野生稻资源中鉴定出的

抗褐飞虱基因超过 40个，其基因资源和分子标记正

应用于抗褐飞虱分子标记辅助选择育种中［4］。袁隆

平农业高科技股份有限公司应用 Bph6和 Bph9培育

出通过国家审定的超级杂交中稻品种玮两优 7713，
抗褐飞虱 3级。在中华人民共和国农业农村部组织

的超级稻测产验收中，玮两优 7713 平均产量达

1 083.6 kg/666.7 m2，且未发现稻飞虱危害。推广和

应用抗褐飞虱水稻品种，对防治褐飞虱危害发挥重

要作用。

水稻和褐飞虱在长期的协同进化过程中，水稻

形成了抗性基因，而褐飞虱在水稻抗性基因的选择

压力下可发生致害性变异。目前已报道的褐飞虱生

物型有 10余种，且致害能力有逐渐增强的趋势［5］。

褐飞虱致害性变异导致水稻抗性丧失是褐飞虱持续

防控面临的潜在挑战。为应对褐飞虱生物型变异，

需进一步发掘水稻种质资源中新的抗褐飞虱基因。

前期从抗源 IRGC 8678中发掘并精细定位了新型广

谱抗褐飞虱基因 Bph43［6］。本研究进一步开发与

Bph43紧密连锁且特异的KASP标记，并在水稻自然

群体与基因分离群体中进行验证，为Bph43在抗褐飞

虱分子标记辅助选择育种中的应用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

本研究所用的 Bph43基因供体亲本 IRGC 8678

来源于国际水稻研究所，珞扬 9号、9311以及 9311/
IRGC 8678//9311的 BC1F2群体来源于杂交水稻全国

重点实验室，其余供试材料来源于袁隆平农业高科

技股份有限公司。

1.2 方法

1.2.1 水稻基因组 DNA 的提取 取供试水稻品种

苗期幼嫩叶片，采用 CTAB法提取水稻高质量基因

组 DNA［7］。并将基因组 DNA溶解于 TE 缓冲液，用

于后续的重测序或KASP标记基因型检测。

1.2.2 基因组重测序 为保证文库构建质量，首先

对 IRGC 8678基因组 DNA质量进行检测，琼脂糖凝

胶电泳检测显示基因组DNA主带完整清晰，且无降

解和 RNA 污染。Nanodrop 检测 OD260 nm/OD280 nm 在

1.8~2.2，无蛋白质污染。质检合格的基因组 DNA，

严格按照 NEBNext® Ultra™ II FS DNA Library Prep
Kit for Illumina®中提供的方法进行文库构建。使

用 Qubit 3.0软件对构建完成的文库进行初步定量，

利用 Agilent 2100检测文库插入片段大小，再通过

ANALYTIKJENA QTOWER 实时荧光定量 PCR仪对

文库的有效浓度进行准确定量，有效浓度＞2 nmol/
L为合格文库。最后按照目标下机数据量对文库进

行 pooling，用 Illumina HiSeq X TEN 平 台 进 行

Paired-end 150 bp（PE150）测序。水稻基因组重测

序由武汉基诺赛克科技有限公司完成。

1.2.3 KASP 标记开发 对测序获得的原始数据

（raw data 或 raw reads），使用 Cutadapt 软件（version
1.13）去除 reads 中含有的接头序列，使用 Trimmo⁃
matic软件（version 0.36）去除 reads中的低质量碱基。

使用 BWA 软件（version 0.7.15-r1140）的 MEM 算法

将测序数据与日本晴参考基因组（版本号 IRGSP
1.0）进行比对，得到 SAM格式的比对结果［8］。使用

Samtools软件（version 1.3.1）将 SAM格式文件转换成

BAM格式，用 Picard工具（version 1.91）中的 SortSam
对BAM文件中的 reads进行排序，并使用 Samtools的
rmdup去除 PCR重复，最终得到的 BAM 文件，用于

覆盖度和覆盖深度统计以及 variant calling［9］。最

后 ，应 用 GATK（version 3.7）软 件 包 中 的 Geno⁃
typeGVCFs 模块进行 SNP 变异检测［10］。进而调出

Bph43 基因精细定位区间对应日本晴参考基因组

（版本号 IRGSP1.0）第 11号染色体 16 642 878 bp至

16 918 771 bp的 SNP，进一步结合 3 000份水稻测序

公共数据库资源分析 SNP位点的分布频率，筛选出

Bph43基因紧密连锁区间特有的 SNP位点。以获得

的 Bph43区间特有的 SNP位点为靶点，分别获取其

在日本晴参考基因组上下游各 200 bp的序列进行

KASP 引物设计，对设计的 KASP 引物进行 PCR 扩
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增，测试引物的分型效果。

1.2.4 KASP标记分型 以待测水稻基因组DNA作

为模板，利用 KASP 标记 K_11674982、K_11775428
和 K_11856768 进行 KASP 反应检测。PCR 扩增反

应体系以 2 μL 计：1 μL 模板 DNA，100 μmol/L 的

Fam和Hex引物各 0.007 μL，100 μmol/L的Com引物

0.015 μL，以 2×KASP Master Mix补足至总体积 2 μL。
PCR扩增反应条件：反应在水浴热循环仪中完成，第

一步扩增反应，94 ℃预变性 15 min，94 ℃变性 20 s，
65~57 ℃退火并延伸 60 s，10个循环，每个循环退火

及延伸的温度降低 0.8 ℃；第二步扩增反应，94 ℃变

性 20 s，57 ℃退火并延伸 60 s，26个循环。反应完成

后利用 LGC IntelliQube基因分型平台对 PCR反应产

物进行荧光扫描和基因分型。KASP标记 PCR产物

检测到Hex荧光信号，表明待测水稻样品中含纯合

抗褐飞虱基因 Bph43；若检测到 Fam荧光信号，表明

待测水稻样品不含抗褐飞虱基因 Bph43；若同时检

测到 Fam荧光和Hex荧光，则表明待测水稻样品中

Bph43为杂合型。

2 结果与分析

2.1 Bph43紧密连锁的KASP标记开发

Bph43基因精细定位区间对应日本晴参考基因

组（版本号 IRGSP 1.0）第 11号染色体 16 642 878 bp
至 16 918 771 bp 的 SMP。将 Bph43 基因供体亲本

IRGC 8678进行 30X覆盖的基因组重测序，与日本

晴参考基因组序列进行对比，获取 Bph43紧密连锁

区间内 SNP 变异位点。进一步利用 3 000 份水稻

测序公共数据库资源分析 SNP 位点的分布频率，

筛选 Bph43基因紧密连锁区间特有的 SNP位点。最

终将位于参考基因组（IRGSP1.0）日本晴第 11号染

色体 11 674 982、11 775 428、11 856 768 bp处的 SNP
位点作为靶点，设计相应的 KASP标记 K_11674982

（Bph43抗褐飞虱基因在该 SNP位点为 T等位，其余

水稻资源在该位点为 A等位）、K_11775428（Bph43
抗褐飞虱基因在该 SNP位点为 T等位，其余水稻资

源在该位点为 C等位）和K_11856768（Bph43抗褐飞

虱基因在该 SNP位点为 G等位，其余水稻资源在该

位点为A等位）。KASP引物序列见表 1。3个KASP
标记检测 Bph43抗虫等位的引物序列都带有Hex标
签序列，而检测 Bph43感虫等位的引物序列都带有

Fam标签序列，因此在利用 3个KASP标记 PCR扩增

携带纯合 Bph43 的水稻样品时可产生 Hex 荧光信

号，扩增不含 Bph43的水稻样品产生 Fam荧光信号，

而杂合型水稻样品可产生Fam和Hex 2种荧光信号。

2.2 Bph43 KASP标记在水稻自然群体的验证

为了验证 Bph43紧密连锁的 KASP标记在水稻

自然群体中的适用性和通用性，本研究应用 K_
11674982、K_11775428 和 K_11856768 对 Bph43 基

因供体亲本 IRGC 8678、含 Bph9基因的珞扬 9号以

及其他 64份水稻品种进行鉴定。标记的分型效果

如图 1 所示，本研究开发的 3 个 KASP 标记均在

Bph43基因供体亲本 IRGC 8678中检测到强的 Hex
荧光信号，即含 Bph43纯合基因型；在含 Bph9基因

的珞扬 9号、其他 64份水稻品种检测到强的 Fam荧

光信号，表明这些水稻品种不含 Bph43。亲本基因

型结果（表 2）表明，3个 KASP荧光标记具有较强的

特异性，能准确检测出水稻中是否含有Bph43基因，

这将有助于发掘携带 Bph43基因的新种质，并提高

Bph43基因在抗褐飞虱育种中的利用率。

2.3 Bph43 KASP标记在分离群体的验证

本研究进一步利用开发的 3 个 Bph43 KASP
标记（K_11674982、K_11775428 和 K_11856768）对

9311/IRGC8678//9311的 BC1F2群体中的 200个单株

进行基因型分型。结果（图 2）表明，3个 KASP标记

Bph43基因型检测结果均一致（一一对应），3种不同

表 1 Bph43紧密连锁的KASP标记信息

KASP标记

K_11674982

K_11775428

K_11856768

物理位置

11号染色体

11674982

11号染色体

11775428

11号染色体

11856768

变异位点

A/T

C/T

A/G

引物序列（5′-3′）
Fam：GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAACGCTCGACTCAAGAAGGA
Hex：GAAGGTCGGAGTCAACGGATTAACGCTCGACTCAAGAAGGT

Com：AGCTGTGGTCGACTTCCTTG

Fam：GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCGGACATGGTGGTGAGTTC
Hex：GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCGGACATGGTGGTGAGTTT

Com：ATACAGGCTCAGAGAAGCGC

Fam：GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCAAAATCAATTCGAGAATTTTCAGAAA
Hex：GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCAAAATCAATTCGAGAATTTTCAGAAG

Com：GCTAATGTGCCTCGGTCAGA
注：下划线部分为 Fam荧光标签序列；斜体部分为Hex 荧光标签序列
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a.K_11674982分型结果；b.K_11775428分型结果；c. K_11856768分型结果；蓝色标记点为Hex荧光信号；红色标记点为 Fam荧光信号。下图同

图 1 Bph43 KASP标记对水稻自然群体的基因型鉴定

表 2 KASP标记对 66份水稻自然群体基因型鉴定结果

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

品种

IRGC 8678
9311

珞扬 9号
蓉 18B
禾丰B
川引B
荣丰B
资 100B
宜香B
协B
43B
岳 4B
恒丰B
川 29B
博Ⅱb
羊源B
万 37B
Ⅱ32b
7003B
全丰B
福伊B
天丰B
华 37B

乐恢 188
D297B
R299

巴引 5015
XK01

华航 36号
禾香占

沪恢 602
成恢 727
鹰香丝苗

K_11674982分型

T
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

K_11775428分型

T
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

K_11856768分型

G
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

编号

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

品种

空香 131
成恢 178
R302

IRAT129
湘晚粒 13号

楚粳 29
鄂丰丝苗

赣 923
莉晶

RH
75-1-127-PI9

印度香稻

IR52025B
奥标 1号
特 3矮

粤优丝苗

华航 33号
广源占 12号

CB131
粤综占

籼莉占

恢 402
五山丰占

桂育黑糯

广源占 14号
P248-EF3
成恢 177

扬辐糯 4号
台农新占

R608
6723-13195
6370-142
3207-997

K_11674982分型

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

K_11775428分型

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

K_11856768分型

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
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基因型 Bph43 纯合（Hex 荧光信号，蓝色标记点）、

Bph43杂合（同时检测到 Fam和Hex荧光信号，紫色

标记点）以及 bph43 纯合（不含 Bph43，Fam 荧光信

号，红色标记点）的分离比为 45∶106∶49，经卡方检

验符合 1∶2∶1 的孟德尔单基因分离比（χ2＝0.88<
χ2

0.05＝5.99）。3个KASP标记是共显性标记，可以将

2种不同的纯合子以及杂合子区分开，检测位点同

时表现为单基因分离。

为了进一步明确 KASP 标记（K_11674982、K_
11775428和 K_11856768）检测的 BC1F2材料基因型

与其抗褐飞虱表型是否一致，各随机选择经 KASP
标记确定的 20份 Bph43纯合基因型、20份 Bph43杂

合基因型以及 20 份不含 Bph43 的 BC1F2 材料。将

BC1F2材料进行自交，得到对应的 BC1F23材料，采用

苗期集团法考察 60 份 BC1F23 材料的抗性表现（以

BC1F23家系抗性级别代表 BC1F2单株的抗褐飞虱表

型）。Bph43纯合基因型 BC1F2材料平均抗性值均为

2.5，抗褐飞虱；Bph43杂合基因型 BC1F2材料平均抗

性值在 4.1~4.5，对褐飞虱表现为杂合抗性；不含

Bph43的 BC1F2材料均对褐飞虱表现为感性，抗性值

约为 9。结果表明，3个 Bph43 KASP标记基因型与

抗褐飞虱表型完全符合，可应用于 Bph43的分子标

记辅助选择育种实践。
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紫色标记点为同时检测到 Fam荧光信号和Hex荧光信号

图 2 Bph43 KASP标记对BC1F2群体植株的基因型鉴定

邓 钊等：水稻抗褐飞虱基因Bph43紧密连锁KASP标记开发与验证

3 小结与讨论

褐飞虱是水稻生产中发生面积最大、造成危害

最严重的害虫。遏制褐飞虱的发展和危害对保障中

国粮食安全具有重要意义。实践证明，培育和种植

抗褐飞虱水稻品种是褐飞虱综合防治的基础。新的

《主要农作物品种审定标准（国家级）》强调品种安全

性，突出绿色发展，要求对华南稻区、长江上游稻区

及长江中下游稻区水稻褐飞虱抗性进行鉴定，且抗

虫品种可作为绿色优质品种进行分类审定。而培育

抗虫水稻品种的关键在于稻种资源中所蕴藏的抗褐

飞虱基因。目前已从栽培稻和野生稻资源中鉴定了

40多个抗褐飞虱基因［4］，其中，较多的抗褐飞虱基因

成簇分布在染色体相同或者相近的区域，大多是同

一基因或同一基因的等位变异，能在生产上大面积

使用的抗褐飞虱基因并不多，加上褐飞虱存在生物

型变异，因此，仍需发掘更多具有重大育种应用价值

的抗褐飞虱新基因。

传统的水稻抗虫育种是通过抗虫性状鉴定对植

株进行表型选择。由于水稻材料抗虫性鉴定的复杂

性，利用常规育种手段进行抗虫基因的转育效率较

低。抗褐飞虱基因定位或克隆后，与抗褐飞虱基因

紧密连锁的分子标记、基因特异性分子标记或基因

功能标记已经或正在应用于抗褐飞虱分子标记辅助
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选择育种中［11-16］。这些标记大多为 SSR或者 InDel
标记，依赖于琼脂糖凝胶电泳或聚丙烯酰胺凝胶电

泳分析，试验费时费力。本研究在前期从抗源 IR⁃
GC 8678中发掘并精细定位其中的新型广谱抗褐飞

虱基因 Bph43基础上，通过抗褐飞虱基因 Bph43亲

本材料的基因组重测序，将与 Bph43紧密连锁或共

分离的区域序列，与 3 000份水稻测序公共数据库资

源进行对比分析，筛选出 Bph43紧密连锁区间稀有

或特有的 SNP 位点，开发出 Bph43 特异的 KASP 标

记。相对于传统的分子标记，KASP标记不需要进

行电泳，可通过荧光扫描直接读取基因型的信号实

现基因分型，具有稳定性好、准确性高、检测效率高、

检测成本低等优势。水稻自然群体与基因分离群体

的验证结果表明，本研究开发的Bph43特异KASP标

记是共显性标记，标记基因型分析结果与抗褐飞虱

表型符合，能特异、准确地检测出水稻中是否含有

Bph43基因，可准确进行 Bph43基因的导入和聚合，

高效选育含 Bph43基因的抗褐飞虱水稻品种，从而

为少打农药、减少粮食损失、发展环境友好型和资源

节约型农业做出重要贡献。
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