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非 AA型野生稻叶绿体 DNA籼粳特性研究 
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摘 要：籼粳分化现象广泛存在于亚洲栽培稻 (0．sativa)中。大量研究表明，普通野生稻 (0．rufipogon)的叶 

绿体DNA也存在籼粳分化。为进一步探明非 AA型野生稻的叶绿体DNA是否存在籼粳分化现象，利用 2个长度 

多态性籼粳分型标记(ORF100和 ORF29．rrnCcA)对 l2个非 AA型野生稻种的叶绿体DNA进行籼粳特性分析。研 

究发现，非 AA型野生稻叶绿体 DNA都呈现偏粳趋势。对叶绿体 DNA碱基多态性最丰富的 2个区域 (rpsl6基 

因内含子和 TrnTUGU_TrnLU从 间区)进行测序比较，在 4个位点的籼粳分型标记中，非AA型野生稻有 3个位点与 

粳型标记一致，1个位点与籼型标记一致，但另有多个位点的碱基与栽培稻不同。研究结果表明，非 AA型野生 

稻叶绿体 DNA总体偏粳，但与典型粳稻存在一定遗传差异。推测粳型叶绿体可能为稻属原始类型。 
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Abstract：Differentiation of indica-japonica character in O．sativa commonly exists．A great deal of research showed the 

chloroplast DNA of O．rufipogon also exhibit diversity of indica-japonica character．In order to prove whether the 

chloroplast DNA of non—AA wild rice shows differentiation of indica-japonica character。this study analyzed the 

chloroplast DNA of non—AA wild rice using molecular markers for separating indica-japonica traits．The chloroplast DNA 

of non·AA wild rice was japonica—type using two length diversity markers(ORF100 and ORF29一TrnCGCA)．Utilizing 
four sequence markers exited in intron of rpsl6 gene and TmTuou_TmL AA spacer

。
the result of three markers showed 

that the chloroplast DNA ofnon．AA wild rice werejaponica-type and the result of one marker showed that they were 

indica—type．It also showed that differentiation existed between the sequence of tested material and the markers，and some 

mutation has happened．The result showjaponica-type may be the original type of rice chloroplast DNA． 

Key words：non·AA wild rice；chloroplast DNA；molecular marker；indica-japonica character 

籼粳分化现象广泛存在于亚洲栽培稻中，在杂 

种优势利用和亲缘关系研究上具有重要意义，前人 

在水稻叶绿体 DNA 的籼粳特性研究上做了大量工 

作。由于叶绿体 DNA 本身的保守性⋯，分析叶绿 

体 DNA 的籼粳特性还特别有利于研究水稻的起源 

和进化。如孙传清等I2】用 ORF100标记对 151份普 

通野生稻进行分析，发现无论是中国普通野生稻还 

是南亚、东南亚普通野生稻，其叶绿体 DNA均已 

发生籼粳分化，认为这一事实有利于支持亚洲栽培 

稻起源的 “二元说”，即具籼型叶绿体 DNA的普通 

野生稻演化成具籼型叶绿体 DNA的栽培稻，具粳 

型叶绿体 DNA 的普通野生稻演化成具粳型叶绿体 

DNA的栽培稻。一般较为公认的稻属有 22个种， 

包括 A、B、C、D、E、F、G、H、J和K共 l0大 

基因组f3】。研究较多的亚洲栽培稻和普通野生稻只 

是其中2个种，均为A基因组型，染色体组不为A 

基因组型的野生稻 (简称非 AA 型野生稻)共 l6 

个种。大量研究表明，普通野生稻的叶绿体 DNA存 
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在籼粳分化现象l2’ ’ ，那么，非AA型野生稻的叶 

绿体 DNA是否也存在籼粳分化的现象呢? 

本试验应用长度多态性籼粳分型标记 (ORF 

100和 ORF29一TrnC 片段)以及序列多态性籼粳 

分型标记 (rpsl6基因内含子和 TmT UGu—TrnL u从 

间区)对 12个非 AA型野生稻 (表 1)叶绿体 DNA 

的籼粳特性进行研究，以期为水稻起源、分类、亲 

缘关系以及演化规律等研究提供分子生物学依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

供试材料包括非 AA 野生稻和 2个栽培稻对 

照。非AA野生稻涵盖 12个种，共 24份材料，每 

个种 1～3份材料；对照为 9311(典型籼稻)和日 

本晴 (典型粳稻)(见表 1)。对照由湖南师范大学 

植物生理研究室提供，非AA型野生稻由国家种质 

南宁野生稻圃提供。 

表 l 供试材料 

Table1 Varioustypes of ricetestedinthis study 

序 号 稻 种 基因型 备 注 序 号 稻 种 基因型 备 注 

Order No． Species Genotype Remark Or der No． Species Genotype Re mark 

亚洲栽培稻 AA 9311 高秆野生稻 CCDD 南美洲 
l l4 

O．sativa 0．alta SouthAmerica 

亚洲栽培稻 AA 日本晴 重颖野生稻 CCDD 南美洲 

0．sativa Nipponbare O．grandiglumis South America 

斑点野生稻 BB 非洲 重颖野生稻 CCDD 南美洲 
3 

O．punctata Africa O．grandiglumis South America 

小粒野生稻 BBCC 东南亚 重颖野生稻 CCDD 南美洲 
4 

O．，ninuta East．SOIltll Asia O．grandiglumis South Amenca 

一  小粒野生稻 BBCC 东南亚 阔叶野生稻 CCDD 南美洲 
) l8 

O．， ／nuta East—south Asia O．1atifolia South America 

根茎野生稻 CC 斯里兰卡 阔叶野生稻 CCDD 南美洲 
l9 

0．rhizomatis Sri Lanka 0．1atifolia South America 

根茎野生稻 CC 斯里兰卡 澳洲野生稻 EE 澳洲 
2O 

0．rhizomatis Sri Lanka O．australiensis Australia 

．  

根茎野生稻 CC 斯里兰卡 澳洲野生稻 EE 澳洲 
2l 

0 rhizomatis SriLanka 0．australiensis Australia 

紧穗野生稻 CC 东南亚 
． ．  

澳洲野生稻 EE 澳洲 
22 

O．eichingeri East．SOUtll Asia O．australiensis Australia 

．  药用野生稻 CC 中国 ．  短药野生稻 FF 非洲 
H) 23 

O．officinalis China O．brach)’antha Africa 

药用野生稻 CC 中国 疣粒野生稻 GG 中国 
24 

O．officinalis Chilla 0．meyeriana Cilia 

高秆野生稻 CCDD 南美洲 马来野生稻 肿 J 东南亚 
l Z) 

O．alta Soutll America 0．ridleyi East-south Asia 

， 
高秆野生稻 CCDD 南美洲 马来野生稻 肿 J 东南亚 

lj o 

O．a／ta SoutllAm erica 0．ridleyi East-SOUtll Asia 

1．2 叶绿体 DNA的提取 

CTAB法提取的总DNA即可I川。取0．5 g左右 

幼嫩叶片，剪碎放入研钵中，在液氮条件下磨成粉 

末。将粉末转移至 1．5mL离心管，加 600lalCTAB 

提取液、51al 3巯基乙醇，振荡混匀，60~C水浴 30 

min，中间摇匀若干次。加等体积预热氯仿／异戊醇 

(体积比24：1)混合液，混匀后 1O00 rpm离心 5 

min，取上清液加等体积氯仿／异戊醇 (体积比24：1) 

混合液，重复 1次。加 2倍体积预冷无水乙醇形成 

DNA沉淀。离心 1000 rpm 5 min，70％预冷酒精洗 

2次，抽真空干燥后加预热 TE溶解。紫外分光光 

度计检测 DNA含量和纯度。 

1．3 引物设计 

以发表的9311和培矮64S叶绿体基因组全序 

列为引物设计模板，用 Primer Premier5．0软件程序 

进行设计 】。引物序列和扩增目的片段见表 2。 
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1．4 PCR扩增与检测 

PCR反应体系为：lxBuffer，2 mmol·L～MgC12， 

0．1 mmo1．L～dNTPs，10 pmol引物，DNA膜板 60～ 

100 ng，Tag DNA聚合酶2U (Ferments，USA)， 

总体积 50 l。扩增程序为：94~C预变性 5 min，接 

着以94℃40 s、50℃40 s、72℃ 1 min循环 35次， 

最后72℃延伸 10 min。扩增产物在含0．5pg．mL EB 

的2％琼脂糖凝胶上恒压电泳后紫外凝胶成像。 

1．5 DNA测序 

从上述电泳后的胶中用上海生工胶回收试剂 

盒回收和纯化 目的片段 (方法按说明进行)，送上 

海英骏用 ABI 3770测序仪直接测序，直接测序困 

难的再用北京天为生产的克隆试剂盒中的pBS．T载 

体将目的片段克隆进 TOP10大肠杆菌(方法按说明 

进行)。挑取单菌落划线扩大培养后，用相应 PCR 

引物进行菌体 PCR检测，选阳性克隆摇菌，将菌液 

送上海英骏用M13正反向引物双向测序。 

1．6 序列分析 

用DNAMAN软件 3．0版和 Clust~程序对所测 

序列进行多重序列比对。 

2 结果与分析 

2．1 cpl的扩增结果 

粳稻叶绿体DNA在该片段有 1个69 bp碱基重 

复，而籼稻叶绿体 DNA缺失此重复序列，因此粳 

稻日本晴扩增的 ORF100片段电泳带滞后于籼稻 

9311(图 1)。所有非 AA型野生稻所扩增的ORF100 

片段均表现出同日本晴相似的粳稻特征带。 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 l0 11 12 13 14 15 16 17 l8 19 2o 21 笠 24 25 26 M 

图 1 ORFIO0在水稻中的分布 (序号与表 1对应) 

Fig．1 Distribution of the ORF100 in rice(The order No．corresponding with Table 1) 

2．2 cp2的扩增结果 

籼稻叶绿体 DNA中在该片段存在 32 bp重复 

插入序列，而粳稻叶绿体 DNA中没有，因此籼稻 

9311的cp2扩增电泳带滞后于粳稻日本晴 (图2)。 

小粒野生稻 (4)和药用野生稻 (11)一个株系的 

泳带位于典型籼稻和典型粳稻的泳带之间，表明这 

两种野生稻的该 DNA片段长度比籼稻短，比粳稻 

长。疣粒野生稻 (24)和马来野生稻 (25、26)的 

泳带远远落后于典型籼稻和典型粳稻的泳带，其他 

非AA型野生稻的泳带表现出典型粳稻的特征。 

2．3 cp3扩增片段序列分析 

研究发现9311在rpsl6基因内含子 274位点有 

1个 CTTrATC标记序列 (表 3)，粳稻日本晴没有 

该序列，其他非AA型野生稻全部缺失该序列，表 

现出和典型粳稻一样的特征。 

2．4 cp4扩增片段序列分析 

在9311和日本晴的TrnTUGU_TrI1Lu从间区序列 

中有 3个籼粳分型位点 (表 3中的 340~344、440 

和 802~814)，对比其他非 AA型野生稻，340~344 

区段的序列同粳稻相比均缺失ATAT，但比籼稻多1 

个 A或 T；440位点上偏粳的占多数，仅澳洲野生 

稻、疣粒野生稻、马来野生稻和小粒野生稻的 1个 

株系偏籼；802~814位点表现总体偏粳，仅小粒野 

生稻的 1个株系偏籼，重颖野生稻的 1个株系该区 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 丑 罄 斟 25 衢 M 

图2 ORF29．TrnCc'c 在水稻中的分布 (序号与表 1对应) 

Fig．2 Distribution of the ORF29一TrnCc,c in rice(The order No
． corresponding with Table l1 

域缺失。但偏粳类型中也存在差异，如重颖野生稻 

有 2个株系 814位点碱基为T、澳洲野生稻 3个株 

系的814位点碱基全部为 G。 

1oo 

除了表 3碱基差异外，非 AA型野生稻与 9311 

和日本晴之间还存在许多单碱基差异位点，非 AA 

型野生稻之间也有较多的差异位点 (另文报道)。 

表3 非 AA型野生稻籼粳分型标记位点序列结果 

Table 3 The result of marker sites for separating indica-japonica character of rice chloroplast DNA 

9311 (CK ) 

日本晴 Nipponbare(CK) 

斑点野生稻 O．punctata 

小粒野生稻 0．minuta 

小粒野生稻 0．minuta 

根茎野生稻 0．rhizomatis 

根茎野生稻 0．rhizomatis 

根茎野生稻 0．rhizomatis 

紧穗野生稻 0．eichingeri 

药用野生稻0．officinalis 

药用野生稻 0．officinalis 

高秆野生稻 0．aim 

高秆野生稻 0．alta 

高秆野生稻0．aim 

重颖野生稻 0．grrandiglumis 

重颖野生稻 0．grrandiglumis 

重颖野生稻 0．grrandiglumis 

阔叶野生稻 0． f f 

阔叶野生稻 0．1a J ifolia 

澳洲野生稻 0．australiensis 

澳洲野生稻 0．australien 

澳洲野生稻 0．australiensis 

短花药野生稻 0．brach) antha 

疣粒野生稻 0．meyeriana 

马来野生稻 0．n'dleyi 

马来野生稻 0．n'dleyi 

CT兀 ATC 一一一一 

TATAT 

A一一一一 

A一一一一 

A一一一一 

A一一一一 

A一一一一 

一 一 一 一 一 一 一  T_一一一 

A一一一一 

A一一一一 

A_一一一 

T-．．．．．． 

A一一一一 

A一一一． 

A一一一一 

A一一一一 

AGAAAA ⋯ 一一一一 

AGAA^A A—GAAAA 

AGAA^A A—GAAAA 

AGAA^A A—GAAAA 

AGAAAA ⋯ 一 一一 

AGAAAAA—GAAAA 

AGAAAAA—AAAAA 

AAGAAAA—GAAAA 

AGAA^^A—GAAAA 

AGAAAAA—GAAAA 

AGAAAAAAG ^A AA 

AAAAAAA一一AAAA 

AAAA^^A．AAAAA 

AGAAAAA —GAAAA 

AAAAAAA—GAAAT 

AAAAAAA—GA A AT 

AGAAAAA．GAAAA 

AGAAAAA—GAAAA 

AGAAAAA—G ^A AG 

AGAAAA 一一G ^A AG 

AGAAAAA —G ^A AG 

AGAAAAA—GAAAA 

AGAAAA —．GAAAA 

AGAAAAA—GAAAA 

AGAAAA 一一GAAAA 

T T T — T T T T T T T T T T T T T T 一 一 一 T 
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3 讨论 

3．1 水稻籼粳分型的分子标记 

筛选出可靠的籼粳分型标记是准确、简便判别 

水稻叶绿体 DNA籼粳特性的前提条件，前人在这 

方面做了大量工作。Ishii 剐从叶绿体 DNA 限制 

性内切酶模型的结果发现籼稻和粳稻叶绿体 DNA 

的差异在于 0．1 kb长度的突变，籼稻较粳稻少了0．1 

kb的片段，这种差异也发现于野生稻。Kanno等 

根据 IshiifSj的结果，将籼型叶绿体DNA(III型)PstI 

限制性片段P12的缺失的确切位置和精确长度进行 

了分析，结果表明，该缺失位于OI 100内，缺失 

的长度为 69 bp，通过对缺失两端的序列进行分析， 

发现缺失两端存在 12 bp的直接重复序列，认为 69 

bp的缺失是由这个重复序列的重组引起的。这一特 

征可作为鉴别叶绿体 DNA籼粳特性的一个标记， 

因为多数籼稻品种的叶绿体 DNA有 69 bp缺失，而 

粳稻没有。Chen等『J U’u】根据这一特性对云南陆稻 

及野生稻进行了分析，发现根据 ORF100内 69 bp 

缺失和根据籼粳判别函数及同工酶对栽培稻的分 

类结果基本一致。此后 ORF100标记被广泛采用作 

为水稻叶绿体 DNA籼粳分型的标记。典型籼稻的 

ORF29一TrnC~c 泳带落后于典型粳稻的泳带，前者 

的序列比后者多了 1个 32 bp的插入，Tang等 提 

出 ORF29—11mCGcA片段可作为水稻叶绿体 DNA籼 

粳分型的一个标记，该观点得到了一些研究者的证 

实。9311等典型籼稻的叶绿体 DNA rpsl6基因内含 

子在扩增片段的 258位 比典型粳稻多了 1个 

“ATCCIqT”重复，Tang等lj2J认为此片段可作为 

叶绿体 DNA 籼粳分型的标记。黄光文 的研究结 

果表明，典型粳稻叶绿体 DNA的11mTU 一11mLu从 

间区在扩增片段的 314位、410位和 769位分别比 

典型籼稻的多 1个 “TATAT”重复、单碱基 T重复 

和 “AGAAAA”重复 。本 研究 结果 表 明，除 

11mTuGU一11mLU从 间区在扩增 片段 的 340～344 

(314~318)位点外，其他籼粳分型标记的判别结 

果基本一致，可以初步认为这些判别结果基本一致 

的籼粳分型标记可以由鉴别亚洲栽培稻、普通野生 

稻的籼粳特性扩展应用到整个稻属。 

3．2 稻属叶绿体 DNA的起源推测 

本研究应用水稻叶绿体 DNA的2个长度多态 

性籼粳分型标记(ORF100和 ORF29一TrnCGCA)对 

非 AA型野生稻叶绿体 DNA进行的籼粳特性分析 

表明，非 AA型野生稻叶绿体 DNA基本上都表现 

粳型特性。对 2个多变区域 (rpsl6基因内含子和 

TrnT UGU—TrnL UAA间区)进行PCR扩增并测序， 

利用这2个多变区域具有籼粳分型标记作用的4个 

位点对非 AA型野生稻叶绿体 DNA的籼粳特性进 

行了进一步研究，其中3个表现粳型特性、1个表 

现部分籼型特性，但其与典型籼稻已不完全相同。 

曾有研究认为，在叶绿体 DNA 的模型上籼稻是由 

粳稻演化而来H j’14]o根据本研究结果推测，粳型叶 

绿体有可能是稻属较原始和普遍的类型，该推测还 

有待于进～步研究证实。 
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