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7�　　目前基本公认亚洲栽培稻起源于普通野生稻，

并且普通野生稻在驯化成栽培稻之前已经发生了籼

粳分化 7�［１-８］ 7�。孙传清等 7�［９-１１］ 7�通过对普通野生稻和亚

洲栽培稻叶绿体ＤＮＡ、线粒体ＤＮＡ及核ＤＮＡ的

分析以及同工酶的研究表明，中国普通野生稻的

ｃｐＤＮＡ已发生籼粳分化，其籼粳之比接近１∶１；

ＲＦＬＰ分析认为普通野生稻 ｍｔＤＮＡ以籼型为主，

籼粳分化是亚洲栽培稻线粒体基因组的分化主流；

在核ＤＮＡ分化上，中国普通野生稻可分为原始普

野型、偏籼型和偏粳型。

7�云南元江普通野生稻生长在海拔７８０ｍ的山

坡上，周围几千米之内未种植水稻，自然隔离较好，

其籼粳分化和分化倾向至今尚未作定论。Ｍｏｒｉｓｈ-

ｉｍａ等 7�［１２］ 7�对云南元江普通野生稻的考察认为：元江

普通野生稻是比较纯而原始的普通野生稻之一。孙

传清等 7�［１３］ 7�对４份云南元江普通野生稻材料的

ＲＦＬＰ分析结果表明，这些材料部分偏粳，部分既不

与籼稻聚在一起，又不与粳稻聚在一起，而独聚为一

类，其形态上亦比较原始，属于原始祖先型。袁平荣

等 7�［１４］ 7�通过对形态和酯酶、过氧化氢酶同功酶以及与

7�籼粳亲和性的分析研究表明，元江普通野生稻栖生

地远离栽培稻，生活周期属多年生野生稻，套袋自交

后代不分离，酯酶同工酶ＥＳＴ-Ｘ位点分析显示为纯

合型普通野生稻。多数形态特征分析属典型普通野

生稻，在籽粒、１～２穗节长度等形态上虽然偏籼，但
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7�也有一定的分化，如１～２穗节长度，有的已偏向粳

型。同工酶分析结果则不同，酯酶上偏籼，过氧化氢

酶上则偏粳。两种同工酶上表现不一致似乎表明，

元江普通野生稻具有籼粳分化的可能性。元江普通

野生稻在酯酶上接近南亚与东南亚普通野生稻，其

过氧化氢酶又类似中国其他各省的普通野生稻，使

它在追溯中国栽培稻的起源与演化上具有重要意

义。说明元江普通野生稻在隔离较好的环境下，虽

然主体比较纯而原始，但已开始了籼粳的初步分化。

从亲和特性来看，元江普通野生稻籼粳分化不明显，

属中间型，也表明其原始性。研究认为元江普通野

生稻在形态、同工酶和亲和性上的表现不一致，是不

同类型的性状分化进程不一的结果。在 ｍｔＤＮＡ

上，云南元江普通野生稻与印度、缅甸等南亚普通野

生稻关系较近，与中国其他地区（如广东、广西、江西

东乡、湖南茶陵）普通野生稻关系较远 7�［９］ 7�。

7�本研究以云南元江普通野生稻群体为材料，利

用ＳＳＲ分子标记探讨其籼粳分化，对进一步研究元

江普通野生稻在中国栽培稻的起源与演化上的地位

具有重要意义，同时也为进一步发掘优良的野生稻

种质资源，培育超高产、优质和多抗的优良品种提供

依据。

7�１　材料与方法

7�１．１　材料

7�普通野生稻：采集于云南省元江县红光农场分

布点的３个主要居群，各个居群随机采集，１个单株

采１叶，共采集５６个样品。

7�ＳＳＲ籼粳特异引物：根据朱作峰等 7�［１５］ 7�、樊叶杨

等 7�［１６］ 7�提供的信息，合成可以区分籼粳品种的ＳＳＲ

特异 引 物 ＲＭ４、ＲＭ１３、ＲＭ１６、ＲＭ１８、ＲＭ２０、

ＲＭ２３、ＲＭ２５、ＲＭ５０、ＲＭ２０２、ＲＭ２０５、ＲＭ２１７、

ＲＭ２２８、ＲＭ２３４、ＲＭ２４０、ＲＭ２４２、ＲＭ２５０、ＲＭ２５１、

ＲＭ２５８、ＲＭ２５９，共１９对。

7�１．２　方法

7�１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取方法

7�以单株新鲜叶片提取ＤＮＡ，方法参考许明辉

等 7�［１７］ 7�改进的ＣＴＡＢ法，试剂均为国产分析纯。

7�１．２．２　ＳＳＲ籼粳特异引物的测验

7�以ＩＲ３６等１４个籼稻和巴利拉等１３个粳稻品

种对所用ＳＳＲ引物进行测验分析，进一步筛选ＳＳＲ

籼粳引物。首先以籼粳稻标准品种对引物进行一一

测验，对每个扩增位点进行籼、粳符合度的计算。某

个位点上，如果８５％以上的籼稻品种都能扩增出条

带而仅有个别粳稻品种能扩增出条带，则称该位点

为籼性位点，反之则称粳性位点，所用的引物则为籼

粳特异引物。

7�１．２．３　ＰＣＲ扩增条件

7�ＰＣＲ扩增的条件为：反应体积２０μＬ，其中１０

×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ 7�２ 7�２μＬ，１０

ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１μＬ，２０μｍｏｌ／Ｌ引物１μＬ，总

ＤＮＡ１μＬ，Ｔａｑ酶１Ｕ（５Ｕ／μＬ），加水补足２０

μＬ。

7�反应程序为：９４℃下预变性５ｍｉｎ后，９４℃下模

7�板ＤＮＡ变性３０ｓ，５８℃下引物与模板靶位点结合

３０ｓ，７２℃下引物沿模板延伸１ｍｉｎ，３５个循环，最

后７２℃下延伸５ｍｉｎ，扩增产物在０．５×ＴＢＥ缓冲

系统下用３％琼脂糖凝胶电泳检测。

7�２　结果与分析

7�２．１　ＳＳＲ籼粳特异引物的测验

7�用籼稻品种ＩＲ３６和粳稻品种巴利拉等对本研

究所用的１９对ＳＳＲ引物进行ＰＣＲ测验分析。经

３％琼脂糖凝胶电泳检测，每对引物均可在籼粳稻品

种间扩增出籼稻品种特异带（８５％以上的籼稻品种

都能扩增出带）或粳稻品种特异带（８５％以上的粳稻

品种都能扩增出带），且重复性较好，扩增出的片段

大小与朱作峰等 7�［１５］ 7�、樊叶杨等 7�［１６］ 7�所提供的信息一

致（图１，样品９～１２），表明１９对ＳＳＲ引物可以区

分籼稻及粳稻品种，并可用于水稻籼粳分化的研究。

7�２．２　元江普通野生稻籼粳分化

7�５６个参试个体的基因组ＤＮＡ经１９对ＳＳＲ引

物检测分析，每一对引物对所有参试个体均能扩增

出与籼稻或粳稻特征带相同或相似的带，结果见表

１。有１７对引物（占８９．４７％）在所有参试个体中只

能扩增出一种带型，个体间无差异，仅 ＲＭ１８和

ＲＭ２５１在参试个体间能扩增出多态性带型，说明云

南元江普通野生稻群体遗传上较为一致，较为纯合。

7�ＲＭ４等１６对引物（占８４．２１％）扩增出的带型

可在栽培稻中找到，表明野生稻在这些位点已发生

了籼粳分化；而ＲＭ１８、ＲＭ２０２、ＲＭ２０５三对引物扩

增出的带型不同于籼稻或粳稻带型（表１），ＲＭ２０２、

ＲＭ２０５仅能扩增出一种不同于栽培稻的带型，

ＲＭ１８可扩增出两种带型，但分子量与籼粳特征带

的大小相似，这种带型为野生稻独有，应该更原始一

些。结果表明在所检测的１９个ＳＳＲ位点上，云南

元江普通野生稻基因组ＤＮＡ在８４．２１％的位点上

已存在籼粳分化，而１３．７９％的位点仍具原始性。
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7�表１　元江普通野生稻在１９个ＳＳＲ位点上的籼粳分化

7�Ｔａｂｌｅ１．Ｉｎｄｉｃａ-ｊａｐｏｎｉｃａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＹｕａｎｊｉａｎｇｃｏｍｍｏｎｗｉｌｄｒｉｃｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｉｎ１９ＳＳＲｌｏｃｉ．

7�引物
7�Ｐｒｉｍｅｒ

7�带型数
7�Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
7�ｂａｎｄｔｙｐｅｓ

7�偏籼带型个体数
7�Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
7�ｗｉｔｈｉｎｄｉｃａ-ｌｉｋｅｂａｎｄ

7�偏粳带型个体数
7�Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
7�ｗｉｔｈｊａｐｏｎｉｃａ-ｌｉｋｅｂａｎｄ

7�籼-粳混合带型个体数
7�Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
7�ｗｉｔｈｉｎｄｉｃａ-ｊａｐｏｎｉｃａ
7�ｍｉｘｅｄｂａｎｄ

7�特殊带型个体数
7�Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
7�ｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｃｂａｎｄ

7�ＲＭ４ ��7�１ ��7�０ �M7�５６ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ１３ ��7�１ ��7�０ �M7�５６ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ１６ ��7�１ ��7�０ �M7�５６ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ１８ ��7�２ ��7�０ �M7�０ ��7�０  Y7�５６
7�ＲＭ２０ ��7�１ ��7�０ �M7�５６ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ２３ ��7�１ ��7�５６ �M7�０ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ２５ ��7�１ ��7�０ �M7�５６ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ５０ ��7�１ ��7�０ �M7�５６ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ２０２ �!7�１ ��7�０ �M7�０ ��7�０  Y7�５６
7�ＲＭ２０５ �!7�１ ��7�０ �M7�０ ��7�０  Y7�５６
7�ＲＭ２１７ �!7�１ ��7�０ �M7�５６ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ２２８ �!7�１ ��7�０ �M7�５６ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ２３４ �!7�１ ��7�５６ �M7�０ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ２４０ �!7�１ ��7�０ �M7�５６ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ２４２ �!7�１ ��7�０ �M7�５６ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ２５０ �!7�１ ��7�０ �M7�５６ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ２５１ �!7�３ ��7�４０ �M7�６ ��7�１０  Y7�０ $�
7�ＲＭ２５８ �!7�１ ��7�５６ �M7�０ ��7�０  Y7�０ $�
7�ＲＭ２５９ �!7�１ ��7�５６ �M7�０ ��7�０  Y7�０ $�

7�　　在已发生籼粳分化的１６个位点中，１５个位点

（占所用引物的７８．９％）仅扩增出一条或与籼稻或

与粳稻特征带相同的带，参试个体间均无差异，１１

个位点出现粳稻特征带（偏粳，图１），４个位点出现

籼稻特征带（偏籼，图１）。ＲＭ２５１位点是一个特殊

的位点，扩增产物有３种多态带型，即粳稻特征带

型、籼稻特征带型和不同于栽培稻的特殊带型。在

采样的３个居群中，其中两个居群的３４个个体都表

现籼稻特征带，个体间无差异；另一个居群的２２个

个体出现３种带型，其中６个个体出现偏粳稻特征

带（图１，样品１，４），６个个体出现偏籼稻特征带（图

１，样品２、３、５、８、１３），１０个个体出现不同于栽培稻

的特殊带型（图１，样品１４～１６）；３个居群合计４０

个个体出现偏籼特征带，所以此位点应归于偏籼。

7�　　综上所述，云南元江普通野生稻已发生籼粳分

化，群体总体上偏粳，且比较纯而原始。

7�３　讨论

7�现有的研究认为，普通野生稻在演化为栽培稻

前各类性状即存在籼粳分化。根据本研究结果，元

江普通野生稻群体基因组ＤＮＡ在所检测的１９个

位点上，８４．２１％的ＳＳＲ位点上已经存在籼粳分化，

而１３．７９％的位点不同于栽培稻，仍然保留有原始

性。正如大多数的中国普通野生稻一样，元江普通

7�图１　引物ＲＭ２０５、ＲＭ１３、ＲＭ２３４、ＲＭ２５１对部分野生稻基因组ＤＮＡ的扩增产物

7�Ｆｉｇ．１．ＡｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｏｆｓｏｍｅｃｏｍｍｏｎｗｉｌｄｒｉｃｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｗｉｔｈＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓＲＭ２０５，ＲＭ１３，ＲＭ２３４，ＲＭ２５１．

7�９－ＩＲ３６（籼稻标准品种）；１０－南京１１（籼稻标准品种）；１１－巴利拉（粳稻标准品种）；１２－合系３０（粳稻标准品种）；其余均为普通野生
稻。

7�Ｌａｎｅ９，ＩＲ３６（ｉｎｄｉｃａｃｏｎｔｒｏｌ）；Ｌａｎｅ１０，Ｎａｎｊｉｎｇ１１（ｉｎｄｉｃａｃｏｎｔｒｏｌ）；Ｌａｎｅ１１，Ｂａｌｌｉｌａ（ｊａｐｏｎｉｃａｃｏｎｔｒｏｌ）；Ｌａｎｅ１２，Ｈｅｘｉ３０（ｊａｐｏｎｉｃａｃｏｎ-

ｔｒｏｌ）；Ｏｔｈｅｒｌａｎｅｓａｒｅｗｉｌｄｒｉｃｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ．
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7�7�7�

7�野生稻在核ＤＮＡ上属于偏粳型。

7�Ｏｋａ 7�［１８］ 7�和Ｃｈｅｎｇ 7�［１９］ 7�都认为没有和栽培稻发生

渗交的野生稻很少见了，这对野生稻的分类和栽培

稻的起源演化研究都是一大障碍。因此，要弄清野

生稻向栽培稻的演化及籼粳分化问题，首先要找出

真正没有和栽培稻渗交过的原始型野生稻以研究这

种野生稻本身有无分化及其分化过程。Ｍｏｒｉｓｈ-

ｉｍａ 7�［１２］ 7�对云南元江普通野生稻进行考察后认为，元

江普通野生稻是比较纯而原始的普通野生稻之一。

本实验结果同样表明，元江普通野生稻在所检测的

大多数位点上（８９．４７％）个体间无差异，有力地支持

了 Ｍｏｒｉｓｈｉｍａ的结论。孙传清等 7�［９］ 7�以 ＲＦＬＰ对４

份云南元江普通野生稻的研究结果表明，２份偏

粳，２份既不与籼稻聚在一起，又不与粳稻聚在一

起，而独聚一类，其形态上亦比较原始，属于原始祖

先型。袁平荣等 7�［１４］ 7�对元江普通野生稻的形态特征

进行了初步观察，并对其同工酶和杂交亲和力进行

研究分析，认为元江普通野生稻在隔离较好的环境

下，虽然主体比较纯而原始，但已开始了籼粳的初步

分化。本研究中利用ＳＳＲ分子标记，以籼粳特异

ＳＳＲ引物对云南元江普通野生稻群体的籼粳分化

进行了初步的研究。结果表明，云南元江普通野生

稻已有了籼粳分化，总体偏粳。该结果与上述研究

的结论基本一致。

7�在两个多态性位点中，引物ＲＭ１８所检测的位

点是一个原始位点，可扩增出不同于栽培稻的２种

带型。ＲＭ２５１是一个发生了籼粳分化的位点，可扩

增出３种多态带型，即偏籼型、偏粳型及不同于两者

的籼粳混合型。这３种多态带型中，有两种带型与

栽培稻相同（偏籼和偏粳），第三种带型（籼粳混合带

型）可能是偏籼型和偏粳型野生稻杂交的产物，也可

能是一种原始的籼粳混合类型。研究结果可以排除

野生稻与栽培稻杂交的可能性，因为该野生稻所生

长的山坡远离栽培稻的种植区，自然隔离较好。如

果是偏籼型和偏粳型野生稻杂交的产物，则其自交

后代将发生分离。若为原始的籼粳混合类型，则偏

籼型和偏粳型都应起源于此。我们将通过增加样品

的数量及分析籼粳混合类型的自交后代来进一步证

实这一疑点。
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