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摘摇 要摇 籼粳交育种已成为国内最重要的育种方法之一,明确籼粳亚种分化机制是指导籼粳
交育种的关键. 本文用 InDel(插入 / 缺失)和 ILP(内含子长度多态性)标记,对在辽宁省和广
东省种植并用单粒传法、混合法及系谱法构建的籼粳交(七山占 / 秋光)F6代群体进行分析. 结
果表明: 混合法与单粒传法群体无偏分离,粳型判别值(Dj)集中在 40% ~ 60% 之间;两地系
谱法群体总体偏籼(30% ~55% ),且广东群体(38% )比辽宁(42% )偏籼,两地群体分布呈显
著差异. 混合法与单粒传法群体中 Dj 与重要农艺性状基因区域血缘呈显著正相关;而在系谱
法中部分正相关被打破,且两地群体籼粳血缘呈规律性分布. 表明人工选择是影响籼粳分化
的主要因素,并与自然选择协同作用引起群体偏分离现象;群体中一些重要农艺性状的变化
与籼粳分化间存在紧密的关系,这可能是影响籼粳交育种在综合亚种优势上未达到预期效果
的关键.
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Abstract: Indica鄄japonica hybridization is one of the most important breeding methods in China,
whereas identifying subspecies differentiation mechanisms is the key in indica鄄japonica hybridization
breeding. By using InDels (Insert / Deletion) and ILPs (Intron Length Polymorphism), an analysis
was made on the F6 populations derived from the hybridization of indica鄄japonica (Qishanzhan / Aki鄄
hikari) planted in Liaoning and Guangdong provinces and generated by bulk harvesting (BM), sin鄄
gle鄄seed descent methods (SSD), and pedigree method (PM). No segregation distortion was ob鄄
served for the BM and SSD populations. The frequency distribution of japonica kinship percentage
(Dj) was concentrated in 40% -60% . The PM populations in the two provinces presented indica鄄
deviated distribution (30% -55% ), with significant difference between Guangdong (38% ) and
Liaoning (42% ). In addition, there was a significant positive correlation between the Dj and the
kinship of functional gene regions in the BM and SSD populations. However, part of the positive
correlation was broken in the PM populations that showed a regular distribution in the genotype pat鄄
terns of indica and japonica loci. The above results demonstrated that artificial selection could be
the main factor affecting the population differentiation in indica鄄japonica hybridization, and, with
the synergistic effect of natural selection, induced the phenomenon of segregation distortion. There
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existed a close relationship between the differentiation of subspecies and the important agronomic
traits, which could be the main reason why indica鄄japonica hybridiation breeding could not achieve
the expected effect of combining the two subspecies advantages.

Key words: indica鄄japonica hybridization; subspecies differentiation; ecological condition; method
selection; molecular marker.

摇 摇 亚洲栽培稻分为籼稻和粳稻两个亚种[1-2],以
综合亚种优势为目标的籼粳稻杂交育种在近些年受

到越来越多的关注,因为其后代可以产生丰富的变

异和杂种优势,蕴藏巨大的遗传潜力[3-5] . 自从 Kato
等[2]在 1928 年提出了以粒形、稃毛以及杂交亲合力

为指标区分籼粳亚种开始,对籼粳亚种分类的研究

逐渐增多. Oka[6] 将叶毛、酚反应及氯酸钾抗性增加

为籼粳分类指标,而程侃声等[7] 将众多方法总结和

归纳并创立程氏指数法,此方法在籼粳分类及籼粳

交育种中作为形态学指标已经得到国际上的认

可[8] . 随着分子生物学的发展及应用,以 DNA 指纹

技术为基础的分子标记技术以及 DNA 测序技术已

广泛应用于水稻的起源、驯化和分类研究[9-12],以基

因组 DNA 片段的差异来表示遗传背景的多样性,用
来分析籼粳成分[13] . 同时 RFLP[14-15]、RAPD[16-17]、
SSR[18]、InDel[19-20]和 ILP[21] 等多种标记的开发,以
及通过标记分析典型籼粳稻而筛选出具有极高籼粳

特异性的分子标记的应用,使籼粳亚种的分类及籼

粳交群体的分化研究更加准确和简便. 对维管

束[22]、程氏指数[23-24]和叶片气孔[3] 等性状的研究,
发现籼粳稻杂交育成品种并未完全实现综合籼粳亚

种优势的目标,而是受生态适应性影响基本保持了

典型籼粳稻的特性[25-26] . 因此,明确籼粳亚种分化

机制成为解决籼粳稻杂交育种中出现的难题的关

键. 与此同时,早在 20 世纪 50 年代就有学者提出

“籼稻改粳稻冶,之后在长江中下游流域得到迅速发

展[27],并在一些地区成功选育出一批优质粳稻品

种[28-31],然而仍有一些地区在选育上未获得突

破[32],而籼粳稻杂交育种可能成为克服此难点的关

键. 近年来,关于籼粳分化在自然群体[33]、加倍单倍

体(DH) [34]、片段代换系(CSSL) [35] 以及重组自交

系群体(RIL) [25-26] 中都有研究. 笔者也从重组自交

系入手,但不同的是在群体构建过程中,从低世代到

高世代对群体分化进行动态研究,探讨生态环境、后
代处理方法对籼粳亚种形态及遗传分化的作用机

制[36],这类研究在国内外鲜见报道. 本文从籼粳交

F6代入手,分析生态条件、后代处理方法对籼粳交后

代群体分化的影响,为籼粳稻杂交育种和实施“籼

稻改粳稻冶提供理论指导.

1摇 材料与方法

1郾 1摇 籼粳交后代群体的构建

以典型籼稻材料七山占与典型粳稻材料秋光为

亲本进行杂交,F1 代种于海南,从 F2 代开始分别种

于辽宁省沈阳市沈阳农业大学(41毅49忆 N, 123毅34忆
E)和广东省广州市广东省农业科学院(23毅25忆 N,
113毅25忆 E),并经过海南加代,分别通过混合法、单
粒传法以及系谱法得到 F6代群体. 种植栽培管理完

全按照当地生产标准:辽宁于 4 月 18 日播种,5 月

18 日移栽,行距 30 cm,株距 13. 3 cm;广东于 5 月 5
日播种,5 月 24 日移栽,行距 20 cm,株距 20 cm;每
株系种 3 行,每行 10 株,共 30 株.

混合法群体为从 F2 代开始全部收获并统一脱

粒,种子混合均匀后,随机取种用于下一代种植,使
用该方法得到的群体,遗传频率完全由繁殖系数决

定,即产量越高的株系其所占遗传频率越高,代表自

然选择对群体分化的作用;单粒传法群体为从 F2代

开始进行按株留种,保证群体的遗传频率,使用该方

法得到的群体,基本上保留了群体原本的遗传频率,
代表遗传重组对群体分化的作用;系谱法群体从 F2

代开始对群体进行人工选择,对一些拥有较好农艺

性状的株系留种,尤其是对拥有较好结实率的株系,
使用该方法得到的群体,每个株系都拥有一些优异

的农艺性状,代表人工选择对群体分化的作用. 所有

后代处理方法的群体,都从 F6 代开始按穗行种植,
F2到 F5代都为混合种植,奇数世代都种于海南.
1郾 2摇 分子标记分析

本试验采用 62 个 InDel ( Insert / Deletion) [20] 和

ILP(Intron Length Polymorphism) [21] 标记,该标记以

日本晴和 93鄄11 的序列为基础开发,并经过一些典

型籼粳稻进行验证,为具有籼粳特异性的中性标记,
同时经过本文中所使用的亲本验证,保证标记在亲

本中有籼粳特异性差异(七山占 Dj 为 0% ,秋光 Dj
为 100% ),引物由北京华大基因合成. 根据 IRGSP
的物理图谱用 MapChart 绘制成标记连锁图 (图

1 ) . DNA 提 取 采 用 CTAB 法[37] 使 用 德 国 Qiagen
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图 1摇 InDel 及 ILP 标记连锁图
Fig. 1摇 Linkage map of InDel and ILP markers.

TissueLyser 提取. PCR 体系 15 滋L,包括:50 ng DNA
模板、7. 5 滋L 2x Taq MasterMix (北京康为世纪公

司)和 10 mmol·L-1 正反引物. PCR 反应使用 ABI
GenePCR System 9700, 扩 增 条 件: 94 益 预 变 性

5 min,之后 94 益 变性 30 s,40 个循环,55 益 复性

30 s,72 益延伸 40 s. PCR 产物用 3. 5%琼脂糖凝胶

电泳检测,并用 Bio鄄Rad 凝胶成像仪读取结果.
1郾 3摇 籼粳分化与重要农艺性状基因的相关性

通过水稻基因数据库( http: / / www. RiceData.
cn / gene / )筛选一些重要的农艺性状基因,其中包括

株型、穗型、粒型、粒重和抽穗期性状等,并且根据

Gramene 检索和 IRGSP 的物理图谱,得到该基因位

置并与附近的籼粳标记结合,由于在减数分裂过程

中染色体的分离及重组是以重组片段为基本单位而

不是基因,因此用在这些功能基因附近的籼粳标记

的基因型表示该基因所在染色体重组片段(即功能

基因位点所在区域)的籼粳血缘,检测该基因所在

区域籼粳血缘与 Dj 值(即整株籼粳血缘)的相关

性,判断这些功能基因在群体分化中的分离和重组

是否与籼粳亚种的分化有关,并以此来分析籼粳分

化与农艺性状的关系.
1郾 4摇 数据处理

InDel 和 ILP 标记为共显性标记,将检测结果分

为籼基因型、粳基因型和籼粳基因型. 用粳型判别值

Dj( frequency distribution of japonica kinship percent鄄
age)表示籼粳成分或血缘,Dj(% ) = 粳型位点数 /
(籼型位点数 +粳型位点数) 伊 100% . 数据使用

Microsoft Excel 和 SPSS 19 软件作正态分布、K鄄S 检

验和相关性分析.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 生态条件和后代处理方法对籼粳分化的影响

通过分析不同生态条件、后代处理方法群体籼

粳血缘分布(图 2),并经过 K鄄S 检验,发现所有群体

都呈正态分布;混合法和单粒传法两地区群体粳型

判别值(Dj)集中在中间值(40% ~ 60% ),K鄄S检验

图 2摇 不同后代处理方法下辽宁和广东群体粳型血缘分布
Fig. 2摇 Distribution of japonica kinship between Liaoning and Guangdong population under different harvesting methods.
SSD:单粒传法 Single鄄seed descent method; PM:系谱法 Pedigree method; BM:混合法 Bulk harvesting method. Z 值为 K鄄S 检测结果 Z value meant
K鄄S test result. * P<0. 05; ** P<0. 01. 下同 The same below.
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双侧显著性 P 值分别为 0. 400 和 0. 931,其中在混

合法辽宁和广东群体的 Dj 平均值分别为 46% 和

45% ,单粒传法分别为 47% 和 48% ,两地群体在分

布上无显著差异且无偏分离现象;而系谱法两地群

体分布却呈显著性差异(P=0. 000),并且 Dj 集中在

30% ~ 55% ,辽宁和广东群体的 Dj 平均值分别为

42%和 38% ,群体总体上偏籼分布,且广东比辽宁

更偏向籼型;籼粳极端个体分别少量出现在混合法

和单粒传法的群体中,而在系谱法中却极少.
同时,还发现广东地区血缘分布比辽宁地区均

匀,群体正态性较好;单粒传法群体中间血缘个体

(40% ~60% )的频次显著升高,而偏籼及偏粳个体

的频次骤然下降;系谱法也出现与单粒传法相似的

现象,并且辽宁地区的频率在中间血缘个体的频次

上还出现高低不一的现象,连续性和正态性较差,偏
籼及偏粳个体的频次极度减少,说明存在明显的选

择作用. 单粒传法和系谱法群体所表现的这种分布

现象,体现了籼粳稻杂交育种存在综合亚种优势的

潜力.
2郾 2摇 生态条件和后代处理方法对籼粳染色体片段

分布的影响

利用籼粳标记的基因型绘制籼粳血缘片段图,
发现混合法和单粒传法籼粳基因型分布较为随机,
其中广东混合法群体的杂合基因型显著多于辽宁,
而单粒传法广东仅略高于辽宁. 但系谱法籼粳基因

型出现选择性分布,在辽宁籼及偏籼型中,在 1、3、
5、6、7 和 12 号染色体上出现大量的粳型血缘;在广

东籼及偏籼型中,在 1、2、5、6、7 和 9 号染色体上出

现大量粳型血缘,其中在 7 号染色体上两地区在粳

型血缘上吻合程度较高;广东群体中 7、8、9 和 10 号

染色体上粳型血缘分布多集中,辽宁籼粳中间型个

体中杂合基因型明显较多(图 3).
2郾 3摇 籼粳分化与农艺性状的关系

混合法和单粒传法群体中,全部基因所在区域

图 3摇 辽宁和广东群体籼粳位点基因型模式图
Fig. 3摇 Genotype pattern of indica and japonica loci for Liaoning and Guangdong populations.
红色方块为籼型基因位点,蓝色方块为粳型基因位点,黄色方块为籼粳杂合位点 A red square indicated indica allele site, a blue square indicated
japonica allele site, and a yellow square indicated indica鄄japonica heterozygous site.
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表 1摇 功能基因区域血缘与粳型判别值(Dj)的相关系数
Table 1摇 Correlation coefficients between kinship of functional genes regions and japonica kinship percentage (Dj)
群体
Population

GN1a[50] GW2 GS3 HD6 RFL SHA1 GS5 GW5[51] HD1 GHD7[52] HD2 HD7 DEP1 Ehd1 LB4D SDT3[53] HTD3

LN鄄BM 0. 114 0. 242吟 0. 039 0. 174吟 0. 280吟 0. 324吟 0. 335吟 0. 151* 0. 186吟 0. 303吟 0. 244吟 0. 362吟 0. 137* 0. 360吟 0. 236吟 0. 193吟 0. 230吟

GD鄄BM 0. 306吟 0. 326吟 0. 293吟 0. 251吟 0. 213吟 0. 266吟 0. 146* 0. 395吟 0. 228吟 0. 258吟 0. 199吟 0. 307吟 0. 261吟 0. 319吟 0. 357吟 0. 342吟 0. 151*

LN鄄SSD 0. 150 0. 191* 0. 181* 0. 195* 0. 228吟 0. 204* 0. 271吟 0. 046 0. 260吟 0. 177* 0. 280吟 0. 335吟 0. 225吟 0. 308吟 0. 228吟 0. 384吟 0. 130
GD鄄SSD 0. 058 0. 185* 0. 251吟 0. 021 0. 334吟 0. 290吟 0. 148 0. 200* 0. 105 0. 147 0. 415吟 0. 407吟 0. 159* 0. 376吟 0. 357吟 0. 106 0. 235吟

LN鄄PM 0. 201吟 0. 251吟 -0. 165吟 -0. 057 0. 563吟 0. 470吟 -0. 018 0. 312吟 -0. 091 0. 040 -0. 403吟 0. 295吟 0. 537吟 0. 457吟 0. 031 0. 277吟 -0. 105
GD鄄PM 0. 086 0. 484吟 0. 260吟 0. 419吟 0. 557吟 0. 442吟 0. 103 0. 388吟 0. 393吟 0. 135* -0. 058 0. 281吟 0. 152* 0. 155* 0. 131* 0. 300吟 0. 237吟

* P<0. 05; 吟 P<0. 01. LN:辽宁 Liaoning; GD:广东 Guangdong; BM:混合法 Bulk harvesting method; SSD:单粒传法 Single鄄seed descent method;
PM:系谱法 Pedigree method.

血缘都与总体血缘呈正相关,而且大多数达到显著或

极 显 著 水 平, 其 中 Ehd1[38]、 DEP1[39]、 RFL[40]、
LB4D[41]、SHA1[42]、HD7[43]、GW2[44] 和 HD2[45] 基因显

著性最高,这其中包含 1 个粒型、1 个落粒性、3 个株

型及 4 个抽穗期有关基因;系谱法虽有一部分基因与

混合法和单粒传法相关性一致,但出现了许多不规律

的相关性,包括在 GS3[46]、GS5[47]、HTD3[48]、HD6[49]、
HD1[50]和 HD2 上出现的一些负相关性,尤其辽宁群

体与抽穗有关基因呈现显著的负相关性(表 1).

3摇 讨摇 摇 论

3郾 1摇 不同生态条件下籼粳稻杂交后代亚种分化

机制

水稻是重要的粮食作物,其生长离不开生态环

境的 影 响, 它 对 环 境 的 适 应 导 致 了 籼 粳 的 分

化[54-57] . 目前,籼粳稻杂交育种已经成为国内外水

稻重要的育种方法之一,并且通过此方法育成的优

良品种也越来越多[58] . 根据以前的研究,籼粳稻杂

交育成品种并没有达到充分综合亚种优点的预期效

果,而是保持典型籼粳稻基本特性[3,22] . 本课题组对

籼粳稻杂交低世代群体研究发现,混合法群体从 F2

代后开始有偏分离现象,而单粒传法群体无偏分离

现象[36] .
本研究发现,F6代群体混合法群体并未与低世

代群体一样产生偏分离,而且两地区群体的分布无

显著差异. 结合上述单粒传法低世代群体也无偏分

离现象的结果,可以认为群体籼粳分化受遗传重组

作用的影响较小,而是在自然选择下农艺性状的重

组引起繁殖系数的改变,导致在群体水平上遗传频

率的改变. 然而,我们通过对 F3 代籼粳基因型模式

图的分析,发现低世代群体基因组的高度杂合性导

致群体存在不稳定性,同时性状的表现也不稳定并

以杂种优势为主[59-60] . 但是由于生态适应性的存

在,辽宁粳型遗传成分先纯合稳定下来,而广东籼型

遗传成分先纯合稳定,使低世代籼型及偏籼型或粳

型及偏粳型个体在群体中的遗传频率发生了改变,
引起了群体的偏分离现象. F3代基因组高度杂合,杂
种优势明显,因此这种偏分离不完全是由自然选择

对群体的淘汰作用引起的,而更多的是表现在生态

适应性引起的群体稳定速度上,低世代的偏分离现

象并不稳定. 本试验结果与以前研究结果不尽相同,
Xu 等[25]研究发现,四川地区单粒传群体的籼粳属

性偏粳分化,这是因为四川地区的生态条件特点与

华东及华南不同,较适宜种植粳稻,且该研究所使用

的籼粳判定方法为形态指数法,其性状会受到一定

表观遗传的影响. 另外,在进行杂交时,如遇低温等

环境骤变,会在合子形成时使籼型或粳型基因丢

失[61],引起群体偏分现象.
本研究还发现广东混合法和单粒传法群体的籼

粳杂合型高于辽宁,这是由于辽宁的选择压力大于

广东,使群体稳定速度更快[36] . 系谱法低世代群体

的基因组高度杂合,在性状上多数表现为杂种优势,
而且人工选择因素从 F2代就开始介入,群体构建初

期籼稻的农艺性状优势及杂种优势明显,拥有较多

籼型成分的个体被选择,致使两地区群体整体偏籼;
而且由于籼粳稻自身在性状上存在生态适应性[65],
在构建群体前期人工选择造成的两地群体不同程度

粳型血缘丢失,打破了两群体原本的平衡而出现偏分

离现象,广东比辽宁更偏向籼型. 另外,单粒传法和系

谱法还表现出中间血缘个体(Dj 为 40% ~60%)的频

次较高,而偏籼及偏粳个体(Dj 小于 40% 或大于

60% )的频率显著减少的现象,系谱法总体偏向籼

型分布,但也表现为类似趋势. 说明籼粳稻杂交确实

已经达到了综合亚种血缘的目标,为进一步提高籼

粳稻杂交育种效率奠定了遗传基础.
3郾 2摇 不同生态条件下籼粳稻杂交后代亚种分化与

农艺性状的关系

通过血缘片段及其与重要农艺性状关系的分
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析,我们认为籼粳稻杂交育种之所以未能充分综合

籼粳亚种特性,是因为杂交后代农艺性状变化与籼

粳分化存在显著的相关性. 在籼粳基因型模式图中

(图 3),虽然在整体上混合法和单粒传法的基因型

分布随机,但从相关性(表 1)上可以看出,全部性状

呈正相关并且大多数达显著性水平. 表明虽然籼粳

稻杂交育种综合籼粳优势的目标在血缘的杂合上得

到了体现,但一些农艺性状却因与籼粳分化关系密

切,未能按预期育种目标将籼粳优异性状综合在一

起,而是根据籼粳血缘的分化而变化.
本研究系谱法结果显示血缘片段明显受到了选

择(图 3),在一些株型、粒型及抽穗期相关基因富集

的染色体区域,籼粳血缘出现规律性集中. 例如,两
地区籼及偏籼个体在 7 号染色体部分区域都出现粳

型血缘的富集,而该区域存在几个与抽穗期相关的

QLT[49,52] . 同时,系谱法的相关性(表 1)与混合法和

单粒传法相比发生改变,一部分性状的正相关被打

破,出现负相关及无相关性,尤其辽宁的一些抽穗期

有关基因,该变化可能使辽宁籼型的抽穗期提前,而
粳型的抽穗期延迟,说明人工选择的介入改变了籼

粳分化与农艺性状之间的关系. 但是仍然有一些性

状保持显著正相关,可能是因为该性状与籼粳血缘

关系过于紧密,或者是该性状存在较强的生态适应

性及生态优势.
3郾 3摇 对籼粳稻杂交育种中关键问题的探讨

本研究中,不同生态条件及处理方法构建的籼

粳稻杂交群体 Dj 都呈正态分布,大部分株系的血缘

都介于两亲本之间,并且 F6混合法和系谱法还存在

Dj 中间血缘区域显著升高而两侧区域显著下降的

现象,说明籼粳稻杂交育种存在育成聚合亚种有利

基因适应不同生态条件优良品种的潜力,然而要充

分达到综合籼粳亚种优势的目标,需要认识和利用

籼粳分化与农艺性状的紧密关系[23] . 通过人工选择

适时适量地介入可以打破亚种优势性状随籼粳分化

而变化的现象,但是过早及过量介入会使群体后期

偏分离,导致一些籼型或粳型性状的丢失,而过晚介

入会导致性状过于纯合、群体过于稳定,使后期群体

分化空间缩小,难以达到预期育种目标. 另外,籼粳

稻杂交育种也是实施“籼稻改粳稻冶的重要方法之

一,因为粳稻有提前成熟、米质及食味较好的特点,
所以有很多优良的粳稻品种被引种到南方,但是由

于“北粳南引冶并没有改变品种的生态适应性,导致

许多引入的北方粳稻品种一些重要性状达不到当地

籼稻的水平,效果不尽如人意. 因此仅仅是“北粳南

引冶并不能解决“籼稻改粳稻冶的问题,然而籼粳稻

杂交育种因其拥有能够选育兼具当地生态适应性和

粳稻优良特性的潜力,成为解决这个难题的重要手

段,因此明确籼粳分化机制可为实施“籼稻改粳稻冶
提供理论依据.

根据本研究结果,笔者认为在对籼粳稻杂交后

代的研究中,需要增加籼粳中性标记数量、搜集并检

测亲本所含的功能基因并配合性状的精确调查,进
一步明确籼粳分化与农艺性状的关系及籼粳稻杂交

后代亚种分化的机制;通过分子标记辅助选择介入

到群体构建并配合性状的调查,来综合亚种优势性

状,可以更好地达到籼粳稻杂交育种的预期目标.

4摇 结摇 摇 论

遗传重组作用对籼粳稻杂交后代亚种分化的影

响较小,而自然选择会因为生态适应性引起的籼粳

血缘稳定速度不同,导致低世代群体暂时性的偏分

离,但在群体稳定和性状纯合后,偏分离现象逐渐消

除. 因此,自然选择和遗传重组作用并不是导致籼粳

稻杂交后代偏分离的直接原因,而人工选择与在自

然选择下性状产生的生态适应性才是影响籼粳稻杂

交后代亚种分化的关键. 同时,重要农艺性状基因所

在区域籼粳血缘与总体籼粳血缘呈显著正相关,据
此可以推测,籼粳稻杂交后代亚种分化与重要农艺

性状间的紧密关系,可能是籼粳稻杂交育种未能达

到充分综合亚种优势预期效果的主要原因.
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