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摘　要：水稻光温敏雄性核不育系广占６３Ｓ的不育基因来源于光敏核不育系农垦５８Ｓ，其育性转换表现为温敏型，是迄今两

系杂交水稻中应用最广泛的籼型光温敏核不育系之一。对广占６３Ｓ／旱１５８７组合的Ｆ２分离群体进行不育基因的遗传分析，

结果表明广占６３Ｓ的不育性受１对隐性不育基因控制。利用ＳＳＲ和ＩｎＤｅｌ分子标记技术，结合ＢＳＡ法，以广占６３Ｓ与旱

１５８７组合的Ｆ２分离群体为材料，将不育基因（暂命名为犘犜犌犕犛２１）定位于第２染色体标记Ｓ２４与Ｓ２２７之间物理距离３９０

ｋｂ的区间内，与两标记间的遗传距离分别为０．５和１．１ｃＭ，与标记Ｓ２２４共分离。
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　　２０世纪８０年代中期以后，三系杂交水稻的单产出现了

徘徊局面。光温敏核不育水稻的发现为杂种优势利用开辟

了新途径，为杂交水稻生产由“三系法”向“两系法”转变提供

了种质基础［１］。我国两系杂交水稻的应用已取得了较大的

成功，据农业部统计资料显示，２００８年全国两系杂交稻种植

面积达到３３３万ｈｍ２（５０００万亩）以上，占杂交稻种植面积的

１／５，单产比现有三系杂交水稻高５％～１０％。广占６３Ｓ［２］是

中籼光温敏雄性不育系，不育期间败育彻底，不育性稳定。

该不育系及其衍生不育系是目前全国应用最广的两用核不

育系之一。广占６３Ｓ与９３１１、丰恢９２９等配制的系列组合丰

两优１号、丰两优３号等，已在全国大面积推广。由广占６３Ｓ

衍生的不育系广占６３４Ｓ与扬稻６号配制的扬两优６号，是

继两优培九之后推出的又一个中籼超级杂交稻。

光温敏雄性核不育基因是两系不育系的核心，它与不育

系的育性稳定性、育性转换有最直接的联系。目前已发现并

定位的光温敏雄性核不育基因有狆犿狊１
［３］、狆犿狊

［３］、狆犿狊３
［４］、

狋犿狊１［５］、狋犿狊２［６］、狋犿狊３［７］、狋犿狊４［８］、狋犿狊５［９］、狋犿狊６［１０］、

狉狋犿狊１［１１］和犕狊犺［１２］，分别定位于第７、３、１２、８、７、６、２、２、５、

１０和９染色体上。Ｌｉｕ等［３］将狆犿狊１精细定位于第７染色体

上的８５ｋｂ区间内；Ｌｕ等［４］将狆犿狊３ 精细定位于第１２染色

体上的２８．４ｋｂ区间内；Ｙａｎｇ等
［９］将狋犿狊５定位在ＢＡＣ克隆

ＡＰ００４０３９上的１９ｋｂ区间内。上述部分基因的精细定位，

极大地推动了水稻不育分子机理的研究。

本研究对广占６３Ｓ的光温敏不育基因进行定位，将有助

于揭示水稻光温敏雄性不育性的遗传本质。广占６３Ｓ及其

衍生不育系作为目前全国应用最广的两用核不育系之一，对

其不育基因进行定位，将为新型优质、高产、高抗的光温敏雄

性核不育系的选育提供理论依据，为进一步精细定位并克
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划资助项目（２００５ＣＢ１２０８０７）。
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隆该基因奠定基础。

１　材料与方法

１．１　分离群体构建与育性鉴定

２００７年正季在扬州用光温敏雄性核不育系广占６３Ｓ与

旱１５８７配制Ｆ１。同年冬季在海南种植Ｆ１，收获Ｆ２种子。

２００８年正季在扬州种植Ｆ２群体，调查群体的育性表现。５月

１６日播种，６月６日移栽，宽窄行种植（宽行２６．４ｃｍ、窄行

１６．５ｃｍ），株距为１３．２ｃｍ，肥水管理按本地中籼稻常规水平

实施。２００８年７月１日至８月３１日，日平均温度为２４．６～

３２．８℃（扬州市气象局提供）。自出穗后每隔２ｄ调查１次群

体植株育性，田间目测花药大小与室内花粉镜检相结合。

１．２　水稻犇犖犃的提取与基因池的构建

在调查分离群体Ｆ２单株育性后，剪取新鲜叶片，并采用

ＣＴＡＢ法［１３］提取ＤＮＡ。根据育性的鉴定结果，在分离后代

中分别随机选取不育株和可育株各１０株，按等量混合组成

不育基因池和可育基因池。

１．３　犛犛犚和犐狀犇犲犾分子标记分析

根据 Ｇｒａｍｅｎｅ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｒａｍｅｎｅ．ｏｒｇ／）公布

的１８８２８个ＳＳＲ标记的信息，在覆盖整个基因组１２条染色

体上每隔一定距离选择性地选取４００对ＳＳＲ 标记，合成引

物。把基因初步定位于具体的染色体位置上后，在该染色体

区域连锁标记附近设计ＩｎＤｅｌ标记，对目的基因进行进一步

定位。根据ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）公布的

日本晴序列与９３１１序列的比对结果，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０

软件进行标记设计。

ＰＣＲ扩增反应采用２５μＬＰＣＲ反应体系：２．５μＬ模板

ＤＮＡ（１ｎｇ／μＬ），正反引物各１．２５μＬ（０．１μｍｏｌ／Ｌ），２．５μＬ

ｄＮＴＰ（０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ），２．５μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ（不含 Ｍｇ
２＋），

２．５μＬＭｇ
２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），０．２μＬ犜犪狇酶 （５Ｕ／μＬ），１２．３

μＬｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ反应程序：９５℃下预变性５ｍｉｎ；９４℃下变

性３０ｓ，５５℃下退火３０ｓ，７２℃下延伸４０ｓ，３３个循环后７２℃

下补充延伸１０ｍｉｎ，最后４℃下保温。ＰＣＲ扩增产物通过

３．５％琼脂糖凝胶电泳进行分离。根据ＰＣＲ 扩增产物电泳

后显示的指纹条带，采用 ＭａｐＭａｋｅｒ／Ｅｘｐ３．０软件对不育基

因与标记之间的遗传连锁关系进行分析。利用 Ｋｏｓａｍｂｉ函

数将重组率转换为遗传图距（ｃｅｎｔｉＭｏｒｇａｎ，ｃＭ）。

２　结果与分析

２．１　广占６３犛不育基因的遗传分析

２００８年正季种植广占６３Ｓ／旱１５８７的 Ｆ２群体和广占

６３Ｓ。广占６３Ｓ于８月５日抽穗，表现为花药细小、无花粉型

不育，而Ｆ２群体于７月２０日始穗，８月１２日终穗，花药大小

分为正常和细小两种类型；正常花药花粉染色率均在９０％以

上，细小花药均无花粉。Ｆ２群体表现为不育与可育分离，花

药正常植株为正常可育株，花药细小无花粉植株为不育株。

Ｆ２群体共３９８株，其中可育株数为３０７株，不育株数为９１

株，Ｆ２群体可育株与不育株的比例符合３∶１的理论比例（χ
２

＝０．９７，χ
２
０．０５＝３．８４１），说明广占６３Ｓ的雄性不育遗传受１

对隐性基因控制。

２．２　光温敏雄性不育系广占６３犛的系谱分析

广占６３Ｓ是由北方杂交粳稻研究中心与合肥丰乐种业

图１　光温敏雄性核不育系广占６３Ｓ系谱

Ｆｉｇ．１．ＰｅｄｉｇｒｅｅｏｆＧｕａｎｇｚｈａｎ６３Ｓ，ａｐｈｏｔｏｐｅｒｉｏｄｔｈｅｒｍｏ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｇｅｎｉｃｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｅｌｉｎｅ．

水稻研究所合作，用 Ｎ４２２Ｓ与矮广占６３杂交后自交选育而

成的中籼光温敏雄性核不育系。该不育系不育性稳定，在一

定高温条件下表现为无花粉型败育。Ｎ４２２Ｓ［１４］是由湖南杂

交水稻研究中心从７００１Ｓ与Ｎ４２２杂交后代中选育出以光因

子为主的中粳型光温互作型核不育系。７００１Ｓ［１５］是由安徽

省农业科学院水稻研究所以农垦５８Ｓ作为不育基因供体，迟

熟中粳９１７作父本，经一次杂交多代选育而成的粳型光敏核

不育系。农垦５８Ｓ是石明松［１６］于１９７３年在晚粳农垦５８中

发现的自然不育株，其不育性受光周期的控制，同时也受到

温度影响，在夏季长日照条件下为不育，秋季短日照条件下

又转为可育。

　　通过系谱可以看出（图１），广占６３Ｓ的不育基因通过农

垦５８Ｓ传递给７００１Ｓ，再由７００１Ｓ传递给 Ｎ４２２Ｓ，最后由

Ｎ４２２Ｓ传递给广占６３Ｓ。

２．３　光温敏不育基因犘犜犌犕犛２１的分子定位

利用４００对ＳＳＲ标记对广占６３Ｓ与旱１５８７进行多态性

筛选，９３对标记表现出多态性，多态性频率为２３．３％。利用

这些多态性标记对Ｆ２群体的可育基因池和不育基因池进行

分析，有４对ＳＳＲ标记（ＲＭ１２３４５、ＲＭ１２５２１、ＲＭ１２８２３和

ＲＭ１３０３４）在两个基因池间呈现出多态性，这４对标记均位

于第２染色体短臂上。随后利用上述４对可能与目的基因

连锁的标记对Ｆ２群体的９１株不育单株进行标记与目的基因

之间的重组分析（表１），检测到重组单株４９、２９、１９和４６株，

表１　９１株不育株的基因型分布

犜犪犫犾犲１．犌犲狀狅狋狔狆犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳９１犿犪犾犲狊狋犲狉犻犾犲狆犾犪狀狋狊．

标记

Ｍａｒｋｅｒ

各基因型不育株株数

Ｎｏ．ｏｆＰＴＧＭＳｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

旱１５８７基因型

Ｈａｎ１５８７

ｇｅｎｏｔｙｐｅ

杂合基因型

Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ

ｇｅｎｏｔｙｐｅ

广占６３Ｓ基因型

Ｇｕａｎｇｚｈａｎ６３Ｓ

ｇｅｎｏｔｙｐｅ

ＲＭ１２３４５ ９ ４０ ４２

ＲＭ１２５２１ ２ ２７ ６２

Ｓ２２ ２ １６ ７３

Ｓ２３ ０ １３ ７８

Ｓ２４ ０ １ ９０

Ｓ２２４ ０ ０ ９１

Ｓ２２７ ０ ２ ８９

Ｓ２３１ ０ ５ ８６

ＲＭ１２８２３ ０ １９ ７２

ＲＭ１３０３４ ７ ３９ ４５

０３４ 中国水稻科学（犆犺犻狀犑犚犻犮犲犛犮犻）　第２４卷第４期（２０１０年７月）



图２　用ＩｎＤｅｌ标记Ｓ２２检测Ｆ２群体不育单株的结果

Ｆｉｇ．２．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｅｐｌａｎｔｆｒｏｍＦ２ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅＩｎＤｅｌｍａｒｋｅｒＳ２２．

Ｐ１－广占６３Ｓ；Ｐ２－旱１５８７；１～２２－不育单株。

Ｐ１，Ｇｕａｎｇｚｈａｎ６３Ｓ；Ｐ２，Ｈａｎ１５８７；Ｌａｎｅｓ１ｔｏ２２，Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｅｐｌａｎｔｓ．

分别出现纯合可育亲本旱１５８７带型的单株数目为９、２、０和

７株，标记与目的基因之间的重组率分别为３１．９％、１７％、

１０．４％和２９．１％。利用 ＭａｐＭａｋｅｒ／Ｅｘｐ３．０软件进行遗传

连锁分析，结果表明这４对标记与目的基因连锁。

为了进一步定位目的基因，首先，根据ＳＳＲ标记的信息，

查找到标记ＲＭ１２３４５、ＲＭ１２５２１、ＲＭ１２８２３和ＲＭ１３０３４在

第２染色体上的大概物理位置（０．９３、３．６５、８．１和１１．６Ｍｂ

处）；然后，结合标记与目的基因之间的重组率，通过分析，将

目的基因定位在标记ＲＭ１２５２１和ＲＭ１２８２３之间。

在标记ＲＭ１２５２１和ＲＭ１２８２３之间共设计了３３对Ｉｎ

Ｄｅｌ标记。首先，利用ＩｎＤｅｌ标记对广占６３Ｓ与旱１５８７进行

多态性筛选，有６对标记表现出多态性，分别为Ｓ２２、Ｓ２３、

Ｓ２４、Ｓ２２４、Ｓ２２７和Ｓ２３１（表２），多态性频率为１８．２％。利

用Ｆ２群体的９１株不育单株对目的基因进行定位分析（表１，

图２）。上述６对多态性标记在群体中分别出现１８、１３、１、０、

２和５个重组个体，分别出现纯合可育亲本旱１５８７带型的单

株数目为２、０、０、０、０和０株，标记与目的基因之间的重组率

分别为１１％、７．１％、０．５％、０％、１．１％和２．７％。

利用 ＭａｐＭａｋｅｒ／Ｅｘｐ３．０软件进行遗传连锁分析。将

目的基因（暂命名为犘犜犌犕犛２１）定位于标记Ｓ２４和Ｓ２２７

之间，与两标记之间的遗传距离分别为０．５和１．１ｃＭ，与Ｓ２

２４共分离。通过查找标记在染色体上的具体物理位置，标记

Ｓ２４、Ｓ２２４ 和 Ｓ２２７ 分 别 位 于 ＢＡＣ 克 隆 ＡＰ００４０８５、

ＡＰ００４０３９和ＡＰ００４９９６上，最后将基因限定在标记Ｓ２４和

Ｓ２２７之间物理距离大约为３９０ｋｂ的区间内（图３）。

３　讨论

本研究的光温敏雄性核不育系广占６３Ｓ核不育基因来

自农垦５８Ｓ，然而该不育系（温敏型）的育性转换对温光反应

明显不同于农垦５８Ｓ（光敏型），也不同于７００１Ｓ和 Ｎ４２２Ｓ。

这是否与其不育基因导入籼稻背景有关，还需要进一步研

图３　犘犜犌犕犛２１在第２染色体短臂上的物理位置

Ｆｉｇ．３．Ｌｏｃａｔｉｏｎｏｆ犘犜犌犕犛２１ｏｎｔｈｅｓｈｏｒｔａｒｍｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

２．

究。本研究将广占６３Ｓ的不育基因位点定位于第２染色体

的短臂上；而先前报道的农垦５８Ｓ的原始突变位点狆犿狊３ 被

定位于第１２染色体上［１７］；Ｌｉｕ等［３］研究表明农垦５８Ｓ的衍

生光敏核不育系３２００１Ｓ的不育性受狆犿狊１ 和狆犿狊的共同作

用，这两个不育基因分别被定位于第７和第３染色体上。说

明农垦５８Ｓ衍生的不育系不育基因位点可能存在多样性，为

什么不育基因位点出现多样性，还有待于进一步深入研究。

　　赵明富等
［１８］将光温敏互补型不育系４５Ｓ的不育基因定

位于水稻第２染色体短臂的ＲＭ６３７８!ＲＭ１２８４７区间，该

表２　多态性犐狀犇犲犾标记在染色体上的位置及序列

犜犪犫犾犲２．犔狅犮犪狋犻狅狀狊犪狀犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狆狅犾狔犿狅狉狆犺犻犮犐狀犇犲犾犿犪狉犽犲狉狊．

标记

Ｍａｒｋｅｒ

位置

Ｌｏｃａｔｉｏｎ／Ｍｂ

前引物

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

后引物

Ｂａｃｋｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

Ｓ２２ ４．９１ ＴＡＣＧＴＣＧＡＣＧＧＴＧＣＧＧＴＡＧＣ ＣＡＴＣＡＧＧＴＧＧＴＴＧＴＧＧＧＡＧＴＧＣ

Ｓ２３ ５．４８ ＣＴＧＡＴＣＡＴＣＴＣＡＴＧＣＣＴＣＣＴＡＣＧ ＴＣＣＡＴＣＴＣＣＣＡＡＴＡＴＧＡＣＣＡＡＣＣ

Ｓ２４ ６．２６ ＣＴＴＧＡＧＴＧＧＧＧＡＣＡＣＣＡＡＧＴ ＣＡＡＴＣＣＣＣＴＴＣＣＣＡＴＣＴＣＴＴ

Ｓ２２４ ６．３８ ＡＴＧＧＣＣＴＣＧＴＣＧＡＧＴＴＣＴＡＡ ＣＧＧＴＣＡＧＣＴＧＡＡＴＴＴＣＴＣＴＧＴ

Ｓ２２７ ６．６５ ＡＧＧＧＡＧＣＧＣＡＡＡＴＴＴＴＡＴＣＡ ＣＡＡＴＡＣＴＣＣＣＴＣＣＧＧＴＴＴＣＡ

Ｓ２３１ ７．０１ ＴＡＴＴＴＴＧＣＣＧＡＴＡＴＣＴＣＣＣＧ ＧＣＴＡＧＣＡＧＧＧＴＴＡＡＣＧＣＡＡＧ
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区间物理距离大约３ Ｍｂ，恰好覆盖本研究的定位区间。

Ｗａｎｇ等
［５］将温敏型核不育系安农１Ｓ的不育基因定位于第

２染色体ＢＡＣ克隆ＡＰ００４０３９上的１９ｋｂ区间内，该区间也

位于本研究的定位区间内。广占６３Ｓ的不育基因虽来源于

光敏型的农垦５８Ｓ，但其育性转换主要表现为温敏型，与安农

１Ｓ的育性转换敏感性相似，不育系４５Ｓ的不育基因也来源

于光敏型的农垦５８Ｓ，其育性转换表现为较强的温度敏感型。

那么这３个不育基因位点是否等位，这３个不育系的育性转

换是否受同一个基因的控制，还需要进一步研究证明。

　　本研究获得了与不育基因犘犜犌犕犛２１紧密连锁的ＩｎＤｅｌ

标记，为分子标记辅助选择选育新型光温敏核不育系创造了

条件。利用两侧紧密连锁的分子标记，可以在全生育期内对

不育基因犘犜犌犕犛２１进行基因型正向选择，不必将材料置于

基因表达的特定光温条件之下。利用上述方法，可以提高选

择效率、缩短育种年限，有利于在较短的时间内选育出品质

优、配合力好、综合抗性强的新型光温敏核不育系。新型光

温敏核不育系选育还存在不育系自身繁殖安全与杂交稻制

种安全这一矛盾问题。利用分子标记辅助选择技术，聚合不

同光、温敏不育基因，获得重组型光敏不育系或者重组型光

温敏不育系，以达到降低不育系不育起点温度、提高短日高

温条件下繁殖产量的目的［１９］，可能是解决这一矛盾问题的

有效途径。
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