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水稻株高 QTLQph1 的精细定位
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摘要 利用珍汕97B与南阳占的重组自交系(recombinantinbredline,RILs)构建了以珍汕97B为背景的近

等基因系(nearisogenicline,NILs)BC3F2,通过对其320株随机分离小群体的研究,发现Qph1同时具有加性效

应和显性效应,其可解释的遗传变异达71.28%,局部 QTL连锁分析把该 QTL定位于2.1cM、180.2kb的

RM6333-RM11961区间内;进一步发展6000株大群体,筛选出230株极端隐性重组单株,利用重叠作图法将

Qph1进一步精细定位于距离约为90kb的SSR标记SHL4和InDel(InsertlDeletion)标记HL13间,通过与已

克隆的sd1基因比较,发现二者并不在同一个区域,这为进一步克隆该QTL和分子标记辅助选择培育矮秆水稻

新品种奠定了基础。
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  新的矮秆基因与半矮秆基因的发掘、研究和利

用对水稻育种和植物生长发育机制研究有重要的作

用。在水稻和其他谷类作物中,株高是影响丰产潜

力、耐肥性和抗倒能力的重要农艺性状,自1960年

半矮秆基因sd1导入到禾本科植物中,选育了无数

的半矮品种,极大地提高了粮食产量。这种巨大的

影响被称之为绿色革命[1]。长期以来,对水稻株高

遗传控制的研究一直深受重视,已定位了43个控制

矮秆、半矮秆性状的主效基因和1011个与株高相

关的QTL(www.gramene.org),并应用图位克隆、
同源克隆等方法克隆了近20个矮秆相关基因[2]。
水稻株高是1个由主效基因和微效基因共同控制的

质量-数量性状,且株高相关QTL往往与主效基因

具有相似的基因组位置。此外,在水稻品种全面实现

半矮秆化以后,“矮中求高”已成为高产育种的重要策

略[3],这显然有赖于株高QTL的利用。
水稻中半矮秆基因sd1首先通过经典遗传学和

分子遗传学定位在水稻第1染色体上[4]。随后3个

独立的研究小组克隆了该基因[5-7]。功能验证表明

该基因编码GA氧化酶,首次阐明GA在株高形成

中的机理。
许多研究者在水稻第1染色体都定位了控制株

高的主效QTL[8-11],这些QTLs都位于半矮秆基因

sd1相近的区段。Ishimaru等[12]采用候选基因方

法克隆了1个控制株高的基因 QTLphI。该基因

编码葡萄糖磷酸合成酶,它是与sd1紧密连锁的控

制株高的基因。
在本研究中,笔者利用珍汕97B和南洋占组合

衍生的株高QTL近等基因系精细定位了1个与水

稻半矮秆基因sd1紧密连锁的株高基因,建立其近

等基因系和分子标记辅助选择体系,旨在为该基因

的克隆以及矮秆水稻新品种的培育提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 水稻材料

刘文俊等[13]利用珍汕97B/南洋占重组自交系

群体(RILs)F8代在第1染色体上的标记 RM472-
RM104间检测到1个主效株高 QTL,基因解释表

型的遗传效应达45.9%。本研究以此QTL为目标

片段构建以珍汕97B为遗传背景的BC3F2近等基因

系 (NILs)。亲本之一珍汕97(OryzaSativa L.
ssp.indica)为我国广泛应用的优良杂交稻汕优63
的亲本,南洋占(OryzasativaL.ssp.indica)为红

米特异种质材料。
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1.2 田间种植管理

2008年夏在华中农业大学试验农场种植320
株随机分离群体BC3F2,同年在海南陵水继续发展

6000株BC3F2大群体。两地株行距为16.5cm×
26.4cm,正常大田生产管理,成熟期测量株高[13]。
1.3 标记检测

DNA的抽提参考CTAB法[14]。每株取新鲜叶

片2~3cm,详细操作参照岳兵[15]介绍的方法。待

DNA完全溶解后,用DNA微量测定仪(DNAFlu-
orometer)测定DNA浓度。本研究应用的DNA分

子标记除了来源于前人发表的SSR标记外(www.
gramene.org),还包括根据水稻基因组序列设计的

2个SSR标记和2个InDel标记。所有的标记均用

4%变性聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)检测。
1.4 数据分析

应用 MAPMAKER/EXP3.0作图软件构建在

第1染色体长臂RM472-RM104分离区间的连锁图

谱,用 Kosambi函 数 将 重 组 率 转 化 成 遗 传 距 离

(cM),利用 QTLCartographer2.0[16]复合区间作

图法 (compositeintervalmapping,CIM)对随机群

体的株高进行扫描检测,采用LOD值2.0作为阈

值来判断QTL存在与否,若标记区间LOD≥2.0,
则认为该区间存在1个控制该性状的QTL。6000
株大群体中筛选出约1000株重组单株,利用重叠

作图法对这其中的230株极端隐性重组单株(株高

低于80cm)进行分析定位。

2 结果与分析

2.1 随机群体的分析

BC3F2随机小群体在武汉的株高分离明显,表
现为典型的数量性状,亲本相差约48cm(表1)。对

株高表型值进行分组,制作次数分布图(图1),呈现

很明显的双峰分布,在株高100cm处有1个断点。
卡方测验χ2=3.0625、P=0.01的水平上达到极显

著,株高 QTL在近等基因系中的分离符合孟德尔

遗传分离比,即F2代呈现3∶1,表明该QTL的近等

表1 随机群体的株高表型值分布

Table1 Phenotypicperformanceofplant

heightinrandompopulation cm

性状

Trait
珍汕97B

Zhenshan97B
南洋占

Nanyangzhan
平均值±标准差

Mean±SD
变幅

Range

株高

Plantheight
90.7 138.7

108.3±
16.8

43.0~
143.0

图1 随机群体BC3F2株高次数分布图

Fig.1 Frequencydistributionofplant
heightinrandompopulation

基因系背景已经纯合,可以用于精细定位。
2.2 Qph1 的验证和局部 QTL 连锁分析

该株 高 QTL 初 定 位 区 间 是 标 记 RM472-
RM104,区间的遗传距离是13.8cM,物理距离是

2.1 Mb,相 对 较 大。在 Gramme 网 站 数 据 库

(www.gramene.org)中需找多对SSR标记,其中

得到5对多态性的标记,从上到下分别是RM6333、

RM11961、RM12042、RM3523、RM12084,其引物序

列见表2。用上述5个标记检测随机群体,应用

MAPMAKER/EXP3.0作图软件构建局部连锁图

谱,用 Kosambi函 数 将 重 组 率 转 化 成 遗 传 距 离

(cM),综合随机群体的株高表型值,利用 QTLCar-
tographer2.0复合区间作图法对随机群体的株高

进行扫描检测,将株高QTLQph1定位于RM6333
和 RM11961 间,基 因 解 释 表 型 的 效 应 值 高 达

71.28%,LOD值为42.34(表2)。
表2 局部QTL连锁分析结果1)

Table2 ResultoflocalQTLlinkageanalysis

QTL染色体Chr. 区间Interval LOD A1) D2) Var/%
Qph1 1 RM6333-RM11961 42.34-18.159.29 71.28

 1)A.加性效应 TheadditiveeffectcausedbyQTL;2)D.显性效

应 ThedominanteffectcausedbyQTL;Var.贡献率 The

phenotypicvariationexplainedbytheQTL.

2.3 Qph1 的精细定位

为了进一步缩小区间,在海南发展1个6000
株的大群体,用于精细定位,大群体的株高分离明

显,仍然表现为典型的数量性状。为了避免随机群

体QTL定位的误差,用标记 RM472-RM104筛选

重组单株,共筛到约1000株重组交换单株,分别量

取成熟期的株高。利用极端隐性法分析该株高

Qph1的位置。
精细定位是图位克隆的关键步骤之一,从1000

个重组交换单株中挑选出230个矮单株用来精细定
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位,将Qph1定位于RM6333和RM11961间,在该

区间开发新的SSR和InDel标记。其中SSR标记

主要是利用gramene网站上SSRtool寻找重复序

列,InDel标记主要根据网上公布的粳稻品种Nip-
ponbare的 基 因 组 序 列 (http://ran.dna.affrc.
go.jp)以及籼稻品种93-11的基因组序列(http://

rice.genomics.org.cn/),利用软件Primer5设计7
对SSR标记和5对InDel标记,其中3对SSR标记

和2对InDel标记有多态性,见表3。用发展的5对

分子标记定位230株矮秆单株,进一步将 QTL的

区间缩小,最后将Qph1定位于标记SHL4-HL13

间,2个标记的物理距离约为90kb。该区域跨2个

BAC:AP003297 和 AP003261 (图 2)。通 过 在

TIGRRiceGenomeAnnotation (Osa1)Release
6.1网站上对SHL4和HL13之间的序列进行检索,
发现此区域共有12个预测的 ORF,其中8个有预

测功能,4个为未知蛋白。8个有预测功能的 ORF
包括:1个结合蛋白,1个SnRKI互作蛋白,1个有

丝分裂蛋白,1个半乳糖转移酶,1个PHD-finger结

合蛋白,1个HAIKU2前导类蛋白激酶和2个氨基

酸转运子的基因。通过与已克隆的sd1基因比较,
发现sd1基因并不在该区域。

表3 精细定位所用到的SSR和InDel引物

Table3 SequencesofSSRandInDelprimersinfinemapping

标记 Maker 类型 Type 前引物Forwardprimer 后引物 Reverseprimer
RM6333 SSR ACTCACTCACTCACCCACACAGC TTGGAGAGGGAAGAGAAGACACG
RM11961 SSR GTCGAATCGCGATAGTCAGAGC GGTCAGTTTGGCACTTTGAATGG
RM12042 SSR TGTAGGTAGCTGAACGAGATGAGTGC CAGGATTGATCCTCATCCCAAGC
RM3523 SSR TCCTGGCTGCTATTGTGGTTGG AAGTCGTTCGTTGCATGAAGAGG
RM12084 SSR AATCGGCGAGGTTTGCTAATGG ATACGTGGTACGTGACGCTTTGC
SHL0a SSR AAACTCCTCATTTCGCTCCC TTGACGAGGCTCTTGTAGGC
SHL2 SSR TCATCGTACAGTGCAGGAG TCCCTCAGAATCGGCATA
SHL4 SSR CTTCTCACGCCACCTTCC CTTCCATGCCATTCACCA
HL4 InDel CCAAGGACCAACTATGACG GCAGTCTAAGGGAGATAACAAG
HL13 InDel ACAGGTCAGGTGCAAAAGCT AACGCGAACTGGAAACAGAG

图2 Qph1精细定位结果

Fig.2 ResultoffinemappingofQph1

3 讨 论

图位克隆基因是基于遗传作图和物理作图的一

种分离基因的方法。这一方法首先是初步定位基

因,然后对基因精细定位,寻找与基因紧密连锁的分

子标记,将基因界定在一个较小的范围内,最后是构

建覆盖目的基因区域的物理图谱,筛选和鉴定候选

基因片段克隆。
株高是水稻的重要农艺性状,其性状改良对水

稻高产育种具有重要的作用。在以矮化育种为标志

的“绿色革命”的鼓舞下,水稻矮秆、半矮秆基因的发

掘和鉴定一直深受重视,并在近年克隆了一批基因。
不过,对于“矮中求高”的现代高产育种策略,更重要

的是在半矮秆范围内发掘和利用株高 QTL。本研

究利用具有相同遗传背景的近等基因系分离群体,
逐步缩小分离区间,将株高QTLQph1界定在水稻

第1染色体长臂上约90kb的区间内,为其克隆提

供了良好的基础。刘文俊等[13]利用珍汕97B/南洋
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占的重组自交系群体,在第1染色体的 RM472-
RM104间检测到该QTL,效应值为45.9%,将该位

点构建成近等基因系后,其效应增加到71.28%,该

QTL在不同地点、不同年份表现出稳定的效应,有
利于保证其分子标记辅助选择在不同水稻种植区域

的普遍作用。
近十几年来报道了大量的水稻株高QTL,检测

到的株高 QTL遍及整个水稻基因组,第1染色体

上除了sd1外,很多研究[15,17]都在RM472-RM104
间检测到株高 QTL,但是都没有对其进行精细定

位,难以判断其作用是单基因还是与其连锁的基因。
已定位或克隆的水稻矮秆或半矮秆主效基因有5个

位于 第1染 色 体,其 基 因 组 位 置 可 以 通 过 检 索

Gramene(www.gramene.org)等公开数据库获

得,其中已经克隆的d18[18]和d2[19]位于第1染色

体的短臂上,这显然与位于长臂的Qph1不在同一

区域,d61与RFLP标记C1370紧密连锁[20],而其

物理位置是29446995bp附近,与Qph1不在同一

个物理位置(38048609~38136790bp),d10定位

于 RM1095-RM3411 间[21],其 物 理 位 置 是

30923877~31311319bp间,与Qph1的物理位

置也不相符合。根据文献[2]对株高的分类,将50
cm以下的定位矮秆,大于70cm的称为半矮秆,随
机群体和极端隐性的单株株高都在70~90cm间,
明显不是上述矮秆基因的作用所致,而应该是半矮

秆基因的作用。
通过公共数据网(http://www.gramene.org/

Oryza/)可知,sd1在第1染色体的长臂,而且也位

于Qph1相邻的区域,但是SHL4、HL13与sd1的

BAC没有一致性。SHL4、HL13和sd1分别位于3
个 BAC:AP003297、AP003261和 AP003561。离

sd1最近的标记HL13位于第1染色体的38136kb
处,而sd1则位于38381kb处,二者至少相距245
kb,并非同一个位置。似乎本研究中定位的株高

QTLQph1与sd1基因紧密连锁。
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FinemappingofaplantheightQTLQph1inrice

KONGHui-li LIU Wen-jun WANGLing-qiang GAOGuan-jun HEYu-qing

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Dwarfismisoneofthemostimportantagronomictraitsofrice.Finemappingandfunc-
tionalstudiesoftheplantheightgenerevealthemechanismsforhighyieldingrice.Inearlyresearchof
thisstudy,amainQTLQph1forplantheightwasmappedbetweentheintervalRM472-RM104onthe
longarmofchromosome1inrecombinantinbredline(RILs)populationofZhenshan97B/Nanyang-
zhan.ThenthisQTLwasusedasatargetfragmenttoconstructanearisogenicline(NILs)BC3F2
whosegeneticbackgroundwasZhenshan97B.FirstlywedetectedtheeffectofQph1inNILsbyaran-
dompopulationcontained320plants,anditcanexplain71.28%ofphenotypicvariation.ThentheQph1
waslocatedbetweentheintervalRM6333-RM11961throughlocalQTLlinkageanalysis.Inordertofur-
therreducethetargetregion,weplantedalargegeneticpopulationwhichsegregateinregionscovering
Qph1andscreenedabout230extremerecessiverecombinantplants.TheQph1locuswasdelimitedtoa
90kbregionflankedbySSRmarkerSHL4andInDelmarkerHL13byoverlappingmapping,andcom-
paredwiththesd1hasbeenclonedandfoundthattheywerenotinthesamearea.Itisagoodfoundation
forcloningoftheQTL.
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