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摘 要 本研究以东乡野生稻耐冷渐渗系 IL5243和 IL5335及其双亲为试验材料，利用 139对 SSR引物和

35对 AFLP引物分析东乡野生稻 DNA在两耐冷渐渗系中的遗传与 DNA序列变化特征，探讨基因组结构和

序列变化对外源基因渐渗的作用及影响。SSR和 AFLP的分析结果表明，BC1F10的耐冷渐渗系对双亲基因组

的继承趋于稳定、纯合，绝大多数条带(85.15%~90.77%)与受体亲本协青早 B一致，4.33%~7.17%的东乡野生

稻外源 DNA条带已成功导入渐渗系中。DNA测序及 BLAST序列比对结果表明，被导入的外源 DNA序列

具有抗逆、抗病或其他生物学功能，但两耐冷渐渗系在遗传继承双亲遗传物质的同时，还呈现一些基于基因

组 DNA序列变化的非孟德尔式变异，包括亲本序列丢失和新序列出现以及碱基的颠换或转换，这些序列变

异不仅可发生在非编码区的重复序列中，也可发生在功能基因序列中。研究结果表明东乡野生稻 DNA渐渗

诱发受体基因组产生广泛的变异，对拓宽栽培种遗传变异具有重要意义。
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Abstract In the present study, a total of 139 pair of microsatellite (SSR) primers and 35 pair of amplified frag-

ment length polymorphism (AFLP) primers were used to investigate the heredity and DNA sequence changes of

Dongxiang wild rice DNA in cold tolerance introgression lines (ILs) (IL5243 and IL5335) and their parents. And

meanwhile, the effect of genome structure variation and DNA sequence changes on the alien genes introgression

was also discussed. The results of SSR and AFLP showed that most of sequences and loci inherited from their

parents were basically stabilized and homozygous. The ILs possessed 85.15%~90.77% and 4.33%~7.17% homo-

zygous bands from cultivated rice‘Xieqingzao B’and Dongxiang wild rice, respectively. DNA sequence and

BLAST analysis indicated that many alien DNA sequence from Dongxiang wild rice have the abiotic stress

resistance, diseases resistance, and other biology function. Further data analysis suggested that some heredity and

variation of non-Mendelian were detected in IL5243 and IL5335, including parental sequence elimination, novel

sequence emergence and base mutation. Blast comparison results showed that the sequence variation could ha-

ppen in the coding sequence and non-coding region. These results indicated that the receptor genome presented
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extensive genetic variation during the introgression of exogenous DNA, which would provide very important effect

for broadening the basis of genetic variation in cultivar rice.

Keywords Dongxiang wild rice, Introgression lines, Epigenetics, DNA sequence change

远缘杂交是利用野生优异基因，创造种间遗传

变异，培育新品种的重要途径，也是基因组进化和

新物种形成的重要驱动力(Li et al., 2010;罗向东等,

2011)。通过种间杂交及不断地回交自交获得的渐渗

系是转移外源优异基因、研究物种进化和优异基因

演变的重要研究材料(Deng et al., 2012)。近年来的许

多研究也表明，种间杂交渐渗过程不是简单地转移

外源优异基因，期间还会诱发受体植物基因组结构

和基因表达水平的改变，进而产生一些无法用孟德

尔定律解释的表型变异，如强抗旱性、抗病虫能力等

新表型(Qi et al., 2010; Li et al., 2013)，为作物遗传改

良提供了新的契机和途径。

前人对拟南芥、小麦、玉米、棉花和芸薹属等植

物的研究发现，种间杂交诱发的遗传与表观遗传变

异主要包括亲本 DNA序列丢失和新序列出现(Sane-

tomo and Hosaka, 2011)。DNA甲基化水平和模式的

改变，以及由此引发的基因表达水平显著变化(Abid

et al., 2011)；或者是诱发转座子或逆转座子激活(Ya-

suda et al., 2013)，导致基因组序列重排(Kopecky et

al., 2011)；有些种间杂种后代还伴有组蛋白修饰和核

仁显性等(Ge et al., 2013)。目前关于遗传与表观遗传

变异的分子机制和作用模式尚不十分明确，并且在

不同物种中表现的类型和模式也不尽相同(Yang et

al., 2012; Kantama et al., 2013)。因此，扩大作物种类，

研究外源 DNA渐渗诱发受体基因组结构和基因表

达变化特征，有助于揭示种间杂交渐渗过程中遗传

与表观遗传变异的分子机制和作用模式，为野生优

异基因的挖掘与利用提供理论指导。

东乡野生稻是全球分布最北的国家二级保护野

生植物，素有“植物大熊猫”之称，蕴藏着丰富的有

利基因，如耐冷、高产、抗旱、耐低磷等(Luo et al.,

2012)。此前我们通过种间杂交及不断的回交自交获

得了一系列耐冷(简水溶等, 2011)、抗旱(付学琴等,

2012)和耐低磷等优异渐渗系。对其中两个耐冷渐渗

系 IL5243 和 IL5335 研究发现，强耐冷渐渗系

IL5335的自交后代在株高和谷粒颜色等形态学性状

上还存在一定的变异或分离(陈雅玲等, 2013)；减数

分裂过程中，IL5335和 IL5243绝大多数花粉母细胞

分裂正常，但也有少数花粉母细胞存在单价体、多价

体、落后染色体及双核仁等(Luo et al., 2012)；实时荧

光定量 PCR结果显示，渐渗杂交诱发改变了 IL5335

和 IL5243中逆转录酶序列的结构及其表达活性(陈

雅玲等, 2013)。

为了更加全面地了解耐冷渐渗系优异基因渐渗

过程中的遗传与表观遗传变异特征，探讨基因组序

列变化对外源基因渐渗转移的作用及影响，本研究

在前期研究的基础上，采用 139对 SSR引物和 35对

AFLP 引物对已东乡野生稻耐冷渐渗系 IL5335 和

IL5243进行基因组序列分析，研究高世代耐冷渐渗

系中外源 DNA在渐渗系后代中的遗传与序列变化

特点及其规律，为东乡野生稻优异基因的挖掘与利

用研究提供有益信息。

1结果与分析

1.1双亲 DNA在高世代耐冷渐渗系中的遗传特点

耐冷渐渗系 IL5243和 IL5335及其双亲的 SSR

和 AFLP分析结果见表 1。统计分析 139个 SSR多

态性位点发现，IL5243和 IL5335中绝大多数 SSR位

点(85.15~90.77%)的条带均与受体亲本协青早 B的

纯合条带一致；IL5243和 IL5335中分别有 6对和 10

对 SSR引物扩增为东乡野生稻的纯合条带，分别占

参试位点的 4.33%和 7.17%。此外，两耐冷渐渗系还

存在少数 SSR杂合位点，且 IL5335中杂合比率更高

(表 1)。35对 AFLP引物检测到 3 108位点，两耐冷渐

渗系中绝大多数位点的条带均与受体亲本协青早 B

一致，分别占总位点的 89.20%和 85.60%；4.46%~

5.07%的条带与供体亲本东乡野生稻一致。因此，SSR

和AFLP的结果均表明，部分东乡野生稻DNA片段已

整合到受体基因组中，高世代(BC1F10)渐渗系 IL5243

和 IL5335的基因组已基本稳定、纯合。SSR标记和

AFLP标记之间在检测双亲条带百分率方面存在一

定差异，这可能是两种标记的原理和特点不同，它们

检测位点的数量也差别较大所致。

1.2高世代耐冷渐渗系基因组序列变异特点

139对 SSR引物分析结果显示(表 1)，两耐冷渐

渗系基因组序列的平均丢失率为 3.19%，平均新带率

为 3.56%，且亲本序列的丢失和新序列的出现可单独

或同时发生(图 1)。AFLP分析结果也表明，耐冷渐渗

后代 IL5243和 IL5335主要表现对双亲基因组 DNA
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图 1耐冷渐渗系及其双亲的部分 SSR扩增与电泳检测

注: M: 50 bp DNA ladder marker; 1:协青早 B; 2:东乡野生稻;

3: IL5335; 4: IL5243; a:亲本条带丢失; b:出现新条带

Figure 1 SSR amplification and electrophoresis for cold tolerance

introgression lines and their parents

Note: M: 50 bp DNA ladder marker; 1: Xieqingzao B; 2: Dongxi-

ang wild rice; 3: IL5335; 4: IL5243; a: Parental bands absence; b:

Novel bands appearance

图 2耐冷渐渗系及其双亲的部分 AFLP扩增与电泳检测

注: 1:协青早 B; 2:东乡野生稻; 3: IL5335; 4: IL5243; a: 亲本

条带丢失; b:出现新条带

Figure 2 AFLP amplification and electrophoresis for cold toler-

ance introgression lines and their parents

Note: 1: Xieqingzao B; 2: Dongxiang wild rice; 3: IL5335; 4:

IL5243; a: Parental bands absence; b: Novel bands appearance

表 1东乡野生稻基因渐渗系基因组 DNA的遗传与变异特点

Table 1 The heredity and variation characteristics of alien DNA sequence in the introgression lines induced by Dongxiang wild rice

注:“0”:亲本条带丢失;“1”:新条带;“2”:与“东乡野生稻”一样的条带;“3”:与“协青早 B”一样的条带(包括与东乡野生稻一致

的条带); *: Tukey显著性分析(琢=0.05),相同字母表示无显著性差异; -:数据未计算

Note:“0”: Parental bands lost;“1”: Bands similar to cultivated rice Xieqingzao B;“2”: Bands equaled to O. rufipogon;“3”: New bands

which were not find in both parents; *: The same letters represent no significantly different (琢=0.05); -: The data was not calculated

标记

Marker

SSR

AFLP

材料

Material

IL5243

IL5335

IL5243

IL5335

“0”

4

5

135

208

“1”

5

5

61

80

“2”

6

10

141

160

“3”

126

118

2 771

2 660

杂合条带数

No. of hetero-

zygous bands

2

7

-

-

丢失条带率(%)*

Rate of lost

band (%)*

2.83依0.5 a

3.55依0.6 a

4.66依0.3 ab

7.29依0.6 b

协青早 B条带率(%)*

Band of Xieqingzao B

(%)*

90.77依1.5 a

85.15依3.9 a

89.20依0.8 b

85.60依1.4 b

野生稻特异条带率(%)*

Specific band of

wild rice (%)*

4.33依0.2 a

7.17依0.4 c

4.46依1.1 ab

5.07依1.2 b

新带率(%) *

Rate of new

bands (%)*

3.55依0.6 b

3.57依0.6 b

1.95依0.2 a

2.58依0.6 ab

继承，同时也表现出一定频率的亲本序列丢失

(5.97%)和新序列出现(2.26%) (表 1;图 2)。两种分子

标记的统计结果具有相似或相近的结果，但在 琢=0.05

水平上具有显著性差异(表 1)。耐冷渐渗系 IL5243和

IL5335及其双亲的 SSR和 AFLP分析结果表明，两

亲本的染色体在杂交后代中不仅发生了遗传重组，

东乡野生稻基因组 DNA在渐渗过程中发生了广泛

的基因组序列变异，主要表现为双亲基因组 DNA序

列的丢失和亲本所没有的新条带出现。

1.3耐冷渐渗中外源 DNA片段的序列分析

1.3.1外源 DNA导入片段的 SSR序列分析

对 IL5243和 IL5335中均具有东乡野生稻 DNA

条带的 6对 SSR引物(RM22, RM212, RM300, RM418,

RM519和 RM5620)的扩增产物进行回收、克隆和测

序，利用软件 DNAMAN进行多序列的比较分析。结

果发现，大部分东乡野生稻供体片段可完整的传递

给渐渗后代；但在一些回收测序 DNA片段中也发现

一些碱基的变异，包括碱基的转换和插入突变等。其

中 RM519和 RM5620扩增的供体特异片段的长度

分别为 119 bp和 177 bp，两耐冷渐渗后代与供体序

列的高度相似性(98.8%)，序列比对发现耐冷渐渗系

的 RM5620扩增产物与供体(东乡野生稻)相比，插

入了 GAA3 个碱基(图 3)，碱基变异率为 1.7%，在

RM519扩增产物中，两渐渗系在微卫星的侧翼序列

上分别发现了 1个和 2个碱基的转换(C变为 T和 A

变为 G,碱基变异率为 0.8%和 1.7%)。

1091



分子植物育种

Molecular Plant Breeding

图 3 SSR位点 RM5620在两耐冷渐渗系中的变异比对结果

注:下划线为引物序列

Figure 3 Sequence variations of introgression lines compared with parents in SSR locus RM5620

Note: The sequence under line is primer sequence

图 4 AFLP引物组合M-CAA/E-TA特异扩增片段在两耐冷渐渗系中的变异比对结果

注:下划线为引物序列

Figure 4 Sequence variations of specific amplification product by E-TA/M-CAA in introgression lines compared with parents

Note: The sequence under line is primer sequence

1.3.2外源 DNA导入片段的 AFL序列分析

35对 AFLP引物对渐渗系 IL5243和 IL5335分

别扩增，两渐渗系分别有 141和 160条与东乡野生稻

相同的条带，随机回收测序其中 8条三者均一致的

条带进行测序分析。结果表明，有 6条东乡野生稻的

特异条带完整的转移到了渐渗系后代中，没发现任

何碱基突变。这 6条 DNA序列是相关基因的部分序

列，如 CHY1，SAGA复合物 Ada1结构域、Ty3-gypsy

类逆转座子序列、NBS-LRR和 2个假拟蛋白，其中

CHY1 在植物低温胁迫信号转导途径中具有作用

(Dong et al., 2009)，SAGA及其同源物参与了染色质

重塑、mRNA输出、DNA损伤修复等重要的生物学

功能，表明东乡野生稻的一些重要的功能基因已导

入耐冷渐渗系中。进一步分析发现，另外 2条由引物

组合 E-TA/M-CAA和 E-AA/M-CTC 扩增获得的东

乡野生稻特异条带，大小分别为 293 bp和 218 bp的

DNA序列与供体亲本特异序列的相似度非常高，可

达 99.1%，在少数几个碱基上发生了碱基的转换和颠

换(图 4)。Blast序列比对发现，耐冷渐渗系 IL5243和

IL5335中由 E-TA/M-CAA扩增的来源于东乡野生

稻 DNA片段是存在于编码蛋白的基因(PIE1)序列，

E-AA/M-CTC扩增片段为编码假拟蛋白，这表明种间

杂交诱发的 DNA序列变异也可发生在编码基因中。

1.3.3耐冷渐渗新条带的 DNA序列分析

对渐渗系 IL5243和 IL5335中出现的 AFLP新

条带(东乡野生稻和栽培稻“协青早 B”均未出现的条
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带)，分别回收了 3条，将这些新条带序列在 NCBI中

进行 Blast比对可知，IL5243中的 1条新条带序列可

能功能是泛素相关蛋白(UBA)的部分序列，2条为假

拟蛋白；IL5335中的 1条新条带序列可能功能是假

拟蛋白，1条为逆转座子序列，还有 1条是未注释的

基因序列。这些新条带的功能基因序列分析结果表

明外源优异基因不仅能通过种间杂交渐渗导入到杂

种后代中，在渐渗的同时还可能诱发基因组结构的

变异而扩大栽培种的遗传变异基础。

2讨论

本研究的 SSR和 AFLP结果均表明，东乡野生稻

部分 DNA (4.33%~7.17%)已成功导入到耐冷渐渗系

IL5243和 IL5335中，并且渐渗系对双亲基因组继承

已基本趋于稳定，与我们此前的细胞学和 SSR分析

结果一致(Luo et al., 2012)。由于 IL5335和 IL5243是

强耐冷渐渗系(简水溶等, 2011)，导入了一些东乡野

生稻的抗逆(CHY1)和抗病(NBS-LRR)以及其它生物

学相关功能的 DNA序列，因此强耐冷渐渗系丰富了

栽培稻中耐冷性状的遗传变异基础，是利用东乡野生

稻耐冷基因的重要遗传研究资源，同时这些渐渗系

可为阐明外源基因渐渗机理提供重要的研究体系。

本研究表明两强耐冷渐渗系在外源基因渐渗过

程除继承双亲的遗传物质外，也出现一些基于基因

组序列变化的非孟德尔式变异，包括亲本序列丢失、

新序列产生等。这些种间杂交诱发的序列变异不仅

可发生在非编码的重复序列(如 SSR引物 RM519和

RM5620的扩增产物)中，有些也发生在功能基因序

列中，如 PIE1。因此，通过远缘杂交，外源 DNA可通

过与受体基因组发生同源染色体间的遗传重组或交

换，将供体亲本的部分小片段 DNA整合到受体基因

组中，有些则通过基因重排或其他的表观遗传修饰

产生一些无法用孟德尔定律解释的新变异，这与菰

(Wang et al., 2005; Yang et al., 2012)、黄瓜(Chen and

Chen, 2008)等作物种间杂交变异结果相似。因此，本

研究在不同的物种中再次证实种间杂交渐渗过程常

伴随一系列非孟德尔式快速遗传与变异。研究这些

遗传与变异的过程及特点将为我们阐明种间杂交渐

渗机理提供有益的信息，同时也为人们有效地利用

野生有利基因奠定基础。

耐冷渐渗系 IL5335和 IL5243中出现的新条带

有些是功能基因序列，有些是未注释的 DNA序列，

还有些可能是逆转座子序列，表明种间杂交渐渗诱

发受体基因组序列的改变表现为随机性和多样性。

我们此前的研究结果还表明，耐冷渐渗系中少数花

粉母细胞存在多价体和十字形二价体等结构(Luo et

al., 2012)；渐渗杂交诱发改变了耐冷渐渗系中甲基化

水平和模式以及逆转录酶的表达活性(陈雅玲等 ,

2013)。因而我们推测，渐渗系中新条带出现的可能原

因至少包括以下两方面：一方面可能是两物种的染

色体重组、易位导致基因组结构的改变；另一方面可

能是耐冷渐渗系甲基化水平和模式的显著变化，激

活了部分逆转座子的活性，进而改变了受体基因组

的结构。这表明东乡野生稻种间杂交扩大栽培稻的

遗传变异不仅仅是传统认识上的遗传物质简单地从

一个亲本转移到另一个亲本，在外源遗传物质渐渗

与转移过程中发生了各种全新的遗传和表观遗传变

异等(Chapman and Abbott, 2010; Yang et al., 2012)，

为栽培种提供了新的变异来源，为利用野生优异基

因培育新品种提供了新的思路和途径。

3材料与方法

3.1材料

本研究所用的东乡野生稻(O. rufipogon Griff.)是

本课题组异位圃保存的株系，栽培稻协青早 B (O.

sativa sp. indicaKato.)是课题组自交保存资源。本研

究通过以东乡野生稻为供体亲本，栽培稻协青早 B

为受体亲本，杂交获得 F1代，再与“协青早 B”回交获

得 BC1F1群体，经单粒传加代获得 BC1F10 BILs群体，

从中耐冷鉴定获得 IL5243和 IL5335耐冷性渐渗系

(简水溶等, 2011)。本研究以耐冷渐渗系 IL5243和

IL5335及其双亲为试材，研究外源 DNA在两耐冷渐

渗系中的遗传与序列变异特征。

3.2东乡野生稻耐冷渐渗系的 AFLP和 SSR分析

采用 CTAB法提取东乡野生稻耐冷渐渗系及其

双亲的基因组 DNA。AFLP 研究主要参考 Vos 等

(1995)和娄群峰等(2005)的方法进行。酶切连接反应

体系见表 2，酶切连接反应在 37℃进行 6 h，反应结

束后 65℃下保温 10 min使酶失活。EcoR玉接头和

Mse玉接头连接需分别提前 12 h配好使其变成双链

接头。酶切连接后取 5 滋L链接产物作为 AFLP预扩

增的模板，预扩增所用的引物是 EcoR玉接头+1个碱

基、Mse玉接头+1个碱基，随后用 1%的琼脂糖凝胶

电泳检测预扩产物的浓度，根据预扩增样品的浓度

将其稀释 10~20倍后作为选择性扩增的模板。酶切

东乡野生稻渐渗系中外源 DNA的遗传与序列变化
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表 2 AFLP分析中的酶切连接反应体系

Table 2 Digestion and Ligation system of AFLP

试剂

Reagent

模板 DNA

Template DNA

EcoR玉酶

EcoR玉 enzyme

Mse玉酶

Mse玉 enzyme

EcoR玉接头

EcoR玉-adaptor

Mse玉接头

Mse玉-adaptor

10倍缓冲液

10伊Buffer

T4连接酶

T4 ligase

三磷酸腺苷

Adenosine

triphosphate (ATP)

牛血清蛋白

Bovine serum

albumin (BSA)

超纯水

ddH2O

总体积

Total volume

浓度

Concentration

25 ng/滋L

10 U/滋L

10 U/滋L

5 pmol/滋L

50 pmol/滋L

-

1 U/滋L

10 mmol/L

10 mg/滋L

-

-

反应体系所用体积(滋L)

The volume for one reaction

system (滋L)

20

0.5

0.5

1

1

5

1

1

0.25

19.75

50

连接体系中的 EcoR玉和 Mse玉购自 NEB公司(New

England Biolabs, Inc.)，AFLP 所有的其它试剂购自

TaKaRa大连宝生物公司。PCR扩增反应在 Master

cycler pro (Eppendorf, 德国) PCR 仪上进行。参照

Sanguinetti等(1994)的方法，采用 6%的 PAGE凝胶

(变性聚丙烯酰胺胶)垂直电泳(JY-CX2B,北京君意

东方电泳设备有限公司)分离选择性 PCR扩增产物，

电泳结束后条带采用银染法染色。

SSR分析是利用此前课题组筛选出的分布于水

稻 12条染色体上，在东乡野生稻和协青早 B之间具

有多态性的 139对 SSR引物。过程主要参照 Panaud

等(1996)方法进行。PCR产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳

检测和银染与上述AFLP方法一致。对于条带不清楚、

缺失和出现新条带的情况，进行 3次重复扩增检测。

3.3数据统计分析

AFLP分析的数据统计以条带的有无来统计。渐

渗系中条带缺失率=(渐渗系中缺失双亲条带数 /检

测总位点数)伊100%；新带率=(渐渗系中双亲所没有

的条带数 /检测总位点数)伊100%；供体特异带率=(渐

渗系中野生稻特有条带数 /检测总位点数)伊100%；受

体条带率=(渐渗系中与协青早 B一致的条带数 /检

测总位点数)伊100%。

SSR分析的数据统计，渐渗系中不具有亲本条

带(即亲本条带缺失)的记为“0”；出现双亲没有的条

带记为“1”；与东乡野生稻条带一样的记为“2”；与协

青早 B条带一样的记为“3”；杂合条带记为“4”。各条

带率计算分析方法与 AFLP一致。

3.4扩增条带的回收克隆测序

将耐冷渐渗系中来自东乡野生稻的特异条带及

双亲中均未出现的新条带进行回收和克隆。采用灭

菌过的手术刀片切下需要回收的条带，将其转入盛

有 100 滋L灭菌超纯水的离心管中。随后 70℃水浴

80 min，冷却至室温后 10 000 rpm离心 8 min。取回

收上清液 2 滋L为模板，以相同的 PCR反应体系和

程序再次进行扩增，回收纯化后的目的片段与

pMD19-T载体(TaKaRa大连宝生物公司)连接，之后

将连接产物转化至大肠杆菌 DH5a感受态细胞中，

筛选蓝白斑，单菌落质粒经鉴定后交于上海英骏生

物技术公司完成 DNA测序，每一样本 3次重复。

DNA测序完成后，将所得的目的片段序列提交

至 NCBI数据库并利用 BLAST软件进行检索分析。

另外还利用 DNAMAN4.0软件对获得的 DNA序列

进行比较分析，比较渐渗系与供体东乡野生稻特异

DNA片段全部核苷酸序列的异同。
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