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Abstract:Itisofgreatsignificancetoestablishthesimplemolecularfingerprintingtechniquewithhighresolutionfor
identificationofthegeneticpolymorphismandtheauthenticityofdifferentricevarieties,soastoguidericebreedingand
regulateitsseed market．ThenewstandardsoftechnicalregulationonidentificationofthericevarietieswithSSR
markers,formulatedbythe MinistryofAgricultureofP．R．China,recommendedtheuseof３５controlstandard
referencesampleswithdifferentgeneticcharacteristicsforidentificationofricevarieties．Thegeneticpolymorphismand
specificityof９４hybridriceparentswerecomparedbasedonthestandardmethod．Theresultsindicatedthatthetested
varietiesdifferedatleastthreepairsofmutatedlociorthegeneticdifferencesbetweentheparentsofhybridricecould
beenwelldistinguished．Bycomparingthepolymorphismofthe４８recommendedprimersofthenewstandard,４６
primersshowedhigherpolymorphismexceptRM１７６andRM５５１．Thus,higherpolymorphicalternativemolecular
markerswouldbeidentifiedinotherlociofthesamechromosome．１６newallelicvariationsiteswerefoundandcouldbe
usedassupplementaryofstandardfingerprintdatabaseandenrichgeneticvariationsitesinformation．Byanalyzing
molecularfingerprintof９４ hybridparental materials,２３ havespecific molecular markersandcan beusedin
authenticityanalysisofhybridcombinationandpurityidentificationofhybridseeds．Accordingtothedigitalmolecular
fingerprintofthetestedriceparent,weconstructedavirtualdigitalmolecularfingerprintdatabaseincluding８７female
sterilelinesand７maleparents,andspecificdigitalmolecularmarkerofvirtualhybridizedcombinationauthenticityand
rapidseedpurityidentification．
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摘　要:建立方法简便、分辨率高的水稻品种遗传多态性和真实性鉴定的分子指纹技术对于指导水稻育种和规范种子市场
都具有重要意义.农业部颁布的水稻品种鉴定技术规程行业新标准是基于３５个不同遗传特点的代表性水稻品种建立的
SSR分子标记技术规程.本研究根据该标准方法,对９４份杂交水稻亲本材料的遗传多态性和特异性进行了比较分析,结果
表明,供试品种间至少具有３对以上引物扩增的 DNA 片段差异,即利用该标准能很好地区分供试杂交水稻亲本的遗传差
异.对新标准中４８对推荐引物的比较与分析表明,４６对引物扩增的 DNA 片段多态性较高,而 RM１７６和 RM５５１两对引物
扩增带多态性较低,因此在其染色体的其他位点可进一步研究多态性更高的分子标记.与标准中３５个水稻品种的指纹库
进行比较,发现了１６个新的等位变异,这些位点可作为标准指纹库的信息补充,丰富标准库中的遗传信息.对９４个杂交水
稻亲本的分子指纹比较分析,发现２３个亲本材料具有特异性分子标记,这些特异分子标记可应用于杂交组合的真实性以及
杂交种子纯度的分子鉴定.根据供试亲本的数字分子指纹,构建了８７个不育系与７个父本杂交的虚拟组合数字分子指纹库
以及虚拟组合的真实性和纯度快速鉴定的特异数字分子标记.
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　　SSR分子标记是共显性标记,多态性丰富,具
有操作简便快捷和稳定性好等特点[１],已广泛应用

于遗传图谱的构建和遗传多样性分析等[２Ｇ３].越来

越多的研究表明SSR分子标记技术在水稻品种真

伪及纯度鉴定上显示出了巨大的作用,具有无可比

拟的优势[４Ｇ１０].

２００７年以前,利用 SSR 标记建立水稻分子指

纹库已有大量研究,但没有得到行业普遍认可的标

准.２００７年农业部颁发了水稻真实性鉴定标准“水
稻品种鉴定 DNA 指纹方法(NY/T１４３３－２００７)”,
但该标准所用SSR标记仅２４对,且部分标记多态

性不高,在鉴定品种真实性中存在局限性.２０１４年

农业部重新发布了新修订的行业新标准“水稻品种

鉴定技术规程 SSR标记法(NY/T１４３３－２０１４)”,
该标准利用３５个不同遗传特点的代表性水稻品种

筛选出了多态性较高的４８对引物作为SSR核心标

记,并对每对SSR标记标注了其常见等位变异和每

个等位变异的bp值,弥补了旧标准的不足,为建立

水稻数字分子指纹库奠定基础,为我国水稻新品种

的审定以及新品种的分子遗传多态性评价提供了重

要的技术支持.
杂交水稻的大面积推广应用为提高我国粮食产

量做出了重大贡献.杂交水稻亲本的遗传多态性是

培育不同杂交组合的遗传基础,根据农业部水稻品

种鉴定技术规程行业新标准,申请审定的杂交水稻

新组合在以４８对SSR引物构建的 DNA 分子指纹

图谱中,必须与其他已有品种具有不少于２个标记

差异.因此,开展杂交水稻亲本以及亲本选育材料

的分子遗传多态性分析,对于杂交水稻育种具有重

要指导作用.另外,以４８对引物为基础,开发更多

的特异DNA片段,对于丰富水稻分子指纹数据库

以及开展杂交种子纯度的快速分子鉴定都有重要意

义.本研究以两系和三系杂交稻亲本为研究材料,
构建数字分子指纹库,分析其遗传多态性和特异性,
以期为杂交水稻选育和种子质量评价等提供技术支

持[１１Ｇ１５].

１　材料与方法

１．１　水稻材料

９４个杂交水稻亲本中包括籼稻温敏不育系５４
个,来源于光敏不育系农垦５８S不育基因源的粳稻

不育系２个,籼稻不育系３个,三系野败型不育系

１７个,印尼型不育系３个,冈型不育系１个,辽型

不育系２个,马协型不育系１个,红莲型不育系２
个,BT型不育系２个,父本材料７个(表１).

１．２　 实验方法

１．２．１　水稻 DNA 的提取

水稻叶片(或种子)按照 CTAB法提取幼苗叶

片DNA.

１．２．２　PCR扩增和凝胶电泳

根据农业行业标准(NY/T１４３３－２０１４)推荐

的４８对SSR核心标记物序列,由上海生工公司合

成PCR引物.SSR反应在１０μL的反应体系中进

行,其中包括２×TaqPCRMix５μL,ddH２O３μL,
引物(２０μmol/L)各０．５μL,模板DNA(５０ng/μL)

１μL.扩增条件为９４℃下预变性４min;９４℃下变

性４５s,５５℃下退火４５s,７２℃下延伸１min,３５个

循环;最终７２℃下延伸８min.PCR扩增产物和参

照品种一起在８％聚丙烯酰胺凝胶电泳,然后进行

观察记录分析.

１．２．３　数据赋值及数据库建立

　　根据各标记的标准样品,对各水稻材料的电泳

条带结果进行赋值:纯合位点的基因型数据记录为

X/X,X 为该位点等位变异的大小;杂合位点的基

因型数据记录为 X/Y,其中 X、Y 为该位点上两个

不同的等位变异,小片段数据在前,大片段数据在

后.缺失位点等位变异数据记录为０/０.根据以上

数据重复性验证后对水稻各品种建立分子指纹数据

库.

１．２．４　新片段克隆测序

　　 对扩增出的农业部标准提供的指纹库中不存

在的新带型的片段重复验证后进行切胶回收,回收

产物连接到载体 PMDＧ１８T,转化后对菌落 进 行

PCR检测并测序.

２　结果与分析

２．１　杂交水稻亲本数字分子指纹库与遗传多样性

分析

根据农业行业标准(NY/T１４３３－２０１４)的４８
对SSR引物和３５个代表性品种作为参照品种,构
建供试杂交水稻亲本材料数字分子指纹库.图１为

水稻不育系品种“准S”的扩增结果,图１ＧA 为引物

RM８５扩增图谱,参照品种齐粒丝苗(１０４bp)、安育

早１号(９５bp)、紫香糯(８０bp)各有１条带,准S扩

增出的条带与参照品种齐粒丝苗扩增带一致,准S
该 位点的数字分子赋值为１０４/１０４.图１ＧB为引
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表１　 供试的９４个杂交稻亲本的名称与代号

Table１．Nameandcodeof９４testedhybridriceparents．

代号

Code

材料

Material

类型

Type

代号

Code

材料

Material

类型

Type

１ 陆１８SLu１８S T ４８ BYXX１ T
２ 长选３SChangxuan３S PT ４９ BYXX２ T
３ 农垦５８SNongken５８S P ５０ BYXX３ T
４ 广占６３SGuangzhan６３S T ５１ BYXX４ T
５ 准SZhunS T ５２ BYXX５ T
６ 安农SＧ１AnnongSＧ１ T ５３ BYXX６ T
７ ９０１S T ５４ BYXX７ T
８ 湘陵６２８SXiangling６２８S T ５５ BYXX８ T
９ B１０１S T ５６ BYXX９ T
１０ 广湘２４SGuangxiang２４S T ５７ ７００１S P
１１ 株１SZhu１S T ５８ N５０８８S P
１２ １１０３S T ５９ PA６４S PT
１３ BY５８S T ６０ V２０A WA
１４ T９１SＧ选 T９１SＧchosen T ６１ 丰源 AFengyuanA WA
１５ D４０S T ６２ T９８A WA
１６ GS６ T ６３ 五丰 A WufengA WA
１７ 荆１８SJing１８S T ６４ ６３４A WA
１８ 隆６０５SLong６０５S T ６５ 天丰 ATianfengA WA
１９ 永早３SYongzao３S T ６６ D６２A WA
２０ 香１２５SXiang１２５S T ６７ 川香２９AChuanxiangA WA
２１ 贺１SHe１S T ６８ 宜香 AYixiangA WA
２２ N１１１S T ６９ 优ZAYouZA WA
２３ 标８１０SBiao８１０S T ７０ 炳１ABing１A WA
２４ T９１S T ７１ 岳４AYue４A WA
２５ 恒５９SHeng５９S T ７２ 贺１１A He１１A WA
２６ 早SZaoS T ７３ 隆３９８ALong３９８A WA
２７ ８１０S T ７４ 吉天 AJitianA WA
２８ N１１８S T ７５ 隆晶４３０２ALongjing４３０２A WA
２９ YOS T ７６ 深９５AShen９５A WA
３０ H６３８S T ７７ Ⅱ３２A IA
３１ ８８S T ７８ 优１AYou１A IA
３２ ７１０S T ７９ 中九 AZhongjiuA IA
３３ 安湘SAnxiangS T ８０ 冈４６AGang４６A GA
３４ ７５０S T ８１ ２４Ｇ６４A L
３５ 株２５SZhu２５S T ８２ H１３A L
３６ H６２９S T ８３ 武香 A WuxiangA M
３７ Y５８S T ８４ 粤泰 AYuetaiA HL
３８ 明SMingS T ８５ 超泰 AChaotaiA HL
３９ 隆７４SLong７４S T ８６ T１A BT
４０ KT２７S T ８７ １９９A BT
４１ 华煜４１２７SHuayu４１２７S T ８８ ９３１１ F
４２ 锦４１２８SJin４１２８S T ８９ ９３１１Ｇ选９３１１Ｇchosen F
４３ 云峰SYunfengS T ９０ R５２７ F
４４ 天安STiananS T ９１ R１１１ F
４５ N２S T ９２ R５８ F
４６ 衡农SHengnongS T ９３ R６２４ F
４７ W６１５４S PT ９４ R２１７ F

　　 T－温敏不育系;P－来源于农垦５８S的粳稻光敏不育系;PT－来源于农垦５８S的籼稻温敏不育系;WA－野败型不育系;IA－印水型

不育系;GA－冈型不育系;HL－红莲型不育系;L－辽型不育系;M－马协型不育系;F－父本材料.９３１１－有芒９３１１;９３１１Ｇ选－无芒

９３１１;BYXX１~BYXX９为新选育未审定的两用核不育系.

T,ThermoＧsensitivegeneticmalesterileline;P,japonica malesterilelinederivedfrom Nongken５８S;PT,indica malesterilelinedeＧ

rivedfromNongken５８S;WA,Wildabortiontypesterileline;IA,Cytoplasmicmalesterileline;GA,TypeＧGCMSline;HL,HLＧtypeCMS

line;L,LiaoＧtypeCMSline;M,MaxieＧtypeCMSline;F,Maleparent．９３１１,Awned９３１１．９３１１Ｇchosen,Awnless９３１１;BYXX１ＧBYXX９,

Newgenicmalesterilelinesbeforeexamination．
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１－紫香糯;２－安育早１号;３－齐粒丝苗;４－天安S;５－竹云糯;

６－Dasanbyeo;７－红壳老来青;８－旱轮稻;９－合江１８.A－SSR
引物 RM８５;B－SSR引物 OSR２８.

１,Zixiangnuo;２,Anyuzao１;３,Qilisimiao;４,Tian′anS;５,

Zhuyunnuo;６,Dasanbyeo;７,Hongkelaolaiqing;８,Hanlundao;９,

Hejiang１８．A,SSRprimerRM８５;B,SSRprimerOSR２８．
图１　准S上SSR标记RM８５和OSR２８扩增电泳结果

Fig．１．ElectrophoretogramamplifiedwithRM８５andOSR２８inZhun

S．

物 OSR２８扩增图谱,５个参照品种分别是合江１８
(１７８bp)、旱轮稻(１７２bp)、红壳老来青(１６９bp)、

Dasanbyeo(１３５bp)、竹云糯(１３２bp),准S扩增的

条带与参照品种Dasanbyeo一致,即准S该位点的

数字分子赋值为１３５/１３５.

　　将４８对引物的准S扩增片段大小进行统计和

赋值,该品种的数字分子指纹结果见表２.对９４个

杂交稻亲本按照此种方式进行赋值,建立数字分子

指纹库.

　　利用软件 NTSYSＧPC对９４个杂交水稻亲本的

遗传相似系数进行分析(表３),各品种间遗传相似

系数变幅０．５４~０．９７,其中遗传相似系数最高的两

个品种是标８１０S和８１０S,标８１０S是８１０S的自然

突变体,其遗传相似系数高达０．９７,这两个品种有３
对引物的差异,其中２对引物的差异为扩增条带有

或无,１对引物为扩增条带迁移率不同.遗传相似

系数最低的是陆１８S和 H１３A,仅为０．５４.两个品

种间有４０对引物的差异,陆１８S是早籼型温敏核不

育系,H１３A是粳稻辽型细胞质雄性不育系,亲缘关

系远,遗传差异大.根据品种间差异的引物数不少

于２对判定为“不同品种”的标准,９４个杂交水稻亲

本都为不同品种.该研究结果表明新标准的４８对

SSR标记具较强的核DNA多态性区分功能.

２．２　４８对SSR分子标记的多态性比较

　　DNA分子标记的多态性是衡量该标记有效性

的重要标志.供试的４８对SSR引物在９４个杂交

水稻亲本中共检测到１９７个等位变异.每对引物扩

表２　准S核DNA数字分子指纹

Table２．ResultsofdigitalmolecularfingerprintofZhunSnuclearDNA．

序号

No．

引物

Primer

基因型

Genotype
/bp

序号

No．

引物

Primer

基因型

Genotype
/bp

序号

No．

引物

Primer

基因型

Genotype
/bp

１ RM５８３ １８９/１８９ １７ RM２６７ １５６/１５６ ３３ OSR２８ １３５/１３５
２ RM７１ １４８/１４８ １８ RM２５３ １４２/１４２ ３４ RM５９０ １３９/１３９
３ RM８５ １０４/１０４ １９ RM４８１ １６２/１６２ ３５ RM２１ １６０/１６０
４ RM４７１ １０４/１０４ ２０ RM３３９ １４６/１４６ ３６ RM３３３１ １２０/１２０
５ RM２７４ １６２/１６２ ２１ RM２７８ １４２/１４２ ３７ RM４４３ １１９/１１９
６ RM１９０ １０９/１０９ ２２ RM２５８ １２８/１２８ ３８ RM４９０ ９２/９２
７ RM３３６ １５４/１５４ ２３ RM２２４ １５５/１５５ ３９ RM４２４ ２６３/２６３
８ RM７２ １６３/１６３ ２４ RM１７ １８５/１８５ ４０ RM４２３ ２６８/２６８
９ RM２１９ ２２２/２２２ ２５ RM４９３ ２３７/２３７ ４１ RM５７１ １７９/１７９
１０ RM３１１ １７０/１７０ ２６ RM５６１ １８５/１８５ ４２ RM２３１ １８０/１８０
１１ RM２０９ １３２/１３２ ２７ RM８２７７ １６５/１６５ ４３ RM５６７ ２４８/２４８
１２ RM１９ ２１６/２１６ ２８ RM５５１ １８４/１８４ ４４ RM２８９ １０６/１０６
１３ RM１１９５ １４６/１４６ ２９ RM５９８ １５６/１５６ ４５ RM５４２ ８９/８９
１４ RM２０８ １８０/１８０ ３０ RM１７６ １３６/１３６ ４６ RM３１６ １９６/１９６
１５ RM２３２ １４１/１４１ ３１ RM４３２ １６８/１６８ ４７ RM３３２ １６７/１６７
１６ RM１１９ １６９/１６９ ３２ RM３３１ １７１/１７１ ４８ RM７１０２ １７３/１７３

６９５ 中国水稻科学(ChinJRiceSci)　第３０卷第６期(２０１６年１１月)



表３　供试９４个杂交水稻亲本的遗传相似系数比较

Table３．Geneticsimilaritycoefficientcomparisonofthetested９４hybridriceparents．

材料

Material

遗传相似系数

Geneticsimilaritycoefficient

区间

Range

平均值

Mean

材料

Material

遗传相似系数

Geneticsimilaritycoefficient

区间

Range

平均值

Mean
陆１８SLu１８S ０．５４－０．８９ ０．７１ BYXX１ ０．６５－０．８１ ０．６８
长选３SChangxuan３S ０．６１－０．８２ ０．６９ BYXX２ ０．６４－０．８１ ０．７２
农垦５８SNongken５８S ０．５５－０．８８ ０．６２ BYXX３ ０．５９－０．８３ ０．７９
广占６３SGuangzhan６３S ０．５６－０．８３ ０．６９ BYXX４ ０．５９－０．８４ ０．７１
准SZhunS ０．５５－０．８２ ０．７３ BYXX５ ０．５７－０．８４ ０．７０
安农SＧ１AnnongSＧ１ ０．６０－０．７７ ０．６９ BYXX６ ０．６０－０．８４ ０．６９
９０１S ０．６０－０．９６ ０．７２ BYXX７ ０．６１－０．８０ ０．７０
湘陵６２８SXiangling６２８S ０．６０－０．９６ ０．６８ BYXX８ ０．５８－０．８４ ０．７０
B１０１S ０．６１－０．７９ ０．６９ BYXX９ ０．５９－０．８０ ０．７１
广湘２４SGuangxiang２４S ０．５６－０．７９ ０．６８ ７００１S ０．５８－０．８８ ０．６３
株１SZhu１S ０．５５－０．８０ ０．７０ N５０８８S ０．５７－０．８６ ０．６４
１１０３S ０．６３－０．８０ ０．７２ PA６４S ０．５８－０．７７ ０．６９
BY５８S ０．６０－０．７５ ０．６８ V２０A ０．６２－０．８４ ０．７１
T９１SＧ选 T９１SＧchosen ０．６１－０．８０ ０．６９ 丰源 AFengyuanA ０．６１－０．８５ ０．７２
D４０S ０．５７－０．８９ ０．７０ T９８A ０．６２－０．８２ ０．７１
GS６ ０．５６－０．８９ ０．６９ 五丰 A WufengA ０．６１－０．９３ ０．７３
荆１８SJing１８S ０．５６－０．９３ ０．６９ ６３４A ０．６３－０．８８ ０．７２
隆６０５SLong６０５S ０．５８－０．９３ ０．７０ 天丰 ATianfengA ０．６１－０．８８ ０．７２
永早３SYongzao３S ０．５５－０．９０ ０．７０ D６２A ０．６０－０．８４ ０．７１
香１２５SXiang１２５S ０．５６－０．９０ ０．７０ 川香２９AChuanxiangA ０．５５－０．８２ ０．７２
贺１SHe１S ０．５９－０．８３ ０．７０ 宜香 AYixiangA ０．６６－０．８５ ０．７２
N１１１S ０．６４－０．７６ ０．６９ 优ZAYouZA ０．６５－０．８９ ０．７３
标８１０SBiao８１０S ０．６２－０．９７ ０．７１ 炳１ABing１A ０．５７－０．８９ ０．７２
T９１S ０．５５－０．８２ ０．７１ 岳４AYue４A ０．６０－０．８５ ０．７２
恒５９SHeng５９S ０．６３－０．７７ ０．７０ 贺１１A He１１A ０．５４－０．７７ ０．６８
早SZaoS ０．５９－０．８３ ０．７１ 隆３９８ALong３９８A ０．５９－０．７９ ０．７０
８１０S ０．６１－０．９７ ０．７０ 吉天 AJitianA ０．５８－０．８０ ０．６９
N１１８S ０．５９－０．８６ ０．７０ 隆晶４３０２ALongjing４３０２A ０．５６－０．８２ ０．７０
YOS ０．６１－０．８０ ０．７０ 深９５AShen９５A ０．６５－０．８２ ０．７３
H６３８S ０．６４－０．９１ ０．７１ Ⅱ３２A ０．６０－０．８９ ０．７３
８８S ０．６３－０．８３ ０．７０ 优１AYou１A ０．６１－０．８４ ０．７１
７１０S ０．６１－０．８６ ０．７１ 中九 AZhongjiuA ０．６１－０．８０ ０．７０
安湘SAnxiangS ０．６１－０．８５ ０．７１ 冈４６AGang４６A ０．６０－０．８９ ０．７３
７５０S ０．５９－０．８６ ０．７２ ２４Ｇ６４A ０．５７－０．８２ ０．６４
株２５SZhu２５S ０．６０－０．８６ ０．７０ H１３A ０．５４－０．８０ ０．６３
H６２９S ０．５９－０．９１ ０．７１ 武香 A WuxiangA ０．６２－０．７７ ０．６８
Y５８S ０．６０－０．７９ ０．６８ 粤泰 AYuetaiA ０．６２－０．８５ ０．７３
明SMingS ０．５８－０．８２ ０．７０ 超泰 AChaotaiA ０．５８－０．７５ ０．６９
隆７４SLong７４S ０．５９－０．７５ ０．６８ T１A ０．５５－０．８０ ０．６３
KT２７S ０．５７－０．７６ ０．６８ １９９A ０．５６－０．８０ ０．６３
华煜４１２７SHuayu４１２７S ０．６２－０．９３ ０．６９ ９３１１ ０．６１－０．８２ ０．７３
锦４１２８SJin４１２８S ０．５６－０．９２ ０．７１ ９３１１Ｇ选９３１１Ｇchosen ０．６１－０．８２ ０．６９
云峰SYunfengS ０．５７－０．８５ ０．７１ R５２７ ０．６２－０．８１ ０．７０
天安STiananS ０．５８－０．８５ ０．７０ R１１１ ０．６０－０．８３ ０．６６
N２S ０．５９－０．７８ ０．７１ R５８ ０．６２－０．８７ ０．６９
衡农SHengnongS ０．５９－０．７９ ０．７２ R６２４ ０．６１－０．８２ ０．６９
W６１５４S ０．５８－０．７９ ０．７１ R２１７ ０．６１－０．８７ ０．６９

７９５林亦霞等:基于 NYT１４３３－２０１４中４８对SSR引物的９４份杂交稻亲本 DNA分子数字指纹库研究



表４　４８对分子标记在供试杂交水稻亲本中等位基因数及多态性信息指数比较

Table４．NumberofallelesandPICforthetesthybridriceparentsof４８SSRmolecularmarkers．

引物

Primer

等位基因数

No．ofalleles

多态性

信息量

PIC

引物

Primer

等位基因数

No．of

alleles

多态性

信息量

PIC

引物

Primer

等位基因数

No．ofalleles

多态性

信息量

PIC
RM５８３ ５ ０．６８ RM２６７ ３ ０．５８ OSR２８ ５ ０．４６
RM７１ ３ ０．５１ RM２５３ ４ ０．５７ RM５９０ ３ ０．５９
RM８５ ４ ０．３９ RM４８１ ５ ０．５５ RM２１ ７ ０．７５
RM４７１ ３ ０．５３ RM３３９ ３ ０．４１ RM３３３１ ６ ０．７７
RM２７４ ２ ０．３５ RM２７８ ４ ０．６６ RM４４３ ３ ０．３０
RM１９０ ５ ０．５８ RM２５８ ４ ０．６０ RM４９０ ４ ０．４７
RM３３６ ７ ０．６９ RM２２４ ７ ０．７５ RM４２４ ４ ０．６４
RM７２ ７ ０．６０ RM１７ ２ ０．４６ RM４２３ ３ ０．４７
RM２１９ ６ ０．７０ RM４９３ ５ ０．６４ RM５７１ ３ ０．５４
RM３１１ ４ ０．６０ RM５６１ ４ ０．２９ RM２３１ ４ ０．６６
RM２０９ ５ ０．７０ RM８２７７ ６ ０．３９ RM５６７ ３ ０．３８
RM１９ ５ ０．６８ RM５５１ ３ ０．２５ RM２８９ ２ ０．３７
RM１１９５ ６ ０．７５ RM５９８ ３ ０．６３ RM５４２ ３ ０．３５
RM２０８ ５ ０．６７ RM１７６ ２ ０．２６ RM３１６ ４ ０．７０
RM２３２ ５ ０．７１ RM４３２ ４ ０．７５ RM３３２ ４ ０．５４
RM１１９ ２ ０．７６ RM３３１ ２ ０．４６ RM７１０２ ４ ０．６９

平均值 Mean ４．１０ ０．５６

增的等位变异范围为２~７个,平均值为４．１０,PIC
范围为０．２５~０．７７,平均值为０．５６(表４),具较高多

态性.
引物RM２２４等位基因数为７,扩增出１５种带

型,其PIC值高达０．７５,另一对引物RM１１９,等位基

因数为 ２,虽只扩增出 ２ 种带型,其 PIC 值高达

０􀆰７６.表明这两个标记位点呈高度多态性.而第６
染色体标记引物RM１７６等位基因数为２,只有２种

带型,其PIC值仅为０．２６,该标记在供试材料的遗

传差异分析中贡献率最大不超过１０％.第４染色

体上标记引物RM５５１等位基因数为３,扩增出３种

带型,但PIC值也仅０．２５.该标记在供试材料的遗

传差异分析中贡献率最大不超过７％.表明这两个

标记位点多态性不高,对品种间的差异分辨力弱.

２．３　杂交水稻亲本中新增等位变异位的分析

与３５个参照水稻品种构建的分子指纹库进行

比对,在供试的杂交水稻亲本中的有１３对SSR引

物扩增出了１６条新条带.例如引物 RM２３１在安

农SＧ１中扩增出了一条比参照品种轮回０１(１９４
bp)、合江１８(１９２bp)、陆川早１号(１８６bp)小的条

带(图 ２),经 克 隆 测 序 该 新 带 长 度 为 １８０bp.
其全序列为CCAGATTATTTCCTGAGGTCAAGG
GCTTTGAGTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
TCTCTTAAAAAAGATCTGTTTGTATTTCAT

１－陆川早１号;２－合江１８;３－轮回０１;４－安农SＧ１.

１,Luchuanzao１;２,Hejiang１８;３,Lunhui０１;４,AnnongSＧ１．
图２　引物RM２３１在安农SＧ１中扩增出的新条带

Fig．２．NewbandamplifiedwithprimerRM２３１ofAnnongSＧ１．

TGCAATACATGTAGTTATCAGTAATAACAG
AAAGAACATTTGTACATTACTCTCAATCAC
TACATTTTTTTTCAATGCAGAACTATGCAA
GTGA.除在安农SＧ１外,在准S、KT２７S等１３个

材料中都扩增出了该条带,且序列完全一致.
引物 RM７２扩增出了两条新带,其中在 R５２７、

R５８等９个水稻材料中扩增出的新条带为１６５bp
的 新片段,全序列为CCGGCGATAAAACAATG
AGAAATTAGGTACATAATAATAATAATAG
TAATAATAATAATAATAATAATAATAATA
ATAATAATAATAATAGTAATAATAATAGT
AATAGTAATAATAAAAGCATAAATAACTT

８９５ 中国水稻科学(ChinJRiceSci)　第３０卷第６期(２０１６年１１月)



表５　 杂交水稻亲本新增等位变异位点及片段大小

Table５．Newallelicvariantspointandfragmentsizeofhybridriceparents．

序号

No．

引物

Primer

参照品种等位变异点

Commonallelic

variationpoint/bp

新增等位变异点

Newallelic

variationpoint

材料名称

Material

１ RM５８３ １８０,１８９,１９２,１９５ １５８ ９３１１,９３１１Ｇ选

２ RM８５ ８０,９５,１０４ ９３ 荆１８S,隆６０５S,广占６３S,天安S
３ RM１９０ １０９,１２０,１２２ １２８ YOS
４ RM１９０ １０９,１２０,１２２ １０７ B１０１S,BY５８S,T９１SＧ选

５ RM７２ １６３,１７５,１７８,１９０,１９３ １５２ 长选３S,PA６４S,明S,N１１１S,YOS,H６３８S,H６２９S
６ RM７２ １６３,１７５,１７８,１９０,１９３ １６５ 华煜４１２７S,R５２７,R１１１,R５８,R６２４,R２１７,恒５９S,９０１S
７ RM２１９ １９４,２００,２０２,２１５,２２２ １８６ 安农S,明S,N１１８S,标８１０S,安湘S,株２５S
８ RM１９ ２１６,２４７,２５０,２５３ ２２１ 贺１S,N１１１S
９ RM２５３ １３３,１３５,１４２ １１９ 隆７４S,BYXX６,超泰 A
１０ RM４８１ １４６,１６２,１６５ １８２ 云峰S,荆１８S,R１１１,D４０S
１１ RM４８１ １４６,１６２,１６５ １５６ 隆７４S
１２ RM４３２ １６８,１７２,１８８ １８０ 云峰S,天安S,华煜４１２７S,锦４１２８S,KT２７S,隆３９８A,

陆１８S,广占６３S,贺１１A,GS６,隆６０５S,N１１１S,标８１０S,

８１０S,N１１８S,H６３８S,８８S,７５０S,H６２９S,９３１１
１３ RM４９０ ９２,９７,９９ １０８ 陆１８S,GS６,永早３S
１４ RM２３１ １８６,１９２,１９４ １８０ 锦４１２８S,KT２７S,准 S,安 农 S,BYXX７,永 早 ３S,标

８１０S,８１０S,H６３８S,H６２９S,岳４A,９０１S
１５ RM３３２ １６２,１６４,１６７ １８４ 陆１８S,GS６,T９１S,W６１５４S,株２５S
１６ RM３３６ １５１,１５４,１６０,１６３,１６６,１９３ １４４ 宜香 A,２４Ｇ６４A

GCAACCCATATCCCTTAGTTAGGACCGATG
CA.在长选３S、明S等７个材料中扩增出的新条

带为１５２bp,全序列为GCATCGGTCCTAACTAA
GGGATATGGGTTGCAAGTTATTTATGCTTT
TATTATTACTATTACTATTATTATTACTAT
TATTATTATTATTATTATTATTATTATTA
CTATTATTATTATTATGTACCTAATTTCTC
ATTGTTTTATCGCCGG.

另外 RM１９０、RM４８１等８对引物扩增出的新

条带只出现在 １~３ 份材料中(表 ４),例如引物

RM１９０在不育系 YOS中扩增出了１条１２８bp特

异带.引物 RM４８１在隆７４S中扩增出了１条１５６
bp特异带.引物RM５８３在父本９３１１和９３１１Ｇ选中

扩增出了１条１５８bp特异带.这种特异位点可用

于杂交水稻亲本以及组合的真实性和纯度的快速分

子检测.

２．４　虚拟杂交组合数字分子指纹库及特异分子标

记

杂交组合包含了双亲的全部遗传信息,杂交组

合核DNA的数字分子指纹即父母本的互补数字分

子指纹,根据已知的杂交水稻亲本的数字分子指纹,
可虚拟出杂交组合的数字分子指纹.

　　例如,根据 YOS和９３１１的数字分子指纹,虚
拟出了 YOS/９３１１的杂交组合数字分子指纹(表
５).该数字分子指纹与另外８６个不育系杂９３１１的

组合以及 YOS杂另６个父本的组合的数字分子指

纹都具有３对以上的差异位点,故该虚拟组合符合

新品种遗传审定标准.在该虚拟组合生产应用中,
引物RM５８３扩增出的１５８bp/１８９bp可作为杂交

组合真实性和纯度分子快速检测标记,即杂交组合

种子中只有１８９bp条带的为混杂种子,混杂来源于

不育系自交种子;只有１５８bp条带的也为混杂种

子,混杂来源于父本的机械混杂;具有xxxbp/１８９
bp或１８９bp/xxx bp条带为串粉混杂种子;不含

１５８bp和１８９bp条带的种子为稻田落粒谷混杂或

其他机械混杂种子.

３　讨论

目前中国在杂交稻品种选育方面正快速形成育

繁推一体化的品种创新体系,杂交稻亲本选育必将

进入快速发展时期,但现代分子生物学技术在杂交

育种中的贡献率仍较低,加强分子技术与传统育种

技术的紧密结合已成为杂交水稻育种的迫切需

求[１６Ｇ１９].开展杂交水稻亲本选育过程中核DNA数

９９５林亦霞等:基于 NYT１４３３－２０１４中４８对SSR引物的９４份杂交稻亲本 DNA分子数字指纹库研究



表６　YOS/９３１１杂交组合数字分子指纹

Table６．ResultsofdigitalmolecularfingerprintofYOS/９３１１hybrids．

序号

No．

引物

Primer

基因型

Genotype
/bp

序号

No．

引物

Primer

基因型

Genotype
/bp

序号

No．

引物

Primer

基因型

Genotype
/bp

１ RM５８３ １８９/１８９ １７ RM２６７ １５６/１５６ ３３ OSR２８ １３５/１３５
２ RM７１ １３９/１４８ １８ RM２５３ １４２/１４２ ３４ RM５９０ １３９/１４６
３ RM８５ １０４/１０４ １９ RM４８１ １６２/１６５ ３５ RM２１ １２８/１３８
４ RM４７１ １０２/１０４ ２０ RM３３９ １４６/１４６ ３６ RM３３３１ １１０/１１０
５ RM２７４ １４９/１６２ ２１ RM２７８ １２８/１３８ ３７ RM４４３ １１９/１２３
６ RM１９０ １２２/１２８ ２２ RM２５８ １２８/１３２ ３８ RM４９０ ９２/９２
７ RM３３６ １５４/１５４ ２３ RM２２４ １５３/１５３ ３９ RM４２４ ２８０/２８０
８ RM７２ １５２/１５２ ２４ RM１７ １５９/１８５ ４０ RM４２３ ２６８/２７１
９ RM２１９ ２０２/２１５ ２５ RM４９３ ２３７/２４０ ４１ RM５７１ １７９/１８５
１０ RM３１１ １７０/１７０ ２６ RM５６１ １８５/１８７ ４２ RM２３１ １９２/１９２
１１ RM２０９ １３２/１３２ ２７ RM８２７７ １６５/１６５ ４３ RM５６７ ２４８/２４８
１２ RM１９ ２４７/２４７ ２８ RM５５１ １８４/１９０ ４４ RM２８９ ８７/１０６
１３ RM１１９５ １４２/１４６ ２９ RM５９８ １５３/１５６ ４５ RM５４２ ８９/８９
１４ RM２０８ １６７/１８２ ３０ RM１７６ １３６/１３６ ４６ RM３１６ ２００/２００
１５ RM２３２ １５０/１６１ ３１ RM４３２ １６８/１８８ ４７ RM３３２ １６４/１６４
１６ RM１１９ １６９/１６９ ３２ RM３３１ １５１/１７１ ４８ RM７１０２ １７０/１９０

字分子指纹分析,是加速新品种选育的有效途径,即
对新选育材料进行 DNA 数字分子指纹分析,并将

数字信息提交到数据库进行比对,以具２对以上变

异位点作为筛选标准,只有达到该标准的亲本材料

应用于杂种优势测配,这样有利于减少杂交稻亲本

选育的盲目性和大量无效测配劳动,提高杂交育种

效率[２０Ｇ２３].

　　目前,杂交水稻市场的品种套牌、冒牌等侵权事

件时有发生,建立不同品种的数字分子指纹库是解

决这一问题的有效手段[２４Ｇ２５].前期许多研究建立的

水稻品种分子指纹图谱,主要依据条带的多少进行

比对,不能数字化,加之没有参照品种作对照,不同

实验条件下其电泳带的迁移率不尽相同,导致分子

指纹图谱的相似性分析易出现偏差,另外前期的２４
对标准引物信息量偏少,部分引物多态性不高,导致

水稻品种的分子指纹特异性不高[２６Ｇ２９].利用农业部

行业新标准(NY/T１４３３－２０１４)易于构建杂交水

稻亲本以及组合特异的数字分子指纹,更有利于水

稻品种的产权保护.
本研究也发现新标准中标记引物 RM１７６和

RM５５１作为分子标记的多态性不高,对不同品种的

分辨力较弱,有必要在其染色体上开发新的分子标

记.本研究同时筛选到１６个新的等位变异位,这些

位点可作为标准指纹库的信息补充,丰富标准库中

的遗传信息.

　　SSR标记在单个座位上检测到的多态性远高

于其他几种分子标记,且广泛随机均匀地分布于整

个基因组,能准确高效地鉴别大量等位基因,利用父

母本特异互补带可作为快速鉴定品种真实性和纯度

的理想分子标记[３０Ｇ３５].本研究在杂交水稻亲本材料

中筛选出２３份材料的特异分子标记,这些特异分子

标记可作为杂交水稻亲本以及组合中是否混杂其他

品种的分子检测标记,对于还未筛选出特异分子标

记的材料,可以进一步增加SSR标记筛选数,开发

出特异性强的快速鉴定品种真实性和纯度的理想分

子标记.
根据目前我国在生产上应用的主要不育系、父

本以及近１０年的杂交组合,构建我国杂交水稻数字

分子指纹信息库,并建立网络化公共服务平台,让所

有杂交水稻育种工作者能利用该服务平台开展杂交

水稻亲本资源创新和虚拟配组,以评价其新材料的

遗传多态性以及所配组合的遗传类型,这可能对杂

交水稻育种产生重大促进作用.

４　结论

本研究建立了９４份杂交水稻亲本的数字分子

指纹库,供试材料间具有３个以上的遗传差异位点.
筛选出２３个材料的特异数字分子标记,这些特异数

字分子标记可应用于种子真实性或纯度的快速分子

鉴定.根据供试的不育系和父本的数字分子指纹建

００６ 中国水稻科学(ChinJRiceSci)　第３０卷第６期(２０１６年１１月)



立了虚拟杂交水稻 F１代的数字分子指纹库和虚拟

组合的特异数字分子标记.
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