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摘 要 长粒型稻米具有垩白度低，直链淀粉含量高，蒸煮后坚韧蓬松的优点。为了改良水稻粒型，本研究以
‘R15’为长粒型基因供体材料，‘Y58S’光温敏两系不育系作为轮回亲本进行改良，开发出了与控制粒型的
qGL7紧密连锁的分子标记 R072774。利用该分子标记在每一代选出含有长粒型基因的株系进行建库测序，
利用 RAD重测序数据进行基因组选择，选择含有长粒型基因且基因组背景最接近轮回亲本‘Y58S’的个体。
从 F2代开始进行回交，经过 4 代回交和 1 代自交，F2代及回交后代与‘Y58S’遗传背景平均相似率为 F2

(37.07%)<BC1F1 (53.03%)<BC2F1 (97.89%)。最终得到的新品系系‘深华香 15S’总共有 356 920 821 bp的片段
与轮回亲本‘Y58S’一致，占基因组的 95.62%。7号染色体 22 482 655~29 697 621 bp区间被‘R15S’替换，使
得新品系携带有长粒型基因。与亲本‘Y58S’相比，‘深华香 15S’籽粒长度增加 29%，长宽比增加了 51.7%，成
功培育出长粒型水稻不育系。本研究为快速选择、培育长粒型水稻提供了理论和实践参考。
关键词 分子标记辅助选择, RAD测序, qGL7,光温敏两系不育系
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Abstract Long grain rice has the advantages of low degree of chalkiness, high content of amylose and firm and
fluffy after cooking. In order to improve the rice grain shape, in this study, 'R15' was used as long-grained gene
donor material and 'Y58S', photo-thermo-sensitive two-line sterile line, was used as a recurrent parent to develop a
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mo lecular marker R072774 closely linked to qGL7 controlling grain shape. Using this molecular marker, the
individuals containing the long-grained gene were selected in each generation for the establishment of the genomic
library, and the genome selection was performed using RAD resequencing data. The individuals containing the
long-grained gene and the genome background closest to the recurrent parent 'Y58S' were selected. Backcrossing
from the F2 generation, after 4 generations of backcross and 1 generation of self-crossing, the average genetic
background similarity of F2 generation and backcross generations compared with 'Y58S' was F2 (37.07%)<BC1F1

(53.03%)<BC2F1 (97.89%). The resulting new line 'Shenhuaxiang 15S' had a total of 356 920 821 bp frag-
ments consistent with the recurrent parent 'Y58S', accounting for 95.62% of the genome. The interval between
22 482 655 bp to 29 697 621 bp of chromosome 7 was replaced by R15S, making the new line with long-grained
genes. Compared with the parent 'Y58S', 'Shenhuaxiang 15S' grain length increased by 29%, and the length-width
ratio increased by 51.7%. Thus, we successfully cultivated a long-grain rice sterile line. This study could provide a
theoretical and practical reference for the rapid selection and cultivation of long-grain rice.
Keywords MAS, RAD-seq, qGL7, Photo-thermo-sensitive two-line sterile line

水稻(Oryza sativa L.)是亚洲重要的谷类作物和
主食之一。亚洲栽培稻是由近缘的印度野生稻(O-
ryza nivara)和普通野生稻(O. rufipogon)人工驯化而
成。它包括两个主要亚种，即籼稻(O. sativa ssp. indi-
ca)和粳稻(O. sativa ssp. japonica) (Kovach et al., 2007;
Sang and Ge, 2007)。典型的粳稻品种，称为温带粳
稻，生长在温度较低的地区，通常比籼稻品种具有较
强的耐冷性。相反，一些移栽到南洋西南的粳稻品种
成为热带生态型水稻，称为爪哇或热带粳稻。籼稻和
粳稻之间的差异是由不同的环境温度所施加的自然
选择压驱使的(Kovach et al., 2007; Sang and Ge, 2007)。
根据其粒形，水稻主要分为长、中、短三类，其中籽粒
长度(GL)与籽粒宽度(GW)的比值分别为：大于 3、
2.1~2.9，小于 2 (Bai et al., 2010)。中国南方、美国北
部、南部和欧洲的人们通常偏爱细长的稻米，而中国
北方、日本、朝鲜和韩国的人们则喜欢短而圆的稻米
(Unnevehr et al., 1992; Wan et al., 2006)。垩白度和垩
白粒率与整精米率、胶稠度和长宽比呈负相关，与直
链淀粉含量呈正相关，适当增加籼稻的长宽比有利
于降低垩白(周丽洁等, 2015)，从而提高稻米品质，改
善稻米口感。在大多数情况下，长粒稻米直链淀粉含
量较高，蒸煮后，往往是坚韧蓬松(不粘)；中长粒稻米
直链淀粉含量低，蒸煮后往往质地柔软、潮湿、粘稠。
短粒米的蒸煮品质和直链淀粉含量与中粒稻米相似
(Bai et al., 2010)。
籽粒形状由籽粒长度(GL)、籽粒宽度(GW)和长

宽比(LWR)决定。所有的粒型都是由多基因决定且
受环境影响。到目前为止，水稻中共定位到了多个分
别控制粒长、粒宽和长宽比的 QTLs，位于水稻全部
12条染色体上(邱先进等, 2014)。1个控制籽粒长度

的主效基因 GS3在不同的遗传背景和环境下被定位
出来(Yu et al., 1997; Xing et al., 2002; Li et al., 2004)。
Fan等(2009)识别了 GS3的候选基因，他们发现 GS3
第二个外显子有一个无义突变导致籽粒表现为长
粒。Mao等(2010)揭示了 GS3蛋白的结构和功能。
Wang等(2012)构建了控制粒宽的基因 OsSPL16 (GW8)
的近等基因系并对该基因进行了功能研究，开发了
针对 GS3和 OsSPL16的等位变异的分子标记。Li等
(2011)利用籼稻杂交后的 DH群体的定位到了控制
粒宽的基因 GS5，其能提高水稻产量，后又通过DH27
的回交群体 BC3F2对其进行了精确定位，并发现了
遗传变异位于该基因的启动子区。Qiu等(2017)利用
两组水稻的近等基因系定位到了两个控制长宽比的
QTL，qLWR5和 qLWR10。
‘Y58S’光温敏不育系是用‘安农 S-1’/‘常菲

22B’的后代不育株与‘安农 S-1’/美国‘光壳稻
Lemont’的后代不育株杂交，在其分离世代选择选择
优良不育株，育成遗传稳定的光温敏不育材料。
‘Y58S’的不育基因来源于‘安农 S’，由 1个单隐性
基因 tms5控制，定位于 2号染色体 4039-1和 4039-2
标记之间(Yang et al., 2007)。以‘Y58S’为材料培育的
杂交稻组合，通过省级以上审定、在生产上种植的 Y
两优品种，高达 95个。‘Y58S’是中国第一大两系不
育系，为中国审定品种最多、应用范围最广的两系
杂交稻骨干亲本，但‘Y58S’属于中粒型品种，粒长
6.2 mm，长宽比 2.9。前人利用分子标记定位到了 7号
染色体上 28.224~28.482 Mb 之间的 1 个微效 QTL
qGL7，它对 GL，GW，千粒重等均有影响，后代测验
表明其被分解成单个孟德尔因子，具有很高的遗传
力(Bai et al., 2010)。为改造‘Y58S’为长粒型品种，本
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研究设计特异分子标记，通过分子标记和 RAD辅助
选择将 R15的长粒 QTL qGL7导入到‘Y58S’，形成
新的光敏不育系，为水稻新品种选育提供良好的理
论和材料基础。

1结果与分析

1.1分子标记的开发及在亲本中的多态性检测

之前的研究表明控制粒型的 qGL7位于 7号染
色体 28.224~28.482 Mb 之间。在该区间上游 1 Mb
左右，即 27.75 Mb处(以‘日本晴’序列为参考)，‘R15’
基因组序列与日本晴存在明显差异(图 1)。对此差异
片段设计引物 RO72774-F和 RO72774-R在‘R15’、
‘Y58S’及其后代中进行扩增。母本‘Y58S’为中粒
水稻，扩增出的电泳条带大小为 919 bp，序列与‘日
本晴’一致。父本‘R15’粒型表现为长粒，由于染色
体片段部分缺失使得电泳条带大小为 618 bp，F1代
杂合的个体两种条带都能检测到(图 2)。因此可以利
用此标记 RO72774在每一代目标单株进行选择。通
过粒型基因连锁的分子标记 RO72774 快速扫描群
体单株。

1.2携带有长粒型基因的两系不育系的选育

F2代群体获得 620粒种子，分子标记 RO72774
检测后，剔除掉分子标记检测为 dd基因型(与轮回
亲本‘Y58S’一致)及杂合的株系，剩余 156个株系携
带有纯合的长粒型基因(cc) (表 1)，对 156个株系进
行 RAD重测序。以 b+h类型(即母本‘Y58S’基因组
类型及杂合的基因组类型)在所有基因组中所占的
比例大小为主要依据进行基因组选择，选择 b+h类

型占比高的株系进行后续杂交。其中，b+h类型在 F2

代染色体组中平均为 37.07%，即 F2代株系基因组重
测序遗传背景与‘Y58S’的相似率为 37.07% (表 2)。

BC1F1代群体获得 66 粒种子，分子标记 RO-
72774检测后，66个株系携带有杂合的粒型基因(h)，
对该个 66株系进行重测序。b+h类型在 BC1F1代染
色体组中平均为 53.03%。BC1F1代群体获得 45粒种
子，分子标记 RO72774检测后，22个株系携带有长粒
型基因，对该 22株苗进行重测序。b+h类型在 BC2F1

代染色体组中平均为 97.89% (表 2)。这些结果表明，
随着回交世代的增加重测序揭示与‘Y58S’遗传背景
的相似率提高，且回交 2 次后，其后代基因组背景
接近‘Y58S’。因此，回交 3/4代基因组未进行测序。
BC4F1代获得 84株苗，45个株系携带有长粒型基因。
对 BC4F2代 215个株系进行 RAD测序，其基因组重
测序遗传背景与‘Y58S’的相似率(b+h占比)平均为
95.75%，最大值为 100.00%，最小值为 92.32% (表 2)，

图 1‘R15’与‘Y58S’分子标记 RO72774序列比对
Figure 1 Sequence alignment of molecular marker RO72774 in 'R15' and 'Y58S'

图 2分子标记在亲本及 F1中的多态性检测
注: M: DL2000 DNA Marker;♂:父本‘R15’;♀:母本‘Y58S’;
F1:父本‘R15’与母本‘Y58S’杂交一代后代;♀,♂,F1: R072774
Figure 2 Detection of polymorphisms of molecular markers in
parents and F1

Note:M:DL2000DNAMarker;♂: Paternal plant 'R15';♀:Mater-
nal plant 'Y58S'; F1: The first-filial generation of 'R15' and 'Y58S';
♀,♂,F1: R072774
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说明其各个株系基因组背景已同‘Y58S’十分接近。

1.3改良新品系‘深华香 15S’

经过4次回交，1次自交后，从 BC4F2代 215株中
选出具有长粒型基因且基因组背景最接近轮回亲本
‘Y58S’的纯合新品系。新品系总共有 356 920 821 bp
的片段同轮回亲本‘Y58S’一致，占基因组的 95.62%。
新品系部分染色体片段被‘R15’替换，其中 2 号染
色体 21 072 852~22 277 252 bp区间被‘R15’染色体
替换，5 号染色体 17 882 692~20 175 542 bp 区间
同‘R15’基因组序列一致，8 号染色体 15 969 876~
21 582 354 bp区段内被‘R15’染色体替换(图 3)。7号
染色体 22 482 655~29 697 621 bp 区间被‘R15’替
换，由于控制粒型的基因位于该区段内，因此获得的
新品系具有长粒型基因。新品系被命名为‘深华
香 15S’。该品系粒长平均为 8 mm，长宽比 4.4；其母
本 Y58S粒长为 6.2 mm，长宽比为 2.9 (图 4)，与母本
相比长度增加 29%，长宽比增加了 51.7%。

2讨论

本研究开发了控制水稻粒型的基因 qGL7新的
分子标记 R072774。长粒型水稻‘R15’在该分子标记

中部分染色体缺失使得电泳条带低于 750 bp，而对
照‘Y58S’电泳条带大小为 919 bp，F1代出现两种类
型的电泳条带。利用该分子标记在每代中进行检测，
选择与‘R15’或杂合带型一致的株系进行后续实验，
最终得到的‘深华香 15S’与母本相比长度增加 29%，
长宽比增加了 51.7%。说明与 qGL7紧密连锁的该分
子标记 R072774可用于检测水稻粒型，且由于该标
记显隐性都可检测到，育种过程中其分离世代的基因
型就不需要依赖下一代的检测结果进行推断，从而
大大减少了工作量，该分子标记可以在辅助育种中得
到很好的应用。
传统分子标记辅助育种常利用农艺性状接近轮

回亲本的杂合单株作父本继续回交(殷得所等, 2011)，
或者使用分子标记进行全基因组背景选择(江良荣
和方宣钧, 2004;李浩杰等, 2004)。RAD (Reduced-rep-
resentation sequencing)测序，作为一种简化基因组测
序技术，能够显著降低基因组的复杂度，快速、经济
地对样本进行测序。在本研究中重测序技术在回交
2代就已经得到了遗传背景接近‘Y58S’的后代，而
传统利用分子标记进行背景选择一般要回交 3 代
(江良荣和方宣钧, 2004;李浩杰等, 2004;殷得所等,
2011)。利用重测序技术加快了粒型选育，且避免了利
用分子标记进行背景选择工作量大的缺点。本研究
利用分子标记对后代进行检测后，经过 RAD测序分
析，选取少量入选单株进行后续杂交实验，由于品种
选育不再依赖于农艺性状，使得不需要在田间进行
农艺性状的考种，工作量少，结果更加准确可靠，这
对品种选育工作是一个很好的启发。

3材料与方法

3.1实验材料

以含有 qGL7c 基因的‘R15’为供体亲本，含有
qGL7d 的‘Y58S’为轮回亲本对‘Y58S’进行粒型
改良。
母本：籼稻光温敏不育系‘Y58S’，该品种属籼型

两用核不育繁，播始历期 76~97 d。花粉败育彻底，
以典败为主，不育起点温度低于 23℃。米质检测：糙
米率 79.3%，精米率 70.9%，整精米率 66.8%，粒长
6.2 mm，长宽比 2.9，为中粒水稻。垩白粒率 5%，垩白
度 0.8%，透明度 2级，碱消值 7.0，胶稠度 66 mm，直
链淀粉含量 13.7%，蛋白质含量 11.0%。一般 667 m2

繁殖产量 300 kg。
父本‘R15’：该品种属常规中熟晚籼，在广东省

表 1后代所获株系及携带有长粒型基因的株系统计
Table 1 The statistics of offspring strains and the strains carrying
long-grain gene

代数
Generetions

F2

F1BC1

F1BC2

F1BC3

F1BC4

BC4F2

所获个体数
The number
of individuals
620
66
45
-
84
-

携带有长粒型基因的个体数
The number of individuals
carrying long-grained gene
156
66
22
-
45
215

代数
Generations
F2

F1BC1

F1BC2

BC4F2

平均相似率(%)
Average similarity (%)
37.07
53.03
97.89
95.75

最小值(%)
Minimum (%)
0.026 4
15.570 0
88.070 0
92.320 0

最大值(%)
Maximum (%)
69.14
80.34
100.00
100.00

表 2后代株系基因组重测序遗传背景与‘Y58S’的相似率(b+h
占比)
Table 2 The genetic background similarity of F2 generation and
backcross generations compared with 'Y58S' (b+h%)
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作晚稻栽培，全生育期 120 d。米质：糙米率 80.0%，精
米率 60.7%，整精米率 50.8%，粒长 7.8 mm，长宽比
3.3，为长粒稻米。白粒率 10%，垩白度 2%，透明度 1级，
碱消值 6级，胶稠度 50 mm，直链淀粉含量 23.0%。

3.2 SV分子标记的开发

DNA的提取采用 CTAB法(张凤娟等, 2004)。提

取叶片总的 DNA用于分子标记开发、检测及简化基
因组测序 RAD (Reduced-representation sequencing)。
亲本及其后代的测序由华大基因完成，利用 Illumina
Hi-seq 4000进行测序。之前研究利用分子标记定位
到了 7号染色体上的一个微效 QTL qGL7，以‘日本
晴’为参考序列，利用 NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi)将‘日本晴’和‘R15’进行同源比对。本
研究开发了其新的分子标记 R072774。利用 Primer 5
设计引物。R072774引物序列如下：R072774-F：CG
AGCACATTCAGTTTCACT；R072774-R：AGATCC
ATGTCTCTGTCTCT。

分子标记检测 PCR反应体系为：10×Taq Buffer
2 μL，dNTPs 1.6 μL，R072774-F 0.2 μL，R072774-R
0.2 μL，DNA模板 100 ng，Taq酶 0.2 μL，ddH2O加至
20 μL。PCR 步骤如下：95℃ 5 min，95℃ 30 s，55℃
30 s，72℃ 1 min 35个循环，72℃ 5 min。在两亲本及
其后代中进行扩增。

图 3‘深华香 15S’染色体比对
注:灰色区段:‘深华香 15S’基因组与其轮回亲本‘Y58S’一致;黑色区段:基因组与‘R15’一致
Figure 3 Chromosome comparison of 'Shenhuaxiang 15S'
Note: The gray intervals: Genomes of 'Shenhuaxiang 15S' are the same with its recurrent parent 'Y58S'; The black intervals: genomes
are the same with 'R15'

图 4粒型对比
注: A:‘深华香 15S’; B:‘Y58S’
Figure 4 Comparison of grain size
Note: A: 'Shenhuaxiang 15S'; B: 'Y58S'
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3.3携带有长粒型基因的两系不育系的选育

标记纯合的‘R15’的粒型基因基因型为 c，纯合
的‘Y58s’的粒型基因基因型为 d，杂合子代的粒型
基因基因型为 h。使用侧配流程：在每一代目标单株
选择时，先通过粒型基因连锁的 SV标记快速扫描群
体单株，选出含有长粒型基因的个体，F2选择基因型
为纯合的 cc 的株系进行后续实验，BC1F1、BC2F1选
出杂合的株系进行后续杂交，F2、BC1F1、BC2F1选出的
株系利用 RAD (Reduced-representation sequencing)测
序技术进行基因组背景选择(图 5)。RAD测序结果以
a/b/h进行表示。其中，a表示‘R15’的基因组类型，
b表示‘Y58S’的基因组类型，h表示杂合的基因组类
型。以 b+h类型即母本‘Y58S’基因组类型在所有基因
组中所占的比例大小为主要依据进行基因组选择，
选择 b+h类型占比高的株系进行后续杂交。BC4F1经过
一次自交后，经分子标记检测及 RAD测序，选择含
有基因型为纯合的 cc的后代且基因组背景最接近
轮回亲本‘Y58S’的纯合株系，即为改良完成的株系。
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