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(57)摘要

本发明提供了一组关联水稻耐热性的分子

标记检测试剂盒及其检测方法，以灌浆期耐热水

稻种质的基因组DNA为模板，进行PCR扩增，产物

大小依次为387  bp、269  bp、224  bp、173  bp、141 

bp和123  bp；而以灌浆期热敏感水稻种质基因组

DNA为模板，则不能扩增出相应大小的条带，水稻

种质的灌浆期耐热性强弱与携带上述InDel分子

标记的数量成正相关，利用上述6个InDel分子标

记的引物对发明了的检测试剂盒，试剂盒内包含

了6个分子标记对应的正向混合引物、反向混合

引物和扩增产物大小一致的DNA  Maker，DNA 

Maker具有387  bp、269  bp、224  bp、173  bp、141 

bp和123  bp的条带，试剂盒用一个PCR反应完成6

个InDel分子标记的扩增和检测，本发明对灌浆

期耐热水稻种质的筛选，具有高效、准确和限制

少的优点。
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1.一组关联水稻耐热性的分子标记检测试剂盒，其特征在于：所述试剂盒内设有

387bp、269  bp、224  bp、173  bp、141  bp和123  bp的DNA  Mar  ker，所述试剂盒中包括了6个

InDel分子标记的正向混合引物和反向混合引物，所述试剂盒内还包括了PCR反应缓冲液以

及TaqDNA聚合酶；所述6个InDel分子标记为InDel1、InDel2、InDel3、InDel4、InDel5、

InDel6；其中针对InDel1设计的正向引物和反向引物如SEQ  ID  NO.1和SEQ  ID  NO.2所示，

针对InDel2设计的正向引物和反向引物如SEQ  ID  NO.4和SEQ  ID  NO.5所示，针对InDel3设

计的正向引物和反向引物如SEQ  ID  NO.7和SEQ  ID  NO.8所示，针对InDel4设计的正向引物

和反向引物如SEQ  ID  NO.10和SEQ  ID  NO.11所示，针对InDel5设计的正向引物和反向引物

如SEQ  ID  NO .13和SEQ  ID  NO .14所示，针对InDel6设计的正向引物和反向引物如SEQ  ID 

NO.16和SEQ  ID  NO.17所示。

2.权利要求1所述一组关联水稻耐热性的分子标记检测试剂盒的使用方法，其特征在

于：包括以下具体步骤：  S1：提取待检测水稻种质的基因组总DNA；所述水稻种质为协青早

B/N22//协青早B的水稻回交重组自交系稳定株系；  S2：以提取的所述基因组总DNA为模板，

以所述试剂盒中的正向混合引物和反向混合引物进行PCR扩增；  S3:PCR扩增产物在浓度为

3%的琼脂糖凝胶中电泳25分钟；  S4：电泳结束后，在琼脂糖凝胶成像系统中进行拍照，凝胶

照片中呈现0‑6条DNA条带，DNA条带数量越多则被检测水稻种质的灌浆期耐热性越强，DNA

条带越少则被检测水稻种质对灌浆期高温越敏感。

3.根据权利要求2所述的使用方法，其特征在于：所述S2中，PCR扩增方法为取PCR 

Mastermix缓冲液12.5  ul,  2ul  DNA模板5.0  ng,  3ul正向混合引物150  ng,  3ul反向混合

引物150  ng，双蒸水4.5  ul，配制成25ul体系；反应程序：95℃预变性3分钟,  95℃变性15

秒,  58℃退火20秒,  72℃延伸30秒，进行38个循环，72℃保温5分钟。
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一组关联水稻耐热性的分子标记检测试剂盒及其检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及分子标记技术领域技术领域，具体公开了一组关联水稻耐热性的分子

标记检测试剂盒及其检测方法。

背景技术

[0002] 全球气候变暖导致夏季频繁高温，危害我国水稻的正常生产，尤其是7月中下旬的

高温气候对我国长江流域以南的双季早稻灌浆期危害严重。灌浆期是稻谷产量和米质形成

的关键时期，此时遇高温热害可导致籽粒灌浆不饱满，造成籽粒充实度下降、秕粒率增加、

垩白面积增大、垩白粒率增加，最终造成产量降低、米质变劣。近年来我国早稻灌浆期的高

温热害呈明显上升趋势，严重威胁了我国稻谷生产安全。因此，选育高温钝感的优良水稻新

品种势在必行，也是确保我国口粮安全的有效减灾对策。

[0003] 高温钝感水稻新品种的选育首先必须筛选出灌浆期耐热的水稻种质资源，然而水

稻种质的灌浆期耐热性筛选过程中，由于不同基因型水稻的生育期差异而难以保障不同基

因型水稻同期进入灌浆期，从而导致不同基因型水稻在灌浆过程中所遭遇的高温胁迫程度

不同，最终造成水稻种质耐热性的鉴定结果失真。同时，由于不同年度间的同期气温变化，

导致不同年度鉴定的耐热性结果之间缺乏可比性。再次，由于不同研究单位所处地理位置

的差异而水稻种植的气候条件不同，也会导致在水稻灌浆期耐热性鉴定过程中，由于水稻

灌浆期遭遇高温胁迫程度和研究人员的评价标准不同，而造成不同研究单位鉴定结果之间

也缺乏可比性。因此，提高水稻耐热性鉴定结果的可靠性和耐热性鉴定结果之间的可比性，

对提高水稻耐热性育种成效、减少由于不同研发单位重复鉴定而造成的资源浪费具有重要

意义。

发明内容

[0004] 本发明针对上述现有技术的不足设计而提供一组关联水稻耐热性的分子标记检

测试剂盒，所述试剂盒内设有387  bp、269  bp、224  bp、173  bp、141  bp和123  bp的DNA 

Maker，所述试剂盒中包括了6个InDel分子标记的正向混合引物和反向混合引物，所述试剂

盒内还包括了PCR反应缓冲液以及Taq  DNA聚合酶。

[0005] 本发还提供一组关联水稻耐热性的分子标记检测试剂盒的使用方法，包括以下具

体步骤：

[0006] S1：提取待检测水稻种质的基因组总DNA；

[0007] S2：以提取的所述基因组总DNA为模板，以所述试剂盒中的387  bp、269  bp、224 

bp、173  bp、141  bp标记的正向混合引物和反向混合引物进行PCR扩增；

[0008] S3:所述PCR扩增产物在浓度为3%的琼脂糖凝胶中电泳25分钟；

[0009] S4：电泳结束后，在琼脂糖凝胶成像系统中进行拍照，凝胶照片中呈现0‑6条DNA条

带，DNA条带数量越多则被检测水稻种质的灌浆期耐热性越强，DNA条带越少则被检测水稻

种质对灌浆期高温越敏感。
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[0010] 进一步的，所述S2中，PCR扩增方法为取PCR  Mastermix缓冲液12.5  ul,  2ul  DNA

模板5.0  ng ,  3ul正向混合引物150  ng ,  3ul反向混合引物150  ng，双蒸水4.5  ul，配制成

25ul体系；反应程序：95℃预变性3分钟,  95℃变性15秒,  58℃退火20秒,  72℃延伸30秒，

进行38个循环，72℃保温5分钟。

[0011] 本发明的有益效果：一组关联水稻耐热性的分子标记检测试剂盒及其检测方法，

以耐热水稻种质基因组DNA为模板，进行PCR扩增，产物大小依次为387  bp、269  bp、224  bp、

173  bp、141  bp和123  bp；而以热敏感水稻种质基因组DNA为模板，则不能扩增出相应大小

的条带，水稻种质的灌浆期耐热性强弱与携带上述InDel分子标记的数量成正相关，利用上

述6个InDel分子标记的引物对发明了的检测试剂盒，试剂盒内包含了6个分子标记对应的

正向方向引物和扩增产物大小一致的DNA  Maker，DNA  maker具有387  bp、269  bp、224  bp、

173  bp、141  bp和123  bp的条带，试剂盒用一个PCR反应完成6个InDel分子标记的扩增和检

测，本发明对灌浆期耐热水稻种质的筛选，具有高效、准确和限制少的优点。

附图说明

[0012] 图1为采用本发明中的试剂盒检测已鉴定水稻种质灌浆期耐热性的电泳图；

[0013] 图2为试剂盒包含特异DNA  Maker的琼脂糖电泳图。

具体实施方式

[0014] 下面将结合本发明实施例中的附图，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完

整地描述，但并不构成对本发明保护范围的限制。

[0015] 本发明提供了一组关联水稻耐热性的分子标记检测试剂盒及其检测方法，

[0016] 本发明提供了用于筛选水稻灌浆期耐热性种质的分子标记检测试剂盒，包括了6

个InDel分子标记对应的正向混合引物和反向混合引物，还包括了6个InDel分子标记的PCR

扩增产物大小一致的DNA  Maker，参见图2  ，DNA  Maker经琼脂糖电泳后呈现大小为387  bp、

269  bp、224  bp、173  bp、141  bp和123  bp的条带，试剂盒的反应体系为取PCR  Mastermix缓

冲液12.5  ul,  2ul  DNA模板5.0  ng,  3ul正向混合引物150  ng,  3ul反向混合引物150  ng，

双蒸水4.5  ul，配制成25ul反应体系；反应程序为95℃预变性3分钟,  95℃变性15秒,  58℃

退火20秒,  72℃延伸30秒，进行38个循环，72℃保温5分钟。

[0017] 附表1  InDel 分子标记的引物序列和InDel序列
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[0018]

[0019] 本发明提供了一组关联水稻灌浆期耐热性的6个InDel分子标记，所述InDel分子

标记的正向引物与反向引物的核苷酸序列分别如附表1所示。所述的一组分子标记与水稻

灌浆期耐热性紧密关联。以灌浆期耐热水稻种质基因组DNA为模板，利用所述InDel分子标

记的正向引物与反向引物进行PCR扩增，产物大小依次为387  bp、269  bp、224  bp、173  bp、

141  bp和123  bp；以灌浆期热敏感水稻种质的基因组DNA为模板，利用所述InDel分子标记

的引物对进行PCR扩增，则不能扩增出相应大小的条带。水稻种质的灌浆期耐热性强弱与携

带上述InDel分子标记的数量成正相关，即若某个水稻种质基因组序列中携带上述6个

InDel分子标记、则其灌浆期耐热性极强；若携带上述6个中的5个InDel分子标记、则其灌浆

期耐热性次之，依次类推。

[0020] 本发明提供了用于筛选灌浆期具有耐热性的水稻种质的试剂盒，包括所述的6个

InDel分子标记的正向混合引物和反向混合引物；所述试剂盒还包括条带大小依次为387 

bp、269  bp、224  bp、173  bp、141  bp和123  bp的DNA  Make，所述试剂盒还包括了优选的PCR

反应所需试剂，例如PCR反应缓冲液、Taq  DNA聚合酶等试剂。

[0021] 基于所述的一组关联水稻灌浆期耐热性的InDel分子标记，本发明提供了所述
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InDel分子标记或所述试剂盒筛选灌浆期耐热水稻种质的方法，包括如下步骤：

[0022] 1、提取待检测水稻种质的基因组总DNA；

[0023] 2、以提取的基因组总DNA为模板，以所述试剂盒中的6个InDel分子标记的正向混

合引物和反向混合引物进行PCR扩增；

[0024] 3、所述PCR扩增产物在浓度为3%的琼脂糖凝胶中电泳25分钟；

[0025] 4、电泳结束后，在琼脂糖凝胶成像系统中进行拍照，凝胶照片中呈现0‑6条DNA条

带，DNA条带数量越多则被检测水稻种质的耐热性越强，DNA条带越少则被检测水稻种质对

灌浆期高温越敏感。

[0026] 本发明提取待检测样品基因组DNA的方法没有特殊限制，采用本领域所熟知的植

物基因组总DNA提取方法即可，如CTAB法、SDS法等。

[0027] 本发明中，所述PCR扩增的反应体系优选25ul体系：PCR  Mastermix缓冲液12.5 

ul,  2ul  DNA模板约5.0  ng ,  3ul正向混合引物150  ng ,  3ul反向混合引物150  ng，双蒸水

4.5  ul。所述PCR反应程序：95℃预变性3分钟,  95℃变性15秒,  58℃退火20秒,  72℃延伸

30秒，38个循环，72℃保温5分钟。本发明对所述PCR扩增仪器没有特殊限制，采用本领域所

熟知的PCR扩增仪器即可。

[0028] 1、水稻种质材料

[0029] 从公开技术期刊名为Rice  Science，2011年第18期，第279‑286页得知，采用此实

验室研制的协青早B/N22//协青早B的水稻回交重组自交系稳定株系中，随机选取了在高温

胁迫条件下灌浆时籽粒充实度大于90%的2个株系、籽粒充实度大于80%的4份水稻种质、籽

粒充实度大于70%的4份水稻种质、籽粒充实度大于60%的4份水稻种质、籽粒充实度大于50%

的2份水稻种质以及籽粒充实度小于50%的7份水稻种质。

[0030] 2、水稻幼苗的总DNA提取

[0031] 水稻种质通过浸种催芽生长至1叶1心后，分别剪切每份水稻种质的幼叶约0.5克、

采用CTAB法提取总DNA，总DNA通过琼脂糖电泳检测其提取完整性、采用分光光度计测定所

提总DNA的浓度。

[0032] 1、利用本发明提供的一组关联水稻耐热性的分子标记检测试剂盒。即取PCR 

Mastermix缓冲液12.5  ul,  上述所提总DNA  2  ul约5.0  ng ,  3ul正向混合引物约150  ng , 

3ul反向混合引物约150  ng，双蒸水4.5  ul，混合均匀后转移至PCR仪进行PCR反应，反应程

序为95℃预变性3分钟,  95℃变性15秒,  58℃退火20秒,  72℃延伸30秒，38个循环，72℃保

温5分钟。

[0033] 2、琼脂糖凝胶电泳检测

[0034] 取上述PCR产物4ul点样于浓度为3%的琼脂糖凝胶的上样孔内，打开电泳仪电源，

以5V/cm的电压电泳25分钟后停止电泳。电泳结束后在琼脂糖凝胶成像系统中进行拍照，凝

胶照片中呈现0‑6条DNA条带，DNA条带数量越多则被检测水稻种质的耐热性越强，DNA条带

越少则被检测水稻种质对灌浆期高温越敏感。

[0035] 参见图1，泳道1和泳道2为每个泳道呈现6条带，表明这2个水稻株系的基因组携带

了6个InDel分子标记，这2个水稻株系在高温胁迫条件下灌浆时，其籽粒充实度大于90%。泳

道3‑6为每个泳道呈现5条带，表明这4个水稻株系的基因组携带了5个InDel分子标记，这4

个水稻株系在高温胁迫条件下灌浆时，其籽粒充实度大于80%且小于90%。泳道7‑10为每个
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泳道呈现4条带，表明这4个水稻株系的基因组携带了4个InDel分子标记，这4个水稻株系在

高温胁迫条件下灌浆时，其籽粒充实度大于70%且小于80%。泳道11‑14为每个泳道呈现3条

带，表明这4个水稻株系的基因组携带了3个InDel分子标记，这4个水稻株系在高温胁迫条

件下灌浆时，其籽粒充实度大于60%且小于70%。泳道15和16为每个泳道呈现2条带，表明这3

个水稻株系的基因组携带了2个InDel分子标记，这3个水稻株系在高温胁迫条件下灌浆时，

其籽粒充实度大于50%且小于60%。泳道17‑23为每个泳道呈现1条带或无条带，表明这7个水

稻株系的基因组携带了1个或0个InDel分子标记，这7个水稻株系在高温胁迫条件下灌浆

时，其籽粒充实度小于50%。表明水稻株系的灌浆期耐热性强弱与携带上述InDel分子标记

的数量正相关。

[0036] 一组关联水稻耐热性的分子标记检测试剂盒及其检测方法，以灌浆期耐热水稻种

质的基因组DNA为模板，进行PCR扩增，产物大小依次为387  bp、269  bp、224  bp、173  bp、141 

bp和123  bp；而以灌浆期热敏感水稻种质基因组DNA为模板，则不能扩增出相应大小的条

带，水稻种质的灌浆期耐热性强弱与携带上述InDel分子标记的数量成正相关，利用上述6

个InDel分子标记的引物对发明了检测试剂盒，试剂盒内包含了6个分子标记对应的正向混

合引物、反向混合引物和扩增产物大小一致的DNA  Maker，DNA  Maker具有387  bp、269  bp、

224  bp、173  bp、141  bp和123  bp的条带，试剂盒用一个PCR反应完成6个InDel分子标记的

扩增和检测，本发明对灌浆期耐热水稻种质的筛选，具有高效、准确和限制少的优点。

[0037] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未违背本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包括在本发明的保护范围之内

[0038] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未违背本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包括在本发明的保护范围之内。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 江西农业大学

[0003] <120> 一组关联水稻耐热性的分子标记检测试剂盒及其检测方法

[0004] <160>  18

[0005] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0006] <210>  1

[0007] <211>  24

[0008] <212>  DNA

[0009] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0010] <400>  1

[0011] cgattatctt  cattttgcac  atct  24

[0012] <210>  2

[0013] <211>  25

[0014] <212>  DNA

[0015] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0016] <400>  2

[0017] tgtcttggta  taccattttg  tggag  25

[0018] <210>  3

[0019] <211>  55

[0020] <212>  DNA

[0021] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0022] <400>  3

[0023] tcgtgtaact  tcgtataatg  tatgctatac  gaagttatta  cgattatctt  cattt  55

[0024] <210>  4

[0025] <211>  21

[0026] <212>  DNA

[0027] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0028] <400>  4

[0029] ttggttagag  aagagagttg  g  21

[0030] <210>  5

[0031] <211>  21

[0032] <212>  DNA

[0033] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0034] <400>  5

[0035] gccaaaccac  tcgtataact  t  21

[0036] <210>  6

[0037] <211>  83

[0038] <212>  DNA
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[0039] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0040] <400>  6

[0041] tcgtataact  tcgtataatg  tatgctatac  gaagttatta  cgaaaacaca  gctttgacat  60

[0042] atttctcacc  ctcgccaaac  cac  83

[0043] <210>  7

[0044] <211>  20

[0045] <212>  DNA

[0046] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0047] <400>  7

[0048] gccagaacca  gayccagagc  20

[0049] <210>  8

[0050] <211>  20

[0051] <212>  DNA

[0052] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0053] <400>  8

[0054] gctatacgaa  ccgccaccac  20

[0055] <210>  9

[0056] <211>  78

[0057] <212>  DNA

[0058] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0059] <400>  9

[0060] cgccattttg  tccaccaccg  ccacctccac  cttgtccata  taacttcgta  taatgtatgc  60

[0061] tatacgaacc  gccaccac  78

[0062] <210>  10

[0063] <211>  20

[0064] <212>  DNA

[0065] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0066] <400>  10

[0067] cagctctcac  tgtagggaag  20

[0068] <210>  11

[0069] <211>  20

[0070] <212>  DNA

[0071] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0072] <400>  11

[0073] ggcggcggat  ctcgttagag  20

[0074] <210>  12

[0075] <211>  64

[0076] <212>  DNA

[0077] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)
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[0078] <400>  12

[0079] gggggggggg  gggggggggg  gggtgggggg  gggggggagg  ccgttgagta  cagatctcac  60

[0080] tgta  64

[0081] <210>  13

[0082] <211>  24

[0083] <212>  DNA

[0084] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0085] <400>  13

[0086] gtatgaattg  tctattagat  tggc  24

[0087] <210>  14

[0088] <211>  21

[0089] <212>  DNA

[0090] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0091] <400>  14

[0092] tactgtccga  tagcggagga  a  21

[0093] <210>  15

[0094] <211>  80

[0095] <212>  DNA

[0096] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0097] <400>  15

[0098] ctatagatga  attggagcta  gtagttggct  atactattaa  acttgctcta  agcaattatt  60

[0099] gtatgaattg  tctattagat  80

[0100] <210>  16

[0101] <211>  23

[0102] <212>  DNA

[0103] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0104] <400>  16

[0105] tggtttacaa  gtaagccaat  taa  23

[0106] <210>  17

[0107] <211>  20

[0108] <212>  DNA

[0109] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0110] <400>  17

[0111] gagaacttcg  gggagactgg  20

[0112] <210>  18

[0113] <211>  75

[0114] <212>  DNA

[0115] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0116] <400>  18
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[0117] cttcgagaga  gaacttcggg  gagactgggg  catgtctcct  gttggcatgt  ctgggtggcg  60

[0118] cgcccaaaag  tgcat  75

序　列　表 4/4 页

11

CN 111663003 B

11



图1

图2
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