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杂种优势利用是提高农作物产量的主要途 径之一. 育

种实践证明，充分了解亲本材料的遗传背景，合理选择杂交

亲本配 置强优势组合，是有 效利用杂种优势的关键 . 近年

来，利用RAPD、RFLP等DNA分子标记技术对水稻、小麦、

玉米亲本之间的遗传差异应用较多 [1~3]. 然而，RAPD为显性

标 记，重复性、稳定性等问题仍需考 证 . RFLP在检测亲缘

关系较近材料之间的多态性、对材料较少或仅需对少数位

点快速检测时，又有不足之处 [4]. SSR又称微卫星DNA标记

(Microsatellite)，是一种新的DNA标记技术，具有多态性高、

稳定性好、实验操作简单方便等特点，已广泛应用于DNA指

纹图谱构建、遗传关系分析、品种鉴定、分子标记辅助育种

等领域 [5~7]. SSR为共显性的遗传标记，在水稻基因组中的多

态性高，因此广泛应用于水稻遗传多态性的研究. 李云海等

利用微卫星标记分析检测了33份中国主要杂交水稻亲本材

料的遗传差异，筛选出5对引物能够有效区分水稻雄性不育

系和恢复系，同时对所有供试材料进行聚类分析，确定杂交

水稻之间的亲缘关系，以评 估其遗传多样性及利用现状 [5]. 
段世华等用SSR技术对主要的恢复系遗传差异进行检测分

析，认为杂交稻恢复系遗传资源丰富，遗传差异较小，遗传

背景单一 [8]. 王忠安、彭锁堂等对我国主要杂交组合及其亲本

进行了SSR分析，认为SSR标记可以有效鉴定亲本间亲缘关

系，检测种子纯度，预测杂种优势等 [9~10]. SSR目前也逐渐应

用于多倍体杂种优势的研究中. 栾丽、涂升斌等利用SSR分

子标记对同源四倍体与二倍体水稻进行多态性分析，初步揭

示了同源四倍体水稻的基因组与二倍体水稻之间的遗传差

用SSR标记检测杂交籼稻三系亲本的遗传差异*

陈 英1, 2  邱 琳2  涂升斌1**  栾 丽1  王 兴1  龙文波1

（1中国科学院成都生物研究所  成都  610041）

（2中国科学院研究生院  北京  100049）

Genetic Variation of Three-line Parents of Indica Hybrid Rice Detected 
with SSR Markers*

CHEN Ying1 ,2, QIU Lin2, TU Shengbin1**, LUAN Li1, WANG Xing1 & LONG Wenbo1

(1Chengdu Institute of Biology, Chinese Academy of Sciences, Chengdu 610041, China)
(2Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)

Abstract   Totally, 24 three-line parents of indica hybrid rice (Oryza sativa L.) were used to analyze their genetic diversity and 
genetic relationship by using 26 polymorphous primer pairs selected from 110 SSR (Simple sequence repeats) which dispersed 
on 12 chromosomes in rice. Those primers detected 116 alleles from all the 24 parents. The alleles number might range from 2 
to 7 with an average of 4.4. The PIC (Polymorphism index content) value of the polymorphic markers ranged from 0.068 9 to 
0.803 6, with average of 0.603 4. The expected heterzygosity (He) ranged from 0.081 6 to 0.829 8 and the average was 0.616 9. 
However, Shannon’s information index (I) ranged from 0.173 2 to 1.791 3 with average of 1.160 0. Furthermore, according to 
the results of cluster analysis by UPGMA method, the 24 parents materials were classifi ed into three groups by microsatellite 
markers, and the parents among the groups showed relatively large genetic variation, which could be used to identify the 
relationship among the parents, and also to predict the heterosis of new materials by molecule markers assisted selection. The 
results provide a good reference to the choice of higher heterosis hybrid combinations in rice breeding. Fig 2, Tab 3, Ref 24
Keywords  simple sequence repeats; parents of the indica hybrid rice; genetic diversity; cluster analysis
CLC  S511.035.3

摘  要   随机选用分布于水稻（Oryza sativa L.）12条染色体上的110对引物，共筛选出26对具有多态性的SSR引物，对
24份杂交籼稻三系亲本材料进行遗传多样性和亲缘关系分析. 全部24份亲本中共检测出116对等位基因，每个SSR引

物可检测到的等位基因数目为2~7个不等，平均每对引物可以检测到4.4个等位基因. 多态信息量（PIC）的变动范围为

0.068 9~0.803 6，平均PIC值为0.603 4；期望杂合度（He）的变动范围为0.081 6~0.829 8，平均值为0.616 9；多样性指数
（I）变幅为0.173 2~1.791 3，平均为1.160 0. 对供试亲本材料根据遗传距离进行UPGMA聚类分析，结果表明，SSR微卫

星标记可以将24份亲本材料分为3个大群，各组亲本间的遗传差异较大. 通过分子标记辅助育种, 可以有效地鉴定供

试亲本材料之间的亲缘关系，分析预测新种质材料的遗传差异，可作为选育强优势组合杂交水稻的重要参考指标之
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异，并建立部分同源四倍体水稻指纹系统，为更进一步了解

四倍体水稻杂种优势分子机理提供了依据 [11~14]. 目前，应用
SSR分子标记技术对我国生产上大量使用的杂交水稻三系核

心亲本DNA指纹系统性的研究及杂种优势利用研究也正在

陆续开展. 本研究利用SSR分子标记技术对我们培育出的部

分新的杂交水稻三系亲本材料进行检测，分析新材料与其他

生产上常用的籼稻亲本之间的遗传差异，区分不同材料的遗

传背景，以期更好地利用分子标记辅助育种，提高选配强优

势组合的预见性和育种效率.  

1  材料与方法
1.1  供试材料

本实验共选用了24份水稻材料进行SSR多态性分析，其

中包括中国科学院成都生物研究所培育的科1A、科7B等新

材料，还包括我国大面积应用的部分二倍体杂交水稻亲本材

料，其中不育系亲本材料7份、保持系亲本材料7份、恢复系10
份（表1）. 

1.2  方 法  
1.2.1  DNA提取方法    选用水稻新鲜叶片，参照McCcouch
等的SDS法 [15]大量提取水稻基因组DNA：取水稻叶子各一片, 
放入研钵中加入液氮研磨并转入1.5 mL离心管中, 加入预热

的65 ℃ SDS提取缓冲液600 μL（100 mmol L-1 Tris-HCl，pH 
8.0；50 mmol L-1 EDTA，500 mmol L-1 NaCl，1.25% SDS），混

匀后65 ℃水浴30 min，其间不时轻摇以免成团，加入200 μL 
5 mol L-1的KAC，混匀后冰浴20 min；加入400 μL 24 : 1的氯仿 

: 异戊醇，混匀后10 000 r/min离心10 min，收集上清液，加入

0.6~1倍体积事先－20 ℃预冷的乙醇，缓慢旋转混匀后放入4 
℃冰箱；10 000 r/ min离心10 min，弃上清，用70%的乙醇轻洗
2~3次，自然干燥30 min，加超纯水溶解保存备用. 
1.2.2  SSR分子标记分析    选用位于水稻微卫星图谱中12条

染色体臂上的110对引物，所有引物由四川农业大学水稻研

究所提供. PCR扩增反应在Biometra UNO型热循环仪上进行. 
反应体系采用25 μL体系：2.0 μL模板DNA（25 pmol）；0.3 μL 
Tap polymerase（1U）；2.5 μL buffer；2.0 μL primer；14.2 μL 
ddH2O. 反应程序为：94 ℃ 预变性5 min，94 ℃变性40 s，55 

℃退火40 s，72 ℃延伸 40 s，35个循环后72 ℃延伸4 min. 扩增
产物加适量上样缓冲液后点样，在体积分数为8%的聚丙烯
酰胺凝胶（PAG）中以1×TBE缓冲液为介质，恒压250 V，电泳
时间2 h. 电泳结束后，采用快速银染法染色，所得凝胶用保
鲜膜包裹后晾干，并数码拍照(KODAR). 
1.2.3  数据统计与分析    选用分布于水稻12条染色体上的110
对SSR引物，从中筛选多态性好的引物进行统计分析. 每一
对SSR引物检测一 个位点 , 每 一条多态性带视为一 个等 位
基因；将所观 察到的每 一条 带视为一 个 性状，每 个样品的
电泳条带按有或无记录，电泳条带存在赋值为“1”，否则赋
值为“0”，列出二元数据矩阵. 每两份材料之间的遗传差异
按Nei和Li的方法 [16]计算品种间的相似系数（GS）或遗传距离
（D）：GS = 2Mxy/(Mx+My)，D = 1－2Mxy/(Mx+My)，其中Mx
和My分别为两材料的总DNA片段数，Mxy为两材料的公共片
段数. 根据所得的遗传距离, 用UPGMA法（Unweighed pair-
group method with arithmetic mean，算术平均非加权配组法）

进行遗传相似性聚类，统计分析在NTSYS-ver.1.8 构建并绘

制树状图. 统计各 个材料的扩增条带数，数据通过PopGen 
ver.1.31软件进行处理，计算各品种间的遗传多样性参数：

① 多样性指数(I)：用来表示基因多样性水平；② 多态信息

量(PIC)：根据Smith等报道的方法 [17]计算PIC（Polymorphism 
index content）值，PIC = 1－Σf i

2，f i表 示 第 i个 等 位 基因

（Allele）的频率. PIC值反映了某一对SSR引物对品种的区分

能力，PIC值不仅与等位基因的数目有关，而且与等位基因的

频率有关；③ 总等位基因数(Na)；④ 有效等位基因数(Ne)：纯

合度的倒数，表明等位基因间的相互影响. 等位基因在群体

中分布越均匀，有效等位基因数越接近检测的等位基因绝

对数；⑤ 观察的杂和度(Exp-Hom)与期望的杂和度(Exp-He)，
度量群体遗传变异. 

2  结果与分析 
2.1  SSR扩增结果及亲本材料间多态性分析

随机 选用110对来源于不同染色体微 卫 星标 记 对供试

材料进行扩增，其中具有多态性的引物26对（表2），占所用

引物的23.63%. 这些引物对所有供试材料的扩增产物重复性

表1  实验材料及其来源和特征
Table 1  Sources and characteristics of the materials used in this study 

编号

No.
品种名称

Variety 
来源

Source
特征

Characteristics
编号

No.
品种名称

Variety 
来源

Source
特征

Characteristics
1 R1319 CIB R 13 R1577 宜宾 Yibin R
2 206A CIB S 14 中九A  Zhongjiu A 杭州 Hangzhou S
3 206B CIB M 15 绵5A  Mian 5A 绵阳 Mianyang S
4 科1A  Ke 1A CIB S 16 D62B SAUIR M
5 R725 SAUIR R 17 R1305 CIB R
6 R1272 CIB R 18 改良527  Improved 527 CIB R
7 川香28A  Chuanxiang 28A 成都 Chengdu S 19 宜香B  Yixiang B 宜宾 Yinbin M
8 D62A SAUIR S 20 川香28B  Chuanxiang28B 成都 Chengdu M
9 宜1577 (改)  Yi 1577 (Improved) 宜宾 Yibin R 21 绵5B  Mian 5B 绵阳 Mianyang M
10 科5A  Ke 5A CIB S 22 科7B  Ke 7B CIB M
11 明恢63  Minghui 63 福建 Fujian R 23 蜀恢527  Shuhui 527 SAUIR R
12 R1585 CIB R 24 科5B  Ke 5B CIB M

CIB：中国科学院成都生物研究所；SAUIR：四川农业大学水稻研究所. M：保持系；R：恢复系；S：不育系

CIB: Chengdu Institute of Biology, Chinese Academy of Sciences; SAUIR: Institute of Rice, Sichuan Agriculture University. M: Maintainer line; R: Restorer 
line; S: Sterile line
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好，特异性高，条带清晰且多态性丰富. 对这26对引物扩增

结果进行统计，在24份水稻亲本材料间共检测出116个等位

基因，每个SSR位点可检测到的等位基因数目为2~7个不等，

在试验中未出现零等位现象，平均每对SSR引物检测到4.4个

等位基因. PIC值的变动范围为0.068 9~0. 803 6，平均PIC值为
0.603 4（表2）. 另外，引物RM517在材料宜香B中经两次重复

实验均无扩增产物. 其中RM5、RM307等多对引物对供试材

料区分效果较好，电泳扩增结果见图1. 
表3为供试材料在26个微卫星座位上的观察杂合度、期

望杂合度、有效等位基因数、多样性指数. 在这26个SSR位点

中，等位基因的数量变化较大 . 在所选的籼稻亲本材料中，

观察杂合度（Ho）变幅为0.170 2~0.918 4，平均0.383 1；期望杂

合度（He）的变动范围为0.081 6~0.829 8，平均杂合度为0.616 
9；多样性指数（I）变幅为0.173 2~0.914 8，平均多样性指数为

1.160 0；有效等位基因数（Ne）的变动范围是1.086 8~5.333 0，

平均有效等位基因数为2.970 9，反映了水稻品种丰富的遗传

多样性，并在一定程度表明扩增等位基因的多少与PIC值有

一定的相关性，这与张金渝等的研究结论[18]一致. 
2.2  杂交水稻三系亲本材料遗传差异及聚类分析

本实验根据26个具有多态性的SSR引物在24个杂交亲本

水稻扩增的SSR多态性位点，利用POPGENE软件计算出不

同个体之间的扩增片断遗传距离（D），采用标准遗传距离进

行分析. 结果表明，各亲本之间的遗传距离在0.115 4~0.884 6
之间，川香28A与R1319之间遗传距离最小为0.115 4，R725与
R1272之间的遗传距离最大为0.884 6，24个亲本之间的平均

遗传距离为0.696 9. 
根据26对SSR引物所检测出的116个等位基因，对24份供

试三系亲本材料进行聚类分析，取阈值0.68可以将所有材料

分为三大类（图2）. 第一类：共有10份材料，包括6个不育系、
3个保持系、1个恢复系，此类群以0.76的相似系数为标准, 又
可以分为三小类：Ⅰ类：F206A与F206B两者遗传距离较小聚

为一小类，具有相似的遗传背景，亲缘关系最近，田间生长

表现基本一致；Ⅱ类：科1A、川香28A、川香28B三个材料聚

在一类，它们都具有相似的亲本血缘；Ⅲ类：D62A、D62B、

表2  SSR标记的基序、染色体位置、等位基因数目、PIC值和IR36中的碱基数目
Table 2   Motif, chromosome, number of alleles, PIC value and size (bp) in IR36 for SSR markers 

编号

No.
位点

Locus
SSR基序

SSR motif
染色体位置

Chromosome
等位基因数目

No.of alleles
多态信息量

PIC value
IR36碱基数目

Size in IR36 (bp)
1 RM293 (gt)20 3 6 0.7743 207
2 RM164 (gt)16tt(gt)4 5 7 0.8125 246
3 RM5 (ga)14 1 5 0.6944 113
4 RM439 (aat)13 6 5 0.5938 269
5 RM31 (ga)15 5 6 0.6944 140
6 RM482 (at)9 2 6 0.7396 188
7 RM161 (ag)20 5 5 0.7326 187
8 RM339 (ctt)8cct(cct)5 8 5 0.6597 148
9 RM104 (ga)9 1 3 0.6111 222
10 RM60 (aatt)5aatct(aatt) 3 6 0.8021 165
11 RM175 (ccg)8 3 2 0.4132 95
12 RM48 (ga)17 2 2 0.1528 204
13 RM282 (ga)15 3 5 0.7604 136
14 RM307 (at)14(gt)21 4 6 0.7257 174
15 RM402 (ata)17 6 4 0.6319 133
16 RM105 (cct)6 9 2 0.0799 134
17 RM344 (ttc)2-5(ctt)3(ctt)4 8 3 0.5312 163
18 RM415 (at)21 12 5 0.7812 227
19 RM412 (ga)22 6 4 0.4167 198
20 RM102 (ggc)7(cg)6 12 5 0.6667 311
21 RM201 (ct)17 9 5 0.5972 158
22 RM164 (gt)16tt(gt)14 5 5 0.6424 246
23 RM126 (ga)7 8 3 0.5694 171
24 RM213 (ct)17 2 4 0.6319 139
25 RM157 (ct)11(tc)10 3 3 0.4062 137
26 RM517 (ct)15 3 4 0.5833 266

图1  引物RM5（A）和RM307（B）的扩增结果（顺序依次为1~24号材料）

Fig. 1   Products of RM5 (A) and RM307 (B) (Lanes 1~24 indicate the 24 rice varieties in Table 1 with the same order) 
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科5A、中九A、宜1577四个材料为一小类，其中D62A、D62B两

者没有被分开，说明其在多态性位点上没有差异，系谱来源

接近，这与田间实践D62A、D62B农艺性状一致，与其核基因

组一致的结论相吻合. 第二类：按照遗传相似系数0.768的标

准，又可以分为2个亚组. 1亚组包括R1585、R1577、明恢63、

改良527、R725、R1272、R1305，均为恢复系材料. 其中R1272
是由R725改良而来. 2亚组包括宜香B、绵5A、绵5B、科7B、科
5B、蜀恢527. 由遗传距离得知，宜香5B与科7B两个保持系材

表3  SSR引物在三系籼稻亲本中的遗传多样性参数
Table 3   Parameters of genetic diversity in the three-line parents of indica rice by SSR primers

编号
No.

引物
Primer

总等位基因
Na

有效等位基因数
Ne

多样性指数
I

观察的杂和度
Exp-Hom

期望的杂和度
Exp-He

多态信息量
PIC

1 RM293 6 4.4308 1.6108 0.2092 0.7908 0.7743
2 RM164 7 5.3333 1.7913 0.1702 0.8298 0.8125
3 RM5 5 3.2727 1.3507 0.2908 0.7092 0.6944
4 RM439 4 2.4615 1.1082 0.3936 0.6064 0.5938
5 RM31 6 3.2727 1.4659 0.2908 0.7092 0.6944
6 RM482 6 3.84 1.5119 0.2447 0.7553 0.7396
7 RM161 5 3.7403 1.4234 0.2518 0.7482 0.7326
8 RM339 4 2.9388 1.1762 0.3262 0.6738 0.6597
9 RM104 3 2.5714 1.0114 0.3759 0.6241 0.6111
10 RM60 6 5.0526 1.6863 0.1809 0.8191 0.8021
11 RM175 2 1.7041 0.6036 0.578 0.422 0.4132
12 RM48 2 1.1803 0.2868 0.844 0.156 0.1528
13 RM282 5 4.1739 1.4836 0.2234 0.7766 0.7604
14 RM307 6 3.6456 1.4819 0.2589 0.7411 0.7257
15 RM402 4 2.717 1.1177 0.3546 0.6454 0.6319
16 RM105 2 1.0868 0.1732 0.9184 0.0816 0.0799
17 RM344 3 2.1333 0.8293 0.4574 0.5426 0.5312
18 RM415 5 4.5714 1.5631 0.2021 0.7979 0.7812
19 RM412 4 1.7143 0.837 0.5745 0.4255 0.4167
20 RM102 5 3 1.3144 0.3191 0.6809 0.6667
21 RM201 5 2.4828 1.166 0.3901 0.6099 0.5972
22 RM164 5 2.7961 1.2801 0.344 0.656 0.6424
23 RM126 3 2.3226 0.9596 0.4184 0.5816 0.5694
24 RM213 4 2.717 1.1177 0.3546 0.6454 0.6319
25 RM157 3 1.6842 0.7356 0.5851 0.4149 0.4062
26 RM517 4 2.4 1.0751 0.4043 0.5957 0.5833
　 Mean 4.3846 2.9709 1.16 0.3831 0.6169 0.604

I：多样性指数；Na：总等位基因；Ne：有效等位基因数；Exp-Hom：观察的杂和度；Exp-He：期望的杂和度
I: Shannon’s information index; Na: Observed number of alleles; Ne: Effective number of alleles; Exp-Hom: Expected homozygosity; Exp-He: Expected 
heterozygosity  

图2  24份籼稻亲本相似性数状图（材料编号与表1相同）
Fig. 2   Dendrogram of similarity among the 24 parents of indicia rice (The numbers of materials are the same as those in Table 1)
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料相距0.49，小于平均遗传距离，符合实际育种田间表现型

无明显差异表现. 第三类，R1319，该恢复系材料单独聚类且

与其它材料间遗传距离较远，说明与别的恢复系有较大的遗

传差异. 以上聚类结果与亲本材料的亲缘关系基本一致，说

明了SSR标记用来分析水稻品种资源遗传基础的可靠性.

3  讨 论
优质丰富的水稻种质资源是 水稻育种的基础，而掌握

亲本材料的遗传多样性程度和亲缘关系的远近是育种的关

键 . 目前，SSR是一种应用非常广泛的评估检测水稻种质遗

传多样性和遗传差异的技术 . 本实验也在一定程度上说明

了SSR分子标记具有多态性高的特点. 实验中利用110对引物

筛选出具有多态性的SSR引物26对，扩增出116个等位基因，

平均每对4.4个等位基因，平均多态信息量（PIC）为0.603 4，
Shannon多样性指数为1.160 0，反映了水稻地方品种丰富的遗

传多样性. 在本试验中，尽管很多材料的遗传背景相似，甚至

有部分材料是同一骨干亲本转育而来，但是SSR标记仍可以

检测到较高水平的多态性，其多态性结果和现有报道的实验

结果一致 [19]. 
遗传差异是产生杂种优势的基础. SSR分子标记技术可

有效检测供试材料的亲缘关系和遗传差异. 虽然目前对杂种

优势和遗传距离仍有争议 [4, 20~21]，但Xiao、Zhang等认为在一

定范围内杂种优势的大小取决于双亲的遗传差异和性状互

补，差异越大，优势越明显 [22~23]. 籼粳杂交比粳粳杂交更易

获得杂种优势. 随着遗传距离的增大，获得较强杂种优势组

合的几率也越高. 在本试验中，根据聚类分析树状图，可以将

所有24份水稻亲本材料聚为三大类，遗传距离相对较远的亲

本组合可以获得更高的优势. 但是亚组间品系的差异与组间

的差异相比显著性降低. 在24个不同的籼稻品系中，206A和
206B，D62A和D62B，川香28A和川香28B，绵5A和绵5B紧密

地聚在一起，即遗传距离最小，这也说明它们之间的遗传差

异很小. 保持系与不育系之间，经SSR引物筛选，没有发现具

有差异的等位基因，可能的主要原因是在长期的繁殖培育过

程中，不育系与相应的保持系连续回交被核置换的结果. 通
过分析恢复系与不育系间的遗传距离，利用遗传距离远的材

料间配制组合可以产生较强的杂种优势. 
目前，利用遗传距离与双亲间的差异进行品种组合也

取得较大的进展 . 例如2002年通过全国农作物品种审定委

员会审定现大面积推广的D优527双亲是由分布于不同亚群

的蜀恢527与D62A不育系测交组合，比相应的同一个类群的

不育系与明恢63测交F1结实率高，表现更强的杂种优势. 绵
5A/R725、绵5A/R1577、宜香A/R1577等组合，遗传距离相对

较远，与实际生产实践中选择群间或者亚群间的亲本更容易

获得强优势组合的结论一致. 邱福林等对北方粳稻骨干亲本

进行了遗传差异鉴定和籼性程度分析，认为选择遗传差异较

大的组间组合产生的杂种优势强于组内亲缘关系较近的组

合 [24]. 在生产上常用的杂交水稻亲本常常被划分在不同的类

群中. 这与我们田间实验结果相吻合. 通过配组对成都生物

所选育的新的三系亲本材料进行组合，发现科1A/R1585、科
1A/R1305等的杂种优势较强，现正在进行试验示范. 由此分

析表明，我们可以通过SSR分子标记技术选取具有较多多态

性的引物，建立一套合适的水稻SSR指纹，更有效地分析相

应亲本材料间的亲缘关系. 亲本的遗传谱系及遗传差异可以

作为选育强优势杂交水稻组合的重要参考指标之一，从而进

行有效预测和组配杂交强优势组合，缩短育种时间. 
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