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携带空心莲子草DNA片段的水稻导人
系耐旱生理评价

凌英华1，赵芳明1，杨正林1，张海军1，桑贤春1，杨前进2，何光华1
(1西南大学水稻研究所／农业部两南作物遗传改良与育种重点开放实验室，重庆北碚400715；

2安徽省农科院绿色食品工程研究所，合肥230031)

摘要：以8个导入了空心莲子草DNA的水稻导入系和2个对照品种(原受体6527和巴西陆稻)为材料，采用裂区试验设

计，在干旱胁迫条件下测定其剑叶的超氧化物歧化酶、丙二醛、电导率、脯氨酸、叶绿素a、叶绿素b和总叶绿素含量等生理指

标，并进行主成分分析和逐步回归分析。结果表明。导入系H8的产量、综合评价值和耐旱指数明显大于对照，其耐旱性强。

主成分分析和最优回归方程分析均表明丙二醛、脯氨酸、叶绿素和电导率等对水稻耐旱性有显著影响，可作为水稻耐旱性生

理评价的重要参考指标。
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Abstract：Eight rice introgression lines carried DNA fragments from Alternanthera philoxeroides Griseb and two

CKs，including the receptor 6527(CKl)and a rice cuhivar of IAPAR-9(CK2)with high drought tolerance were

used to analyze the physiological characterization of drought tolerance with a split plot design．Seven physiological

parameters，including the activity of superoxide dismutase，malondialdehyde content，conductivity，proline content，

and content of chlorophyll a，chlorophyll b and total chlorophyll were assayed with the stepwise lineal regression a-

nalysis and the principal component analysis．The results showed that the introgression line H8 possessed a stronger

overall drought—tolerant performance than CKl and CK2．Furthermore，the results also suggested that MDA，proline，

chlorophyll and conductivity could be used as informative indicators in the physical characterization of drought toler-

ance in rice research．

Key words：Introgression line；Drought tolerance；Physiological index；Comprehensive evaluation；Drought

tolerance index

水稻(Oryza sativa L．)是重要的粮食作物，主

要集中在亚洲东部和南部m1，解决了世界上1／3以

上人口的粮食问题浯引。作为一种世界性的重要农

作物，水稻产量的稳定关系到世界粮食产量的发展
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与稳定。影响水稻产量的众多因素中，除生物因素

外，非生物因素也是十分重要的，而干旱是仅次于病

虫害的一种非生物冈素。针对干旱对水稻产肇的影

响，不同学者开展了多方面的研究，包括利用重组近

交系(recombinant inbred lines，RILs)以及高产品种

的杂交分离后代(F。)进行水稻耐旱／抗旱性的筛

选与鉴定。引，水稻生殖乍长期间耐旱／抗旱性的遗

传分析引、遗传基础解析’8|、关键牛化途径的变化

分析一1以及相关的QTL定位。1肌12j。这些结果为研

究水稻在不同发育时期对干旱胁迫的应答以及水稻

耐旱机理提供了有益的参考和指导，然而在水稻的

耐旱性育种实践应用中如何科学而快速地进行评

价，研究较少。

空心莲子草(Alternanthera philoxeroides Griseb)

对极端环境具有极强耐受性。”1，本研究用浸胚法

将其DNA导入水稻常规品种6527中，并以该受体

为背景的8个导入系(introgression lines，ILs)为研究

材料，采用裂区试验设计在水分胁迫条件下进行耐

旱生理特性研究。通过考察各项生理指标，筛选出

与耐旱密切相关的指标，为水稻耐高温品种的选育

及其评价提供参考与依据。

l材料与方法

1．1材料

用DNA溶液浸胚法将窄心莲子草基因组片段

导入常规稻6527，经过23代连续自交，获得了一批

携带空心莲子草DNA片段的水稻导入系。选取覆

盖水稻全基因组的SSR标记对供体(空心莲子草)、

受体(6527)以及所获得的导入系进行分子鉴定后，

选取差异带清晰且带型稳定的8个导入系为研究材

料(图1)，编号分别为Hl、H2、H3、H5、H6、H7、H8

和H9(其中由于H4和H10苗数不足，因此未参与

田问试验)，以原始受体6527(CK。)与巴西陆稻IA·

PAR-9(CK，)作为对照。

图l 10个导入系中导入DNA片段的SSR标记验证

Fig．1 SSR-based molecular proves of the introgressed DNA fragments of 10 introgression lines

D：供体空心莲子草；R：受体水稻6527；Hl—H10：10个不同的导人系；箭头：HI—H10中所导入的空心莲子草的不同DNA片段

D：the donor ofAlternanthera philoxeroides，R：the receptor of rice line 6527，Hl—HIO：the 10 introgression lines，alTOWS：

the DNA segments of Alternanthera philoxeroides that introgressed into the introgression lines

1．2试验设计

试验于西南大学试验基地水泥槽里进行，其

涂层为13cm。旱棚内的水泥槽棚顶用硬有机透明

材料建造。采用裂区设计，主处理为A，分Al(旱

处理)和A2(正常水栽)两个水平，B因素为8个

水稻导入系和2个对照品种，重复3次。每小区栽

5行，每行栽8株。通过分期播种使各导入系和对

照品种的成熟期一致。按各导入系和对照品种的

生育期长短，分3期播种，3月I 8日播受体6527

(CK．)，3月23日播H2、H7、H8、H9、巴西陆稻

(CK：)，3月30日播Hl、H3、H5、H6。分别于4月

21日和5月13日栽秧，水作播于无顶水泥槽，旱

作播于有顶水泥槽。单株栽插，26．4cm×16cm

(行距×株距)。各小区肥力条件一致，水、旱区除

灌水处理外其他栽培措施相同，皆为常规管理。

旱区苗期正常灌水，拔节后，放水旱栽，进行干旱

处理。在成熟期各小区全部收获进行测产，然后

换算为每hm2产量，用于后续的方差分析以及耐

旱指数等参数的计算。

1．3 土壤相对含水量以及生理指标测定

在抽穗期，采集干旱处理下各小区25 cm土层

的土样，用于土壤相对含水量的测定，每小区按照

九宫格布局取9个点采集土样，采样区距水泥槽

壁10cm以外，采用烘f称重法测定各土样的相对

含水量。¨】。在同一发育时期，随机采集各小区

(包括干旱处理与对照)试验材料的3株剑叶，测

定相关生理指标。超氧化物歧化酶(superoxide

dismutase，SOD)活性采用南京建成生物工程研究
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所的SOD试剂盒测定；丙二醛(malondialdehyde，

MDA)含量采用硫代巴比妥酸比色法测定H引；电

导率(conductivity，Con)采用电导率仪DDS一307

型测定¨引；脯氨酸(proline，Pro)含量采用茚三酮

显色法测定’1 71；叶绿素a(Chl a)与叶绿素b(Chl

b)以及总叶绿素(Chl)含量均采用乙醇丙酮混合

液法测定：18 1。

1．4耐旱指数、隶属函数[弘(置)】、综合指标权重

(w，)及综合评价(D，)计算

耐旱指数参照张灿军等。件1方法计算，即耐旱

指㈣肛毒×瓦Yckb
其中，yd、L。．分别为材料与对照(CK)的旱作

产量，y6、匕。。分别为材料与CK的水作产量。

隶属函数p(石，)、综合指标权重Wi及综合评价

D，参照王贺正㈣1方法计算。

隶属函数g(xr)：p(石，)=二L二!L _『=1，

2，3，⋯，n

其中石，表示主成分分析中第，个综合指标，髫。；。

表示第_『个综合指标的最小值，戈⋯表示第，个综合

指标的最大值。

综合指标权重wJ：％=_{L ．『=1，2，3，
乙pi

⋯．n

式中埘i表示主成分分析中第．『个综合指标在所

有综合指标中的重要程度，Pj为各导入系第J个综

表1各导入系及对照试验小区抽穗期土壤含水量

合指标的贡献率。

综合评价Dr：Dr=∑[肛(‘)。叶] J=1，2，
J 21

3，⋯，n

式中D．值为各导入系在干旱条件下用综合指

标评价所得的耐旱性综合评价值。

预测值(value of prediction，VP)通过逐步回归

分析建立最优同归方程后，将各材料相应的测定数

据代人方程所得值，该值可辅助检测所建方程的准

确性。

1．5数据统计分析

各研究材料之间在不同牛理指标上的差异采用

方差分析，根据各生理指标的测定值，进一步计算指

标之间的相关系数。采用主成分分析评价各生理指

标对导入系耐旱性的贡献率，并利用逐步回归法建

立综合耐旱指数与7个测定的生理指标之间的最优

回归方程。所有的数据分析均应用DPS V3．01统

计软件进行。

2结果与分析

2．1 导入系与CK试验田抽穗期土壤含水量

在抽穗期，重复3次测定8个导入系及2个对

照(CK，与CK：)在干旱处理下各小区25cm土层的

土壤相对含水量(表1)，并对其进行F测验。结果

表明，各小区之间的土壤含水量差异不显著(F=

0．962，P=0．5005)，说明本试验各材料的干旱处

理均是在比较均匀一致的土壤水分条件下进

行的。

Table 1 Soil moisture of each experimental block for ILs and CKs at beading stage (％)

含水量Moisture 5．37±2．03 7．72±1．13 7．89土3．43 8．65 4-0．28 8．04 4-0．71 7．94 4-1．38 7．71±2．09 7．72 4-1．32 5．80±2．72 7．80 4-1．44

差异显著性检验 F=0．962，P=0．5005

土壤含水量以平均值4-标准差表不；Mean-t-s

2．2导入系与CK在7个生理指标上的方差分析

方差分析结果显示，区组问除Chl b和Chl外，

各生理性状无显著差异；除Chl b含鼍差异不显著

外，8个导入系与2个CK在SOD等6个生理指标

及其产量上的差异均达到显著或极显著水平；在水

旱处理之间，所有研究材料的7个生理指标之间均

达显著或极显著差异，表明干旱胁迫对水稻生理有

真实影响(表2)。

2．3导入系与CK各生理指标的旱／水相对值及耐

旱指数

耐旱指数是从产量上综合反映研究材料耐旱特

性的指标，而各项生理指标的旱／水相对值均能在生

理上反映耐旱性。对抽穗期的8个导人系与2个

CK的7个生理指标的旱／水相对值及分别以原受体

6527和巴西陆稻为对照的耐旱指数DII和D12进

行了耐旱性分析(表3)，结果表明：当以6527为对
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照时，巴西陆稻的DI为1．48，对干旱表现为高抗；

而当以巴西陆稻为对照时，6527的DI仅为0．67，对

干旱表现为弱抗性。这一结果表明巴两陆稻比

6527具有更强的耐旱性。尽管6527与巴西陆稻的

耐旱性之间存在差异，但基于这2个CK所计算的

DI在各导入系之间的变化趋势完全一致(表3)。

从表3可以看出，各导入系的DII和D12变化

趋势一致，因而用D11和D12均可反映各品系的相

对耐旱性。此外在干旱处理条件下，除剑叶的丙二

醛、电导率、脯氨酸含量增加外(相对值大于1)，其

余各指标均下降(相对值小于1)，可明显看出，各导

入系与对照相比，下降或增加的幅度有很大差异。

表4各生理指标及产量之间的相关分析

虽然DI的分析结果显示巴两陆稻的耐旱性高

于6527，但这2个CK在所测定的各生理指标上的

变化基本是一致的(表3)，且D11的值比D12相对

较大，因此，在进行相关分析以及后续的主成分等分

析过程中，均以受体亲本6527(CK，)为对照进行。

相关分析结果显示，Pro、Chl a以及Chl与DII

之间呈显著或极显著正相关，MDA、Con以及Chl b

与D11之间表现为正相关，但相关性不显著，而SOD

则与D11之间表现为较弱的负相关。尽管Chl a与

Chl b之间相关不显著，但与Chl之间则均达到显著

或极显著正相关。而Pro、Con及DII与产量之间呈

显著或极显著正相关(表4)。

Table 4 Correlation analysis among 7 physiological parameters and yield

丙二醛MDA 0．01

电导率Con 一0．35 0．18

脯氨酸Pro 0．32 0．16 —0．1l

叶绿素a Chl a 一0．3l 0．07 0．32 0．06

叶绿素b Chl b 一0．23 0．13 —0．09 0．42

总叶绿素Chl 一0．30 0．12 0．08 0．36

产量Yield 一0．06 0．26 0．58。0．66‘

O．28

0．66‘

O．33

0．89‘‘

0．14 0．30

DII 一0．10 0．45 0．38 0．75”0．50’0．41 0．56‘0．89”
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2．4各生理指标的主成分分析及耐旱性综合评价

主成分分析结果显示，前4个主成分的贡献率

分别为39．88％、21．06％、16．45％和9．95％，其

累积贡献率达87．34％，表明这4个综合指标代表

了原来9个(7个生理指标+D11+产量)单项指标

的87．342％的信息。即通过主成分分析，将原来

的9个单项指标转换为4个新的相互独立的综合

指标。

由主成分分析所确立的4个新的综合指标中

表5 各主成分的特征根值及贡献率

(表5)，第一主成分(PCo 1)中D11(49％)、Chl与产

量(均为4l％)的特征向量值较大，因此将该主成分

确定为叶绿素因子与产量因子。第二主成分(PCo

2)中SOD(60％)与Pro(50％)特征向量值则相对较

高，分别与植物体内活性氧化和渗透调节有关Ⅲ1。

第三主成分(PCo 3)中Con(61％)最大，与质膜透性

有关；第四主成分(PCo 4)中MOA(91％)的特征向

量值相对较大，是膜脂过氧化产物。因此将PCo 3

和PCo 4主成分确定为质膜透性因子。

Table 5 Eigenvalne of principal components l PCos)and contribution

根据各主成分的特征根值(表5)及各单项指

标的相对值(表3)求出每一导入系及对照品种的4

个综合指标值，并以此为基础计算出隶属函数值

p(_)、综合指标权重哆、综合评价值见和预测值

VP(表6)。对于同一综合指标而言，根据各品种隶

属函数值的大小可对其耐旱性进行分级，而综合评

价值可反映不同品系间的耐旱性强弱。因而可依据

综合评价值对水稻各导入系耐旱性强弱进行排序。

表6各导入系综合指标值、隶属函数、权重、综合评价值和预测值

Table 6 The value of comprehensive index。肛(≈)-indexweight。comprehensive evaluation and prediction of each introgres-

sion line．

为了更直观地评价各系的耐旱性，以D值、D11

值及产量相对值(耐旱系数)进行类平均法(UPG—

MA)聚类(图2)。聚类结果显示，以D值为标准可

将8个导入系及2个对照品种划分为3类，第l类

包括H8和H6，第2类包括Hl、H2、H7、H9和巴西

陆稻，第3类包括H3、H5和6527(图2一A)。以

D11值为标准同样可分为3类，第l类仅包括H8，

第2类包括H6、H7和巴西陆稻，第3类则包括Hl、

H5、H2、H9、H3以及6527(图2一B)。以产量相对

值为标准，8个导人系与2个CK同样被划分为3

类，第1类包括H8和H6，第2类包括Hl、H7、H5

和巴西陆稻，第3类为H2、H3、H9和6527(图2一
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C)。从基于不同参数的分类来看，2个对照均被划

分到不同的类群，而导人系H8则均独立于2个对

照所处类群之外。结合这些导入系以及2个对照在

所评价的生理参数以及产量上的综合表现，各不同

分类方法所得到的3个类群在耐旱性上的表现依次

Ⅱ

m

I

A：以D为标准的UPGMA聚类
A：UPGMA clusters based on D

Ⅲ

Ⅱ

I

为：第1类为强耐旱型，第2类为中度耐旱型，第3

类的耐旱性则最弱。除此以外，分类结果还显示，最

耐旱的材料和最不耐旱的材料在不同的分类方法中

的聚类结果基本相同，而中度耐旱型的材料，由于评

价标准的不同，其聚类结果则存在一定差异(图2)。

Ⅱ

Ⅲ

I
}

0．00 0．18 0．36 0．54 0．72 0．90 0．00 0．04 0．08 0．12 0．16 0．20

B：以DT为标准的UPGMA聚类
B：UPGMA clusters based on DI

c：以产量相对值为标准的UPGMA聚类
C：UPGMA clusters based Oil the relative

performance ofyield

图2水稻导入系及对照品种的聚类图

Fig．2 Dendrogram of 8 ILs and 2 CKs based on the parameters of comprehensive

evaluation(D)and drought tolerance indexl(D11)

2．5耐旱生理指标筛选

由于耐旱性综合评价值(D值)与耐旱指数

(DI)、产量相对值(耐旱系数)基本吻合，呈极显著

正相关(相关系数分别为r=0．937、r=0．936，与产

量的相关系数r=0．8878)，因此D值能从生理上较

好地反映各导人系的耐旱性。以D值作为因变量，

各单项指标的相对值作自变量，通过逐步回归分析

建立的最优回归方程为：

D=一1．01+0．20X 2+0．15X3+0．07X4+

0．22X5+0．74XB

式中x：、x，、X。、X，、x。分别代表剑叶丙二醛、电

导率、脯氨酸、叶绿素a和产量相对值，方程决定系

数R。=0．999(P=0．0009)。因此，在8个单项指

标中，上述5个指标对水稻抽穗期耐旱性具有显著

影响，在鉴定中可选择性地测定这些指标。相关分

析显示，10个材料的耐旱性预测值(VP)与耐旱性

综合评价值(D值)之间的相关系数为0．9986，存在

极显著相关(P<0．0001)，说明应用此方程对水稻

品种的耐旱性进行预测，准确性高。

3讨论

干旱是影响作物生产的最主要的非生物胁迫

因素之一Ⅲ驯。作物的耐旱性是一个复杂的生理

现象，与品种的基因型、形态性状的遗传建成以及

生理生化特性有关m1，是作物与生长环境相互作

用的结果旧“。在干旱胁迫条件下，水稻的各种生

理代谢过程发生显著的变化，如植株叶绿素含量

有所下降，SOD、MDA以及游离脯氨酸的积累量明

显增加旧”引；而且不同的基因型在对水分胁迫响

应的机制上也存在一定的差异一引。因此要确切地

鉴定一个品种的耐旱性强弱，不能以某个单一生

理生化指标进行判定一0|，而只能对多个指标进行

综合分析。耐逆性强的品种一般有较高的生理活

性，并且在受到逆境胁迫时，也更能维持较稳定的

生理体系。

选择水、旱环境中各指标的相对值进行分析，可

消除品种间固有差异的影响，从而比较不同品种的

耐旱性；而且同一指标间或不同指标间均可作比

较Ⅲ1。而主成分分析，则可以在尽量不损失或少损

失原有参数信息的基础上，将原有的众多的、且相互

间具有不同程度相关关系的参数转换成数量少且相

互独立的一组新的参数。圳。本研究利用各生理指

标的相对值进行主成分分析，确定了3个影响水稻

花期耐旱性重要因子，即叶绿素因子、活性氧化与渗

透调节因子以及质膜透性因子，对水稻花期耐旱性

影响最为显著。通过进一步的回归分析表明，叶绿

素、丙二醛、脯氨酸、电导率可以作为水稻花期耐旱

性的鉴定指标。

由于耐高温干旱特性鉴定的结果受环境条件的

影响较大，因此采用不同鉴定方法所得到的抗性鉴
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定结果往往有所差异。王贺正Ⅲ1认为综合评价指

标可作为品种耐旱性的综合评价；张灿军等¨引认为

耐旱指数可较好地评价耐旱性。本研究结果表明利

用多重鉴定方法可更准确地鉴定水稻品种的耐旱

性，以生理综合评价指标、耐旱指数及耐旱系数的聚

类分析表明，空心莲子草DNA导入系H8的综合耐

旱性表现明显优于其受体品种6527(CK．)以及公认

的水稻耐旱品种巴西陆稻(CK：)p“，是理想的耐旱

品系，可作为优异的育种材料应用于水稻的耐旱育

种，这对节约农业用水、提高水资源利用等具有重要

的意义。

此外本研究结果还迸一步表明利用卒心莲子草

对极端环境具有良好的适应性，将其基因组DNA导．

入水稻中，可以显著改良水稻的耐旱性。类似的研

究在农作物的抗逆性研究中已有广泛的报道，如转

化水稻OsMAPK4基因，提高烟草的抗旱性一“、转化

细菌的RNA伴侣分子提高玉米在水分胁迫下的子

粒产量一纠等。从研究结果来看，尽管本研究只是利

用SSR标记，从基因组水平上初步证实将空心莲子

草的基因组DNA片段导入水稻，但是从导人系的生

理表型来看，所导入的DNA片段已经发挥了明显的

功能，显著提高了导入系(如H8等)对干旱的耐受

性。至于所导入DNA片段的相关信息(包括片段

的序列信息、序列的结构特征以及相关的功能注释

等)、以及这些片段显著提高导人系H8的耐旱性的

分子机理，则有待于后续进一步的深入研究。
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