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　 　 摘要：利用一套以 ９３１１ 为背景的普通野生稻染色体片段置换系群体为研究材料，进行野生稻相关 ＱＴＬ 的定位与基因的

鉴定。 在多年多点的抽穗期调查数据基础上，结合 ２００ 多个分子标记引物的基因型鉴定结果，定位到 １１ 个与抽穗期相关的

ＱＴＬ；选取携带相关 ＱＴＬ 导入片段的两个置换系进一步研究，发现 ２ 个抽穗期主效 ＱＴＬ 均为已克隆基因的等位基因。 利用叶

鞘、稃尖、柱头颜色与 ９３１１ 差异显著的一个单片段置换系定位到来自野生稻的紫色性状基因 ＯｒＣ，初步鉴定与栽培稻的等位

基因功能不同。 这些结果再次表明染色体片段置换系是行之有效的 ＱＴＬ 定位以及基因发掘的遗传群体。 通过对抽穗期、紫
色性状相关 ＱＴＬ 的定位与基因的鉴定，为进一步的功能研究提供了基因资源。
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稻属植物共有 ２３ 个种，包括 ２ 个栽培种和 ２１
个野生种，含有 ＡＡ、ＢＢ、ＣＣ、ＢＢＣＣ、ＣＣＤＤ、ＥＥ、ＧＧ、
ＨＨＪＪ、ＦＦ、ＨＨＫＫ 等 １０ 个染色体组，广泛分布于亚

洲、非洲、拉丁美洲和澳洲［１］。 其中 ＡＡ 染色体组的

普通野生稻被认为是亚洲栽培稻的祖先种。 栽培稻

在驯化过程中丢失了约 １ ／ ３ 的等位基因和一半的基

因型，因此很多重要的农艺性状与野生稻有很大差

异［２］。 虽然野生稻的整体产量性状劣于栽培稻，但
是相关研究表明野生稻中仍然存在高效营养基因和

高产优质基因［２⁃３］。 发掘野生稻中与重要农艺性状

相关的基因，既可以为栽培稻育种提供基因资源，也
可以为研究水稻的起源与驯化提供分子依据。

构建合适的遗传作图群体，消除野生稻复杂的

遗传背景，是野生稻种质资源研究与利用的关

键［４］。 ＡＡ 基因组的野生稻的单片段置换系最早于

２０ 世纪 ９０ 年代末开始构建［５⁃６］。 Ｔ􀆰 Ｋｕｒａｋａｚｕ［６］ 利

用 １０５ 个 ＲＦＬＰ 分子标记构建了包含 ６１ 个以澳洲

野生稻 Ｏｒｙｚａ． ｍｅｒｉｄｉｏｎａｌｉｓ Ｎ􀆰 Ｑ􀆰 Ｎｇ 为供体亲本的染

色体片段置换系。 近年来，水稻中先后构建了大量

的染色体片段导入系或染色体片段置换系，包括

籼—粳亚种间以及栽培稻—野生稻之间的代换

系［７⁃１３］。 Ｆ􀆰 Ｔｉａｎ 等［３］以东乡野生稻为供体，桂朝 ２
号为受体构建了 １５９ 个导入系群体，覆盖东乡野生

稻基因组的 ６８％ ；Ｌ􀆰 Ｂ􀆰 Ｔａｎ 等［１４］利用云南普通野生

稻为供体，栽培稻特青为受体构建了 １２０ 个导入系，
而且覆盖了整个野生稻基因组。 张晨昕等［１５］ 以珍

汕 ９７Ｂ 为背景材料，构建了 １０５ 份来自于马来西亚

普通野生稻的染色体片段置换系。 利用这些遗传群

体材料定位到很多与水稻重要农艺性状相关的 ＱＴＬ
并进行了基因克隆［１４⁃１８］。

本实验室以栽培稻 ９３１１ 为受体亲本、普通野生

稻为供体亲本构建了一套染色体片段置换系［１９］。

以整套野生稻染色体片段置换系为研究材料，利用

多年多点的表型鉴定试验，结合 ２００ 多个分子标记

引物的基因型鉴定结果，定位到多个与抽穗期相关

和 １ 个与紫色性状相关的 ＱＴＬ，通过与水稻中已知

基因比对发现，大部分主效 ＱＴＬ 为已克隆基因的等

位基因，亦有微效 ＱＴＬ 中发现未知基因。 表明染色

体片段置换系是行之有效的 ＱＴＬ 定位以及基因发

掘的遗传群体。 通过对野生稻中抽穗期、紫色性状

相关基因的鉴定，为进一步的功能研究提供了基因

资源。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

以来自海南三亚的 １ 个普通野生稻居群为供体

亲本，栽培稻测序品种 ９３１１ 为受体亲本，利用在双

亲间具有多态性的 ３００ 多对 ＳＳＲ 分子标记引物，通
过多代回交与分子标记辅助选择技术，构建了 １ 套

染色体片段置换系［１９］。 选取多态性良好的 １９１ 对

ＳＳＲ 引物，另外设计 ７５ 对双亲间具有多态性的 Ｉｎ⁃
Ｄｅｌ 引物，选取 １４６ 个能够覆盖野生稻染色体基因

组的置换系材料，进行抽穗期、紫色性状 ＱＴＬ 的定

位与鉴定。
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 田间种植　 置换系材料分别种植于北京昌

平中国农业科学院作物科学研究所试验基地、江苏

南京试验基地以及海南三亚试验基地。 春季材料播

种后 ３０ ｄ 插秧，夏季材料播种后 ２５ ｄ 插秧。 株行距

１６ ｃｍ ×２６ ｃｍ，每行 １０ 株，普通大田管理。 试验材

料种植地点信息如表 １ 所示。 同一环境下分 ２ 年重

复种植。 根据环境的日照时间，北京为自然长日照

（ＮＬＤ，ｎａｔｕｒａｌ ｌｏｎｇ ｄａｙ） 条件，三亚为自然短日照

（ＮＳＤ，ｎａｔｕｒａｌ ｓｈｏｒｔ ｄａｙ）条件。

表 １　 试验材料种植地点信息列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｆｉｅｌｄｓ

环境编号

Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
种植地点

Ｃｒｏｐ ｌｏｃａｔｉｏｎ
种植周期

Ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｓｅａｓｏｎ
播种日期

Ｓｅｅｄｉｎｇ ｄａｔｅ
插秧日期

Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｉｎｇ ｄａｔｅ

Ｅ１ 北京，昌平 ４０􀆰 ２０°Ｎ，１１５􀆰 ５１°Ｅ ２０１５（２０１６）年 ４⁃１０ 月 ４ 月 ２８ 日 ６ 月 ２ 日

Ｅ２ 江苏，南京 ３２􀆰 ０３°Ｎ，１１８􀆰 ４７°Ｅ ２０１５（２０１６）年 ５⁃１０ 月 ５ 月 １１ 日 ６ 月 １３ 日

Ｅ３ 海南，三亚 １８􀆰 １５°Ｎ，１０９􀆰 ３°Ｅ ２０１４（２０１５）年 １２ 月⁃
２０１５（２０１６）年 ５ 月

１２ 月 １ 日 １２ 月 ３０ 日

１􀆰 ２􀆰 ２　 性状调查　 依据《水稻种质资源描述规范

与数据标准》 ［ ２０ ］ 。 抽穗期是指从播种到始穗的

天数，始穗期是指单株的主穗抽出叶鞘 １ ｃｍ 时

的时间，每个株系以 ５０％ 单株始穗日期为该株系

９６５
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的抽穗期，每个环境下的抽穗期数据为 ２ 年重复

的平均值。 苗期叶鞘的颜色分为紫色与绿色，
芒、稃尖、柱头颜色分为紫色与白色，颜色性状分

单株调查，并准确做好记录以对分离情况进行遗

传分析。
１􀆰 ２􀆰 ３　 引物设计　 本试验共使用 ２ 种分子遗传标

记引物，用于检测基因型与构建基因连锁图谱。 第

１ 种为 ＳＳＲ 标记，来源于美国 Ｃｏｒｎｅｌｌ 大学公布的研

究成果以及 Ｇｒａｍｅｎｅ 网站［２ １ ］，第 ２ 种为 ＩｎＤｅｌ 标

记，根据已经测序完成的日本晴和 ９３１１ 的序列信

息，使用 ｐｒｉｍｅｒ５ 软件进行引物设计，设计好的引物

均在 Ｇｒａｍｅｎｅ 网站进行在线比对，验证其所在染色

体位置，确保设计标记的准确性。 挑选出的引物全

部进行两亲本间多态性鉴定，选择多态性良好的引

物作为标记引物。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＱＴＬ 分析和候选基因的预测 　 通过 ＱＴＬ
分析软件 ＱＴＬ ＩｃｉＭａｐｐｉｎｇ 对染色体置换系群体的

基因型和表型数据进行处理 ［２２］ ，软件中 ＬＯＤ 值

定为 ２􀆰 ５，即只有当 ＬＯＤ 值大于 ２􀆰 ５ 时才能说明

具有有效 ＱＴＬ 的存在。 当 ＱＴＬ 定位到较小的

ＤＮＡ 片段之间时，利用美国水稻基因组注释计划

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｉｃｅ􀆰 ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ． ｍｓｕ． ｅｄｕ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｇｂｒｏｗｓｅ ／
ｒｉｃｅ ／ ＃ｓｅａｒｃｈ）中基因的注释分析，筛选与目标性状

相关的候选基因。 在 ＮＣＢＩ 数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）中，下载候选区域的 ９３１１ 序

列，并设计测序引物将双亲的候选区域全部测通，
所得测序数据使用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件进行拼接与

对比［２３］ 。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＣＳＳＬ 群体的基因型分析与抽穗期 ＱＴＬ 的

定位

本试验所用的分子标记引物经过多态性检测，
筛选出 １９１ 个 ＳＳＲ 引物和 ７５ 个 ＩｎＤｅｌ 引物，在野生

稻与 ９３１１ 双亲间有良好的多态性且均匀分布于 １２
条染色体（图 １）；利用这 ２６６ 对标记引物检测染色

体置换系群体的基因型即遗传背景。 通过基因型的

分析，筛选其中 １４６ 个稳定无分离且群体能够覆盖

野生稻染色体全基因组的株系，作为抽穗期、紫色性

状等农艺性状的 ＱＴＬ 定位群体。
根据置换系群体在 ３ 个环境 ２ 年重复（表 １）的

抽穗期表型调查数据，利用 ＱＴＬ ＩｃｉＭａｐｐｉｎｇ 软件对

１４６ 个株系中与抽穗期相关的 ＱＴＬ 进行初步定位。

共检测到 １１ 个 ＱＴＬ（表 ２），分布于 ２、３、５、６、７、１０、
１２ 号染色体上。 其中有 ６ 个 ＱＴＬ 能在 ２ 个环境中

检测到，分别位于：２ 号染色体 ＲＭ１０９ 和 ＲＭ５３５、６
号染色体 ＩｎＤｅｌ ６⁃４、７ 号染色体 ＩｎＤｅｌ ７⁃１３、１０ 号染

色体 ＲＭ５９０、１２ 号染色体 ＲＭ１９ 附近，为稳定遗传

的抽穗期 ＱＴＬ；６ 个来自于野生稻的 ＱＴＬ 在长日照

与短日照环境下均能延迟 ９３１１ 的抽穗时间，其加性

效应全部为正值；其中 ＩｎＤｅｌ ７⁃１３ 附近的 ＱＴＬ 在北

京长日照条件下贡献率高达 ２７􀆰 ２％ ，应为主效

ＱＴＬ。 另有 ４ 个 ＱＴＬ 加性效应为负值，且全部来自

三亚短日照环境，表明野生稻中存在自然短日照条

件下缩短抽穗期的等位基因。
２􀆰 ２　 ＣＳＳＬ１２９ 与 ＣＳＳＬ３９ 株系的抽穗表型及 ＱＴＬ

分析

挑选了置换系在 ＮＬＤ（北京）条件下抽穗最晚

的 ２ 个株系：ＣＳＳＬ１２９ 与 ＣＳＳＬ３９，进行野生稻抽穗

期相关 ＱＴＬ 与基因的鉴定。 ＣＳＳＬ１２９ 株系的基因

型鉴定表明：分布于第 １、６、１０ 号染色体的 ４ 个导入

片段来源于野生稻（图 ２ｃ）。 在北京 ＮＬＤ 环境下，
ＣＳＳＬ１２９ 整个生育期不能抽穗， ９３１１ 抽穗期为

１２１ ｄ；在三亚 ＮＳＤ 环境下，ＣＳＳＬ１２９ 抽穗期天数为

１２４ ｄ，９３１１ 抽穗期天数为 １１４ ｄ，ＣＳＳＬ１２９ 比 ９３１１
晚抽穗 １０ ｄ 左右（图 ２ｂ）。 结果表明在 ＮＬＤ 与 ＮＳＤ
两环境下，ＣＳＳＬ１２９ 的抽穗期与亲本 ９３１１ 相比差异

达到极显著水平，ＣＳＳＬ１２９ 与 ９３１１ 的 Ｆ１抽穗期则介

于两个亲本之间（图 ２ａ）。
在 ＣＳＳＬ１２９ 的 ４ 个导入片段中，只有在 ６ 号

染色体的 ＩｎＤｅｌ ６⁃４ 标记处检测到 ＱＴＬ，命名为

ｑＨｄ６􀆰 １，其 贡 献 率 在 ＮＬＤ 条 件 下 高 达 ２１􀆰 １％
（表 ２）。已报道的水稻抽穗期 Ｈｄ１ 基因，所在染色

体上的物理位置与 ＩｎＤｅｌ ６⁃４ 分子标记所在的物理

位置相近［２４］ 。 据此，设计了 Ｈｄ１ 基因的 ６ 对引物

（表 ３），扩增 ＣＳＳＬ１２９ 与 ９３１１ 中的 Ｈｄ１ 基因并进

行测序，序列比对发现与 ９３１１ 相比，ＣＳＳＬ１２９（野

生稻）的 Ｈｄ１ 基因在 ３０１３ ｂｐ 处有 ４ ｂｐ 的插入片

段，４ ｂｐ 的缺失造成了 ９３１１ Ｈｄ１ 蛋白功能的改

变，使得抽穗提前，据此推断 ｑＨｄ６􀆰 １ 就是 Ｈｄ１ 的

等位基因。
ＣＳＳＬ３９ 株系的基因型鉴定表明：分布于第 ２、

５、６、７、８、１０ 号染色体 ７ 个导入片段来自野生稻（图
３ｃ）。 在 ＮＬＤ 和 ＮＳＤ 条件下，ＣＳＳＬ３９ 与 ９３１１ 的抽

穗期差异都达到了极显著水平，Ｆ１的抽穗期介于两亲

本之间；北京ＮＬＤ 环境下，ＣＳＳＬ３９ 的抽穗期为 １４４ ｄ，
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分子标记引物对应的遗传距离标注在所在染色体的左边

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｔ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ，ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ（ｃＭ）ａｒｅ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｓｉｄｅ

图 １　 试验所用 １９１ 个 ＳＳＲ 引物和 ７５ 个 ＩｎＤｅｌ 引物遗传连锁图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｏｆ １９１ ＳＳＲ ａｎｄ ７５ ＩｎＤｅｌ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ
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表 ２　 不同环境下利用染色体片段置换系检测到的抽穗期 ＱＴＬ 列表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｈｅａｄｉｎｇ ｄａｔｅ ｒｅｌａｔｅｄ ＱＴＬｓ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ＣＳＳＬ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

性状

Ｔｒａｉｔ
染色体

Ｃｈｒ．
ＱＴＬ
ＱＴＬ

标记

Ｍａｒｋｅｒ
地点

Ｌｏｃａｔｉｏｎｓ
ＬＯＤ 值

ＬＯＤ ｖａｌｕｅ
贡献率

（％ ）ＰＶＥ
效应值

Ｅｆｆｅｃｔｓ

抽穗期

Ｈｅａｄｉｎｇ Ｄａｔｅ
２

３
３
５
６

６
７

１０

１２

１２

ｑＨｄ２􀆰 １ ＲＭ１０９

ｑＨｄ２􀆰 ２ ＲＭ５３５

ｑＨｄ３􀆰 １ ＩｎＤｅｌ ３⁃８
ｑＨｄ３􀆰 ２ ＩｎＤｅｌ ３⁃１７
ｑＨｄ５􀆰 １ ＩｎＤｅｌ ５⁃８
ｑＨｄ６􀆰 １ ＩｎＤｅｌ ６⁃４

ｑＨｄ６􀆰 ２ ＲＭ２０４３８
ｑＨｄ７􀆰 ２ ＩｎＤｅｌ ７⁃１３

ｑＨｄ１０􀆰 １ ＲＭ５９０

ｑＨｄ１２􀆰 １ ＲＭ１９

ｑＨｄ１２􀆰 ２ ＲＭ２８４４８

南京 ２􀆰 ９７ １７􀆰 ３ ２０􀆰 ６
三亚 ２􀆰 ６７ １０􀆰 ５ １４􀆰 ５
南京 ４􀆰 ６５ ７􀆰 ８９ １９
三亚 ５􀆰 ９４ ５􀆰 ３８ １２􀆰 ５
三亚 ４􀆰 ９２ １１􀆰 １ － ２􀆰 ５９
三亚 ４􀆰 １２ ９􀆰 ４６ － ２􀆰 ６４
北京 ３􀆰 ４１ ５􀆰 ４ １􀆰 ３４
北京 １１􀆰 ７ ２１􀆰 １ １１􀆰 ５
三亚 ２􀆰 ７５ ７􀆰 ３８ ６􀆰 １９
三亚 ２􀆰 ９５ ６􀆰 ５３ － １􀆰 ５
北京 １４􀆰 ６ ２７􀆰 ２ ５􀆰 ０２
三亚 ２􀆰 ６７ ６􀆰 ７１ １􀆰 ９
北京 ２􀆰 ８６ ４􀆰 ５１ ２􀆰 ４
南京 ２􀆰 ８６ １５􀆰 ３ ２１􀆰 ２
北京 ４ ５􀆰 ９９ ３􀆰 ０４
三亚 ４􀆰 １３ １１􀆰 ４ ３􀆰 １９
三亚 ３􀆰 ６７ ８􀆰 ７３ － ２􀆰 ０５

ａ：ＮＬＤ 条件下的 ＣＳＳＬ１２９、９３１１ 以及 Ｆ１ 植株，照片拍摄于 ９３１１ 抽穗后 １５ ｄ；ｂ：两环境下 ＣＳＳＬ１２９ 与 ９３１１ 抽穗期比较；
ｃ：ＣＳＳＬ１２９ 基因型图示，黑色为导入的野生稻染色体片段，下同

ａ：Ｔｈｅ ｄｅｌａｙｅｄ ｈｅａｄｉｎｇ ｄａｔｅ ｏｆ ＣＳＳＬ１２９． Ｐｈｏｔｏｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｕｎｄｅｒ ＮＬＤ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｉｎ Ｂｅｉｊｉｎｇ ａｔ １５ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ９３１１，
ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｄｉｎｇ ｄａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＳＳＬ３９ ａｎｄ ９３１１． Ｔｗｏ⁃ｔａｉｌｅｄ ｔ⁃ｔｅｓｔ ｗａｓ ｄｅｐｌｏｙｅｄ，

ｃ：Ｇｒａｐｈｉｃａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ＣＳＳＬ１２９，ｂｌａｃｋ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ，ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｌｏｗ

图 ２　 置换系 ＣＳＳＬ１２９ 的抽穗期表型与基因型鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｈｅａｄｉｎｇ ｄａｔｅ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ＣＳＳＬ１２９
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表 ３　 对两亲本中 Ｈｄ１ 基因进行测序所用的引物

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｈｄ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｗｏ ｐａｒｅｎｔｓ

编号

Ｎｏ．

前引物序列（５′⁃３′）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

（５′⁃３′）

后引物序列（５′⁃３′）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

（５′⁃３′）

Ｈｄ１⁃１ ＧＣＴＣＴＡＡＴＡＧＣＡＣＣＡＣＴ ＣＴＧＣＴＴＣＡＧＣＧＴＴＴＣＴ

Ｈｄ１⁃２ ＡＴＧＧＧＡＧＧＡＴＴＣＴＡＴＴ ＴＴＧＴＣＧＧＡＡＴＣＴＴＴＧＧ

Ｈｄ１⁃３ ＧＧＡＧＧＴＴＧＧＡＧＴＴＧＧＡ ＡＴＧＡＧＧＴＣＴＴＴＣＧＴＧＴ

Ｈｄ１⁃４ ＡＣＡＧＣＧＴＧＡＧＴＴＣＡＴＣ ＴＴＣＧＴＣＡＣＣＴＡＡＡＣＣＣ

Ｈｄ１⁃５ ＡＡＧＴＧＧＡＣＣＡＧＡＴＧＴＴ ＴＣＴＧＴＡＴＣＴＣＣＣＧＴＧＴ

Ｈｄ１⁃６ ＧＡＡＣＡＴＴＧＣＣＴＧＡＴＡＣＴＧＡ ＧＡＣＴＧＧＡＴＴＧＧＧＡＴＴＴ

９３１１ 为 １２１ ｄ，ＣＳＳＬ３９ 比 ９３１１ 延迟抽穗 ２３ ｄ；在三

亚 ＮＳＤ 环境下，ＣＳＳＬ３９ 抽穗期为 １２２ ｄ，９３１１ 抽穗

期为 １１４ ｄ，比 ９３１１ 延迟抽穗 ８ ｄ（图 ３ａ、ｂ）。
ＣＳＳＬ３９ 中的 ７ 个导入片段在 ７ 号染色体的

ＩｎＤｅｌ ７⁃１３标记附近检测到 ＱＴＬ，命名为 ｑＨｄ７􀆰 ２，其
贡献率在 ＮＬＤ 条件下高达 ２７􀆰 ２％ ，是一个主效

ＱＴＬ。 比较所在染色体上的物理位置，发现有已克

隆基因 ＯｓＰＲＲ３７ 位于导入片段区间。 在 ＩｎＤｅｌ ７⁃１３
附近区间设计 ４ 对引物（表 ４），扩增 ＯｓＰＲＲ３７ 基因

并进行测序比对，发现 ９３１１ 与 ＣＳＳＬ３９ 基因编码区

有 １０ 个碱基的替换与 １ 个 ８ ｂｐ 的 ＩｎＤｅｌ，栽培稻

９３１１ 中 ８ ｂｐ 的缺失造成 ＯｓＰＲＲ３７ 的翻译提前终

止［２５⁃２６］，基因丧失功能，使得 ９３１１ 抽穗提前；推测

ｑＨｄ７􀆰 １ 即是 ＯｓＰＲＲ３７ 的等位基因。

ａ：ＮＬＤ 条件下的 ＣＳＳＬ３９、９３１１ 以及 Ｆ１ 植株，照片拍摄于 ９３１１ 抽穗后 ２０ ｄ；
ｂ：两环境下 ＣＳＳＬ３９ 与 ９３１１ 抽穗期比较；ｃ：ＣＳＳＬ３９ 基因型图示

ａ：Ｔｈｅ ｄｅｌａｙｅｄ ｈｅａｄｉｎｇ ｄａｔｅ ｏｆ ＣＳＳＬ３９． Ｐｈｏｔｏｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｕｎｄｅｒ ＮＬＤ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｉｎ Ｂｅｉｊｉｎｇ ａｔ ２０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ９３１１，
ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｄｉｎｇ ｄａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＳＳＬ３９ ａｎｄ ９３１１． Ｔｗｏ⁃ｔａｉｌｅｄ ｔ⁃ｔｅｓｔ ｗａｓ ｄｅｐｌｏｙｅｄ，

ｃ：Ｇｒａｐｈｉｃａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ＣＳＳＬ３９

图 ３　 置换系 ＣＳＳＬ３９ 的抽穗期表型与基因型鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｈｅａｄｉｎｇ ｄａｔｅ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ＣＳＳＬ３９
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表 ４　 对亲本中 ｑＨｄ７􀆰 ２ 基因进行测序所用的引物

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｑＨｄ７􀆰 ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｗｏ ｐａｒｅｎｔｓ

编号

Ｎｏ．

前引物序列（５′⁃３′）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

（５′⁃３′）

后引物序列（５′⁃３′）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

（５′⁃３′）

ｑＨｄ７􀆰 ２⁃１ ｇｇｔｔａｇｃｔｇｃｔｇｃｔｇｔｔｇｇｔ ｃｃａｔａａｔｃｔｇｃａｃｃｃｃｔｔｔｔ

ｑＨｄ７􀆰 ２⁃２ ｇｇｇａａｇｔｔｃｔｔｔｃｃｃｃｔｔｇｇ ｃａｇｔｇａｃａｔｇｇｔｇａａｃｔｃｔｔｃｃ

ｑＨｄ７􀆰 ２⁃３ ｇｔｔｃａｇｔｇａｃａｔｇｇｃｃｇａｔａ ｃｇａｇｇｇｔｇｔｔｇｔａｃｇａｇｇｔｔ

ｑＨｄ７􀆰 ２⁃４ ｔｃｔｃｔｃｇｇｃａｔｔｔａｃｇａｇｇｔ ｇａｔｇｃａｔｇｇｇａｔｇｔｔｇｔｔｇａ

２􀆰 ３　 紫色性状的基因定位与遗传分析

选取置换系 ＣＳＳＬ５２ 株系，进行紫色性状 ＱＴＬ 及

基因的鉴定分析。 ＣＳＳＬ５２ 中只有 １ 个野生稻置换片

段，位于 ６ 号染色体 ＲＭ３１４ 附近（图 ４ｅ），为单片段置

换系或近等基因系。 表型调查发现，ＣＳＳＬ５２ 在幼苗

期就可以观察到叶鞘呈紫红色（图 ４ｄ），随着植株生

长颜色加深，抽穗后颜色开始变淡；在抽穗时期，刚抽

出的穗部没有紫红色性状，抽穗约 １ ～ ２ ｄ 后开始在

稃尖、芒的尖部和柱头部位上呈现紫红色性状（图
４ｃ），颜色会随着生长时间而逐渐加深变成紫色，最后

成熟期稃尖颜色会变淡，而芒的颜色会逐渐消失。
ＣＳＳＬ５２ 的叶鞘、柱头、稃尖和芒的颜色表型，与野生

稻基本相同（图 ４ａ，ｂ）。

ａ ～ ｃ：９３１１、野生稻、ＣＳＳＬ５２ 的柱头以及稃尖颜色；ｄ：９３１１、ＣＳＳＬ５２ 叶鞘颜色比较；
ｅ：ＣＳＳＬ５２ 的基因型，唯一的来自野生稻的导入片段位于 ６ 号染色体的 ＲＭ３１４ 附近（红星标注）

ａ⁃ｃ：Ｔｈｅ ｓｔｉｇｍａ ａｎｄ ａｐｉｃｕｌｕｓ ｃｏｌｏｒｓ ｏｆ ９３１１，ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ａｎｄ ＣＳＳＬ５２，ｄ：Ｔｈｅ ｌｅａｆ ｓｈｅａｔｈ ｃｏｌｏｒ ｏｆ ＣＳＳＬ５２ ａｎｄ ９３１１，
ｅ：Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ＣＳＳＬ５２，ｔｈｅ ｏｎｌｙ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｄ ｓｔａｒ

图 ４　 ＣＳＳＬ５２ 颜色表型与基因型

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ＣＳＳＬ５２

　 　 为了鉴定紫色性状是否为单基因控制性状，将
ＣＳＳＬ５２ 与 ９３１１ 回交，调查发现，ＣＳＳＬ５２ ／ ９３１１ Ｆ１植

株幼苗期叶鞘、成年植株柱头、稃尖和芒均有紫色性

状；随后构建了 ＣＳＳＬ５２ ／ ９３１１ Ｆ２分离群体。 在三亚

的 ４５２ 个 Ｆ２单株中，共有 ３４７ 个单株具有紫色叶鞘、
紫色柱头、紫色稃尖和紫色芒性状，有 １０５ 个单株具

有无色性状，未发现有紫色叶鞘、紫色柱头、紫色芒

和紫色稃尖中 １ 个、２ 个或 ３ 个部位是紫色性状的
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重组单株；紫色性状的分离比符合 ３ ∶ １。 在北京的

ＣＳＳＬ５２ ／ ９３１１ Ｆ２群体 １５１２ 个单株中，共有 １１４５ 个

单株具有紫色性状，有 ３６７ 个单株具有无色性状，４

个紫色性状呈共显性，也未发现有表型重组单株，分
离比符合 ３∶ １（表 ５）。 结果表明，ＣＳＳＬ５２ 紫色性状

受一对显性基因控制。

表 ５　 两个紫色性状 Ｆ２群体的分离情况

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｐｕｒｐｌｅｔｒａｉｔ

群体

Ｐｏｐｌｕｌａｔｉｏｎ
总数

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｚｅ
紫色性状

Ｐｕｒｐｌｅ ｔｒａｉｔ
无色性状

Ｗｈｉｔｅ（ｏｒ ｎｏ ｃｏｌｏｒ） ｔｒａｉｔ
期望比值

Ｅｘｐｅｃｔ ｒａｔｉｏ
χ２ χ２０􀆰 ０５

Ｆ２三亚 ４５２ ３４７ １０５ ３∶ １ ０􀆰 ７５５ ３􀆰 ８４

Ｆ２北京 １５１２ １１４５ ３６７ ３∶ １ ０􀆰 ４２７ ３􀆰 ８４

　 　 随后，在 ＲＭ３１４ 附近区段，新筛选了在 ＣＳＳＬ５２
与 ９３１１ 间具有多态性的 ８ 个 ＳＳＲ 标记和 ２ 个 ＩｎＤｅｌ
标记（表 ６）。 采用了隐性群体分析法［２７］。 对 Ｆ２分离

群体中 ４７２ 株隐性植株进行基因型鉴定，根据重组单

株的个数以及连锁标记的物理位置，最后将目标基因

定位在两个标记 ＲＭ１９５５２ 和 ＲＭ１９５６１ 之间，物理距

离约为 １３１􀆰 １ ｋｂ。 利用 Ｒｉｃｅ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｕｔｏｍａｔｅｄ Ａｎ⁃
ｎｏｔａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｉｃｅ． ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ． ｍｓｕ． ｅｄｕ ／
ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｇｂｒｏｗｓｅ ／ ｒｉｃｅ ／ ） 网站在 １３１􀆰 １ ｋｂ 区间内找到

１７ 个开放阅读框架 （ＯＲＦ）。 其中，ＯＲＦ１４ （ ＬＯＣ ＿
Ｏｓ０６ｇ１０３５０）与前人报道的水稻控制颖尖颜色的 Ｃ１
基因序列一致［２８⁃３１］；而目前很多对水稻紫色性状的基

因定位区间均包含 ＯＲＦ１４ 位点；对 ＯＲＦ１４ 基因进行

测序发现，与 ＣＳＳＬ５２ 相比，９３１１ 中该基因在第 ３ 个

外显子 ７９５ 位缺失了 １０ ｂｐ，导致翻译提前终止，其他

序列均相同。 由此推断 ９３１１ 中该基因由于外显子处

１０ ｂｐ 的缺失使控制紫色性状的基因功能缺失，
ＯＲＦ１４ 基因就是野生稻中控制紫色性状的基因 ＯｒＣ。

表 ６　 ＯｒＣ 基因精细定位所用引物

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｆｏｒ ｆｉｎｅ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ＯｒＣ ｇｅｎｅ

标记

Ｍａｒｋｅｒ
正向引物（５′⁃３′）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

反向引物（５′⁃３′）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

产物大小

（ｂｐ）Ｓｉｚｅ

ＲＭ３１４ ＣＴＡＧＣＡＧＧＡＡＣＴＣＣＴＴＴＣＡＧＧ ＡＡＣＡＴＴＣＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧＣ １０８ ～ １１８

ＲＭ１９５５２ ＴＧＣＴＧＣＣＡＣＡＴＧＴＴＴＧＴＣＡＴＧＧ ＡＡＧＡＡＡＧＧＧＡＴＡＧＴＴＧＣＧＧＡＧＴＧＧ ２００

ＲＭ５７５４ ＧＣＣＣＡＴＧＴＴＧＧＴＡＧＴＴＴＧＡＴＴＣＣ ＧＴＧＣＧＴＣＴＴＴＧＡＣＡＣＡＣＡＡＴＧＧ １８７

ＲＭ１９５５５ ＧＧＣＡＣＴＡＴＡＴＧＴＴＧＡＴＣＧＣＴＡＧＴＧＧ ＡＴＧＧＴＣＣＴＴＴＧＣＡＧＧＧＡＴＴＡＣＧ ２９６

ＲＭ１９５６１ ＡＧＧＡＡＴＣＡＣＡＴＣＣＡＣＣＣＡＴＧＴＣＣ ＧＴＣＡＧＧＣＡＣＧＧＣＴＣＧＡＡＧＴＡＧＧ １１６

ＲＭ１９５６９ ＴＡＴＡＡＧＧＧＴＴＧＧＧＡＡＣＴＴＧＴＣＣ ＣＡＡＧＣＣＣＡＴＴＡＴＧＡＧＴＴＡＧＡＧＧ ３４６

ＲＭ１９５７０ ＣＣＣＡＧＡＴＡＴＴＣＴＧＴＧＴＧＡＴＣＡＴＧＡＧＧ ＧＡＧＴＧＡＡＴＧＴＧＡＧＣＣＧＴＣＴＡＴＴＧＧ ２６１

ＲＭ２５３ ＣＣＡＴＣＴＣＴＧＣＣＴＣＴＧＡＣＴＣＡＣＣ ＴＣＣＴＴＣＡＡＴＧＧＴＣＧＴＡＴＣＴＴＣＴＣＣ １９５

ＩｎＤｅｌ⁃１３ ＴＣＴＡＡＣＣＡＡＡＡＡＧＴＡＴＴＴＣＣＡＡ ＴＣＴＡＣＴＣＣＡＴＣＧＴＴＴＴＣＣＧＴＧＴ ２３９

ＩｎＤｅｌ⁃１４ ＡＴＧＧＴＧＣＣＧＴＣＴＣＣＴＣ ＡＡＴＧＴＧＡＧＣＣＧＴＣＴＡＴ ２９６

３　 讨论

染色体片段置换系作为永久性的遗传群体在当

前植物育种中广泛应用。 其特点是极大地消除了遗

传噪音，且稳定不会分离，可进行多年多点的重复试

验。 由于每个置换系只有一个或者几个置换片段与

受体亲本不同，在初级定位基础上，利用含有目标

ＱＴＬ 的置换系与背景亲本杂交，构建次级 Ｆ２ 群体，
可使目标 ＱＴＬ 定位在更小的染色体区段内，进一步

对该 ＱＴＬ 进行基因克隆。 而整套置换系又可以覆

盖供体亲本的整个基因组，可以作为基因组学研究

的有利工具。 目前，国内外利用置换系群体已经定

位和发现了很多新的野生稻重要农艺性状的 ＱＴＬ。
本研究以一套 ９３１１ 为遗传背景的普通野生稻染色

体片段置换系群体为研究材料，与国内外其他野生

稻染色体片段置换系相比，所用置换系的特点是分

子标记密度大，其置换片段覆盖整个野生稻染色体

基因组。 但是每个置换系仍然含有多个导入片段，
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需要进一步的回交优化，直至每个置换系为单片段

的近等基因系。
抽穗期是水稻重要的农艺性状。 与 ９３１１ 相比，

普通野生稻在长日照条件下不抽穗。 鉴定野生稻中

对光周期敏感的 ＱＴＬ 或基因，有助于深入了解光周

期基因的调控机制，也可以为水稻品种抽穗期的改

良、起源驯化研究提供基因资源。 前人已做了大量

的水稻抽穗期 ＱＴＬ 的定位研究，大部分主效 ＱＴＬ 已

经被克隆并进行了功能验证，这就对进一步的 ＱＴＬ
定位加大了难度。 利用置换系群体 ２ 年 ３ 点的抽穗

期调查数据，定位到了 １１ 个与抽穗期相关的 ＱＴＬ，
其中在 ＮＬＤ 与 ＮＳＤ 两环境下都能检测到的 ＱＴＬ 有

６ 个，全部具有加性效应即延迟抽穗。 来源于野生

稻的大部分光周期等位基因都有在长日照条件下延

迟抽穗的功能，但是，仍有部分 ＱＴＬ 在短日照条件

下有提前抽穗的功能，表明野生稻中仍然存在提前

抽穗的基因。
选择进行抽穗期基因鉴定的两个置换系中，

ＣＳＳＬ１２９ 在 ＮＬＤ 条件下不能抽穗，ＣＳＳＬ３９ 在 ＮＬＤ
条件下比 ９３１１ 延迟抽穗 ２３ ｄ，差异极为显著。
ＣＳＳＬ１２９ 中 ４ 个置换片段， 位于 ６ 号染色体的

ＩｎＤｅｌ ６⁃４ 附近检测到抽穗期 ＱＴＬ，与已克隆基因

Ｈｄ１ 基因的位置相同［２２］，测序分析发现即 ｑＨｄ６􀆰 １
是 Ｈｄ１ 的等位基因。 ＣＳＳＬ３９ 中有 ７ 个置换片段，在
ＩｎＤｅｌ ７⁃１３ 标记处检测到的 ＱＴＬ 命名为 ｑＨｄ７􀆰 ２，基
因测 序 分 析 发 现 ｑＨｄ７􀆰 ２ 是 光 周 期 敏 感 基 因

ＯｓＰＲＲ３７ 的等位基因。 虽然抽穗期主效 ＱＴＬ 位点

没有发现新的位点，但说明了本研究中所定位到的

ＱＴＬ 可信度高，且具有较好的重复性，即利用染色体

片段置换系能准确地对各种性状进行定位和检测，
而且野生稻中的遗传信息具有很好的利用价值。 下

一步的研究需要对一些微效 ＱＴＬ 进行分析以期找

到新的抽穗期 ＱＴＬ。
利用置换系 ＣＳＳＬ５２ 与 ９３１１ 的 Ｆ２分离群体，定

位到一个与紫色性状相关的基因 ＯｒＣ，遗传分析结

果显示紫色稃尖、紫色柱头、紫色芒和紫色叶鞘表型

呈共显性，受一对显性基因控制，该基因可能呈现一

因多效性。 已有研究利用不同的群体，都将控制紫

色稃尖和叶鞘的基因定位在 ＬＯＣ＿Ｏｓ０６ｇ１０３５０ 附近

区 域［２８⁃３０］。 Ｓ􀆰 Ｓ􀆰 Ｚｈａｏ 等［３１］ 也 定 位 到 ＬＯＣ ＿
Ｏｓ０６ｇ１０３５０，克隆了来自栽培稻丽江新团黑谷的

ＯｓＣ 基因，但通过转基因发现，转 ＯｓＣ 基因的日本晴

植株产生了红色稃尖但柱头的颜色仍为无色。 本研

究在定位野生稻来源 ＯｒＣ 的过程中，通过近等基因

系 ＣＳＳＬ５２ 及 Ｆ２分离群体中显性植株的表型，发现

该基因与叶鞘、稃尖、柱头以及芒的颜色共分离，这
有可能是来自野生稻的等位基因行使着不同的功

能，同时控制这些组织器官的颜色；也可能是分别由

不同基因控制，但紧密连锁而无法区分。 因此，下一

步将开展 ＯｒＣ 基因功能的验证以及紫色性状的分

子调控机理研究，并探讨紫色性状基因的起源驯化

途径。
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