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水稻空间诱变后代的微卫星多态性分析
周　峰 , 易继财 , 张群宇 , 王　慧 , 梅曼彤
(华南农业大学遗传工程研究室 ,广东 广州 510642)

摘要:选用 299 对微卫星引物 ,对经卫星搭载回收的水稻品种“特籼占 13”种子种植后选育出的 5个突变株的后代

进行 DNA多态性分析 ,结果表明:变异植株与原种之间均存在着不同程度的微卫星多态性.在有效扩增的 283 对引

物中 ,引物多态性频率介于 0.35%～ 2.47%之间 ,且多态性位点在水稻基因组中是随机分布的.
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　　空间环境与人类生存的地球环境条件差别很

大 ,能够对进入其中的植物材料具有明显的诱变作

用.已有的研究表明 ,空间诱变具有变异频率高 、变

异幅度大 、多数性状的变异能够遗传等特点 ,有些变

异是迄今地球上用其他诱变因素处理难以出现的 ,

因此把空间诱变作为农作物遗传育种的一种新途径

已受到遗传育种界的广泛重视[ 1] .

中国是世界上开展农作物空间诱变育种最早的

国家之一 ,随着对人造卫星和高空气球等技术的不

断完善 ,为空间诱变育种提供了有利的条件.自 1987

年以来 ,我国已成功地利用返回式卫星先后搭载了

水稻 、小麦 、大麦 、玉米 、油菜 、棉花 、谷子 、青椒等重

要农作物
[ 1]
,已获得了许多宝贵的突变材料 ,并从中

选育出一批优良品系 ,但一般都是从育种角度出发 ,

将有利的突变性状用于育种中 ,而对突变后代的分

子水平的分析很少报道.1996年 10月笔者将水稻品

种“特籼占 13”种子搭载于返地卫星 ,回收种植 ,经过

连续 5代的选育初步获得了一些基本稳定的突变株

系 ,本文即对其中的几个突变株系进行了微卫星分

析 ,从 DNA水平上找出了它们之间的遗传变异.

1　材料和方法

1.1　供试材料

把籼稻品种“特籼占 13”种子于 1996年 10月置

于返回式卫星(飞行高度 178 ～ 320 km ,倾角 63°,辐

射吸收剂量 2.65 mGy)搭载 ,回收种植后 ,从第一代

及第二代中选出 5个突变株系 ,以其突变稳定后代

为材料.其中 ,1为雄性不育 ,2为穗型变大 , 3为穗粒

变紫 ,4为株高增高 , 5为株高降低(半矮生), 6为从

半矮生突变株后代中分离的株高回复植株 ,同时用 5

个不同单株的原种作为对照.所有材料均种植于华

南农业大学实验农场 ,并进行田间观察分析 ,以确保

所选突变性状的可靠性.

1.2　DNA提取

参照Zheng 等(Zheng K L ,Huang N , Bennett J , et

al.PCR-based marker-assisted selection in rice breed-

ing.IRRI Discussion Paper ,1995 , series No.12)的方法 ,

稍加修改 ,具体方法如下:取一长约 5 cm的叶片放入

2 mL 离心管中 ,加适量液氮 ,迅速用玻棒将叶片捣

碎 ,加入 800 μL 提取液(200 mmol/L Tris -HCl pH

7.5 , 250 mmol/L NaCl , 25 mmol/L EDTA , 0.005 kg/L

SDS),摇匀 ,室温放置 1 h ,14 000 r/min 离心 10 min ,

将上清液移至 1.5 mL 离心管中 , 加入等体积异丙

醇 ,摇匀后于室温放置 10 min , 4 000 r/min 离心 3

min ,去上清 ,沉淀用 φ=70%乙醇洗涤 1次 ,自然风

干 ,加入 200 μL TE(10 mmol/L Tris-HCl pH 8.0 , 1

mmol/L EDTA)使其溶解 ,以浓度梯度(10×10-3 ,25

×10-3 ,50×10-3 ,100×10-3 g/L)λDNA为标准 ,电泳

检测样品的 DNA浓度.

1.3　微卫星分析

所用引物根据 Cornell 大学(网址:http://ars-

genome.cornell.edu/ rice/microsat)公布的序列 ,由上海

生工公司合成 ,共 299对 ,均匀地分布于水稻的 12条

染色体上.PCR反应在MJ PTC-100 PCR仪上进行.

PCR反应体系(25 μL)中含有 1 ×PCR buffer (50

mmol/L KCl ,10 mmol/L Tris-HCl pH 8.9 ,1.5 mmol/L

MgCl2 , φ=0.1% Triton X-100), 0.2 mmol/L dNTP ,

0.15 μmol/L 引物 , 50 ng 水稻基因组 DNA , 1U Taq

DNA聚合酶.反应程序为:94 ℃预变性 5min ,然后94

℃30 s ,55 ℃1 min ,72 ℃1 min ,共 35个循环 ,最后 72

℃延伸 5 min.扩增产物用 60 g/L的变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳 ,电泳所用分子量标记为фX174/Hae Ⅲ ,银

染检测 ,银染程序参照Panaud等[ 2]报道的方法.
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2　结果与分析

2.1　多态性的表现形式

微卫星多态性的表现形式共有 3种:(1)扩增片

段(电泳谱带)数的增多 ,与原种相比 ,突变株中增加

了某些片段;(2)片段数的减少 ,与原种相比 ,突变株

中缺少了某些片段;(3)扩增片段长度的差异 ,与原

种相比 ,扩增片段的长度发生了变化.在本试验检测

出的多态性中 ,这 3种形式所占的比例分别为 25%、

30%和 45%.其中 ,出现差异带所占的比例最高.这

些结果可能是由于小片段的缺失 ,导致上下游引物

间区段的变化 ,这一结果说明 DNA 水平的变异可能

并非是点突变 ,而是一些较大的变异 ,如缺失等.由

于微卫星引物原设计为特异扩增约 100 ～ 300 bp 的

片段 ,本研究观察到的微卫星主带以外的片段相当

于 RAPD标记.这些标记对本研究的目的具有增加

信息量的作用.图 1所示的即为引物 RM 105在半矮

生突变株中检测出多态性的电泳结果.

2.2　多态性(突变)频率

在所用的 299对引物中 ,共有 283对引物得到了

有效扩增 ,扩增产物的大小介于 50 ～ 1 000 bp之间.

在有效扩增的 283对引物中 ,共有 14对引物分别在

5个性状发生变异的植株中检测出多态性(表 1),

　　CK:原种(特籼占 13);1:雄性不育突变株;2:穗型变大突变株;3:

穗粒变紫突变株;4:株高增高突变株;5:株高降低(半矮生)突变株;6:

从半矮生突变株后代中分离的株高回复的植株

CK:origional veriety(Texianzhan13);1:male-sterile mutant;2:larger-panicle

mutant;3:purple-kernel mutant;4:higher-plant mutant;5:shorter-plant

(semidwarf)mutant;6:height-restored plant segregated from shorter-plant

(semidwarf)mutant

图 1　微卫星引物 RM105 的扩增结果

Fig.1　Amplification result generated by RM105 , a microsatel-

lite primer pair

表 1　不同变异株系的微卫星多态性分析结果1)

Tab.1　The results of microsatellite DNAs polymorphic analysis in various rice mutants

SSR标记名称

name of

SSR marker

染色体编号

chromosome

No.

雄性不育

male

sterile

穗型变大

larger

panicle

穗粒变紫

purple

kernel

株高增高

taller

plant

株高降低

shorter

plant

RM1 1 - - - A -

RM4A 12 - C C C -

RM26 5 - C - A -

RM105 9 - - - - A

RM107 9 - - B - -

RM110 2 - - B - -

RM154 2 - - A - -

RM158 2 B - - - -

RM181 11 - C - C -

RM211 2 - C - - -

RM216 10 - - - B -

RM252 4 - - - A -

RM270 12 - B - - B

RM305 5 - C - C -

多态性频率

polymorphic frequency / %
0.35 2.12 1.41 2.47 0.71

　　1)-:无差异;A:扩增片段数增多;B:扩增片段数减少;C:扩增片段大小有差异
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原种的 5个不同单株间对这些引物均无多态性 ,表

明原种均一性较好.各个突变株与原种间的多态性

频率为 0.35%～ 2.47%,此比率反映出各突变株中

遗传物质的变异频率.而半矮生突变株后代中株高

回复的植株 ,283对引物均未检测出多态性.

2.3　多态性位点的分布

检测出多态性的 14 对引物随机地分布于水稻

12条染色体中的 8条上 ,而且 ,即使在同一染色体

上 ,也是随机分布的 ,并无一定的规律可循.由此可

见 ,空间条件导致的DNA水平的变化是随机发生的.

上述多态性分析结果经过重复试验 ,仍能重现 ,

表明各突变株性状的变异确实是由于DNA的变化所

引起的.

3　讨论

3.1　关于空间条件对植物影响的研究 ,国际上早在

50年代就已开始 ,但国外对空间生物学效应的研究 ,

着眼点在于其对宇航员健康的危害以及相应的解决

办法.我国在 1987年开始以返回式卫星搭载植物种

子以来 ,在回收种子地面种植 、观察 、选择 、多代培育

等方面做了不少工作 ,在利用空间特殊环境诱导植

物性状变异 ,以培育性状优良的新品种及创造新的

种质资源等方面取得了可喜的成果 ,开拓了“空间诱

变育种”这一新领域[ 1] .

3.2　关于模拟空间条件下诱发突变的分子生物学

研究在国际上已有不少报道[ 3 ,4] ,但对于空间条件诱

发植物突变的分子生物学分析目前尚只有国内的少

数报道[ 5] .这些研究大多采用 RAPD分析方法 ,难以

直接对突变基因进行定位.本文利用微卫星标记对

空间诱变水稻后代进行了 DNA水平上的分析 ,从分

子水平上解释空间条件对植物材料的诱变作用 ,分

析的结果为今后对某些突变基因的定位及克隆打下

了基础.

3.3　本研究中所用的半矮生突变是一个特殊的材

料 ,它是“特籼占 13”种子经卫星搭载 ,回收种植后从

第一代中选出的 ,经过连续 5代田间种植观察 ,每代

选出的矮生植株在下一代都会分离 ,因此笔者推测

它可能是由于生长过程中一个重要的基因发生了纯

合致死突变所造成的.该基因只有在杂合状态下植

株才能成活 ,并表现为矮秆.在引物 RM105的扩增结

果中 ,只有半矮生突变株后代分离出的矮秆植株比

原种多了一条扩增带 ,而分离出的高秆植株与原种

的带型一致 ,这也从 DNA水平上为上述推测提供了

一定的依据.本研究还发现在能有效扩增的 283 个

微卫星引物中 ,半矮生突变株后代分离出的矮秆植

株与原种间的多态性频率为 0.71%,而分离出的高

秆植株与原种均没有差异 ,表明半矮生突变株与原

种间只有个别位点的差异 ,笔者将对该突变基因进

行进一步的分析研究.
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Polymorphic Analysis of Microsatellite Markers

in Oryza sativa L.Mutants Induced by Space Flight

ZHOU Feng , YI Ji-cai , ZHANG Qun-yu , WANG Hui , MEI Man-tong

(Genetic Engineering Laboratory , South China Agric.Univ., Guangzhou 510642 , China)

Abstract:The genomic DNA polymorphism of five mutants , selected from rice variety Texianzhan13 seeds which had

been flown on a recoverable satellite , was analysized by using 299 rice SSR(simple sequence repeats)primer pairs se-

lected throughout the 12 chromosome of rice genome.The results indicated that the polymorphism among mutants and ori-

gional variety was various.The polymorphic frequency , based on the ratio of number of primers amplifying polymorphic

band pattern to the number of amplifying any bands , was 0.35% to 2.47% in different mutants.

Key words:rice(Oryza sativa L.);space mutagenesis;microsatellite DNAs polymorphism
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