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标记辅助选择在水稻改良中的应用前景①
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水稻是重要的粮食作物。在常规育种中，运用生物技术加速水稻改良和提高改良水平是育种家和生物技术工

作者的共同任务。

水稻是自花授粉的二倍体 （n=12)作物，它的基因组在迄今研究的禾谷类作物中最小，单倍体基因组的

DNA含量为0.45 pg，仅为分子生物学研究模式植物拟南芥的3倍，分别为小麦的四十分之一和大麦的十二分之

一。水稻基因组的研究较受重视并取得了重大进展，已经构建了相当饱和的水稻分子连锁图谱，美国康乃尔大学

的图谱含有726个标记，这些标记类型丰富〔’〕；日本构建了含有1 383个标记的高密度遗传图谱，其中883个

克隆源于表达基因，标记间平均间隔为300kb t Z'；我国也利用双单倍体分离群体构建了连锁图谱〔’）。应用与

抗病基因紧密连锁的分子标记，已分离出水稻抗白叶枯病的基因Xa-21 c 4)、这是禾谷类作物中第一个根据图谱

成功分离的基因。

标记辅助选择是基因组研究在常规育种的直接应用，它的建立包括目的基因的定位和精密定位，以及将与目

的基因紧密连锁的分子标记转换成以PCR为基础的标记。本文将就水稻标记辅助选择的研究进展作一概述，并

讨论应用中的一些实际问题。

1水稻重要性状的基因定位

基因定位就是确定基因在染色体上的位置及与之相连锁的标记。由分子标记定位的控制水稻重要性状的主基

因已超过30个〔”，以抗病虫害的基因最多（表1)，特别是抗稻瘟病和白叶枯病的基因，这有利于将抗同一疾病

的不同基因聚合到同一品种中，以增加该品种对这一疾病的抗谱，获得持续抗性．除此之外，已经定位的主基因

还包括恢复基因(6)、广亲和性基因〔7一，〕和光敏雄性不育基因〔’。，。这些基因控制的性状在我国当前的育种工

作中很重要，而考种费时费力，它们受环境的影响也很大，利用标记进行辅助选择将有现实意义。水稻的很多经

济性状，均由QTL控制，应用分子标记已经定位了对稻瘟病的抗性〔’‘’和产量构成因素的QTL c 12)，对这些性

状进行标记辅助选择将有利于育种家们突破常规育种的局限，培育出高产、优质、多抗的新品种。

1本文缩略语：RFLP:限制性片段长度多态性，PCR:聚合酶链式反应，QTL:数量性状座位，RAPD:随机扩增

多态性DNA, STS:序标位 ALP:扩增子长度多态性．PBR: PCR扩增片段的RFLP.
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最初用分子标记对水稻性状定位，分子标记和目的基因间的距离不一定就很近，而且所用的分子标记多数为

RFLP，有必要找到与目的性状基因紧密连锁的标记，即进行较精密的定位，并将 RFLP尽可能转换成以PCR

为基础的标记。

2目的性状的精密定位

标记辅助选择是根据与目的性状基因连锁的标记座位上的等位基因而定的，选择的可靠程度取决于目的性状

座位与标记座位的重组频率，因此希望这二个座位间的遗传距离越小越好。同时，倘能在目的基因二侧均找到紧

密连锁的标记，则将进一步提高选择的可靠性。

水稻对稻瘟病有很多抗性主基因，其中有3个（Pi-1, Pi--T，和Pi-ta）首先用RFLP分别定位在第11, 6和12

染色体上〔”，，Pi-1与RZ536连锁，遗传距离为14.OcM, Pi-Z，与RG64紧密连锁，相距仅2.8cM, Pi-t虽与

RG869和RZ397紧密连锁，但遗传距离分别为 15.4和 18.1cM。Pi-］和Pi-ta与标记的遗传距离较远，而Pi---

只在一侧有连锁标记。为了进行精密定位，用感病轮回亲本C039和3个分别具有Pi-1, Pi-z，和Pi-ta的近等

基因系配组建立F：和F,构成的作图群体，它们分别由160, 120和80个株系构成，从每一个已定位的染色体区

域至少用9个RFLP标记，用多达30种酶检测亲本的多态性，结果在每一抗病基因二侧均找到了紧密连锁的标

记 （表 1）。

表1 分子标记定位的水稻抗病、抗虫害基因

基 因 性 状 与 供 体 染色体 连锁的标记及距离（cm) 参考文献
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抗应蚊 Phalguna

抗澳蚊 Duokang 1
抗叶蝉 ARC 11554
抗稻瘟病 LAC 23

抗稻瘟病 5173

抗稻瘟病 丁etep

抗稻瘟病 Moroberekan
抗稻瘟病 Moroberekan
抗稻瘟病 窄叶青 8号
抗稻瘟病 红脚占

抗东格鲁球状病毒 ARC 11554
抗白叶牛占病 Kogyoku

抗白叶枯病 Tetep

抗白叶枯病 Chugoku

抗白叶枯病 IR20

抗白叶牛占病 IR1545-339

抗白叶枯病 Long. grain
抗白叶枯病 0.1011爪staminata
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4

4

4

11

6

12

4

11

8
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4

4

4

11

生1

5

8
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RG457 3.68

RG329 1.3

RG476 3.4

Mb-1400 5--10

RZ262 2.1

Npbl81 3.5
RZ536 7.9

RG64 2.1

RG612 7.2

RZ397 3.3

RG241 5.2

RG498 5-10

RG103 5--10

BPI 27A 14.9

RG869 5.1

RZ262 4.5

Npb235 3.3
Npb197 7.2

N帅235 3.4
Npb197 9.4

Npbl81 2.3
N pb78 3.5
Npbl81 1.7
Npb78 1.7
RG556 0-1

RZ28 5.1

RG103 0.1～1cm

C21〕

(22)

(23.25)

(24,26)
C25, 27)

(25. 27)

(25. 27)

C11)

(11)

(26.28)
(14)

(24. 26)

(27)

C27)

(27)

(27)

C28)

(29)

(30)

目的性状的精密定位可以用上述扩大作图群体采用更多的探针和内切酶来实现，也可以应用随机引物扩增分

别由分离群体中目的性状座位相对等位基因纯合个体组建的近等基因 DNA池找到与目的性状座位紧密连锁的

RAPD片段。例如，红脚占是我国抗稻瘟病育种中广泛应用的抗源，应用RFLP标记，将它的一个抗病基因定
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位于第12连锁群，与RG869和RZ397连锁，但这二个标记在抗病基因的同侧，尽管应用了21个酶．仍未能

检测到另一侧标记在构图群体双亲间有多态性，在F,群体中分别将10株纯合感病植株和10株纯合抗病植株的

DNA等量混合，用它们作模板经 10碱基对随机引物扩增，找到了与抗病基因紧密连锁的RAPD片段，在由

143单株组成的F：群体中、没有发现该RAPD标记与抗病基因之间的重组：14)
标记辅助选择中必须应用与目的性状基因紧密连锁的标记，还因为目的性状基因与标记间的重组率在不同群

体中是不同的。构图群体往往不是育种群体，因此，标记辅助选择希望使用在育种群体中与目的基因的重组率仍

旧是较低的标记‘对3个不同F,群体在第Il染色体上10个区间的重组频率进行比较，结果表明，紧密连锁的座

位之间的重组频率在不同群体间的差异并不大：‘’〕。用二个具有共同父本的F,群体分别构建RFLP图谱．群体
均含 ］71个单株，比较二个图谱中78个公共标记间的遗传距离，发现二张图谱中相应区间的遗传距离间高度

相关：l2，，说明紧密连锁的座位在不同群体中的遗传距离变化较小 为了确保标记辅助选择的准确性，比较理想

的是在二侧找到与目的基因相连锁的标记，与基因的遗传距离小于5cm.

3建立以PCR为基础的标记

迄今基因定位的标记，多数为 RFLP，这是因为 RFLP在多数作物中建立最早，它与众多的限制性内切酶

配合，具有较高的多态性检测能力并相当可靠。大多数作物的分子遗传图谱均以RFLP标记为主，因此，一旦建

立目的性状与RFLP的连锁，便可以直接将目的性状基因定位在染色体上。但RFLP的检测需要的DNA量较

多，检测过程复杂，需要使用同位素或其他复杂昂贵的生化试剂，花费大，还有一定技术要求，难以在育种实践

中推广应用。PCR仅需要极少量的 DNA作模板，检测灵敏、快速、简单、准确，容易为育种家们接受应用‘

所以在标记辅助选择中，需要将 RFLP转换成以PCR为基础的标记。通常采用的办法是将与目的性状基因连锁

的RFLP标记的二端测序，合成一对专一性引物、以这一对引物通过 PC R扩增出也与该目的性状连锁的序列，

这样一些能用PC R检测的基因组序列称为序标位（(STS)。水稻中已建立了一些STS作为界标〔16)，现已有一些

与目的性状连锁的R FLP转换成STS（表 2)。有一些RAPD片段与目的性状连锁，将该片段的二端测序，合成

引物．也能建立与目的性状座位连锁的STS标记 （表 2)。经STS引物扩增所得片段的长度在不同品种间可能不

同，即存在扩增子长度多态性（ALP)，这种多态性很可能和原来的 RFLP一样，与目的性状连锁，但由于一般的

聚合酶扩增片段的长度限于0.5 2 kb左右，而 RFLP检测到的片段可以很大，ALP和 RFLP中多态性的机制

不一定相同，ALP就不如 RFLP丰富，因此，需要用4个碱基对为识别位点的内切酶酶切扩增产物，产生 PC R

扩增产物的RFLP(PBR)，从而提高STS的多态性检测能力。用14套STS引物检测35个伊朗水稻种质，3个典

型釉稻和 2个典型粳稻品种，成对品种间ALP的频率为 13%，用 9种内切酶酶解，成对品种间 BPR的频率为

28〔rn‘
尽管如此，由于目前与目的性状连锁的STS标记还不多，BPR的频率还是不及RFLP高，所以标记辅助选

择还只能将二者结合使用‘

4标记辅助选择实例

在抗病育种中．经常碰到的问题是新育成品种在种植几年以后抗性丧失，将多个不同的抗性基因聚合在一个

品种中被认为是建立持续抗性的重要途径之一。但不同抗病基因对测试小种的表现有时是相同的，用常规的方法

难以确定不同抗性基因的存在，标记辅助选择在将作用相似的不同基因聚合到同一品种的过程中大有用武之地。

已经知道抗白叶枯病基因Xa-21和pTA248连锁并且已建立了相应的STS引物（表2)，将带有Xa-21的IR24

近等基因系IRBB21与不含该基因但含抗虫基因的另一个IR24的近等基因系杂交．对以该STS检测得到的34

株纯合抗性的F：植株，以白叶枯病常规接种方法检测F，株系以确定FZ植株的基因型，结果表明：31株为纯合
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抗病，仅3株为杂合抗病，准确率为91.2%，而已知pTA248与Xa-21的距离为1.2cM, 9％的误差反映选择

群体和定位群体之间的重组频率的变化〔18)。在一个以抗稻瘟病基因pi-护二侧的连锁标记的辅助选择中，纯合

抗病F2植株的选择准确率达100% c 19)，说明用目的性状基因二侧标记辅助选择可以达到很高的准确率．通过
标记辅助选择，在国际水稻研究所，已经获得分别聚合 3个抗稻瘟病基因和3个抗白叶枯病基因的株系。

表2 与水稻抗病性连锁的STS

标 记 基 因 染色体
S丁S引 物 扩增子长度

(bp)u
ALP／产生

PB R的酶
参 考 文 献

5’一 — 一一一3'

RG64

pTA248

RG556

P265.560

P卜25

Xa-21

Xa-5

Pi-12(i)

6

11

5

12

CTGCAGTGCAATGTACGGCCAGG

CTGCAGTGCAATGTACCGCCAGG

AGACGCGGAAGGGTGGTTCCCGGA

AGCGCGGTGTAATCGAAAGATGAAA

TAGCTGCTGCCGTGCTGTGC

AATATTTCAGTGTGCATCTC

CAGCTGTTCAGTCGTTTG

CAGCTGTTCATACAAGAAAT

1155

1000

700

1500

560

Hue班

ALP

Dral

ALP

(19)

(31)

Bennett; Huang

未发表资料

Lu等

未发表资料

1)扩增子长度因基因型而异、此处所示为常见的长度。

5提高标记辅助选择的实用性

对任何性状的基因均可找到与之相连锁的分子标记，因而分子标记可用于任何性状的选择。从上面的实例中

可以看到，标记辅助选择能够达到较高的准确性。但单凭这一点，这一方法还难以被广泛应用，为了让广大育种

家都能应用这一方法，还有一系列的问题需要解决。

首先，在育种中有相当一部分性状的表型不难检测，不必要标记辅助，即使有些性状需要标记辅助，但真正

要育成一个品种，还必须有丰富经验的育种家的判断及多年多点的试种，所以标记只能是辅助，标记辅助选择离

不开常规育种，或者说，这二者应该是互补的。根据育种家的意见，除了抗病虫基因的聚合，标记辅助选择首先

可以考虑常规方法费时费工（如广亲和性和恢复性）和难以检测而对育种又十分重要的性状（如根部性状）。

其次，目前基因定位工作的进度还不够快，育种家选定准备用标记辅助选择的基因有些尚未定位或连锁并不

紧密，育种家拿来就能用的以PC R为基础的标记还不多，即使有，也不一定在育种群体的双亲间表现多态。解

决这一问题的办法之一是在育种群体内定位目的基因，将定位与标记辅助选择同步进行。在国际水稻研究所，最

近发展的新株型水稻，已显示出较高的增产潜力，正在将多种抗病虫性转人新株型中，基因定位和辅助选择将同

时进行。

再一个需要解决的问题是降低成本，建立简单规范的操作体系。由于育种群体一般比较大，而且选择必须在

水稻生长早期确定。现已建立了一些快速简便的方法，如DNA提取，只要用幼叶1-2厘米长的叶尖，不须要

液氮就能提取〔20)，加上用PCR检测，一般一个群体能在一星期内完成检测。建立数据库，检测现有与重要性状

连锁的标记在育种骨干亲本中的表现，利用基因图谱实验室较好的实验条件，可以为育种家提供直接可用的资

料 总之，只要生物技术工作者与育种家围绕育种目标真正结合起来，标记辅助选择将在解决我国人民下个世纪

的吃饭问题中发挥作用。
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