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水稻耐冷性研究　
Ⅲ. 特定颖花结实率作为耐冷性指标的分子依据
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摘 　要 　以云南稻种耐冷性资源昆明小白谷及弱耐冷性的日本品种十和田配制的杂交 F2 代为材料 ,采用 159 个 RFLP

及 SSR 分子标记构建的连锁图和 STATISTIC等分析软件 ,以单株结实率作为耐冷性评价指标。分析结果显示单株结实率

与单株特定颖花结实率之间的相关系数 ( r)为 0. 8364 ;与耐冷性 (以单株结实率为指标)相关的分子标记有 43 个 ,分布在

8 条染色体的 11 个区域。与单株特定颖花结实率相关分子标记有 34 个 ,分布在 7 条染色体的 9 个区域 ,这 7 条染色体属

于与耐冷性相关的 8 条染色体之中 ;与单株特定结实率相关的这 9 个区域均属于与耐冷性相关 11 个区域之中。表明用

特定颖花结实率可以很好地反映植株受冷害情况 ,单株特定颖花结实率可以作为耐冷性鉴定指标。最后就特定颖花结

实率来替代整穗结实率问题展开了讨论。

关键词 　水稻 ; 耐冷性指标 ; 特定颖花结实率 ; 分子标记 ; 云南

中图分类号 : S511 　文献标识码 : A

Studies on Cold Tolerance of Rice , Oryza sativa L.
Ⅲ. Molecular Basis for Special Fertility Percentage as Evaluation Increterior of Cold Toleance

DAI Lu2Yuan1 ,2 　LIN Xing2Hua2 　YE Chang2Rong1 　KATO Akira3 　SAITO Koji3 　YU Teng2Qiong1 　XU Fu2Rong1 　

ZHANG Duan2Pin2

(1 Crop Genetic Resources Institute , Yunnan Academy of Agricultural Sciences , Kunming , Yunnan 650205 ; 　2 Huazhong Agricultural University , Wuhan , Hubei ,

430070 , China ; 　3 National Agriculture Research Center for the Hokkaido Region , Sapporo , Hokkaido , 06228555 , Japan)

Abstract 　Here is the third part of a series papers to describe the studies on cold tolerance of rice. This part describes the

results obtained by using the parents , Kunmingxiaobaigu , on indigenous variety with cold2tolerance from Yunnan , and Tow2
ada , a cold2sensitive variety bred in Japan , as well as their F2 progenies as tested materials , combining by using 159 RFLP

and SSR markers and STATISTIC software. The total fertility percentage (TFP) was used as indicator of cold tolerance. The

coefficient of relationship between TFP and special fertility percentage(SFP) of single plant was 0. 8364. 43 markers were

related to cold tolerance based on the TFP as its indicator , distributed in eleven regions on eight chromosomes while 34 ones

related to SFP over nine regions on seven chromosomes. The seven chromosomes related to SFP belonged to the eight ones

related to TFP. The nine regions related to SFP belonged to the eleven regions related to TFP. The above results showed

that SFP can be used to represent TFP in evaluation of cold tolerance. The issue over SFP to represent TFP in other fields

was discussed.
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　　在本系列论文的前面两篇中 ,较系统地阐述了

低温冷害是水稻生产中的主要障碍之一 ,利用云南

稻种资源筛选鉴定耐冷性资源及其应用取得的进

展[1 ,2 ] 。结实率是评价稻作生产中低温危害的主要

指标 ,也是有关水稻孕穗开花期耐冷性研究中采用

的最主要和最重要指标[2～4 ] 。为了有效地开展水稻

耐冷性育种 ,我们研制出了以结实率为指标的水稻

耐冷性鉴定评价方法[2 ,5 ] 。颖花对低温的敏感性因

发育时期而异 ,同一稻穗上发育最早与发育最迟颖

花的生育进程相差一周左右 ,颖花对低温的敏感程

度因其在穗上的位置不同而异 ,穗上部颖花或一次

枝梗颖花较穗下部颖花或二次枝梗颖花对低温更加

敏感[6～8 ] 。为了进一步明确水稻颖花的冷敏感时期

及不同发育时期与冷敏感性的关系 , Satake et

al .
[9 ,10 ]选择了同一穗上发育时期较一致的颖花作为

研究对象 ,而不是以整穗的颖花为研究对象。他们

所选择的颖花就是穗最上端的三个一次枝梗上从顶

端往下数的第 3、第 4 和第 5 朵颖花 ,每穗上共计 9

朵颖花 ,这些颖花被称为特定颖花[2 ,7 ]
,特定颖花的

结实率称为特定结实率 ;通过以特定颖花为对象的

颖花低温敏感性研究明确了颖花对低温最敏感的时

期为减数分裂前期 I中从四分子 (tetrad)到第一收缩

期 ( the first contraction stage) 之间的小胞子时期

(young microspore stage) ,而不是以往认为的颖花低

温敏感时期为一个减数分裂时期 ;还发现颖花对低

温的敏感时期有两个 ,新发现的另一个敏感时期即

为刚刚进入减数分裂之前或还没有进入细线期

(leptotene)的时刻。

在水稻孕穗开花期耐冷性鉴定评价中 ,尽管有

许多评价指标被不同的工作者所采用[11～13 ]
,但低温

条件下的整个稻穗结实率仍然是最主要和重要的评

价指标[2～4 ,14 ] 。鉴于不同发育时期颖花对低温的敏

感程度不相同 ,以整穗的结实率来评价水稻耐冷性

虽然在生产中具有实际意义 ,但由于穗子的大小不

同 ,一个穗子上颖花的发育进程各异 ,遭遇低温时对

低温最敏感的颖花多少或比率不同 ,采用整穗结实

率为指标对于精确评价水稻耐冷性就存在着精度不

够高的问题。

采用特定结实率为耐冷性指标可能有利于提高

耐冷性评价精度 ,还可以节省考种劳力。本文试图

为特定结实率来代替整穗结实率作为耐冷性评价指

标提供分子生物学依据。

1 　材料与方法

以强耐冷性的云南地方稻种资源昆明小白谷及

弱耐冷性的日本育成品种十和田为材料 ,配制杂交

组合。

以开展自然条件下耐冷性鉴定比较理想的基

地 —昆明为试验场所[2 ] 。1997 年 3 月 16 日在昆明

云南省农业科学院试验农场 (海拔 1916 m) 播种昆

明小白谷与十和田杂交组合的双亲、F1 和 F2 代材

料 ,5 月 7 日移栽 ,单本栽 ,株行距 10 cm ×17 cm ,常

规田间肥水管理。成熟时每株取 4 穗考查其结实率

和“特定结实率”(指特定颖花的结实率) ,以 4 穗的

总平均结实率和总平均特定结实率作为该单株结实

率和单株特定结实率 ,并以单株结实率为耐冷性评

价指标。

1998年 5 月在华中农业大学农场播种昆明小

白谷与十和田组合的 F3 和双亲材料 ,每个 F3 株行

播种种子在 30 粒以上 ,同年 6 月取秧苗叶片提取

DNA。DNA 提取方法同 Liu et al .
[15 ] 。分子标记工

作在华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室和

日本国立北海道农业研究中心育种工学实验室进

行 ,所用的分子标记多为美国康乃尔大学、日本水稻

基因组计划提供、上述两实验室保存和使用的标记。

采用限制性内切酶 Bam H Ⅰ、Dra Ⅰ、EcoR Ⅰ、

EcoRV、Hind Ⅲ进行酶切 ,在 018 %琼脂糖 (Sigma 公

司) 凝胶上电泳。电泳结束后 ,将凝胶用 012 molΠL
HCl 处理 10 min ,再用蒸馏水冲洗 ,凝胶上的 DNA 片

段用 014 molΠL NaOH 溶液转移至尼龙膜上 ( Hybond

N) ,进行 Southern DNA 印迹。

预杂交为向杂交袋中加入 10 mL 预热至 65 ℃的

杂交缓冲液 (5 ×SSC ,50 mmolΠL Phosphate buffer , 215

mmolΠL EDTA , 5 ×Denhardts , 5 % Dextran Sulfate ,

011 % SDS ,100μgΠmL ssDNA) , 于 65 ℃空气摇床中

预杂交 6～12 h。

探针标记和杂交 :探针 DNA 的用量为 100 ng ,

进行α232
P2dCTP 标记。杂交完毕 ,用 1 ×SSC、011 %

SDS (预热至 65 ℃)在 65 ℃空气摇床中漂洗 2 次 ,每

次 15 min。洗完后的杂交膜晾干后包上一层保鲜

膜 ,压上 X光片 ,于 - 70 ℃冰箱中自显影 3～7 d。

每个 PCR 的总体积为 10μL ,其中引物各 012

μmolΠL、模板 DNA 10 ng、dNTPs 100μmolΠL、50 mmolΠL
KCl、10 mmolΠL Tris2Cl (pH 813) 、115 mmolΠL MgCl2和

012 单位 Gold DNA polymerase。PCR 的反应条件为
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先在 94 ℃下变性 4 min ,然后扩增 45 个周期 ,每个周

期的反应条件为 94 ℃30 s、55 ℃30 s、72 ℃60 s ,45

个周期后在 72 ℃下延伸 7 min。取 6μL PCR 产物在

4 % Nusieve 3 ∶1 Agarose ( FMC , Rockland , Marine ,

ΜSA)的胶上电泳 ,电泳条件为每厘米胶长 16 V 的

电压 ,电泳 50 min。电泳后用溴乙锭染色 ,观察记录

材料的带型。

根据 X光片放射自显影和溴乙锭染色的结果 ,

将各个单株的带型按亲本的 RFLP 带型、SSR 带型归

类 ,凡与非耐冷性品种“十和田”带型相同者赋值为

1 ,与耐冷性亲本“昆明小白谷”带型相同者赋值为

2 ,双亲杂合型赋值为 3。非共显性标记情形时 ,即

十和田有带型 ,昆明小白谷无带型时 ,十和田带型者

赋值为 1 ,其余的赋值为 4 ;相反的情形 ,则昆明小白

谷带型赋值为 2 ,其余的赋值为 5。由于各种原因造

成的带型不清楚或缺失数据 ,均赋值为“ - ”,作缺失

数据处理。采用 MAPMAKERΠEXP. Version 3. 0 构建

F2 代的 RFLP 遗传连锁图。采用 STATISTIC 软件进

行统计分析。

2 　结果与分析

2. 1 　构建遗传连锁图

　　构建的昆明小白谷与十和田杂交 F2 代的遗传

连锁图如图 1。

2. 2 　F2 代单株结实率与特定结实率相关性

F2 代单株结实率与单株特定结实率之间的相

关性见图 2 ,它们的相关系数 ( r) 为 0. 8364 ( n =

249) ,表明在形态水平上单株结实率与单株特定结

实率呈密切相关 ,总体而言单株特定结实率可以反

映单株结实率的状况。

2. 3 　F2 代单株结实率和单株特定结实率相关的分

子标记相互关系

以 F2 代单株结实率为耐冷性指标 ,则共有 43

个标记与耐冷性存在显著或极显著相关 ,其中显著

相关标记 15 个、极显著相关标记 28 个。共有 34 个

标记与 F2 代单株特定结实率存在显著或极显著相

关 , 其中显著相关标记 14 个、极显著标记 20 个 ,如

图 1 (上)
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图 1 (下)

图 1 昆明小白谷与十和田杂交 F2 代遗传连锁图

Fig. 1 Linkage map of the F2 population between Kunmingxiaobaigu and Towada

图 2 F2 代单株结实率与特定结实率相关

Fig. 2 Correlation between total fertility percentage and

special fertility percentage in the F2 population

表 1。与 F2 代单株特定结实率显著或极显著相关的

34 个标记中 ,有 31 个标记也与单株结实率 (或耐冷

性) 呈现显著或极显著相关 ,占 34 个显著性相关标

记的 91 % ; 只有 3 个标记 ( RM232、XNPB358 和

G1128)没有表现为与单株结实率显著相关性 ,这 3

个标记中除了 G1128 与单株特定结实率相关达极显

著水平外 ( F = 7. 347567) ,其余两个标记的相关只达

到显著水平 ,却 F 值比较小 ,分别为 RM232 的 F =

3. 043525 ( P = 0. 049669) 、XNPB358 的 F = 31745208

( P = 0. 025239) 。

2. 4 　F2 代单株结实率相关的染色体区域与单株特

定结实率相关的染色体区域之间相互关系

与 F2 代的结实率相关的染色体共有 8 条 ,与单

株特定结实率有关的染色体有 7 条。除了第 8 染色

体仅与单株结实率相关、不与单株特定结实率相关

外 ,其余的与单株结实率相关的 7 条染色体均与单

株特定结实率相关。从染色体水平上而言 ,共计 12

条染色体中 ,有 8 条染色体与耐冷性有关 ,这 8 条染

色体中的 7 条与单株特定结实率也呈现显著或极显

著相关性。
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表 1 对 F2 代总结实率及特定结实率有显著影响的探针及其 F 值

Table 1 Markers affecting significantly total fertile spikelet percentage and special fertile spikelet

percentage in F2 population and their F values

F2 代总结实率 Total fertile spikelet percentage in F2 F2 代特定结实率 Special fertile spikelet percentage in F2

探针

Marker

染色体

Chro

个体数

No.

F 值

F value

探针

Marker

染色体

Chro

个体数

No.

F 值

F value

R1841 1 242 7. 085784 R1841 1 242 4. 550278

C804 1 250 3. 602164

RM1 1 188 8. 151569 RM1 1 188 6. 155963

R1944 1 228 4. 223853

RZ288 1 248 5. 684185 RZ288 1 248 3. 618358

C563 3 248 5. 723608 C563 3 248 4. 523754

RG391 3 240 4. 885911 RG391 3 240 4. 151011

C198 3 238 3. 183383 C198 3 238 3. 730536

RM232 3 223 3. 043525

C600 4 248 6. 968293 C600 4 248 8. 816615

R78 4 249 3. 374318 R78 4 249 4. 523198

RG214 4 247 3. 791245 RG214 4 247 5. 193745

RG208 4 246 3. 401414 RG208 4 246 4. 745294

G264 4 210 5. 218990 G264 4 210 7. 793692

R738 4 241 4. 491397 R738 4 241 5. 045199

C952 6 246 10. 39807 C952 6 247 6. 340128

RM170 6 93 5. 284894 RM170 6 93 4. 086594

RM204 6 185 8. 854174 RM204 6 185 5. 544965

RZ450 6 241 10. 25738 RZ450 6 242 4. 463919

RM217 6 227 8. 401270 RM217 6 228 3. 578002

R1613 6 246 12. 07945 R1613 6 246 5. 795763

R1954 6 247 13. 95578 R1954 6 248 7. 247339

RM253 6 188 4. 805757

C235 6 202 6. 168714 C235 6 202 7. 907932

RG64 6 244 6. 381379 RG64 6 244 5. 525964

RG123 6 191 5. 509809 RG123 6 191 4. 311237

RG424 6 249 3. 782777

Y2668A 6 207 7. 924212 Y2668A 6 207 8. 359281

R1789 7 242 7. 011041 R1789 7 242 4. 187480

RM182 7 92 4. 987292 RM182 7 92 5. 346468

RM336 7 189 8. 174287 RM336 7 189 8. 586197

G290 7 211 5. 378821 G290 7 211 6. 922916

RG678 7 228 4. 281194

XNPB358 7 210 3. 745208

G126 8 199 4. 480682

RM239 10 93 17. 19458 RM239 10 93 14. 71994

G1010 10 210 21. 95396 G1010 10 210 20. 85275

G333 10 206 14. 59975 G333 10 206 14. 75575

G1128 10 249 7. 347567

G179 11 209 3. 652841

C996 12 243 3. 46934

G148 12 248 5. 643521

G370 12 204 4. 736939

R2708 12 199 3. 849617

XNPB307 12 207 3. 121169

RM260 12 126 5. 685911 RM260 12 126 3. 168700
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　　与 F2 代单株结实率相关的 43 个标记中 ,即与

F2 代耐冷性相关的 43 个标记中 , 有 3 个标记

(RZ288、Y2668A 和 G179) 未整合进连锁图 ,其余 40

个标记分布于 8 条染色体上 (除了第 2、第 5、第 9 和

第 11 染色体以外) ,第 6 染色体上分布的与耐冷性

相关标记较多 ,共有 13 个 ,其次为第 4 染色体和第

12 染色体上均有 6 个标记 ;再次为第 1 染色体、第 7

染色体 ,各有 5 个标记 ;最少的为第 8 染色体 ,只有 1

个标记。结合这些标记在连锁图上的分布 ,可能共

有 11 个染色体区域与 F2 代耐冷性相关 ,即第 6 染

色体的 3 个区域、第 1 染色体的 2 个区域、第 3 染色

体、第 4 染色体、第 7 染色体、第 8 染色体、第 10 染

色体和 12 染色体各 1 个区域。

与单株特定结实率相关的 34 个标记中有 2 个

标记 (RZ288 和 Y2668A)未整合进连锁图 ,其余 32 个

标记的分布情况如下 ,第 6 染色体上共有 10 个 ,第 4

染色体有 6 个标记 ,第 7 染色体上有 5 个 ,第 3、10

染色体上各有 4 个 ,第 1 染色体上 2 个 ,第 12 染色

体有 1 个标记。结合这些标记在连锁图上的分布 ,

可能共有 9 个染色体区域与 F2 代单株特定结实率

相关 ,即第 1 染色体和第 6 染色体上各 2 个区域 ,第

3 染色体、第 4 染色体、第 7 染色体、第 10 染色体和

第 12 染色体上各 1 个区域。

与 F2 代特定结实率相关的 9 个染色体区域全

部包含在与 F2 代耐冷性相关 (以单株结实率为指

标)的 11 个染色体区域中 ,只是第 8 染色体上与 F2

代耐冷性相关的 1 个区域 ,没有呈现与单株特定结

实率相关 ;第 6 染色体上与单株结实率相关的区域

有 3 个 ,比与单株特定结实率相关区域多 1 个 ,其余

的 9 个染色体区域既与单株结实率相关又与单株特

定结实率相关。并且在第 8 染色体上与 F2 代耐冷

性相关的标记只有 G126 一个 ,均未检测出与 G126

相邻的其他标记如 RM223 和 RM210 与 F2 代单株结

实率之间存在显著相关 ,可以推论第 8 染色体与 F2

代耐冷性没有十分密切的相关性 ,或者第 8 染色体

对 F2 代耐冷性的影响不很明显。如果第 8 染色体

上 G126 标记与单株结实率的相关性不予考虑的话 ,

与 F2 代单株特定结实率相关的染色体和与 F2 代耐

冷性相关的染色体都是相同的 7 条 ;与 F2 代耐冷性

相关的染色体区域数为 10 个 ,比与 F2 代单株特定

结实率相关的染色体区域 9 个多 1 个 ,除了在第 6

染色体上与耐冷性相关的区域较与单株特定结实率

相关区域多 1 个外 ,其余的 9 个染色体区域都是一

致的 ,表明无论从染色体水平还是染色体区域水平

上看 ,特定结实率可以很好地反映耐冷性的情况 ,单

株特定结实率可以作为耐冷性的评价指标。

3 　讨论

在水稻孕穗开花期耐冷性鉴定评价中 ,尽管有
许多评价指标被不同的工作者所采用[1 ,6 ]

,但低温条

件下的单株结实率一直是广泛采用的、最主要和重

要的评价指标[4 ,10 ,11 ,15 ] 。鉴于不同发育时期颖花对

低温的敏感程度不相同 ,以整穗的结实率来评价其

耐冷性虽然在生产中具有实际意义 ,但从研究的角

度考虑存在评价精度不高的问题 ,单株特定颖花结

实率作为评价指标则可以较好地解决这一问题。

本研究从 DNA 分子水平上提供证据 ,表明与 F2

代的单株结实率和单株特定结实率相关的分子标记

有很大的一致性 ,单株结实率与单株特定结实率在

染色体、染色体区域层面上是一致的。为此建议可

以用单株特定结实率取代整穗结实率的考查 ,这样

既可以大大减少考种的工作量、提高考种工作效率 ,

还可以提高耐冷性鉴定评价的精度。值得注意的

是 ,特定颖花的发育时期基本一致 ,在应用单株特定

结实率作为耐冷性指标时应注意进行耐冷性鉴定的

时期必须是特定颖花的敏感期 ,否则容易产生鉴定

错误。

结实率是非常重要的农艺性状 ,正常生长条件

下的结实率是重要的产量构成因子。穗上的颖花可

以分成强势颖花和弱势颖花 ,而本研究所用的特定

颖花属于强势颖花的范畴。本研究结果显示 ,单株

特定结实率相关分子标记与单株结实率的分子标记

具有很大一致性 ,据此能否考虑适当增加特定颖花

的范围 ,即在弱势颖花中也选择一些特定颖花 ,以强

势颖花中特定颖花和弱势颖花中特定颖花所构成的

“总特定颖花”来代表整穗的颖花 ,进一步研究“总特

定颖花”结实率是否可以代表整穗总结实率等 ,如果

这样的研究结果证明“总特定颖花结实率”可以很好

地反映整穗的结实率状况 ,在水稻产量测定、杂种优

势研究中采用特定颖花结实率来取代整穗结实率的

调查 ,那样可以大大节约各种研究中的考种成本、提

高考种精度和效率 ,其研究结果将具有更广泛的现

实指导意义。
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