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基于 PCR的水稻候选 RGA标记检验和评估

肖天霞 , 赵向前 , 汪旭升 , 吴为人 , 朱 军
(浙江大学 农业与生物技术学院 , 浙江 杭州 310029)

摘　要 : 在生物信息学方法开发的基于 e2PCR、共显性的 402个水稻候选 R GA标记的基础上 ,随机挑

选 40对引物 ,分别以水稻品种 Nipponbare和 93211的 DNA为模板进行 PCR扩增验证.得到清晰条带

占所用标记总数的 8715 % (35个标记) ,其中 31对引物为共显性标记 ,4对引物为显性标记.用这 31对

R GA引物在 24个水稻品种中进行 PCR 扩增 ,结果表明标记具有很好的通用性和特异性. R GA引物平

均标记多态性指标 ( PIC)值为 0146 ,标记具有较好的多态性.
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Abstract : Based on 402 co2dominant rice candidate R GA markers developed by bioinformatics methods ,

40 pairs of primers were randomly selected to test the polymorphisms in rice two subspecies , j aponica

and i ndica. The result s showed that 8715 % (35 markers) of the total number of markers obtained the

clear bands , which 31 markers were co2dominant and 4 markers were dominant . In addition , 31 primer

pairs were used to analyze 24 different j a ponica and i ndica varieties , and the result showed the markers

have good commonality and subspecies2specificity. The averaged Polymorphism Information Content

( PIC) of R GA markers was 0146 , indicated that the R GA markers have good polymorphism.
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　　根据基因对基因假说 ,植物的抗病 ( R)基

因与病原菌无毒基因相对应[ 122 ] .迄今已克隆了

40多个 R基因[3 ] . R基因是一个庞大的基因家

族 ,根据其蛋白质功能保守域设计简并引物 ,通

过 PCR扩增可以分离出大量的抗病基因同源

序列或类似物 ( R GA) [4 ] .用这种方法已经在大

豆、马铃薯、小麦、大麦、水稻和番茄等许多植物

中得到 R GA [529 ] .由于 R基因家族成员在基因

组中具有成簇存在的特点 ,因此 R GA 标记对

R基因的定位和克隆特别有用. R GA 是潜在的

R基因 ,同时又可以作为分子标记. 传统的

R GA标记是一种 RFL P标记 ,应用上不方便 ,
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开发成本较高 ,数量上十分有限.以往研究中

R GA2PCR标记是根据保守区域设计引物 ,一

般选取 L RR和 NBS结构域来设计引物[10211 ] ,

且退火温度低 , R GA 扩增得到的产物达几百

条[12 ] ,特异性差 ,因此在 R基因定位和标记辅

助育种中用处不大.从基因定位和标记辅助育

种的实际需要看 ,特异 PCR标记具有更大的应

用价值.为了开发基于特异 PCR引物的 R GA

标记 ,本文采用生物信息学方法 ,利用已公布的

籼稻 (93211)和粳稻 (Nipponbare)的全基因组

序列 ,开发出 402个候选的 R GA标记[13 ] .这些

候选 R GA 标记在 e2PCR中产生单一条带 ,且

表现为共显性.为了检验这些候选 R GA 标记

的适用性 ,用随机挑选的样本进行实验验证 ,并

对 R GA标记的多态性、通用性及其在籼粳亚

种间的特异性进行分析 ,以期为水稻抗病分子

标记辅助育种提供便利工具.

1　材料和方法

　　选用 10 个籼稻品种 93211 ( I1) 、Diwani

( I2) 、Basmati ( I3) 、南京 11 ( I4) 、Tetep ( I5) 、中

413 ( I6) 、B G 9022 ( I7) 、协青早 ( I8) 、广陆矮 4号

( I9) 、IR64 ( I10)和 14个粳稻品种 Nipponbare

(J 1) 、Cripto (J 2) 、Kyeema (J 3) 、Lemont (J 4) 、

M2204 ( J 5 ) 、Dawn ( J 6 ) 、台北 309 ( J 7 ) 、

Starbonnet ( J 8 ) 、Bluebonnet ( J 9 ) 、M2103

(J 10) 、Daegwanbyeo (J 11) 、Newboonet (J 12) 、

L2202 (J 13) 、Katy (J 14)作为实验材料.水稻种

子由 中 国 水 稻 研 究 所 提 供 , 其 中 品 种

Nipponbare和 93211与已经完成的测序品种相

一致.每份材料发芽后剪取幼嫩叶片 ,采用 SDS

方法提取总 DNA.

　　从 402 个候选 R GA 标记中随机挑选 40

对引物 ,由上海英俊生物技术公司合成. PCR

采取 20μL 的反应体系 :015μmol! L - 1上游和

下游引物 , 200μmol ! L - 1 dN TP , 115 mmol !

L - 1 MgCl2 ,011 % Triton X2100 ,1 U Taq酶 ,1

×PCR反应缓冲液和 50 ng水稻基因组 DNA.

采用降温 PCR ( TD2PCR)扩增 ,程序为 :94 ℃

预变性 5 min ,5个循环 (94℃变性 30 s、61℃退

火 30 s、72℃延伸 30 s) ,10 个循环 (94℃变性

30 s、60℃退火 30 s ,每循环降低 015℃、72℃延

伸 30 s) ,20 个循环 (94℃变性 30 s、55℃退火

30 s、72℃延伸 30 s) ,最后 72℃延伸 5 min.少

量引物则采用常规 PCR方法 ,程序为 :94 ℃预

变性 5 min ,35个循环 (94℃变性 30 s、52℃或

者 50℃退火 30 s、72℃延伸 30 s) ,最后 72℃延

伸 5 min ,详见表 1.产物用 6 %非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳进行分离 ,上样量为 3μL ,银染步

骤参照简单快速的 DNA 银染和胶保存方

法[14 ] .电泳条带记录方法为 :有带记为 1 ,无带

记为 0. 用 PI C ( Polymorp hism Information

Content)作为标记多态性指标 ,计算公式为 :

PI C i = 1 - ∑
n

j = 1
Pij

2 ,式中 Pij是第 i 个标记第 j

个等位基因 (条带)出现的频率[15 ] .

2　结果与分析

211　RGA标记在 93211和 Nipponbare中的实

验验证

　　将合成的 40 对 R GA 引物在 Nipponbare

和 93211的基因组 DNA 中进行扩增 ,31 对引

物 (7715 %)能获得稳定清晰的目标条带并在两

亲本间表现出多态性 ,片段大小与 e2PCR结果

一致 ,这些引物可作为共显性标记 (图 1) .有 2

对引物 ( R GA29、R GA35)在 93211中扩增不到

产物 ,而在 Nipponbare中条带清晰 (图 1) ;1对

引物 ( R GA28)在 Nipponbare 中同时扩增到 2

个清晰条带 ,其中有一个片段大小与 93211 产

物相同 ; 1 对引物 ( R GA33)在 93211 中同时扩

增到 2个条带 ,其中一个片段与 Nipponbare产

物大小相同.因此 ,这 4对引物 (10 %)可以作为

显性标记. 有 3 对引物 ( R GA8、R GA17 和

R GA18)虽然在 93211和 Nipponbare中扩增到

清晰的条带 ,但没有多态性 ;有 2对引物 (R GA

19和 R GA25) 扩增不到产物.总之 ,在测试的

40对引物中 ,有 35对引物扩增出多态性条带 ,

可以作为分子标记 ,成功率达到 8715 %.在这

35对引物中 ,有 6 对引物可以采用常规 PCR ,

而其它引物皆用 TD2PCR进行扩增 ,详细结果

见表 1.

　　根据 R基因的结构和功能域 ,水稻基因主
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要由 5 大类功能域组成 ,而 NBS ,L RR 和 P K

是主要类型的结构功能域[13 ] . 35 个多态性的

R GA标记也主要由 3 类组成 ,其中 P K类 10

个 ,占 28157 % ;NBS2L RR类 9个 ,占 25171 % ;

NBS 类 6 个 ,占 17114 % (表 1) . 另外还有

RV T、L RR、P K2L RR、ABC (各有 2 个) 以及

MLO和 P K2NBS(各有 1个)几种类型 ,基本上

与全基因的 R基因的构成相一致.

图 1　部分 RGA标记在 93211(泳道 1)和 Nipponbare(泳道 2)间的多态性

Fig. 1　Polymorphisms of R GA markers between 93211 (lane 1) and Nipponbare (lane 2)

表 1　RGA标记的染色体分布、引物序列、保守结构域分类、退火温度和标记类型

Table 1　Chromosomal dist ribution , primer sequences , types of conserved domain , Tm and type of R GA markers

引物　
编号　
染色
体号

正向引物 5’23’　　　 反向引物 5’23’　　
保守结
构域

退火温
度/ ℃

标记类型
PI C

值

RGA1 8 ATGCATGCCA GGGTATGTG GTGAACGATCGTGA GGACAC PK TD2PCR Co2dominant 0. 36

RGA2 1 TCCTA GGGGCGACTAAATGA TTTGTTGCTCGTTCACCTGT PK TD2PCR Co2dominant 0. 42

RGA3 4 GCCGCA GAATATCCTTCTTG CACAATGCCACTGTCACAAA PK TD2PCR Co2dominant 0. 40

RGA4 1 CTGAA GCGGTCGTTCACC TGGTGA GGCGTCCTATACCT LRR 50 Co2dominant 0. 47

RGA5 7 GTCTGACCCACACGTCATTG CCGGTGCTGTA GCTGTACG PK TD2PCR Co2dominant 0. 50

RGA6 2 GAACTTGTGGA GTGGGTTGG TCAAA GACCAAA GCACCTCTG NBS2LRR TD2PCR Co2dominant 0. 56

RGA7 2 TCTATGCTGCTTGTGCCATC TGCTTTCACATCCTTTGACG NBS2LRR TD2PCR Co2dominant 0. 52

RGA9 4 CGAA GA GGCTCTCAAACACTG CGGTACGGTTGGTTCGTAAA RV T TD2PCR Co2dominant 0. 49

RGA10 2 TGTTGGCAA GGTCATGTGAT GCA GA GGGAAAAA GATTGTTG NBS2LRR TD2PCR Co2dominant 0. 39

RGA11 7 GCTCTACGACTTCGACCA GA GATGA GCATCTTCTCGTCA GC PK TD2PCR Co2dominant 0. 57

RGA12 1 AA GGACCCGAAA GCAAAA GT GAACCTGCAAATACCAAA GCA PK TD2PCR Co2dominant 0. 54

RGA13 11 TGATGCAACTAA GAA GTGTGTGG GTGTCTTCA GGTGGGGAAAA NBS2LRR TD2PCR Co2dominant 0. 49

RGA14 5 GA GTTCCGCATCGA GGTAA G CGGTTGGTATACGAATTGAA GA PK TD2PCR Co2dominant 0. 58

RGA15 11 ACCGGA GGACCCTGATA GAT GGGCTAATGACAA GGTGCAT NBS2LRR TD2PCR Co2dominant 0. 35

RGA16 11 TTCCCTCGTTATTTGCATGTT TTTGGTA GCCCTACATCATCA LRR 50 Co2dominant 0. 37

RGA20 10 CCGCAACGCTAA GTTAATCA GCAAAAA GAACACACACATATTCC ABC TD2PCR Co2dominant 0. 50

RGA21 10 GTGCAA GCACACCTGGAATA CAAAACCATTGACAA GCCAAC NBS2LRR TD2PCR Co2dominant 0. 51

RGA22 8 ACCA GCGCATGTATTGTTCA TTCGTTCGATGTCCTCCTCT ABC TD2PCR Co2dominant 0. 39

RGA23 2 GGTGGTGTTGGTGATTGGAT CGTCAATGCTAATGCTTGGA NBS2LRR TD2PCR Co2dominant 0. 48

RGA24 10 CCGCAACGCTAA GTTAATCA GCAAAAA GAACACACACATATTCC MLO 50 Co2dominant 0. 46

RGA26 7 CCA GGTCGTCACTGGGTACT GCATCCGTTTGCTGTATTGA NBS2LRR 50 Co2dominant 0. 50

RGA27 8 CAAA GCTCACCACGCTCAT GTATCTCACGCGACGCTCAT NBS TD2PCR Co2dominant 0. 44

RGA28 2 TACTCCATAATCGCGAA GCA TCTCCGCAAACTATCA GACG RV T TD2PCR Dominant -

RGA29 8 TCCATCACTGTGAACGGAAA CCCGATTGAAAACAA GTCGT NBS TD2PCR Dominant -

RGA30 3 A GGATGCTTGAA GGTGATGG TACCA GTGCGCAACAATCAT PK2NBS 50 Co2dominant 0. 51

RGA31 7 GGGCCTTATGGCCAACTAT GCAAA GCAACTGTCAACACC PK 52 Co2dominant 0. 48
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续表 1　RGA标记的染色体分布、引物序列、保守结构域分类、退火温度和标记类型

Continuation of Table 1　Chromosomal distribution , primer sequences , types of conserved domain , Tm and type of RGA markers

引物　
编号　
染色
体号

正向引物 5’23’　　 反向引物 5’23’　　
保守结
构域

退火温
度/ ℃

标记类型
PI C

值

RGA32 2 ACGGGATCATGCTTCTTGA G CCTTCTA GCATCCGAACCAC PK2LRR TD2PCR Co2dominant 0. 44

RGA33 2 GGAA GGCTTTGTCATGGA GA ATATTCCCTTGA GCCCCAAA NBS TD2PCR Dominant -

RGA34 3 CAACGCTCCA GGCTAACTCT AA GATCA GAACGCGGTAA GC PK TD2PCR Co2dominant 0. 48

RGA35 6 CA GCTGCTGCA GA GATAA GC GCTTTCAACA GCCTGGGTTT NBS TD2PCR Dominant -

RGA36 12 AA GCCCTA GATCCTGCACCT TTTGTCAA GCA GATGA GA GCA NBS2LRR TD2PCR Co2dominant 0. 43

RGA37 12 GA GACTTTTAA GGCACATGCAA AAAACAAATACTCCGTTTTTCCA NBS TD2PCR Co2dominant 0. 47

RGA38 12 CTCTTTGGACTTCTCGAA GCA GTGATCACCTCCA GCA GCA PK2LRR TD2PCR Co2dominant 0. 48

RGA39 12 TGGA GATACATTCCTGCCATT TTGA GTGGCTCAA GATGCA G NBS TD2PCR Co2dominant 0. 48

RGA40 4 CTACGTGA GCTCGCTGGAAT CACACCAATTCTCACTTGGCTA PK TD2PCR Co2dominant 0. 15

212　RGA标记的通用性和多态性

　　用获得的 31 对共显性 R GA 引物 ,在 24

个水稻品种 (包括 Nipponbare和 93211)的基因

组 DNA中进行扩增 ,共检测出 65个清晰稳定

条带 ,平均每对引物检测到2110个条带.其中

25对引物只检测到 2 种带型 ,且片段大小与

93211 或 Nipponbare 相同 ,说明 R GA 的片段

长度在水稻进化中比较保守.另外有 6 对引物

在 1～4个籼稻或粳稻品种中出现新带型 ,这可

能是由 R 基因的演变造成的. 在品种 Diwani

和 Lemont 中 ,分别检测到 5 个和 3 个杂合位

点 ,这可能和品种的纯度有关.

　　这 31对引物在 24个水稻品种中扩增成功

的比例在 75 %～100 %之间 ,平均为 94179 %.其

中有 19对引物在全部品种中都能扩增到目标片

段 ,其它 12对引物在 18～23个品种中扩增到目

标片段 ,说明这些引物有很好的保守性和通用性

(图 2) .这些 RGA 标记最大的 PIC值为 0158

(RGA14) ,最小为 0115 ( RGA40) ,平均为 0146

(表 1) ,表明 RGA标记具有较高的多态性.

图 2　RGA2在 24个水稻品种中的多态性

Fig. 2　Polymorphisms of R GA2 among 24 rice accessions

　　检查 31个 R GA 标记在 10个籼稻品种中

的扩增情况 ,发现每个标记平均在 70165 %的

籼稻品种中检测到与 93211 一致的带型 ,其中

最高为 R GA9 ,在所有籼稻品种中检测到的带

型都与 93211 一致 ;最低为 R GA40 ,只在 2 个

籼稻品种中检测到与 93211 一致的带型.在 14

个粳稻品种中 , 每个 R GA 标记检测到

Nipponbare带型的频率平均为 85145 % ,比籼

稻中与 93211带型一致的频率高 ,表明 R GA标

记在粳稻中较为保守 ,而在籼粳亚种间和籼稻

品种中有较高的变异率. 这个结果与孙雁等

(2002)的研究结果相似[16 ] .

3　讨　论

　　为了对基于生物信息学开发出的 R GA 标

记进行适用性评估 ,随机挑选 40 对 R GA 标记

进行实验分析 ,结果显示 35 对 (8715 %)引物

可以在 93211 和 Nipponbare 之间扩增出多态

性产物 ,因此 ,在已开发的 402个候选 R GA 标

记中 ,大约有 350个可以成功开发为基于特异

PCR的 R GA 标记.另外 ,有 31 对 (7715 %)表

现为共显性 ,表明约有 310个为共显性标记.通

过本研究对 R GA 标记验证 ,表明经生物信息

学方法改进的 R GA 长度多态性将成为一种实
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用的分子标记.另外 ,本研究中有 2对标记未能

在 Nipponbare和 93211中获得目标产物 ,可能

由于本研究所用的材料与测序所用的材料有差

异. 2 个标记在 Nipponbare 中获得产物 ,而未

能在 93211品种中获得目标产物 ,可能由于 932
11基因组测序未完成或基因组拼接有误造成.

在实验中发现 ,大多数 R GA 引物除了能够扩

增出预期的目标条带之外 ,也会产生一些非特

异扩增条带.为了提高特异扩增条带 ,在本实验

中 ,29对引物采用 TD2PCR ,退火温度从 60℃

降到 55℃.最终使每对 R GA引物的 PCR产物

片段数目在 1～2条 ,大大提高了 PCR产物的

特异性 ,采用非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳甚至

琼脂糖凝胶电泳就可以检测.

　　本实验结果表明 R GA 在籼稻和粳稻亚种

之间具有丰富的多态性 ,为进一步研究水稻品

种之间的亲缘关系和遗传多样性提供了一种新

型工具.不同的环境和病原菌的差异都会造成

R基因序列的不同.随着基因组演化及植物和

病原物的共进 ,将会产生新的多态位点.同时 ,

R GA标记能够较好的区分籼粳亚种 ,该特性使

R GA标记在水稻亚种间杂交育种和亚种间杂

种优势利用方面具有重要的应用价值.

　　植物基因组中抗病基因一般是复合的 ,而

且具有成簇存在的特点.利用生物信息学分析

表明 ,共有 483 个 R基因由 2 个到 10 个组成

182个簇 ,约占总基因组 R 基因的 2218 %.因

此 ,R GA标记对于 R基因的定位 ,克隆和分子

标记辅助育种具有特别的应用价值. R基因簇

的出现主要是通过基因座内发生重复和重组、

转座子及突变和重新识别循环发生 ,因此 R GA

标记研究对 R 基因的起源和进化具有一定指

导作用.
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