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摘要  以药用野生稻(CC) C0t-1 DNA作为探针, 对其自身体细胞染色体和栽培稻×药用野生稻杂交后代
F1, 回交后代 BC1 以及宽叶野生稻(CCDD), 高秆野生稻(CCDD)和斑点野生稻(BBCC)体细胞染色体进
行荧光原位杂交实验. 在药用野生稻体细胞染色体中, 同源染色体呈现相似的 C0t-1 DNA杂交带型, 并
对其核型进行了同源性聚类. 对 F1 (AC)和 2个 BC1 (AAC和 ACC)的杂交实验中, 在不封阻的情况下, 
药用野生稻 C基因组 C0t-1 DNA探针能清晰地鉴别 C组染色体, 而在 A组染色体上信号分布很少, 说
明 A 基因组与药用野生稻 C 基因组中高度重复序列同源性较低. 此外, 对宽叶野生稻、高杆野生稻和
斑点野生稻 3个四倍体体细胞染色体进行了 FISH分析, 在 24条 C组染色体上均可观察到较强的杂交
信号, B和 D基因组的 24条染色体上信号较少, 但在 D组染色体上的信号较 B组染色体的多, 说明 D
与 C基因组的亲缘关系较 B与 C基因组的近. 进一步分析发现, 高杆野生稻 D组染色体上的杂交信号
要比宽叶野生稻 D 组染色体上的杂交信号多, 说明高杆野生稻的 D 基因组与 C 基因组的同源性要高, 
这可能是高秆野生稻和宽叶野生稻同属于 CCDD 染色体组型但可区分为不同种的原因之一. 上述结果
表明, C0t-1 DNA具有很强的种的特异性和依赖基因组型的特异性, 利用 C0t-1 DNA作探针更能有效地
对不同基因组进行 FISH鉴定. 同时, 本研究采用 F1植株和 BC1植株, 即 1个二倍体和 2个三倍体人工
选育杂种, 与宽叶野生稻、高杆野生稻和斑点野生稻进行了基于 C基因组 C0t-1 DNA杂交的比较分析, 
对稻属异源四倍体的可能起源机制进行了初步探讨. 

关键词  C0t-1 DNA  染色体  基因组  原位杂交  稻属 

稻属(Oryza)含有 2 个栽培种, 即亚洲栽培稻(O. 
sativa L)和非洲栽培稻(O. glaberrima Steud), 以及 20
余个野生种 [1], 其染色体组分别为AA, BB, EE, FF, 
GG, BBCC, CC, CCDD, HHJJ和HHKK[2,3]. 由于稻属
中许多性状在一些物种内变异较大 , 而种间差异很
小, 加上杂交事件和多倍体普遍存在, 以及分布广而
复杂的特点[4], 为了便于稻属中物种的界定和合理体
现各个种间的关系, Vaughan等人[5,6]把稻属分成 4 个
复合体, 即栽培稻复合体(O. sativa complex)、药用野
生稻复合体(O. officinalis complex)、马来野生稻复合
体(O. ridleyi complex)、疣粒野生稻复合体(O. mey-
eriana complex). 其中, 药用野生稻复合体含有 10个
种, 涵盖了BB, CC, EE, BBCC和CCDD共 5种类型染
色体组[3]. C基因组是药用野生稻复合体的最基本的
基因组成分 , 由于该复合体中同时存在二倍体和四
倍体多个物种, 而且这些物种在形态上的相似性、地
理分布的相互重叠以及历史上频繁的杂交和多倍化, 

使得该复合体成为稻属中最大、最复杂, 也最具丰富
多样性的群体 [4,7]. 对稻属基因资源研究表明 , 野生
稻是栽培稻遗传改良的丰富基因资源 . 在药用野生
稻复合体中, 药用野生稻(O. officinalis, CC)、宽叶野
生稻(O. latifolia, CCDD)、高杆野生稻(O. alta, CCDD)
和斑点野生稻(O. punctata, BBCC)就具有抗病、抗虫、
抗逆等多种优良特性[8~11]. 因此, 弄清稻属种间的遗
传关系 , 将有助于更好地保护和利用野生稻中的遗
传资源. 

基因组原位杂交(genomic in situ hybridization, 
GISH)技术是鉴别异源多倍体的基因组组成、分析异
源多倍体基因组的起源和进化 , 以及不同基因组相
互关系的简便而十分有效的工具之一. Fukui等人[12]

利用药用野生稻总DNA作为探针, 分别对小粒野生
稻(O. minuta)和宽叶野生稻染色体进行基因组原位
杂交, 把这两个野生种鉴定为BBCC和CCDD染色体
组 . Shishido等人 [13]运用多色基因组原位杂交
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(multicolor genomic in situ hybridization, McGISH)方
法对一个栽培稻与野生稻的杂种(AABBCC)进行了
鉴别. 在此基础上, Li等人[14,15]进一步运用McGISH技
术确定马蓝普野生稻(O. malampuzhaensis)为BBC基因
组 , 同时利用药用野生稻(CC)和澳洲野生稻(EE)总
DNA作为探针, 对C, D和E基因组间的亲缘关系进行
了研究, 表明基因组E与C, D的亲缘关系比基因组C
与D的亲缘要远 , 基因组E与C的亲缘关系则近于基
因组E与D的亲缘关系. 

DNA重复序列散布于整个基因组中, 是真核生物
基因组的重要特征和重要组成部分[16,17]. 在高等植物
中, 重复序列通常达基因组成分的 50%以上[18,19], 如
水稻、玉米、小麦、黑麦及柠檬, 其百分比例分别为
50%, 78%, 83%, 92%和 95%[19,20], 占了高等植物 基
因组的绝大部分. 已有研究表明, 重复序列在   基
因组进化中可能扮演着重要角色 . 如一个基因组重
复序列的拷贝数在染色体位点进化很快, 导致  形
成物种的特异基因组成分 , 甚至产生另外一条染色
体 [21~24]. 通过这些重复序列的变异来研究物种歧化
和基因组起源 , 可以确定其原始祖先并建立不同物
种和基因组之间的进化树 [23]. 在这方面 , 重复序列
DNA探针优于基因组DNA探针 . Linares等人 [25]以A
和C基因组特异重复序列为探针, 通过双色荧光原位
杂交鉴别了六倍体燕麦(AACCDD)中的两个相近基
因组A和D. 此外, 人们也利用一些特异重复序列作
为探针进行分子杂交, 用来识别染色体、构建遗传图
谱和物理图谱、研究基因渗入以及基因组的组成和分

化[26~32]. 
C0t-1 DNA主要为中度和高度重复序列, 包含卫

星DNA, 微卫星DNA, 核糖体DNA以及端粒、着丝粒
重复序列等重复序列 , 决定着染色体的重要结构和
特征[33]. 本研究利用药用野生稻C0t-1 DNA作为探针, 
对自身体细胞中期染色体进行原位杂交 ,  来确定 

重复序列在基因组中分布情况. 同时, 在未封阻的情
况下, 对栽培稻×药用野生稻杂交后代 F1及回交后代

BC1 体细胞染色体进行原位杂交, 鉴别了杂交后代异
源基因组成分. 同样, 进一步利用该药用野生稻 C0t-1 
DNA, 对宽叶野生稻(CCDD)、高杆野生稻(CCDD)和
斑点野生稻(BBCC) 3 个四倍体野生稻种进行原位杂
交比较分析. 通过研究 C0t-1 DNA在基因组 B, C和D
中的分布状况, 来分析 C基因组和 B, C和 D不同基
因组间的亲缘关系 , 并初步探讨水稻重复序列在基
因组中的起源和进化特点. 

1  材料与方法 
(ⅰ) 植物材料和染色体制片.  供试材料为药用

野生稻(O. officinalis Wall)稻株HY018 (原产广西, 具
有高抗病虫害特性)、栽培稻(O. sativa L)珍汕 97B与
药用野生稻HY018 的杂种F1 植株以及利用亲本珍汕

97B和药用野生稻HY018 与F1回交的 2 个BC1植株, 
由武汉大学遗传研究所提供. 宽叶野生稻(O. latifolia) 
IRW6, 高杆野生稻(O. alta) IRW41和斑点野生稻(O. 
punctata) IRW31 由华南农业大学卢永根院士提供 , 
实验材料情况见表 1. 染色体制片参照Ren等人[34]方

法. 
(ⅱ) C0t-1 DNA的制备.  采用CTAB法提取药用

野生稻总DNA, 参照Doyle等人 [35]的方法稍作修改 . 
C0t-1 DNA制备参照Zwick等人[33]的方法, 总DNA于
0.14 MPa高压灭菌 3~15 min, 使其打断成长
800~1500 bp的片段 , 根据C0t-1 DNA动力学公式
C0t-1 = C (mol/L) × Ts, 计算C0t-1 DNA完全复性所需
的时间. C0t-1 DNA完全复性后, 用S1核酸酶(2 U/μg 
DNA, Promega) 37℃酶解 1 h, 平衡酚抽提, 无水乙
醇沉淀过夜, 12000 r/min离心 10 min, 70%的乙醇洗
涤, 于TE缓冲液中溶解, 得到所需C0t-1 DNA. 

(ⅲ )  探针标记 .   探针采用切刻平移试剂盒 
 

表 1  各稻种的染色体数、基因组及地理分布 
稻种名称 染色体数目 基因组 分 布 

药用野生稻(O. officinalis) 24 CC 亚洲热带、亚热带、澳大利亚热带 

宽叶野生稻(O. latifolia) 48 CCDD 拉丁美洲 

高杆野生稻(O. alta) 48 CCDD 拉丁美洲 

斑点野生稻(O. punctata)  48 BBCC 非洲 

栽培稻×药用野生稻 F1植株 24 AC − 
BC1植株(栽培稻回交) 36 AAC − 
BC1植株(药用野生稻回交) 36 ACC − 
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(Nick Translation Kit, Roche)方法进行标记, 用生物
素-11-dUTP标记药用野生稻 C0t-1 DNA. 20 μL反应
体系中含有 dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 生物素-11- 
dUTP, DNaseⅠ, DNA聚合酶Ⅰ, 0.2~0.5 μg探针 DNA, 
于 15℃标记 1.5~3 h, 经凝胶电泳检测标记探针长为
200~500 bp, 加入 1 μL 0.5 mol/L EDTA (pH 8.0)终止
反应. Sepharose CL-6B (Sigma)纯化探针, 抗生物素
蛋白的碱性磷酸酶(AP, alkaline phosphatase conjugate, 
Roche)的点印记法检测标记效果. 

(ⅳ ) 原位杂交及检测 .  荧光原位杂交 (fluo- 
rescence in situ hybridization, FISH)方法分别参阅
Jiang等人[36]和Li等人[14,15]的方法. 染色体于60℃烤片 1 
h制片, RNase A/2 × SSC (10 μg/mL) 37℃处理 1 h,  2 
× SSC室温漂洗 10 min, 胃蛋白酶 (Genview)/10 
mmol/L HCl (5 μg/mL)处理 15 min, 2×SSC室温漂洗
10 min, 甲醛/1×PBS室温固定 10 min, 70%甲酰胺 70℃
变性 3.5~5 min, −20℃用 70%, 95%和 100%乙醇各脱
水 5 min, 室温晾干. 杂交液含 80 ng标记的探针DNA, 
50%去离子甲酰胺 (Sigma), 8%的硫酸葡聚糖
(Amresco), 2×SSC, 0.5% SDS, 0.5 μg鲑鱼精DNA 
(DNA Salmon, Sigma). 37℃杂交过夜. 杂交信号的 
检测 : 42℃  20%甲酰胺 , 2×SSC, 0.2×SSC洗脱 , 室   
温 0.1% TritonX-100 (Sigma)处理 5 min, 室温 1×PBS
洗脱并凉干片子 . 每张片子加入 streptavidin-Cy3 
(Rockland), 37℃温育 1 h, 1× PBS室温洗涤 3次, 每次
5 min. 10 μg/mL DAPI (Sigma)复染, Olympus BX61 
荧光显微镜观察, 用Case Data Manager Expo 2.1.1 
图像系统控制的Cool-1300QS CCD (VDS, Germany)
照相系统摄取图片. 

2  结果与分析 

2.1  药用野生稻自身 C0t-1 DNA原位杂交及其核型
分析 

用药用野生稻自身C0t-1 DNA作为探针, 对有丝
分裂中期染色体进行原位杂交, 其结果见图 1(a)~(c). 
在实验中 , 杂交严紧度和洗脱严紧度分别为 65%~ 
75% 和 80%~90%[14]. 图 1(a)为药用野生稻C0t-1 
DNA的杂交信号, 图 1(b)和(c)为染色体与杂交信号
的合成图. 根据杂交结果来看, C0t-1 DNA主要分布
在染色体的着丝粒、近着丝粒和端粒区域, 染色体臂
的中部相对要少 . 从信号的分布特点来看 , C0t-1 
DNA在染色体上的分布具有特异的杂交带型. 同源

染色体呈现相似C0t-1 DNA杂交带型, 根据染色体从
长到短进行了配对排序分析见图 2(j). 从图 1(a)~(c)
和图 2(j)可以看出, 在药用野生稻第 1, 2, 4和 6染色
体上, 重复序列信号主要分布在端粒、着丝粒和近着
丝粒区. 在染色体第 3 和 7 染色体上, 重复序列信号
主要集中在染色体短臂的端粒区. 第 10和 11染色体
重复序列信号主要分布在着丝粒区, 而第 9染色体重
复序列主要在长短臂的端部. 其余第 5, 8 和 12 染色
体上的信号分布较少, 并且分布相对较分散. 

2.2  栽培稻×药用野生稻杂交后代 F1及回交后代 BC1

的 C0t-1 DNA原位杂交 

用药用野生稻C0t-1 DNA作为探针, 在不封阻的
情况下 , 对栽培稻×药用野生稻杂交后代F1 植株 
(AC), 以及两个回交后代BC1 植株(AAC和ACC)体细
胞染色体进行原位杂交, 其结果见图 1(d)~(l). 在杂
种F1体细胞中期分裂相中(图 1(f)), 可明显见到 12条
染色体具有较强红色信号, 属于药用野生稻的C组染
色体, 另 12 条染色体杂交信号分布微弱, 属于栽培
稻的A组染色体. 图 1(g)~(i)分别为BC1 植株(AAC) 
DAPI复染的染色体、杂交信号及其合成图. 从图中可
见, 12条染色体的大部分区域被染成红色, 而且信号
点集中地分布在染色体的着丝粒、近着丝粒和端粒区

(图 1(i)), 它们应属于药用野生稻的C组染色体; 另 24
条染色体几乎观察不到红色杂交信号 , 应属于栽培
稻A组染色体(图 1(i)). 而在另一个BC1植株(ACC)体
细胞中期分裂相中(图 1(k)), 则有 24条染色体集中分
布红色信号, 另 12 条蓝色的几乎不存在红色杂交信
号 , 它们应分别来源于药用野生稻和栽培稻 . 两个
BC1 植株AAC和ACC的红色杂交信号强度与杂种F1 
的杂交信号接近, 并且具有相似的带型, 说明它们均
来源于药用野生稻的染色体组. 从BC1 植株(ACC)有
丝分裂后期染色体杂交结果来看(图 1(l)), 可明显地
观察到药用野生稻染色体(红色)和栽培稻染色体(蓝
色)彼此聚合并向两极移动. 此外, 已知药用野生稻基
因组大小为 697 Mb, 栽培稻约为 450 Mb[37]. 从AC杂
种和两个BC1 植株的FISH结果中 , 可以直观地观察
到药用野生稻染色体(红色)普遍比栽培稻染色体(蓝
色)长(图 1(f), (i), (k)). 用SPOT advanced软件测量染
色体长度并统计, 栽培稻A组染色体与药用野生稻C
组染色体总长度的比值约为 1∶1.5, 与这两个基因组
大小比值基本一致. 另外, 对杂种F1植株进行了核型

分析, 其结果见表 2. 
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图 1   药用野生稻自身 C0t-1 DNA原位杂交以及药用野生稻 C0t-1 DNA对栽培稻×药用野生稻 F1植株及回交

后代 BC1植株体细胞染色体原位杂交结果 
(a) 药用野生稻(CC)自身 C0t-1 DNA杂交信号; (b)和(c) 药用野生稻自身 C0t-1 DNA在中期染色体上的 FISH图像, 其中(b)为染色
体 DAPI复染后与(a)的合成图; (d)~(f) 分别是栽培稻×药用野生稻 F1植株(AC) DAPI复染的染色体、杂交信号及其合成图; (g)~(i) 
分别是栽培稻×药用野生稻BC1植株(AAC) DAPI复染的染色体、杂交信号以及其合成图; (j)~(i) 栽培稻×药用野生稻BC1植株(ACC)

杂交信号及其合成图, 其中(i)为后期染色体的 FISH图像. 标尺为 5 μm 

 
2.3  CC基因 C0t-1 DNA对 CCDD和 BBCC野生种
基因组的原位杂交 

用药用野生稻 C0t-1 DNA作为探针, 对宽叶野生
稻(CCDD)、高杆野生稻(CCDD)和斑点野生稻(BBCC) 

体细胞中期染色体进行原位杂交, 其结果见图 2(a)~ 
(i). 图 2(a)为 DAPI 染色的 48 条宽叶野生稻染色体. 
图 2(b)为药用野生稻C基因组C0t-1 DNA探针的杂交
信号. 可以明显地观察到信号主要集中在 24 条染色 
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图 2  药用野生稻 C0t-1 DNA对宽叶野生稻、高杆野生稻和斑点野生稻中期染色体原位杂交结果以及基于

FISH图像的药用野生稻核型 
(a)~(c) 分别是宽叶野生稻(CCDD) DAPI 复染的染色体、杂交信号以及其合成图, 箭头号标示 C组染色体上的杂交信号; (d)~(f) 分
别是高杆野生稻(CCDD) DAPI复染的染色体、杂交信号及其合成图, 箭头号标示 C组染色体上的杂交信号; (g)~(i) 分别是斑点野
生稻(BBCC) DAPI复染的染色体、杂交信号及其合成图, 箭头号标示 C组染色体上的杂交信号; (j) 基于自身 C0t-1 DNA信号带型

的药用野生稻核型. 标尺为 5 μm 

 
体上, 表明这 24 条染色体与药用野生稻 C 基因组同
源性较高, 应属于宽叶野生稻 C组染色体(箭头所示), 
信号较少染色体属于D基因组. 图 2为(a)和(b)的合成
图, 杂交信号在 C 组染色体分布特点与药用野生稻
自身 C0t-1 DNA 带型有较大的区别(图 1(b), (c)), 说
明在药用野生稻染色体和宽叶野生稻 C 组染色体中, 

其中度和高度重复序列构成存在差异. 另外, 在一些
D组染色体上也存在一些较弱的信号. 

图 2(d)为 DAPI 复染的高杆野生稻(CCDD)染色
体. 药用野生稻 C0t-1 DNA在高杆野生稻染色体上的
杂交信号见图 2(e), 图 2(f)为(d)和(e)的合成图. 在其
中期分裂相中, 可以明显地观察到 24 条染色体具有 
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表 2  栽培稻×药用野生稻杂种 F1植株的核型分析 
栽培稻 A组染色体 药用野生稻 C组染色体 

染色体编号 
实际长度/μm 相对长度 臂比粒 着丝位置 实际长度/μm 相对长度 臂比 着丝粒位置

1 3.91±0.16 11.70±0.36 1.27±0.32 ma) 5.83±0.53 11.65±0.38 1.40±0.43 m 

2 3.74±0.23 11.19±0.11 1.23±0.25 m 5.43±0.41 10.85±0.10 1.51±0.27 m 

3 3.43±0.37 10.26±0.34 1.87±0.31 smb) 5.14±0.12 10.27±0.12 2.13±0.11 sm 

4 3.05±0.17 9.12±0.28 1.11±0.35 m 4.66±0.25 9.31±0.31 1.23±0.46 m 

5 2.96±0.12 8.85±0.24 1.28±0.21 m 4.49±0.19 8.97±0.17 2.41±0.57 sm 

6 2.83±0.49 8.47±0.19 1.12±0.29 m 4.20±0.42 8.39±0.23 1.30±0.40 m 

7 2.75±0.21 8.23±0.45 2.85±0.36 sm 4.01±0.37 8.01±0.15 1.84±0.24 sm 

8 2.48±0.39 7.41±0.26 1.77±0.14 sm 3.78±0.14 7.55±0.35 1.27±0.34 m 

9 2.27±0.33 6.79±0.37 1.39±0.12 m 3.58±0.11 7.15±0.21 1.28±0.13 m 

10 2.21±0.16 6.61±0.16 1.47±0.49 m 3.23±0.29 6.15±0.16 1.26±0.52 m 

11 1.97±0.27 5.89±0.22 1.86±0.41 sm 2.95±0.32 5.90±0.40 1.27±0.39 m 

12 1.83±0.24 5.47±0.50 1.21±0.17 m 2.74±0.24 5.48±0.47 2.11±0.18 sm 

 a) 中间着丝粒; b) 亚中间着丝粒 

 
较强的红色信号, 这些染色体应该属于 C 基因组(箭
头所示), 其余的 24条染色体分布少量较弱的杂交信
号, 则应属于 D基因组(图 2(e), (f)). 从 2个 CCDD染
色体组野生种的杂交结果来看, D染色体上均存在一
些杂交信号, 说明 C 和 D 基因组之间的中度和高度
重复序列亦具有部分的同源性. 

图 2(g)为 DAPI 复染的斑点野生稻(BBCC)染色
体, 图 2(h)和(i)分别为 C0t-1 DNA在斑点野生稻染色
体上的杂交信号及其合成图. 同样, 可以很容易地区
分出斑点野生稻 B和 C基因组染色体. 其中 24条 C
组染色体具有较强的红色信号(箭头所示), 其余 24
条染色体属于 B组染色体(图 2(h), (i)). 斑点野生稻 C
组染色体杂交信号的分布存在较大差异 , 有大半染
色体杂交信号仅存在端粒或着丝粒区 , 其它染色体
信号分布相对均匀(图 2(i)). 在 B 组染色体上, 只有
少数几条染色体分布少许杂交信号(图 2(h)), 说明斑
点野生稻 B 和 C 基因组之间的中度和高度重复序列
的同源性不高. 

3  讨论 
在植物基因组中, 重复序列多在 50%以上, 占据

基因组的大部分[38], C0t-1 DNA主要为中度和高度重
复序列[33]. 在过去, 对植物基因组研究主要集中在特
异重复序列、转座子以及简单重复序列[26~28,39~42]. 本
研究利用荧光原位杂交方法 ,  用药用野生稻C0t-1 
DNA作为探针, 对其自身有丝分裂中期染色体进行
定位分析. 从C0t-1 DNA在药用野生稻的FISH结果来
看, 重复序列在染色体分布具有一定的带型(图 1(b), 

( c ) ) ,  我们对同源染色体的识别是依据相似带型 
进行的(图 2(j)). 与常规的染色体核型分析方法不同, 
这是根据自身基因组C0t-1 DNA的组成为依据, 对染
色体进行的同源性聚类, 突破了传统的分析方法. 在
传统的染色体核型分析方法中, 由于稻属染色体小, 
形态相似, 着丝粒不明显, 易发生折叠和扭曲, 给分
析带来困难和偏差. 在此之前, 为了克服这些困难, 
我们曾以水稻这一模式植物的基因组遗传成分为依

据, 利用BAC-FISH对药用野生稻第 4 号染色体进行
了比较染色体核型分析 [43], 该分析是根据水稻和药
用野生稻相对应的染色体同源性而不是常规的根据

染色体长短进行的 , 是在比较分子遗传图基础上进
行的. 本研究中的C0t-1 DNA同源性带型聚类, 是结
合基因组的组成进行的染色体核型分析 , 能够更加
快速、准确地进行同源染色体配对. 该方法与前述的
BAC-FISH比较染色体核型研究有机的结合, 不仅将
进一步提高稻属染色体识别的准确性 , 而且对研究
稻属中不同种间同源性较高的染色体进化及重复序

列在基因组进化中的地位具有重要的意义. 
颜辉煌等人 [44]利用药用野生稻总DNA作探针 , 

未标记的栽培稻总DNA作封阻, 对栽培稻×药用野生
稻杂种F1 以及回交后代材料根尖体细胞染色体制片

进行基因组原位杂交 . 他们对不同的封阻比例的杂
交结果进行了比较, 发现 1∶16 的效果最佳, 杂种染
色体间的反差最为明显. 不封阻或仅用 4倍栽培稻总
DNA作封阻时, 栽培稻染色体DNA也会被杂交上而
使所有染色体均显棕色(非荧光检测)或黄绿色(荧光
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检测). 然而, 本实验利用药用野生稻C0t-1 DNA作为
探针, 在不封阻的情况下, 对栽培稻×药用野生稻杂
种F1 以及两个回交后代BC1 植株染色体进行原位杂

交, 发现这 3 个杂交种C组染色体都能清晰地鉴别出
来(图 1(d)~(l)). 从FISH结果来看 , 在C组染色体端
粒、着丝粒和近着丝粒的一些区域被涂喷成红色, 而
在A组染色体上的杂交信号分布很少. 已有的研究表
明 , 植物基因组中的基因和单或低拷贝序列普遍存
在着保守性, 呈现出同线性和共线性关系[45,46], 所以
在用基因组总DNA作为探针 , 在没有封阻情况下 , 
异源染色体均有信号分布 , 杂交信号亦包括了单或
低拷贝序列, 这些序列可能是基因或非编码序列. 颜
辉煌等人[44]和我们利用A基因组总DNA的GISH(结果
未显示)研究亦发现, 封阻DNA的应用可以增加杂种
或异源多倍体染色体的反差, 可能是封阻DNA封阻
了单低拷贝序列结果 . 本研究中 , 采用C基因组的
C0t-1 DNA作为探针 , 在未封阻情况下 , 对杂种F1 
(AC)、2 个BC1植株(AAC和ACC)以及 3 个异源四倍
体(CCDD与BBCC)进行的杂交 , 通过严紧洗脱的方
法, 杂交信号高度集中于C基因组染色体的着丝粒、
近着丝粒和端粒区(图 1(d)~(l)和图 2(a)~(i)). 上述结
果一方面说明常规GISH方法信号很大部分来源于重
复序列, 另一方面也证明中、高度重复序列用于异源
杂种的鉴定具有更高的种或基因组的特异性 . 在我
们近期比较染色体核型研究中(结果未显示), 用来源
于A基因组的C0t-1 DNA对药用野生稻、非洲栽培稻
及亚洲栽培稻第 8 染色体FISH分析发现, 亚洲栽培
稻和非洲栽培稻长臂端部均有信号 , 而且非洲栽培
稻在该位点明显加倍, 但在药用野生稻第 8染色体长
臂端部没有观察到信号. 而自身基因组C0t-1 DNA原
位杂交发现药用野生稻第 8 染色体长臂端部有明显
的信号存在 . 这说明重复序列在不同物种中既有同
源部分 , 也有在进化过程中伴随物种形成而形成的
种的特异性部分. 因此, 对于一个特定的种来说, 其
C0t-1 DNA在基因组中具有不同分布特点, 这也进一
步说明采用C0t-1 DNA进行核型分析的可行性与更高
的准确性. 由于C0t-1 DNA包括总基因组的中高度重
复序列的集合体, 采用其作为探针, 可以观察整个基
因组中重复序列分布的情况 , 进一步分析它们的在
不同物种基因组的分布特点 , 则可能为探索在物种
形成过程中重复序列所扮演的角色提供一个有益的

思路. 本研究还表明, 杂交及杂交后洗脱的严紧度是

基因组原位杂交一个非常重要的因素 , 本研究杂交
严紧度为 65%~75%, 杂交后洗脱严紧度控制在
80%~90%, 在这样严紧度条件下 , 可以避免产生非
特异杂交, 使杂交信号具有较高的特异性[14,15]. 

Fukui等人[12]利用药用野生稻的总DNA作为探针, 
对小粒野生稻(BBCC)和宽叶野生稻(CCDD)进行原
位杂交. 在小粒野生稻 48 条染色体中, 发现 24 条染
色体带有较强的荧光信号, 被鉴定为C基因组, 其余
24条染色体信号较弱属于B基因组. 结合宽叶野生稻
染色体GISH结果作分析, 得出C基因组与B基因组的
遗传距离比C基因组与D基因组的遗传距离要远的结
论 . 我们的研究也表明 , 来源于C基因组的C0t-1 
DNA在严紧洗脱条件下, 在宽叶野生稻和高杆野生
稻D组染色体上的信号比斑点野生稻B组染色体上要
多. Li等人[14]用二倍体斑点野生稻(BB)和药用野生稻
(CC)总DNA作为探针, 结合McGISH技术, 对四倍体
斑点野生稻(BBCC)进行原位杂交, 实验结果验证了
斑点野生稻BB和CC的基因组构成, 并发现了一些C
组染色体上的检测信号也存在于B组染色体上. 本研
究利用药用野生稻C0t-1 DNA作为探针, 对斑点野生
稻(BBCC)染色体进行原位杂交. 可明显观察到 24 条
染色体具有较强杂交信号(图 2(i), 箭头所示), 这 24
条染色体应该属于C基因组, 其余 24 条染色体属于B
基因组, 与Li等人[14]结果相互印证. 此外, C0t-1 DNA
信号在几个野生种C组染色体上的特定区域, 如端粒
或着丝粒均存在 , 这表明染色体端粒和着丝粒富含
中高度重复序列 . 在B和D基因组亦有相似的分布 , 
说明中度和高度重复序列在稻属中可能存在一定的

保守性, 这与重复序列维持染色体结构、形态和功能
相关 , 对研究不同物种中不同染色体保持相同形态
具有重要意义. 

药用野生稻的C基因组是药用野生稻复合体的
最基本的基因组成分 .  Li等人 [ 15 ]用药用野生稻总

DNA作为探针, 对高杆野生稻(CCDD)染色体进行原
位杂交 , 发现在所有染色体上都检测到不同强度的
杂交信号 , 而且一些染色体的信号强度只有微小的
差异 ,  所以很难区分其染色体是属于C或D基因组 , 
说明C与D基因组相近 .  而本实验利用药用野生稻
C0t-1 DNA作为探针, 对宽叶野生稻(CCDD)和高杆
野生稻(CCDD)中期染色体进行原位杂交, 都可以很
容易地区分出具有较强杂交信号的 24 条染色体(图
2(c), (f)), 这 24条染色体应属于C基因组, 其余 24条
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染色体属于D基因组 , 进一步说明C0t-1 DNA具有 
依赖基因组型的特异性. 已有的研究表明, 植物基因
组的差别主要源于它们的重复DNA序列的不同 [47]. 
我们的FISH结果也表明, C基因组与D基因组中度和
高度重复序列的差异较大 . 从宽叶野生稻和高杆野
生稻C组染色体上的信号分布特点来看, 信号分布比
较均一, 覆盖了染色体的大半区域. 而且药用野生稻
重复序列与这两个种的C基因组的同源性比斑点野
生稻C基因组的同源性要高. 另外, 在高杆野生稻D
组染色体上的杂交信号要比宽叶野生稻D组染色体
多, 说明高杆野生稻C基因组与D基因组的亲缘关系
比宽叶野生稻C基因组与D基因组的亲缘关系近. 同
时, B基因组与C基因组的亲缘关系相对D基因组与C
基因组的亲缘关系更远, 与Fukui等人[12]的研究结果

相一致. 综合药用野生稻自身C0t-1 DNA杂交作进一
步分析, 发现药用野生稻自身C0t-1 DNA带型与这 3
个四倍体野生种C组染色体上的信号带型存在较大
差异. 这些差异的产生, 也许是因为地域分布或其他
因素的影响, 在长期进化过程中由于存在基因互作、
插入、缺失、重复等遗传事件, 从而形成了自己种的
特异性的基因组成分 , 这些成分也应该包含具有种
特异性的低中高度重复序列 , 这些特异性基因组成
分的产生可能源于原始祖先基因组 , 在进化过程中
伴随着DNA加倍、重排以及基因积累突变成新基因
或者假基因, 甚至还伴随着DNA序列丢失等事件而
最终形成的. 因为已有的研究表明, 植物基因组中普
遍存在加倍、重排和基因选择性丢失等现象[48~51]. 

药用野生稻复合体包含近 10 个种, 基因组类型
众多(BB, CC, EE, BBCC和CCDD), 是稻属中最大最
复杂的群体 [ 7]. 对该群体中异源多倍体的起源研究, 
由于在进化史上频繁发生的杂交和多倍化 , 使得该
研究困难重重. 根据Ge等人 [ 3]通过多基因序列分析, 
推测BBCC染色体组由BB基因组物种作为母本杂交
形成. 宽叶野生稻、高杆野生稻应起源于单次杂交, 
它们均起源于二倍体, 经过 2个不同基因组型二倍体
杂交形成异源杂种 ,  再经多倍化形成异源四倍体
[52,53]. Lim等人[54]也曾利用秋水仙素诱导二倍体形成

多倍体进行过研究. 而在本研究中, 宽叶野生稻、高
杆野生稻和斑点野生稻均属于异源四倍体 , 本实验
室的F 1 植株 (AC)和两个BC 1 植株 (A AC和A CC) 
虽然是人工选育 , 但可能再次模拟了早期野生稻中

异源多倍体的形成最初过程 . 因此本研究选用药用
野生稻(CC)、F1植株(AC)、BC1植株(AAC和ACC)以
及异源四倍体宽叶野生稻 (CCDD)、高杆野生稻
(CCDD)和斑点野生稻(BBCC)作为研究材料, 来初步
探讨稻属中异源多倍化形成的可能机制. 由于C0t-1 
DNA具有很强种的特异性, 在亲缘关系研究中应更
能反映出不同染色体组间的关系远近 , 因为根据本
研究, C基因组C0t-1 DNA在D比B基因组的染色体要
多, 说明基因组C与D关系更为接近. 此外, 远缘杂种
F1 植株(AC)、BC1 植株(AAC和ACC)是人工培育的, 
直接来源于栽培稻和药用野生稻, 而野生稻的BBCC
与CCDD则是长期进化过程中形成的稳定的异源四
倍体, 其中的C基因组与自然界中现存的药用野生稻
的C基因组成分肯定不尽相同. 从本研究的结果来看, 
药用野生稻C基因组C0t-1 DNA在 3 个异源四倍体种
的B, C和D组染色体上均有分布也说明了这一点, 这
也是为什么药用野生稻C0t-1 DNA集中分布在F1中的

C组染色体上而A组染色体上几乎没有的原因之一 . 
至于宽叶野生稻和高杆野生稻均为CCDD染色体组, 
为什么也存在种的差异, 是否由于基因互作、变异积
累所产生, 还有待于进一步研究. 自然界中存在二倍
体BB染色体组斑点野生稻 , 推测四倍体BBCC染色
体组野生稻起源于二倍体BB和CC染色体组的杂交
和多倍化. 但自然界中无DD二倍体染色体组野生稻
的存在, CCDD染色体组的D基因组应当来源于与之
亲缘关系很近的二倍体染色体组, 我们从C0t-1 DNA
的FISH发现基因组C和D同源性不高, 基因组B和C同
源性则更低, 而Li等人[15]研究又表明基因组C与D关
系近于基因组E与C和D, 但基因组E与C关系近于基
因组E与D, 所以关于基因组D的最终起源还有待商
榷, 可利用基因组A, B, E, F, G等物种C0t-1 DNA作进
一步深入研究. 
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