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Abstract: The RA PD analysis w as conducted on the m ain 31 resto rer lines of hybrid rice in China. O ut of 48 random

p rim ers, 9 p rim ers w ere screened, then amp lified the 31 genom ic DNA s. Seven ty2eigh t RA PD fragm ents w ere generated in

all, 61 of them w ere po lymo rph ic m arkers. Every p rim er offered 8. 7 m arkers on average. The mo lecu lar phylogenetic trees

constructed by U PM GA m ethod show ed the genetic relat ionsh ip among 31 resto rer lines, w hich w as iden tical w ith pedigree

analysis.
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摘　要:利用RA PD 引物对我国杂交稻主要的 31个恢复系进行了DNA 多态性分析。从 152个随机引物中筛选出 48个

引物扩增恢复系的基因组DNA ,选取 9个引物的扩增结果进行分析,共获得 78条带,其中 61条带为多态性标记,每个引物平

均提供 8. 7个标记信息。由U PM GA 方法得到的聚类分析结果表明了 31个恢复系间的亲缘关系,聚类结果与它们的系谱关

系基本吻合。
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　　水稻是世界上最重要的粮食作物之一,为全球

60%以上的人口提供了首要的粮食和蛋白质来源。

1964年,袁隆平率先在中国着手水稻雄性不育的研

究,并提出了通过选育水稻雄性不育系、雄性不育保

持系和雄性不育恢复系的三系法途径利用水稻的杂

种优势1 。目前,在我国基于水稻细胞质雄性不育的

杂交水稻在生产上已取得了巨大成功,杂交水稻的

种植面积占水稻种植面积的 80%以上。但是,如果

水稻细胞质过于单一,容易造成遗传上的脆弱性,潜

伏着毁灭性病虫害大发生的危机。因此,实现胞质的

多样化已成为当今杂交水稻育种的重要目标2 。杂

种优势利用的关键在于亲本的选育,突破性亲本的

育成是培育突破性组合的前提。在三系和两系杂交

水稻强优势组合选育过程中,优良恢复系的选育起

着举足轻重的作用2, 3 。我国在杂交稻亲本的选育上

取得了较大的进展,选育出了许多恢复系,为我国选

配强优势组合提供了很好的亲缘。但现有的恢复系

多数遗传差异较小,背景单一,势必限制水稻杂种优

势的利用3 。研究和评价恢复系的遗传多样性具有

重要的理论和实践意义。

近年来,以分子标记技术为重点的植物分子生

物学研究迅猛发展,为研究亲本之间的遗传差异提

供了新的方法和手段4～ 7。RA PD (R andom Amp li2
f ied Po lymo rph ic DNA , 随机扩增多态性DNA )技

术是由W illiam s等 (1990)首先创立的一种DNA 分

子标记技术,该技术用一个 (有时用两个)随机引物

(一般 8～ 10 个碱基)非定点地扩增DNA 片段, 然

后用凝胶电泳分开扩增片段8 。由于RA PD 技术具

有快速、简便、通用性好、多态性高、对DNA 的需求

量小、质量要求低等优点,一经问世,就受到了广泛

的注意,并被成功地用于动物、植物、人和微生物的

遗传多样性检测、基因定位、品系鉴定、医学诊断、遗

传图谱构建、系统学研究等8～ 11。何光华等运用

RA PD 技术研究了四川省主要恢复系的DNA 多样

性 12 , 但所选的恢复系及运用的 RA PD 引物均较

少,代表性不够。本实验使用RA PD 分子标记技术
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对我国主要的水稻恢复系DNA 多态性进行了初步

研究,以期为杂交水稻育种提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

本次试验共使用 31个水稻恢复系作为材料,进

行RA PD 分析。这 31个材料均为我国大量使用的

恢复系材料,详见表 1。

1. 2　叶片D NA 的提取

每个材料剪取新鲜幼叶 2～ 5 g, 在- 30℃预冷

的研钵中用液氮将叶片迅速磨成粉状,装入 15 mL

离心管; DNA 提取参考文献 13 的 CTAB 法略加

修改,在离心管中加入预热至 95℃的 1. 67×CTAB

抽提液 2～ 4 mL , 加 1% Β2巯基乙醇 (约 60 ΛL ) ,

65℃温浴 60～ 90 m in,待冷却至 25℃左右后加入等

体积氯仿∶异戊醇 (24∶1) ,至有机相由无色变为绿

色再变为黑色 (深绿色) , 25℃、4000 röm in 离心 10

m in,取上清液加入等体积- 20℃预冷的异丙醇,用

玻璃钩钩出DNA 放入装有 70% 乙醇的离心管中,

浸泡 24 h; 倒去乙醇, 将DNA 吹干, 加入少量 T E

(pH 8. 0)溶解DNA。冷却至室温后,加入 20 ΛL 10

m gömL RN ase A ,混匀,于 37℃下温浴 2 h 以去除

RNA ; 加入等体积氯仿∶异戊醇 (24∶1) , 混匀, 室

温下 12000 röm in 离心 5 m in, 上清液中加入 1ö10

体积 3 mo löL N aOA c (pH 5. 2)和 2. 5 体积无水乙

醇, 钩出 DNA , 放入 1. 5 mL Eppendo rf 管中, 用

70% ethano l洗涤 1～ 2次 (24 h 过夜) ; 瞬间离心使

DNA 贴壁,小心倒去 ethano l,吹干DNA ,加入尽量

少的 T E (pH 8. 0)充分溶解DNA。溶好的DNA 呈

无色透明状,用 b iopho tom eter 测定DNA 浓度。

1. 3　基因组D NA 的 RAPD 分析

用 R 31 作模板对 152 个 102m er 引物进行筛

选,从中选出扩增稳定、多态性适中的引物,再分别

对所有材料进行扩增。PCR 反应体系为 10×

buffer 2. 5 ΛL , 1. 5 mmo löL M g
2+ 1. 5 ΛL , 10 mmo lö

L dN T P s 0. 5 ΛL , T aq 酶 (5 U öΛL ) 0. 2 ΛL , RA PD

p rim er 0. 8 ΛL , ddH 2O 18. 5 ΛL ,模板DNA 1 ΛL ,反

应总体积 25 ΛL。每管中加入一滴矿物油,盖上盖子

后置于 PTC2100 P rogramm ab le T herm al Con tro ller

上进行 PCR 扩增。PCR 程序为: 94℃变性 3 m in,再

经 94℃变性 1 m in、38℃退火 1 m in、72℃ 延伸 1. 5

m in,共 40个循环,再 72℃延伸 8 m in。PCR 结束后

在 1. 4%琼脂糖凝胶上 3 V öcm 稳压下电泳适当时

间,在紫外灯下观察照相,再放入 Gel Doc2000凝胶

成像仪中扫描分析。

1. 4　RAPD 数据处理

对各材料各引物扩增情况做记录, 有带记为 1,

无带记为 0。根据N TM A S (N um erical T axonom y

and M ult ivaria te A nalysis System V ersion 1. 60, F.

Jam es Roh lf)中的 Jaccard 公式计算杂交水稻亲本

材料间的相似系数 ( SC ) , 应用平均距离法

(U PGM A )进行聚类分析,通过N T SYS 程序运算,

建立聚类图11, 14, 15 。

2　结果与分析

2. 1　RAPD 扩增对杂交水稻各恢复系的区分结果

　　在 152 个 RA PD 引物中筛选出 48 个扩增稳

定、多态性适中的引物对所有供试 31个材料进行扩

增,共产生 85条清晰多态性片段。为了用尽可能少

的具有较好重演性的引物区分供试材料,从中挑选

出 9个带型较好的RA PD 引物,共产生 78条带,其

中多态性片段 61 条, 多态性位点比例 0. 7820 (表

2) ,它们能够有效区分所有 31 个恢复系材料,且重

复性良好 (图 1)。

2. 2　杂交水稻恢复系遗传关系分析

　　根据 9个多态性引物的扩增结果,经聚类分析,

表 1　本研究所用的恢复系材料
Table 1. Rice restorer l ines used in th is exper iment.

编号

N um ber

材料

R esto rer line

编号

N um ber

材料

R esto rer line

编号

N um ber

材料

R esto rer line

编号

N um ber

材料

R esto rer line

R 1 IR 24 R 9 明恢 86 M inghui 86 R 17 多系 1号Duoxi 1 R 25 J413

R 2 IR 36 R 10 泸恢 6号 L uhui 6 R 18 紫恢 88 Zihu i 88 R 26 C418

R 3 IR 38 R 11 生恢 11 Shenghui 11 R 19 测 49 Ce 49 R 27 MBP98

R 4 IR 54 R 12 生恢 747 Shenghui 747 R 20 测 64 Ce 64 R 28 广 124 Guang 124

R 5 IR 64 R 13 绵恢 725 M ianhui 725 R 21 R 527 R 29 FORB IPRO T IFE

R 6 9311 R 14 绵恢 747 M ianhui 747 R 22 CDR 22 R 30 BONN EL

R 7 71068 R 15 紫恢 100 Zihu i 100 R 23 密阳 23 M ilyang 23 R 31 MORBER EKAN

R 8 明恢 63 M inghui 63 R 16 辐恢 838 Fuhui 838 R 24 6078
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表 2　筛选的引物及其RAPD 标记数

Table 2. Selected pr imers and the ir RAPD marker numbers.

引物

P rim er

引物序列

P rim er

sequence

扩增片段总数

To tal num ber

of amp lified

segm ent

多态性片段数

N um ber of

po lymo rph ism

segm ent

S357 ACGCCA GTTC 7 6
S358 TGGTCGCA GA 6 3
S400 TGGTGGACCA 11 7
S410 TCTGGCGCAC 9 7
S456 TCGGCGGTTC 9 8
S1081 TGTGACGA GG 9 8
S1083 CCCACCCTTG 10 8
S1088 GTCGCCCTCA 11 9
S1091 GTCACGTCCT 6 5

各亲本间的相似系数为 0. 39～ 0. 96, 在相似系数

0161附近可将这 31个亲本分成四大类群 (图 2)。

在这 4 类中, BONN EL 和M ORBER EKAN 聚

为一类,第 2类有密阳 23、J 413、C418、广 124、FOR 2
B IPRO T IFE 等 5 个材料, 第 3 类包括 9311、明恢

86、绵恢 734、测 49、6078、M BP98 等 6 个材料,第 4

类包括 IR 系列的 5 个材料和 71068、明恢 63、泸恢

6 号、生恢 11、生恢 747、绵恢 725、紫恢 100、辐恢

838、多系 1 号、紫恢 88、测 64、R 527、CDR 22 等共

18个材料。在上述恢复系中,BONN EL 和M ORBE2

图 1　引物 S1083、S358、S1081、S400和 S410的扩增结果

F ig. 1. Amp lified resu lts of p rim er S1083, S358, S1081, S400, and S410.

　　序号同表 1,M 为 PCR 标记。

The codes of tested m aterials w ere the sam e as Table 1, M fo r PCR m arker.
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图 2　31份杂交水稻恢复系相似性树状图

F ig. 2. Phylogenetic tree analysis of 31 hybrid rice resto rer lines.

R EKAN 均引自国际水稻研究所, 原产东南亚地

区 16 , 与中国选育的恢复系亲缘关系较远, 故单独

聚为一类; 密阳 23 来自韩国, 与来自东南亚的

FORB IPRO T IFE 聚为一类应属正常。 IR 系列的 5

个材料均来自国际水稻研究所, 有 IR 24 共同的血

缘 16 ,理应聚为一类; 明恢 63 是以 IR 30 为母本,圭

630 为父本杂交育成17 ,与 IR 系列关系较近; 多系

1 号是四川省内江地区农业科学研究所 1988 年以

明恢 63 为母本 T etep 为父本杂交 F 2 用明恢 63 回

交系选而成, CDR 22是四川省农业科学院 1988 年

以 IR 50 为母本明恢 63 为父本杂交育成, 辐恢 838

是以明恢 63 的辐射株系为亲本杂交育成16 , 绵恢

725 是采用培矮 64 与高配合力的籼型恢复系明恢

63öö泰引 1 号öIR 26 杂交选育而成的新恢复系18 ,

它们都有明恢 63 的血缘,亲缘关系较近,因而聚为

一类。其他恢复系品种无明显亲缘关系,但也没有与

亲缘关系相违背的聚类结果。可见,上述聚类结果与

它们的系谱关系基本吻合。

从这些聚类结果可以看出,我国水稻恢复系遗

传资源比较丰富,但就生产而言,我国水稻恢复系遗

传背景比较单一,大部分材料之间的相似系数较大,

能将它们区分为 4 类的相似系数为 0. 39, 有 24 个

材料的相似系数在 0. 60 以上,其中 18 个材料的相

似系数达 0. 63,表明它们的遗传差异较小。这可能

是目前我国虽然已推广了一些优势杂交组合,但大

多数三系杂交稻产量水平相当,需要选育新的优良

恢复系的原因19 。

3　讨论

自 20 世纪 70 年代中期杂交稻推广以来,我国

南方中籼稻区杂交水稻经历了两次品种更换。第一

次是以不育系珍汕 97A 为核心,汕优 2号当家。第

二次是以恢复系明恢 63为核心,汕优 63当家。近年

来,因恢复系和杂交稻组合单一,逐渐导致稻瘟病的

单向积累,给大面积生产带来潜在威胁和极大危害,

生产上迫切需要产量更高、抗性更强的接替品

种 2, 3, 19, 20 。由于杂交水稻的抗性主要决定于父本恢

复系,因此选育抗性好、综合性状优良、配合力高的

新恢复系是当前科研和生产上的一项长期而艰苦的

重要任务。恢复系的选育与分子标记技术相结合,定

会对恢复系的选育产生重大影响。

本实验应用 RA PD 技术对我国主要水稻恢复

系材料的遗传关系进行了分析,可明显看出我国水

稻恢复系遗传背景比较单一,大部分材料之间的相

似系数较大,这就大大限制了我国水稻杂种优势的

利用。所以,需要加大力度选育新的恢复系,利用亲

缘关系较远、遗传差异较大的恢复系材料,从而更好

地利用水稻杂种优势。
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RA PD 技术作为近年来迅速发展起来的一项分

子标记技术,其重要应用之一就是揭示亲本之间的

遗传差异,从而预测可能的杂种优势,特别是近年来

把亚种间杂交作为杂种优势利用的重要途径之一,

使得RA PD 技术的意义显得更加重要。但RA PD 标

记的可靠性一直受到人们的关注。RA PD 可靠性包

括三方面的内容21 : (1)序列同源性,即 PCR 扩增产

物,经电泳分离后,具有相同迁移率 (共迁移)的带具

有序列同源性; (2)重复性,指同一人,前后实验结果

是否一致,不同实验室之间同一实验结果是否重复;

( 3)系统学价值,是指利用 RA PD 技术构建的亲缘

关系图谱与传统亲缘图谱或R FL P 图谱的相同或

相似程度。RA PD 技术中的影响因素很多,如DNA

的质量、模板DNA 浓度、引物和 dN T P 的浓度、T aq

酶的商品型号、M g
2+ 浓度、反应时间和温度参数等。

RA PD 标记可靠性问题核心是共迁移带间是否具有

序列同源性21 。在属、种内和群体内, 特定大小的

RA PD 片段具有序列同源和遗传相关性的假设是普

遍有效的。所以,如果建立比较完善的反应体系,通

过筛选足够多的引物,总能找到配对率较高、重复性

较好、完全能够胜任于品种鉴定的一些引物。本次实

验中所选用的 9 个 RA PD 引物能够有效地区分所

有供试的恢复系材料, 因此,筛选在杂交水稻亲本

材料间就有较高多态性和较好重演性的RA PD 引

物,建立杂交水稻亲本DNA 指纹图谱,结合田间性

状特征,将对杂交水稻及其亲本的鉴定具有重要价

值。
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