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应用 SSR分子标记比较佳禾早占水稻组培苗与种植苗的性状差异 
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(厦门大学生命科学学院、细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室，福建 361005) 

摘 要 株高是水稻重要的农艺形状之一，植株过高将导致倒伏和减产，目前，很多新的技术究被 

用来鉴定，图位克隆与水稻株高相关的基因及机理的研究，本实验选择优质早籼稻佳禾早占种植 

苗和经过组培获得的矮化突变水稻为材料，为研究比较它们间的遗传物质上差异，根据康耐尔大 

学的资料设计了3ll对SSR引物对佳禾早占种植材料和组培材料进行分析，对两种材料进行PCR 

多态性扩增，结果发现两者问存在多态性的引物有 88对，多态性比例达到30．3％。在矮杆材料 

中不但验证了已报道的 l1个与调控株高性状基因相连锁的标记连锁群，同时在第3号染色体和 

第9号染色体上还获得了两个以前基本未有报道的标记集中分布区域。结果说明，该培养基培育 

出的佳禾早占水稻后代所表现出的矮杆性状与亲本在遗传物质上确有明显差别。该结果有助于 

挖掘和定位新的矮杆基因，并有利于今后在水稻育种中进行水稻株高性状的控制，同时也为开展 

矮化性状机理的研究提供有利的实验材料。 

关键词 分子标记；微卫星 DNA：矮化 

Studied the difference of genetic feature between tissue cultured and cultivated 

paddy rice of Jia He Zao Zan via microsatellite(SSR)markers 
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Abstract Plant height is one of the important agronomic traits of rice．Overhigh plant easily led to 

lodge and reduce output．Recently，great advances have been made in the identification
，
mapping，clo— 

ning and action mechanism of plant height genes in rice．This present paper selected the tissue cultured 

and cultivated paddy rice of Jia He Zao Zan(J．H．Z．Z)as experimental object．which were significant 

different on the height，the tissue cultured plant was only less than half height of the cultivated plant
． In 

order to compare their differences of genetic and determine whether there are relationship between the 

dwarf gene and the dwarf character of tissue cultured plant
．
Polymorphism analysis was conducted be— 

tween them by 3 1 1 pairs of rice SSR primers，designed by Cornell University
， the result indicated that 

88 pairs of primers had polymorphism between two kinds of materials
．
the ration in total primers was a— 

bout 30．3％ ．the experimental result not only verified 1 1 multiple groups which regulate the height 

gene，but also obtained two group regions which control the dwarf character on chromosome 3 and chro— 

mosome 9，which have not been reported previously，these results will help to explore and determ ine the 

situation of new dwarf gene，and will be of benefit to act genetic manipulation of plant height of in tice 

breeding．These results also provided the evidence for studying the mechanism of dwarf
． 
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株高是水稻重要的农艺性状之一，植株过高容 

易引起折断和倒伏，适当矮化有利于耐肥抗倒增 

产，矮杆品种的选育一直是育种工作的一个重要方 

面，上世纪60年代，随着“矮脚南特”、“矮仔占”、 

“IR8”、“统一”和“Calrose”等一批籼型矮秆高产品 

种的育成，水稻产量一举提高了20％ ～30％以上， 

这在水稻育种史上是前所未有的重大突破，被誉为 

水稻育种的一场“绿色革命”。之后，对水稻株高 

性状的研究一直经久不衰，不断发掘和鉴定控制株 

高的基因，开展控制株高的相关的基因定位、克隆 

以及作用机理等方面的研究，实现对水稻株形的合 

理改良，是水稻主要农业性状的遗传学研究和育种 

实践的重要内容，随后，一系列矮秆良种的选育和 

推广显著地提高了水稻的生产潜力，取得了较显著 

的增产效果。因此，发掘和鉴定控制水稻株高的基 

因，开展株高基因定位 、克隆及作用机理等方面的 

研究，实现对水稻株高的定向改良，具有十分重要 

的理论意义和应用价值 ’ 。国内外已报道了不 

少调控水稻株高性状的基因，如 sd基因和 d基因 

及其等位基因等。sd21在育种上产生的巨大利用 

价值以及单一 sd21矮秆基因所面对的遗传脆弱性 

问题，因此发掘和鉴定新的水稻矮杆品种从而获 

得新的控制水稻株高的基因也一直是水稻遗传研 

究的重点之一。根据水稻遗传委员会(RGC)的公 

布，目前矮秆和半矮杆基因已多达 60多个。尚有 

相当一部分非 sd21的水稻矮秆基因并未被 RGC收 

录 。水稻株高基因的定位原先大部分是通过经典 

遗传学方法进行的 。80年代以后，分子标记技术 

迅速发展，随着 RFLP、RAPD、AFLP、SSR等分子标 

记技术的发展及广泛应用，水稻分子图谱中已有相 

当饱和的分子标记，许多控制重要农艺性状的基因 

都已得到精细定位。迄今，用分子标记定位的水稻 

株高基因已达到 l4个。至此，国内外已报道的矮秆 

半矮秆基因中30多个基因所在的染色体已经确 

定⋯。日本和美国分别构建了 1383个(探针编号 

RG)和726个(探针编号 Npb)水稻分子图谱标记， 

覆盖水稻的全部 l2条染色体；我国也利用水稻 DH 

群体构建了分子遗传图谱。在通过经典遗传或其他 

方法已知矮秆基因所属染色体或与另一基因连锁 

时，可直接利用该染色体上与已知基因连锁的探针 

定位该矮秆基因，并估算其重组值。 

SSR标记技术是基于 PCR(Polymerase Chain 

Reaction)技术的DNA分子标记技术，即为简单序 

列重复又称微卫星(microsatellite)，是由一类由几 

个核苷酸(1～6bps一般为2～5bps)为重复单位组 

成的简单串联重复序列，其重复次数在物种问、品 

种问甚至个体间具有非常大的变异性。具有重复 

性好 、稳定程度高 、多态性丰富，DNA用量少，结果 

分析容易等优点，已被广泛用于品种鉴定、遗传多 

样性分析、遗传作图等研究。 

佳禾早占是厦门大学生命科学学院水稻育种 

组于 1989年采用[(E舛×大粒种)F。×7l3]×[外 

引30(成熟花粉经辐照诱变)]复合杂交，经多代系 

统选择 ，于 1996年早季育成的迟熟早籼稻新品种。 

本实验利用在成熟种胚组培过程中获得的20几株 

矮化突变佳禾早占组培个体收获的种子培育的植 

株通过自交后得到的 F 代和同期种植获得的佳禾 

早占分别建立 DNA池，组培条件参见周克夫 。 

应用 SSR分子标记技术对两组材料进行差异分 

析，以期获得与两组材料的株高这个主要差异性状 

相连锁的引物信息。并为进一步开展基因定位和 

克隆奠定基础。 

l 材料与方法 

1．1 实验材料 

组培材料：佳禾早占(株高约 30 cm左右) 

种植材料：佳禾早占(株高约 100 cm左右) 

1．2 性状对比 

对组培材料和种植材料进行性状调查，主要包 

括株高、结实率，千粒重等性状。 

1．3 DNA提取 

组培突变佳禾早占的F2代及正常田间收获的 

佳禾早占分别构建两个 DNA池，方法参照《植物 

分子生物学 一实验手册》(Clark M S 1996)并加以 

改进 。 

100 mg叶片组织液氮研磨加入提取液及 0．O1 

mol·L 2一巯基乙醇各 1．5 mL，200 L 20％ SDS 

(pH7．2)；65oC水浴 10 min；5 mol·L KAc l mL 

冰浴20 min；12 000 g 20 min；取上清，加入等体积 

的异丙醇混匀，一20~C 40 min；10 000 g 10 min；去 

上清，100 ILL 50×TE溶解；加入 3 L的 RNA酶， 

37℃保温 30 min；l／10体积的 3 mol·L～NaAc． 

10 000 g 10 min；上清转移到 1．5 mL管中；加入500 

L异丙醇，10 000 g 10 min；用 500 L 75％的乙醇 
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洗 涤 ．10 000 g离 10 mi．，30 I．TE抨享解 

1 4 SSI~,引物选择 

录用 3lI对SSR引物，所有 r物信息均来源 

r文献 

1 5 PCR扩 增 

ddH 【)】4 ；10×buff,~r(含 Mg )3 L； 

I JN'I PO 3 I：模 板 DNAI 5}LI：Primer 1 ；Taq 

0 2／．tl： 体积20 L 

反 应程序 ：94℃ 5 mi r,：94％ d-5 ：55 45 ； 

72q2 1 min：35个循环；72 延仲10 mi．：4 ：保存 

I 6 电泳及银 染 

参肌海南省农作物分 育种重点实验室的方 

法 ，见文献 

2 实验结果 

2 I 正常种植的佳禾早占与组培植株特征比较 

执椿高特征发现州音出现明显差异 正常件禾 

早Il_ I 时高 100～I】0 cn1，而纰 堵植 株只有 35～ 

40 ．与亲本桐}L结实辜低 只fl 50％ ～80％，采 

车为90％．T牦重为12—24 g．亲水为26～27 5 ， 

由此可见+虮培精株不仅在株商上空矮 特征方 

叫也苻衰邀特 ( J) 

■甄  【 · ’●’t 

I 组培植株f 1与正常梢株(柯)的比较 

ng 1 T P m e I 1⋯ ' ⋯ lmr l̈ 兀l 

(1 lf)and 一~,ormal nl洲 L(right) 

2 2 SSH扩增 结果 

利用311埘水稻SSI{引物埘曲个DNA池进干亍 

特异扩增．发现有2I对引物在住禾 』 组培苗和 

种植苗上均无法扩增出日的条带，有290对引物clJ 

以特异扩增出清晰稳定的祭带． 中 组培菏与种 

植苗的问 多志性的日1物为 202对，选刊69 7％： 

多恋性{r物为88剞，多志性比例达到 30 3％．引 

物 RM236，RM255，RM258帕 SSR扩增结 粜见圈 2 

根据文献 资料分析．发现分布往第l、2、3 5、6、8 

号染色休上的多卷性引物数蜒比较多《 袁 I)，并 

根据对多态性引物在各染色体 卜分布的儿体位置分 

析得到l1个位置比较紧密的连锁群( 丧2) 

引物 RM236一RM255tRM258的 SSR 增结 

】 2埘 

Eh‘t1”III1仆r 1s r uh rlr RN255一RM256一RM258 

I N1 rmal p J~*t 2 Fissu~‘uhur~l 

表 I 其多态性引物在各染色体上的分布 

Tahl,,l r ,llslrihuli~m‘、r nrln⋯  th 

Ix,l~mopl̈ Ⅲ i r, ’Ht h lJ 1Tmls̈Ⅲ 

- E6 

； ⋯：⋯ ⋯ s ! 

表 2 各连锁群所在的染色体号码和其中的 R引物编号 

rable 2 ¨1 m】nIh rlf muhip r, H ⋯ T1 I|】⋯mo m a．d 

lh Ir ⋯  t{1” IlU rll L)~r SSR} ⋯ r 

铆 船包件 SSR 物 

MuItiple K Il ps f’JI一 0s0m，． SSR l Jn r c 

I 0l I HM292 IIM3I 2 RM24 IIM445 

ls啦 I IIM441 IIM297 I{M302 HM：I 2 

l㈣  It"d327 I／1~ 7 RM29 RM324 IIM424 

}s 3 HM448 IIM293 RM468 I{M227 RbI4d2 

l ∞ 4 ITM349 RM280 

I I 5 l{M3f15 RM233II RM3I I1M】78 I(M26 

I-S( 6 RM204 RM225 il％12l7 HM253 RM276 

l O8 7 IS~,tM6I／M336I{M455 

Isf 8 RM3lf)HM330B 

l Ol0 8 IIM2Ï nM ^ IIM L49 

L )_l 9 BM nM ¨ HMl60 

刊比已经报道的与，K稻株高 状连锁的分子 

铄} 或标 区问发现 本实验发现的88叶、 有多 

恋性的引物中自32个与已报道株高性状的标记 

M完 致或包含在其区间1．kl，占36 4％： 已报 

一 

1． 
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道标记因司相距5 cm以内的多态性引物有23个，占 

26．1％；与已报道标记区间相距 10 cm以内的多态性 

引物有 19个，占21．6％；总共为74个引物，占84．1％。 

在本实验获得的 1 1个连锁群中除了 LSQ4和 

LSQ1 1外其余连锁群均和已经报道的基因或标记 

区间完全或部分重叠。LSQ一1完全与 R596一RZA13 

标记区间 及 R210标记 重叠 、并且与d一10基因 

的遗传距离仅 2 cm。LSQ-2与 R2201一RM212标记 

区间 。 、RM212一PK34—1标记 区间⋯ 及 RG690一 

RZ801标记区间 。 部分重叠，并且距离 d一1基因 

和d一10基因分别为 1 cm和 6 cm。LSQ-3与 d-30 

基因部分重叠。I_SQ-5与 d-31基因、RG163一RZ590 

标记区间 。 及 RG143～RG620标记区间 大部分 

重叠。LSQ-6与 RG573一RG470标记区间 标记区 

间部分重叠。LSQ-7与 RZ398一RG138标记区间 。 

标记区间完全重叠。LSQ一8与 RZ626一RG650标记 

区间 、C285一RG650标记区间 16j、RZ395一RZ989 

标记区间 及 RZ395一RG404标记区间 。 部分或 

3 讨论 

全部重叠(见图3)。 

I_SQ-4和I_SQ一1 1没有和已经报道的标记区间 

重叠。此外，有相当数量分散分布的多态性引物与 

已报道标记区间重叠或紧密相连。如第 1号染色 

体上的 RM428与 RG612 标记位置一致；RM462 

与d一18基因的位置非常接近。第 2号染色体上 

RM106位于 RZ717一RG252标记区间 ’。。中又同时 

位于 d-32基因中，RM166和 RM213位于 RM240一 

RM213标记区间 中，同时也位于 d-5基因中。 

第3号染色上的 RM231位于 d-56基因中，同时与 

RG104一RG348标记区间。。 及 C515一RG348标记 

区间  ̈的遗传距离只有2．7 cm。第4号染色体上 

RM252位于 d-11的一个等位基因中。第5号染色 

体上 RM169位于 sd—g基 因中，并与 RG182标 

记  ̈仅相距3．9 cm。第 10号染色体上 RM271与 

RG241标记 叫̈仅相距 1．1 cm。第 12号染色体上 

RM260位于 d-33基因中。以上对比均以康奈尔 一 

SSR-2001图谱为基础。 

图3 1～9号染色体上的连锁群的分布 

Fig．3 The distribution of multiple group on chromosome 1—。9 

由于水稻株高是数量性状，由多基因共同作 

用，已有报道的基因或标记区间的分布包括了所有 

l2条染色体，并且主要集中在第 1、2、3、4、5、7、8 

号染色体上。本实验获得的具多态性的引物主要 

LSQII 

集中在第 1、2、3、5、6、8号染色体上，基本与前人的 

报道一致，并且在88对多态性引物中共有 84．1％ 

的引物是和以报道的基因或标记区间重叠或是距 

离很近，因此，本实验的结果是具有一定可信性。 

由于不同的报道采用不同的材料组合和分子标记 

因而获得的基因或标记区间分布较广，涵盖了水稻 

6 b ， 胁 
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全部染色体的相当一部分长度，但是各个区间的贡 

献率都比较低，大部分都不到 10％。正是基于这 

样的分析考虑，本实验中的 【JSQ4和 【JSQl1虽然没 

有同已报道的基因或标记区间有很好的重叠，但是 

由于多态性引物分布集中，因而这两个区域也有可 

能存在个别还没有被报道和验证的标记区间，因此 

这两个区域是我们真正感兴趣的目的区域。在这 

两个区域寻找真正与调控株高性状的基因相连锁 

的标记 区间的工作将进一步进行。从以上采用 

SSR方法对佳禾早占母本及组培后代进行分析，试 

验结果可以看出，经过采用周克夫 选择的培养 

基培育出的佳禾早占水稻后代所表现出的矮杆性 

状与亲本在遗传物质上确有明显差别，说明该培养 

基在产生水稻矮杆性状上有促进作用，其中的苯乙 

酸(PAA)原先主要用于水稻花药的组培，把它运 

用到成熟种胚中不仅愈伤组织诱导率高(95％)以 

上，而且分化成苗率也高(85％)，并且还具有促使 

培育成的后代矮化的效果。而有关矮化的机理的 

研究大多涉及到内源和外源激素。。 纠的影响。因 

此，该工作的结果不仅为后续的相关主效基因的定 

位也为矮化机理的研究奠定实验材料和基础。 
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