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　 　 摘要:　 为了筛选水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)对低温发芽(Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎꎬＬＴＧ)和穗发芽(Ｐｒｅ￣ｈａｒｖｅｓｔ
ｓｐｒｏｕｔｉｎｇꎬ ＰＨＳ)的抗性ꎬ本研究对 ２９ 份水稻品种(品系)的低温发芽特性和穗发芽特性表型进行分析ꎬ并用 Ｋ￣均值

聚类法对各水稻品种(品系)进行分类ꎻ基于水稻低温发芽相关主效基因 ｑＬＴＧ３￣１ 编码区的 ７１ ｂｐ 缺失变异ꎬ开发特

异性分子标记ꎬ通过表型￣基因型关联分析验证标记的准确性ꎻ应用开发的特异性分子标记对 ６４６ 份水稻品种(品
系)[含 ５５７ 份亲本品种(品系)和 ８９ 份江苏迟熟中粳品种(品系)]进行抗性筛选ꎮ 聚类分析结果显示ꎬ４８％的水稻

品种(品系)属于耐 ＬＴＧ、易 ＰＨＳ 型(聚类 １)ꎬ５２％的水稻品种(品系)属于不耐 ＬＴＧ、耐 ＰＨＳ 型(聚类 ２)ꎮ 经表型￣
基因型关联验证ꎬ发现标记 ｑＬＴＧ３￣１ 的区分准确率达７５％~ ８６％ꎮ ６４６ 份水稻品种(品系)的筛选结果显示ꎬ８５.５％
的水稻品种(品系)为耐 ＬＴＧ、易 ＰＨＳ 型ꎬ１４.５％的水稻品种(品系)为不耐 ＬＴＧ、耐 ＰＨＳ 型ꎮ 本研究开发的分子标

记可同步筛选水稻的 ＬＴＧ、ＰＨＳ 特性ꎬ从而为抗性水稻品种(品系)的选育提供技术参考ꎮ
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　 　 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)是重要的粮食作物ꎬ中国

有一半以上的人口以大米为主食ꎮ 在生产过程中ꎬ
低温发芽(Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎꎬＬＴＧ)特性是

直播水稻的重要性状之一ꎬ决定着发芽的整齐度和

基本苗的数量ꎮ 随着水稻种植区域的扩大ꎬ在温带

和高海拔热带地区ꎬ由低温引起的水稻种子发芽和

生长迟缓的现象更加突出[１]ꎮ 在中国南方双季稻

早稻区及东北高纬度稻区ꎬ由于水稻播种时遭受了

低温冷害ꎬ因而造成水稻发芽时间不一致、成苗率下

降及断垄、缺苗等严重影响ꎬ进而导致水稻大幅度减

产[２]ꎮ 同时ꎬ因全球变暖和极端天气频发ꎬ在中国

南方乃至北方寒凉地区ꎬ夏季也会遭遇连续的高温

阴雨天气ꎬ导致水稻种子在穗上发芽ꎬ即穗发芽

(Ｐｒｅ￣ｈａｒｖｅｓｔ ｓｐｒｏｕｔｉｎｇꎬＰＨＳ)ꎬ也严重影响了水稻产

量、品质及种子活力[３￣８]ꎮ 因此ꎬ选育耐低温发芽且

抗穗发芽的水稻品种ꎬ是保证水稻早期成苗整齐稳

定、抵御生育后期穗发芽的有效途径ꎬ对于保障中国

乃至全球粮食的安全生产均具有深远的意义ꎮ
水稻种子的萌发不仅是一个简单的生物学过

程ꎬ而且涉及一系列复杂的生理生化反应ꎬ这些反应

在胁迫条件下尤为敏感ꎬ特别是低温、高温都会造成

水稻产量或品质下降ꎮ 关于低温发芽的数量性状基

因座(Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔ ｌｏｃｕｓꎬ ＱＴＬ)很早就有报道ꎬ
大部分来自对籼稻、粳稻杂交群体的鉴定[９￣１２]ꎮ 目

前ꎬ研究者已经明确ꎬ水稻与 ＬＴＧ 或 ＰＨＳ 相关的

ＱＴＬ 在水稻的 １２ 条染色体上均有分布ꎬ但不少 ＱＴＬ
的影响相对较小[１３￣２２]ꎮ 其中ꎬｑＬＴＧ３￣１ 是个例外ꎬ它
不仅对水稻低温发芽特性的变异有 ３５％的贡献率ꎬ
而且对种子发芽具有普遍的调节功效[１６]ꎻ它是第 １

个从具有强低温休眠特性的意大利温带粳稻种质

Ｉｔａｌｉｃａ Ｌｉｖｏｒｎｏ 中克隆的低温发芽 ＱＴＬꎬ位于第 ３ 染

色体上ꎬ编码 １ 个由 １８４ 个氨基酸组成的功能未知

的蛋白质ꎮ 与强休眠品种 Ｉｔａｌｉｃａ Ｌｉｖｏｒｎｏ 相比ꎬ具有

弱低 温 发 芽 特 性 的 日 本 粳 稻 品 种 Ｈａｙａｍａｓａｒｉ
ｑＬＴＧ３￣１基因的编码区在第 ４６ 位发生了 ７１ ｂｐ 片段

的缺失ꎬ造成移码突变[１４]ꎮ 进一步的研究发现ꎬ
ｑＬＴＧ３￣１ 与穗发芽抗性相关的 ＱＴＬ 位于同一染色体

区域ꎬ即在日本晴第 ３ 染色体短臂的 ４７４ ｋｂ 区[１７]ꎮ
研究者随后对 ６２ 份来自 １９ 个地区的粳稻地方核心

种质 ｑＬＴＧ３￣１ 的 １ ７３５ ｂｐ 区域进行测序比较发现ꎬ
Ｈａｙａｍａｓａｒｉ 与 Ｉｔａｌｉｃａ Ｌｉｖｏｒｎｏ 品种的 ｑＬＴＧ３￣１ 编码区

分别在第 ５０ 位、第 １８３ 位有 １ 个非同义替换、３ 个

片段插入 /缺失(Ｉｎｄｅｌ)ꎬ即除了 Ｈａｙａｍａｓａｒｉ 的 ７１ ｂｐ
缺失ꎬ在中抗低温发芽类型日本晴与 Ｉｔａｌｉｃａ Ｌｉｖｏｒｎｏ
之间还存在单碱基替换[１]ꎮ 在随后的全基因组关

联研究(ＧＷＡＳ)中发现ꎬ与野生稻(Ｏ. ｒｕｆｉｐｏｇｏｎｑ)的
ＬＴＧ３￣１ 编码区相比ꎬ在弱低温发芽的韩国粳稻品种

Ｈｗａｓｅｏｎｇ 的 ｑＬＴＧ３￣１ 中存在 ３ 个序列变异ꎬ除了

１８ ｂｐ的缺失外ꎬ涉及核苷酸替换 ( Ａ / Ｔ 和 ＴＴＣ /
ＣＧＧ)的 ２ 个变异可能会改变氨基酸序列[１４]ꎮ 由此

可见ꎬ水稻 ＬＴＧ３￣１ 存在较多变异[１９]ꎬ提示 ｑＬＴＧ３￣１
可能是筛选穗发芽、低温发芽 ２ 种特性的重要基

因[２０]ꎮ 广东省农业科学院杨梯丰等[２１] 无法用

ｑＬＴＧ３￣１ 编码区的 １８ ｂｐ 缺失开发的分子标记有效

区分华南籼稻的低温发芽力ꎬ提示低温发芽特性具

有复杂性ꎮ 目前ꎬ关于其他地区的低温发芽特性的

分子标记尚未见报道ꎮ
本研究基于水稻 ｑＬＴＧ３￣１ 基因编码区的核苷酸
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多态性[１￣２０]ꎬ针对缺失序列设计侧翼引物ꎬ并开发新

的 Ｉｎｄｅｌ 分子标记ꎬ对中国南方稻区的水稻进行低温

发芽特性和穗发芽特性的筛选ꎮ 首先ꎬ选取在江苏

南京种植的 ２９ 份不同类型的水稻品种(品系)ꎬ在
开花后 ３５ ｄ 取穗ꎬ以鉴定人工穗发芽特性ꎮ 同时ꎬ
通过人工、自然方式进行破除休眠处理ꎬ以同步筛选

低温发芽特性ꎮ 随后ꎬ借助 Ｋ￣均值聚类方法对筛选

的品种 ( 品系) 进行分型ꎬ 并根据自行设计的

ｑＬＴＧ３￣１基因编码区第 ４６ 位的 ７１ ｂｐ 缺失基因突变

位点共分离的共显性功能标记ꎬ验证所设计的分子

标记与低温发芽、穗发芽特性的关联性ꎬ 从而验证

所开发的分子标记的有效性ꎮ 最后ꎬ利用 ｑＬＴＧ３￣１
基因编码区第 ４６ 位 ７１ ｂｐ 缺失设计的分子标记ꎬ筛

选 ６４６ 份不同水稻种质资源或品种(品系)ꎬ以评估

所筛选品种(品系)的低温发芽、穗发芽的分布特

征ꎬ 从而为筛选具有耐低温发芽和耐穗发芽特性的

水稻新品种(品系)提供技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验水稻品种(品系)
本研究选取的水稻品种(品系)均由江苏省农

业科学院粮食作物研究所常规水稻育种团队保存ꎬ
共 ６４６ 份ꎬ包含水稻种质资源、审定品种和正在参试

的水稻新品系ꎮ 选取 ２９ 份品种(品系)用于分子标

记的验证ꎬ供试水稻品种(品系)的信息见表 １ꎮ

表 １　 ２９ 份供试水稻品种(品系)的基本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ２９ ｔｅｓｔｅｄ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ( ｌｉｎｅｓ)

品种(品系)
编号

品种(品系)名称 / 亚型　 　 　 　 　 始穗期
品种(品系)

编号
品种(品系)名称 / 亚型　 　 　 始穗期

１ ９１０８/ [淮稻 ５号(快) / ＮＪ４５ＨＲ](ＢＣ１Ｆ８)(粳型) ８月 ７日 １６ 南粳 ４９(粳型) ８月 ２０日

２ 日本晴(粳型) ８月 ２日 １７ 常农粳 ４号(粳型) ８月 １８日

３ 扬辐粳 １号(粳型) ８月 １６日 １８ 扬粳 ８２３(粳型) ８月 １８日

４ 镇稻 ９９(粳型) ８月 １８日 １９ 武运粳 ７号(粳型) ８月 ２７日

５ 南粳 ５３０１３(粳型) ８月 １６日 ２０ 武育粳 ３号(粳型) ８月 １８日

６ 南粳 ４０(粳型) ８月 ２０日 ２１ 淮稻 １０号(粳型) ８月 １８日

７ 淮稻 ５号(粳型) ８月 １８日 ２２ 盐粳 １８(粳型) ８月 １６日

８ 盐粳 ９号(粳型) ８月 １６日 ２３ 关东 １９４(粳型) ８月 １６日

９ 苏垦 １１８(粳型) ８月 １７日 ２４ 淮稻 ９号(粳型) ８月 １６日

１０ 南粳 ５０５(粳型) ８月 ９日 ２５ 南粳 ９１０８(粳型) ８月 １４日

１１ 南粳 １２０５５(粳型) ８月 ７日 ２６ 淮稻 ５号[灌浆快(粳型)] ８月 ２０日

１２ 南粳 １２０５６(粳型) ８月 ７日 ２７ 南粳 ０３０７５(粳型) ８月 １６日

１３ Ｋａｓａｌａｔｈ(籼型) ８月 ３日 ２８ 南粳 ９３０８３(粳型) ８月 １８日

１４ ９１０８/ / 淮 ５快 / ＮＪ４５ＨＲ(Ｆ９)(粳型) ８月 １６日 ２９ 苏秀 １０号(粳型) ８月 ２０日

１５ 扬中稻 １号(籼型) ８月 １６日

始穗期为 ２０２４ 年每个品种(品系)第 １ 个主茎的开花日期ꎮ

１.２　 试验品种(品系)种植

供试品种(品系)于 ２０２３－２０２４ 年在江苏省农

业科学院南京水稻试验基地种植ꎬ均于 ５ 月上旬播

种ꎬ６ 月上旬移栽ꎮ 试验地区地势平整ꎬ土质为壤

土ꎬ灌溉方便ꎬ肥力均匀ꎬ按照大田常规方法进行水

肥、病虫草害管理ꎮ
１.３　 水稻取样

选取不同类型的试验品种(品系)ꎬ每个品种

(品系)均取开花当天的单穗挂牌ꎬ在花后 ３５ ｄ 取

４~５ 个单穗ꎮ 将离体穗放在塑料袋中保湿ꎬ并在室

内开展人工整穗发芽试验ꎮ

１.４　 低温发芽试验

在低温发芽试验过程中ꎬ选取 ２ 个处理的水稻

种子ꎬ其中 １ 组选取开花后 ３５ ｄ 的种子ꎬ按照 Ｙａｎｇ
等[１６]的方法进行人工破除休眠处理(将种子在 ４５
℃恒温箱中保存 ９６ ｈ 以打破休眠)ꎻ另外 １ 组将新

收获的水稻种子在常温条件下保存 ３ 个月ꎬ进行自

然破除休眠处理ꎮ
参照 Ｙａｎｇ 等[１６]的方法分别进行如下种子萌发

试验ꎬ并进行适当修改:每个品种(品系)选取 ２４０
粒饱满的种子ꎬ置于培养箱内进行培养ꎬ每 ３０ 粒种

子排列于 １ 个铺有滤纸的 ９.０ ｃｍ 培养皿内ꎬ在培养
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皿中加入 １２ ｍＬ 蒸馏水后在人工气候箱(购自宁波

赛福实验仪器有限公司ꎬ型号为 ＰＲＸ￣１０００Ｃ)中进

行常温(３０ ℃)、低温(１３ ℃)条件下的发芽试验ꎮ
以芽长或根长≥１ ｍｍ 为萌发标准ꎬ在萌发的第 １１ ｄ
检测种子发芽率ꎬ然后将低温萌发处理组的处理方

法调整为 ３０ ℃处理 ３ ｄꎬ记录各时间的种子发芽率ꎮ
每个处理设置 ４ 个重复ꎬ按照如下公式计算低温发

芽力、低温发芽指数和低温发芽势:
低温发芽力 ＝ １３ ℃ 培养第 １１ ｄ 的发芽率 /

３０ ℃培养第 ３ ｄ 的发芽率×１００％
低温发芽指数＝∑( ｔ /第 ｔ ｄ 的发芽数)
低温发芽势＝ １３ ℃培养第 ７ ｄ 的发芽种子数 /

供试种子数×１００％
１.５　 穗发芽抗性的鉴定

参照李静等[２３]的方法ꎬ将离体整穗置于塑料袋

中ꎬ第 １ ｄ 用无菌水浸泡 １２ ｈꎬ之后每隔 １２ ｈ 喷水 １
次ꎬ以保持湿润ꎮ 随后ꎬ将保湿稻穗转移至人工气候

箱(购自宁波赛福实验仪器有限公司ꎬ型号为 ＰＲＸ￣

１０００)内ꎬ进行人工发芽试验ꎮ 试验参数设置如下:
光照培养温度 ３０ ℃ꎬ光照时间 １６ ｈ / ｄꎻ黑暗培养温

度 ２５ ℃ꎬ黑暗培养时间 ８ ｈ / ｄꎻ相对湿度 ９５％ꎮ 营

造通风且保湿的环境ꎬ每隔 ２ ｄ 记录 １ 次每穗发芽

籽粒数、总籽粒数ꎬ记录到第 ８ ｄꎬ并在取样的起始阶

段和培养第 ８ ｄ 对稻穗进行拍照ꎬ记录整穗发芽状

态ꎮ 每个品种(品系)设置 ４ 个重复ꎬ参照前人的方

法计算发芽率(ＧＰ) [２４]ꎬ相关公式如下:穗发芽率＝
(发芽的籽粒数 /饱满籽粒总数)×１００％ꎮ
１.６　 引物设计

针对 ｑＬＴＧ３￣１ 编码区变异的关键核苷酸区域ꎬ
从 ＲＡＰ￣ＤＢ 网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｒａｐｄｂ.ｄｎａ. ａｆｆｒｃ. ｇｏ. ｊｐ / )下

载以日本晴为参考基因组的 Ｏｓ０３ｇ０１０３３００ 序列ꎮ
找到目标变异位点后ꎬ截取上游、下游各 ２５０ ｂｐ 序

列ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计引物ꎬ并通过美国

国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)上的 Ｐｒｉｍｅｒ Ｂｌａｓｔ 功能进

行引物的特异性检测ꎬ引物序列见表 ２ꎮ

表 ２　 ｑＬＴＧ３￣１基因的分子标记信息

Ｔａｂｌｅ ２　 ｑＬＴＧ３￣１ ｇｅｎｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因 标记类型 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

ｑＬＴＧ３￣１ Ｉｎｄｅｌ(插入 / 缺失) Ｇｌｔｇ３￣１Ｆ:ＧＧＣＣＡＴＡＧＡＴＣＧＡＧＡＴＣＧＡＴＣＴＧＣＡＧ
Ｇｌｔｇ３￣１Ｒ:ＡＣＣＡＣＣＴＣＣＡＣＧＣＣＣＴＣＣＡＣ

１.７　 分子标记检测

选取每个供试品种(品系)的叶片ꎬ用十六烷基

三甲基溴化铵(ＣＴＡＢ)法提取基因组 ＤＮＡꎮ 用开发

的 ｑＬＴＧ３￣１ 基因分子标记检测供试品种(品系)ꎬ引
物均由南京擎科生物科技有限公司合成ꎮ ＰＣＲ 反

应体系为 １０􀆰 ０ μＬꎬ其中模板(５０~ １００ ｎｇ / μＬ) １􀆰 ０
μＬꎬ２×ＰＣＲ Ｍｉｘ 混合液 ５􀆰 ０ μＬꎬ引物各 ０􀆰 ４ μＬ (１０
μｍｏｌ / Ｌ)ꎬｄｄＨ２Ｏ ３􀆰 ２ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序:９４ ℃ 预

变性 ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５９ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延

伸 ４０ ｓꎬ３４ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 ５ ｍｉｎꎮ 取 ３􀆰 ０ μＬ
ＰＣＲ 反应产物ꎬ用 ３.０％琼脂糖凝胶进行电泳分离检

测ꎬ电泳缓冲液为１×ＴＢＥ(三羟甲基氨基甲烷￣硼酸￣
乙二胺四乙酸缓冲液)ꎮ 于 １２０ Ｖ 电泳２０~ ４０ ｍｉｎ
后ꎬ用 Ｂｉｏ￣ＲＡＤ 凝胶成像系统拍照、成像并保存ꎮ
１.８　 数据分析

用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 数据分析工具对表型数据进行统

计分析ꎬ用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 进行分析和作图ꎬ使用

ＳＰＳＳ 软件进行聚类分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 水稻种质资源的表型分析

图 １ 显示ꎬ本研究通过对 ３０ ℃休眠前后的萌

发率进行比较发现ꎬ３１􀆰 ０３％供试品种(品系)的发

芽率在打破休眠前与打破休眠后没有显著改变ꎬ
均较容易发芽ꎬ属于弱休眠或无休眠水稻类型(部
分穗发芽表型见图 １Ａ)ꎬ而 ６８􀆰 ９７％的供试品种

(品系)只有经过人工打破休眠处理才会发芽ꎬ这
部分品种(品系)属于强休眠品种(品系)类型(部
分人工打破休眠的低温处理表型见图 １Ｃ)ꎬ多数

也为抗穗发芽类型(图 １Ａ)ꎮ 由此可见ꎬ对水稻种

子进行破除休眠处理ꎬ不仅是与穗发芽抗性密切

相关的重要处理ꎬ而且是准确鉴定低温发芽特性

的关键环节ꎮ 为了全面探究种子休眠差异对低温

发芽能力的影响ꎬ本研究将 ２９ 份水稻品种(品系)
在常温下保存 ３ 个月ꎬ以通过自然方式打破休眠ꎬ
并再次评估其在低温下的发芽能力ꎮ
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Ａ:开花后 ３５ ｄ 常温处理第 １ ｄ 和第 ８ ｄ 的表型(比例尺为 １
ｃｍ)ꎻＢ:部分打破休眠后低温处理 １１ ｄ 和恢复常温处理后 ３ ｄ
的水稻表型(白色虚线上方是发芽种子ꎬ比例尺为 １ ｃｍ)ꎻＣ:部
分保存 ３ 个月、低温处理 １１ ｄ 和恢复常温处理后 ３ ｄ 的表型(白
色虚线上方是发芽种子ꎬ比例尺为 １ ｃｍ)ꎮ
图 １　 水稻穗发芽和低温发芽的表型分析

Ｆｉｇ.１ 　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅ￣ｈａｒｖｅｓｔ ｓｐｒｏｕｔｉｎｇ ａｎｄ ｌｏｗ￣
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ

　 　 表型分析结果显示ꎬ７２􀆰 ４１％的水稻品种(品系)

的低温发芽力在自然破除休眠后显著升高ꎬ２４􀆰 １３％
的水稻品种(品系)在低温条件下发芽ꎬ可见低温条

件下的发芽表现与人工方式促进发芽的表现大体一

致ꎮ 具体分析发现ꎬ低温处理 ６ ｄ 后ꎬ供试品种(品
系)的发芽率均未超过 ２０％ꎬ然而随着处理时间的

延长ꎬ不同品种(品系)间的发芽能力差异越发明

显ꎮ 本研究选取低温处理第 １１ ｄ 的发芽率与恢复

３０ ℃的条件下第 ３ ｄ 的发芽率作为低温发芽力的鉴

定指标ꎮ 此外ꎬ我们还对人工破除休眠后的低温发

芽指数、自然条件破除休眠(保存 ３ 个月)的低温发

芽指数、穗发芽第 ６ ｄ(开花后 ３５ ｄ)的发芽率进行

系统聚类和 Ｋ￣均值聚类分析ꎬ以曼哈顿距离为度量

标准、以阈值 １５ 为聚类标准ꎬ将供试品种(品系)分
为如图 ２Ａ、图 ２Ｂ 所示的 ２ 类ꎬ图 ２Ａ 为聚类环形热

图ꎬ其中聚类 １ 有 １４ 份品种(品系)(占 ４８％)ꎬ为耐

低温、易穗发芽的类型ꎻ聚类 ２ 有 １５ 份品种(品系)
(占 ５２％)ꎬ为不耐低温、耐穗发芽的类型(表 ３)ꎬ由
此可见ꎬ穗发芽、低温发芽特性均与品种(品系)的

休眠性密切相关ꎬ有效破除种子休眠是准确鉴定水

稻 ＬＴＧ、ＰＨＳ 表型的关键ꎮ
２.２　 分子标记的开发

分别选择用于聚类分析的 ２ 种典型品种(品
系)ꎬ即聚类 １ 的日本晴和聚类 ２ 的南粳 １２０５５ꎬ并
参照 ｑＬＴＧ３￣１ 的基因序列设计引物ꎮ 由图 ３ 可以看

出ꎬ与日本晴相比ꎬ南粳 １２０５５ 的 ｑＬＴＧ３￣１ 基因编码

区在第 ４６ 位发生了 ７１ ｂｐ 片段的缺失ꎬ造成移码突

变ꎮ 参照测序的 ｑＬＴＧ３￣１ 基因序列设计 Ｉｎｄｅｌ 的功

能标记ꎬ针对插入序列设计侧翼引物ꎬ扩增出唯一且

完整包含该插入序列的片段ꎬ以达到区分 ７１ ｂｐ 碱

基缺失的目的ꎮ 使用设计好的 ｑＬＴＧ３￣１ 引物对 ８ 份

水稻品种(品系)(南粳 １２０５６、南粳 １２０５５、武运粳 ７
号、南粳 ５０５、淮稻 ５ 号、南粳 ４９、Ｋａｓａｌａｔｈ、扬中稻 １
号)进行 ＰＣＲ 扩增和电泳检测ꎬ结果见图 ４ꎮ 本研

究设计的功能标记基因 ｑＬＴＧ３￣１ 在编码区第 ４６ 位

存在 ７１ ｂｐ 的纯合体ꎬ可以扩增出 １ 个大小为 ２１１
ｂｐ 的条带ꎬ而缺失 ７１ ｂｐ 的纯合体可以扩增出 １ 个

大小为 １４０ ｂｐ 的条带ꎮ 图 ４ 显示ꎬ南粳 １２０５５、南粳

１２０５６、武运粳 ７ 号能扩增出大小为 １４０ ｂｐ 的目标

条带ꎬ而其他品种(品系)则可以扩增出大小为 ２１１
ｂｐ 的目标条带ꎮ 由此可见ꎬｑＬＴＧ３￣１ 基因的功能标

记能特异性区分存在 ７１ ｂｐ、 不存在 ７１ ｂｐ 的

ｑＬＴＧ３￣１的差异ꎮ
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Ａ:不同水稻品种(品系)低温发芽指数与穗发芽的环形聚类热图ꎻＢ:不同水稻品种(品系)低温发芽指数与穗发芽的层次聚类树状图ꎮ
图 ２　 不同水稻品种(品系)低温发芽指数(ＬＴＧＩ)与穗发芽率的聚类分析结果

Ｆｉｇ.２　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ (ＬＴＧＩ) ａｎｄ ｐｒｅ￣ｈａｒｖｅｓｔ ｓｐｒｏｕｔｉｎｇ ｒａｔｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ( ｌｉｎｅｓ)
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表 ３　 不同水稻品种(品系)低温发芽指数(ＬＴＧＩ)与穗发芽率聚类分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ (ＬＴＧＩ) ａｎｄ ｐｒｅ￣ｈａｒｖｅｓｔ ｓｐｒｏｕｔｉｎｇ ｒａｔｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ( ｌｉｎｅｓ)

聚类 品种(品系)名称 类别
人工打破

休眠的 ＬＴＧＩ
保存 ３ 个月

的 ＬＴＧＩ
开花后 ３５ ｄ
穗发芽率

聚类占比
(％) 分类类型

１ 苏垦 １１８、盐粳 ９ 号、扬辐粳 １ 号、南粳
５３０１３、淮稻 ５ 号、南粳 ０３０７５、苏秀 １０ 号、
武育粳 ３ 号、常农粳 ４ 号、日本晴、南粳
５０５、南粳 ９３０８３、９１０８ / [淮稻 ５ 号 (快) /
ＮＪ４５ＨＲ](ＢＣ１Ｆ８)(３１３)、Ｋａｓａｌａｔｈ

平均值 ０.０４５ ０.１１８ ０.６６３ ４８ 耐低温发芽、
易穗发芽类型

范围 ０~０.１８０ ０.０１３~０.２７９ ０.４００~０.９５８

变异系数 １.４１１ ０.７５０ ０.２２２

２ 扬粳 ８２３、盐粳 １８、淮稻 １０ 号、淮稻 ９ 号、
淮稻 ５ 号(灌浆快)、南粳 ４９、南粳 ９１０８、武
运粳 ７ 号、南粳 １２０５５、扬中稻 １ 号、南粳
４０、关 东 １９４、 镇 稻 ９９、 ９１０８ / / 淮 ５ 快 /
ＮＪ４５ＨＲ(Ｆ９)、南粳 １２０５６

平均值 ０.００３ ０.０９４ ０.１４３ ５２ 不耐低温发芽、
耐穗发芽类型

范围 ０~０.０３７ ０~０.２２０ ０~０.３３１

变异系数 ２.９３６ ０.７６６ ０.７０２

图 ３　 鉴定的部分水稻品种(品系)ｑＬＴＧ３￣１基因的测序峰图

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｅａｋ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｑＬＴＧ３￣１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｏｍｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ( ｌｉｎｅｓ)

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:南粳 １２０５６ꎻ２:南粳 １２０５５ꎻ３:武运粳 ７ 号ꎻ４:南粳

５０５ꎻ５:淮稻 ５ 号ꎻ６:南粳 ４９ꎻ７:Ｋａｓａｌａｔｈꎻ８:扬中稻 １ 号ꎮ
图 ４　 ８ 份水稻品种(品系) ｑＬＴＧ３￣１ 基因插入 /缺失( Ｉｎｄｅｌ)功

能标记的多态性分析

Ｆｉｇ.４ 　 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ / ｄｅｌｅｔｉｏｎ (Ｉｎｄｅｌ) ｉｎ ｔｈｅ ｑＬＴＧ３￣１ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｒｉｃｅ
ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ( ｌｉｎｅｓ)

２.３　 ｑＬＴＧ３￣１基因的分子标记验证

利用本研究开发的 ｑＬＴＧ３￣１ 基因的特异性引物ꎬ
对 ２９ 份低温发芽、穗发芽表型同时筛选的水稻品种

(品系)进行验证ꎬ结果表明ꎬ在 ２９ 份品种(品系)中ꎬ
共发现有 ８ 份品种(品系)[武运粳 ７ 号、南粳 ５３０１３、
苏秀 １０ 号、９１０８ / /淮 ５ 快 / ＮＪ４５ＨＲ(Ｆ９)、南粳 １２０５５、
南粳 １２０５６、关东 １９４ 与南粳 ９１０８]扩增出 １ 个条带ꎬ
大小为 １４０ ｂｐꎬ是缺失 ７１ ｂｐ 的纯合体ꎻ其余品种(品
系)均可扩增出大小为 ２１１ ｂｐ 的目标条带(图 ５)ꎮ 结

合 ２９ 份低温发芽、穗发芽表型的聚类分析结果可知ꎬ
在扩增出的含有 ７１ ｂｐ 条带的 １４ 份水稻品种(品系)
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中ꎬ有 １２ 份品种(品系)属于耐低温发芽且穗发芽敏

感类型ꎬ占筛选品种(品系)总数的 ８６％ꎬ而在 ８ 份筛

选出缺失 ７１ ｂｐ 条带的水稻品种(品系)中ꎬ有 ６ 份表

现出耐穗发芽但不耐低温发芽表型ꎬ占筛选品种(品

系)总数的 ７５％ꎮ 上述结果表明ꎬ本研究开发的

ｑＬＴＧ３￣１基因的分子标记可以同时筛选出耐低温发芽

和具有穗发芽抗性的水稻品种(品系)ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１~２９ 分别对应武运粳 ７ 号、南粳 ５３０１３、 苏秀 １０ 号、９１０８ / / 淮 ５ 快 / ＮＪ４５ＨＲ (Ｆ９)、南粳 １２０５５、南粳 １２０５６、关东 １９４、南粳

９１０８、日本晴、扬辐粳 １ 号、镇稻 ９９、南粳 ４０、盐粳 ９ 号、扬中稻 １ 号、南粳 ４９、常农粳 ４ 号、扬粳 ８２３、武育粳 ３ 号、淮稻 １０ 号、盐粳 １８、
Ｋａｓａｌａｔｈ、淮稻 ５ 号(灌浆快)、苏垦 １１８、南粳 ５０５５、淮稻 ５ 号、淮稻 ９ 号、南粳 ０３０７５、南粳 ９３０９３、南稻 ５ 号快、９１０８ / [淮稻 ５ 号(快)) / ＮＪ４５
[ＨＲ](ＢＣ１Ｆ８)ꎮ

图 ５　 水稻品种(品系)ｑＬＴＧ３￣１基因插入 /缺失 (Ｉｎｄｅｌ)功能标记的多态性分析

Ｆｉｇ.５　 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ / ｄｅｌｅｔｉｏｎ (Ｉｎｄｅｌ) ｉｎ ｔｈｅ ｑＬＴＧ３￣１ ｏｆ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ( ｌｉｎｅｓ)

２.４　 水稻 ｑＬＴＧ３￣１的分子标记的应用

利用本研究开发的 ｑＬＴＧ３￣１ 分子标记对 ２０２４
年种植于南京的 ６４６ 份水稻品种(品系)进行检测ꎬ
结果显示ꎬ５５７ 份亲本中具有不耐低温发芽但耐穗

发芽基因型的品种(品系)有 ８１ 份ꎬ占 １４.５％ꎻ耐低

温发芽但对穗发芽敏感的基因型品种(品系)有 ４７６

份ꎬ占 ８５.５％ꎮ 在 ２０２４ 年江苏省迟熟中粳的预试品

种(品系)中ꎬ缺失 ７１ ｂｐ 的品种(品系)占总数的

１４.６％ꎬ表现为不耐低温发芽但耐穗发芽ꎻ存在 ７１
ｂｐ 的品种(品系)占总数的 ８５.４％ꎬ表现为耐低温发

芽但对穗发芽敏感(表 ４)ꎬ也有类似的趋势ꎮ

表 ４　 ６４６ 份水稻品种(品系)ｑＬＴＧ３￣１基因型检测统计

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｑＬＴＧ３￣１ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｉｎ ６４６ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ( ｌｉｎｅｓ)

品种(品系) 　 　 　 总数
(份)

不耐低温发芽但耐穗发芽
类型(缺失 ７１ ｂｐ)数(份)

耐低温发芽但对穗发芽敏感
类型(存在 ７１ ｂｐ)数(份)

迟熟中粳预试品种(品系) ８９ １３ ７６

亲本品种(品系) ５５７ ８１ ４７６

合计 ６４６ ９４ ５５２

３　 讨 论

低温萌发和穗发芽都是水稻轻简栽培过程中表

现出的重要性状[２５￣２７]ꎮ 当水稻的低温发芽力、穗发芽

耐性较差时ꎬ会导致水稻的发芽率、发芽势下降ꎬ不仅

会影响水稻的基本苗质量ꎬ而且会影响来年水稻的用

种价值ꎬ对水稻产量、品种选育均有不良影响ꎮ 本研

究以 ２９ 份水稻品种(品系)为研究材料ꎬ通过表型筛

选其低温发芽特性与穗发芽情况ꎬ并结合自行开发的

ｑＬＴＧ３￣１基因编码区的特异性分子标记ꎬ可以同步有

效区分水稻低温发芽特性和穗发芽特性ꎮ
低温萌发、穗发芽都是种子的萌发特性ꎬ种子萌

发是一种受许多基因和环境条件共同影响的复杂性

状[２８￣３０]ꎮ 休眠是决定种子萌发的重要内在因素ꎬ归根

结底是一种受大量 ＱＴＬ 位点共同调控的遗传性状ꎬ
尤其在强休眠品种中ꎬ穗发芽、低温发芽可能表现出

相似的延迟萌发现象ꎮ ２０ 世纪 ５０ 年代以来ꎬ针对水

稻种子休眠、穗发芽抗性的研究从未停止ꎬ国内外研

究者已定位到很多与之相关的 ＱＴＬꎬ广泛分布于 １２
条染色体上[２９]ꎮ 已有研究发现ꎬＯｓＮＣＥＤ３、ＯｓＶＰ１、
ＯｓＳｄｒ４ 和 ＯｓＳｄ６ 等基因均与种子休眠及穗发芽抗性

密切相关[３０￣３３]ꎮ 而 ｑＬＴＧ３￣１、ＯｓＳＡＰ１６、 ＬＴＧ５、ＯｓｂＺ￣
ＩＰ７３ 和 ＯｓＵＢＣ１２ 等基因均与低温萌发力有关[３４￣３７]ꎮ
本研究结果表明ꎬ休眠会影响水稻的穗发芽抗性ꎬ强
休眠品种(品系)如南粳 ９１０８ 具有较强穗发芽抗性ꎻ
与此相反ꎬ与人工打破休眠处理相比ꎬ自然破除休眠
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的不同品种(品系)的低温发芽率差异更明显ꎬ更有利

于准确区分水稻的低温发芽特性(即解除种子休眠)ꎬ
有利于准确地鉴定低温发芽特性ꎮ 因此ꎬ解除种子的

休眠状态是准确鉴定水稻低温发芽特性的前提ꎮ 本

研究结果显示ꎬ供试材料依据耐低温发芽力、穗发芽

抗性分化为 ２ 种明显的表型ꎬ表明不同品种(品系)在
适应环境胁迫的过程中会进化出不同策略ꎬ同时也表

明选育兼具低温发芽抗性和抗穗发芽 ２ 种特性的水

稻新品种(品系)是一个较大的挑战ꎮ
水稻 ｑＬＴＧ３￣１ 可以解释 ＬＴＧ 的广泛变异ꎬ在自

然种群中其等位基因变异已经被利用ꎬ说明水稻

ｑＬＴＧ３￣１ 是控制水稻低温发芽力的主要 ＱＴＬ[１３￣２２]ꎮ
Ｆｕｊｉｎｏ 等[１４]研究发现ꎬｑＬＴＧ３￣１ 在编码区的第 １ 个

外显子的 ４６ ｂｐ 位置上有 １ 个功能性核苷酸多态性

位点ꎬ编码 １ 个未知功能的蛋白质ꎬ可能通过调节胚

乳降解相关酶的活性来促进低温下的种子萌发ꎮ
Ｈｏｒｉ 等[１８]研究发现ꎬ穗发芽的抗性与低温萌发相关

基因 ｑＬＴＧ３￣１ 位于同一染色体区域ꎬＬＴＧ 与穗发芽

抗性之间可能存在密切关系ꎮ 本研究依据 ｑＬＴＧ３￣１
编码区关键区域开发的 Ｉｎｄｅｌ 标记ꎬ能有效筛选出

ＬＴＧ、ＰＨＳ 的基因型ꎬ与通过人工表型筛选得到的低

温发芽、穗发芽结果具有较高的一致性ꎮ 需要说明

的是ꎬ无论在低温还是在高温、高湿的条件下ꎬ水稻

发芽是一个受多基因控制的数量性状ꎮ 已知

ｑＬＴＧ３￣１ 中存在丰富的序列变异ꎬ其他变异位点也

可能是功能位点ꎮ 本研究筛选的具有较强低温发芽

特性的水稻品种(品系)ꎬ其序列与日本晴相同ꎬ既
无弱低温发芽类型 Ｈａｙａｍａｓａｒｉ 的 ７１ ｂｐ 缺失及亮氨

酸 /组氨酸单碱基替换ꎬ也无与已鉴定的强低温发芽

类型 Ｉｔａｌｉｃａ Ｌｉｖｏｒｎｏ 相似的序列ꎬ属于中等低温发芽

的类型ꎮ 因此ꎬ未来还需要进一步挖掘更多与 ＬＴＧ、
ＰＨＳ 相关的基因ꎬ深入探索各基因间的互作机制ꎬ
并结合表型ꎬ通过多基因标记进行联合筛选ꎬ才能筛

选或选育出既具有强低温发芽特性ꎬ又具备穗发芽

抗性的水稻新品种(品系)ꎮ
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