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基于线粒体基因片段核苷酸多态性的
亚洲栽培稻起源进化研究
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　 　 摘要:亚洲栽培稻的祖先是普通野生稻,已成为世界公认的观点,然而亚洲栽培稻的 2 个亚种:粳稻和籼稻是一次起源还

是二次起源仍存在很大争议,它们的起源地是国内还是国外依然是国际学者间争论的焦点。 本文通过对 184 份亚洲栽培稻和

203 份普通野生稻 3 段基因序列 cox3、cox1、orf 224 和 2 段基因间序列 ssv-39 / 178、rps2-trnfM 的多样性研究,验证了以下观点:
1、粳稻起源于中国,籼稻起源于中国和国外;2、亚洲栽培稻的起源为二次起源,即普通野生稻存在偏籼和偏粳 2 种类型,亚洲

栽培稻的两个亚种籼稻和粳稻在进化过程中分别由偏籼型的普通野生稻和偏粳型的普通野生稻进化而来。
　 　 关键词:线粒体基因组;基因多样性;起源;籼粳分化
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Abstract:Wild rice(Oryza rufipogon)has been recognized as the ancestor of Asian cultivated rice(Oryza sati-
va). However,where and how cultivated rice originated from wild rice has been debated for a long time in the
World. Moreover,whether the two subspecies of Asian cultivated rice,indica and japonica,were domesticated with
the ways of single origin or multiple origins wat still considerably controversial,and whether they oviginated from
China or aboard was still the focus of debate among international scholars. In this study,184 accessions of Asian cul-
tivated rice and 203 accessions of Oryza rufipogon to be sequenced with 3 gene fragments(cox3,cox1,orf 224)and
two inter gene regions(ssv-39 / 178,rps2-trnfM)in mitochondrial genome of rice were collected. Through the study of
gene diversity of the five fragments,the following propositions were verified. First,the origin of japonica is in China,
and the origin of indica is not only in China but also in foreign countries. Second,the subspecies of Asian cultivated
rice were domesticated with two origins. In other words,common wild rice contains the indica-like and japonica-like
types,and the two subspecies were evolved from the indica-like wild rice and the japonica-like wild rice respectively.
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水稻是世界上重要的粮食作物,特别是在发展

中国家的营养和食品安全方面起着重要的作用[1]。
稻属的 22 个种分布在亚洲、非洲、澳洲、中美和南美

洲国家,是世界上种植面积最广的禾本科作物[2]。
由于稻属的分布极其广阔,所以稻属种内的变异也

非常地广泛,并且稻属种内亚种间的分类一直是育
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种学家和遗传学家关注的焦点[3]。
尽管水稻的野生近缘种主要分布在热带和亚热

带地区,但是现今的水稻已由它的热带原始祖先进

化成可以适应各种不同生态环境的栽培型[4]。 虽

然籼稻、粳稻以及野生稻均已完成了测序,然而挖掘

野生稻中的优异基因,研究栽培稻的起源和进化以

及籼稻和粳稻间的分化仍然是世界各国学者研究的

热点。
籼稻和粳稻分别代表了栽培稻中 2 个具有一定

生殖隔离的基因库,它们之间在形态性状、农艺性状

和生理生化反应等方面存在着明显的差异[5]。 目

前关于水稻进化和亚洲栽培稻的 2 个亚种分化的报

道已有很多,然而这些报道多以核基因或叶绿体基

因为研究对象,关于线粒体基因,特别是通过 SNPs
对水稻线粒体基因进行研究,揭示水稻进化和分化

的报道基本没有。 本研究以普通野生稻和亚洲栽培

稻的地方品种为研究对象,通过对线粒体 DNA 的多

样性分布状况,对亚洲栽培稻的起源和进化进行了

探讨。 本研究试图在线粒体基因的水平上明确亚洲

栽培稻的起源和进化关系,以对今后从水稻线粒体

基因的角度揭示水稻起源和进化研究提供有价值的

参考。

1　 材料与方法

1． 1　 实验材料

供试材料由 184 份亚洲栽培稻和 203 份普通野

生稻组成。 92 份国外亚洲栽培稻材料由中国农业

科学院作物科学研究所提供,73 份国外普通野生稻

材料由国际水稻研究所提供,92 份中国亚洲栽培稻

材料和 130 份中国普通野生稻材料均根据我国微核

心种质资源名录选取,其中亚洲栽培稻材料种植于

中国农业科学院试验田内,普通野生稻材料从南宁

和广州 2 个国家野生稻种质圃中采集根茎,盆栽于

中国农业科学院试验田内。
本实验所研究的目的基因片段包括:3 段基因

序列(cox1、orf 224 和 cox3),2 段基因间隔区序列

(rps2-trnfM、ssv-39 / 178) [6]。
1． 2　 实验方法

根据涂珺等[7]和 Mignouna 等[8]的报道,对本研

究的实验材料进行了线粒体 DNA 的提取。 以 NCBI
上已公布的 93-11 (GenBank:DQ167399[6] )的线粒

体基因组序列为模板,结合 Primer 5． 0 和 Oligo 6 软

件,进行引物设计。

实验中 PCR 反应体系为 25 μl,其中 10 × Buffer
(含 Mg2 + ) 2． 5 μl;正、反向引物各 0． 25 μl;dNTP
(2． 5 mMol / L)2 μl;HiFi Taq DNA polymerase(5 U /
μl) 0． 25 μL; DNA 模板 ( 50 ng / μl) 1 μl; ddH2 O
18． 75 μl。 PCR 反应条件为 95 ℃预变性 5 min,94
℃变性 30 s,45 ~ 55 ℃ (不同的目的片段对温度的

要求不同)变性 30 s,72 ℃延伸 1 min,35 个循环,72
℃延伸 10 min。 扩增产物在 1%琼脂糖凝胶上进行

检测,检测条带清晰的样品直接送样测序。
1． 3　 数据分析

用 Chromas 2． 23 查看测序结果的峰值图,用
Seqman 5． 0 对 测 序 结 果 进 行 拼 接, 用 ClustalX
(1． 81)对全部材料的测序结果进行序列比对,用
Dnasp 5． 10 计算实验材料的单倍型,并计算遗传多

样性和遗传分化的值等,用 Network 4． 6 作聚类图,
用 MEGA 4． 1 作系统进化树,用 PAUP 4． 0b10 对

MEGA 系统建树的结果进行验证,最终对结果进行

分析。

2　 结果与分析

通过对 184 份亚洲栽培稻材料和 203 份普通野

生稻材料的线粒体 5 段目的基因片段测序后,每份

材料的测序结果按照 cox3、 cox1、 orf 224、 ssv-39 /
178、rps2-trnfM 的顺序连接到一起形成一条序列进

行综合分析,其中获得的最长序列为 4508 bp,最短

序列为 4342 bp。
2． 1　 序列多样性分析

通过对 387 份材料的分析,共得到 36 个单倍

型,单倍型多样性指数 Hd 为 0． 780,核苷酸多样性

指数 π 为 0． 00192,其中单倍型频率最高的是单倍

型 33(图 4 中每个圆圈代表一个单倍型。 圆圈的大

小反映每个单倍型所包含的材料数量),拥有 128
份材料。

针对不同的分组方法,分别对亚洲栽培稻、普通

野生稻、籼稻、粳稻、国内普通野生稻及国外普通野

生稻的单倍型多样性指数(Hd)、π 值、Tajima′s(D)
值进行了计算(表 1)。 π 值是衡量不同序列相同位

点之间核苷酸平均差异的指标,Tajima′s(D)为中性

检验,检验的目的是鉴定目标 DNA 序列在进化过程

中是否遵循中性进化模型,即如果 2 个值在统计上

被认为差异显著,则说明目标序列的进化不符合中

性模型,如果差异不显著,则说明目标序列的进化符

合中性模型[9]。
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表 1　 供试材料按不同分组方式获得的序列分析结果

Table 1 　 Parameters analyzed by sequences in different
groups of test materials

材料类型

Group

所含材

料份数

No. of
accessions

单倍型

多样性

指数

Hd

不同序列相同

位点之间核苷

酸的平均差异

π

中性检验值

Tajima′s(D)

粳稻 Japonica 64 0． 233 0． 00092 - 1． 03241

籼稻 Indica 120 0． 550 0． 00171 2． 09113*

亚洲栽培稻

Oryza sativa
184 0． 596 0． 00212 1． 75966

国内野生稻

Domestic wild rice
130 0． 709 0． 00075 - 1． 38333

国外野生稻

Foreign wild rice
73 0． 749 0． 00152 - 2． 77448**

野生稻材料

Wild rice
203 0． 774 0． 00105 - 2． 70578**

全部材料 All
test materials

387 0． 780 0． 00192 - 2． 15571**

不显著,Not significance,0． 05 < P;*,显著,Significance, 0． 01 < P <
0． 05; **,极显著,Very significant difference,P < 0． 01

比较亚洲栽培稻和普通野生稻的多样性指数可

以发现(图 1),除了在约 3270 ~ 3670 bp(以下称高

变区,hyper variable region,HVR)间的序列。 普通野

生稻在整条序列上较亚洲栽培稻的遗传多样性要

高,之所以出现这样的情况可能与所选的目的基因

有关,植物线粒体基因的突变率非常低,此段序列是

实验筛选的 HVR 区序列,此 HVR 序列主要集中在

orf 224 和 ssv-39 / 178 之间,然而这 2 段序列是区分籼

稻和粳稻的基因间序列[6] ,所以亚洲栽培稻在此段

图 1　 亚洲栽培稻和普通野生稻之间的基因多样性的比较

Fig． 1　 Comparison of gene diversity between
Asian cultivated rice and Oryza rufipogon

X 轴,多样性指数 X Axis, Diversity index;
Y 轴,核苷酸位置 Y Axis,Nucleotide position
红色,亚洲栽培稻 Red, Asian cultivated rice;

绿色,普通野生稻 Green,Oryza rufipogon

HVR 序列间的多态性较普通野生稻高很多。 对 120
个籼稻个体和 64 个粳稻个体的 DNA 序列的多样性

进行 χ2检验,其 P 值小于 0． 01(χ2 = 77． 765),说明

籼稻和粳稻的 DNA 序列多样性差异呈极其显著,籼
稻的 Hd 和 π 值均大于粳稻,说明籼稻的遗传多样

性高于粳稻,此结论已被前人的相关报道所证

实[10]。 从 Tajima′ s ( D) 的变化可以看出,粳稻的

Tajima′s(D)值为负值( - 1． 03241),籼稻的Tajima′ s
(D)为正值(2． 09113*),说明粳稻在进化过程中受

到了一些负向的选择压力,而籼稻在进化过程中,不
仅多样性更为丰富,同时受到了显著的正向选择

压力。
由表 1 可以发现普通野生稻的 Hd 大于亚洲栽

培稻,说明普通野生稻比亚洲栽培稻具有更高的遗

传多样性[11]。 但是亚洲栽培稻的 π 值大于普通野

生稻,说明亚洲栽培稻不同序列相同位点之间核苷

酸的平均差异较大。 通过中性检验可以看出普通野

生稻在进化并驯化为亚洲栽培稻的过程中受到了严

重的负向选择压力(Tajima′s(D) = - 2． 70578**),
而亚洲栽培稻的进化方式为平衡选择,由于遗传漂

变的影响,形成了一些不同的单倍型。 在全部材料

中,对目标线粒体 DNA(mtDNA)序列进行失配分

析,得到了多峰曲线。 失配分析的多峰曲线说明,所
取水稻的群体处于动态平衡,种群是稳定的,没有经

历快速扩张过程,只是在长期进化过程中产生的生

殖隔离增加了居群间的分歧[12]。 由表 1 同时可以

看出,籼稻的遗传多样性指数要高于粳稻的遗传多

样性指数。 通过对平均核苷酸多样性指数的比较可

以发现籼稻的核苷酸多样性指数(π = 7． 398)显著

的高 于 粳 稻 的 平 均 核 苷 酸 多 样 性 指 数 ( π =
0． 00092)。

以上结果可以看出水稻线粒体基因组的基因多

样性分布情况。 首先,籼稻线粒体基因组的基因多

样性要高于粳稻;其次,水稻线粒体基因组功能基因

的多样性情况相对较低,这可能与功能基因要保持

线粒体的特有功能有关。
2． 2　 基因序列的单倍型分析

系统发生分析是对过去已经发生的进化时间的

模拟分析,任何软件都不能保证所得到的结论一定是

真实的进化历史过程,因此在进化系统的发生分析中

就往往需要采用不同的分析方法同时进行分析[13]。
2． 2． 1　 亚洲栽培稻单倍型分析　 用 Dnasp 5． 10 分

析亚洲栽培稻,共得到 10 个单倍型,单倍型多样性

指数为 0． 596,将分析后的单倍型数据利用 Network
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稻的亲缘关系较近。 类群Ⅱ和类群Ⅲ中的普通野生

稻为籼稻的祖先种,类群Ⅳ中的普通野生稻为类群

Ⅳ的直接祖先或是与类群Ⅳ亲缘关系较近的祖先种

类群。 其中类群Ⅰ为粳型类群,然而类群Ⅰ中的普

通野生稻均来自中国,所以本研究认为亚洲栽培稻

的粳亚种起源于中国。 大量研究报道已经证实,亚
洲栽培稻的粳亚种的起源地是中国[16]。 由以上结

果可以看出,中国不仅是亚洲栽培稻粳亚种的起源

地,同时也是籼亚种的起源地之一。

3　 讨论

随着分子技术的发展,越来越多的学者对植物

遗传机制的研究不再是仅停留在核 DNA 水平上,而
是更多的综合细胞质 DNA 进行分析,进而有大量的

实验对 mtDNA 和叶绿体 DNA( cpDNA)进行了研

究。 Plamer 等[17]通过对十字花科 2 个属的 6 个种的

线粒体进化速度和进化模式的研究指出,植物线粒体

的基因突变率比叶绿体慢约 4 倍,然而 mtDNA 的重

排速率却比 cpDNA 的重排速率要高很多。 虽然 cpD-
NA 和 mtDNA 存在平行进化关系[18],但是植物叶绿

体和线粒体无论是在形体上还是在进化模式上都有

很大的不同[19],并且叶绿体基因组在大小和重排上

变化较小,相对比较保守,而线粒体基因组却变化极

大,但是叶绿体的基因突变率却远高于线粒体基因。
通过对日本晴的线粒体基因组的研究发现,水

稻线粒体基因组长约 490520 bp,其中 G + C 的平均

含量为 43． 8% ,水稻线粒体基因组含有 35 个已知

蛋白的基因、3 个核糖体 RNA 基因、2 个假核糖体蛋

白基因,17 类 tRNA 基因以及 5 个假 tRNA 基因[20]。
本文以 cox3、cox1、orf 224、ssv-39 / 178 以及 rps2-trn-
fM 5 段序列为研究对象,对水稻线粒体基因组的遗

传多样性进行了研究,进而对亚洲栽培稻的起源和

进化进行了探讨。 通过将 5 段序列连接到一起进行

的综合分析发现:1、亚洲栽培稻的 2 个亚种———籼

稻和粳稻为二次起源;2、亚洲栽培稻的粳亚种起源

于中国,籼亚种起源于中国和国外地区。
从表 1 可以看出,亚洲栽培稻籼亚种的遗传多样

性较粳亚种要高,Zhang 等[21] 研究贵州 Oryza sativa
L. 的遗传多样性时发现,粳稻形态上的多样性要高于

籼稻,但是在分子水平上,籼稻的遗传多样性要高于粳

稻。 籼稻和粳稻的起源和分化,始终是各国学者争论

的焦点,籼稻和粳稻是一次起源还是二次起源,仍存在

很大的争议。 本研究对籼稻和粳稻进行了聚类分析,
结果表明:粳稻类群和籼稻类群在聚类时,为 2 个相互

独立的类群,此结论支持籼粳二次起源学说。 目前,籼
粳二次起源学说也已得到了很多研究的支持[22-25]。

普通野生稻是亚洲栽培稻的祖先,其遗传多样

性高于亚洲栽培稻。 由于漫长的进化过程,野生稻

形成了十分丰富的遗传多样性,并具有栽培稻不具

有的或是栽培稻已经消失的优异基因,是栽培稻育

种中宝贵的遗传资源,同时也是研究稻种起源、衍化

和分化不可缺少的实验材料[26]。 普通野生稻向栽

培稻的演化过程中,丢失了很大一部分等位基因,并
且普通野生稻中尚有未被利用的基因[27]。 因为人

类生产活动对普通野生稻生长环境造成了严重的破

坏,所以普通野生稻的生存条件面临着极大的挑战。
尽管国家对现有的普通野生稻采取了一些保护措

施,也取得了一定的成绩,但是普通野生稻仍然有大

量基因的丢失。 本研究可以看出,对栽培稻进行聚

类时,聚类各分支的估计值都比较高,但是当栽培稻

和野生稻一起聚类时,聚类各分支的估计值却都很

小。 普通野生稻是亚洲栽培稻的祖先已得到公认,
所以在栽培稻和野生稻一起聚类分析时,聚类的估

计值理应有连续的变化,且估计值应该都比较高,然
而本研究之所以出现如此大的差异,是因为普通野

生稻有大量的基因丢失且非常严重,甚至普通野生

稻有大量单倍型的丢失,因此对普通野生稻的保护

工作应该受到更高的重视,以防止基因的丢失。
用 MEGA 软件对 387 份材料构建系统发育树,

用 PAUP 软件对构建的系统发育树进行验证,发现

籼稻、粳稻的分类相对比较稳定,类群Ⅰ为粳稻类

型,类群Ⅳ可能为籼稻和粳稻的过渡类群,类群Ⅱ和

类群Ⅲ都为籼稻类群,此结论与 Network 作图分类

的结果相一致。 由以上结果可以得出如下结论:中
国是栽培稻起源演化的原始中心之一,粳稻起源于

中国,籼稻起源于中国和国外,此结论在前人的实验

中也得到了证实[28-29]。 籼粳起源问题一直是世界各

国学者关注的问题,籼粳的起源不仅在国际上存在很

大的争论———粳稻起源于中国已得到世界各国学者

的认可,然而籼粳起源争论的焦点主要是围绕籼稻的

起源,到底是起源于中国还是起源于印度,从本研究

的结果可以看出,中国为不仅为粳稻的起源地,同时

也是籼稻的起源地之一。 同时籼稻的起源在国内也

存在着很大的争论———丁颖老先生[30-31] 曾经根据我

国稻作的历史以及通过对普通野生稻和亚洲栽培稻

的比较分析最早提出了华南起源学说;随后柳子

明[32]根据云南独特而丰富的气候类型,以及普通野

生稻不仅存在于云南而且遗传多样性十分丰富,而提
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出了云南起源学说;严文明[33] 通过对浙江省出土的

栽培稻的古稻种的鉴定,提出了长江中下游起源学

说;20 世纪 90 年代,张居中[34-35] 则提出了包括长江

流域、淮河流域,及华南地区在内的南中国的起源学

说,但是随着南中国起源学说的提出,不同的学者通

过不同的研究,一一进行了排除,将南中国的范围进

一步缩小到了淮河上游 - 长江中游[36-38]。 尽管各种

学说都有相应的实验支持,但是始终无法对籼粳的起

源地达到共识,因此籼粳问题仍有待进一步的研究。
在亚洲栽培稻中,籼稻和粳稻的比例接近 1:1。

本研究的结果可以看出,普通野生稻中,线粒体基因

组的偏粳型却很少,之所以出现这样的情况,不仅与

水稻核基因、叶绿体基因组的籼粳型与线粒体基因

组的籼粳型不一致[14] 之外,还可能与粳型 mtDNA
进化突变有关[28,39]。

本研究仅选取了 5 个基因片段约 4． 5 kb,对水

稻线粒体基因的多样性进行了研究,相对于水稻线

粒体基因组庞大的体系来说,说服力度显得小了很

多,但是本研究通过对水稻线粒体基因组基因多样

性的研究,进而对水稻起源和进化进行的探讨仍然

存在一定的说服作用。 水稻线粒体基因组有特有的

性质,因此,要通过水稻线粒体基因组基因的遗传多

样性分布来研究水稻的起源和进化情况,应加大研

究的力度,扩大研究的目标片段,使得研究更加地精

确,说服性也更加地有力。
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