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云南元江普通野生稻群体 Wx 基因(CT) n

重复序列和第 1 内含子 G /T 位碱基分析

孙一丁，陆 辉，许明辉
( 云南省农业科学院生物技术与种质资源研究所 /云南省农业生物技术重点实验室 /

农业部西南作物基因资源与种质创制重点实验室，昆明 650223)

摘要: 对云南元江普通野生稻 90 个个体 Wx 基因区段内的重复序列( CT) n和第 1 内含子供体 + 1 位碱基 G/T 分别进行了

比较分析。结果表明云南元江普通野生稻 3 个居群中的 90 个单株在重复序列( CT) n 和 G/T 位点纯合一致，没有多态性; 其

G/T 位点碱基均为 G; 其重复序列( CT) n基因型与云南地方籼稻品种优势基因型相似但又有所区别。本研究结果为云南元江

普通野生稻 Wx 基因利用和在稻种进化上的地位提供了信息。
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Abstract: In the present study，the genetic diversity of microsatellite sequence ( CT) n and intron 1 G /T in Wx

gene were determined for 90 individuals in the natural population of O． rufipogon from Yuanjiang of Yunnan Prov-
ince． In the loci of the microsatellite sequence ( CT) n and intron 1st G /T in Wx gene，all of individuals from the
natural population of wild rice in Yuanjiang were homogenetic，whose intron 1 G /T were base G，the band type of
microsatellite sequence ( CT) n wassimilar to one of the local indica cultivars from Yunnan．
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蜡质基因( Wx) 是控制水稻直链淀粉含量的主

要遗传因子。从目前的研究来看，水稻直链淀粉含

量与 Wx 基因第 1 内含子剪切点上游 55bp 处的一

段( CT) n简单重复序列和第 1 内含子供体 + 1 位的

碱基有重要的关联。1994 年，Wang［1］等公布了对

籼稻 Wx 基因序列分 析 的 结 果。1995 年，英 国 的

Bligh 等［2］在该 Wx 核苷酸序列中发现了 1 段位于

第 1 内含子剪切点上游 55bp 处的一段( CT) n 简单

重复序列，据此设计了一对引物 484 /485，对该 CT

重复序列进行 PCR 扩增。大量的研究已证实不同

水稻品种( CT) n标记和表观直链淀粉含量( AAC) 存

在显著相关性［3-5］，SSR 可以作为分子标记直接用于

水稻品质的改良。进一步的研究显示蜡质基因第 1
内含子的剪接效率与第 1 内含子供体 + 1 位的碱基

是正常的 G 还是突变成 T 有关［6-8］。若蜡质基因第

1 内含子供体 + 1 位是正常的 G 碱基，蜡质基因第 1
内含子能被正常剪接，胚乳中直链淀粉含量就高; 碱

基 G 突变成 T 后，剪接效率低，直链淀粉的合成水
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平也降低。基于此，蔡秀玲等［9］设计了可以检测水

稻 Wx 基因第 1 内含子供体 + 1 位碱基的 PCR-AccI
分子标记来研究籼稻品种的直链淀粉含量。毛兴学

等［10］又根据 PCR 扩增时引物 3'末端碱基与模板的

匹配程度对扩增效率的影响而设计了 PCR 一步法，

张娅丽等［11］证实了该方法在资源鉴定中的作用。
云南元江是目前发现的海拔最高( 780m) 的普

通野生稻分布点。元江普通野生稻( Oryza rufipogon
Griff． ) 不仅是水稻育种的重要材料，而且为品种的

起源、演变及分化的理论研究提供了物质基础。

1 材料与方法

1. 1 供试材料

元江普通野生稻共 90 个个体，采集于云南省元

江县红光农场分布点的 3 个主要自然居群，各个居

群随机采集，每个采样点相距 3m 以上，以保证每个

点采集的样品为 1 个单株，每个点采 1 片叶。
云南地方栽培品种大墨谷、长芒巴启、安南谷、

接骨糯等为对照。
1. 2 DNA 的提取

单株新鲜叶片提取 DNA，提取方法参考许明辉

等［12］改进的 CTAB 法，利用紫外分光光度计测定浓

度，0. 8% 琼 脂 糖 检 测 DNA 质 量，用 TE 稀 释 至

10ng /μl 备用。
1. 3 微卫星( CT) n 多态性检测

PCR 反应条件: 采用 Bligh 等［8］发表的引物序

列 484 /485，其 序 列 分 别 为 ( 5' → 3') CTTTGTC-
TATCTCAAGACAC 和 TTGCAGATGTTCTTCCT-
GATG。PCR 反 应 采 用 PTC-200 型 热 循 环 仪，在

0. 2ml 离 心 管 中 进 行。扩 增 反 应 物 的 总 体 积 为

20μl，其中包括 1 × PCR 缓冲液，Mg2 + 1. 5mmol /L，

d NTPs 0. 2mol /L，引物各为 0. 1ng /μl，水稻基因组

DNA 1. 5ng /μl，Taq 酶 1 个单位( 5U /μl) 。反应程

序为: 95℃ 预变性 5min，94℃ 模板 DNA 变性 30s，
55℃引物与模板靶位点结合 30s，72℃ 引物沿模板

延伸 1min，35 个循环，72℃延伸 7min。
PCR 扩增产物加入上样缓冲液，在测序电泳仪

上用 8%聚丙烯酰胺凝胶分离。DNA 染色采用银染

法，按文献［13］方法染色，照相记录。与 4 个云南

地方栽培品种典型带型比较。
1. 4 Wx 基因第 1 内含子供体 +1 位碱基 G/T 检

测分析

参考毛兴学等［10］报道的 PCR 一步法。PCR 一

步法是将引物 3'末端碱基设计为 G，如果模板链

DNA 相应位置是 C，那么扩增产物在琼脂糖电泳图

上清晰可见; 如果模板链 DNA 相应位置是 A，那么

扩增产物在琼脂糖电泳图上只有模糊影子。引物序

列 为 5'-TCAGGAAGAACATCTGCAAGG-3' 和 5'-
TCAGCCTAACCAAACATAACGAA-3'，由上海生物工

程公司合成。扩增产物在 3% 琼脂糖上电泳检测。
以 IR36 作为 GG 型对照。

2 结果与分析

2. 1 元江野生稻 Wx 基因微卫星( CT) n 多态性

利用引物 484 /485 对元江普通普通野生稻 3 个

居群共 90 个体进行 PCR 扩增，并与云南地方栽培

品种的 4 种 Wx 基因型相比较，其聚丙烯酰胺凝胶

电泳结果如图 1 所示。云南地方栽培品种可归为 4
种带型( 图 1) ，每种带型一般由 1 条染色浓黑的主

带和 3 条附带组成( 图 1 中Ⅰ ～Ⅳ，主带下 1 条，主

带上 2 或 3 条) ，主带扩增稳定清晰，附带有时不能

清晰染色。元江普通野生稻与栽培稻一样由 1 条染

色浓黑的主带和 3 条附带组成，每个个体的 PCR 扩

增结果聚丙烯酰胺凝胶电泳条带都完全一致( 图 1
中 1 ～ 12) ，没有多态性，说明元江普通野生稻整个

群体 Wx 基因内该( CT) n微卫星序列没有任何差异。
与云南地方品种的 4 种带型相比，元江普通野生稻

带型与云南地方品种的Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ差异较大，而与栽

培稻带型Ⅰ相近，主带( 箭头所示) 分子量相近，但 3
条附带却不同，所以严格来讲，元江野生稻与云南栽

培稻中的带型Ⅰ也有区别。

图 1 引物 484 /485 对元江野生稻的 PCR 扩增电泳图

Fig． 1 Results of PCR amplification by 484 /485
1 ～ 12 元江普通野生稻单株;Ⅰ ～Ⅳ 栽培稻典型带型:

Ⅰ大墨谷;Ⅱ长芒巴启;Ⅲ安南谷;Ⅳ接骨糯

1 － 12 O． rufipogon Griff． ; Ⅰ －Ⅳ Patterns:Ⅰ Damogu;

Ⅱ Changmangbaqi; Ⅲ Annangu; Ⅳ Jiegunuo

2. 2 第 1 内含子供体 +1 位碱基 G/T 多态性

应用 PCR 一步法对元江普通野生稻每个个体

DNA 进行 PCR 扩增，所有个体均可以扩增出一条清

晰的带( 图 2 ) 。根据 PCR 一步法原理可以判定元

江普通野生稻在 Wx 基因第 1 内含子供体 + 1 位碱

基均为 GG 型。
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图 2 PCR 一步法对部分元江普通

野生稻单株扩增产物琼脂糖电泳图

Fig． 2 Results of PCR amplification
by one-step PCR method

1 ～ 7 元江普通野生稻单株; 8: IR36( GG 型对照)

1 － 7: O． rufipogon Griff． ; 8: TR36 ( GG type)

3 讨论

云南元江是目前发现的海拔最高的普通野生稻

分布点。Morishama［14］认为元江普通野生稻是比较

纯而原始的普通野生 稻 之 一。李 亚 莉 等［15］ 利 用

SSR 分子标记研究表明 89. 47% 位点上个体间无差

异，认为云南元江普通野生稻主体比较纯而原始。
晏慧君等［16］的研究中元江普通野生稻个体间差异

小，聚为单独的一类。王美兴等［17］研究认为云南省

的普通野生稻几乎在所有的 SSR 位点上的基因多

样性指数都是较小的，并不是个别位点造成的，而是

在整个基因组上的基因多样性都较低。而杨庆文

等［18］对云南元江 3 个野生稻自然居群的研究表明，

该分布点的平均遗传多样性指数为 0. 52，3 个居群

的遗传分化较明显，遗传分化系数高达 41． 08%。
本研究对 Wx 基因区段内的重复序列( CT) n 和第 1
内含子供体 + 1 位碱基 G /T 分析表明在此两个位点

上元江野生稻个体之间没有任何差异，说明云南元

江普通野生稻 Wx 位点遗传上的一致性，也表明云

南元江普通野生稻群体在该位点上较为纯合。
元江普通野生稻 Wx 基因重复序列( CT) n 带型

与云南地方品种中的优势类型相似，而第 1 内含子

供体 + 1 位碱基 G /T 均是 G，这对元江普通野生稻

是云南栽培品种的祖先之一产生了疑问。Hirano
等［19］的研究发现普通野生稻和籼稻的 Wx 基因第 1
内含子供体 + 1 位碱基都是 G，而粳稻是 T，认为粳

稻的 Wx 基因是从普通野生稻 Wx 基因中分化而来。
Olsen 等［20］研究认为 Wx 基因第 1 内含子供体 + 1
位碱基 G→T 突变是导致糯性性状产生的原因。李

春［21］的研究认为南亚、东南亚普通野生稻和籼稻亲

缘关系最近，与粳稻亲缘关系较远，我国糯性突变来

自广东、广西、海南 3 省，华南地区是我国栽培稻的

起源中心。陈有桃［22］也发现在广东和海南省有 4
份野生稻具有 T。本研究分析的元江普通野生稻第

1 内含子供体 + 1 位碱基都是 G，而云南栽培稻品种

中 19. 51% 籼 稻 和 33. 33% 的 粳 稻 品 种 却 发 现 了

T［11］，黄燕红等［23］分析了中国和东南亚、南亚的 96
份普通野生稻的 10 个酶位点的遗传多样性，发现中

国和南亚是两个独立的稻作起源中心，元江普通野生

稻和中国其他地区普通野生稻以及南亚、东南亚普通

野生稻 Wx 基因位点变异情况如何，云南地方品种中

的 T 突变从何而来，是外来还是野生稻驯化后发生突

变而来，这需要对云南及周边、国内外更多地区的野

生稻群体进行分析才可得知，值得进一步的研究。
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究结果相比，这 3 个彩色马蹄莲品种的染色体数目与

Yao 等［14］完全一致，即都是二倍体且染色体数均为 32
条。染色体形态与上述的第 2 组也比较相似，3 个品种

的核型公式 2n =2x =32 =14m( 2SAT) +2sm，2n =2x =
32 =14m +2sm 和 2n =2x =32 =1M +15m( 1SAT) ，表明

除随体数目有差别外，其染色体同样仅具有中部或者

近中部着丝点。其实，对当今世界上所栽培的大部分

商业品种而言，它们多来自于彩色马蹄莲第 2 组内 6
个种间而不是组间杂交所选育出的园艺栽培种。结

合试验用材料的生物学特性及核型分析，证实这 3 个

新引进的品种同样属于组内杂交种。彩色马蹄莲组

间杂种缺少的主要原因是因为两组间亲缘关系较远，

存在严重的杂交障碍，如胚乳的衰退，胚败育和核质

不兼容等［15-16］。也正是因为如此，培育出能结合两组

优点、具有花色丰富且抗病性强的新品种一直是目前

彩色马蹄莲育种团体或个人的主要目标。鉴于荷兰是

彩色马蹄莲育种强国以及当前所引进的 3 个品种均为

2010 年最新选育，彩色马蹄莲未来的主要育种目标仍

将围绕两组间杂交种的选育及优良品种的推出作为重

点的研究目标和方向。另外，依据本研究所检测的 3
个品种均为二倍体而不是多倍体这个情况，似乎反映

出常规杂交仍然是目前彩色马蹄莲种的主要育种手

段。20 世纪末新西兰农业与食品研究院的 Cohen
等［17］、Yao 等［18］就率先开展彩色马蹄莲的倍性育种研

究，虽然他们已经形成了较为成熟和完善的技术体系

并且还获得多个三倍体以及四倍体杂交种，但是显然

这种育种方式并没有被其他国家如荷兰所普遍应用和

接受。当然，这还需要对更多的引进品种进行细胞核

型检测来加以印证。但无论如何，这至少给我国起步

较晚并且缺少育种材料的彩色马蹄莲育种研究工作提

供了一个积极的信号，那就是多倍体育种前景广阔。
所以，我国不少花卉研究单位将倍性育种特别是多倍

体育种作为现在研究重点内容。一般，系统演化上处

于比较古老或原始的植物，大多具有较对称的核型，而

不对称的核型则常见于衍生的或进化较高级的植物

中［9，12］，因此核型进化的基本趋势是由对称向不对称

方向发展。本研究对这 3 个品种的核型分析结果显

示其 不 对 称 系 数 较 小 并 且 还 基 本 相 似，分 别 为

56. 72%，56. 25%和 56. 38%，而核型分类也全部相

同，均为 1A 型，这些都表明这些彩色马蹄莲品种极

为原始。根据人工选育能促进核型进化的观点。本

研究认为尽管彩色马蹄莲已经历了一个多世纪的杂

交育种，其仍有很大育种潜力有待激发与发掘。
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