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野生稻是水稻的原始祖先ꎬ蕴藏着十分丰富的

优良基因[１]ꎬ研究和利用价值巨大ꎮ 近年来ꎬ许多

研究者一直致力于挖掘和利用野生稻中的优良基

因ꎬ并利用分子标记、转基因和测序技术对野生稻中

的优异基因进行了深入挖掘ꎬ取得了较好的成果ꎬ如
在已鉴定的 ３５ 个水稻抗白叶枯病基因中有 ５ 个基

因(Ｘａ２１、Ｘａ２３、Ｘａ２７( ｔ)、Ｘａ２９( ｔ)、ＷＢＢ２)是从野

生稻中获得的[２]ꎻ在已克隆的抗褐飞虱基因中ꎬ
Ｂｐｈ１４ 基因是从药用野生稻中克隆出来的ꎬ该基因

编码的蛋白质能识别害虫入侵信号并激活防御机

制[３] ꎮ 在育种利用上ꎬ科学家们利用远缘杂交结

合胚挽救ꎬ再结合回交、自交手段ꎬ将野生稻中的

优异基因导入栽培稻中ꎬ不断提高栽培水稻的抗

病虫、抗逆、品质和产量ꎮ 比如ꎬ国际水稻所从

１９６９ 年开始利用尼瓦拉野生稻与栽培稻杂交ꎬ将
抗草状矮缩病的基因转入到栽培稻中ꎬ连续育成

抗草状矮缩病的 ＩＲ２８、 ＩＲ２９、 ＩＲ３０、 ＩＲ３２、 ＩＲ３４、
ＩＲ３８、ＩＲ４０ 等系列品种[４] ꎬ将长雄野生稻中含有的

高抗白叶枯病显性基因 Ｘａ２１ 转入到栽培稻中ꎬ获
得了高抗白叶枯病的新品种[５] ꎮ 这些研究对水稻

生产产生了巨大影响ꎮ
中国野生稻在云南分布较广ꎬ云南野生稻具有

许多抗白叶枯病、抗稻瘟病、抗纹枯病、抗稻飞虱、耐
旱、耐寒、高光效、高产潜力大[６] 等优良遗传特性和

基因ꎬ是水稻品种改良的宝贵基因库[７]ꎮ 从 ２０ 世纪

２０ 年代首次在云南发现野生稻开始ꎬ先后有多次的

野生稻资源普查和专项调查ꎬ迄今先后发现并有记

载的云南野生稻的居群计为 １６１ 个ꎬ其中普通野生

稻 ２５ 个、药用野生稻 １４ 个、疣粒野生稻 １２２ 个[８]ꎮ
然而ꎬ这一宝贵的战略性资源目前却面临着快速消

失的危险[９]ꎮ 近些年针对野生稻资源的专项调查

表明随着人类社会经济活动的加剧及资源保护意识

的薄弱ꎬ云南的野生稻和全国的野生稻一样ꎬ其减少

和消失的速度之快ꎬ令人吃惊[１０]ꎬ野生稻遗传资源

的消失和灭绝引起的后果是难以估量的[１１]ꎮ 因此ꎬ
如何安全、有效保护面临濒危的珍稀野生稻遗传资

源是值得探索的ꎬ在探索基础上采取措施保护野生

稻具有重大的现实意义和历史意义ꎮ 近年来ꎬ根据

不同目的、不同野生稻种特点、不同野生稻居群所处

地理生态环境ꎬ我们对开展的云南野生稻原生境和

非原生境保护进行综述ꎬ旨在安全有效地保护云南

野生稻多样性和丰富度ꎮ

１　 云南野生稻资源原生境居群变化情况

世界上目前共有 ２０ 种野生稻种ꎬ其中中国有 ３
种ꎬ即药用野生稻(Ｏｒｙｚａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｗａｌｌ. ｅｘ Ｇ. Ｗａｔｔꎬ
ＣＣ 基因组 ＝ ６３０ Ｍｂ)、普通野生稻(Ｏｒｙｚａ ｒｕｆｉｐｏｇｏｎ
Ｇｒｉｆｆ. ꎬＡ′Ａ′基因组 ＝ ４８０ Ｍｂ)和疣粒野生稻(Ｏｒｙｚａ
ｍｅｙｅｒｉａｎａ ( Ｚｏｌｌ. ＆ Ｍｏｒｉｔｚｉ ) Ｂａｉｌｌ. ꎬ ＧＧ 基因组 ＝
１０３０ Ｍｂ) [１２](图 １)ꎮ

图 １　 云南 ３ 种野生稻

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ

云南是我国 ３ 种野生稻的重要分布区ꎬ生态类

型多ꎮ 但已发现的云南野生稻原生境居群多处于有

人类活动的区域或近缘区域[１３]ꎮ 从云南的实际看ꎬ
２０ 世纪 ８０ 年代以前ꎬ普通野生稻在西双版纳坝子

几乎随处可见ꎬ疣粒野生稻在适宜区荒山林缘成片

生长ꎻ８０ 年代以后ꎬ人类为了区域经济发展ꎬ加大了

区域的开发强度ꎬ最典型的是农田垦殖范围逐渐扩

大ꎬ已发现的云南野生稻日趋濒危ꎬ３ 种云南野生稻

资源原生境居群变化巨大ꎮ
１. １　 云南普通野生稻资源原生境居群变化情况

据记载ꎬ曾在云南 ２ 个州市 ２ 个县共发现普通

野生稻原生境居群 ２５ 个[１４]ꎮ 经核查ꎬ目前已经消

失 ２３ 个ꎬ消失率为 ９２％ ꎮ 目前自然状态下保存的

云南普通野生稻居群为 ２ 个ꎬ其中ꎬ西双版纳州原生

５９４
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境居群的景洪普通野生稻仅存红芒居群ꎬ而景洪普

通野生稻白芒居群和直立型居群已经全部消失ꎮ 仅

在元江县保留有元江普通野生稻原生境居群

(图 ２)ꎮ 该居群由分布于不同水塘的 ４ 个亚居群组

成ꎬ４ 个亚居群中 ３ 个彼此距离较近约在 １００ ｍ 左

右ꎬ另一个距离较远约有 ３００ ｍꎮ 水塘周围植被主

要是紫茎泽兰和热带灌木ꎮ 现存的云南普通野生稻

原生境居群、生态环境和濒危状况统计结果见表 １ꎮ

图 ２　 云南 ３ 种野生稻的原生境居群

Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ ｉｎ ｓｉｔｕ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｐｏｉｎｔｓ

表 １　 云南 ３ 种野生稻居群、生态环境和濒危状况

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎꎬｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｎｄ ａｎｇｅｒｅｄ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

野生稻种类

Ｓｐｅｃｉｅｓ
居群

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
海拔(ｍ)
Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ

居群面积

(ｍ２)Ａｒｅａ

生态环境

Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
濒危状况

Ｅｎｄ ａｎｇｅｒｅｄ ｓｔａｔｕｓ

普通野生稻 Ｏ. ｒｕｆｉｐｏｇｏｎ 元江县 ７８０ ６６ 朝阳水塘ꎬ周边紫茎

泽兰和热带灌木

中度破坏ꎬ仅存 ４ 个亚群

景洪市 ６５０ ２００ 沼泽地 严重破坏ꎬ仅存十几丛

景洪市 ５５０ １５０ 沼泽地 严重破坏ꎬ仅存十几丛

药用野生稻 Ｏ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ 耿马县景洪市

西双版纳

５５０
６５０
８００

３０
５００
１００

热带灌木林

沼泽地

水塘

严重破坏ꎬ仅存十几丛

破坏重ꎬ仅存约 ５０ 丛

严重破坏ꎬ仅存十几丛

疣粒野生稻 Ｏ. ｍｅｙｅｒｉａｎ 景洪市 ６３０ １０００ 橡胶林下 中度破坏ꎬ约有 ５０ 多丛

景洪市 ６４０ １５００ 橡胶林下 中度破坏

景洪市 ５８０ ３００ 橡胶林下 严重破坏

双江县 ８００ １０００ 阔叶灌木林 植被严重破坏

耿马县 ６２０ １２００ 杂草 轻微破坏

耿马县 ６００ ２００ 铁刀木林 严重破坏

耿马县 ７００ ５００ 竹林 将要灭绝

耿马县 ６００ ３０００ 铁刀木林 中度破坏

耿马县 ５４０ １５０ 竹林 严重破坏

沧源县 ７００ ２００ 竹林 中度破坏

镇康县 ３００ ９００ 阔叶灌木林 灌木已被砍伐

永德县 １０００ １００ 阔叶杂树林 灭绝边缘

镇康县 ６５０ ２００ 竹林 严重破坏

盈江县 ４２０ ５０ 竹林灌木 尚未受到干扰

盈江县 ５５０ ３０ 竹林灌木 中度破坏

盈江县 １０１０ ６０ 竹林灌木 轻微破坏

龙陵县 ５７０ ５０ 灌木 严重破坏

龙陵县 ６２０ １００ 竹林灌木 中度破坏

思茅市 ７８０ ３０００００ 竹林灌木 尚未受到干扰

思茅市 ７００ ２５０００ 竹林 轻微干扰

思茅市 ５８０ ３０ 橡胶林下 濒危

思茅市 ６６０ ５０ 橡胶林下 严重破坏

思茅竹市 ６００ １０００ 橡胶林下 严重破坏

６９４



　 ３ 期 肖素勤等:云南野生稻资源及其保护

表 １(续)

野生稻种类

Ｓｐｅｃｉｅｓ
居群

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
海拔(ｍ)
Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ

居群面积

(ｍ２)Ａｒｅａ

生态环境

Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
濒危状况

Ｅｎｄ ａｎｇｅｒｅｄ ｓｔａｔｕｓ

思茅市 ６５０ １００ 橡胶林下 濒危

澜沧县 ５５０ ８０００ 香蕉林下 严重破坏

澜沧县 ６００ ２０ 杂草竹林 濒危

澜沧县 ７００ １００ 竹林 濒危

澜沧县 ７５０ ５０ 竹林 濒危

澜沧县 ７１０ ５０ 灌木林 濒危

墨江县 １０００ ５００ 灌木林 轻微破坏

江城县 １１００ ３００ 灌木林 轻微破坏

澜沧县 ７００ ５０ 竹林 严重破坏

思茅市 ７８０ ６０ 灌木林 轻微破坏

绿春县 ６３０ ８０ 灌木林 中度破坏

思茅市 ７８０ ５０００ 竹林灌木 轻微破坏

墨江县 ８００ １００ 灌木林 严重破坏

墨江县 ９００ ３０ 灌木林 濒危

１. ２　 云南药用野生稻资源原生境居群变化情况

据记载ꎬ曾在云南 ３ 个州市 ５ 个县共发现药用

野生稻原生境居群 １４ 个ꎮ 经核查ꎬ目前已消失 １１
个ꎬ消失率近 ７８. ５％ ꎮ 仅存的 ３ 个药用野生稻原生

境居群分别位于临沧市和西双版纳州(图 ２)ꎬ现存

的云南药用野生稻原生境居群、生态环境和濒危状

况统计结果见表 １ꎮ
１. ３　 云南疣粒野生稻资源原生境居群变化情况

疣粒野生稻是云南 ３ 种野生稻中分布最为广泛

的野生稻ꎮ 据调查和统计ꎬ曾在 ７ 个州市 １９ 个县境

内发现过 １２２ 个居群ꎮ 经核查ꎬ已消失 ８５ 个ꎬ消失率

近 ７０％ꎮ 目前尚在 ５ 个州市 １４ 个县保留有 ３７ 个原

生境居群(图 ３)ꎮ 但大多数居群(２９ 个居群)原生境

受到不同程度的破坏ꎬ仅有 ８ 个居群因地理分布远离

村庄而得以较完整地保存ꎮ 现存的云南疣粒野生稻

原生境居群、生态环境和濒危状况统计结果见表 １ꎮ
由上述统计数据可知ꎬ近 ３０ 年ꎬ已发现的云南 ３

种野生稻原生境居群消失率已高达 ７０％ ~９２％ꎬ处于

极度濒危状态ꎮ 尤其是在稻作演化中占有重要地位的

景洪普通野生稻ꎬ其消失程度尤其严重ꎮ 因此ꎬ加强野

生稻遗传资源保护ꎬ尤其是人类频繁活动区域的近缘野

生稻资源保护ꎬ是一个十分迫切和必须认真对待的问题ꎮ

２　 云南野生稻资源保护研究

为了加强新时期云南野生稻资源多样性和丰富

度的保护ꎬ多年来ꎬ我们对云南野生稻资源开展了原

生境保护(物理隔离方式和主流化方式)及非原生

境保护(种质库、种质圃和 ＤＮＡ 库)的研究ꎬ现分述

于下ꎮ

Ａ:曾经发现记录的居群数量(１９７０ － ２０１０ 年)ꎻＢ:已经消失的

居群数量(３０ 年内)ꎻＣ:现存的居群数量ꎻ

Ｄ:目前自然分布但其生态环境受到破坏的居群数量ꎻ

Ｅ:目前自然分布其生态环境未受到影响的居群数量

Ａ:Ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｒｅｃｏｒｄｅｄ (１９７０￣２０１０ｓ)ꎬＢ:Ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

ｈａｖｅ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ (ｉｎ ３０ ｙｅａｒｓ)ꎬＣ:Ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎬ

Ｄ:Ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｈａｓ ａｌｒｅａｄｙ ｂｅｅｎ ｄｅｓｔｒｏｙｅｄꎬＥ:Ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ

ｎａｔｕｒａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｉｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔｅｄ

图 ３　 云南疣粒野生稻居群数量过去 ３０ 年的变化情况

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ Ｏ. ｍｅｙｅｒｉａｎａ (Ｚｏｌｌ. ＆ Ｍｏｒｉｔｚｉ Ｂａｉｌｌ. )
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｓｔ ３０ ｙｅａｒｓ

２. １　 云南野生稻原生境保护

原生境保护( ｉｎ￣ ｓｉｔｕ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ) (物理隔离方

式和主流化方式)是野生生物资源保护最基本ꎬ也
是最佳的保护方式之一[１５]ꎮ 在云南野生稻原生环

境不断遭到人为干扰和破坏的条件下ꎬ积极探索原

生境保护的可能方式意义重大ꎮ
２. １. １　 物理隔离方式建立的原生境保护区　 在对

云南野生稻资源现状进行详细调研的基础上ꎬ根据

３ 种野生稻的濒危状况、生态环境、居群遗传多样性

分布等特点ꎬ在农业部“云南野生稻种质资源原生

７９４
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境保护区建设”项目支持下ꎬ我们与当地政府和农

业科技部门合作ꎬ在云南 ４ 个县(乡)等地分别建立

了 ７ 个普通野生稻、药用野生稻和疣粒野生稻自然

居群原生境保护区ꎮ 其中ꎬ普通野生稻原生境保护

区 １ 个、药用野生稻原生境保护区 ２ 个、疣粒野生稻

原生境保护区 ４ 个ꎮ 保护区由核心区和缓冲区构

成ꎮ 核心区面积根据原居群大小ꎬ从 １０ 亩到 １００ 亩

不等ꎮ 核心区与外界采用物理隔离法隔离ꎬ即在核

心区划定范围边缘ꎬ用铁丝网围栏加植物围栏(带
刺植物ꎬ如蔷薇、剑麻等)隔离ꎮ 这样既可以达到防

止外人或动物进入的目的ꎬ又可以尽量在其自然状

态下对其进行保护ꎮ 同时ꎬ也克服了单纯铁丝网围

栏因使用年限过久需要不断更新的问题ꎮ 核心区内

禁止一切耕种、放牧等农事活动ꎬ禁止任何建设项

目ꎬ以保障野生稻在不受任何干扰情况下生长繁衍ꎬ
逐渐恢复野生稻种群数量ꎮ 核心区外围ꎬ设立缓冲

区ꎮ 缓冲区内ꎬ不得种植野生稻的近缘植物ꎻ所进行

的人为活动应当不影响野生稻周边微生态条件ꎮ 根

据建设后续的一些跟踪调查发现ꎬ原生境保护区的

建立使区内野生稻居群数量得到一定程度的恢复和

增加ꎬ达到了在特殊条件下保护重要野生稻居群的

目的ꎮ 这种保护方式的不足在于ꎬ第一ꎬ截断了野生

稻与农业生产协同进化的途径ꎻ第二ꎬ需要持续投入

一定经费用于地方上请工对保护区进行必要的除杂

草和灌溉ꎮ 这种方式适用于特别重要的野生稻代表

居群的保护ꎮ
２. １. ２　 主流化保护方式　 主流化保护ꎬ即由全球环

境基金和联合国开发计划署资助ꎬ在中国开展了

“作物野生近缘植物保护与可持续利用(ＣＷＲＣ)”
项目ꎬ采取与当地农业生产发展相结合的保护方式

对野生稻资源进行保护ꎮ 到目前为止ꎬ云南已将主

流化保护方式应用于西双版纳傣族自治州景洪市和

勐海县的 ２ 个药用野生稻和 １ 个疣粒野生稻的原生

境所在村庄ꎮ 主流化保护区建设主要包括政策激励

机制建设、生计替代激励机制建设、资金激励机制建

设等 ３ 个方面共 ９ 项内容ꎮ 野生稻保护纳入«村规

民约»激励机制建设内容ꎮ 通过科普教育提高了当

地农民的野生稻保护意识ꎬ人蓄不干扰破坏野生稻

及其自然生长环境ꎬ使野生稻在自然状态下得到繁

衍ꎮ 在主流化保护方式中ꎬ还建立了野生稻资源监

测预警系统ꎬ该系统建设以县级农业环境保护监测

站为基础ꎬ管理人员使用该系统查看、采集保护点监

测信息、预警信息ꎬ并录入上报ꎬ以便及时撑握已建

立的保护点野生稻变化情况ꎮ ＣＷＲＣ 项目在云南

实施取得的成果ꎬ对建立农业近缘野生资源保护

区ꎬ消除野生稻资源保护威胁因素ꎬ推进地方农业

野生稻资源保护政策法规的建立发挥了积极作

用ꎬ对野生稻保护也较为有效ꎮ 应该说ꎬ这种保护

方式尽管投资大、操作相对复杂ꎬ但其避免了资源

的碎片化ꎬ是作物珍稀野生近缘植物保护的最理

想方式之一ꎮ
２. ２　 云南野生稻非原生境保护

非原生境保护ꎬ也叫异地保护( ｅｘ￣ ｓｉｔｕ ｃｏｎｓｅｒｖａ￣
ｔｉｏｎ)是原生境保护的重要补充ꎬ具有保护效率高、
成本低等特点ꎮ
２. ２. １　 云南野生稻种质圃、种质库的保护　 鉴于野

生稻有性繁殖和无性繁殖并存ꎬ异地种子萌发率极

低的特性ꎬ为有效保护处于濒危状态的云南野生稻

物种ꎬ我们选择在曾发现同时分布有 ３ 种野生稻的

西双版纳州景洪市建立云南野生稻种质圃(周围数

公里内无水稻种植)ꎬ并从各个云南主要野生稻资

源居群采集了野生稻植株移栽到该种质圃进行集中

保存ꎮ 该基地保存的普通野生稻有元江普通野生

稻、景洪普通野生稻(红芒型、白芒型、直立型)ꎻ保
存的药用野生稻有耿马居群、孟定遮甸居群和宽叶

居群ꎻ除此之外ꎬ还有疣粒野生稻ꎬ小粒野生稻(来
自 ＩＲＲＩ)ꎬ长雄野生稻(来自非洲)ꎬ东乡普通野生稻

(来自江西东乡)等共计 ６ 种野生稻ꎬ２０ 多个居群ꎮ
野生稻种植面积达 ４ 亩(图 ４Ａ)ꎮ 同时ꎬ在昆明建立

了 ２００ ｍ２温室ꎬ作为室内保存圃(图 ４Ｂ)ꎬ保存重要

的野生稻复份材料ꎬ以便研究取材之用ꎮ 除此之外ꎬ
在野生稻成熟期ꎬ我们还收集了 ６ 种野生稻的种子ꎬ
保存于云南省农业科学院生物技术与种质资源研究

所农作物生物资源保存与研究中心的种质库中ꎮ

Ａ:景哈基地野生稻种质圃ꎻ　 Ｂ:昆明温室野生稻种质圃

Ａ:Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｉｎ Ｊｉｎｇｈａꎬ
Ｂ:Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｉｎ Ｋｕｎｍｉｎｇ

图 ４　 云南野生稻资源种质圃

Ｆｉｇ. ４　 Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ

２. ２. ２　 云南野生稻资源细胞库的保护　 由于植物

细胞的全能性ꎬ理论上采取保存细胞和组织的方式

可保护植物遗传种质ꎮ 若采用细胞水平保存野生稻
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遗传种质ꎬ就必须建立完整的细胞和组织培养再生

体系ꎬ至少包括:愈伤组织诱导、继代培养、分化再生

和低温保存ꎮ 此类研究ꎬ国内外都进行过有益的探

索ꎬ但以云南野生稻为研究材料的相关报道并不多

见ꎮ 几年来ꎬ我们结合相关研究进行过一些云南野

生稻资源细胞库保护有益的尝试ꎬ现归纳总结于下ꎮ
２. ２. ２. １　 云南野生稻愈伤组织诱导　 研究以云南

元江普通野生稻、景洪普通野生稻、疣粒野生稻和药

用野生稻为材料ꎬ先后进行了花药培养、茎叶培养、成
熟胚(种子)培养诱导愈伤组织的实验[１６]ꎮ 结果发

现:(１)云南 ３ 种野生稻愈伤组织诱导(脱分化)的难

易程度在本实验条件下(以下类同)为:疣粒野生

稻﹥普通野生稻﹥药用野生稻ꎮ (２)外植体取材以

成熟胚表现最佳ꎮ 具体表现在:在诱导培养基上ꎬ伴
随着种子发芽ꎬ成熟胚的种胚部位很快能长出愈伤组

织ꎬ待其长到２ ~３ ｍｍ 时即可转入继代培养ꎮ 其次为

茎叶ꎮ 花药培养仅景洪普通野生稻诱导出少量愈伤ꎮ
部分实验结果见表 ２、表 ３、表 ４ꎮ 此外ꎬ相关文献报

道ꎬ以幼穗为外植体可获得较高愈伤诱导率[１７]ꎮ 因

此ꎬ野生稻愈伤组织诱导以幼穗和成熟胚为佳ꎬ外植

体材料(包括种子)新鲜程度对愈伤组织诱导影响极

大ꎬ就同类外植体而言ꎬ不同的野生稻其愈伤组织诱

导率也存在差异ꎮ 如疣粒野生稻幼茎的诱导率为

２５. ０％ꎬ高于药用野生稻的的 １４. ３％ꎬ而药用野生稻

嫩叶的诱导率为 １８. ８％ꎬ则高于疣粒野生稻的的

１２. ０％ꎮ (３)从愈伤诱导培养基来看ꎬＭＳ 和 Ｎ６ 均能

诱导出愈伤ꎮ 对疣粒野生稻而言ꎬＮ６ 培养基的诱导

率(３３. ３％)略高于 ＭＳ 培养基(２９. １％) [１８]ꎮ 此外ꎬ
激素 ２ꎬ４￣Ｄ ４ ｍｇ / Ｌ 和 ＢＡ ０. ２ ｍｇ / Ｌ 的组合愈伤诱导

率最高ꎬＫＴ 在愈伤诱导中的作用不明显(表 ３) [１９]ꎮ

表 ２　 不同类型云南野生稻花药培养结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔｈｅｒｓ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

野生稻类型

Ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

低温处理

Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

接种花药数

Ａｎｔｈｅｒ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

出愈花药数

Ａｎｔｈｅｒ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｃａｌｌｕｓ

诱导率(％ )
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

生长速度

Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ

景洪普通野生稻

Ｏ. ｒｕｆｉｐｏｇｏｎ Ｇｒｉｆｆ.
５ ℃处理 ５ ｄ １５５ １ ０. ６５ 慢

药用野生稻

Ｏ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｗａｌｌ. ｅｘ Ｇ. Ｗａｔｔ
５ ℃处理 ５ ｄ ４０００ ０ ０ －

疣粒野生稻

Ｏ. ｍｅｙｅｒｉａｎ(Ｚｏｌｌ. ＆ Ｍｏｒｉｔｚｉ)Ｂａｉｌｌ.
５ ℃处理 ５ ｄ ２５０ ０ ０ －

表 ３　 云南野生稻种胚诱导愈伤

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

野生稻类型

Ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ
培养基(ｍｇ / Ｌ)

Ｍｅｄｉｕｍ

接种数

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒｓ

出愈数

Ｃａｌｌｕｓ ｎｕｍｂｅｒｓ

褐化愈数

Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ
ｃａｌｌｕｓ ｂｒｏｗｎｉｎｇ

生长速度

Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ
出愈率(％ )
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

疣粒野生稻

Ｏ. ｍｅｙｅｒｉａｎ(Ｚｏｌｌ. ＆ Ｍｏｒｉｔｚｉ)
Ｂａｉｌｌ.

ＭＳ ＋ ２ꎬ４ － Ｄ２. ５ ＋ ＢＡ０. ２ ５５ １６ ３ 快 ２９. １

Ｎ６ ＋ ２ꎬ４Ｄ２. ５ ＋ ＢＡ０. ２ ６０ ２０ ０ 快 ３３. ３

药用野生稻

Ｏ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｗａｌｌ. ｅｘ Ｇ.Ｗａｔｔ
ＭＳ ＋ ２ꎬ４ － Ｄ２ ＋ ＫＴ１ ５０ ９ ６ 极慢 １８. ０
Ｎ６ ＋ ２ꎬ４ － Ｄ３ ＋ ＫＴ１ ５０ １６ ４ 极慢 ３２. ０

ＭＳ ＋ ２ꎬ４ － Ｄ４ ＋ ＢＡ０. ２ ５１ １８ ８ 极慢 ３５. ２

Ｎ６ ＋ ２ꎬ４ － Ｄ４ ＋ ＫＴ１ ５６ １３ ８ 极慢 ２３. ２

表 ４　 云南野生稻幼茎及嫩叶培养

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｙｏｕｎｇ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

野生稻类型

Ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ
外植体

Ｅｘｐｌａｎｔ
接种数

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ
出愈数

Ｃａｌｌｕｓ ｎｕｍｂｅｒｓ
出愈率(％ )
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

生长速度

Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ
胶状物

Ｊｅｌｌｙ
疣粒野生稻 Ｏ. ｍｅｙｅｒｉａｎ 幼茎 １０ ４ ２５. ０ 快 有

(Ｚｏｌｌ. ＆ Ｍｏｒｉｔｚｉ)Ｂａｉｌｌ. 嫩叶 ２５ ３ １２. ０ 快 有

药用野生稻 Ｏ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ 幼茎 １４ ２ １４. ３ 慢 极少

Ｗａｌｌ. ｅｘ Ｇ. Ｗａｔｔ 嫩叶 １６ ３ １８. ８ 慢 极少

９９４
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２. ２. ２. ２　 云南野生稻愈伤组织继代培养与再生　
研究表明:(１)在传统培养条件下ꎬ不同野生稻愈伤组

织继代培养与再生的难度差异极大ꎮ 疣粒野生稻表

现最好ꎬ其次为普通野生稻ꎬ药用野生稻表现最差ꎮ
疣粒野生稻愈伤组织继代培养中ꎬ能较好地保持愈伤

细胞的胚性ꎬ继代培养 １０ 个月后ꎬ仍能保持较高的

分化再生能力ꎮ 普通野生稻愈伤组织继代培养 ５ 个

月内能保持较高的分化再生能力ꎬ此后随继代培养

时间延长ꎬ再生能力逐步下降ꎮ 继代培养 ８ 个月后ꎬ
愈伤组织虽仍能继代生长ꎬ但已难分化成绿苗ꎮ 药

用野生稻愈伤组织继代培养生长速度极慢ꎬ褐变严

重ꎬ至今仍未找到较好的继代方法ꎬ自然也无从开展

分化再生研究ꎮ (２)疣粒野生稻和普通野生稻愈伤

组织在液体和固体培养基上均能正常继代生长ꎬ但
在液体培养基中悬浮培养生长更快ꎬ继代周期要求

更短ꎬ通常每周需继代 １ 次ꎬ比固体培养继代周期缩

短 ２ 周[２０]ꎮ 一般认为ꎬ愈伤组织继代生长中的次生

代谢物质积累会抑制其进一步生长ꎬ导致褐变ꎮ 因

此ꎬ两种继代方式可用于不同的实验目的ꎮ (３)从

继代培养基来看ꎬ使用 ＭＳ 培养基继代时愈伤颜色

较深且会逐渐褐变ꎬ而使用 Ｎ６ 培养基继代ꎬ愈伤生

长良好ꎬ呈淡米黄色ꎬ细胞排列紧密ꎬ呈现较好的胚

性愈伤组织状态(表 ３)ꎮ 这表明 Ｎ６ 对愈伤组织褐

变现象的抑制效果好于 ＭＳꎮ (４)一般认为愈伤组

织的生长状态是其分化再生的基础ꎬ生长较快的愈

伤组织更容易再生成苗ꎮ 云南普通野生稻和疣粒野

生稻愈伤组织诱导分化再生情况见表 ５ꎮ 分化培养

基中的激素配比和浓度ꎬ对野生稻愈伤组织分化再

生影响极大ꎮ 在一定范围内 ＢＡ 浓度增加ꎬ分化再

生率会有所提高ꎮ

表 ５　 云南两种野生稻愈伤组织诱导分化情况

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｃａｌｌｕｓ ｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｙｕｎｎａｎ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ

野生稻类型

Ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ
外植体

Ｅｘｐｌａｎｔ
培养基(ｍｇ / Ｌ)

Ｍｅｄｉｕｍ
分化率(％ )

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
分化苗数

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ

元江普通野生稻

Ｏ. ｒｕｆｉｐｏｇｏｎ Ｇｒｉｆｆ.
种子 Ｎ６ ＋ ＢＡ３ １１ ８９

Ｎ６ ＋ ＢＡ０. １ ＋ ＮＡＡ０. ０１ ９ ９３

疣粒野生稻

Ｏ. ｍｅｙｅｒｉａｎ(Ｚｏｌｌ. ＆ Ｍｏｒｉｔｚｉ)Ｂａｉｌｌ.
种子 ＭＳ ＋ ＫＴ２ ＋ ＢＡ０. ５ ＋ ＮＡＡ０. ５ １００ １３０

Ｎ６ ＋ ＫＴ２ ＋ ＢＡ０. ５ ＋ ＮＡＡ０. ５ １００ １７０

此外ꎬ来自不同植株的同类外植体 (包括种

子)ꎬ其愈伤组织的生长速度均可能各不相同ꎬ不应

作为同一株系混合培养ꎬ这也反映了野生稻种质的

遗传多样性ꎮ
２. ２. ２. ３　 云南野生稻愈伤组织低温保存与再生　
将早期继代培养生长良好的疣粒野生稻和普通野生

稻愈伤组织ꎬ加入防冻剂(ＰＥＧ１０％ ＋ 葡萄糖 ８％ ＋
ＤＭＳ％)后ꎬ直接放入 － ７０ ℃冰箱中保存ꎬ或液氮速

冻后放入 －７０ ℃冰箱中保存ꎮ 保存 ２ 个月、３ 个月和

６ 个月的愈伤组织ꎬ分别取出经化冻与洗涤(用 ＭＳ ＋
３％蔗糖溶液洗涤 ３ 次)后ꎬ再放至继代培养基中进行

恢复生长培养ꎬ两种愈伤组织均能快速恢复生长繁

殖ꎮ 转入分化培养基后ꎬ普通野生稻愈伤组织能正常

再生成苗ꎬ疣粒野生稻愈伤组织表现不够稳定ꎮ
总之ꎬ普通野生稻和疣粒野生稻遗传物质可以

通过建立细胞库进行保护ꎬ理论上讲ꎬ在有液体冷冻

保护剂 ＋低温保护下ꎬ愈伤组织细胞可以保存 １ ~ ２
年ꎬ然后再取出进行活化培养后ꎬ再保存细胞ꎮ 但是

就目前掌握的方法ꎬ还不能用建立细胞库的方法对

药用野生稻遗传物质进行保护ꎮ

２. ２. ３　 云南野生稻遗传物质 ＤＮＡ 库的保护

２. ２. ３. １　 云南野生稻 ＢＡＣ 文库的构建　 首先制备

克隆材料ꎬ即以野生稻幼嫩叶片或愈伤组织为材料ꎬ
有效提取野生稻核基因组大片段 ＤＮＡꎻ将提取的野

生稻核基因组 Ｍｂ 级大片段 ＤＮＡ 包埋在低熔点琼

脂糖制备的 ｐｌｕｇ 中进行脉冲电泳检测(图 ５)ꎻ用预

先筛选确定的浓度和时间进行 ＥｃｏＲⅠ限制性酶部

分酶切、脉冲电泳、切胶检测ꎻ收集 １００ ~ ４００ ｋｂ 之

间的胶条ꎬ电透析制备适合连接的 ＤＮＡ 大片段

(图 ６)ꎬ并用 λＤＮＡ 标准样品比对测定其浓度ꎮ 其

次是连接转化克隆材料ꎬ即将所获得的大片段

ＤＮＡꎬ根据预先优化的连接转化条件ꎬ与 ＢＡＣ 载体

(ｐＣＣ１ＢＡＣＴＭ Ｖｅｃｔｏｒ)连接ꎬ电激法转化到大肠杆菌

(ＥＰ１３００ 感受态细胞)受体中ꎬ涂布到 １５ ｃｍ 培养皿

中 ＬＢ 固体培养基上进行培养ꎻ检测转化质量ꎬ白色

重组克隆(含有野生稻 ＤＮＡ 插入片段的克隆)的数

量应大于 ９５％ (ＢＡＣ 文库构建转化标准)ꎻ检测克隆

质量ꎬ用限制性内切酶 ＮｏｔⅠ随机检测转化所获克

隆子ꎬ每个克隆子均应含有大于 ５０ ｋｂ 的插入片段

(图 ７)ꎮ 再者是构建文库ꎬ即将所获克隆分别收集于

００５
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３８４ 孔板中ꎬ保存液为 ＬＢ 液体培养基加冰冻保护剂ꎬ
在 －７０ ℃低温冰箱保存(１ ~２ 年复制拷贝 １ 次)ꎮ 最

后是文库质量检验ꎬ即用限制性内切酶 ＮｏｔⅠ随机检

测文库 ６０ ~２００ 个克隆子ꎬ确定插入片段大小分布范

围和平均长度ꎬ据此计算所建文库的容量和基因组覆

盖率ꎮ 同时ꎬ检验其稳定度ꎮ 从每个文库随机挑取 ３
个克隆ꎬ连续继代培养 １００ 代后ꎬ用限制酶 ＮｏｔⅠ酶切

分析插入片段ꎬ发现所插入的 ＤＮＡ 片段均未丢失ꎬ而
且大小一样(图 ８、图 ９)ꎬ表明所建云南野生稻 ＢＡＣ
文库非常稳定ꎬ在理论上能够长久保存ꎮ

图 ５　 野生稻核基因组 Ｍｂ 级大片段 ＤＮＡ
Ｆｉｇ. ５　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｅｇａ ｂａｓｅ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

１ꎬ２ꎬ３:１０ ｎｇꎬ２０ ｎｇꎬ５０ ｎｇ λＤＮＡꎻ４ꎬ５ꎬ６ꎬ
７:制备的浓度和大小不同的 ＤＮＡ 大片段

１ꎬ２ꎬ３:１０ ｎｇꎬ２０ ｎｇ ａｎｄ ５０ ｎｇ λＤＮＡꎬ４ꎬ５ꎬ６ꎬ
７:Ｔｈｅ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｚｅ

图 ６　 电透析制备的 ＤＮＡ 大片段检测

Ｆｉｇ. ６　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｂｙ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ ｄｉａｌｙｓｉｓ

图 ７　 云南疣粒野生稻ＢＡＣ文库ＤＮＡ插入片段大小检测

Ｆｉｇ. ７　 Ｔｈｅ ＢＡＣ ｌｉｂｒａｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ＤＮＡ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｏ. ｍｅｙｅｒｉａｎａ(Ｚｏｌｌ. ＆ Ｍｏｒｉｔｚｉ)Ｂａｉｌｌ.

图 ８　 云南药用野生稻 ＢＡＣ 文库 ＤＮＡ 插入片段大小检测统计图(８０ 个克隆)
Ｆｉｇ. ８　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ ＤＮＡ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｏ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌ Ｗａｌｌ. ｅｘ Ｇ. Ｗａｔｔ ＢＡＣ ｌｉｂｒａｒｙ (８０ ｃｌｏｎｅｓ)

据此ꎬ我们建立了云南 ３ 种野生稻 ＢＡＣ 文库ꎮ
文库构建插入转化率大于 ９９％ (载体自连率少于

１％ )ꎻ插入片段分布范围在 ５０ ~ ２００ ｋｂ 之间ꎬ平均

插入长度约为 ８０ ｋｂꎻ每种野生稻 ＢＡＣ 文库约含 ２. ５
万 ~ ３ 万个克隆ꎬ容量约为各野生稻基因组的 ４ ~ ５
倍(图 ５、图 ９)ꎮ
２. ２. ３. ２　 云南野生稻部分重要功能基因 ｃＤＮＡ 文

库保存 　 ｃＤＮＡ( ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ) 文库是一类

ｍＲＮＡ 反转录 ＤＮＡ 文库ꎬ其遗传信息主要是表达

(编码)基因或功能基因(无内含子)ꎮ 由于其源自

ｍＲＮＡꎬ因此ꎬ具有细胞、组织和生长过程(条件)的
特异性ꎮ ｃＤＮＡ 文库的建立ꎬ可用于特异表达基因

(功能基因)发掘与分析ꎬ同时也可将其遗传信息部

分或全部保存于文库中ꎬ对于资源保存也是有帮

助的ꎮ
结合相关研究ꎬ我们先后建立了元江普通野生

稻生长旺盛期(６ ~ ７ 叶期)叶片ꎻ元江普通野生稻重

金属处理诱导ꎻ疣粒野生稻、药用野生稻白叶枯病菌

１０５



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １８ 卷

１:第 １ 代菌株ꎻ　 ２:第 １００ 代菌株
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图 ９　 云南野生稻 ＢＡＣ 文库的稳定性检测

Ｆｉｇ. ９　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＡＣ ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ
Ｙｕｎｎａｎ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

和稻瘟病菌诱导等 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 文库滴度达 １００ 万

ｐｆｕ / ｍＬ 以上ꎬ插入片段分布在 ４００ ~ ５０００ ｂｐ 之间ꎮ
在筛选分离相关基因的同时ꎬ保存了大量野生稻特

异表达基因遗传信息[２１]ꎮ
２. ２. ３. ３　 云南野生稻基因组 ＤＮＡ 直接保存 　 多

次考察表明ꎬ云南野生稻不同居群的表型和遗传

性状差异较大ꎬ居群间遗传多样性水平较高ꎬ每个

居群各有一些特殊的性状和遗传变异ꎮ 为了在分

子水平上尽可能多的保存野生稻遗传多样性ꎬ我
们筛选收集了部分地理分布间隔较远ꎬ表型差异

较大ꎬ且又处于濒危状态的不同野生稻居群材料

４８ 份ꎬ分别提取其基因组大片段 ＤＮＡꎬ直接于

－ ２０ ℃中期保存和 － ７０ ℃长期保存ꎬ建立了云南

野生稻总 ＤＮＡ 保存库ꎮ 所保存的野生稻基因组

ＤＮＡ 可以用于构建 ＤＮＡ 文库、分离克隆基因和

ＤＮＡ 分子标记等研究ꎮ

３　 结论

通过对云南野生稻资源开展了原生境保护(物
理隔离方式和主流化方式)及非原生境保护(种质

圃、种质库、细胞库和 ＤＡＮ 库)等保护技术的研究ꎬ
不仅明确了各种保护方法的优缺点和使用性ꎬ而且

还安全有效的保护了云南野生稻资源的多样性和丰

富度ꎮ 所保护的云南野生稻基因源的利用不但可以

推动稻种科学研究ꎬ而且可为水稻品种改良和良种

选育源源不断地提供特异基因源ꎬ为水稻育种带来

革命性的突破提供了物质基础ꎮ 本文信息量大ꎬ综
述了探索出的用于野生稻的多种保存保护资源方

法ꎬ为其他作物近缘野生种的保存保护提供了重要
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