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水稻 OsLecＲK1 基因介导的抗褐飞虱功能分析
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摘要: 褐飞虱 Nilaparvata lugens Stl是对水稻最具破坏性的害虫之一，OsLecＲK1 是水稻 Bph3 基因簇中对褐飞虱抗
性贡献最大的基因。本文对 ＲHTd ( 含 Bph3) 等材料进行了褐飞虱抗性评价，克隆并构建了 OsLecＲK1 过量表达突
变体水稻，利用该突变体分析了 OsLecＲK1 基因对褐飞虱若虫存活率、若虫发育历期等生物学参数的影响。结果表
明，含 Bph3 基因水稻 ＲHTd对褐飞虱的抗性明显地强于含 Bph1 基因水稻 Mudgo和 bph2 基因水稻 ASD7，ＲHTd水
稻的褐飞虱受害指数仅为Mudgo和 ASD7 水稻的 53. 5%和 24. 1%。过量表达 OsLecＲK1 基因能显著地增加水稻对褐
飞虱的驱避性和抗生性，褐飞虱雌成虫偏好于在野生型水稻上产卵; 突变体水稻上的褐飞虱若虫存活率显著地降
低，仅为野生型水稻上若虫存活率的 75. 2% ～ 81. 8%，且若虫发育历期显著地延长，羽化率和初羽化雌成虫体重
均显著地降低; 此外，褐飞虱在突变体水稻上取食分泌的蜜露量只有野生型上的 40. 3% ～ 60. 9%，褐飞虱单雌产
卵量只为野生型 51% ～61. 2%，卵孵化率只有野生型的52. 2% ～56. 7%，均显著地减少。结果表明，含Bph3基因水稻
ＲHTd对褐飞虱的抗性明显地高于分别含 Bph1、bph2的水稻 Mudgo和 ASD7; 水稻 Bph3基因座的 OsLecＲK1单个基因过
量表达即可显著增加水稻对褐飞虱的抗性，OsLecＲK1 协同影响褐飞虱的多个生物学参数降低褐飞虱的适合度。
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Functional analysis of rice OsLecＲK1 in resistance to rice brown
planthopper
SONG Xu-Ming1* ，WANG Zhun-Jing1* ，MAIDINAI Sabier1，LIAO Zhi-Hong1，DENG Jian-Yu1，ZHU
Xu-Dong2＊＊，ZHOU Guo-Xin1＊＊ ( 1. School of Agriculture and Food Science，Zhejiang A ＆ F
University，Hangzhou 311300，China; 2. China National Ｒice Ｒesearch Institute，Hangzhou 311401，
China)
Abstract: Ｒice brown planthopper Nilaparvata lugens Stl is one of the most destructive pests to rice.
OsLecＲK1 is the most resistant gene among the four resistance genes of Bph3 locus. In this paper，the
resistance of ＲHTd ( containning Bph3) and other rice materials to brown planthopper were evaluated，and
the effect of rice OsLecＲK1 gene on nymph survival rate，nymphal development period and other biological
parameters of brown planthopper was analyzed using OsLecＲK1 overexpressing rice mutants. The results
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showed that the resistance of ＲHTd with Bph3 gene to BPH was significantly higher than that of Mudgo
with Bph1 gene and ASD7 with bph2 gene. The damage index of brown planthopper of ＲHTd was only
53. 5% and 24. 1% of that in Mudgo and ASD7 respectively. Overexpression of OsLecＲK1 gene in rice can
significantly increase the repellency and antibiosis of rice to BPH. Female adults of BPH preferred to feed
and lay eggs on wild-type rice compared to on mutants. The survival rate of BPH nymphs on mutant rice
plants was significantly reduced，only 75. 2% ～ 81. 8% of that on wild-type rice. The developmental
period of nymphs was significantly prolonged，and the emergence rate and newly emerged BPH female
adults were significantly decreased. In addition，the amount of honeydew secreted by BPH on mutant rice
plants was only 40. 3% ～60. 9% of these on the wild type，the number of eggs per BPH female adult was
only 51% ～61. 2% of that on the wild type，and the hatchability of eggs was only 52. 2% ～56. 7% of that
on the wild type. It indicated that the resistance of rice ＲHTd containing Bph3 gene to BPH was
significantly higher than that of Mudgo and ASD7 containing Bph1 and bph2 gene respectively，only
overexpression OsLecＲK1 of Bph3 locus could significantly increase rice resistance to BPH，and OsLecＲK1
reduced the fitness of BPH by regulating multiple biological parameters of BPH.
Key words: Ｒice; brown planthopper; Bph3; OsＲLKs; insect resistance

水稻是亚洲地区的主要粮食作物，我国半数
以上人口以稻米为主食。自 20 世纪 70 年代以来，
我国开始大面积推广矮秆、多分蘖和具有耐肥特
征的水稻品种，由于化学农药的不合理使用，导
致近几十年来褐飞虱 Nilaparvata lugens Stl 频频爆
发，严重威胁我国粮食安全 ( 陈建明等，2003; 娄
永根和程家安，2011) 。抗虫水稻品种培育是褐飞
虱综合治理最有效且经济的措施之一，各国科研
工作者一直致力于水稻抗褐飞虱基因的发掘和利
用 ( 刘裕强，2009) 。目前，已从抗性栽培稻和野
生稻等资源中鉴定和定位了至少 35 个抗褐飞虱基
因或 QTL ( Quantitative trait loci ) ，包括 Bph1、
bph2、 Bph3、 Bph9、 Bph14 等 ( Horgan et al. ，
2015; Du et al. ，2020) 。

水稻抗褐飞虱基因 Bph3，具有广谱的褐飞虱
抗性和持久性，已广泛用于抗褐飞虱水稻品种的
培育 ( Du et al. ，2020) 。Bph3 基因簇包含 4 个凝
集素类受体蛋白激酶 ( Lectin receptor-like kinases，
LecＲK) 基因 ( OsLecＲK1-4 ) ，其中 OsLecＲK1-3 对
水稻褐飞虱的抗性具有累加作用，据估算单由
OsLecＲK1 贡献的抗性占一半左右 ( 吴寒，2013;
Liu et al. ，2015) 。凝集素类受体激酶属于蛋白激
酶的一个亚家族，一般由细胞外凝集素结构域、
跨膜结构域和胞内激酶结构域组成 ( He et al. ，
2017) 。LecＲK在应对生物胁迫和非生物胁迫中都
发挥着重要作用，参与了植物对真菌、细菌和植
食性昆虫为害的生物胁迫防御反应 ( Zhang et al. ，
2017) 。通过胞外结构域识别信号分子，通过磷酸

化、去磷酸化等方式转导防御信号，调控下游靶
蛋白，影响植物免疫诱导反应 ( 朱巍巍等，
2018) 。Liu等 ( 2015 ) 将 OsLecＲK1-3 基因簇导入
褐飞虱易感水稻品种中，显著增强了水稻对褐飞
虱的抗性，同时增加了水稻对白背飞虱 Sogatella
furcifera ( Horváth) 的抗性。另有报道水稻中过量
表达G型 LecＲK 基因，增加水稻对褐飞虱驱避性
( 吴艳，2017 ) 。水稻 Pi-d2 是一种 B 型 LecＲK 基
因，参与了对稻瘟病菌的抗性反应 ( Chen et al. ，
2006) 。拟南芥 Arabidopsis thaliana 的 LecＲK-IX. 1
和 LecＲK-IX. 2 基因突变降低植物对疫霉菌的抵抗
能力，且双突变会加剧感病表型; 相反过表达
LecＲK-IX. 1 和 LecＲK-IX. 2 基因能增强植物的抗病
性，诱导自发性细胞程序性死亡 ( Wang et al. ，
2015) 。在野生烟草 Nicotiana attenuata 中，LecＲK1
基因在烟草对烟草天蛾 Manduca sexta 诱导防御反
应中起重要作用，LecＲK1 突变体烟草相对于野生
型烟草，昆虫诱导积累的胰蛋白酶抑制剂和苏氨
酸脱氨酶在突变体植株中的含量明显减少
( Gilardoni et al. ，2011) 。可见，LecＲK家族基因在
植物诱导免疫反应中起重要作用。

本文比较了水稻 ＲHTd ( 含 Bph3 ) 、Mudgo
( 含 Bph1 ) 和 ASD7 ( 含 bph2 ) 等对褐飞虱的抗
性，克隆及构建了 OsLecＲK1 的过量表达突变体水
稻，从反向遗传学角度明确了 OsLecＲK1 可影响褐
飞虱的多个生物学参数，该结果有望增加对水稻
Bph3 基因抗褐飞虱机制的了解，为水稻抗褐飞虱
水稻培育提供参考。
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1 材料与方法

1. 1 材料
供试水稻: 抗褐飞虱水稻品种 ＲHTd ( 含

Bph3) 、Mudgo ( 含 Bph1 ) 、ASD7 ( 含 bph2 ) ，以
及日本晴和 TN1 ( Taichung Native 1 ) 由中国水稻
研究所提供。OsLecＲK1 基因过量表达水稻突变体
株系 TS17、TS19、TS21，由本实验室构建。种子
于温控培养箱催芽后，在温室中用水稻培养液培
养 ( 温度 27℃ ± 2℃ ; 相对湿度 70% ～ 80% ; 光
照 L ∶ D = 16 ∶ 8) 。

供试昆虫: 褐飞虱 ( Ｒice brown planthopper，
BPH) 生物型 I和 II混合种群采集于浙江农林大学
平山水稻田，以感虫品种 TN1 幼苗饲养于人工气
候箱中 ( 温度 27℃ ± 2℃ ; 相对湿度 70% ～ 80% ;
光照 L ∶ D = 12 ∶ 12) ，室内已至少繁殖 10 代以上。

试剂及仪器: ＲNA提取试剂盒 MiniBEST Plant
ＲNA Extraction Kit 和反转录试剂盒 PrimeScriptTM

ＲT Ｒeagent Kit ( Perfect Ｒeal Time) ( 购自宝日医生
物技术 ( 北京 ) 有限公司 ) ; 割胶回收试剂盒
AxyprepTM DNA Gel Extraction Kit ( 爱思进生物技
术 ( 杭州 ) 有限公司 ) ; 克隆载体 pEASY-Blunt
Zero ( 北京全式金公司) ; BIO-ＲAD PCＲ仪 ( 美国
BIO-ＲAD公司 ) ; AL104 电子天平 ( 瑞士 Mettler
Toledo 公司) ; ＲXZ-380B 智能型人工气候箱 ( 宁
波江南仪器厂) ; Motic 双目解剖镜 ( 麦克奥迪实
业集团有限公司) 。
1. 2 方法
1. 2. 1 OsLecＲK1 基因克隆

ＲHTd 水稻叶片经液氮研磨后，取 100 mg 采
用MiniBEST Plant ＲNA Extraction Kit ( TaKaＲa) 试
剂盒提取总 ＲNA。总 ＲNA经电泳及分光光度计检
测后，由 PrimeScriptTM ＲT Ｒeagent Kit ( Perfect Ｒeal
Time) 试剂盒 ( TaKaＲa ) 将 mＲNA 反转录成
cDNA，具体实验步骤参照产品说明书。

根据 NCBI 的 Ｒathu Heenati 水稻 OsLecＲK1 基
因 ( KF748957) 序列号，利用 Primer Premier 5. 0
软件设计 OsLecＲK1 基因特异性引物 OsLecＲK1-F:
5'-ATGGTTGCTCTGCTACTCTTC-3'和 OsLecＲK1-Ｒ:
5'-CTATGGAAGTGAGCTGATGAAG-3'。 PCＲ 反 应
在 BIO-ＲAD PCＲ 扩增仪中进行，反应程序如下:
98℃预变性 10 s，98℃变性 10 s，60℃退火 5 s，
72 ℃延伸 2 min 30 s，共进行 35 次循环后，72℃

延伸 10 min。PCＲ 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分
离，利 用 AxyprepTM DNA Gel Extraction Kit
( Axygen) 试剂盒对 PCＲ产物回收纯化。纯化的 PCＲ
产物连入 pEASY-Blunt Zero载体，阳性克隆送南京金
斯瑞生物科技有限公司进行测序鉴定。
1. 2. 2 OsLecＲK1 过量表达突变体水稻构建

重组连接法将目的基因连接入植物表达载体
p1301-35SN，获得重组质粒 p13SN-OsLecＲK1 转入
农杆菌 EHA105。利用含 p13SN-OsLecＲK1 的农杆
菌工程菌通过本实验室建立的水稻遗传转化平台
获得 T0转基因植株，对 T1、T2转基因植株进行潮
霉素筛选和 PCＲ鉴定，得到 3 个 OsLecＲK1 基因过
量表达突变体纯合株系 TS17，TS19 和 TS21。农杆
菌介导的水稻遗传转化和纯合转基因突变体筛选
参照 ( 周国鑫，2009) 。
1. 2. 3 水稻千粒重和株高测定

随机选取饱满的野生型、OsLecＲK1 基因过量
表达株系种子各 100 粒，在万分之一分析天平上称
重，重复 3 次。随机选取野生型水稻和过量表达
突变体水稻植株，测量水稻茎秆基部到最高叶片
中间的高度，每处理重复 10 次。
1. 2. 4 水稻对褐飞虱抗性评价

单株种植 3 叶期水稻，罩以直径 5 cm、高
50 cm圆筒形塑料罩，每株接入 3 ～ 4 龄褐飞虱若
虫 15 头，每天统计各水稻上的褐飞虱数量，并进
行受害等级评价 ( 刘裕强，2009) 。直至 90%的感
虫水稻 TN1 死亡，以未接虫水稻为对照，各处理
重复 10 次。实验结束后，收集各处理上的褐飞虱
在 70℃烘箱放置 48 h 后称量干重。整个水稻植株
用水冲洗干净，放置 70 ℃烘箱 48 h 后称量干重。
利用功能损失指数 ( Functional plant loss index，
FPLI) 法评价各品种水稻对褐飞虱的抗性，以褐
飞虱干重 ( x) 为横坐标，FPLI 值 ( y) 为纵坐标
作散点图，获得的 x ～ y 回归线与褐飞虱平均干重
的截线 ( 珔X，y) 将散点图分为抗生、耐害、兼抗
和敏感 4 个部分 ( Panda et al. ，1983) 。FPLI 值计
算如下:

FPLI = 100 － ( 接虫植株的干重 /未接虫植株的
干重) × ( 1 －危害级别 /9) × 100
1. 2. 5 褐飞虱取食选择和产卵选择性测定

突变体水稻和野生型水稻各 1 株，用海绵将
其固定于塑料杯中，使两株苗间距在 1 cm 左右。
用一个圆筒形玻璃罩 ( 直径 4 cm，高 8 cm) 将两
株水稻从茎秆基部一起套住，向玻璃罩内接入
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15 头怀卵褐飞虱雌成虫，顶部用圆形海绵封住。
在接虫 1、2、4、8、12、24、48、72 h 观察并记
录两株苗上的虫数，72 h 后去除所有褐飞虱，剪
取试验水稻的茎秆，在双目解剖镜下镜检并统计
两株苗上的产卵量，计算每株苗的卵量百分率，
每个处理重复 7 次 ( 王佳妮等，2018) 。
1. 2. 6 褐飞虱分泌的蜜露量分析

单株种植的突变体水稻和野生型水稻。将石
蜡薄膜 ( parafilm) 小袋子 ( 4 cm × 3. 5 cm) 套于
45 d苗龄的水稻基部 1 cm 以上位置，每个袋中放
入 1 头经饥饿处理 3 h的褐飞虱雌成虫，处理重复
10 次以上。实验前于万分之一天平称量石蜡薄膜
袋的重量，24 h 后吸出袋中褐飞虱，再次称量蜜
露袋的重量，两次重量之差即为褐飞虱分泌的蜜
露量。
1. 2. 7 褐飞虱初孵若虫发育历期等测定

选取长势一致的突变体和野生型水稻，用海
绵将其固定于塑料杯中。圆筒形玻璃罩 ( 直径
4 cm，高 8 cm) 套于水稻茎秆基部，向玻璃罩内
接入 15 头褐飞虱初孵若虫，顶部用海绵封住。每
天观察并统计植株上褐飞虱若虫数量直至羽化，
每个处理重复 9 ～ 10 次。统计和分析各处理褐飞
虱的若虫存活率、若虫发育历期、羽化率、初羽
化成虫体重和成虫短翅率。
1. 2. 8 褐飞虱单雌产卵量和孵化率实验

单株种植的突变体水稻和野生型水稻，圆筒
形玻璃罩 ( 直径 4 cm，高 8 cm) 套于水稻茎秆基
部，接入 1 雌 1 雄初羽化褐飞虱成虫，顶部用海绵
封好。接虫 6 d后移除褐飞虱，每天观察水稻植株
并统计孵化的若虫数量后清除褐飞虱若虫，直至
连续 6 d 无若虫孵出。将水稻茎秆在解剖镜下镜
检，统计未孵化的卵量，并计算孵化率。每个处
理重复 15 次。
1. 3 数据分析

数据采用 DPS 数据处理软件进行统计分析。
两个样本间的比较采用 Student's t-test 或采用卡方
检验; 多样本平均数之间的差异采用 One-Way
ANOVA分析，并用 Duncan 氏新复极差法进行差
异显著性检验。

2 结果与分析

2. 1 ＲHTd等水稻抗褐飞虱评价
抗性评级结果表明，ＲHTd 对褐飞虱具有较强

的抗性。在接虫第 5 天，TN1 水稻 90%植株出现
死亡，受害评级为 8. 6; 而 ASD7 水稻的第二、第
三片叶片出现枯黄，受害指数为 5. 8; ＲHTd 和
Mudgo的受害指数仅分别为 1. 4 和 2. 8，水稻部分
叶片出现发黄 ( 图 1-A) 。不同时间 4 种水稻的褐
飞虱着虫数表明，ＲHTd对褐飞虱具有明显的驱避
性，在 1 ～ 48 h 内，ＲHTd 上的褐飞虱数量均显著
少于其它 3 种水稻 ( 图 1-B) 。褐飞虱干重与功能
损失指数作图表明，分别有 11. 1%、22. 2% 和
66. 7%的 ＲHTd水稻在耐害性、抗生性和兼抗 ( 抗
生性和耐害性) 的象限中; 88. 9%的 Mudgo 水稻
对褐飞虱具有耐害性，而 1 /3 的 ASD7 水稻对褐飞
虱不具有抗性 ( 图 1-C) 。
2. 2 OsLecＲK1 基因过量表达转基因水稻的获得

根据 NCBI 的 Ｒathu Heenati 水稻 OsLecＲK1 基
因序列，克隆得到水稻 OsLecＲK1 基因的 CDS 片段
大小为 2 442 bp ( 图 2-A) 。OsLecＲK1 基因的植物
表达载体 p13SN-OsLecＲK1 的 T-DNA 框结构如图
2-B。通过农杆菌介导的水稻遗传转化法得到 T0代
OsLecＲK1 过量表达突变体水稻，经 PCＲ 鉴定和潮
霉素筛选，最终筛选到 OsLecＲK1 过量表达 T3代
3 个纯合株系 TS17，TS19 和 TS21 ( 图 2-C) 。
2. 3 过量表达 OsLecＲK1 基因对水稻千粒重和株
高的影响

与对照水稻日本晴千粒重 25. 6 g 相比，过量
表达 OsLecＲK1 突变体植株 TS17、TS19 的稻谷千粒
重分别减少了 7. 4%和 3. 6%，均具有显著差异，
而 TS21 稻谷的千粒重与对照无差异 ( 图 3-A) 。过
量表达 OsLecＲK1 基因并不影响水稻的株高，3 个
过量表达突变体水稻的株高与野生型相比均无显
著差异 ( 图 3-B) 。
2. 4 过量表达 OsLecＲK1 水稻对褐飞虱取食和产
卵选择性影响

从 4 h 开始褐飞虱在 OsLecＲK1 基因过表达株
系 TS17 虫量明显地少于对照，该趋势逐渐增大并
维持至 72 h ( 图 4-A) ; 而 TS19、TS21 株系上虫量
分别于 8 h 和 12 h 后开始显著地少于对照，不同
时间点分别仅为各自对照虫量的 59. 1% ～ 76. 3%
和 56. 5% ～ 74. 7% ( 图 4-B、图 4-C) 。褐飞虱在
突变体 TS17 和 TS21 上的产卵量仅为对照的
62. 2%和 76. 7%，均显著地减少 ( 图 4-D) 。表明
OsLecＲK1 过量表达导致褐飞虱更倾向于在野生型
水稻日本晴上栖息和产卵。
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图 1 不同品种水稻对褐飞虱的抗性
Fig. 1 Ｒesistance analysis of different rice varieties on BPH

注: A，TN1、ASD7、ＲHTd和 Mudgo 水稻的抗性评级; B，不同时间 TN1、ASD7、ＲHTd 和 Mudgo
水稻上褐飞虱数量; C，水稻抗褐飞虱类型分析。图中不同字母表示同一时间点的各个处理组间的
显著差异，不同处理处理间显著水平 ( P ＜ 0. 05) 。Note: A，Ｒesistance rating of TN1，ASD7，ＲHTd
and Mudgo rice; B，Number of BPH on TN1，ASD7，ＲHTd and Mudgo rice; C，Classification of rice
resistance types. Letters represented significant differences among the various treatment groups at the same
time point ( P ＜ 0. 05) ．
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图 2 OsLecＲK1 基因克隆和过量表达突变体构建
Fig. 2 OsLecＲK1 gene cloning and its
over-expressing mutants rice plants

注: A，OsLecＲK1 基因 PCＲ产物凝胶电泳; B，过表
达载体的 T-DNA区; C，野生型 ( WT) 和突变体品
系表型; M，DNA 分子量标准; 1 ～ 6，OsLecＲK1 基
因 PCＲ产物; T，NOS终止子; Hyg，抗潮霉素基因;
GUS，β-葡萄糖苷酸酶基因; WT，日本晴; TS17，
TS19 和 TS21，过量表达 OsLecＲK1 基因水稻株系。
Note: A，DNA electrophoresis of OsLecＲK1 PCＲ products
on agarose gel; B，T-DNA structure of p13SN-OsLecＲK1;
C，Wild type ( WT ) and mutant strains of phenotype;
M，15 000 bp DNA marker; 1 ～ 6，PCＲ product of
OsLecＲK1; T，NOS terminator; Hyg，Anti hygromycin
gene; GUS， β-glucosidase gene; WT， Nipponbare;
TS17，TS19 and TS21，rice mutans of over-expressing
OsLecＲK1.

图 3 过量表达 OsLecＲK1 基因对水稻的稻谷
千粒重 ( A) 和株高 ( B) 的影响

Fig. 3 Influence of OsLecＲK1 on 1 000-seed
weight ( A) and height ( B) of rice

注: WT，野生型水稻日本晴; TS17，TS19 和 TS21，

过量表达 OsLecＲK1 基因水稻株系; “* ”代表突变体

和野生型水稻之间的差异 ( * P ＜ 0. 05 ) 。Note: WT，
wild type rice Nipponbare; TS17，TS19 and TS21，the rice

mutants of over-expressing OsLecＲK1; “* ” indicated
significant differences between lines and wild type rice

( * P ＜ 0. 05) ．

2. 5 过量表达 OsLecＲK1 水稻对褐飞虱若虫发育
历期等的影响

过量表达 OsLecＲK1 水稻突变体株系 TS17、
TS19、TS21 上的褐飞虱若虫存活数量均显著低于
野生型水稻上的褐飞虱数量 ( 图 5-A) ，但各突变
体株系间无差异。在 TS17，TS19 株系上饲养的褐
飞虱雌若虫发育历期分别为 12. 5 d 和 12. 7 d，均
显著长于对照组的 12. 1 d; TS19 上的雄若虫发育
历期为 12. 3 d 也显著地长于对照组的 11. 8 d
( 图 5-B) 。野生型水稻上初羽化雌成虫体重为

1. 66 mg，分别仅为突变体水稻株系 TS17、TS19、
TS21 上的初羽化雌虫体重的 97. 0%、97. 5% 和
95. 2%，均具显著性差异; 而不同水稻上的初孵
雄成虫的体重无显著差异 ( 图 5-C) 。过表达突变
体水稻品系 TS17、TS19、TS21 上的褐飞虱羽化率
为 62%、60. 7%和 62. 7%，均显著地低于野生型
水稻上褐飞虱的羽化率 72. 2% ( 图 5-D) 。过量表
达 OsLecＲK1 对褐飞虱若虫的存活率、羽化率、若
虫发育历期、初羽化雌成虫体重均有显著的影响。
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图 4 OsLecＲK1 基因对褐飞虱雌成虫取食 ( A-C) 和产卵 ( D) 影响
Fig. 4 Influence of OsLecＲK1 gene on feeding ( A-C) and oviposition ( D) preference of BPH female adults

注: WT，野生型水稻日本晴; TS17，TS19 和 TS21，过量表达 OsLecＲK1 基因水稻株系; “* ”代表野生型水稻和突变

体水稻之间的差异显著性 ( * P ＜ 0. 05; ＊＊P ＜ 0. 01) 。Note: WT，wild type rice Nipponbare; TS17，TS19 and TS21，the

rice mutants of over-expressing OsLecＲK1; “* ” indicated significant differences between lines and wild type rice ( * P ＜ 0. 05;
＊＊P ＜ 0. 01) ．

2. 6 过量表达 OsLecＲK1 水稻对褐飞虱单雌产卵
量、翅型分化和蜜露量的影响

野生型水稻上褐飞虱单雌产卵量为 98. 9 粒，
分别为突变体株系 TS17、TS19、TS21 上的褐飞虱
单雌产卵量的 1. 87 倍、1. 74 倍和 1. 80 倍，均存
在显著差异 ( 图 6-A ) 。突变体水稻株系 TS17、
TS19、TS21 上的卵孵化率分别为 38. 5%、34. 6%
和 40. 7%，均极显著低于野生型水稻上的卵孵化
率 67. 3% ( 图 6-B) 。在褐飞虱翅型分化上，过量
表达突变体水稻株系上的褐飞虱短翅率在 86. 4% ～
88. 3%，显著低于野生型水稻上短翅率 95. 1%
( 图 6-C) 。过量表达突变体水稻株系 TS17、TS19、
TS21 上的褐飞虱蜜露量分别为 7. 1 mg、11. 4 mg
和 8. 2 mg，都显著低于在野生型上褐飞虱分泌的
蜜露 量 18. 7 mg ( 图 6-D ) 。表 明 过 量 表 达

OsLecＲK1 对褐飞虱繁殖、翅型分化和蜜露量均有
显著影响。

3 结论与讨论

本文对水稻 ＲHTd ( 含 Bph3 ) 、Mudgo ( 含
Bph1) 和 ASD7 ( 含 bph2) 等材料进行了褐飞虱抗
性评价。结果表明，含 Bph3 基因水稻 ＲHTd 对褐
飞虱的抗性明显地强于含 Bph1 基因水稻 Mudgo 和
bph2 基因水稻 ASD7，ＲHTd 水稻的褐飞虱受害指
数仅为 Mudgo 和 ASD7 水稻的 53. 5% 和 24. 1%。
根据褐飞虱对水稻品种产生的危害情况，将褐飞
虱划分为 4 种生物型: 生物型 1、生物型 2、生物
型 3 和生物型 4 ( 刘开雨等，2011 ) 。邓飞等
( 2011) 研究表明Mudgo ( 含 Bph1) 能抵抗褐飞虱
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图 5 OsLecＲK1 基因对褐飞虱若虫存活率 ( A) 、若虫发育历期 ( B) 、初孵成虫体重 ( C) 和羽化率 ( D) 的影响
Fig. 5 Influence of OsLecＲK1 gene on survival rates ( A) and developmental duration ( B) of BPH nymphs，

the weights of newly-emergence BPH ( C) and emergence rates of BPH ( D)
注: WT，野生型水稻日本晴; TS17，TS19 和 TS21，过量表达 OsLecＲK1 基因水稻株系; 不同字母表示同一时间点的各

个处理组间存在显著差异 ( P ＜ 0. 05) ; “* ”代表野生型水稻和突变体水稻之间的差异显著性 ( * P ＜ 0. 05; ＊＊P ＜
0. 01) 。Note: WT，wild type rice Nipponbare; TS17，TS19 and TS21，the rice mutants of over-expressing OsLecＲK1; The letters

represented significant differences among the various treatment groups at the same time point ( P ＜ 0. 05) ; “* ” indicated

significant differences between lines and wild type rice ( * P ＜ 0. 05; ＊＊P ＜ 0. 01) ．

生物型 1 和生物型 3，ASD7 ( 含 bph2 ) 能抵抗褐
飞虱生物型 1 和生物型 2，Ｒathu Heenati ( 含
Bph3) 对褐飞虱生物型 1、2、3、4 都具有抗性。
有研究者对东南亚地区种植的水稻品系对褐飞虱
抗性进行了评价，发现含有 Bph3 基因的水稻
Ｒathu Heenati 对褐飞虱的抗性显著高于其它水稻
( Finbarr et al. ，2015 ) 。刘裕强 ( 2009 ) 对 Ｒathu
Heenati ( 含 Bph3) 水稻的脂氧合酶 ( Lipoxygenase，
LOX)、过氧化氢酶 ( Catalase，CAT)、苯丙氨酸解氨
酶 ( Phenylalanineammonialyase，PAL ) 和 H2 O2进
行了测定分析，发现褐飞虱取食后 LOX、PAL 和
H2O2表达量与对照相比均有显著提高。

此外，本实验克隆并构建了 OsLecＲK1 过量表

达突变体水稻，利用该突变体分析了 OsLecＲK1 基
因对褐飞虱若虫存活率、若虫发育历期等生物学
参数的影响。结果表明，褐飞虱若虫在 OsLecＲK1
基因过量表达的突变体水稻上的存活率显著地降
低，若虫发育历期显著地延长，羽化率和初羽化
雌成虫体重均显著地降低。并且，褐飞虱在突变
体水稻上取食分泌的蜜露量、单雌产卵量和卵孵
化率均显著地减少。本研究证实了在水稻中仅过
量表达 OsLecＲK1 基因即可显著地增加水稻对褐飞
虱的抗性，该基因可对褐飞虱的若虫存活率和发
育历期等一系列生物学参数产生不利影响，如
OsLecＲK1 基因过量表达的水稻降低褐飞虱若虫存
活率、延长若虫发育历期、降低羽化率和单雌产
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图 6 OsLecＲK1 基因过表达水稻对褐飞虱单雌产卵量 ( A) 、卵孵化率 ( B) 、短翅率 ( C) 和蜜露量 ( D) 的影响
Fig. 6 Impacts of OsLecＲK1 on egg number of per female brown planthopper ( A) ，hatching rate of eggs ( B) ，

rate of short-wing type BPH adult ( C) and the amount of honeydew excreted by BPH ( D)

注: WT，野生型水稻日本晴; TS17，TS19 和 TS21，过量表达 OsLecＲK1 基因水稻株系; “* ”代表野生型水稻和

突变体水稻之间的差异显著性 ( * P ＜ 0. 05; ＊＊P ＜ 0. 01) 。Note: WT，wild type rice Nipponbare; TS17，TS19 and

TS21，the rice mutants of over-expressing OsLecＲK1; “* ” indicated significant differences between lines and wild type

rice ( * P ＜ 0. 05; ＊＊P ＜ 0. 01) ．

量等，这一结果与 Liu 等 ( 2015 ) 研究结果相类
似。Liu等 ( 2015) 通过图位克隆法分离和鉴定了
水稻抗褐飞虱 Bph3 基因簇由 4 个凝集素类受体蛋
白激酶 ( OsLecＲK1-4 ) 基因组成，其中 OsLecＲK4
为无效基因; OsLecＲK1 基因对 Bph3 的抗褐飞虱作
用贡献最大，在 Ｒathu Heenati 水稻背景下构建的
OsLecＲK1 单基因缺失和 OsLecＲK1、OsLecＲK2 双基
因缺失的突变体水稻对褐飞虱抗性分别下降了
50%和 75%。有文献报道在拟南芥中，凝集素类
受体蛋白激酶 LecＲK-V. 5 基因突变，导致病原物相
关分子模式触发的免疫反应 ( Pattern-triggered
immunity，PTI ) 其相关抗性基因的表达量降低，
胼胝质的形成受阻等 ( Singh et al. ，2012 ) 。
OsLecＲK1 基因过量表达水稻对褐飞虱具有强烈的
驱避性，可能是由于突变体水稻产生了对褐飞虱
具有驱避作用的挥发性物质，也不排除突变体水
稻产生了对褐飞虱的抗生性化合物如在水稻汁液
中积累抑食剂或茎秆积累过量的胼胝质，具体机
制还需进一步研究。以上的研究结果丰富了对

OsLecＲK1 基因介导水稻抗褐飞虱的认识，加深了
对 Bph3 基因抗褐飞虱机制的了解，也为水稻抗飞
虱育种中 Bph3 抗源的科学利用提供了理论依据。
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