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1 个水稻产量 QTL 区段及品系特异性
重复序列的比较分析

夏 鹏 林海艳 罗美中

华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室,武汉430070

摘要 为克隆1个水稻产量QTL,对遗传作图亲本珍汕97和明恢63物理图谱上与该QTL相对应的区段

进行了比较分析,关闭了2个物理图谱在该区段的物理缺口,对该区段珍汕97和明恢63BAC末端序列分别与

日本晴参考序列之间的预测单核苷酸多态性SNP位点进行了检验,发现大部分预测SNP序列正确,而有一部

分预测SNP为BAC末端测序错误。验证了的SNP将是基因和QTL克隆的重要分子标记。同时对代表性的推

测水稻中花11基因组特有重复序列进行了验证。
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  水稻(OryzasativaL.)是我国最广泛种植的粮

食作物,也是一种十分重要的模式植物。亚洲栽培

稻主要有2个亚种:粳稻(OryzasativaL.ssp.ja-
ponica)与籼稻(OryzasativaL.ssp.indica)。利用

比较基因组学方法对稻属不同种、亚种或品种间进

行比较分析是开发水稻潜能的一种新方法,而物理

图谱是进行比较基因组学研究的一种重要工具。自

2002年4月粳稻和籼稻的基因组序列发表在Sci-
ence上以来[1-2],水稻序列与图谱的相关研究突飞

猛进。水稻作为一种模式植物,其基因组序列的完

成,为我们了解植物基因组成、功能以及基因组起源

和进化等提供了大量的信息,水稻亚种或品种间的

比较研究更是为水稻进化与起源提供了直接的证

据,Ma等[3]比较了粳稻品种和籼稻品种之间基因

组的差异,揭示了粳稻和籼稻基因组中同源基因区

段的异常重组现象。同时,水稻物理图谱与遗传图

谱的发展也极大地推动了水稻亚种或品种间的比较

分析,从而促进了水稻遗传、进化、基因差异以及性

状差异的研究[4-5]。
细菌人工染色体(bacterialartificialchromo-

some,BAC)文库技术作为基因组学研究不可或缺

的工具已经受到广泛的关注,随着大规模测序技术

与BAC文库构建技术的发展,利用BAC末端序列

发掘的信息量也越来越大。通过对BAC末端序列

的分析,可以对基因组内部的组成与结构作出初步

的了解,并且可以通过与不同物种基因组的比较研

究,揭示基因组序列的共性,探讨物种的起源和

进化。
笔者所在实验室构建了籼稻品种珍汕97、明恢

63和粳稻品种中花11的物理图谱。本研究通过对

珍汕97和明恢63物理图谱分别与日本晴参考序列

的比对,利用日本晴序列设计探针筛选这2个品种

的BAC文库膜,完成了1个产量数量性状位点

(quantitativetraitlocus,QTL)区段珍汕97和明恢

63物理图谱的补缺,并对该区段BAC末端序列与

日本晴序列之间的单核苷酸多态性(singlenucleo-
tidepolymorphisms,SNP)位点进行了检验,同时对

代表性的推测中花11基因组特有重复序列进行了

比较分析。

1 材料与方法

1.1 试验材料

研究中所用到的籼稻明恢63、珍汕97和粳稻

中花11种子由华中农业大学作物遗传改良国家重

点实验室提供,粳稻日本晴种子由笔者所在实验室

提供,此种子与日本晴基因组测序所用的种子来源
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一致。材料分别种植在大田或培养室,收集幼嫩叶

片于-80℃保存备用。
1.2 物理图谱补缺

物理图谱补缺采用了2种方式,对大的缺口采

用杂交筛选BAC克隆的方法,以日本晴序列为参

考,用PrimerPremier5设计合适的探针扩增引物,
用日本晴基因组DNA为模板扩增探针序列,每个

物理图谱缺口设计3个探针,扩增序列经过纯化后

作为探针对珍汕97和明恢63的BAC文库膜进行

杂交筛选,杂交温度为65℃,然后对筛选出的阳性

克隆进行指纹分析。对小的缺口则直接采用PCR
方法,根据缺口两端的BAC末端序列设计PCR引

物,用相关基因组DNA作为模板进行PCR扩增。
1.3 BAC 末端序列与日本晴序列之间预测的 SNP
位点的检验

  采用2种方法对BAC末端序列与日本晴序列

之间预测的SNP进行检验。首先采用创造酶切位

点PCR的方法,通过对预测SNP位点进行分析,根
据碱基差别,用PrimerPremier5利用引物3′末端

的错配形成新的酶切位点设计分型引物,通过对

PCR产物的酶切鉴定SNP。其次是直接重新测定

BAC末端序列,对原有BAC末端序列与日本晴序

列的碱基差异进行验证。
1.4 中花 11 特异性重复序列的分析

采用CTAB法提取各个水稻品种的基因组

DNA,用 HindⅢ在37℃酶切16h,电泳后转移到

HybondN+膜上,80℃烘烤2h固定备用。利用推

测的中花11特异性重复序列设计引物,并用PCR
的方法扩增出相关序列作为探针,对制备的杂交膜

杂交过夜,杂交温度为55℃,洗膜后放射自显影检

测杂交结果。

2 结果与分析

2.1 与 1 个产量 QTL 区段对应的明恢 63 和珍汕

97 的物理图谱补缺

  笔者所在的实验室分别构建了水稻珍汕97和

明恢63的物理图谱,并将这2个物理图谱与由这2
个品种为亲本制作的遗传图谱进行了整合(未发表

资料),从整合的图谱上发现第3染色体长臂末端的

1个区段在珍汕97和明恢63中存在结构差异,而
且与大量已发表的QTL及华中农业大学作物遗传

改良国家重点实验室余四斌教授未发表的影响水稻

千粒重、穗重和枝梗数的QTL相对应,笔者所在的

实验室正与余四斌教授合作对这一区段的功能进行

研究。珍汕97在该区段存在2个大缺口(均在100
kb以上)和1个小缺口,明恢63在该区段存在1个

大缺口(100kb以上)。对于珍汕97的小缺口,笔
者根据缺口两端的BAC末端序列设计了1对引物,
以珍汕97基因组DNA为模板用PCR的方法进行

了扩增,获得1条专一的与预测缺口大小相符的

DNA片段,测序结果表明,此DNA片段序列与对

应的日本晴序列完全一致。对于珍汕97的2个和

明恢63的1个大缺口,为每个缺口设计了3个杂交

探针,对这2个品种的BAC文库进行了筛选,明恢

63筛选得到24个阳性克隆,珍汕97得到31个阳

性克隆,这些克隆关闭了所有3个缺口,图1显示明

恢63三个探针混合筛选明恢63BAC文库高密度

杂交膜的结果。

图1 明恢63BAC文库膜筛选结果

Fig.1 ScreeningresultsoftheMinghui63BACmembranes

箭头显示载体条带 Theblackarrowshowsthevectorbands.

图2 明恢63阳性克隆指纹分析

Fig.2 FingerprintanalysisoftheMinghui63positiveclones
图2中显示的是明恢63筛选得到的24个阳性

克隆中的23个克隆酶切结果,由图2可以看出,这
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些克隆有大量的一致条带,证明这些克隆能够拼装

成为克隆重叠群。
2.2 上述 QTL 区段珍汕 97 和明恢 63 BAC 末端序

列分别与日本晴序列之间预测 SNP 的检验

  SNP是1种重要的分子标记。为了检验该

QTL区段原珍汕97和明恢63BAC末端序列分别

与日本晴序列之间预测SNP位点的准确性,首先采

用了创造酶切位点PCR的方法,以珍汕97、明恢63

和日本晴材料中提取的DNA为模板进行PCR扩

增并对PCR产物进行酶切。结果表明,该区段明恢

63末端序列与日本晴序列之间被检测的SNP都得

到验证,而该区段珍汕97末端序列与日本晴序列之

间被检测的7个SNP都没有得到验证。图3显示

以珍汕97和日本晴为模板的创造酶切位点PCR产

物酶切后没有差异,也即是在设计被检测的位点处

日本晴和珍汕97没有碱基差异。

 A、B、C分别为SNPS2、SNPS3、SNPS313对引物的PCR产物酶切结果;1.以珍汕97为模板扩增的PCR产物;2.其酶切产物;3.以日

本晴为模板扩增的PCR产物;4.其酶切产物。A,BandCstandforthedigestionresultsofthePCRproductsfromthreeprimerpairs,

SNPS2,SNPS3andSNPS31.1.PCRproductamplifiedfromZhenshan97;2.DigestionofthePCRproductamplifiedfromZhenshan97;

3.PCRproductamplifiedfromNipponbare;4.DigestionofthePCRproductamplifiedfromNipponbare.

图3 以珍汕97和日本晴为模板的创造酶切位点PCR产物酶切结果

Fig.3 DigestionofPCRproductsfromZhenshan97andNipponbaretemplates

 A为93-11、日本晴(NIP)、明恢63(MH63)、中花11(ZH11)和珍汕97(ZS97)5个水稻品种的基因组DNAHindIII酶切结果,B、C和D
分别为3个中花11重复序列探针杂交结果。AshowstheHindIIIdigestionresultsof93-11,Nipponbare(NIP),Minghui63(MH63),Zhong-
hua11(ZH11)andZhenshan97(ZS97)genomicDNA.B,CandDarehybridizationresultsofthreeZhonghua11repetitiveelementprobes.

图4 部分中花11重复序列杂交结果

Fig.4 HybridizationresultsofsomeZhonghua11repetitiveelements
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  珍汕97BAC末端序列与日本晴序列之间的碱

基差异没有得到验证可能来自于2个原因,一是用

于创造酶切位点PCR模板和BAC文库构建的珍汕

97种子来源不同,二是原BAC末端测序错误。因

此,对含有待检测差异碱基的原珍汕97BAC克隆

重新作了末端测序,结果显示被检测的原珍汕97
BAC末端序列与日本晴序列之间的碱基差异来自

于原BAC末端测序的错误。
同样对含有待检测差异碱基的明恢63BAC克

隆重新作了末端测序,结果显示该区段所有被检测

的明恢63BAC末端序列与日本晴序列之间的23
个SNP均得到验证。
2.3 中花 11 特异重复序列的验证

笔者所在的实验室通过对中花11BAC末端序

列和日本晴序列的比较分析发现,中花11存在日本

晴基因组没有的特异重复序列(资料未发表),为了

检测这些序列是否在不同品种的水稻基因组中存

在,我们利用PCR对部分特异重复序列进行了扩

增,并利用扩增产物作为探针对不同水稻品种基因

组DNA进行了杂交,图4显示其中3个探针杂交

的结果。从图4-B可以看出1个重复序列在粳稻中

花11和籼稻93-11、明恢63和珍汕97中的重复度

相同,而在粳稻日本晴中没有条带显示,推测中花

11可能有一定的籼稻背景。但是另外2个探针杂

交结果显示日本晴和中花11的条带没有区别,而且

改变杂交严谨度并 不 能 改 变 试 验 结 果(图4-C、

4-D),推测可能是因为使用的PCR探针中包含有部

分其他品种共有的重复序列。

3 讨 论

BAC末端序列常用于锚定BAC克隆的位置,
从而能够定位BAC克隆在基因组中的顺序,加快物

理图谱构建进程,此外,利用对BAC末端序列的分

析还能够得到大量的信息。韩月彭等[6-7]通过分析

苹果的BAC末端序列找到大量的SSR标记、SNP
标记以及转座元件。Larkin等[8]利用牛的BAC末

端序列与人类和小鼠基因组序列进行比对,通过绘

制比较图谱从而为哺乳动物的分类与进化研究奠定

了基础。本研究利用BAC末端序列与参照基因组

序列比对对BAC末端序列中的有用信息进行了分

析,首先,利用水稻品种珍汕97和明恢63的BAC
末端序列分别与日本晴基因组序列的比对,得到了

品种之间的候选SNP,然后利用各种方法对这些

SNP进行了验证;第二,利用珍汕97和明恢63
BAC末端序列与日本晴的参考序列比对,在1个与

产量QTL相对应的区段快速定位了BACcontig在

物理图谱中的排布顺序,并预测出这些contig之间

缺口的大小,完成了所有4个物理缺口的填补工作;
第三,对笔者所在的实验室利用中花11的BAC末

端序列经过自我比对和与日本晴基因组序列的比对

得到的部分中花11特有重复序列,设计了实验进行

验证。通过对这三方面的初步研究证实了BAC末

端序列作为BAC文库更深入的应用,能够大大加快

比较基因组学的研究。
水稻物理图谱的完成对水稻基因组注释以及进

化、结构与功能研究等方面有着极其重要的意义[9],
一个完整的物理图谱可以极大地便利遗传研究和一

些重要基因的分离[10],但是物理图谱一般都或多或

少地存在一些缺口,这些缺口可能包含一些功能基

因,而 由 于 一 些 特 殊 结 构 导 致 了 该 处 缺 口 的 形

成[11]。笔者所在实验室构建的明恢63和珍汕97
的物理图谱在第三染色体长臂末端有结构的差异,
而该区段与大量已发表的QTL及余四斌老师实验

室发现的影响水稻千粒重、穗重和枝梗数的 QTL
对应,为了对该区段基因功能有更深入的了解,我们

不仅填补了2个物理图谱在该区段所遗留的4个缺

口,还验证了该区段的大量SNP位点,对已经得到

验证的明恢63的23个SNP位点进行分析,发现其

中有18个SNP位点比对到日本晴单一序列位置,
占总数的78.26%,这18个SNP均处于基因的编

码区,可能会影响到这些基因的功能,其余5个

SNP位点比对到日本晴基因组非单一序列位置,占
总数的22.74%。分子标记在分子遗传图谱制作、基
因定位、基因克隆以及分子标记辅助选择育种等方

面发挥了重要的作用,而本文中经验证的SNP均可

作为重要的分子标记锚定到遗传图谱上。
水稻中花11和日本晴同属于粳稻亚种。经杂

交验证,中花11的一个特异重复序列在日本晴基因

组中并不存在,证明可能在驯化过程中水稻亚种内

不同品种基因组仍可发生比较大的变化。
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ComparativeanalysesofariceyieldQTL
regionandvariety-specificrepetitivesequences

XIAPeng LINHai-yan LUOMei-zhong

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract TocloneariceyieldQTL,acomparativeanalysisontheregionofthephysicalmapsde-
rivedfromricevarietiesZhenshan97andMinghui63,thetwoparentsformappingtheQTL,wasper-
formed.Physicalgapsinthisregionofthetwophysicalmapswereclosed.PutativeSNPsofthisregion
betweenZhenshan97BACendsequencesandNipponbarereferencesequence,andthatbetweenMinghui
63BACendsequencesandNipponbarereferencesequencewerevalidated.Resultsshowedthatmostpu-
tativeSNPsarecorrectbutsomearefromerrorsofBACendsequence.TheconfirmedSNPswillbeused
asimportantmarkersinthepositionalcloningofgeneorQTL.Furthermore,representativeputative
Zhonghua11specificrepetitivesequencesfoundinourlaboratorythroughZhonghua11BESanalysis
werecomparativelyanalyzedviaSouthernhybridization.Theresultswillbehelpfulincloningoftherice
yieldQTLandrealizingtheevolutionofricerepetitivesequencesamongdifferentricevarieties.

Keywords rice;physicalmap;comparativegenomics;BACendsequences;singlenucleotidepoly-
morphisms
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