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　　摘要：以信阳稻区水稻育种的主要亲本为试验材料，利用ＲＡＰＤ分子标记技术对其遗传多样性进行分析。结果表
明，筛选出的１７条多态性引物在４３份水稻材料中共有１２６个位点条带，其中多态性条带有１１８条，其多态性比率为
９３．６％；每个引物可扩增出３～８条多态性条带，平均产生多态性条带５．５条。４３个品种（品系）间遗传相似系数变化
范围为０．４０２～０．９３７。基于ＲＡＰＤ标记，利用ＮＴＳＹＳ．ｐｃ２．１１构建了聚类树状图谱，遗传距离为０．６８，将４３份水稻资
源聚成４大类群。该研究为信阳水稻种质资源的鉴定及水稻新品种的选育等方面提供重要依据。
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　　水稻是人类最重要的粮食作物之一，世界上超过一半的
人口以其为主食［１］。河南省信阳稻区常年种植水稻面积在

４３．３万ｈｍ２以上，约占全省水稻种植面积的７０％，是河南水
稻的主产区。目前，对信阳地区水稻的研究主要集中在高产

栽培及病虫害防治方面［２－４］，而对水稻种质资源分子遗传多

样性的研究非常薄弱。水稻种质资源是水稻育种的基础，充

分了解和掌握当地资源的丰度、差异性、亲缘关系等是培育水

稻品种的必要条件。随机扩增多态性 ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）技术于
１９９０年由美国Ｗｉｌｌｉａｍｓ首先报道［５］，该技术是建立在ＰＣＲ基
础上的一种可对整个未知序列的基因进行多态性分析的分子

技术。由于具有ＤＮＡ用量少、灵敏度高、快捷、检测容易和标
记的数量多等优点，已被广泛应用于评价水稻种质的遗传多

样性和亲缘关系［６－９］。

对现有材料进行遗传多样性研究，可有效减少相似遗传

背景的组合，减少育种的工作量，对于亲本的杂交组合配置具

有重要的指导意义［１０］。本研究拟以信阳稻区保存的４３份水
稻亲本为试验材料，选用４０条ＲＡＰＤ随机引物对供试材料扩
增，旨在从ＤＮＡ分子水平上探讨这些材料之间的遗传多样性
程度，从而为信阳地区水稻育种实践提供理论指导。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试的水稻种质４３份，包括４２份常规粳稻和１份常规

籼稻；有７份审定品种，其他３６份为中间育种材料。材料编
号、名称及来源见表１。材料均由信阳农林学院水稻研究所

提供。

１．２　试验方法
１．２．１　水稻基因组ＤＮＡ的提取　将收集的水稻种子在实验
室中发苗，然后取幼嫩的新鲜叶片，采用 ＣＴＡＢ（十六烷基三
甲基溴化铵）法提取叶片基因组 ＤＮＡ，－２０℃保存备用。
１．２．２　ＲＡＰＤ引物的筛选　选出４０条１０个碱基长度的寡
核苷酸随机引物［６－７］，委托江苏南京金斯瑞生物科技公司合

成。对上述提取后的样本基因组ＤＮＡ进行ＲＡＰＤ预扩增，从
中筛选出多态性高、条带清晰和重复性好的引物。

１．２．３　ＲＡＰＤ反应体系及扩增程序　反应体系包括１０μＬ
２×ＰｏｗｅｒＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京百泰克生物技术有限公
司，内含 ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ＭｇＣｌ２以及反应缓冲液
等），２０～５０ｎｇＤＮＡ模板，１μＬ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）引物，补双蒸水
至总体积２０μＬ。扩增程序如下：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，３６℃退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，４５个循环；７２℃延
伸５ｍｉｎ。采用１．５％的琼脂糖凝胶（加入ＧｏｌｄＶｉｅｗＩ型核酸
染色剂）电泳检测ＰＣＲ扩增产物。
１．２．４　数据的统计与分析　ＤＮＡ图谱中，在同一迁移位置，
有ＤＮＡ扩增带的量化为１，无扩增带的量化为０，列出二元数
据矩阵。应用ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０ｅ统计分析软件计算品种间的遗
传相似系数（ｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ，ＧＳ），根据遗传相似系数的数
据集，采用ＵＰＧＭＡ（非加权配对算术平均法）构建遗传关系
树状图。

２　结果与分析

２．１　ＲＡＰＤ标记结果分析
从５０条引物当中筛选出了１７条扩增稳定、多态性丰富

的引物（表２）。所有的材料共扩增出１２６条带，其中多态性
条带１１８条，占总扩增片段的 ９３．６％。每个引物可扩增出
３～１１条多态性条带，平均产生多态性条带 ６．９条（图 １）。
由表２可知，扩增位点最少的引物是 Ｒｐ１６，仅有３个扩增位
点。图１显示１７条引物在４３个水稻品种中的多态性比率均高
于８０％，可用于水稻种质资源的品种鉴定及亲缘关系分析。如
图１是利用引物Ｒｐ１５得到的部分材料的ＲＡＰＤ标记图谱。
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表１　４３份水稻种质材料编号及名称

编号 品种名称 类型 来源

１ 香粳３３ 粳型常规香稻 河南信阳农林学院

２ 广陵香粳 粳型常香规稻 江苏扬州大学

３１６８２ 粳型常规稻 河南省农业科学院

４ 长香粳 粳型常规香稻 东北地区

５ 香宝３号 籼型常规香稻 河南信阳农林学院

６ 新香糯１号 粳型常规香稻 河南新乡农业科学院

７ 香宝２号 粳型常规稻 河南信阳农林学院

８１８１２香糯 粳型常规香稻 河南省农业科学院

９ 香宝１号 粳型常规香稻 河南信阳农林学院

１０１１粳－４ 粳型常规稻 河南信阳农林学院

１１Ｊ１３９６香稻 粳型常规香稻 河南省农业科学院

１２矮秆香稻丸 粳型常规香稻 河南息县农业科学所

１３白羊粳 粳型常规香稻 河南原阳

１４宁粳３号 粳型常规稻 南京农业大学

１５农香粳４号 粳型常规香稻 河南农业大学

１６信长粳 粳型常规稻 河南信阳农林学院

１７信粳４６ 粳型常规稻 河南信阳农业科学院

１８豫农３１ 粳型常规稻 河南信阳农林学院

１９豫农３２ 粳型常规稻 河南信阳农林学院

２０豫农９ 粳型常规稻 河南信阳农林学院

２１豫粳１２ 粳型常规香稻 河南信阳农林学院

２２郑香粳１１ 粳型常规香稻 河南省农业科学院

２３武香粳１４ 粳型常规香稻 江苏常州市稻麦育种场

２４农香粳２４ 粳型常规香稻 河南农业大学

２５黑香糯１９２ 粳型型常规香稻 河南信阳农林学院

２６武香粳２３ 粳型常规香稻 江苏里下河地区农业科学研究所

２７郑旱１０号 粳型常规旱稻 河南省农业科学院

２８伊拉泰１０４ 粳型常规稻 法国

２９津稻２９３ 粳型常规稻 天津

３０ｍｏｒｓ 粳型常规稻 美国

３１新丰３号 粳型常规稻 河南新乡农业科学院

３２粳１０６ 粳型常规稻 河南信阳农林学院

３３Ｐ０１８ 粳型常规稻 河南农业科学院

３４粳２０ 粳型常规稻 河南信阳农林学院

３５宁粳４３ 粳型常规稻 宁夏

３６方欣１号 粳型常规稻 河南农业大学

３７黄金晴 粳型常规稻 日本

３８粳６３５ 粳型常规稻 河南信阳农林学院

３９粳２１ 粳型常规稻 河南信阳农林学院

４０淮稻１２ 粳型常规稻 安微

４１原早３号 粳型常规稻 河南原阳

４２扬稻１５３８ 粳型常规稻 江苏里下河地区农业科学研究所

４３丹旱糯５３ 粳型常规旱糯稻 丹东农业科学院

表２　１７个引物的碱基序列及扩增结果

引物编号
引物序列

（５′→３′）
总条带数

（条）

多态性条带数

（条）

多态性

（％）

Ｒｐ１ ＴＣＧＧＡＣＧＴＧＡ ７ ７ １００．０
Ｒｐ３ ＣＣＡＡＧＣＴＴＣＣ ７ ６ ８５．７
Ｒｐ４ ＣＣＴＣＴＡＡＧＣＣ ６ ５ ８３．３
Ｒｐ５ ＴＣＣＣＧＧＴＧＡＧ ７ ７ １００．０
Ｒｐ６ ＧＡＧＴＣＴＣＡＣＧ ８ ６ ７５．０
Ｒｐ７ ＡＣＡＡＣＧＣＣＴＣ １１ １０ ９０．９
Ｒｐ１０ ＡＣＡＴＣＧＣＣＣＡ ８ ８ １００．０
Ｒｐ１１ ＴＧＡＣＣＣＧＣＣＴ ８ ８ １００．０
Ｒｐ１２ ＡＣＡＡＣＧＣＣＴＣ ９ ９ １００．０
Ｒｐ１３ ＧＧＣＧＧＴＴＧＴＣ ７ ７ １００．０
Ｒｐ１４ ＣＣＡＴＴＣＣＣＣＡ ７ ６ ８５．７
Ｒｐ１５ ＧＧＧＣＴＡＣＴＣＡ ７ ６ ８５．７
Ｒｐ１６ ＧＡＧＣＧＴＣＧＣＴ ３ ３ １００．０
Ｒｐ１７ ＴＣＣＣＡＣＧＡＧＴ ６ ６ １００．０
Ｒｐ１８ ＧＡＴＧＣＧＡＴＧＧ ８ ８ １００．０
Ｒｐ１９ ＡＣＣＣＣＣＡＣＡＣ １０ ９ ９０．０
Ｒｐ２０ ＧＴＣＣＡＣＡＣＧＧ ７ ７ １００．０
总数 １２６ １１８ ９３．６

２．２　不同材料间的遗传相似性分析
根据１７条引物在４３份供试材料中所获得的１２６条扩增

条带，应用ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０软件包计算供试品种间的遗传相似
系数。所有供试品种间的遗传相似系数变化范围为０．４０２～
０．９３７，材料间表现出显著的遗传变异。淮稻１２与长香粳之
间的遗传相似系数（ＧＳ＝０．４０２）最小，反应出两者的遗传异
质性较大；Ｐ０７８和黄金晴之间的遗传系数高达０．９３７，表明这
２个材料间的遗传相似性较大；香宝３号（表１中编号为５）籼
稻与大部分供试品种具有很大的差异性，遗传相似系数在

０４～０．７之间。
２．３　聚类分析

由图２可知，当以遗传相似系数０．６８为阈值时，４３份常
规稻材料可以分为四大类。第Ⅰ类包含２４份材料。以遗传
相似系数０．７３为阈值，２４份材料可分为 ２个亚组，分别以
Ⅰ－１、Ⅰ－２表示。Ⅰ－１组包括香粳３３等２３个品种，由表
１可知，这２３个品种均为粳稻，且来源地大多为河南信阳。
Ⅰ－２组类仅包括１份材料：黑香糯１９２（编号为２５），米粒黑
色，为常规粳稻。第Ⅱ类中只有香宝３号（编号为５）１份材
料，为常规籼稻。第Ⅲ类包括武香粳等１６个品种。第Ⅳ类包
括２份材料：伊拉泰１０４（编号为２８）和津稻２９３（编号为２９）。

３　讨论

３．１　水稻材料间遗传多样性
本研究对４３份水稻材料的遗传多样性分析中，１７个引

物共扩增出１２６条带，其中多态性条带１１８条，多态性程度达
到约９３．６％，远高于４９份旱稻（８１．６％）［６］和贵州１９份水稻
（８４％）［７］的遗传多样性。如此高的遗传多态性，一方面与本
研究材料的来源地广泛有关：不仅有国内，还有国外材料，４０
份常规稻来自于国内４个省（河南、江苏、天津和安徽），其余
３份常规稻分别来源于法国、美国和日本；另一方面和材料的
性状类型丰富有关：试验材料除了普通常规稻外，还有旱稻、
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香稻和黑稻等材料。从多态性比例看，本研究的４３份材料存
在着较大的遗传差异和丰富的遗传多样性，这正是进行杂交

育种可利用的遗传资源。

３．２　４３份水稻材料的聚类分析
本试验的聚类结果基本反应了材料间的系谱关系。当以

遗传相似系数０．６９为阈值，４３份常规稻亲本材料可以分为４
大类，其中香宝３号（５号）单独聚为一类，原因是４２份材料
均为粳稻，而５号为籼稻。这与王英等利用ＲＡＰＤ对４９份旱
稻种质的的聚类结果［６］相一致。同一单位的育成品种遗传

差异较小，容易归为一类［１１］；来自信阳农林学院的１０份水稻
聚到第Ⅰ类，４份材料聚到了第Ⅲ类。本研究材料中共有１７
份香稻，其中１６份聚到第一大类，表明这些香稻具有一致的
遗传背景和起源。然而，白现广等对云南的 １０个香稻品种、
４５个非香稻地方栽培品种利用 ＳＳＲ进行聚类，发现１０个香
稻品种并没有聚在一起［１２］，这与云南现有的香稻栽培品种并

非为单一的遗传来源，而是从多个祖先分别起源有关。

ＲＡＰＤ标记是从分子水平上揭示种质间的遗传差异，比
传统的遗传标记准确度要高，因此本研究采用 ＲＡＰＤ技术分
析４３份水稻材料的遗传多样性。近年来，随着水稻基因组测
序的完成，另一种分子标记技术简单重复序列 ＳＳＲ正被广泛
应用于水稻遗传多样性的研究中［１３－１５］。分类收集更多的信

阳水稻种质，结合不同的分子标记方法和农艺性状对其进行

多样性分析将是下一步研究的内容。
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大蒜根系水提液对不同品种红小豆幼苗生长

及生理特性的影响

常凯丽１，裴红宾１，张永清１，２，秦　成１，史冬冬１
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　　摘要：为了更有效缓解红小豆连作障碍问题，为建立合理的轮作方式（大蒜—红小豆）提供理论依据，采用室内培
养皿生物测量法和盆栽试验法，以１０个红小豆品种为材料，记录大蒜根系水提液培养下不同品种红小豆种子萌发数，
测定幼苗株高、叶面积、生物量，ＳＯＤ、ＰＯＤ活性，ＭＤＡ含量。结果表明，（１）３０ｇ／Ｌ大蒜根系水提液对不同基因型红小
豆种子的发芽率有显著影响；（２）３０ｇ／Ｌ大蒜根系水提液对１０个红小豆品种幼苗生长呈现了不同基因型差异；（３）综
合效应指数评价结果表明，与对照比较，经３０ｇ／Ｌ大蒜根系水提液处理后，对红小豆白红６号、Ｂ１７８９、京农６号幼苗
形态指标的促进作用最为明显；（４）从１０个红小豆品种幼苗的生理特性可以看出，３０ｇ／Ｌ大蒜根系水提液可以促进
较多品种的ＳＯＤ、ＰＯＤ活性，降低ＭＤＡ含量，且与对照差异显著。
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　　红小豆（Ｐｈａｓｅｏｌｕｓａｎｇｕｌａｒｉｓ），豆科、豇豆属植物，营养丰
富，栽培历史悠久，在中国半干旱、干旱地区具有明显的区位

优势和生产优势，特别是在黄土高原地区，从食用到加工出

口，从自然资源利用到发展地方经济，都占有非常重要的

地位［１］。

红小豆自毒作用严重，连作障碍成为制约红小豆产量和

品质的主要因素之一［２］。相关研究认为，这也与作物产生的

化感物质密切相关。自毒（化感）物质并非在供体与受体植

物之间或前、后茬植物之间直接发挥作用，自毒（化感）物质

只是诱因，释放到土壤后受到微生物的加工、分解、转化等，并

同时对根际微生物区系产生影响，最后共同影响受体植物的

生长发育［３］。目前，越来越多的学者认为，根系分泌物生态

效应的间接作用及土壤微生物区系紊乱是导致植物连作障碍

的主要因素［４］。生产中连作年限越长，对连作作物生长发育

的抑制作用也越强，连作病害发生也会越严重。轮作可以提

高土壤有机质含量，增加土壤微生物及土壤酶活性［５］，对改

善土壤环境、减轻连作障碍具有积极作用［６］。董青松等研究

证明，连作导致根际土壤微生物功能多样性显著降低［７］。马

瑞霞等研究发现，大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）连作３年以上，土壤的微
生物数量与组成发生变化，细菌数量减少，真菌数量增加，重

茬较正茬增加［８］。

在黄土高原地区，人们常选择小麦作为红小豆的接茬作

物。连慧达等研究表明，除传统的红小豆轮作作物小麦外，蔬

菜作物萝卜在与红小豆轮作方面也有着很大的应用潜力［９］。

研究证实，大蒜根系水提液中的活性成分对许多植物病原真

菌和食物杂菌有较强的抑制作用，对一些病毒、原生生物也有

抑制或杀灭活性的作用［１０］，是公认的有益前茬作物，研究证

明大蒜和马铃薯间作可以促进马铃薯（成熟期除外）的生

长［１１］，而在北方地区，红小豆在种植时间上允许作为大蒜的

后茬作物。目前，前人主要研究了大蒜浸提液对莴苣、辣椒、

萝卜、黄瓜、白菜、番茄、菜豆［１２－１４］等植物的化感作用，但有关

大蒜对红小豆作用方面的研究未见报道。

通过预试验，选用多个浓度大蒜根系水提液，研究对种子

萌发的影响。研究发现，当大蒜根系水提液浓度达到３０ｇ／Ｌ
时，才会对红小豆种子萌发产生影响，考虑到农田中大蒜根系

浓度只有达到这个标准才会对植物造成化感效应，因而把

３０ｇ／Ｌ大蒜根系水提液临界浓度作为研究施用的标准。前
人对于化感效应集中于考虑化感物质的浓度研究，研究结果

表明，受体作物随浓度的升高呈现低促高抑的效果；化感作用
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