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摘要  以强耐冷材料龙稻5号(Oryza sativa ssp. japonica)和冷敏感材料协青早B(O. sativa ssp. indica)为对照品种, 以萎蔫

率和死苗率为鉴定指标, 利用江西东乡普通野生稻(O. rufipogon)/协青早B//协青早B构建的回交重组自交系(backcross in-
bred lines, BILs)群体(BC1F9)进行苗期耐冷性鉴定和遗传分析。结果表明, 10°C冷处理7天后, 228个BILs群体的平均萎蔫率为

67.4%, 平均死苗率为70.8%。将死苗率≤20%的株系, 在更低温度(8°C昼/5°C夜)下处理5天, 结果显示5243和5335为强耐冷

材料, 可用于构建东乡野生稻QTL(quantitative trait loci)近等基因系(near-isogenic lines, NILs)。实验结果显示, 群体萎蔫率和

死苗率均呈偏态的连续分布, 暗示东乡野生稻苗期耐冷性表现为质量-数量性状遗传特征, 由主基因-多基因控制。 
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水稻(Oryza sativa)属喜温性植物, 由于其对低

温的适应性较差, 全世界每年大约有1×106 hm2水稻

在不同生长时期遭受寒冷危害(IRRI, 1979)。我国每

年因低温减产30–50亿kg稻谷 (刘建丰和徐立云 , 
1996)。水稻幼苗期冷害多发生于南方早籼稻 (O. 
sativa ssp. indica)和高纬度及高海拔地区, 常出现烂

秧、烂芽现象, 严重影响早稻产量。不仅如此, 水稻

的耐冷性还直接关系到水稻栽培区域及复种面积的

扩大。因此, 水稻耐冷性已成为新时期育种学家共同

关注的主要问题之一。 
目前, 水稻的耐冷性研究主要集中在栽培稻上, 

而野生稻(O. rufipogon)中蕴藏着栽培稻所没有或已

丢失的优异基因(Tanksley and McCouch, 1997)。江

西东乡野生稻 (简称“东野” )是全世界分布纬度

(28°14′N)最高的普通野生稻, 具有广亲和性(卢诚和

潘熙淦, 1991; 肖晓春等, 2001; 余守武等, 2005; 杨
空松等, 2007)、高产(Li et al., 2002; Tian et al., 
2006)、耐冷(陈大洲等, 1996, 1997, 2002; 刘凤霞等, 
2003; 夏瑞祥等, 2010)、耐旱(Zhang et al., 2006)和
多种抗病虫(李湘民等, 2006)等优良特性, 而其中最

突出的一个性状是抗寒。据报道“东野”地下茎能耐

受–12.8°C低温(应存山, 1993), 且苗期耐寒性极强, 
比粳稻高1个等级(陈大洲等, 1996)。自1978年发现至

今, 因人为破坏“东野”的野生群落已从原来的9个
缩小到3个。最近有研究表明, “东野”异位保存圃

已不能很好地保存其遗传多样性(Xie et al., 2010)。
因此, 如何更好地保护和发掘这一强耐冷野生稻种资

源是一个迫切的问题。陈大洲等 (1997)利用低温

((5±1)°C)对1叶1心期的5个栽培品种与“东野”杂交

的F1代处理6天, 恢复生长10天后统计成苗率, 结果

表明“东野”耐寒性为完全显性, 由2对重复基因控

制。他们进一步利用协青早B/“东野”构建的BC1F1

群体, 在1叶1心期用6°C处理2天, 恢复生长1天后统

计死苗率, 表明“东野”耐冷性是由多基因控制的数

量性状, 并在第4、8号染色体上分别定位了1个与苗

期耐冷性连锁的SSR(simple sequence repeat)标记

(陈大洲等, 2002)。夏瑞祥等(2010)以根电导率为指

标, 对“东野”与南京11构建的BC2F1群体4°C下处理

2天, 在第10号染色体上定位了2个主效QTLs (quan-
titative trait loci)。由于不同学者采用不同的鉴定群体

和方法等原因导致结论不同, 表明目前缺乏耐冷性鉴

定标准体系。本文以萎蔫率和死苗率为鉴定指标, 对
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“东野”回交重组自交系(backcross inbred lines, 
BILs)群体(BC1F9)进行苗期耐冷性鉴定实验, 并采用

双重低温筛选强耐冷株系, 以期为“东野”耐冷性鉴

定标准体系的建立及揭示其耐冷性的遗传机理提供

参考, 为更好地发掘和利用“东野”耐冷基因奠定   
基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

以“东野”(Oryza rufipogon Griff.)为供体亲本, 栽培

稻协青早B(O. sativa ssp. indica Kato)为受体亲本, 
F1代与协青早B回交获得BC1F1群体, 经单粒传加代

获得228个“东野”/协青早B//协青早B BC1F9 BILs
群体。以不耐冷亲本协青早B和强耐冷材料龙稻5号
(O. sativa ssp. japonica Kato)为对照品种。 

1.2  苗期耐冷性鉴定 

选用成熟的228个BC1F9群体和对照品种的种子放

于50°C烘箱中干燥2天, 打破休眠。每个实验材料挑

选40粒饱满一致的种子经消毒、37°C浸种2天催芽, 
将露白种子按株系均匀播种于垫有2张湿润滤纸或

纱布的培养皿(直径为9 cm)中, 放入28°C光照培养

箱内生长 , 每天光照12小时 , 光照强度为  2 500 
lux。待苗长至14天(即3叶1心期)剔除弱苗, 统计每

皿中成苗数。将温度先调至15°C, 待温度稳定后再

设为10°C, 冷处理7天, 统计萎蔫率。之后先升温至

15°C, 稳定后再调为28°C, 恢复生长7天 , 统计死

苗率。期间在冷处理前后各加1次1/2MS培养液。  
每个材料冷处理实验独立重复3次 , 结果取平均  
值。 

1.3  耐冷性评价方法 

萎蔫率(%)=(萎蔫苗数/成苗数)×100% 
死苗率(%)=(死苗数/成苗数)×100% 
以萎蔫率、死苗率考查群体苗期耐冷性强弱, 以

叶片全部青枯卷缩作为判断整株苗萎蔫的标准。苗期

耐冷性评价等级参照严长杰等(1999)的方法, 略有改

动。采用1–9级评定法: 即将萎蔫率、死苗率为0%定

为 1级 , 0.1%–20.0%为 3级 , 20.1%–50%为 5级 , 
50.1%以上为7级, 100%定为9级。每个株系的萎蔫率

和死苗率取3次实验的平均值, 之后统计群体各株系

的平均萎蔫率和平均死苗率在相应耐冷等级区间内

出现的频率。根据耐冷性评价等级, 将10°C处理7天
后等级为3级以下的株系 , 采用更低的温度(8°C昼

/5°C夜)处理5天, 恢复生长7天, 统计死苗率, 比较2
次耐冷性鉴定结果, 以此筛选强耐冷株系, 为构建

“东野”QTL-近等基因系(near-isogenic lines, NILs)
群体提供材料。 

2  结果与讨论 

2.1  低温胁迫下亲本及BILs群体萎蔫率的遗传分

析 

亲本及228个BILs群体各株系经低温(10°C)处理7天
后, 幼苗与处理前(图1A)对比均表现出不同程度的萎

蔫(图1B)。北方强耐冷对照品种龙稻5号的平均萎蔫

率为4.5%, 不耐冷对照品种协青早B的平均萎蔫率为

86.1%。BILs群体的平均萎蔫率为67.4%, 群体萎蔫

率的耐冷等级频率分布图 (图2A)显示萎蔫率在

0%–100%之间呈偏态的连续分布, 偏向亲本协青早B, 
表明“东野”苗期耐冷性表现为典型的数量性状遗传。

如果以萎蔫率≤50%为临界值划分耐冷株和不耐冷

株 , 群体的耐冷性分离比例 (不耐冷和耐冷 )为3:1 
(Χ2=3.368<Χ2

0.05=3.84, 0.05<P<0.1), 说明表现为数

量遗传的“东野”苗期耐冷性状可能包含有控制协青

早B的主效耐冷基因。 

2.2  低温胁迫下亲本及BILs群体死苗率的遗传分析 

苗期耐冷性鉴定结果显示, 经10°C处理7天并恢复生

长7天后, 各株系耐冷性强弱的表现差异显著(图1C)。
对照品种龙稻5号的平均死苗率为0%, 耐冷等级为1
级, 为强耐冷品种。亲本协青早B和BILs群体的耐冷

性表现差异明显, 协青早B的平均死苗率为91.2%, 
耐冷等级为7级, 为不耐冷品种; 228个BILs群体平均

死苗率为70.8%, 由群体死苗率的耐冷等级频率分布

图(图2B)可知, BILs群体死苗率在0%–100%之间呈

偏态的连续分布, 表明“东野”苗期耐冷性表现为数

量性状遗传特征。同样以死苗率≤50%(即耐冷等级为

5级以下)为临界值划分耐冷区和不耐冷区, 群体的 
耐冷性分离比例 (不耐冷和耐冷 )为3:1(Χ 2=1.15 
<Χ2

0.05=3.84, 0.05<P<0.1), 进一步说明“东野”的 
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图1  东乡野生稻/协青早B//协青早B回交重组自交系(BILs)群体的苗期耐冷性表现 

(A) 28°C正常生长2周的幼苗; (B) 10°C冷处理7天后幼苗发生萎蔫; (C) 10°C冷处理7天, 恢复生长7天后幼苗的耐冷性表现; (D) 8°C
昼/5°C夜冷处理5天, 恢复生长7天后幼苗的耐冷性表现 
Longdao 5: 龙稻5号(正对照); Xieqingzao B: 协青早B(负对照); 5335、5290、5263、5362和5245为参试材料 
 
Figure 1  The cold tolerance of seedlings of a BILs population of Dongxiang wild rice/Xieqingzao B//Xieqingzao B 

(A) Two-week-old seedlings grown at normal temperature (28°C); (B) Cold treatment of 2-week-old seedlings under 10°C for 7 
days; (C) Seedlings were grown for recovery at 28°C for 7 days after cold treatment (10°C, 7 days); (D) Seedlings were grown for 
recovery at 28°C for 7 days after cold treatment (8°C day/5°C night, 5 days) 
Longdao 5 and Xieqingzao B were respectively used as positive and negative controls. Lines of 5335, 5290, 5263, 5362 and 
5245 were tested materials. 
 

 
耐冷性可能表现为由主效耐冷基因控制的数量性状

遗传。 

2.3  8°C昼/5°C夜处理条件下25个株系的耐冷性

分析 

228个BILs群体经苗期耐冷性鉴定(10°C, 7天), 共筛

选出25个死苗率低于20%的耐冷株系。将这些株系进

行更低温度的苗期耐冷性鉴定(8°C昼/5°C夜, 5天), 
其死苗率与10°C冷处理7天的死苗率相比较(图3), 显
示对照品种龙稻5号的平均死苗率由0%变为9.3%, 
协青早B的平均死苗率由91.2%变为98.9%, 经冷处

理的25个株系的死苗率均有所提高。其中耐冷等级为

3级的有2个株系: 5243和5335。株系5243在2次苗期

耐冷性鉴定中平均死苗率分别为0%和7.9%; 株系

5335的平均死苗率分别为0%和3.1%(图1D), 均为强

耐冷株系。 

2.4  耐冷性鉴定指标分析   

群体萎蔫率和死苗率的耐冷等级频率比较分布图(图
2C)显示228个BILs群体萎蔫率与死苗率结果较一致, 
说明萎蔫率与死苗率相关性高, 相关系数r为0.962 3, 
表明以萎蔫率和死苗率为苗期耐冷性鉴定评价指标 
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图2  东乡野生稻/协青早B//协青早B 228个回交重组自交系(BILs)的群体萎蔫率和死苗率耐冷性等级频率分布图 

(A) 群体萎蔫率的耐冷等级频率分布; (B) 群体死苗率的耐冷等级频率分布; (C) 群体萎蔫率和死苗率的耐冷等级频率比较分布 
Dwr: 东乡野生稻; Xqz B: 协青早 B 
 
Figure 2  The frequency distribution of cold-tolerance grade for seedling wilting rate and mortality rate of 228 BILs population of 
Dongxiang wild rice/Xieqingzao B//Xieqingzao B 

(A) Cold-tolerance grade of seedling wilting rate; (B) Cold-tolerance grade of seedling mortality rate; (C) Comparison of the fre-
quency distribution of cold-tolerance grade for seedling wilting rate and mortality rate 
Dwr: Dongxiang wild rice; Xqz B: Xieqingzao B 
 

 
均可行。在耐冷性鉴定实验中也观察到, 冷处理后很

多表现为青枯萎蔫的幼苗, 经恢复生长(28°C, 7天)后
不能返青成活, 这表明低温(10°C)对幼苗造成的伤害

是不可逆的。群体的平均死苗率(70.8%)比平均萎蔫

率(67.4%)稍高, 并且死苗率的卡方检测值(Χ2=1.15)
小于萎蔫率(Χ2=3.368), 可见, 以死苗率作为耐冷性

鉴定指标比萎蔫率更准确。 

2.5  讨论 

目前, 水稻苗期耐冷性的鉴定主要有2种方法, 即间

接法和直接法。间接法(即生理生化指标鉴定)多采用

叶绿素含量、光合速率、外渗电导率、SOD活性、 
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图3  25个东乡野生稻/协青早B//协青早B BILs群体耐冷株系在10°C和8°C昼/5°C夜处理条件下的死苗率比较 
 
Figure 3  Comparison of seedling mortality rate of 25 lines in the BILs population of Dongxiang wild rice/Xieqingzao 
B//Xieqingzao B under different cold treatments (10°C and 8°C day/5°C night) 

 

MDA含量、脯氨酸含量和可溶性糖含量等为鉴定指标

(Wang and Guo, 2005; 李霞等, 2006; 张成良等, 
2007; 夏瑞祥等, 2010)。而直接法的鉴定指标有苗

高、苗重、叶绿素含量、凋萎率、枯死率、存活率和

死苗率等(徐云碧和申宗坦, 1989; 熊振民, 1990; 金
润洲等, 1992; 戴陆圆等, 1999; Kazemitabar et al., 
2003; 杨永霞等, 2005)。处理温度从–2–18°C不等, 
处理时间从6小时到10天不等, 处理时期从1叶期到4
叶期, 所鉴定的群体有F2、RILs、BILs、DH等不同群

体, 且多为籼/粳交构建的群体。这说明水稻耐冷性的

鉴定技术已基本成熟, 但缺乏系统的技术规范。研究

报道, 水稻苗期耐冷性由单基因控制(熊振民, 1990)、
2对重复基因控制(徐云碧和申宗坦, 1989)和5–7对显

性基因控制(金润洲等, 1992)。不同学者采用的处理

方法、鉴定指标和耐冷性评价术语存在差异, 导致实

验结果缺乏可比性。本文以萎蔫率和死苗率为鉴定指

标, 采用双重低温处理, 结果表明萎蔫率和死苗率作

为耐冷性鉴定指标可行, 但死苗率鉴定的准确性优于

萎蔫率。低温处理的温度不宜太高或太低, 处理时间

长短也要合理。本文采用低温(10°C)冷处理7天、再

恢复生长7天的鉴定方法是可取的, 考虑到鉴定周期

过长, 实验中也观察到恢复生长至第5天就能反映株

系的恢复状况。因此, 建议今后可采用以死苗率为鉴

定指标, 10°C处理7天后恢复生长5天的鉴定方法, 为
水稻耐冷性评价标准体系的建立提供参考。 

本文中228个BILs群体的萎蔫率和死苗率的表型

变异均为0%–100%, 耐冷性表现为偏态的连续分布, 
由此提出“东野”苗期耐冷性表现为数量性状遗传特

征, 其中可能包含有主基因或效应较大的QTL, 这与

之前研究报道“东野”苗期耐冷性由2对重复基因控

制(陈大洲等, 1997)的结论不同, 其原因可能是由于

采用了不同的研究材料和处理方法所致。陈大洲等

(2002)指出“东野”耐冷性是由多基因控制的数量性

状, 并分别在第4、8号染色体上各定位了1个微效

QTL; 夏瑞祥等(2010)在第10号染色体上定位了2个
主效QTLs。本文与他们的结论相一致, 表明“东野”

苗期耐冷性确为数量遗传性状。莫惠栋(1993)认为具

有主基因效应的数量性状是质量-数量(qualitative- 
quantitative, Q-Q)性状。因此, 本文在前人研究认为

“东野”苗期耐冷性是数量遗传性状的基础上, 提出

更进一步的结论, 认为“东野”苗期耐冷性为质量-
数量性状, 由主基因和多基因共同控制。 
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本文结果显示群体的耐冷性表现为偏态的连续

分布, 而且偏向协青早B, 这可能是由于群体中个体

的偏态造成的, 偏态现象在水稻种间远缘杂交群体中

较常见, 尤其在野栽群体中更为严重。另外, 由于是

以“东野”为母本构建的BILs群体, 因此不能排除存

在细胞质遗传的可能性。 
“东野”和协青早B遗传背景不一致, 杂交后代

会呈现较大范围的分离, 为了更好地发掘和利用“东

野”耐冷基因, 必须构建QTL-NILs群体, 使群体中只

有单个的QTL位点发生分离, 最大限度地减少因遗传

背景不同对目标性状产生的干扰 (张磊和张宝石 , 
2007)。因此, 本文采用双重低温筛选出的5243和
5335两个强耐冷株系, 可能聚有“东野”多个耐冷性

QTLs, 可用于构建“东野”QTL-NILs, 这将为下一

步精确定位“东野”耐冷基因奠定基础。研究表明, 水
稻的抗逆性是由多基因控制的数量性状, 只转化单一

功能基因很难获得理想抗性品种, 需要转入一系列与

耐冷相关的基因(王国莉和郭振飞, 2003; 李慧和强

胜, 2007), 因此对“东野”耐冷基因的定位可为水稻

耐冷基因的克隆提供材料。目前籼稻强耐冷新种质极

其贫乏, 因此本研究创新了籼稻耐冷育种新材料, 将
为耐冷育种提供新的种质。同时后续研究结果将用于

分子标记辅助选择育种(marker-assisted selection, 
MAS)和标记辅助渗入回交育种 (marker-assisted 
introgression, MAI), 提高水稻耐冷性育种的效率和

准确性。 
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Genetic Analysis of Cold Tolerance at the Seedling Stage in 
Dongxiang Wild Rice (Oryza rufipogon) 
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1College of Life Science, Jiangxi Normal University, Nanchang 330022, China; 2Rice Research Institute, Jiangxi Academy of 
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Abstract  We examined the cold tolerance of seedlings of a BILs population (BC1F9) of Dongxiang wild rice (Dwr)/Xie- 
qingzao B (Xqz B)//Xqz B by cold treatment assay and genetic analysis. The control materials included the strong 
cold-tolerant variety, Longdao 5, and the cold-sensitive cultivar Xqz B, using seedling wilting rate and seedling mortality 
rate as evaluation indices. After cold treatment (10°C) for 7 days, the mean seedling wilting rate and seedling mortality 
rate for 228 BILs were 67.4% and 70.8%, respectively. The lines with only 20% seedling mortality rate or below were 
further treated with a colder temperature of 8°C day/5°C night for 5 days. The lines 5243 and 5335 were the most cold- 
tolerant and may be useful for constructing quantitative trait loci-near-isogenic lines of Dwr. Moreover, the skew-normal 
and continuous distribution of seedling wilting and mortality rates suggest that cold tolerance at the seedling stage in Dwr 
represents the inheritance of qualitative-quantitative traits which are controlled by major genes and polygenes. 

Key words  cold tolerance, Dongxiang wild rice, near-isogenic lines, qualitative-quantitative traits, quantitative trait loci 
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