
　　　　
第26卷 第3期 作　物　学　报 V ol. 26, N o. 3

2000 年5月 A CTA A GRONOM ICA S IN ICA M ay, 2000

利用 RAPD 标记对我国主栽的汕优杂交稻和其亲本进行区别
和鉴定
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提　要　利用RA PD 技术, 从500个随机寡核苷酸引物 (10聚体) 中筛选出8个引物能在3个主栽的汕优

系统杂交稻组合汕优63、汕优64 和汕优晚3 及其亲本之间稳定地扩增出12个强的多态性标记。利用这

些多态性标记能够有效地区别汕优63、汕优64 和汕优晚3 及其亲本。
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Abstract　A to tal of 500 arbitrary 102m er o ligonucleo tide p rim ers w ere screened using RA PD
(random amp lified po lymorph ic DNA ) techn ique on the genom e DNA s of Shanyou 63、Shanyou
64、Shanyouw an 3 and their paren ts. E igh t p rim ers p roduced tw elve obviously repeatable po ly2
morph ic m arkers. U sing these RA PD m arkers, the rice hybrid com binations ( Shanyou 63、
Shanyou 64 and Shanyouw an 3) and their paren ts can be iden tified.
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有效区别和鉴定不同杂交组合和其亲本, 对确保杂交稻制种质量和杂交稻种子的真实性

具有非常重要的意义。过去传统的杂交稻种的鉴定, 主要是依据植株的形态指标和田间表

现, 需要借助于温室或异地温暖地区 (如海南岛) 种植, 通常耗费大量人力、物力和时间。80

年代我国学者曾利用同功酶作标记进行杂交种子的快速鉴定, 但同功酶的多态性较少, 且易

受环境影响, 加之杂交稻组合的种类增多, 因此同功酶鉴定已显得无能为力。1990年

W illiam s 等[ 1 ]建立了 RA PD (R andom amp lified po lymorph ic DNA )分子标记技术, 为实验室快

速鉴定杂交稻种子的真实性和质量提供了一条新途径。我国学者陈洪等[ 2 ]曾对300个随机引

物筛选, 发现 P18 引物能将杂种汕优63与其不育系珍汕 97A 加以区别, 虽然汕优63和其恢

复系明恢63带型一致, 但两者在种子外型上差异十分明显, 能够肉眼分辨, 故该引物在一定

范围内可以用于汕优63的鉴定工作。但目前我国种值的杂交稻组合种类很多, 种性各异, 汕
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优系统除主栽组合汕优63以外, 还有汕优64、汕优晚3等, 它们种子外型相像, 虽同为杂交

稻, 但所适宜种植的季节、区域各有不同, 一旦混淆, 对水稻生产的危害十分严重。针对这一

问题, 我们选择在生产上广为种植的汕优系统的3个组合 (汕优63、汕优64和汕优晚3) , 使用

500个随机的寡核苷酸引物进行 RA PD 分析, 以期找到更多、更有效的标记在更大的范围内

使用, 从而实现对我国主栽杂交稻组合及其亲本进行有效地区别与鉴定。

1　实验材料与方法

1. 1　实验材料　　实验所使用稻种由本院水稻所提供。杂交稻种是在严格隔离的条件下,

人工套袋杂交制成, 亲本品种也经过提纯和隔离种植, 种子纯度均在99. 9% 以上。不同组合

的亲缘关系见表1。

表1　　供试品种、组合及亲缘关系

Table 1　　Var ietiesö combinations used in the study and the ir or ig inal relations

品种ö 组合　V arietiesö Com binations 亲缘关系　O riginal relation

Zhenshan 97B M aintainer line

Zhenshan 97A Sterile line as m alernal side

Shanyou 63 Zhenshan 97A (♀)×M inghui 63 (fi )

M inghui 63 Restoring line as paternal side of hybrid Shanyou 63

Shanyou 64 Zhenshan 97A (♀)×Ce 64 (fi )

Ce 64 Restoring line as paternal side of hybrid Shanyou 64

Shanyouw an 3 Hybrid of Zhenshan 97A (♀)×W an 3 (fi )

W an 3 Festoring line as paternal side of hybrid Shanyouw an 3

1. 2　D NA 的提取

　　参见卢扬江

等[ 3 ] 的方法。供试

种子26 ℃发芽, 取

4叶期幼苗1～ 2g 剪

碎, 立即加液氮研

磨, 置于50 mL 的

离心管中, 加20 mL

的 抽 提 液

( 1 0 0 mmol ı L - 1

T ris2HC l, 20 mmolı L - 1 ED TA , 500 mmolı L - 1 N aC l, 1. 5% SD S) , 60 ℃水浴1 h 后, 37 ℃振

荡 (60 röm in) 20 m in, 加等体积的氯仿: 乙醇: 异戊醇 (80÷ 16÷ 4, vö v) 轻轻摇匀, 离心10 m in

(4 ℃, 11000 röm in) , 取上层液相用异丙醇沉淀, 70% 乙醇清洗2次, 用 RN ase 酶降解 RNA

, 纯化后溶解于无菌的去离子水中备用。

1. 3　RAPD 反应及电泳　　RA PD 反应体积为35 Ll, 其中包括0. 1 mmolı L - 1的 dN T P 混合

物, 0. 2 Lmolı L - 1的10聚体随机引物 (本实验室自行合成) , 2U T ag DNA 聚合酶和50 ng 左右

的水稻基因组DNA , 用美国 PE9600型DNA 扩增仪进行扩增, 反应程序为: 94 ℃ 5 m in 变性

后, 按94 ℃ 1 m in、36 ℃ 1 m in、72 ℃ 2 m in 的设置进行30个循环, 反应结束后在72℃下延

伸5 m in。扩增产物在1. 4% 的琼脂糖凝胶上电泳1. 5 h (5 V ö cm ) , 以H ae¸ 酶切的 5X174DNA

为 分子量标记, 溴乙锭 (eth idium brom ide) 染色, 紫外灯下观察, Po laro id 一次成像拍

照。　　　　　　　　

2　实验结果与分析

2. 1　引物和标记的选择　　实验使用的500个随机寡核苷酸引物 (102m er) 中, 有422个能够

在供试水稻基因型材料中扩增出1～ 13条大小不等的DNA 电泳条带 (分子量从200 bp 到3000

bp ) , 另外78个引物或不能扩增出肉眼可见的DNA 条带或出现严重弥散现象 ( sm ear)。对上

述有明显扩增条带的422个引物, 进行反复的实验和筛选, 发现28个引物 (占供试引物的5.

6% ) 能够在不同的水稻杂交组合及其亲本之间扩增出具有明显多态性的条带, 其中有8个引

物扩增出的12条多态性条带, 绝大多数表现为强带的差异, 这种差异主要表现为条带的有或
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无, 因而清晰又易于分辨, 具有较好的直观性且能多次重复, 是区别或鉴定种性的理想标记;

而另外20个引物扩增出的27条多态性条带则主要表现为弱带的差异, 其中很大一部分重现性

较前者差, 清晰度、分辨度不高, 不太适宜于用作区别和鉴定种性的差异。

2. 2　杂交种与其双亲的 RAPD 分析　　用上述选定的12个标记对供试的3个汕优杂交组合

和其双亲进行分析发现, 杂种带型主要表现为和扩增条带较为丰富的一方亲本相同 (图版2、

3、6、7) 或者为双亲带型的互补 (图版4)。从理论上讲, 杂种包含了双亲的全部遗传信息, 双

亲无论任何一方能扩增出的条带, 杂种也应该同时具有; 又由于 RA PD 标记主要表现为显

性, 故杂种的多态性应为双亲的互补型或和扩增条带较为丰富的一方亲本相同, 即便是不完

全显性或部分显性的标记带, 杂种带的强度 (或亮度) 可能较对应的亲本带弱些或介于双亲之

间, 一般不会出现双亲或双亲之一具有而杂种却不具有的扩增带, 或杂种出现双亲均不具有

的扩增带。而实际上却有个别例外, 如表2所示, 恢复系明恢63 (杂种的父本) 具有 PL C11ö

1450扩增带, 杂种汕优63就没有出现 (图版1) : 不育系珍汕97A (杂种的母本) 和恢复系晚3 (杂

种的父本) 都有 PXY05ö 900扩增带, 而杂种汕优晚3无此扩增带, 并且杂种汕优晚3出现其双

亲均无的扩增带 PXY05ö 700 (图版8)。比较有说服力的解释是由于竞争性抑制作用, 杂合双

链DNA 可能表现对某些引物结合的空间干扰或竞争作用, 使得杂种本应显现的条带受到了

完全的或部分的抑制, 或者使杂种出现双亲都不具有的扩增带[ 4 ]。

表2　　供试品种与组合的 RAPD 多态性标记

Table 2　　RAPD markers of var ietiesö combinations used in the study

引物编号

P rim er No.

分子量

M arker size

(bp)

品种ö 组合　V arietiesö Com binations

珍汕 97B
Zhenshan

97B

珍汕 97A
Zhenshan

97A

汕优 63

Shanyou
63

明恢 63

M inghui
63

汕优 64

Shanyou
64

汕优晚 3

Shanyou2
w an 3

晚 3

W an 3
测

Ce 64

PLC11 1450 1 1 0 1 0 0 0 0

1200 0 0 1 1 1 1 1 1

PXE06 1400 0 0 1 1 0 0 0 0

PW H 17 1700 0 1 1 0 1 1 0 0

PXK03 2000 1 1 1 0 1 1 1 1

1400 0 0 1 1 0 0 0 0

PW R05 1400 0 0 1 1 0 0 0 0

1000 1 1 0 0 1 1 1 1

PW T16 800 0 0 1 1 1 1 1 1

PXW 01 900 0 0 1 1 0 0 0 0

PXY05 900 1 1 1 1 1 0 1 1

700 0 0 0 0 1 1 0 1

　　Notes: “1”m eans“p resent”, “0”m eans“absent”

通过对表2结果的分析和比较我们发现, 一些标记只在杂种和其恢复系 (父本) 中出现而

不育系 (母本) 和保持系则不存在。由于通常杂交种与其恢复系在种子外型上能够加以区别,

故这些标记也能有效地用于鉴定杂种, 尤其是用于区别杂种与其不育系和保持系。如表2中

的 PL C11ö 1200、PXE06ö 1400、PXK03ö 1400、PW R 05ö 1400和 PW T 16ö 800 5个标记带, 均可

以用于汕优63的鉴定, 尤其是用于汕优63和不育系珍汕97A 及保持系珍汕97B 的区别 (图版

1、2、4、5、6)。另外, PL C11ö 1200, PW T 16ö 700 两个标记还可分别用于汕优64、汕优晚3和

其不育系及保持系的区别 (图版1、6)。
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2. 3　汕优系统杂交组合间及其亲本的区别与鉴定　　本实验选用的汕优63、汕优64和汕优

晚3杂交组合具有共同的不育系, 其种子外型和不育系珍汕97A 相同, 一旦混淆或错用, 会给

水稻生产带来损失。我们通过对已筛选出的8个引物所产生的12个标记比较分析发现: 对任

何一个汕优组合或其亲本来说, 都能从表2中至少找到一个或多个引物或标记的组合使之加

以区别。例如, 同时利用引物 PXK03所产生的两条标记带 PXK03ö 2000和 PXK03ö 1400 (图版

4) , 可以把汕优63与其不育系、保持系、恢复系以及供试的其它汕优组合和亲本一次性

区别开来。对于汕优64, 利用组合PW H 17 ö 1700、PXY 05 ö 900和PXY 05 ö 700 (图版3、8)

图　版　说　明
图1～ 8分别是引物 PLC11、PXE06、PW H 17、PXK03、PW R 05、PW T16、PXW 01和 PXY05扩增 图谱。每张图从左到

右分别是标准分子量和模板珍汕97B、珍汕97A、汕优63、明恢63、汕优64、汕优晚3、晚3和测64扩增图谱。多态性标记以

箭头“! ”标示。

Explana tion of Pla tes
F ig. 1～ 8 are RA PD p roducts w ith p rim ers of PLC11、PXE06、PW H 17、PXK03、PW R05、PW T16、PXW 01 and PXY05

respectively. L anes from left to righ t of each figures are molecular w eigh t m arker and p roducts w ith temp lates of Zhenshan 97B,

Zhenshan 97A , Shanyou 63, M inhui 63, Shanyou 64, Shanyouw an 3, W an 3 and Ce 64 respectively. RA PD m arkersw ere indi2

cated by arrow s(“! ”).
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可以将它与其余供试的7个基因型加以区别。此外, 仅利用一个标记 PXY05ö 900 (图版8) 即可

将汕优晚3和其它7个基因型一次性加以区别。即使是互为近等位基因系的不育系珍汕97A 和

其同型保持系珍汕97B, 也有标记 PW H 17ö 1700 (图版3) 可以使之有效区分。由于不育系和其

同型保持系遗传基础基本一致, 仅有极个别基因的差异, 形态性状十分相像, 极易发生混淆,

能从DNA 分子水平上加以标记区别, 对杂交稻制种质量的监督十分有利。

3　讨论

3. 1　水稻属自花授粉作物, 遗传基础相对狭窄, 变异度也不甚丰富。本实验使用500个引物,

只有28个引物 (仅占5. 6% ) 能够在供试的8份基因型材料中找到多态性。而异花授粉作物 (如

玉米等)和常异花授粉作物 (如油菜等)的遗传基础和变异度远较水稻丰富。H eum 等[ 5 ]用21个

随机寡核苷酸引物检测21个供试基因型材料的多态性, 发现在140条扩增带中, 有79. 2% 的

条带有多态性差异。M ailer 等[ 6 ]用100个随机寡核苷酸引物, 对23个不同油菜基因型材料进行

多态性分析, 发现22个引物的扩增产物有多态性 (占供试引物的22% ) , 仅使用其中6个引物

所产生的23条多态性标记带, 便能将供试的23个基因型材料相互予以区别。

3. 2　由于 RA PD 分析, 通常是在事先并不了解被检测基因组DNA 序列信息情况下进行的

寡聚体随机引物扩增, 使用的退火温度一般较低, 这就不可避免地会产生一些非特异性的扩

增, 实验条件的某些差异, 有可能导致扩增结果的不同, 故一些学者[ 7, 8 ]认为RA PD 结果的

重复性较差, 常因为模板的质量及纯化方法的不同、RA PD 反应的条件不同 (引物浓度、T ag

酶的生产厂家和使用浓度、M g2+ 浓度等) 乃至使用DNA 扩增设备的不同而引起实验结果的

不稳定。但我们认为: 在一定的反应条件下, 通过大量的筛选能够找到具有稳定扩增多态性

的引物, 本文表2所列出的引物所产生的标记带, 就具有非常好的重复性, 我们分别用几种不

同的扩增设备 (机械手动型上海D KB28D、电脑自控型 PE9600)、不同厂家生产的 T ag 酶 (德

国Boeh ringer m annheim 公司、美国 Perk in2elm er 公司、加拿大B iostar 公司)乃至国内外两个

不同的实验室 (农业部水稻遗传育种重点实验室、美国加州大学戴维斯分校水稻遗传实验

室) , 均显示一致的扩增结果, 因此完全能够可靠地用于供试水稻基因型材料的区别和鉴定。

我们认为能否筛选到与水稻DNA 模板产生较好特异性结合的引物, 而且该结合位点的空间

阻抑性又比较弱是保证重复性的关键, 所以在引物筛选和标记选择上, 应尽可能选择那些分

子量大小适中 (约500～ 2000 bp)、在遗传上表现完全显性的主带或强带作为标记。
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