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1 个控制水稻绿苗分化率 QTL 的效应验证
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摘要 HJ-37是日本晴(供体)/珍汕97(受体)通过连续回交所构建的重叠导入系中的一个家系,该家系在

其导入片段的区域内部存在一个与绿苗分化率相关的QTL。以HJ-37与珍汕97B杂交后的F2代群体为研究对

象,采用SSR分子标记筛选重组单株与绿苗分化率检测相结合的办法来对此QTL进行效应验证并缩短该QTL
的距离。最终,10号株系绿苗分化率平均值为53.13%,t值为4.8976,此数据表明该株系的绿苗分化率与对照

相比明显升高。同时该QTL在遗传图谱上的距离缩小到了RM3289-RM6295区段内。该研究为最终分离克隆

提高绿苗分化率的相关基因打下了基础。
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  水稻是世界上最重要的粮食作物之一,亦是功

能基因组学研究的模式植物。水稻组织培养体系的

建立是深入研究基因功能及利用基因工程技术对水

稻进行遗传改良的基础。至今,与粳稻转基因技术

相配套的组织培养体系已经成熟[1];虽然已报道过

经优化的高效籼稻培养基[2],但由于受基因型的限

制,籼稻的转基因体系仍存在一定的困难[3],尤其在

愈伤组织绿苗分化率上表现最为明显。前期研究表

明,水稻愈伤组织绿苗分化率受环境影响较小,基因

型对表型起主导作用[4]。因此,可以通过分子标记

辅助选择的方法确定控制水稻绿苗分化率的QTL,
进而用图位克隆的办法克隆到该基因。

在QTL的研究中,导入系是一种较理想的次

级分离群体。所谓导入系就是通过杂交、回交等方

式将外源目标染色体片段导入到另一不同的遗传材

料中所形成的特异遗传材料。这类群体除了少数目

标区间的差异外,株系间基因组其余部分完全一致,
最大程度地减少了株系间背景不同对目标性状考察

的干扰。1998年,Bernacchi等[5]将番茄中野生种

的染色体片段导入到栽培种中,鉴定出包括7个农

艺性状在内的25个 QTL。夏鹏等[6]利用日本晴

(粳稻)序列设计探针筛选珍汕97和明恢63(籼稻)
的BAC文库膜,完成了1个产量QTL区段珍汕97

和明恢63物理图谱的补缺;为了选择粳稻中的优良

基因,穆俊祥[7]以在国际上完成测序的水稻品种日

本晴为供体,以珍汕97B为轮回亲本,经过多次回

交之后,对目标区段及遗传背景进行分子标记的验

证分析,最后获得了包括145份株系的覆盖粳稻全

基因组的重叠导入系。利用该导入系,Zhao等[4]在

2008年定位到了与绿苗分化率相关的QTL。本研

究的目的就是利用包含此QTL的单染色体片段导

入系,通过对片段重组单株的筛选及其表型的鉴定

来缩短该 QTL的距离,为分离克隆相关基因提供

基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

以日本晴(Nipponbare)为供体亲本、珍汕97B
为受体亲本,经过回交构建重叠导入系[8-9](该材料

由华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室余四

斌教授提供),经Zhao等[4]的 QTL定位,筛选出

1个在籼稻培养体系中绿苗分化率与珍汕97B相比

有显著提高的家系 HJ-37,该家系在水稻第2染色

体上与标记RM263和RM525紧密连锁的区间携

带来自日本晴的高分化率等位基因。将这个家系与

珍汕97B杂交后产生的F2代群体为材料进行本课



 第3期 李 菁 等:1个控制水稻绿苗分化率QTL的效应验证  

题的研究。
1.2 技术路线

本研究的技术路线见图1。

图1 技术路线

Fig.1 Experimentprocessdiagram

1.3 筛选纯合的重组单株

根据 Gramene网站(http://www.gramene.
org/)2009年更新的水稻SSR标记遗传连锁图谱,
选择位于导入片段两端的标记在1000株F2代植株

中筛选导入片段重组的单株。由于F2代中的重组

单株在后代存在基因的分离,其F3代种子于2009

年底在海南试验基地播种并分别移栽40棵秧苗,每
行种植10棵。抽提叶片的DNA,利用相同标记筛

选纯合单株。
1.4 DNA 抽提方法

用800μL的1.5×CTABDNA 抽提液[15
g/LCTAB,75mmol/LTris-HCl(pH8.0),15
mmol/LEDTA(pH8.0),61.4g/LNaCl]将水稻

叶片用研钵研碎后转移到1.5mL离心管中,65℃
水浴20min,每8min振荡1次。水浴结束后,加入

500μL氯仿/异戊醇(24∶1),轻柔上下颠倒10
min,10000r/min离心10min。取400μL上清转

入新的离心管,加入800μL冰冻95%乙醇混合均

匀,冰上静置20min后12000r/min离心15min。
倒掉上清,加入500μL75%乙醇洗涤沉淀,空气中

干燥30~60min后,加入200μL灭菌ddH2O溶解

DNA。
1.5 PCR 检测

引物信息均来自于 Gramene数据库(http://

www.gramene.org/),由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成(表1),在 BIO-RADS1000PCR
反应仪上进行扩增。反应体系包括:1μLDNA 模

板,1×PCR buffer,150 μmol/L dNTPs,0.1

μmol/LSSR引物(表1),0.6UTaq酶,20μL反

应体系。扩增程序为94℃5min;94℃30s,55℃
30s,72℃30s,35个循环;72℃ 保温7min。反应

产物用4%聚丙烯酰胺凝胶(PAGE)电泳,银染后

记录结果。
表1 SSR标记引物信息

Table1 InformationaboutprimersequenceofSSRmarkers

标记名称 Markers
正向引物序列

Forwardprimersequence(5′→3′)
反向引物序列

Reverseprimersequence(5′→3′)

RM1920 CAAACACAGTGTTGACAGAA GCTATTGACTTATCCGTTCA
RM6295 AGCTGGGCTTCGAGATTTTC AATCAAACGACGACGACGAG
RM1307 GCATCCGACTATTCTCCAGC CCCTTCAGGATTAGCATTGC
RM13693 ATTCGGAAGCACCACAAGATGC CAATCAGGGTGGTGATTTGAAGC
RM7511 GAAGCCATGTCCCTTTTCTG CACAGCGAACGTGATGTCTC
RM13732 CCCATCACGTAGGCTCACTCC ATCCTTCCCAAATCCCAACTGC
RM3512 ATACATGCATACTCCGATCC TCGAGTTGTGAAAGATAGGG
RM3289 CCATCTCTACCGGCGACTAG CAGGCACTGTTTGGAGTGAG
RM6122 CCGCCCTCTTCTTCTTCTTC TAGACACCAACAATGGCGTC
RM497 TCCTCTTCACCTATGGGTGG GCCAGTGCTAGGAGAGTTGG
RM13855 GCAGTCAAGTGACCGAAGTCAAGG TGCCGCGTTGATCTCACACC
RM3685 AAACGTATTAGTGCGCCCAG TCTCGCTTCTCCTCCTCTCC

1.6 组织培养方法

1)愈伤组织诱导。纯合株系的成熟种子去壳,

75%乙醇表面消毒1min,0.15%升汞浸泡20min,

无菌水清洗6遍,然后接入到诱导培养基,每个株系

诱导10瓶,每瓶接10~12颗种子,26℃暗培养40d
后分别转入相应的分化培养基。培养基成分包括:
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L3+3.0mg/L2,4-D+800mg/LCH(水解酪蛋

白)+3% Maltose+0.25%Phytagel,pH6.0。

2)愈伤组织分化。诱导后,取长势相对一致的

愈伤接入到分化培养基。每个株系设置3个重复,
每个重复接5瓶分化培养基,每瓶接4颗愈伤组织,

26℃光照(16h光期/8h暗期)培养50d后记录每

瓶分化培养基上分化绿苗的愈伤组织数,计算愈伤

组织绿苗分化率(绿苗分化率=分化绿苗的愈伤数/
接入分化培养基的愈伤数×100%)。培养基成分包

括:DL3+2.0mg/L6-BA+2.0mg/LKT+0.2
mg/LIAA+0.2mg/LNAA+1000mg/LCH+
3% Maltose+0.25%Phytagel,pH6.0。
1.7 数据测定及分析方法

数据分析采用t测验。比较各株系和对照材料

珍汕97B,相对值显著大于珍汕97B的株系判断为

携带来自日本晴的高分化率等位基因。

2 结果及分析

2.1 纯合重组单株筛选

对位于导入片段两端的SSR标记进行多态性

验证后,最终确定RM1920及RM6295为筛选重组

单株的标记。试验最终筛选获得了10棵重组单株

及其纯合后代。
2.2 纯合后代的表型鉴定

对重组单株的纯合后代成熟种子进行诱导及分

化,统计每个重组单株愈伤组织的绿苗分化率,计算

其平均值、方差及t值(表2)。统计数据显示,10号

株系 的 绿 苗 分 化 率 平 均 值 为 53.13%,t 值 为

4.8976,表明株系10的绿苗分化率升高显著。
2.3 利用 SSR 标记对重组单株进行精细定位

根据Gramene网站的水稻SSR标记遗传连锁

图谱,在覆盖整个导入片段的SSR标记中,筛选出

10对具有多态性的标记,按物理距离从小到大排列

分别 为:RM1307、RM13693、RM7511、RM13732、

RM3512、RM3289、RM6122、RM497、RM13855、

RM3685。利用以上标记对重组单株的重组位点进

行定位,最后获得各重组片段的侧翼标记,如表2
所示。

株系10的片段与标记RM3289及RM6295紧

密连锁,并在绿苗分化率上表现为明显上升。由此

我们可以把提高绿苗分化率的 QTL范围缩小到

RM3289-RM6295这个区段内(图2)。

表2 利用t测验统计法分析籼稻

培养体系下重组单株的绿苗分化率1)

Table2 Thedataanalysisforplantregeneration

frequencywithttestinindicaculturesystem

株系编号

LinesNo.
侧翼标记

Flankmark

绿苗分化率/%
Plantregeneration
frequency

t值

tvalue

CK 35.45±0.072
1 RM1920-RM1307 52.64±0.097 3.0735
2 RM1307-RM6295 32.30±0.283 -0.1931
3 RM1920-RM6122 26.59±0.107 -1.4391
4 RM13732-RM6295 23.61±0.024 -8.5257
5 RM6122-RM6295 29.32±0.017 -6.2890
6 RM1920-RM1307 47.92±0.090 2.3931
7 RM1307-RM6295 39.83±0.057 1.3194
8 RM3512-RM6295 32.29±0.079 -0.6961
9 RM3685-RM6295 35.42±0.036 -0.0171
10 RM3289-RM6295 53.13±0.097 4.8976*

 1)*表示显著性水平为0.05*showssignificantat0.05level.

 ■表示定位的区段;括号内数字表示标记所在位置的物理距离/

Mbp■ShowsthepositionofPRF;Numbersinbracketsmeanphysic

distanceoftheSSRmakerswithunitofMbp.

图2 绿苗分化率QTL分布的遗传连锁图

Fig.2 LinkagemapandpositionofQTL
forplantregenerationfrequency

3 讨 论

近年来,有不少提高水稻绿苗分化率的相关研

究报道,但大部分都是从改变培养基成分或浓度这

一方面着手去改善愈伤组织的生长情况[8-10]。在基

因 型 方 面,虽 然 之 前 已 经 有 人 定 位 到 相 关 的

QTLs[11-12],但对其进行深入研究的报道则较少。

2005年,Nishimura等[13]通过图位克隆技术成功地

从水稻品种 Kasalath中分离出1个控制水稻分化

率的基因,该基因编码1个亚硝酸盐铁氧还原蛋白
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还原酶(ferredoxinnitritereductase,NiR)。该研究

还发现此酶可以代替潮霉素等作为转化培养过程中

的筛选标记[13]。
由本研究结果可以看出,可以通过图位克隆缩

小目的片段的范围,直至最终能克隆到相关的基因。
同时,本研究的试验数据显示,株系2、4、7、8也包含

了定位的片段在内,但在绿苗分化率上却未表现出

明显上升。众所周知,数量性状位点有着复杂的遗

传机制,其中包括基因主效应、基因间互作效应及基

因与环境的互作效应[14]。由于2、4、7、8这几个株

系的导入片段较长,应该是由基因间相互作用所造

成。首先,在这几个导入片段中可能存在抑制基因,
从而削弱了目标基因的表达。其次,基因的上位效

应[15]也可以解释这一现象。在这几个株系的导入

片段中,存在某些能够掩盖目标基因表达的基因,所
以在表型上没有显著效果[16]。

高效的农杆菌转化组织培养体系[17]加速了粳

稻在转基因方面的研究,而在籼稻中,虽然也有成功

转化的先例,但偏低的分化效率阻碍了籼稻转基因

研究的进程。有研究[4]认为,粳稻和籼稻之间组织

培养能力的差异来源于愈伤组织对糖类或其他营养

物质代谢能力的差异。所以,如果利用软件在相关

QTL中预测基因功能,可以将与糖类代谢相关的基

因作为候选基因进行研究。另外,经观察发现,在转

基因组织培养过程中,筛选阶段抗性愈伤的生长情

况对绿苗分化率有一定的影响,而抗性愈伤是侵染

之后的产物。这可能意味着籼稻与粳稻在农杆菌侵

染这一步骤中就存在区别。农杆菌的侵染过程是由

农杆菌基因调控的[18-20],但受体基因组成很有可能

也影响着侵染的全过程以及最终的侵染效率。因

此,后续研究中除了糖代谢相关基因,也可以从农杆

菌受体基因的角度出发对籼稻进行研究。这样,从
分化率和农杆菌侵染效率两方面出发,能够更全面

更高效地提高籼稻转基因的整体水平。

SSR标记是转基因研究中的重要工具。其优

点是可用少量的DNA 对许多样品进行快速分析,
并且在基因组内分布广泛、稳定性强且在结果上呈

共显性[21]。由于SSR标记巨大的利用价值,近年

来对该标记的研究也越来越深入,发掘的标记数量

也 越 来 越 多。Gramene 网 站 (http://www.
gramene.org/)在2009年公布了一批新的SSR标

记,同时,染色体上的标记连锁图谱也直接利用物理

距离来表示标记间的距离。遗传距离有时会因为染

色体中交换热点的存在而使得该距离的数值与实际

情况有一定的偏差,而物理距离则能更直观更准确

地表现出标记间的片段长度。为了继续缩小目标基

因所在的区段,可以将绿苗分化率显著提高的单株

继续与珍汕97B进行回交,并利用本试验所确定的

标记对后代进行选择。
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EffectofaplantregenerationfrequencyQTLinrice

LIJing LINYong-jun

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticsImprovement,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract HJ-37wasdevelopedthroughbackcrossandmarker-aidedselectionbyusingjaponicava-
rietyNipponbareasdonorparentandindicavarietyZhenshan97Basrecurrentparent.F2seedsfrom
crossingHJ-37withZhenshan97BwereusedtoselecttherecombinantplantswithSSRmarkers.Then,

thehomozygousseedsfromtherecombinantplantswereusedtotesttheplantregenerationfrequency.
Meanwhile,SSRwasutilizedtomaptherecombinantsites.Finally,theeffectofthisQTLwasverified.
Averageofplantregenerationfrequencyandtvalueofplant10is53.31%and4.8976.Thisdatashows
plant10isobviouslyimprovedinPRF.Meanwhile,thedistanceofQTLwasnarrowedtothesegment
betweenSSRmarkersRM3289andRM6295.Theresultwillbeusefulforisolatingandcloningthegene
ofhighfrequencyofplantregeneration.

Keywords rice;singlechromosomalsegmentsubstitutionlines;SSR;recombinantplant;plant
regenerationfrequency
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