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7�摘　要：用２２个ＳＳＲ分子标记对１３份甬优系列杂交水稻组合及其亲本材料和６份籼粳对照种进行分析，共获得８７
个等位基因，每对引物扩增的等位基因数为２～８个。所有供试材料间均检测到了差异，从而建立起甬优１号～甬优６号杂

7�交水稻组合及其亲本的 ＤＮＡ指纹图谱。聚类分析结果表明，９份供试材料与３份粳稻对照种聚于一类，属粳稻；４份供试
材料与籼稻对照种ＩＲ３６聚于一类，属籼稻。这与形态分类结果基本一致。从分子水平确认了杂交水稻甬优６号和甬优４

号为籼粳亚种间杂交稻。
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7�　　分子标记技术近年得到了迅速发展。ＤＮＡ标记以其高

度的品种特异性和环境稳定性，以及检测快速、结果准确等

优点，已在水稻的品种鉴定、纯度检验、遗传分析和辅助选育

等方面建立了作业程序，并得到初步的应用 7�［１-４］ 7�，为从事传统

水稻育种的研究工作者将分子标记纳入常规育种奠定了基

础。

7�近年来，宁波市农业科学研究院作物研究所和宁波市种

子公司先后选育出了甬优系列杂交水稻组合（甬优１号～甬

优６号） 7�［５］ 7�，并且选育出了一批苗头组合及其亲本。本研究

运用水稻ＳＳＲ标记对甬优系列杂交水稻组合及其亲本进行

了鉴定，根据检测到的ＳＳＬＰ（简单序列长度多态性）建立了

这些组合及其亲本的分子标记指纹图谱，以期为杂交水稻及

其亲本的分子鉴别和纯度鉴定提供基础。同时利用聚类分

析方法，分析了这些杂交水稻组合及其亲本的遗传关系和籼

粳属性。

7�１　材料与方法

7�１．１　供试水稻材料

7�供试水稻材料１３份（表１），均为宁波市农业科学研究院

作物研究所和宁波市种子公司育成的三系材料和杂交水稻

组合，其中杂交粳稻甬优２号材料未列，其不育系甬粳２号

Ａ和恢复系Ｋ１７２２分别是表１中的序号７和序号１。另加籼

7�稻对照种３份即南特号、南京１１和ＩＲ３６，分别用Ｉ１、Ｉ２、Ｉ３表

7�示，粳稻对照种３份即有芒早粳、巴里拉、秋光，分别用Ｊ１、

Ｊ２、Ｊ３表示。

7�１．２　程氏指数计算

7�参照文献［６］进行程氏指数计算。

7�１．３　ＤＮＡ提取

7�ＤＮＡ提取参照文献［７］方法进行。

7�１．４　ＳＳＲ标记及ＰＣＲ

7�采用庄杰云等 7�［８］ 7�推荐的２４个ＳＳＲ标记作为水稻品种

鉴别标记，这些标记分布于水稻的所有１２条染色体。ＳＳＲ

引物由上海生工生物工程有限公司合成。

7�１０μＬ的ＰＣＲ反应体系中包括１．０μＬ（约２０ｎｇ）的模板

7�ＤＮＡ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ 7�２＋ 7�，０．３６μｍｏｌ／Ｌ引物，０．２ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ，５×ＳＳＲｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ和０．５ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶。

反应在ＰＴＣ-２００ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ）上进行。扩

增条件为９４℃下预变性４５ｓ；９４℃下４５ｓ，５５℃下４５ｓ，７２℃

下１ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃下延伸８ｍｉｎ。

7�收稿日期：２００６-０９-２７；修改稿收到日期：２００７-０４-１３。

7�基金项目：浙江省重大科技攻关项目（２００４Ｃ１２０２０-１-５）；宁波

市重大攻关项目（２００４Ｃ１０００８７）。
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7�表１　用于ＳＳＲ标记检测的杂交水稻组合及其亲本

7�Ｔａｂｌｅ１．ＲｉｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓｕｓｅｄｆｏｒＳＳＲａｎａｌｙｓｉｓ．

7�序号

7�Ｎｏ．

7�材料名称

7�Ｍａｔｅｒｉａｌｎａｍｅ

7�程氏指数

7�Ｃｈｅｎｇ′ｓｉｎｄｅｘ

7�籼粳分类

7�ｉｎｄｉｃａ／ｊａｐｏｎｉｃａｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

7�材料类型

7�Ｔｙｐｅ

7�１ �`7�Ｋ１７２２ �07�２２ �%7�粳ｊａｐｏｎｉｃａ 7�恢复系 Ｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅ

7�２ �`7�Ｋ１８６３ �07�２０ �%7�粳ｊａｐｏｎｉｃａ 7�恢复系Ｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅ

7�３ �`7�Ｋ２００１ �07�９ �%7�偏籼ｉｎｄｉｃａｃｌｉｎｏｕｓ 7�恢复系Ｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅ

7�４ �`7�Ｋ４８５３ �07�１９ �%7�粳糯ｊａｐｏｎｉｃａ（ｇｌｕｔｉｎｏｕｓ） 7�恢复系Ｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅ

7�５ �`7�Ｋ４８０６ �07�１０ �%7�偏籼ｉｎｄｉｃａｃｌｉｎｏｕｓ 7�恢复系Ｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅ

7�６ �`7�甬糯２号ＡＹｏｎｇｎｕｏ２Ａ 7�２０ �%7�粳糯ｊａｐｏｎｉｃａ（ｇｌｕｔｉｎｏｕｓ） 7�不育系ＣＭＳｌｉｎｅ

7�７ �`7�甬粳２号ＡＹｏｎｇｊｉｎｇ２Ａ 7�２１ �%7�粳ｊａｐｏｎｉｃａ 7�不育系ＣＭＳｌｉｎｅ

7�８ �`7�宁６７ＡＮｉｎｇ６７Ａ 7�２１ �%7�粳ｊａｐｏｎｉｃａ 7�不育系ＣＭＳｌｉｎｅ

7�９ �`7�甬优１号Ｙｏｎｇｙｏｕ１ �"7�２２ �%7�粳ｊａｐｏｎｉｃａ 7�杂交组合 Ｈｙｂｒｉｄｒｉｃｅ

7�１０ 7�甬优３号Ｙｏｎｇｙｏｕ３ �"7�２２ �%7�粳ｊａｐｏｎｉｃａ 7�杂交组合 Ｈｙｂｒｉｄｒｉｃｅ

7�１１ 7�甬优４号Ｙｏｎｇｙｏｕ４ �"7�１３ 7�偏籼ｉｎｄｉｃａｃｌｉｎｏｕｓ 7�杂交组合 Ｈｙｂｒｉｄｒｉｃｅ

7�１２ 7�甬优５号Ｙｏｎｇｙｏｕ５ �"7�２２ 7�粳糯ｊａｐｏｎｉｃａ（ｇｌｕｔｉｎｏｕｓ） 7�杂交组合 Ｈｙｂｒｉｄｒｉｃｅ

7�１３ 7�甬优６号Ｙｏｎｇｙｏｕ６ �"7�１３ 7�偏籼ｉｎｄｉｃａｃｌｉｎｏｕｓ 7�杂交组合 Ｈｙｂｒｉｄｒｉｃｅ

7�　　注：杂交粳稻甬优２号材料未列，其组合为甬粳２号 Ａ／Ｋ１７２２。甬优１号、甬优３号、甬优４号、甬优５号和甬优６号的组合分别为宁

６７Ａ／Ｋ１７２２、甬粳２号 Ａ／Ｋ１８６３、甬粳２号Ａ／Ｋ２００１、甬糯２号 Ａ／Ｋ４８５３和甬粳２号Ａ／Ｋ４８０６。甬粳２号 Ａ原名为宁２Ａ。

7�Ｎｏｔｅ：ｊａｐｏｎｉｃａｈｙｂｒｉｄｒｉｃｅＹｏｎｇｙｏｕ２ｉｓｎｏｔｌｉｓｔｅｄ，ｉｔｓｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｉｓＹｏｎｇｊｉｎｇ２Ａ／Ｋ１７２２．Ｙｏｎｇｙｏｕ１，Ｙｏｎｇｙｏｕ３，Ｙｏｕｇｙｏｕ４，Ｙｏｎｇｙｏｕ

7�５ａｎｄＹｏｎｇｙｏｕ６ａｒｅｈｙｂｒｉｄｒｉｃｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｆｒｏｍＮｉｎｇ６７Ａ／Ｋ１７２２，Ｙｏｎｇｊｉｎｇ２Ａ／Ｋ１８６３，Ｙｏｎｇｊｉｎｇ２Ａ／Ｋ２００１，Ｙｏｎｇｎｕｏ２Ａ／Ｋ４８５３，ａｎｄ

Ｙｏｎｇｊｉｎｇ２Ａ／Ｋ４８０６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＯｒｉｇｉｎａｌｎａｍｅｏｆＹｏｎｇｊｉｎｇ２ＡｉｓＮｉｎｇ２Ａ．

7�１．５　电泳检测和数据分析

7�扩增产物在６％非变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳分离。分

子量标记为１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＰｌｕｓ（ＭＢＩ）。按照施勇烽

等 7�［４］ 7�介绍的方法银染观察，在扫描仪上扫描记录。

7�　　根据每个ＳＳＲ座位上某一等位基因的有无分别赋值１

和０，计算材料间的相似系数；应用非加权平均数（ＵＰＧＭＡ）

进行聚类分析，通过ＮＴＳＹＳ程序运算。

7�２　结果与分析

7�２．１　供试材料的形态分类

7�根据程氏指数法 7�［６］ 7�对供试材料进行了形态分类（表１）。

其中有９份材料属于粳型，有４份材料属于偏籼。

7�２．２　标记的多态性及对供试材料的差异检测能力

7�除ＲＭ５４１４和ＲＭ７１因数据不全未予统计外，２２对ＳＳＲ

7�引物均扩增出条带，共扩增出等位基因８７个，每对引物可扩

增的等位基因数目为２～８个，平均为４个（表２）。

7�鉴于这２２个标记在所有供试材料间均检测到了差异，

说明这２２个标记对品种差异的鉴别能力很强。

7�２．３　甬优系列杂交水稻亲本间具有多态性的引物

7�本研究筛选到的对甬优１号～甬优６号的亲本具有多

态性的引物见表３，可以据此对杂交稻进行扩增以鉴定混有

不育系、保持系或恢复系的杂交稻种子。其中杂交粳稻甬优

１号、甬优２号、甬优３号和杂交粳糯稻甬优５号具有多态性

引物仅７～１０个，占供试引物的３１．８％～４５．５％，而杂交水

稻甬优４号、甬优６号各有１７个引物在亲本间具有多态性，

占７７．３％。表明后两组合亲本的遗传距离远，遗传差异大。

7�２．４　遗传相似性

7�供试材料的相似性系数范围在０．０５～０．８８（数据未列）。

相似性系数与供试材料亲缘关系的吻合度高。两个籼稻对

照种南特号和南京１１与其他材料相似度差，在０．０５～０．３６，

而另一个籼稻对照种ＩＲ３６与其他材料的相似性系数在０．０９

～０．５９，这是由于供试材料恢复系的恢复基因多由ＩＲ系统

品种导入，其中有来自ＩＲ３６的血统。相似性系数大小与供

7�表２　 供试材料经不同ＳＳＲ引物扩增的等位基因数目及分子量

7�Ｔａｂｌｅ２ Ａｌｌｅｌｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆｔｅｓｔｅｄｒｉｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓ．

7�引物

7�Ｐｒｉｍｅｒ

7�染色体

7�Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

7�等位基因数目

7�Ｎｏ．ｏｆａｌｌｅｌｅｓ

7�分子量

7�Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ／ｂｐ

7�ＲＭ２９７ 7�１ �l7�５ !�7�１４０～１９０ $�

7�ＲＭ２３２ ��7�３ �l7�４ !�7�１５０～１７０ $�

7�ＲＭ２７３ ��7�４ �l7�３ !�7�２００～２１０ $�

7�ＲＭ２６７ ��7�５ �l7�２ !�7�１５０～１７０ $�

7�ＲＭ１９０ ��7�６ �l7�３ !�7�１１０～１２０ $�

7�ＲＭ３３６ ��7�７ �l7�６ !�7�１５０～１９０ $�

7�ＲＭ７２ ��7�８ �l7�８ !�7�１６０～２００ $�

7�ＲＭ２１９ ��7�９ �l7�６ !�7�２００～２５０ $�

7�ＲＭ２５８ ��7�１０ �l7�４ !�7�１３０～１５０ $�

7�ＲＭ２０９ ��7�１１ �l7�３ !�7�１３０～１７０ $�

7�ＲＭ１７ ��7�１２ �l7�３ !�7�１７０～１９０ $�

7�ＲＭ１１９５ ��7�１ �l7�３ !�7�１２０～１５０ $�

7�ＲＭ２０８ ��7�２ �l7�４ !�7�１７０～１８０ $�

7�ＲＭ８５ ��7�３ �l7�３ !�7�８０～１００ $�

7�ＲＭ２７４ ��7�５ �l7�２ !�7�１５０～１６０ $�

7�ＲＭ２５３ ��7�６ �l7�５ !�7�１４５～１５５ $�

7�ＲＭ１８ ��7�７ �l7�５ !�7�１５０～１６５ $�

7�ＲＭ３３７ ��7�８ �l7�５ !�7�１６０～１９０ $�

7�ＲＭ２７８ ��7�９ �l7�３ !�7�１３０～１４０ $�

7�ＲＭ３１１ ��7�１０ �l7�４ !�7�２９０～３００ $�

7�ＲＭ２２４ ��7�１１ �l7�３ !�7�１２０～１７０ $�

7�ＲＭ１９ ��7�１２ �l7�３ !�7�２１０～２５０ $�

7�合计Ｔｏｔａｌ 7�８７ !�
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7�7�7�

7�亲本材料，能有效区别所有供试材料。这再一次证明了这２２

个经推荐的ＳＳＲ标记对品种特异性检测具有较好的效果。

甬优系列杂交水稻组合的ＤＮＡ指纹图谱的建立，对于保护

甬优系列杂交水稻的知识产权和保证种子质量，从而确保品

牌信誉，无疑将会起重要作用。

7�３．２　分子标记与遗传组分分析

7�３．２．１　基于ＳＳＲ聚类分析的籼粳属性分类

7�籼粳是亚洲栽培稻的两个亚种，其分类比较复杂。本研

究运用程氏指数法确定了供试１３份材料的籼粳属性，同时

ＳＳＲ扩增结果聚类分析结合亲缘关系分析表明供试材料分

别属于籼粳，其中依据程氏指数法分类的９份粳稻材料与３

份粳稻对照种聚为一个类群，依据程氏指数法分类的４份偏

籼材料与籼稻对照种ＩＲ３６聚为一个类群。这与本研究中的

形态分类结果是吻合的。于永红等 7�［９］ 7�曾利用４个ＳＳＲ标记

对该系列中的不育系／保持系宁２Ａ／宁２Ｂ和宁６７Ａ／宁６７Ｂ

进行了比较，发现宁２Ａ／宁２Ｂ含有籼稻的遗传成分。而本

研究把甬粳２号Ａ（即宁２Ａ）聚类于粳稻，是根据２２个ＳＳＲ

标记，从对基因组的覆盖程度来看，甬粳２号Ａ的粳稻属性

更为可信。

7�３．２．２　甬优６号和甬优４号的籼粳亚种间杂交水稻属性

7�ＳＳＲ标记数据聚类分析结果表明甬优６号和甬优４号

的母本甬粳２号属于粳稻，各自的父本Ｋ４８０６和Ｋ２００１属于

7�籼稻，甬优６号和甬优４号是粳型不育系／籼型恢复系的籼

粳亚种间杂交水稻组合。这与依据程氏指数法的分析结果

是完全一致的。

7�对甬优１号～甬优６号的亲本具有多态性的引物进行

分析，杂交粳稻甬优１号、甬优２号Ａ、甬优３号和杂交粳糯

稻甬优５号具有多态性引物仅７～１０个，占供试引物的

7�３１．８％～４５．５％，而杂交水稻甬优４号、甬优６号各有１７个

引物在亲本间具有多态性，占７７．３％。表明后两组合的遗传

距离远，遗传差异大。另一方面，相似性系数分析表明，杂交

粳（糯）稻甬优１号、甬优２号、甬优３号和甬优５号的亲本

（恢复系和不育系）间相似系数在０．５８～０．６８，甬优６号和甬

优４号亲本（恢复系和不育系）间相似系数分别为０．２７和

０．１８，也表明这两个组合亲本的遗传距离远。这些均说明此

两组合为籼粳亚种间杂交水稻。

7�３．３　杂种类型与杂种优势

7�本研究表明，在供试的６个杂交组合中，甬优１号、甬优

２号、甬优３号和甬优５号为粳型杂交稻，甬优４号和甬优６

号为籼粳亚种间杂交水稻。在生产实践中，甬优６号和甬优

４号的杂种优势较强，特别是甬优６号，茎秆高大粗壮，株型

新颖，穗大粒多，在近年的高产示范和高产攻关中获得了超

高产。这与前人较远的遗传距离有较强的杂种优势以及籼

粳亚种间杂种优势大于品种间杂种优势的研究结果是吻合

的 7�［１０-１２］ 7�，证明了籼粳亚种间杂种优势利用的光明前景。
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