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7�　　 特异性、一致性和稳定性（ＤＵＳ）是植物新品种

必须具备的特征。长期以来，品种特性鉴定一直采

用形态性状为主、生理特性为辅的方法。这些特性

是授予新品种权的依据，也是开展品种鉴定、解决品

种争议的基础。不过，这种经典鉴定一般只有在植

物完成整个生长周期、甚至在收获后才能完成；同

时，很多性状属于数量性状，存在变异连续、易受环

境影响的特点，不利于品种特性的明确描述；再者，

同一物种、同一类型的品种数目巨大，且新品种逐年

累加，鉴定机构实际上无法确定待审品种是否有别

于所有已知品种。越来越多的研究表明，ＤＮＡ标记

的应用可以极大地推动这些问题的解决，在各种

ＤＮＡ标记中又以微卫星标记为佳 7�［１-５］ 7�。在开展品

种鉴别工作中，如果只针对少数特定材料，则可以同

时鉴定；如果要判断所鉴定的材料是否与主栽品种

存在差异，则需要建立主栽品种数据库。近年来，以

微卫星标记为基础的番茄 7�［６］ 7�和小麦 7�［７］ 7�主栽品种

ＤＮＡ指纹数据库构建已大规模开展，而在水稻品种

鉴定上的应用虽有大量报道，但仅局限于少数品种

的纯度鉴定或真假鉴别 7�［４，８-１２］ 7�，主栽水稻品种数据

库的构建才刚刚起步 7�［１３］ 7�。在本研究中，以我国的

６３个代表性常规稻品种和杂交稻亲本为材料，在前

期工作 7�［１４］ 7�基础上，进一步调整并推荐了一套开展水

7�稻品种鉴定的微卫星标记，同时应用该套标记建立

了这６３个常规水稻品种和另外４０个杂交稻组合的

微卫星标记指纹图谱数据库。
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7�１　材料与方法

7�１．１　水稻材料

7�根据全国农技推广总站的统计资料，以２００２年

推广面积６．６７×１０ 7�４ 7�ｈｍ 7�２ 7�（１００万亩）以上的常规稻

品种、杂交稻组合及其亲本为目标材料，从中国水稻

研究所１１个研究组和１６家其他单位共征集到６３

个品种或亲本（将对应的不育系和保持系作同一个

亲本计，下同；下文统称为品种）和４１个杂交稻组合

（材料清单详见在线辅助性材料Ｓ１，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ）。在６３个品种中，除了扬稻６号（９３１１）

以常规稻品种扬稻６号和两系杂交稻父本９３１１分

别征集并作同一品种计外，包括常规籼稻品种７个、

常规粳稻品种１４个、不育系（保持系）１４个、恢复系

和两系杂交稻父本２７个，其中５份材料（粳稻品种

秀水０４、杂交稻母本丰源 Ａ和优ⅠＡ、恢复系９２６

和明恢７０）虽未包含在原始目标清单中，但考虑与

前期工作 7�［１４］ 7�的连续性，也应用于本研究。按对应不

7�育系和保持系征集到任何之一则不作缺失计，目标

材料缺常规稻品种３个（早丰９号、湘晚籼１１、鄂早

１４）、杂交稻母本２个（新香 Ａ和Ｂ、香１２５Ｓ）、恢复

系５个（８０、２８８、８９８、９２８、抗恢９８）、杂交稻组合１０

个（Ⅱ优９８、Ⅱ优１６２、岗优１５１、冈优５２７、汕优６４、

7�汕优５５９、汕优多系１号、特优８９８、协优５７、协优

６４）。

7�所征集的６３个品种含１个来源的２１个、２个

来源的２３个和３个以上来源的１９个，共１５０份材

料。参照前期实验结果 7�［１４］ 7�，选用５个高多态性微卫

7�星标记（ＲＭ１７、ＲＭ７２、ＲＭ１７１、ＲＭ２９７、ＲＭ１１９５）

检测了每份材料各２个单株，初步判断材料内同质

性和各材料是否确实为纯系，并通过不同来源比较

等手段来尽量保证所应用材料的真实性。在１个来

源者中，有１个杂交稻母本检测后发现实为杂交稻，

重新征集并经与相应杂交稻和父本比较确认了其真

实性；对２个以上来源者，无品种内变异者随机挑

选，发现品种内变异则取重复数高者，如重复数一样

则取原产单位提供的材料或与杂交稻匹配者。一般

每品种挑选１个单株应用于后续的标记检测和数据

库构建研究中，有两个例外为：金２３Ａ和金２３Ｂ、扬

稻６号和９３１１同时各选用１个单株。

7�１．２　ＤＮＡ提取和微卫星标记检测

7�所有常规稻品种和亲本材料均采用简易法 7�［１５］

7�分别提取２个单株的ＤＮＡ，其中应用于标记挑选和

数据库构建的单株、杂交稻组合的２０株混合样再采

用一般方法 7�［１６］ 7�提取，以满足今后比较和验证之需。

7�以前期初步筛选出的５８个候选微卫星标记为

基础，进一步应用６３个代表性品种筛选高多态性和

高分辨率标记，并考虑各标记的位置。目标标记总

数为２４，分布于所有１２条水稻染色体，每条染色体

２个标记，同一染色体的２个标记分别位于长短臂

或同一染色体臂的非紧密连锁区域。所用检测方法

为前期研究推荐的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，电

泳装置为ＤＹＣＺ-２４Ｂ型加宽垂直电泳系统（北京市

六一仪器厂），ＰＣＲ 反应、电泳、银染检测均遵循前

研究 7�［１４］ 7�。各样品扩增后，先取１μＬ上样于２．０％

琼脂糖凝胶电泳，经溴化乙锭染色后观察，确定其良

好扩增后再上样于非变性聚丙烯酰胺凝胶。

7�应用确定的２４个微卫星标记，检测了６３个代

表性品种（包括中选单株和特定重复样）和４１个杂

交稻组合，部分微卫星标记还应用于恢复系与杂交

稻匹配性的验证研究中（详见２．２）。另外，除了在

中国水稻研究所按不同批次检测、不同操作者检测

验证了所用方法在同一实验室的重复性外（资料未

示），还挑选１０份代表性材料，其中常规籼稻品种２

个（籼小占、湘早籼３１）、常规粳稻品种２个（垦稻８

号、垦稻 １０ 号）、不育系（保持系）３个（Ⅱ-３２Ｂ、

Ｖ２０Ｂ、广占６３Ｓ）、恢复系２个（恩恢５８、密阳４６）、两

7�系杂交稻父本兼常规稻品种１个（９３１１），在华南农

业大学和国际水稻研究所验证了方法的再现性。所

用电泳装置华南农业大学为 ＤＹＹⅢ-２８Ｄ型夹心式

垂直电泳系统（北京市六一仪器厂），国际水稻研究

所为 ＭＧＶ-２０２-３３型垂直电泳系统（美国 Ｃ．Ｂ．Ｓ．

ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＣｏ．）。

7�１．３　数据分析

7�每一个标记的多态性检测结果经重排确定后

（确定过程详见２．１），根据各个多态性片段的分子

量从大到小按１、２、３⋯⋯排列，以１和０分别代表

检测到和未检测到相应片段，记录各材料的等位基

因类型。虽然各个标记在纯系材料间往往检测到多

片段多态性，但各组多态性片段呈共分离，可将其分

别看作一个等位基因，故按单基因共显性标记的方

式记录，即每份纯系材料仅按其主带多态性记录一

次；当杂交稻的双亲呈多态时，其Ｆ 7�１ 7�除了出现双亲

两者的片段外，往往在分子量较高的位置出现新的

片段，这种新片段不作记录，但作为确定杂合体的辅

助证据。

7�以最后确定的带型为依据，遵循前文 7�［１４］ 7�介绍，

计算各个标记的多态性频率（ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｐｏｌｙｍｏｒ-

7�１６４ 7�庄杰云等：中国主栽水稻品种微卫星标记数据库的初步构建
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ｐｈｉｓｍ，ＦＰ），即微卫星标记在研究材料的各对个体

间检测到差 异性 的频率。同时，应用软 件 ＮＴ-

ＳＹＳ 7�［１７］ 7�、以共有ＤＮＡ片段比例 7�［１８］ 7�（软件中参数为

ＤＩＣＥ）为指标计算各对水稻材料之间的遗传相似

性。

7�２　 结果与分析

7�２．１　标记和基本检测结果

7�对６３份水稻品种进行筛选，前期实验所用的

５８个候选标记无法完全符合基因组分布的要求，增

加了新标记的筛选，最终挑选出符合要求的一套标

记，其 退 火 温 度 全 部 为 ５５℃。其 中，４ 个 标 记

（ＲＭ８５、ＲＭ５４１４、ＲＭ１９０和 ＲＭ１８）从新增加的标

记中筛选出，２０个标记从５８个候选标记中筛选出，

这些标记包括第６染色体短臂２个标记，第３、４、７、

１０和１１染色体长臂各２个标记，其他６条染色体

长、短臂各１个标记。根据这些标记的染色体分布

和不同等位基因差异情况，每一条染色体分别挑选

一个分辨率较高的标记，推荐为首选标记，其余推荐

为候补标记。这些标记的名称、基因组位置、引物序

列和其他特性详见在线辅助性材料 Ｓ２（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ）。

7�在标记筛选过程中，逐步完成了２４个标记对

６３个品种和７个杂交稻组合（金优９２８、新香优８０、

培两优２８８、两优培九、培杂双七、丰两优１号、香两

优６８）的检测。在实验中，将这些材料分成两部分

上样于不同胶板，所有标记采用同一个品种顺序，试

样清单及其排序、２４个标记的４８个图版详见在线

辅助性材料Ｓ３（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ）。由于扩

增产物分开在两块凝胶上电泳，为便于比较，除了设

置标准分子量对照外，还设置了重复样品，其中多系

１号和培矮６４Ｓ每胶各置１个样品，扬稻６号和

９３１１、金２３Ａ和金２３Ｂ分别置于两胶中。应用上述

材料确定了标记后，随即扩增了其他３４个杂交稻组

合，并重复放置了金优９２８、新香优８０和香两优６８

的样品，在同一块胶中电泳，所有标记采用同一个品

种顺序，其检测结果（２４个图版）详见在线辅助性材

料Ｓ４（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ）。

7�尽管设置了标准对照和重复材料，在不同凝胶

的材料之间、同一凝胶中相隔较远的材料之间，有时

其差异性仍难以判断。为尽可能地避免误判，根据

６３个品种和７个杂交稻组合按固定品种序号的检

测结果，在每一个标记上判断各多态性片段的长度

排列，将６３个品种（扬稻６号和９３１１同时取样、其

他品种不设重复）和缺少双亲样品或亲本之一的４

个杂交稻组合（金优９２８、新香优８０、培两优２８８和

香两优６８）的扩增产物按片段长度从大到小排列，

分成两部分重新上样，其中第一块胶上的最后１个

样品与第二块胶上的第１个样品相同，电泳检测后

确定其差异［４８个图版详见在线辅助性材料 Ｓ５

7�（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ）］。完成该过程后，绝大

部分差异性都可明确判断，但个别标记大片段产物

之间的差异仍不够明显，故将它挑出重新电泳，通过

延长电泳时间来提高分辨率［代表性图版及其材料

清单详见在线辅助性材料Ｓ６（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．

7�ｃｎ）］，最终确定了所有材料的带型。

7�２４个标记分别在研究材料中检测到２～９个多

态性片段，平均每个标记的多态性片段数为５．７。

其中，ＲＭ３３７的１个片段（编号４）只在３个杂交稻

中检测到，这些杂交稻为缺少对应恢复系的金优

９２８和培两优２８８、以及缺少对应不育系和恢复系的

新香优８０；ＲＭ２１９的最小片段（编号９）仅在双七占

中检测到，而该双七占如后文所述为错误或非典型

材料，典型双七占材料具有其他带型；其他多态性片

段都在验证前后的杂交稻亲本和（或）常规稻品种中

检测到。每个标记在本研究中检测到的多态性片段

数、近似片段长度范围、电泳时间设定参照、多态性

片段梯度图版详见在线辅助性材料 Ｓ２（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ）。

7�在不同实验室的比较中，３个实验室１０个品种

２４个标记的基本带型表现一致，但存在记录结果不

一致的情况。本验证共含１０８０个标记×品种对，其

中９个标记×品种对在不同实验室存在差异，占

１．６７％。与完整材料检测中观察到的不明确差异性

类似，不同实验室出现记录差异的发生情况有两种：

１）两片段分子量差异很小且非相邻排列，将其误判

为相同；２）等长两片段非相邻排列，受相邻多态性片

段和（或）凝胶不够均匀的影响，将其误判为不同。

该结果表明，对于非相邻排列的材料，其单态性的确

定、小差异多态性的确定需要重排验证，以降低误判

的发生几率。在实际测试中，如果将待测材料和对

照材料相邻排列，则误判的可能性将大大降低。

7�２．２　恢复系材料及其带型的再确认

7�本研究同时检测了Ｆ 7�１ 7�杂交稻及其父母本，因

此，可以应用成套材料检验其真假。如后文所述，所

用不育系（保持系）的真实性首先得到证实，因此，该

检验主要应用于比较恢复系和杂交稻，先应用于

１５０份材料的初筛，再应用于２４个标记检测完成后

7�２６４ 7�中国水稻科学（ＣｈｉｎｅｓｅＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２０卷第５期（２００６年９月）
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7�图１　成套恢复系、不育系和杂交稻的 ＲＭ１７带型比较

7�Ｆｉｇ．１．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅ，ＣＭＳｌｉｎｅａｎｄｔｈｅｉｒｈｙｂｒｉｄｓａｔｍａｒｋｅｒｌｏｃｕｓＲＭ１７．

7�１～５－５个来源的桂９９；６－博Ｂ；７－博优９０３；８－中９Ａ；９－中优桂９９；１０－金２３Ａ；１１～１２－２个来源的金优桂９９；１３－珍汕９７Ａ；

7�１４－汕优桂９９；１５～２１－７个来源的明恢６３；２２～２３－２个来源的金优６３；２４～２５－２个来源的汕优６３；２６－Ⅱ-３２Ａ；２７～２８－２个来源的

Ⅱ优６３；２９－龙特甫Ａ；３０～３１－２个来源的特优６３；３２～３４－３个来源的绵恢５０１；３５－Ⅱ优５０１；３６～３７－２个来源的盐恢５５９；３８－特优

7�５５９。

7�Ｌａｎｅｓ１ｔｏ５，Ｇｕｉ９９（５ｓｏｕｒｃｅｓ）；Ｌａｎｅ６，ＢｏＢ；Ｌａｎｅ７，Ｂｏｙｏｕ９０３；Ｌａｎｅ８，Ｚｈｏｎｇ９Ａ；Ｌａｎｅ９，Ｚｈｏｎｇｙｏｕｇｕｉ９９；Ｌａｎｅ１０，Ｊｉｎ２３Ａ；

Ｌａｎｅｓ１１ａｎｄ１２，Ｊｉｎｙｏｕｇｕｉ９９（２ｓｏｕｒｃｅｓ）；Ｌａｎｅ１３，Ｚｈｅｎｓｈａｎ９７Ａ；Ｌａｎｅ１４，Ｓｈａｎｙｏｕｇｕｉ９９；Ｌａｎｅｓ１５ｔｏ２１，Ｍｉｎｇｈｕｉ６３（７ｓｏｕｒｃｅｓ）；Ｌａｎｅｓ

7�２２ａｎｄ２３，Ｊｉｎｙｏｕ６３（２ｓｏｕｒｃｅｓ）；Ｌａｎｅｓ２４ａｎｄ２５，Ｓｈａｎｙｏｕ６３（２ｓｏｕｒｃｅｓ）；Ｌａｎｅ２６，Ⅱ-３２Ａ；Ｌａｎｅｓ２７ａｎｄ２８，ⅡＹｏｕ６３（２ｓｏｕｒｃｅｓ）；Ｌａｎｅ

7�２９，ＬｏｎｇｔｅｆｕＡ；Ｌａｎｅｓ３０ａｎｄ３１，Ｔｅｙｏｕ６３（２ｓｏｕｒｃｅｓ）；Ｌａｎｅｓ３２ｔｏ３４，Ｍｉａｎｈｕｉ５０１（３ｓｏｕｒｃｅｓ）；Ｌａｎｅ３５，ⅡＹｏｕ５０１；Ｌａｎｅｓ３６ａｎｄ３７，

7�Ｙａｎｈｕｉ５５９（２ｓｏｕｒｃｅｓ）；Ｌａｎｅ３８，Ｔｅｙｏｕ５５９．

7�材料真实性的检验和校正。如图１所示，在５个不

同来源的桂９９中，来源１（序号１）的 ＲＭ１７带型与

其他来源不同，又与博 Ｂ-博优９０３、中９Ａ-中优桂

９９、金２３Ａ-金优桂９９、珍汕９７Ａ-汕优桂９９所反映

出的恢复系带型不一致，而其他来源的桂９９不仅带

型一致，而且与检测的几个杂交稻完全匹配，故可判

断来源１的桂９９为错误或非典型材料。同样地，可

判断明恢６３的来源１（序号１５）、绵恢５０１的来源１

（序号３２）和盐恢５５９的来源１（序号３６）为错误或

非典型材料。

7�经选用的２４个标记检测，４１个杂交稻中的“协

优６３”在所有座位上都呈纯合状态，显然为假杂种，

故将其排除在外。在１４个不育系（保持系）中，丰源

Ａ和优ⅠＢ因缺乏对应杂交稻无法检验，暂以检测

材料的带型代表；广占６３Ｓ、Ｖ２０Ｂ和协青早Ｂ分别

只与１个杂交稻相对应，其带型与根据对应杂交稻

和恢复系推测的带型完全一致，故认为它们为真实

材料；其他母本分别与２～８个杂交稻相对应，且其

片段均能在杂交稻中检测到，故判断它们为真实材

料。

7�在认定了１２个杂交稻母本真实性的基础上，分

析了２８个杂交稻父本与杂交稻的吻合程度。６个

恢复系（ＺＤＺ０５７、测６４、江恢１５１、明恢７０、蜀恢１６２

和９２６）因缺乏对应杂交稻无法检验，暂以检测材料

的带型代表。“晚３”在１３个标记座位上与杂交稻

汕优晚３不匹配，且聚类分析将它归入粳稻组，经重

新核对发现，所征集的实际上是常规粳稻品种晚３-

２，故更改其品种名称和属性。其余２１个恢复系分

别具有１～４个对应杂交稻，共涉及３５个组合，其标

记带型匹配性列于表１。在这２１个恢复系中，８个

与对应杂交稻完全匹配，认定它为真实材料；１３个

与对应杂交稻不完全匹配，可根据其表现形式分为

４种类型。

7�第一种类型为典型材料，包括３个恢复系。它

们各具有２个以上对应杂交稻，并与其中部分杂交

稻完全匹配。尽管不能排除恢复系存在品种内变

异，但所检测的材料起码可作为相应恢复系的典型

材料看待，故采用其带型作为相应恢复系的代表。

7�９３１１（扬稻６号）：作为两系杂交稻父本征集的

９３１１和作为常规稻品种征集的扬稻６号在所有２４

个标记座位上均表现一致，且均与丰两优１号完全

匹配，但在ＲＭ７２座位上，９３１１与两优培九不匹配。

7�３６４ 7�庄杰云等：中国主栽水稻品种微卫星标记数据库的初步构建
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7�表１　２１个水稻恢复系与对应杂交稻在２４个微卫星标记座位上的带型匹配情况

7�Ｔａｂｌｅ１．Ｍａｔｃｈｉｎｇ２１ｒｉｃｅｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅｓｔｏｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｈｙｂｒｉｄｓａｔ２１ＳＳＲｌｏｃｉ．

7�恢复系

7�Ｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅ

7�杂交稻

7�Ｈｙｂｒｉｄ

7�不匹配标记

7�Ｕｎｍａｔｃｈｅｄｍａｒｋｅｒ

7�２０７ �07�金优２０７Ｊｉｎｙｏｕ２０７ �;7�无 Ｎｏｎｅ

7�中优２０７Ｚｈｏｎｇｙｏｕ２０７ ��7�无 Ｎｏｎｅ

7�２５３ �07�博优２５３Ｂｏｙｏｕ２５３ �37�无 Ｎｏｎｅ

7�Ｔｏ９７４ ��7�金优９７４Ｊｉｎｙｏｕ９７４ �;7�无 Ｎｏｎｅ

7�恩恢５８Ｅｎｈｕｉ５８ ��7�Ⅱ优５８ⅡＹｏｕ５８ ��7�无 Ｎｏｎｅ

7�桂９９Ｇｕｉ９９ �p7�博优９０３Ｂｏｙｏｕ９０３ �37�无 Ｎｏｎｅ

7�金优桂９９Ｊｉｎｙｏｕｇｕｉ９９ ��7�无 Ｎｏｎｅ

7�汕优桂９９Ｓｈａｎｙｏｕｇｕｉ９９ ��7�无 Ｎｏｎｅ

7�中优桂９９Ｚｈｏｎｇｙｏｕｇｕｉ９９ ��7�无 Ｎｏｎｅ

7�泸恢１７Ｌｕｈｕｉ１７ ��7�Ⅱ优７号 ⅡＹｏｕ７ �7�无 Ｎｏｎｅ

7�密阳４６Ｍｉｌｙａｎｇ４６ �_7�汕优４６Ｓｈａｎｙｏｕ４６ �/7�无 Ｎｏｎｅ

7�威优４６Ｗｅｉｙｏｕ４６ ��7�无 Ｎｏｎｅ

7�协优４６Ｘｉｅｙｏｕ４６ ��7�无 Ｎｏｎｅ

7�蜀恢５２７Ｓｈｕｈｕｉ５２７ ��7�Ｄ优５２７ＤＹｏｕ５２７ �97�无 Ｎｏｎｅ

7�９３１１ �Y7�丰两优１号Ｆｅｎｇｌｉａｎｇｙｏｕ１ �<7�无 Ｎｏｎｅ

7�两优培九 Ｌｉａｎｇｙｏｕｐｅｉｊｉｕ 7�ＲＭ７２ ��

7�明恢６３Ｍｉｎｇｈｕｉ６３ �f7�Ⅱ优６３ⅡＹｏｕ６３ ��7�无 Ｎｏｎｅ

7�汕优６３Ｓｈａｎｙｏｕ６３ �/7�无 Ｎｏｎｅ

7�特优６３Ｔｅｙｏｕ６３ ��7�ＲＭ３３７ �;

7�金优６３Ｊｉｎｙｏｕ６３ ��7�ＲＭ５４１４、ＲＭ２７３、ＲＭ３３７、ＲＭ２７８ "�

7�绵恢７２５Ｍｉａｎｈｕｉ７２５ ��7�冈优７２５Ｇａｎｇｙｏｕ７２５ ��7�无 Ｎｏｎｅ

7�金优７２５Ｊｉｎｙｏｕ７２５ �;7�ＲＭ１１９５、ＲＭ３３７、ＲＭ１７ !�

7�Ⅱ优７２５ⅡＹｏｕ７２５ �>7�ＲＭ２０８、ＲＭ５４１４、ＲＭ２７３、ＲＭ３３７、ＲＭ２０９ $

7�明恢７７Ｍｉｎｇｈｕｉ７７ �f7�金优７７Ｊｉｎｙｏｕ７７ ��7�ＲＭ２９７、ＲＭ３３６、ＲＭ１８、ＲＭ３１１ "�

7�汕优７７Ｓｈａｎｙｏｕ７７ �/7�ＲＭ２９７、ＲＭ３３６、ＲＭ１８、ＲＭ３１１ "�

7�双七占Ｓｈｕａｎｇｑｉｚｈａｎ 7�培杂双七 Ｐｅｉｚａｓｈｕａｎｇｑｉ 7�ＲＭ７１、ＲＭ２０８、ＲＭ２６７、ＲＭ２７４、ＲＭ３３７、

7�ＲＭ２１９、ＲＭ２５８、ＲＭ２０９、ＲＭ１７ "�

7�ＣＤＲ２２ ��7�冈优２２Ｇａｎｇｙｏｕ２２ �;7�ＲＭ７１、ＲＭ２０８、ＲＭ３１１、ＲＭ２０９、ＲＭ２２４、ＲＭ１７ $�

7�多系１号 Ｄｕｏｘｉ１ �&7�Ｄ优６８ＤＹｏｕ６８ ��7�ＲＭ１１９５、ＲＭ５４１４、ＲＭ２７８ !�

7�Ｒ４０２ �i7�金优４０２Ｊｉｎｙｏｕ４０２ �;7�ＲＭ３３６ �;

7�中优４０２Ｚｈｏｎｇｙｏｕ４０２ ��7�ＲＭ３３６ �;

7�广恢１２８Ｇｕａｎｇｈｕｉ１２８ ��7�Ⅱ优１２８ⅡＹｏｕ１２８ �>7�ＲＭ１８ ��

7�盐恢５５９Ｙａｎｈｕｉ５５９ ��7�特优５５９Ｔｅｙｏｕ５５９ �77�ＲＭ２７３ �;

7�镇恢０８４Ｚｈｅｎｈｕｉ０８４ ��7�Ⅱ优０８４ⅡＹｏｕ０８４ �>7�ＲＭ２７３、ＲＭ１８  9

7�辐恢８３８Ｆｕｈｕｉ８３８ �b7�Ⅱ优８３８ⅡＹｏｕ８３８ �>7�ＲＭ１１９５、ＲＭ８５、ＲＭ３３７、ＲＭ３１１、ＲＭ２２４、ＲＭ１７ $�

7�绵恢５０１Ｍｉａｎｈｕｉ５０１ ��7�Ⅱ优５０１ⅡＹｏｕ５０１ �>7�ＲＭ２７３、ＲＭ３３６、ＲＭ１８、ＲＭ２１９、ＲＭ３１１ #�

7�经重新应用各标记检测３份独立来源的９３１１，以及

杂交稻两优培九、丰两优１号和不育系培矮６４Ｓ、广

占６３Ｓ，发现不同来源的９３１１在ＲＭ７２座位上存在

变异，２份与丰两优１号匹配，１份与两优培九匹配。

7�明恢６３：与Ⅱ优６３和汕优６３完全匹配，但与

特优６３和金优６３分别在１和４个标记上不吻合。

经重新检测７个不同来源的明恢６３，发现它们在这

些标记座位上亦存在差异，且其变异类型与特优６３

和金优６３所反映出来的一致。

7�绵恢７２５：与冈优７２５完全匹配，但与金优７２５

和Ⅱ优７２５分别在３和５个标记上不吻合。因只征

集到１个来源的绵恢７２５，无法分析绵恢７２５是否

存在同名异型的问题。

7�第二种类型为修正材料，包括２个恢复系。经

重新检测和比较，发现最初选用的材料为错误或非

典型材料，故对其带型进行了校正。

7�明恢７７：在４个标记座位上与杂交稻金优７７

和汕优７７不匹配，而根据两个杂交稻和相应不育系

可推断出一致的恢复系带型。重新检测了３份独立

来源的明恢７７，以及杂交稻金优７７、汕优７７和不育

系金２３Ａ、珍汕９７Ａ。结果表明，３份恢复系材料各

不相同，其中１份材料的带型与两个杂交稻完全相

配，故以该材料的带型代表明恢７７。

7�双七占：在９个标记座位上与杂交稻培杂双七
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不匹配。重新检测了３份独立来源的双七占，其中

１份来源于育成者单位、２份为其他来源。结果表

明，非原产地来源的２份材料表现一致，但与育成者

单位提供的材料在上述９个标记座位上出现差异；

育成者单位提供的双七占与杂交稻培杂双七完全匹

配，故以该材料的带型代表双七占。

7�第三种类型为待验证材料，包括６个恢复系。

ＣＤＲ２２和多系１号分别具有２个和４个来源，前者

与杂交稻冈优２２在６个标记座位上不相匹配，后者

与杂交稻Ｄ优６８在３个标记座位上不相匹配，但

两个恢复系均未表现出来源间差异；Ｒ４０２、广恢

１２８、盐恢５５９和镇恢０８４各仅具单来源，并分别与

对应杂交稻在１或２个标记座位上不相匹配。根据

这些结果认为，这７份材料可较好地代表相应的恢

复系，故保留其带型，但部分标记尚需应用更多的相

关材料确认或校正。

7�第四种类型为疑问材料，包括２个恢复系。辐

恢８３８和绵恢５０１分别具有２个和３个来源，不同

来源的材料在多个标记座位上存在差异，且均不与

对应杂交稻完全匹配，难以判断何份材料的可靠性

较高，暂保留原带型。

7�综上所述，通过匹配性检验，确认了不育系（保

持系）的高度可靠性，发现了１个假恢复系，确定或

保留了２７个恢复系的带型，其中１３个恢复系（表１

中的头１３个，含８个原完全匹配材料、３份验证为

典型材料者和２份更正者）的真实性和典型性得到

确认，１４个恢复系的真实性或典型性尚待进一步验

证。相应地，除假协优６３外的４０个杂交稻中，与不

育系、恢复系完全匹配的２２个杂交稻（１８个原完全

匹配的材料和两优培九、金优７７、汕优７７、培杂双七

等４个已重新确认的材料）可判断为真实材料，其他

杂交稻的真实性或典型性则尚需进一步验证。

7�２．３　微卫星标记数据库及其多态性表现

7�根据上述研究结果，在剔除了假杂交稻协优６３

的基础上，建立了１０３个水稻材料×２４个标记的水

稻主栽品种微卫星标记数据库［在线辅助性材料Ｓ７

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ）］，每个标记的各个多态

性片段按分子量从大到小往下排列，各材料的等位

基因类型按１代表检测到相应片段、０代表未检测

到的方式表示。其中，恢复系晚３更改为“常规粳稻

品种晚３-２”，保留其数据，但因该品种既非主栽品

种、又是较早时期的品种，在下述数据分析中不予采

用。

7�２４个微卫星标记的多态性频率（ＦＰ）计算结果

详见在线辅助性材料Ｓ２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ）。

在包含６２个主栽常规稻品种和杂交稻亲本的纯系

材料组中，各个标记的ＦＰ值均较高，变幅为０．４８０

～０．８４０，平均值为０．６８１；在包含４０个Ｆ 7�１ 7�的杂交稻

7�组中，标记多态性亦较高，其 ＦＰ 变幅为０．２２４～

０．８９５，平均值为０．６６５。不同类型纯系材料的多态

性则存在明显差异，７个标记在１４个常规粳稻品种

间呈单态，３个标记在８个常规籼稻品种（含扬稻６

号）之间呈单态，而在分别包含１４个和２７个材料的

杂交稻母本组和父本组中，虽然个别标记多态性较

低，但未发现单态性标记。从各组的２４个标记平均

值看，杂 交 稻 最 高（０．６６５），杂 交 稻 父 本 次 之

（０．５３０），往下为杂交稻母本（０．５０２）和常规籼稻品

种（０．４９４），常规粳稻品种最低（０．３６６）。

7�各组别多态性频率之间的线性相关分析表明

（表２），除了杂交稻Ｆ 7�１ 7�分别与杂交稻母本组、父本组

7�呈极显著正相关外，常规籼稻组与杂交稻Ｆ 7�１ 7�、母本

组、父本组均呈显著或极显著正相关，而杂交稻母本

组与父本组之间、常规粳稻组与其他组别之间的相

关性均未达显著水平。该结果与本研究所用杂交稻

均为籼型组合、杂交稻母本和父本血缘差异较大的

事实是相符合的。

7�比较每个标记座位上杂交稻Ｆ 7�１ 7�、母本和父本三

组的ＦＰ值（图２），可以发现，Ｆ 7�１ 7�的ＦＰ值除了在１

个标记座位上略低于两组亲本的平均值外，其他标

记上均接近或超过两组亲本的高值。也就是说，这

些标记对主栽杂交稻组合的鉴别能力高于对杂交稻

亲本的鉴别能力。此外，相似性分析结果表明，所有

7�表２　２４个微卫星标记座位上不同水稻组别多态性频率的线性相关性

7�Ｔａｂｌｅ２．Ｌｉｎｅａｒｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｃａｌｃｕｌａｔｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｉｃｅｇｒｏｕｐｓａｔ２４ＳＳＲｌｏｃｉ．

7�材料 Ｍａｔｅｒｉａｌ 7�ＩＶ 7�Ａ 7�Ｒ 7�Ｆ 7�１ $�

7�常规粳稻品种 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｊａｐｏｎｉｃａｖａｒｉｅｔｙ（ＪＶ） 7�０ ��．０７２ 7�０ ��．０１０ 7�０ !�．１１３ 7�０ $1．２１２

7�常规籼稻品种 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｉｎｄｉｃａｖａｒｉｅｔｙ（ＩＶ） 7�０ ��．４３７ 7�＊ 7�０ !�．６０４ 7�＊＊ 7�０ $1．５９９ 7�＊＊

7�杂交稻母本ＦｅｍａｌｅｐａｒｅｎｔｏｆＦ 7�１ 7�ｈｙｂｒｉｄ（Ａ） 7�０ !�．２３７ 7�０ $1．７９０ 7�＊＊

7�杂交稻父本 ＭａｌｅｐａｒｅｎｔｏｆＦ 7�１ 7�ｈｙｂｒｉｄ（Ｒ） 7�０ $1．６４２ 7�＊＊

7�　　 7�＊ 7�Ｐ＜０．０５， 7�＊＊ 7�Ｐ＜０．０１．

7�５６４ 7�庄杰云等：中国主栽水稻品种微卫星标记数据库的初步构建
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是个未得到很好解决的问题。近年来，已在多种作

物上开展了主栽品种微卫星标记数据库构建和（或）

品种鉴别标准探讨的研究 7�［３，５-７］ 7�，均表明微卫星标记

虽具有高可靠性的品种间鉴别能力，但仍难以排除

品种内变异对鉴定结果的干扰。根据实际检测结

果，多个研究者提出了以０．９５的相似性作为品种鉴

别阈值的一般性建议。

7�水稻品种内变异在 ＤＮＡ 标记上的表现，已得

到大量研究结果的支持 7�［１，１２，２０-２２］ 7�。在现代水稻品

种中，品种内微卫星标记变异性一般较低，迄今报道

的均低于１％ 7�［４，８，１２，２２］ 7�。本研究在应用５个标记对

１５０份材料各２个单株进行初筛的研究中，发现平

均品种内变异为０．９３％。总的看来，水稻品种间微

卫星标记的鉴别标准可参照其他作物推荐的０．９５

相似性阈值。如果按本研究应用的２４个标记检测，

２个以上标记呈现差异则判断为不同品种。在实际

检测过程中，可先应用１２个标记［在线辅助性材料

Ｓ２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ）中的推荐类型Ｉ］检测，

只要待测水稻品种和对照品种在２个标记呈现差

异，毋需考虑已检测的标记数，可将待测水稻品种和

对照品种判断为不同品种；如完成首选１２个标记

后，差异性标记数仍少于２，则应用其他１２个标记

［在线辅助性材料Ｓ２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ）中的

推荐类型Ⅱ］检测。

7�不过，应用微卫星标记进行品种鉴别，存在两方

面的风险。其一是，对于单基因突变材料和高代姊

妹系等类似于近等基因系的材料，应用一般标记往

往难以辨别，存在将不同品种误判为同一个品种的

风险；其二是，有些已大规模应用的品种，如果其原

始材料本身存在较大变异，根据特定材料的数据判

断，存在将真品种误判为假品种的风险。目前，不宜

将微卫星标记的鉴定结果作为判断真假水稻品种的

唯一依据，而需要结合性状鉴定相互验证。同时，从

源头抓起，将ＤＮＡ指纹鉴定纳为水稻品种ＤＵＳ测

试的一项辅助指标，以比较 ＤＮＡ 指纹异同性和常

规ＤＵＳ异同性之间的吻合程度，并建立原始材料的

7�ＤＮＡ指纹数据库，作为将来鉴定的依据。通过积

累，就可以逐步建立完整的水稻品种及其亲本 ＤＮＡ

指纹数据库，并完善品种鉴别标准。
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ｂｒｅｅｄｉｎｇｌｉｎｅｓｏｆｒｉｃｅ（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）．Ｅｕｐｈｙｔｉｃａ，１９９９，

１０８：５３-６３．

7�［２］　ＫａｒａｋｏｕｓｉｓＡ，ＢａｒｒＡＲ，ＣｈａｌｍｅｒｓＫＪ，ｅｔａｌ．Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ

ＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｐｌａｎｔｂｒｅｅｄｉｎｇａｎｄｖａｒｉｅｔｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎ

Ａｕｓｔｒａｌｉａｎｂａｒｌｅｙｇｅｒｍｐｌａｓｍ．ＡｕｓｔＪＡｇｒｉｃＲｅｓ，２００３，５４：

１１９７-１２１０．

7�［３］　ＬｅｉｇｈＦ，ＬｅａＶ，ＬａｗＪ，ｅｔａｌ．ＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆＥＳＴ- ａｎｄｇｅ-

ｎｏｍｉｃｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｖａｒｉｅｔｙｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｇｅ-

ｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｓｔｕｄｉｅｓｉｎｗｈｅａｔ．Ｅｕｐｈｙｔｉｃａ，２００３，１３３：３５９-

３６６．

7�［４］　ＳｉｎｇｈＲＫ，ＳｈａｒｍａＲ Ｋ，ＳｉｎｇｈＡ Ｋ，ｅｔａｌ．Ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｍａｐｐｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｇｅｄｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｉｔｅｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｅｓｔａｂ-

ｌｉｓｈｉｎｇｄｉｓｔｉｎｃｔｎｅｓｓ，ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎａｒｏｍａｔｉｃｒｉｃｅ．

Ｅｕｐｈｙｔｉｃａ，２００４，１３５（２）：１３５-１４３．

7�［５］　ＴｏｍｍａｓｉｎｉＬ，ＢａｔｌｅｙＪ，ＡｒｎｏｌｄＧＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

7�ｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｘｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ（ＳＳＲ）ｍａｒｋｅｒｓｔｏｃｏｍｐｌｅ-
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7�［８］　李　莉，杨剑波，汪秀峰，等．利用ＲＡＰＤ和微卫星标记对协

7�优杂交稻及其亲本进行区别与鉴定．中国水稻科学，２０００，１４

7�（４）：２０３-２０７．

7�［９］　李进波，牟同敏，夏建武，等．利用微卫星标记鉴定两系杂交
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7�［１０］ 苏顺宗，黄碧玉，杨俊品，等．利用ＳＳＲ鉴定水稻杂交种子纯

7�度的研究．种子，２００３，１２７（１）：２３-２５．

7�［１１］ 辛业芸，张　展，熊易平，等．应用ＳＳＲ分子标记鉴定超级杂

7�交水稻组合及其纯度．中国水稻科学，２００５，１９（２）：９５-１００．
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7�态性分析和指纹图谱的构建与应用．中国水稻科学，２００６，２０
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G



7�7�7�

7�（１）：１-７．

7�［１４］ 施勇烽，应杰政，王　磊，等．鉴定水稻品种的微卫星标记筛

选．中国水稻科学，２００５，１９（３）：１９５-２０１．
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7�［２１］ 舒庆尧，吴殿星，夏英武，等．籼稻和粳稻中蜡质基因座位上

微卫星标记的多态性及其与直链淀粉含量的关系．遗传学报，

１９９９，２６（４）：３５０-３５８．

7�［２２］ＹａｓｈｉｔｏｌａＪ，ＴｈｉｒｕｍｕｒｕｇａｎＴ，ＳｕｎｄａｒａｍＲＭ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｅｓｓ-

ｍｅｎｔｏｆｐｕｒｉｔｙｏｆｒｉｃｅｈｙｂｒｉｄｓｕｓｉｎｇｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅａｎｄＳＴＳ
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7�在线辅助信息 ＯｎｌｉｎｅＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
7�共有７个辅助性材料放在《中国水稻科学》网站上，网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ／ａｄｄｅｄ／２００６０５０２．ｈｔｍ。

7�文件（文件夹） 7�说明

7�辅助性材料Ｓ１：文件Ｒｉｃｅ-ｌｉｎｅ．ｄｏｃ 7�本研究所应用的水稻材料清单

7�辅助性材料Ｓ２：文件夹 Ｍａｒｋｅｒ＆Ａｌｌｅｌｅ 7�本研究所应用的２４个标记及其多态性片段梯度图版

7�　标记信息（Ｍａｒｋｅｒ）．ｘｌｓ 7�　标记清单及相关参数

7�　Ａｌｌｅｌｅ-１（ＲＭ１９）．ｊｐｇ 7�　ＲＭ１９的 多态性片段梯度图版

7�　Ａｌｌｅｌｅ-２（ＲＭ２７３-ＲＭ２１９）．ｊｐｇ 7�　所列２个标记的 多态性片段梯度图版

7�　Ａｌｌｅｌｅ-３（ＲＭ７２）．ｊｐｇ 7�　ＲＭ７２的 多态性片段梯度图版

7�　Ａｌｌｅｌｅ-４（ＲＭ７２-ＲＭ２０８-ＲＭ２７４-ＲＭ１８）．ｊｐｇ 7�　所列４个标记的多态性片段梯度图版

7�　Ａｌｌｅｌｅ-５（ＲＭ３３６-ＲＭ３３７-ＲＭ３１１-ＲＭ１７）．ｊｐｇ 7�　所列４个标记的多态性片段梯度图版

7�　Ａｌｌｅｌｅ-６（ＲＭ３１１-ＲＭ１７-ＲＭ２３２-ＲＭ２６７-ＲＭ２７８）．ｊｐｇ 7�　所列５个标记的多态性片段梯度图版

7�　Ａｌｌｅｌｅ-７（ＲＭ２７８-ＲＭ２５８-ＲＭ２９７-ＲＭ２５３）．ｊｐｇ 7�　所列４个标记的多态性片段梯度图版

7�　Ａｌｌｅｌｅ-８（ＲＭ１１９５-ＲＭ７１-ＲＭ２０９-ＲＭ２２４）．ｊｐｇ 7�　所列４个标记的多态性片段梯度图版

7�　Ａｌｌｅｌｅ-９（ＲＭ２２４-ＲＭ１９０-ＲＭ５４１４）．ｊｐｇ 7�　所列３个标记的多态性片段梯度图版

7�　Ａｌｌｅｌｅ-１０（ＲＭ８５）．ｊｐｇ 7�　ＲＭ８５的多态性片段梯度图版

7�辅助性材料Ｓ３：文件夹 Ｖ＆Ｐ-ｂｙ-ｌｉｎｅ 7�６３个品种和７个杂交稻组合按固定顺序排列的检测结果

7�　品种清单１（Ｖａｒｉｅｔｙｌｉｓｔ１）．ｘｌｓ 7�　品种名称及其序号

7�　ｒｍ＃-１ ��．ｊｐｇ／ｒｍ＃-２．ｊｐｇ 7�　２４个标记的检测结果，每标记２个图版

7�辅助性材料Ｓ４：文件夹 Ｈｙｂｒｉｄ 7�３７个杂交稻组合按固定顺序排列的检测结果

7�　品种清单２（Ｖａｒｉｅｔｙｌｉｓｔ２）．ｘｌｓ 7�　组合名称及其序号

7�　ｒｍ＃．ｊｐｇ 7�　２４个标记的检测结果，每标记１个图版

7�辅助性材料Ｓ５：文件夹 Ｖ＆Ｐ-ｂｙ-ｂａｎｄ 7�辅助性材料Ｓ３中样品按片段长度从大到小重新排列的结果

7�　备注１（Ｒｅｍａｒｋ１）．ｄｏｃ 7�　对图版的说明

7�　ｒｍ＃-ｓ１ ��．ｊｐｇ／ｒｍ＃-ｓ２．ｊｐｇ 7�　２４个标记的检测结果，每标记２个图版

7�辅助性材料Ｓ６：文件夹Ｂａｎｄ-ｒｅｃｈｅｃｋｅｄ 7�辅助性材料Ｓ２中样品按片段长度从大到小重新排列的结果

7�　备注２（Ｒｅｍａｒｋ２）．ｄｏｃ 7�　对图版的说明

7�　品种清单３（Ｖａｒｉｅｔｙｌｉｓｔ３）．ｘｌｓ 7�　品种名称及其序号

7�　ｒｍ＃．ｊｐｇ 7�　３个标记的检测结果，每个标记１个图版

7�辅助性材料Ｓ７：文件 Ｍａｒｋｅｒ-ｄａｔａ．ｘｌｓ 7�１０３份水稻材料在２４个微卫星标记座位上的带型数据
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