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　 　 摘要：利用以栽培稻 ９３１１ 为受体、普通野生稻为供体的染色体单片段置换系 ＣＳＳＬ１８２，检测到一个与粒宽相关的 ＱＴＬ。
ＣＳＳＬ１８２ 与受体亲本 ９３１１ 粒型性状差异显著，且只在 ８ 号染色体有一个野生稻导入片段。 构建 ＣＳＳＬ１８２ ／ ９３１１ 的 Ｆ２次级分离

群体，将粒宽 ＱＴＬ 初定位在 ８ 号染色体的标记 ＲＭ４４７ 和 ＲＭ２６４ 之间，贡献率达 ２２ ４９％ ，将该 ＱＴＬ 命名为 ｑＧＷ８． １。 随后进

一步设计区间内多态性分子标记引物，检测 Ｆ２ 群体的 ２０００ 株分离个体以及 Ｆ２∶ ３ 群体交换单株，结合后代表型验证，最终将

ｑＧＷ８． １ 精细定位到 ８ 号染色体 １０ ｋｂ 区间内。 该区间内含有 ３ 个候选基因，基因测序发现这 ３ 个基因在双亲之间均含有丰

富的变异。 对双亲子粒颖壳细胞电镜扫描观察发现，ＣＳＳＬ１８２ 的颖壳细胞宽度比 ９３１１ 减少 １６ ７％ 。 这一结果表明 ｑＧＷ８． １
中来自野生稻的等位基因通过改变颖壳细胞形状影响粒型。
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植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １９ 卷

水稻粒型（粒长、粒宽和长宽比）是衡量稻米外

观品质的重要指标之一，同时也是影响水稻千粒重

等产量性状的重要因素［１］。 发掘新的控制水稻粒

型性状的基因资源，准确鉴定和定位水稻粒型 ＱＴＬ，
是当前水稻遗传学家和水稻育种家共同关注的

焦点［２⁃４］。
普通野生稻是栽培稻的祖先种，其基因组内蕴

藏着许多栽培稻在驯化过程中丢失或者削弱了的优

异基因，是水稻育种的天然基因库。 但普通野生稻

遗传异质性高，与栽培稻杂交后，具有较高的几率出

现不利基因间的互作，用传统的表型鉴定方法难以

对其准确鉴定［５］。 染色体片段置换系群体能够消

除遗传背景在基因定位过程中的影响，为进一步定

位和研究普通野生稻中优异基因创造了条件［６⁃８］。
虽然野生稻的整体农艺性状劣于栽培稻，但研究发

现野生稻中仍然存在大量与产量性状相关的优异基

因［９］，同时，发掘野生稻中影响水稻粒型的新等位

基因，对开展水稻粒型分子生物学研究和分子育种

均具有重要意义。
在水稻粒宽基因研究方面，ＧＷ２ 是第 １ 个被克

隆的粒宽相关基因，由 Ｘ． Ｊ． Ｓｏｎｇ 等［１０］ 通过窄粒品

种 ＦＡＺ⁃１ 和宽粒品种 ＷＹ３ 构建定位群体，精细定

位到 ２ 号染色体 ８ ２ ｋｂ 的区间；在这区间内只有 １
个候选基因，功能验证发现一个点突变导致 ＷＹ３ 的

等位基因转录过程提前终止，导致功能基因失活，使
颖壳细胞数目增加，最终使得子粒变宽。 Ｙ． Ｌｉ
等［１１］克隆了位于第 ５ 染色体短臂上控制粒型和产

量的 ＱＴＬ ＧＳ５；ＧＳ５ 编码丝氨酸羧肽酶，通过控制粒

宽、灌浆和粒重来调节子粒大小。 Ｘ． Ｗａｎ 等［１２］ 通

过 ＩＲ２４（长粒）和 Ａｓｏｍｉｎｏｒｉ（宽粒）构建的 ＣＳＳＬ 群

体，将 ＧＷ５ 基因定位到区间为 ４９ ７ ｋｂ 的片段内；
经过对 ２ 个亲本的序列对比，发现亲本 Ａｓｏｍｉｎｏｒｉ 在
ＧＷ５ 位点上有一个长约 １ ２ ｋｂ 的片段缺失，蛋白质

互作实验发现 ＧＷ５ 参与泛素酶降解途径，调控水稻

子粒的细胞分化过程［１３］。 ＧＷ８ 编码一个 ＳＢＰ 结构

域的转录因子，通过抑制 ＧＷ７ 基因的表达调节水稻

子粒的粒宽，提高水稻的粒重及产量［１４⁃１５］。 水稻粒

宽 ＱＴＬ 的定位与克隆也为水稻分子标记辅助选择

及分子设计育种奠定了良好的理论基础，Ｓ． Ｋ． Ｗａｎｇ
等［１４］将克隆到的 ８ 号染色体上粒宽相关的基因 ＧＷ８
与基因 ＧＳ３ 相聚合，成功培育出新品种 Ｈｕａｂｉａｏ１。

本研究利用以普通野生稻为供体栽培稻 ９３１１
为受体构建的染色体片段置换系，挑选出粒型性状

与其他置换系以及亲本 ９３１１ 差异显著的一个单片

段置换系 ＣＳＳＬ１８２ 为研究材料，通过与受体亲本回

交建立次级分离群体，进行表型性状与基因型的关

联分析，将一个来自于野生稻的粒宽相关 ＱＴＬ⁃
ｑＧＷ８ １ 定位在 ８ 号染色体的 １０ ｋｂ 区间内，并对候

选基因进行预测，对亲本进行细胞学观察，为之后粒

宽基因克隆与功能验证工作奠定基础。

１　 材料与方法

１ １　 材料

本实验室以普通野生稻为供体亲本，测序栽培

稻品种 ９３１１ 为轮回亲本，通过与轮回亲本的多代回

交，结合分子标记辅助选择技术，构建出覆盖野生稻

全染色体基因组的 ２００ 个染色体片段置换系。 通过

对整套置换系群体的粒型性状检测，挑选出粒型和

粒重表型与受体亲本 ９３１１ 差异显著的单片段置换

系 ＣＳＳＬ１８２ 进行粒型相关 ＱＴＬ 的鉴定。 ＣＳＳＬ１８２
只含有 １ 个来自于野生稻的导入片段，如图 １ 所示。
将 ＣＳＳＬ１８２ 与轮回亲本 ９３１１ 杂交，获得 Ｆ１种子，在
三亚（２０１６ 年 ３００ 株）、昌平（２０１６ 年 １５００ 株）和南

京（２０１６ 年 １５００ 株）３ 个地点分别种植 Ｆ２ 分离群

体，并选择置换片段内的交换单株在南京种植 Ｆ３株

系，用于 ＱＴＬ 的精细定位。

图 １　 染色体片段置换系 ＣＳＳＬ１８２ 基因型图示

Ｆｉｇ １　 Ｇｒａｐｈｉｃａｌ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ＣＳＳＬ１８２

１ ２　 方法

１ ２ １　 田间种植　 ２０１５ 年 １２ 月在三亚种植 ３００ 株

ＣＳＳＬ１８２ ／ ９３１１ 的 Ｆ２分离群体作为初定位群体。 ２０１６
年 ４ 月在北京昌平种植 １５００ 株 ＣＳＳＬ１８２ ／ ９３１１ 的 Ｆ２

群体、２０１６ 年 ５ 月在南京种植 １５００ 株 ＣＳＳＬ１８２ ／
９３１１ 的 Ｆ２群体作为精细定位群体（表 １）。 经考种，
从三亚种植的 Ｆ２群体中挑选出粒型和粒重之间差

异较大，且根据初定位结果在目标区间内存在基因

型差异，其他区间的基因型为父本或母本的纯合基

因型的 ５０ 株单株，取其种子在南京每份材料种植 ４
行，建立 Ｆ２∶ ３群体。

６３１



　 １ 期 孙　 妍等：基于染色体片段置换系的野生稻粒宽 ＱＴＬ⁃ｑＧＷ８． １ 的精细定位

表 １　 试验材料种植地点信息列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｓｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ

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 ２０１６ 年 ４⁃１０ 月 ２０１６ 年 ４ 月 ２８ 日 ２０１６ 年 ６ 月 ２ 日

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

Ｅ３ 海南三亚 １８ １５°Ｎ， １０９ ３°Ｅ ２０１５ 年 １２ 月⁃２０１６ 年 ５ 月 ２０１５ 年 １２ 月 ５ 日 ２０１６ 年 １ 月 ５ 日

　 　 春季材料播种后 ３０ ｄ 插秧，夏季材料播种后 ２５
ｄ 插秧。 种植规格是：行距 １６ ｃｍ × ２６ ｃｍ，每行 １０
株。 田间管理为普通大田管理。
１ ２ ２　 性状调查 　 选取到达成熟期的水稻种子

（抽穗后 ４０ ｄ），每株材料选取主穗收取 ６００ ～ ８００
粒种子，烘干箱内烘干后进行子粒性状调查。 调查

采用 ＳＣ⁃Ｇ 型万深自动考种及千粒重测量仪，进行

水稻子粒的粒长、粒宽和千粒重表型的测量。 每份

材料进行 ２ 次重复，每次测量 １５０ ～ ２００ 粒种子。
１ ２ ３　 颖壳细胞观察　 参照 Ｋ． Ｋｉｔａｇａｗａ 等［１６］的方

法，取 ＣＳＳＬ１８２ 和 ９３１１ 见穗当天的颖花，去掉内颖，
将外颖分为两半，取中部约 ５ ｍｍ 长度的外颖置于

固定液中，固定时间 ２４ ｈ 以上，然后转入 ９５％ 的乙

醇当中过夜。 经过乙醇逐级脱水、中间液代换、ＣＯ２

临界点干燥、粘贴、离子溅射仪上对金属台喷金、镀
膜，然后使用 Ｈｉｔａｃｈｉ Ｓ⁃４８００ 扫描电镜观察颖壳内、
外表皮并拍照，观察计算细胞长度和宽度。 ＦＡＡ 固

定液配方是：８９％乙醇、６％冰乙酸、５％甲醛。
１ ２ ４　 引物设计　 本试验共使用 ２ 种分子遗传标

记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，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 软件进行标记引物设计，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，确保设计引物的准确性。 挑选出的引物全部在

两亲本间进行多态性鉴定，选择多态性良好的引物

作为标记引物（表 ２）。

表 ２　 试验所用引物序列信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

标记名称

Ｍａｒｋｅｒ ｎａｍｅ
标记类型

Ｍａｒｋｅｒ ｔｙｐｅ
片段大小（ｂｐ）
Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ

正向引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ
反向引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ＲＭ１４９ ＳＳＲ ３５３ ＡＡＣＧＡＴＧＡＣＡＡＣＣＴＴＡＣＣＧＡＴＧＣ ＴＣＴＣＣＡＧＡＣＧＣＣＴＡＴＡＣＡＡＧＡＴＧＣ

ＩｎＤｅｌ ８⁃１１ ＩｎＤｅｌ １８８ ＡＡＣＣＡＴＧＡＡＴＧＡＡＴＣＣＣＴＧＡ ＴＧＣＡＡＣＴＧＡＣＡＴＣＣＴＧＣＡＡＴ

ＲＭ４１９ ＳＳＲ ２７７ ＧＡＧＡＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＡＣＧ ＧＣＴＴＧＡＡＡＣＡＧＣＡＴＧＴＣＡＡＴＧＧ

ＲＭ４４７ ＳＳＲ ３１８ ＧＴＴＡＴＴＣＣＧＴＴＧＣＡＡＣＡＣＡＣＧ ＣＣＡＣＧＧＧＡＧＴＧＴＡＡＴＡＴＡＧＧＡＡＴＡＧＧ

ＲＭ２６４Ｒ ＳＳＲ １２１ ＧＴＴＧＣＧＴＣＣＴＡＣＴＧＣＴＡＣＴＴＣ ＧＡＴＣＣＧＴＧＴＣＧＡＴＧＡＴＴＡＧＣ

ＩｎＤｅｌ ８⁃１２ ＩｎＤｅｌ １７８ ＴＧＡＡＴＴＧＡＡＣＣＴＣＣＧＴＣＣＴＣ ＡＧＡＡＣＴＧＣＡＣＣＡＣＧＡＡＧＣＴＣ

ＲＭ２２８１４ ＳＳＲ １７６ ＧＣＡＧＧＣＧＡＧＧＴＧＧＴＴＡＧＡＴＴＧＣ ＡＴＣＴＴＣＧＡＣＡＧＣＧＧＣＴＧＧＡＡＣＣ

ＲＭ２２８６９ ＳＳＲ １５８ ＣＴＴＣＴＴＧＧＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＧＡＧＴＡＧＣ ＧＣＡＡＣＡＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＴＧＣ

ＲＭ２２８９１ ＳＳＲ １６０ ＧＴＡＧＡＧＣＡＡＧＴＴＴＧＧＣＴＣＣＴＴＧＧ ＣＡＣＴＧＣＡＣＡＣＴＧＣＣＡＡＣＴＴＡＴＣＣ

ＲＭ２３０３５ ＳＳＲ １８１ ＴＴＡＡＡＧＣＴＡＧＣＣＧＴＡＧＴＡＣＴＣＴＣＡＣＣ ＧＧＡＴＧＧＣＡＴＧＣＡＴＧＴＡＡＴＡＴＧＧ

ＲＭ２３０７８ ＳＳＲ １９６ ＣＡＣＡＡＴＴＧＡＴＡＧＧＣＴＧＡＴＣＴＧＧ ＴＴＡＧＡＡＧＣＴＣＴＧＴＴＴＧＧＴＣＡＧＣ

ＲＭ２２８４６ ＳＳＲ １４４ ＧＧＣＴＡＡＡＧＣＣＴＣＡＧＡＧＣＣＡＡＣＣ ＡＴＴＴＣＧＴＴＣＧＴＴＣＧＴＴＣＧＴＴＣＧ

ＳＬ８ ３ ＩｎＤｅｌ １９０ ＡＴＣＴＣＧＣＴＧＣＣＡＧＡＣＴＴＡ ＴＴＣＴＡＣＣＧＡＣＡＣＣＣＴＣＡＴ

ＳＬ８ ２ ＩｎＤｅｌ １９５ ＴＴＧＧＣＡＴＣＧＧＡＧＴＡＴＣＧＣ ＡＡＡＣＧＣＴＣＡＣＣＣＡＡＡＣＣＣ

ＲＭ２２８６７ ＳＳＲ １６４ ＴＣＡＧＡＴＡＧＣＡＣＴＣＣＣＡＴＣＴＣＡＣＣ ＡＧＣＣＴＡＧＧＧＴＴＴＡＣＣＡＧＧＴＴＴＧＧ

ＳＬ８ １ ＩｎＤｅｌ １６５ ＡＧＴＴＴＡＧＧＣＴＴＴＧＧＡＴＴＧ ＣＴＴＧＴＣＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＣＣＣＴ

ＲＭ２２８６９ ＳＳＲ １５８ ＣＴＴＣＴＴＧＧＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＧＡＧＴＡＧＣ ＧＣＡＡＣＡＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＴＧＣ
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植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １９ 卷

１ ２ ５　 ＱＴＬ 分析和候选基因的预测　 通过 ＱＴＬ 分

析软件 ＱＴＬ ＩｃｉＭａｐｐｉｎｇ ［１７⁃１８］对染色体置换系的 Ｆ２

分离群体以及 Ｆ２∶ ３群体的基因型和表型数据进行处

理，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［１９］。

２　 结果与分析

２ １　 ＣＳＳＬ１８２ 粒型相关性状鉴定

本试验通过对整套 ２００ 份置换系材料的性状调

查分析，选取置换系 ＣＳＳＬ１８２ 为试验起始材料进行

水稻粒型与粒重性状 ＱＴＬ 研究。 通过对置换系材

料 ２０１３ － ２０１５ 年 ３ 年的调查结果发现，ＣＳＳＬ１８２ 水

稻子粒粒型和粒重与置换系轮回亲本 ９３１１ 相比差

异较大。 ３ 年调查的 ＣＳＳＬ１８２ 与 ９３１１ 表型均值结

果如下：ＣＳＳＬ１８２ 的粒长为 ９ ６４ ± ０ ２４ ｍｍ，亲本

９３１１ 的粒长为 ９ ７５ ± ０ ２８ ｍｍ；ＣＳＳＬ１８２ 的粒宽为

２ ６５ ± ０ １１ ｍｍ，亲本 ９３１１ 的粒宽为 ２ ８３ ± ０ ２３
ｍｍ；ＣＳＳＬ１８２ 的粒重为 ２７ ９３ ± ０ ８９ ｇ，亲本 ９３１１
的粒重为 ３２ ０８ ± １ ８７ ｇ。 差异均达到显著水平，其
中粒宽与粒重差异极显著，适合粒宽与粒重相关

ＱＴＬ 的定位。
在南京与昌平两地种植的 Ｆ２群体较大，分别对

这两个群体进行表型测定，发现在这两个群体中，水
稻粒宽性状均为连续正态分布，并做 Ｑ⁃Ｑ 图进行验

证，其指数都分布在一条直线上（图 ２），表明粒宽性

状是受多基因调控的数量性状。

图 ２　 昌平、南京 ＣＳＳＬ１８２ ／ ９３１１ Ｆ２群体粒宽表型正态分布图以及正态 Ｑ⁃Ｑ 图

Ｆｉｇ ２　 Ｎｏｒｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑ⁃Ｑ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｇｒａｉｎ ｗｉｄｔｈ ｏｆ ＣＳＳＬ１８２ ／ ９３１１ Ｆ２

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｎａｎｊｉｎｇ ａｎｄ Ｃｈａｎｇｐｉｎｇ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ
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　 １ 期 孙　 妍等：基于染色体片段置换系的野生稻粒宽 ＱＴＬ⁃ｑＧＷ８． １ 的精细定位

２ ２　 粒宽 ＱＴＬ 初定位

将 ＣＳＳＬ１８２ 与 ９３１１ 进行杂交获得 Ｆ１，经过 Ｆ１

植株的自交所得种子在海南三亚种植，得到的 ３００
株 Ｆ２次级分离群体，作为 ＣＳＳＬ１８２ 置换系的初定位

群体。 对 ３００ 株 Ｆ２ 植株进行粒型和粒重数据的测

量，使用导入片段区间的分子标记引物 ＲＭ１４９、
Ｉｎｄｅｌ８⁃１１、ＲＭ４１９、ＲＭ２６４、ＲＭ４４７、Ｉｎｄｅｌ８⁃１２ 作为初

定位标记引物，通过 ＱＴＬ ＩｃｉＭａｐｐｉｎｇ 分析软件，定位

到 １ 个粒宽相关的 ＱＴＬ，在 ８ 号染色体的标记

ＲＭ４４７ 和 ＲＭ２６４ 之间，片段长度为 １３７６ ｋｂ，该 ＱＴＬ
的 ＬＯＤ 值为 １０ １４，贡献率为 ２２ ４９％ ，将其命名为

ｑＧＷ８． １。
ＮＣＢＩ 数据库中查找发现，水稻 ８ 号染色体的标

记 ＲＭ４４７ 和 ＲＭ２６４ 区间附近有 １ 个已克隆的粒宽

相关的基因 ＧＷ８［１４］，位于 ８ 号染色体物理位置

２６５０１１６７ ～ ２６５０６２１８ ｂｐ 之间，能够调控水稻粒宽性

状。 为了排除该基因在置换系中的影响，在美国基

因组研究所的水稻基因组注释计划网站（ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｒｉｃｅ． ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ． ｍｓｕ． ｅｄｕ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｇｂｒｏｗｓｅ ／ ｒｉｃｅ ／ ＃
ｓｅａｒｃｈ） 找到该基因序列并设计引物，在两亲本

ＣＳＳＬ１８２ 和 ９３１１ 中扩增该基因并进行测序，发现双

亲间该基因序列完全一致，表明 ｑＧＷ． ８． １ 并非已克

隆的 ＧＷ８ 基因。 因此，扩大 ＣＳＳＬ１８２ ／ ９３１１ Ｆ２ 群体

进行粒宽 ＱＴＬ⁃ｑＧＷ８． １ 的精细定位。
２ ３　 粒宽 ＱＴＬ⁃ｑＧＷ８． １ 精细定位

经初定位将 ｑＧＷ８． １ 定位于 ８ 号染色体标记

ＲＭ４４７ 和 ＲＭ２６４ 之间。 为了验证初定位结果，在
定位区间附近设计 ４ 个分子标记引物，分别为

ＲＭ１４９、Ｉｎｄｅｌ８⁃１１、ＲＭ４１９、 Ｉｎｄｅｌ８⁃１２，将 １５００ 株南

京 Ｆ２群体材料和 １５００ 株昌平 Ｆ２ 群体进行定位分

析。 通过将基因型和表型数据的结合发现，在南京

和昌平均在 ＲＭ４４７ 和 ＲＭ２６４ 之间发现粒宽相关的

ＱＴＬ，表现为减性效应。 根据结果，从这两个 Ｆ２分离

群体中筛选交换单株。 经筛选，从昌平 Ｆ２分离群体

中筛选出 ５１８ 株交换单株，从南京 Ｆ２分离群体中筛

选出 ３６１ 株交换单株。
分别以筛选得到的 ５１８ 株昌平 Ｆ２ 交换单株和

３６１ 株南京 Ｆ２ 交换单株为定位群体，在 ＲＭ４４７ ～
ＲＭ２６４ 区 间 内 设 计 ５ 个 ＳＳＲ 分 子 标 记 引 物

ＲＭ２２８１４、ＲＭ２２８６９、ＲＭ２２８９１、ＲＭ２３０３５、ＲＭ２３０７８ 进

行筛选，且已鉴定这 ５ 个加密引物在两个亲本间具有

良好多态性。 通过 ＱＴＬ ＩｃｉＭａｐｐｉｎｇ 软件对基因型结

果分析，在两个不同群体中 ｑＧＷ８． １ 均被定位到

ＲＭ４４７ 和 ＲＭ２２８６９ 之间，长约 ２１０ ｋｂ 的片段（图 ３）。

图 ３　 ｑＧＷ８． １ 的精细定位

Ｆｉｇ ３　 Ｆｉｎｅ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｑＧＷ８． １

　 　 为了精细定位该 ８ 号染色体上控制粒宽的

ｑＧＷ８． １，用 ＲＭ２２８１４ 和 ＲＭ２３０３５ 两个标记进行交

换单株筛选，最终得到 １４ 个交换单株，分别命名为

Ｎ１ ～ Ｎ１４。 在这两个标记中间成功加密了 ５ 个在双

亲间具有良好多态性的 ＳＳＲ 标记，并在 ＲＧＡＰ 计划

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｉｃｅ． ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ． ｍｓｕ． ｅｄｕ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｇｂｒｏｗｓｅ ／
ｒｉｃｅ ／ ＃ｓｅａｒｃｈ）网站上找到该片段的序列，利用 Ｐｒｉｍ⁃
ｅｒ５ 软件进行引物设计，设计好的引物在 Ｇｒａｍｅｎｅ 网

站上进行引物特异性检测，最后经过双亲间检测多

态性得到 ３ 个引物 ＳＬ８ １、ＳＬ８ ２ 和 ＳＬ８ ３，使用这 ８
个标记对 １４ 个交换单株进行基因型分析与表型粒

宽的测量。 经分析发现，Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４、Ｎ５、Ｎ６ 等 ６
个单株 ｑＧＷ８． １ 的基因型为 ９３１１ 纯合基因性，粒宽

表型为宽粒；Ｎ７、Ｎ８、Ｎ９、Ｎ１０、Ｎ１１、Ｎ１２、Ｎ１３、Ｎ１４
等 ８ 个单株 ｑＧＷ８． １ 的基因型为 ＣＳＳＬ１８２（野生稻）
纯合基因型，粒宽表型为窄粒。 结合基因型与表型

９３１
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的结果，根据 Ｎ６、Ｎ８ 和 Ｎ１４ 单株基因型信息，将
ｑＧＷ８． １ 的左边界定于 ＲＭ２２８６７ 标记处；根据 Ｎ４、
Ｎ７ 和 Ｎ１２ 单株信息，将 ｑＧＷ８． １ 的右边界定于

ＳＬ８ １，即 ８ 号染色体上粒宽性状相关的 ｑＧＷ８． １ 精

细定位于 ＲＭ２２８６７ ～ ＳＬ８ １ 区 间内，区间长度约

１０ ｋｂ（图 ４）。

图 ４　 ＲＭ２２８１４ ～ ＲＭ２３０３５ 区间内重组交换

单株基因型与表型

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｏｆ ＲＭ２２８１４⁃ＲＭ２３０３５

２ ４　 候选基因预测

ｑＧＷ８． １ 最终定位于标记 ＲＭ２２８６７ 和加密引物

ＳＬ８ １ 之间 １０ ｋｂ 的区间内。 将序列在 ＲＧＡＰ 计划

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｉｃｅ． ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ． ｍｓｕ． ｅｄｕ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｇｂｒｏｗｓｅ ／
ｒｉｃｅ） 和 ＲＡＰ⁃ＤＢ 的 ＩＲＧＳＰ１ ０ （ ｈｔｔｐ ／ ／ ｒａｐｄｂ． ｄｎａ．
ａｆｆｒｃ． ｇｏ． ｊｐ ／ ）进行候选基因预测，发现该段序列在

两个数据库中分析到的候选基因完全相同，均是含

有 ３ 个候选基因，且有 ３ 个开放阅读框（ＯＲＦｓ），
分别为 ＯＲＦ１ （ ＬＯＣ ＿ Ｏｓ０８ｇ４２３６０ ）、 ＯＲＦ２ （ ＬＯＣ ＿
Ｏｓ０８ｇ４２３７０）、ＯＲＦ３（ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３８０）。 根据水稻

基因组的注释 ＯＲＦ１（ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３６０）尚未预测出

功能，ＯＲＦ２（ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３７０）编码一种反式作用

因子锌指蛋白，ＯＲＦ３（ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３８０）编码一种

线粒体外膜转位酶。
从 ＮＣＢＩ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．

ｇｏｖ ／ ）中下载 ９３１１ 候选基因的序列，并设计了 １２ 个

引物将亲本 ９３１１ 和 ＣＳＳＬ１８２ 候选基因序列全部测

通。 同时将 ９３１１ 和野生稻两个亲本的序列用

ＳＯＦＴＢＥＲＲＹ 软件结合单子叶模型分析模式分析可

能的候选基因（ｈｔｔｐ ／ ／ ｌｉｎｕｘｌ． ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ． ｃｏｍ ／ ），结合软

件分析结果，也预测到 ＯＲＦ１ （ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３６０）、
ＯＲＦ２（ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３７０）、ＯＲＦ３（ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３８０）
这 ３ 个候选基因。

将 ９３１１ 和 ＣＳＳＬ１８２ 在 ３ 个候选基因区段的测序

结果对比，发现 ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３６０、ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３７０
都具有丰富的变异。 ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３６０ 区间内含有 １３
个 ＳＮＰ，置换系 ＣＳＳＬ１８２ 第 ２ 个外显子上有一个长为

１５ ｂｐ 的片段缺失，经分析发现可能为 ９３１１ 亲本出现

的 ＤＮＡ 重复突变；９３１１ 具有 ２ 个各为 ８ ｂｐ 和 ４ ｂｐ
的片段缺失，导致这 ２ 个缺失片段之间出现移码突

变，出现氨基酸编码差异。 ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３７０ 区间

内含有 ２２ 个 ＳＮＰ，其中的 ４ 个 ＳＮＰ 导致编码的核苷

酸发生突变，ＣＳＳＬ１８２ 有一个 ２ ｂｐ 的缺失，原因可

能是 ＤＮＡ 复制过程中的 ＤＮＡ 缺失导致；９３１１ 具有

一个长为 ５ ｂｐ 的片段缺失，原因也可能由于 ＤＮＡ
复制过程中的 ＤＮＡ 缺失导致。 ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３８０ 区

间内含有 １３ 个 ＳＮＰ，其中的 ５ 个 ＳＮＰ 导致了氨基酸

变异。
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２ ５　 细胞学观察

利用扫描电镜对两个亲本 ９３１１ 与 ＣＳＳＬ１８２ 的

颖壳细胞进行细胞学观察。 取样同一环境、同一时

期的 ９３１１ 和 ＣＳＳＬ１８２ 的子粒，将其固定于固定液

中，处理后扫描电镜观察颖壳的外表皮细胞。 扫描

结果显示，在相同的视距内，ＣＳＳＬ１８２ 材料的颖壳细

胞有 １４ 列，平均细胞宽度为 ７２ ８８ μｍ，而 ９３１１ 材

料的颖壳细胞只有 １２ 列，平均细胞宽度为 ８５ ０２
μｍ（图 ５）。 经显著性检验得出，９３１１ 的颖壳细胞宽

度显著大于 ＣＳＳＬ１８２ 材料的颖壳细胞宽度，９３１１ 比

ＣＳＳＬ１８２ 增加 １６ ７％ 。 　

左为亲本 ＣＳＳＬ１８２，右为亲本 ９３１１
Ｌｅｆｔ ｉｓ ＣＳＳＬ１８２，ｒｉｇｈｔ ｉｓ ９３１１

图 ５　 两个亲本的颖壳细胞扫描电镜观察

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｍｅｓ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

３ １　 ｑＧＷ８． １ 的精细定位及其应用前景分析

水稻的粒型性状往往与水稻的品质相关联。 目

前已有大量水稻粒宽相关的 ＱＴＬ 基因被定位与克

隆。 来自栽培稻的 ＧＷ２［１０］、ＧＳ５［１１］、ＧＷ５［１２⁃１３］ 以及

ＧＷ７［１４］、ＧＷ８［１５］相继被克隆并进行了功能研究。 来

自于野生稻的控制粒宽的基因很少报道。 本试验通

过单片段染色体置换系与亲本回交，构建次级分离

群体并在三亚、南京、北京 ３ 个不同环境下进行粒型

数据分析，在 ８ 号染色体上定位到来自野生稻的控

制粒宽的 ＱＴＬ⁃ｑＧＷ８． １，表明 ｑＧＷ８． １ 是在不同环境

下稳定遗传的粒宽 ＱＴＬ。 ｑＧＷ８． １ 最终定位于 ８ 号

染色体标记 ＲＭ２２８６７ 和 ＳＬ８ １ 之间的 １０ ｋｂ 区间，区
间内含有 ３ 个候选基因：ＯＲＦ１（ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３６０）、
ＯＲＦ２（ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３７０）、ＯＲＦ３（ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４２３８０）。
经测序发现这 ３ 个候选基因在两个亲本之间均有丰

富的变异，查阅基因注释未发现明显与子粒性状相关

的注释。 下一步的工作需要通过表达分析以及转基

因功能验证等实验确定 ３ 个候选基因与粒型性状的

关联性。
近 ４０ 年来的水稻育种工作发展十分迅速，水稻

在高产、品质、抗虫、抗病、抗逆等方面有长足的进

步。 近些年来，水稻的产量一直在提高，然而水稻粒

型品质改良工作一直没能得到广大育种家应有的重

视，仅有少数育种家在提高水稻产量的同时改良水

稻品质。 如 Ｓ． Ｋ． Ｗａｎｇ 等［１４］ 将来源于 ８ 号染色体

的降低粒宽的等位基因 ＧＷ８ 与 ３ 号染色体的提高

粒长的等位基因 ＧＳ３ 聚合到华粳籼 ７４ 品种中，结果

粒长增加，粒宽减少而产量保持不变，成功培育出新

品种 Ｈｕａｂｉａｏ１。 还有很多学者将一些粒型与粒重相

关 ＱＴＬ 聚合到一起，虽然没有选育出新的品种，但
在一定程度上起到改良水稻品质的作用［２０⁃２１］。 本

试验通过对单片段置换系 ＣＳＳＬ１８２ 和栽培稻材料

９３１１ 农艺性状的调查分析，发现两个亲本间在抽穗

期、穗粒数、穗长等方面没有差异，只有在粒型方面

差异最为明显。 因此，利用 ｑＧＷ８． １ 可以进行水稻

外观品质方面的改良，通过改变稻米外型使子粒外

观更加美观并且适应机械化收获，为培育利于稻米

机械化加工的水稻品种提供种质资源。 同时，找到

该基因在栽培稻中正调控粒宽的等位基因，也可以

为高产育种提供基因资源。 ＣＳＳＬ１８２ 的导入片段内

是否还具有抗虫、抗病、抗逆等方面特性尚有待进一

步的调查研究。 目前有关野生稻中粒宽性状的 ＱＴＬ
研究较少，虽然野生稻的综合产量性状劣于栽培稻，
但有研究表明野生稻中仍然存在与高产相关的
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ＱＴＬ，野生稻中存在大量的与粒型相关的 ＱＴＬ 尚待

发掘；粒型也是水稻驯化过程中重点选择的性状，找
到野生稻中控制粒型的新等位基因，也有助于理解

水稻的起源与驯化过程。
３ ２　 ｑＧＷ８． １ 对粒宽性状影响的细胞学证据

水稻的组织器官由细胞组成，其形状、大小是由

细胞大小、数目和排列方式决定的。 因此有 ２ 种控

制水稻子粒宽度的方式，第 １ 种为调控子粒细胞宽

度控制粒宽，第 ２ 种为调控水稻子粒横向细胞数量

控制粒宽。 通过对前人研究发现，ＧＷ２［１０］、ＧＳ５［１１］、
ＧＷ５［１９］和 ＧＷ８［１４］基因均是通过调控颖壳细胞横向细

胞数目控制水稻粒宽，而 ＳＲＳ１［２２］ 则通过调控颖壳细

胞的长度和宽度来实现对水稻粒型的影响。
利用扫描电镜对 ＣＳＳＬ１８２ 和 ９３１１ 进行颖壳表

皮细胞观察，发现 ９３１１ 颖壳细胞的平均宽度比

ＣＳＳＬ１８２ 高 １６ ７％ ，这与二者粒型的变化基本一

致，故而得出 ｑＧＷ８． １ 控制水稻粒宽的方式是通过

调控颖壳细胞宽度来实现的。 下一步工作将首先通

过转基因方法对 ｑＧＷ８． １ 进行功能验证，确定候选

基因，然后分析 ｑＧＷ８． １ 对颖壳细胞生长、影响颖壳

细胞大小的相关基因的调控模式。 本研究既可以为

水稻品质育种提供种质资源，又为粒型相关基因的

分子生物学研究提供了基因资源与理论依据。
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