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摘要 采用栽培稻遗传图第 连锁群中与抗稻瘿蚊基因 2 和 2 等位的 ƒ ° 标记 和 筛

选出来的两个 ≤ 克隆为探针 对药用野生稻进行了荧光原位杂交物理定位∀ 两个 ≤ 克隆的大小分别为 和

在 ≤ 2 ⁄ 封阻的情况下它们均被定位于药用野生稻第 染色体长臂 与着丝粒百分距为 ? !

? 信号检出率分别为 和 ∀ 与此同时 用 和 对药用野生稻进行了杂交 它们也

被定位于药用野生稻第 染色体长臂 与着丝粒百分距分别为 ? 和 ? 信号检出率分别为

和 ∀ ≤ 克隆的 ƒ ° 标记探针杂交位置几乎一致 这表明在栽培稻和野生稻中 ƒ ° 标记 和

都在同一 ≤ 克隆的大插入片段中 药用野生稻与抗性基因 2 和 2 同源顺序就在第 染色体信号出

现的相应位置∀ 药用野生稻第 染色体的确定是根据 等 和本研究的 ƒ ° 的杂交结果进行的∀ 文中讨论

了利用栽培稻 ≤ 克隆对药用野生稻进行原位杂交物理作图的可行性等问题∀
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  野生稻是水稻种质资源中重要的部分 在漫长

的进化过程中 由于复杂的地理环境和各种生态因

素的作用 形成了极其丰富的遗传多样性∀野生稻具

有栽培稻所不具有的优良性状 通过有计划的考察!

收集!筛选和鉴定 已从野生稻中发掘出了抗病!抗

虫!耐冷!耐热!细胞质雄性不育及其它许多优异基

因∀ 野生稻中发掘出的基因具有抗性强!抗谱广!抗

性稳定的特点∀由于这些基因与产量性状密切相关

对野生稻资源的研究正日益受到重视≈ ∀

水稻中的抗病基因与病原生物中的非致病基因
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存在着基因对基因的关系 抗性很容易由于致病基

因的变化或新的致病基因的出现而丧失∀ 为了维持

栽培稻群体中的抗病水平 就要有源源不断的新的

抗病基因的导入∀ 实践证明野生稻是提供新的抗病

基因的种质资源库∀野生稻中抗虫!抗病和耐不良性

环境材料检出的机率 一般比栽培稻高出几十倍≈ ∀

我 国 有 种 野 生 稻 即 普 通 野 生 稻 Ορψζα

ρυφφιπογ ον ! 疣 粒 野 生 稻 Ο μ εψερανα

!药用野生稻 Ο οφφιχιναλισ• ∀其中药用

野生稻主要分布在广东!广西!海南!云南 省 区

的 个县 市 属于 ≤ ≤ 染色体组型∀ 我国的药用

野生稻具有抗三化螟!褐飞虱!白背飞虱!稻瘿蚊!稻

瘟病!白叶枯病和东格鲁病毒等多种病虫害的特性

是稻属抗性研究中的一种理想材料≈ ∀

药用野生稻属 ≤ ≤ 染色体组型 与栽培稻的染

色体组型 不同 稻属种间杂交常常遇到有性

生殖障碍 严重地阻碍了遗传物质的转移交流∀分子

生物学已成为野生稻基因转移利用和研究中的一种

必不可少的手段 并已成功地应用于野生稻杂种的

鉴定!后代遗传组成的分析!外源 ⁄ 片段及其大

小的检测!野生稻基因的标记定位和克隆≈ ∀

水稻连锁图具有分布均匀的标记 有包括抗稻

瘟病!白叶枯病!黄萎病!绿叶蝉!褐飞虱和稻瘿蚊等

较多基因 这些基因的 ≤

克隆已于 年用与基因等位的

ƒ ° 标记筛选出来∀利用这些基因的 ≤ 克隆对

野 生 稻 染 色 体 进 行 原 位 杂 交 ιν σιτυ

ηψβριδ ιζατιον 除增加对野生稻基因组结构的了解

外 可以为对其进行分离与利用提供依据≈ ∀

本研究选用与抗稻瘿蚊基因 2 ! 2 连

锁的 ƒ ° 标记 ! 及其筛选出的 ≤

克隆 ∞ ! ∞ 对药用野生稻进行原位杂交来

确定 2 ! 2 基因在染色体上的具体位置 并

根据 ≈ 的栽培稻与药用野生稻的分子比较遗传

图 首次通过 ≤ 2ƒ ≥ 确定了药用野生稻第 条

染色体的核型∀

 材料与方法

 植物材料和染色体制片

供试材料为药用野生稻 Ορψζα οφφιχιναλσ 稻

株 由广东国家野生稻圃提供∀ 染色体制片分

别参照 ≠ 等≈ 和 等≈ 的方法∀

 水稻 ΒΑΧ 克隆及探针标记

供 试 ≤ 克 隆 为 ∞ ! ∞

由 ƒ ° 标记 !

筛选得到 武汉大学遗传所杨代常博士提供∀

! 由美国康奈尔大学 博士和中国

水稻研究所郑康乐研究员提供∀

用碱裂解法≈ 抽提 ≤ 克隆质粒和 !

质粒∀提纯的质粒⁄ 用切口平移法标记∀

Λ 反应液中含 × °! ≤ × °! × °! 2 2

× °!⁄ !⁄ 聚合酶 和 Λ 质粒探针

⁄ ε 下标记 ∗ 后加 Λ

∞⁄× 终 止 反 应 ≥ ≤ 2

≥ 纯化 用加链亲和辣根过氧化物酶

× 的点印记法检测标记效果∀

 原位杂交及检测

标记的探针的染色体杂交分别参阅 ≥ 等≈

和 ≈ 等程序稍加修改∀ 所用杂交液含 标

记的探针 ⁄ 去离子甲酰胺 硫酸葡聚

糖 ≅ ≥≥≤ Λ 鲑鱼精子 ⁄ Λ 水稻 ≤ 2

⁄ ∗ ≤ 2 ⁄ 参见 ≈ 的

程序制备 ε 杂交过夜∀杂交信号的荧光检测 ε

≅ ≥≥≤ 漂洗 依次加入 Λ ƒ × ≤ 2 √

≥ Λ 2 √ ≥ Λ

ƒ × ≤ 2 √ ε 各 Λ Λ ° 复染 ≅

型显微镜观察并拍照∀

 结果与分析

年 用 个栽培稻基因组和 ⁄

的分子标记对药用野生稻作分子比较遗传图 发现

其中 个分子标记在药用野生稻基因组中存在单

一位点 并将相应的存在多个共同的分子标记的药

用野生稻染色体编号与栽培稻染色体编号对应起

来≈ ∀ 但在他的研究中并没有对药用野生稻的染色

体核型作具体分析∀ 药用野生稻第 染色体已检出

个与栽培稻第 染色体相同的分子标记≈

是其中的一个∀ 在我们的研究中 用

和由它筛选的 ≤ 克隆作为供试探针 对检出信号

的药用野生稻染色体的核型分析发现 图版2 ! !

≤ 值平均为 ? 和 ? 臂比

为 ? 和 ? 没有观察到随体 属

于中央着丝粒染色体∀

利 用 ≤ 克 隆 ∞ ! ∞ 和 !

作为探针对药用野生稻的原位杂交结果见

表和图版2 ∗ ∀
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表 探针 Ε ! Ε !ΡΓ 和 ΡΖ 在药用野生稻染色体上杂交信号的位置

×  × Ο οφφιχιναλισ∏ ∞ ∞

探针

°

检出信号的

染色体臂

×

臂比 信号距着丝粒

平均百分距离

√

观察细胞总数

× ∏

√

检出信号的

细胞数

× ∏

检出率

⁄

∞ 3 ? 33 ?

? ?
∞ ? ?

? ?

 3 33 标准偏差 ≥ √

  从水稻遗传图已知 2 位于第 连锁群≈ ∀

根据我们的实验结果 由 筛选的 ≤ 克隆

∞ 和 对药用野生稻 ƒ ≥ 显示 两者在

第 号染色体长臂上检出了信号 图版2 ! !≤ 信

号与着丝粒百分距离分别为 ? 和

? 信号检出率分别为 和 ∀供试探

针 在遗传图中与 2 等位∀用 筛选

的 ≤ 克隆 ∞ 和 在药用野生稻中的

ƒ ≥ 结果显示 分别见图版2∞!ƒ ! 对信号点所

在的染色体形态的分析结果与 ∞ ! 的结

果几乎一致 从而确定它们也处于第 染色体上 信

号位于长臂 ! ∞ 信号与着丝粒百分距离

分别为 ? 和 ? 信号检出率

分别为 和 ∀ ≤ 克隆的检出率远远高

于 ƒ ° 探针 表 而且在 ≤ 克隆的 ƒ ≥ 中检

测到姊妹染色单体同时出现信号的双点 图版2 !

!∞ ∀

 讨论

在植物中 现有的原位杂交技术主要用于对

⁄ 重复序列和多拷贝基因家族作图≈ ∀ 植物单

或低拷贝基因常为 至数 的小片断 ⁄ 其探

针与靶 ⁄ 序列相遇的机会较小 因此杂交信号

检出率较低∀而 ≤ 克隆的外源片段一般为

左右≈ 因此将 ≤ 克隆与具有高灵敏度的 ƒ ≥

技术相结合 即 ≤ 2ƒ ≥ 有利于提高单拷贝的

如抗性等功能基因的物理定位信号检出率 大大促

进植物基因组的研究≈ ∀ 目前运用该技术已将抗白

叶枯病基因 Ξ α2 !棉花 基因≈ 抗稻瘟病

基因 2 抗绿叶蝉基因 和抗水稻黄萎病

× ≥∂
≈ 成功地定位到染色体上∀ 在我们的实验中

∞ ! ∞ 两个 ≤ 克隆在药用野生稻染色体

上的信号检出率 和 远高于 !

探针的水平 和 ∀ ≤ 2ƒ ≥ 已

成为植物基因组研究中一种重要技术∀

此外 每个 ≤ 克隆可能包括较多的 ⁄ 片

段 从而决定了利用它作探针不仅仅是对单个基因

而且可能是对多个基因或标记的物理作图∀因此 其

结果还可以用于检测不同物种多个标记的同线性和

它们分布区域的保守特点∀ 在我们的研究中 ≤

克隆 ∞ ! ∞ 只在第 染色体的长臂上的特

定位置检测到信号点 说明这两个栽培稻 ≤ 克隆

所含的 ⁄ 长片段或多个标记在药用野生稻第

染色体分布同线而且同区 栽培稻的 ≤ 克隆片段

在药用野生稻中同样也是作为一个克隆片段存在∀

年 等通过绘制出的栽培稻 基因组

与药用野生稻 基因组 ≤ ≤ 的比较分子图 对

同线性程度高的染色体采用相同的编号∀ 例如药用

野生稻具有较多与分布在栽培稻第 染色体上相同

基因的染色体 不管它的相对长度!臂比等形态如

何 都编号为第 染色体 其余依次类推∀ 在本研究

中我们也沿用了 等这一研究思路 选用它们定

位在药用野生稻第 染色体上的分子标记之一

ƒ ≥ 定位 凡检出信号的药用野生稻染色

体即认定为第 染色体 随后再进一步分析这被认

定的第 染色体的形态 建立形态识别标记∀这样的

分析和染色体识别编号既有基因组成的依据 也有

形态的依据∀与常规核型分析相比 水平上显著地提

高了一步 而且这种分析结果有助于在同一个属中

对不同种作比较研究 特别是以水稻这一模式植物

的基因组学为依据 必将大大促进稻属和禾本科大

遗传体系的发展∀

致谢 感谢日本 ∏ ∏大学 ∏ 教授 美国 ≤

大学 ≤ ∏ 教授 • 大学 教授 中

国水稻研究所郑康乐研究员提供宝贵的资料和材料∀

期 覃 瑞等 利用水稻 ≤ 克隆对 2 和 2 在药用野生稻中的 ƒ ≥ 定位



Ρεφερενχεσ

≈  ≤ ≤ ∏

∏ ∏ ∏ ≈

∏ ≤

何光存 1 细胞工程与分子生物学相结合 野生稻优异种质

资源利用的有效途径≈ 1 生物工程进展

1
≈  ∏ √ ∏

≤ ∏ √ ≈ ≥

∏ ∏ ≥ ≤

全国野生稻资源考察协作组 我国野生稻资源普查与考察

≈ 1 中国农业科学 1
≈  ≥ ∏ ⁄ ≠ × ∏

Ορψζα ≈ ∏ ° ≤

≤

张寿洲 卢宝荣 洪德元 1 原位杂交在稻属研究中的应用≈ 1
植物分类学报

≈  ≠ ⁄ ≤ ° ≥ 1≤ ∏

≤

√ ≤ 2 ƒ °

≈ 1× 1 1
1

≈  ∏ ≥ ≤ √ ƒ °

Ορψζα οφφιχιναλισ ∏ √

Ο σατιϖα 1
≈  ≠ ≥ ≠ ≤ 1°

2 ΓΙη Ρ ΤΣς ≥ ≤ ≈ 1
• ∏ √1 ∏ ≥ ∞

≈  ≥ ≠ ≤ ÷ 1×
Ζεα μ αψσ 1 ≈ 1

1

≈  ≥ ƒ ∞ ƒ × 1 ∏ ≤ 2
∏ ≈ 1 ≠ ≤ ≥

°

≈  ≥ ≠ ≤ ∏ ° 1×
∏ ƒ ° Ορψζα σατιϖα ≈ 1

× 1 1 1
≈  ≥ •

∏ ιν σιτυ

≈ °

≥ ≥

≈  ≥ ∞ × ⁄ 1
∏ ≤ 2 ⁄ ≈

1 1
≈  ≤ ∏ × ƒ ≠ ≤ 1≥ ∏

∏

∏ ≈ 1 1
≈  ≥1 ιν σιτυ

≈ 1
1

≈  ≥ ∏ 1≤
2 2 ∏ ⁄

Ε σχηεριχηια χολι ∏ ƒ 2 2 √ ≈

° 1 1 1≥ 1 ≥

≈  ± • • ≥ ≠ ≤ × ≤ 2ƒ ≥

≈ °

≤

覃 瑞 魏文辉 宋运淳 1 ≤ 2ƒ ≥ 在植物基因组研究中的

应用≈ 1 生物化学与生物物理进展 1
≈  ∞ ≥ ≤ ≥ 1 ƒ ∏ ιν σιτυ

≈

1 1

中 国 农 业 科 学 卷


