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摘要： 用随机扩增多态 %&’（(’)%）和 *+,-./简单重复序列（011(）标记对分别来自中国海南和云南 2" 个居群的

疣粒野生稻（!"#$% &"%’()%*%（&--3 -, ’.+4 -5 67,, 4））混合样品，以及海南（89）和云南（82:）2 个居群各 2" 个植株的

遗传多样性进行了检测。在混合取样的居群中，2" 个 (’)% 引物和 !2 个 011( 引物分别扩增出 2"# 和 !22 条带，多

态条带比率（));）分别为 <=4!!> 和 :24#9>。对于分单株取样的居群，在 89 中，两种标记分别扩增出 !=< 和 #9
条带，)); 值分别为 2!4=?>和 $=4:?>。在居群 82: 中，则分别扩增出 !9!（)); @ !:4 22>）和 #=（)); @ !#4 !9>）

条带。结果表明，中国的疣粒野生稻在物种水平的遗传多样性较低，其遗传变异主要存在于海南和云南两地之间，

而在居群内的遗传多样性水平很低。基于 A7BB7.C 遗传相似性系数的 D)E8’ 聚类和基于多态条带表型的主成分分

析（)F’）都将中国的疣粒野生稻分为来自海南和云南两类，两地间该物种的平均遗传相似性分别为 "4 9#<
（(’)%）和 "49!!（011(），其间产生了相当程度的遗传分化。对比 (’)% 和 011( 在 )F( 反应中的稳定性和检测变

异的能力表明，对于实验条件的稳定性而言 011( 优于 (’)%，且总的来说 011( 能检测到比 (’)% 更多的遗传变异。

87+,-G 检测表明，在物种水平，这两种标记的分析结果有极显著的相关性（ " @ " +#!:，* @ !24 :?#）；而在居群水平，

则分析结果极不一致（ " H "42""）。这与它们所扩增的相应基因组片断的变异方式有关。同时，也反映了疣粒野生

稻居群内和居群间存在不同的进化模式。根据以上结论，在进行中国的疣粒野生稻原位保护选址和迁地保护的取

样过程中，应更注意不同地区与居群的代表性。
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物种的进化就是其居群内基因频率在各种进化

动力作用下，随时间推移而在数量和空间分布格局

上发生动态演化的过程［=，>］。因此，鉴定植物个体

的基因型并确定居群内的基因频率是植物居群遗传

学和保护遗传学研究的首要问题。理想的遗传标记

应具有对基因组取样无偏离、共显性、对变异的检测

分辨率高以及不受环境条件直接影响等特点［?］。此

外，任何基于居群理论的研究对实验材料都有一定

数量的样本要求，故标记体系的实验稳定性和易用

性也是评价其优劣的重要标准［@，A］。

在众多生化和 6B4 分子标记中，随机扩增多

态 性 6B4 （ 3456）［C］ 和 ")-&%D简 单 序 列 重 复

（7883）［E］在 植 物 遗 传 多 样 性 研 究 中 获 得 了 成

功［@，F，G］。其中，7883是一种类似 3456，但利用包

含重复序列并在 ?H或 AH锚定的单寡聚核苷酸引物对

基因组进行 5I3 扩增的标记系统。相对于组织蛋

白和等位酶分析而言，3456 和 7883 具有多态性高、

无需活材料、能实现全基因组无偏取样和无组织器

官特异性等优点；与微卫星分析（1"$%,#(-&::"-& 或

883）相比，二者不要求预知基因组序列信息，大大

减少了多态性分析的预备工作；对比扩增片段长度

多态（4JK5LM）则在模板 6B4 的用量、实验繁琐程

度和费用上占有优势［=N］。当然，由于它们都是显性

遗传标记，不能区分显性纯合基因型和杂合基因型，

妨碍了 3456 与 7883 在 居 群 遗 传 学 中 的 深 入 应

用［=N，==］。但是，对于父系分析、估计异交率和克隆

植物多样性这类基于基因型鉴定的居群遗传学和分

子生态学研究领域，标记体系的显性遗传方式并无

太大的影响［=N，=>］。而且在等位酶分析不能获得多

态位点的情况下和绝大多数缺乏分子遗传学研究背

景的濒危植物遗传多样性水平评价中，3456 和 78D
83 将发挥极为重要的作用［?，A，F，=N］。

疣粒野生稻是分布在我国的三种野生稻之一，

生长于云南省的热带地区和海南省西南部。在稻属

>N 余种植物中，它被确定属于 )) 基因组［=?］，在稻

属系统树中位于最基部［=@］。由于很难与栽培稻进

行杂交，加上仅分布在中国和东南亚地区，相对于本

属其他植物，疣粒野生稻是迄今最为缺乏了解的稻

属植物。但是，作为具有耐荫、抗旱和对白叶枯病免

疫等特性［=A］的重要种质资源，疣粒野生稻在生物工

程技术飞速发展的今天有着广阔的应用前景。然

而，根据我们 =GGE O =GGG 年两次对分布于海南和云

南两省 >> 个县（市），?? 个分布点超过 AN 个居群的

野外调查，发现有 => < GP 的居群已经灭绝，F? < GP
的居群处于严重的人为干扰中，因此从物种保护的

角度上对其遗传多样性和遗传结构进行研究具有重

要意义。此外，疣粒野生稻具有居群内遗传多态性

极低，但居群间遗传多态性极高的特点［=C］，可以用

来探讨各种遗传标记的效率和分辨力。

本文利用 > 种 6B4 分子标记技术对分布于中

国的疣粒野生稻居群内和居群间遗传多样性进行了

检测，目的在于：（=）对比 3456 和 7883 在检测疣粒

野生稻样品遗传多样性时的效率和分辨力，评价它

们在应用于植物居群遗传学和保护遗传学研究中的

前景；（>）在研究疣粒野生稻 6B4 水平的遗传多样

性的基础上，讨论中国疣粒野生稻保护中应注意的

问题。

* 材料和方法

* +* 植物材料

实验材料疣粒野生稻（!$*+% #$%&’(%)%（B&&# &-
4%)< &Q R(-- <））的采集均利用居群取样的方法进

行。根据居群大小，从每个居群各取 =C O =NN 株个

体的新鲜叶片，分别用变色硅胶进行快速干燥固定，

带回实验室于室温下保存。从上述材料中选取具有

充分代表性的 >N 个居群（表 =），将每个居群 =N O =@
株个体的叶片等量混合（’,,:")0）后，提取总 6B4。

为探讨 3456 和 7883 检测居群内遗传多样性的能

力，以及叶片等量混合后的检测结果是否能反映各

单株样品内的遗传变异，选取了个体数量较多的海

南省乐东县冲坡居群（MA）和云南省思茅市竹林居

群（M>E）各 >N 个个体分单株提取总 6B4。

* +, 方法

* +, + * 疣 粒 野 生 稻 总 -./ 提 取 按 照 谢 中 稳

等［=E］的方法进行总 6B4 的提取，并根据疣粒野生

稻的特点略作改动。用于正式实验的样品总 6B4
均用 3B4 酶 4 进行纯化。

* +, +, 0/1- 产物及检测 利用 @ 份来自海南和

云南 的 材 料 进 行 预 备 实 验，从 EG 个 3456 引 物

（S’&%,) 公司）中选取出 >N 个能获得清晰条带，反应

E@> 植 物 学 报 ,-)% ./)%&0-% 10&0-% @> 卷



表 ! 中国疣粒野生稻遗传多样性研究取样地点
"#$%& ! !"#$ %& !"#$% &"%’()%*% ’%’()*$"%+# "+,)(-.- "+ $/. #$(-0

1%-. %&
#*2’).# 3%’()*$"%+ 4"#$5"6($.- #"$. %& *,,.##"%+#

7 87 9/*0(+，:"%+;</%+; 1%(+$0，=*"+*+
> 8> 8*%0*+;，?%+;#/" 1"$0，=*"+*+
@ 8@ A(+$"*+，!"+;#/(" 1%(+$0，=*"+*+
B 8B !",*"，C*+0* 1"$0，=*"+*+
D 8D 1/%+;’%，!.-%+; 1%(+$0，=*"+*+
E 87> :",/*"，1/*+;F"*+; 1%(+$0，=*"+*+
G 87@ A"*+&.+;，!.-%+; 1%(+$0，=*"+*+
H 87B A"+6% I*"#/* 1%(+$0，=*"+*+
J 87D K.+;L."，9/.+M*+; 1%(+$0，N(++*+
7O 87E P*+)*，1*+;0(*+ 1%(+$0，N(++*+
77 87H =(%/*"，Q.+;2* 1%(+$0，N(++*+
7> 8>O :"*+R"+，C/(*+F"*+; 1%(+$0，N(++*+
7@ 8>7 8.+;+(%，!%+;)"+; 1%(+$0，N(++*+
7B 8>> P*6*+，N"+;F"*+; 1%(+$0，N(++*+
7D 8>@ 3"+;0(*+，N"+;F"*+; 1%(+$0，N(++*+
7E 8>B Q*#/*，A"+;/%+; 1"$0，N(++*+
7G 8>D 8.+;/*+，A"+;/%+; 1"$0，N(++*+
7H 8>G 8*+0*%，C"2*% 1"$0，N(++*+
7J !17 S.#/("$*+，!*+,*+; 1%(+$0，N(++*+
>O 8@O 8*+-*+;，N(*+F"*+; 1%(+$0，N(++*+

稳定的引物（ITE、ITG、IT7>、UT@、UTE、UTH、UTJ、

UT77、UT7>、UT7@、UT7D、NT7、NT>、NTJ、NT7B、NT7D、

NT7H、NT7J、9T@ 和 9TB）进 行 下 一 步 分 析。每 个

SV34 31S 反应为 7O!! W管，其中包括 DO 22%) W !
?5"#T=1)（’= HX @），DOO!; W 2! ICV，7OY K",%))，7
22%) W ! ?*5$5*<"+.，> 22%) W ! 8;1)>，>OO!2%) -P?3，

7!2%) 引物，D +; 4PV 模板和 O X D Z +%, 酶。反应

在 7H7H 型毛细管型快速热循环仪（[-*/% ?.,/X）上进

行。首先 JB \变性 7 2"+，@D \ 7O #，G> \ >O #，>
个循环，然后进行以下 BO 个循环：JB \变性 O #，@D
\ O #，G> \ 7 2"+。最后于 G> \延伸 G 2"+。反应

产物在含有 ]I 的 7 X DY琼脂糖凝胶中电泳检测。

紫外灯下观察拍照，用 7OO 6’ 的 4PV )*--.5 作为分

子量标记。

! ’( ’) *++, 产物及检测 按照与 SV34 相同的筛

选策略从 @O 个 [CCS 引物中选出 7@ 个用于 [CCS
31S 反应（表 >）。反应体积和组分与 SV34 相似

（8;> ^ 浓度从 7 XD _ > XD 22%) W !，按不同引物），另加

入 BY的 48C‘ 以提高反应的特异性。反应首先 JB
\变性 > 2"+，然后进行以下 @H 个循环：JB \变性

> #，DO \ > #，G> \ 7 2"+，最后于 G> \延伸 D 2"+。

反应产物在含有 ]I 的 > X OY 琼脂糖凝胶中电泳检

测。记录和拍照同 SV34。

! ’( ’- 数据分析 SV34 与 [CCS 都是显性标记，同

表 ( [CCS 引物序号与序列
"#$%& ( !"#$ %& [CCS ’5"2.5# *+- $/."5 #.a(.+,.# (#.- "+ $/. #$(-0

35"2.5 C.a(.+,.（DbT@b）
[CCSTB I4I（1V）E

[CCSTD c=c（Q?）G

[CCSTE 4I4（QV）G

[CCSTG Q1（V1）B

[CCSTH （1?）HSQ
[CCSTJ （1?）HS1
[CCST7D 111（Q?）E

[CCST7E QCQ（Q?）E

[CCST7G 1C1（QV）E

[CCST7H Q1dQ（VQ）E

[CCST>O 11V（Q?Q）B

[CCST>7 Q1Q（V1）EV
I e 1 W Q W ?，4 e V W Q W ?，c e V W 1 W Q，=e V W 1 W ?，C e Q W 1，de V W ?，
P e V W Q W 1 W ?X

一引物扩增产物中电泳迁移率一致的条带被认为具

有同源性，属于同一位点的产物并按扩增阳性（7）和

扩增阴性（O）记录电泳带谱，形成 SV34 和 [CCS 表

型数据矩阵用于进一步分析。为反映 SV34 和 [CCS
标记的多态性，统计各引物的多态条带比率（33I），

并利用 3‘3Q]P] 软件计算 SV34 和 [CCS 扩增产物

的 C/*++%+ 多样性指数 -（ - e 7T"./，其中 ./ 为产物

条带的表型）。在此基础上，利用以下两种方法研

究各样品之间的遗传关系：首先用 SV34"#$*+,. 程

序计算样品之间的 A*,,*5- 相似性系数作为遗传距

离（P." 遗传距离及其无偏估计不能直接应用于显

性标记的数据），并用 P?CNC［7H］中的 C=VP 程序进行

Z3Q8V 聚类分析样品间的遗传关系；其次，选择

SV34 和 [CCS 的多态条带，用主成分分析（31V）研

究各居群的表型数据矩阵，并以此研究各样品间的

遗传 关 系。最 后，用 8*+$.) 检 测 计 算 同 一 居 群

SV34 和 [CCS 相似性系数之间的相关性，用以分析

这两种标记方法得出的结果间的一致程度。

( 实验结果

( ’! 反应稳定性

为了对比 SV34 和 [CCS 对 31S 反应条件的敏

感性，通过改变 31S 反应组分中的 4PV 模板浓度、

模板降解程度、模板纯度和 8;> ^ 浓度，对两种标记

扩增的稳定性与对照结果进行了对比。首先，参与

分析的所有 SV34 和 [CCS 引物都对 4PV 模板浓度

的变化不甚敏感，当模板浓度从每反应 > X D +; 到每

反应 7OO +; 改变时，SV34（图 7V）和 [CCS 条带的

谱带没有大的变化。其次，实验证明对于 4PV 不均

匀降解的野外固定材料，SV34 和 [CCS 仍可获得可

信的结果，但是对于材料固定、4PV 提取和保存过
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程中降解严重的样品，则会出现扩增失败的情况。

模板纯度对 !"#$ 和 %&&! #’! 反应的影响不一致：

对于未经纯化、经 !(" 酶 " 纯化和经 !(" 酶 ")蛋
白酶 * 纯化的三种模板，所有 %&&! 引物均能获得

一致的带谱。而对于 !"#$ 来说，不同引物对模板

纯度的扩增稳定性不一样：所有 !"#$ 引物都对经

!(" 酶 " 纯化后的模板不敏感，但是对于经蛋白酶

* 纯化过后的模板，大部分引物如 +),、*)-、*)..、*)
./、0).1、2)3 等都出现带谱的明显变化。以 0).1 为

例，对比对照实验主要表现为低分子量产物减少和

丰度降低（图 .+）。少部分引物，包括 +)4、+)./、0)
3、0).5 和 0).- 在蛋白酶 * 处理模板和对照中能保

持较高的稳定性。因此，!"#$ 对模板纯度的不稳

定性与特定引物和特定样品材料有关。据此，在正

式的分析中只对样品 $(" 进行了 !(" 酶 " 处理并

严格保证所有样品 $(" 提取和纯化步骤的一致性。

%&&!引物对67/ 8 浓度的敏感程度大于!"#$。

图 ! 9 中国疣粒野生稻的 !"#$ 和 %&&! 的实验稳定性。
"#$%! % !:;<=>?@ABACADE =F !"#$ GH> %&&! GI;CAFA@GDA=H 7:H:<GD:>
F<=I !"#$% &"%’()%*% 7:H=IA@ $("9
"，AHFC?:H@: =F >AFF:<:HD @=H@:HD<GDA=H =F $(" D:I;CGD: F<=I /9 5，
59J，.J，/J，KJ，,J，1J D= .JJ H7 =H !"#$ ;<=>?@DL BE ?LAH7
;<AI:< M#*1（. N 1）GH> M#+./（- N .,）；+，@=I;G<AL=H =F
!"#$ ;<=>?@DL =F 0).1 B:DO::H ;<=D:AHGL: *)D<:GD:> D:I;CGD:（#）

GH> @=HD<=C（’）；’，AHFC?:H@: =F >AFF:<:HD @=H@:HD<GDA=H =F 67/ 8
F<=I .95 II=C P Q D= 39J II=C P Q =H %&&! ;<=>?@DL BE ?LAH7 %&&!)
59 6，.JJ B; CG>>:<9

例如 %&&!)5，在 67/ 8 浓度为 . 95 II=C P Q 时非特异性

产物减少，能获得比在 / 9J II=C P Q 和 3 9J II=C P Q 清

晰的带谱。升高 67/ 8 浓度导致产物丰度和非特异

性产物的增加（图 .’）。在随后的正式分析中，所

有 !"#$ 反应均在 67/ 8 浓度为 / 9J II=C P Q 下进行，

而 %&&! 分析则根据预备实验对不同引物采取不同

的 67/ 8 浓度。除此而外，%&&! 在各方面均表现出

比 !"#$ 高的稳定性。

& %& 遗传多样性

为对比样品混合与不混合的扩增结果，分别利

用 K 个 !"#$ 引物（+./、*..、*./ 和 23）和 K 个 %&&!
引物（%&&!5、4、/. 和 //）对混合样品及其中各单株

的样品进行了扩增。结果表明，混合样品的 !"#$
和 %&&! 带谱中包含了个体样品扩增中的所有单态

条带和绝大部分多态条带，仅有少数多态条带在混

合样品中出现扩增阴性。例如 !"#$ 引物 +)./，少

数个体样品中的 ,1J B; 条带在混合样品带谱中为

阴性（图 /）。因此，在略为低估遗传变异的情况下，

混合样品可以作为个体样品的代表，对整个居群的

遗传多样性进行评价。同时该方法可以节省大量的

实验工作量，有利于对材料进行快速的遗传多样性

评价。

两种标记的扩增结果见表 3。在中国疣粒野生

稻的 /J 个居群中，/J 个 !"#$ 引物共扩增出 /J- 条

重复性高，清晰的条带，分子量从 //J B; 到 / /JJ
B;，平均每个引物可扩增出 .J 9 K5 条带，其中有 .3K
条为多态，多态条带比率（##+）为 ,K 9..R，平均每

个 !"#$ 引物可获得 , 9 4J 个多态条带。./ 个 %&&!
引物共扩增出 .// 条带，分子量从 /1J B; 到/ JJJ
B; 。平均每个引物扩增出.J 9 .4条带，其中1-条为

图 & 9 混合样品和其中各个体样品 !"#$ #’! 扩增带谱的
对比。
"#$%& % ’=I;G<AL=H =F #’! ;<=>?@DL B:DO::H DS: B?CTAH7 LGI;C:

（#）GH> ADL @=I;=H:HD AH>AUA>?GCL（. N .J）BE ?LAH7 !"#$ ;<AI:<
+)./9
VS: G<<=O AH>A@GD:L #’! BGH>L H:7GDAU: AH B?CTAH7 LGI;C: B?D ;=LA)
DAU: AH AH>AUA>?GCL K，5，GH> -9 6，.JJ B; CG>>:<9
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多态条带，!!" 值达 #$ % &’(，平均每个 )**+ 引物获

得 # %,- 个多态条带，略高于 +.!/ 分析获得的结

果。利用 *012232 多样性指数对样品遗传多样性进

行评价的结果表明，+.!/ 引物条带的平均多样性

指数为 4 %556，低于 )**+ 的指数 4 %5&-（表 5）。

地区内疣粒野生稻的遗传多样性偏低（表 5）。

在来自云南 -$ 个居群的样品中，+.!/ 和 )**+ 分别

扩增出 -6$ 和 &7 条带，其中各有 ’6（5, % ’#(）和 ,5
（,5 %77(）条带为多态。在来自于海南 7 个居群的

样品中，两种标记系统分别获得 -7$ 和 &$ 条带，其

中各有 7-（,, %’-(）和 $,（$6 %4&(）条为多态条带。

疣粒野生稻居群内的遗传多样性很低（表 5）：

$4 个 +.!/ 引物在居群 8’ 和 8$# 中各扩增出 -,6
和 -’- 条带，平均每个引物获得 # %,& 和 # %’’ 条。在

所有条带中，分别有 5$ 条和 $6 条为多态条带，!!"
值分别为 $- % ,7( 和 -# % $$(。与此类似，-$ 个 )*9
*+ 引物在居群 8’ 和 8$# 中各扩增出 &’ 和 &, 条

带，平均每个引物获得 # % &- 和 # % 75 条，!!" 值为

5, %#7(和 -& %-’(。对于居群 8’ 和 8$#，+.!/ 分

析的 *012232 多样性指数分别为 4 % -$’ 和 4 % 4&7。

)**+ 的多样性指数分别为 4 %-75 和 4 %---，高于相应

+.!/ 的分析结果。

! "# 样品间的遗传关系

表 , 总结了基于 :1;;1<= 系数的遗传相似性系

数（>?2?@A; BACAD1<A@E，F*）的结果。对于中国疣粒野

生稻的 $4 个居群样品，遗传相似性偏低：基于 +.!/
分析的 F* 值在 4 %’’7 到 4 %&’, 之间，平均为 4 % #$#；

而基于 )**+ 分析的 F* 值在 4 %,,- 到 4 %&6$ 之间，平

均为 4 % 6#,。另一方面，居群内个体之间的遗传相

似性较高；对于居群 8’，基于 +.!/ 和 )**+ 分析的

F* 值分别在 4 % &4’ G 4% &&5 和 4 % 7-’ G 4% &7& 之间。

)**+ 的平均 F* 值为 4 % &-$，低于 +.!/ 获得的平均

F* 值 4 %&’,。相对而言，)**+ 比 +.!/ 可检测到更

高的个体间遗传差异。居群 8$# 也获得了与居群

8’ 类似的结果（表 ,）。

基于遗传相似性系数，利用 H!F8. 聚类对上

述三组样品内部各样品之间的遗传关系进行了分

析，结 果 见 图 5 。对 于 中 国 的 疣 粒 野 生 稻 居 群，

+.!/ 和 )**+ 获得了相似但不完全相同的聚类树，

$4 个样品按来源被分为两类（海南和云南），显示两

地的疣粒野生稻之间存在相当程度的遗传分化。对

于居群 8’ 和 8$#，基于 +.!/ 和 )**+ 数据的 H!F9
8. 聚类可将所有的个体都区分开，个体之间的遗

传相似性都比较高。

基于 各 组 样 品 多 态 条 带 表 型 的 主 成 分 分 析

（!I.）支持上述 H!F8. 聚类的结果，图 , 显示利用

每组分析中提取的前三个主成分得出的 59/ 分布

图：由图可见，来自云南的 -$ 个居群和来自海南的

7个居群按来源被分为两组（图,，.、"）；同一居群

表 # +.!/ 与 )**+ 标记的遗传多态性
$%&’( # .21DEBAB 3J @0? +.!/ 12= )**+9>?2?<1@?= K12=A2> L1@@?<2B

M3 3J
+.!/
K12=B

M3% 3J +.!/
L3DEC3<L0A;

K12=B

!!"-）

3J
+.!/

)$）
M3% 3J
)**+
K12=B

M3% 3J )**+
L3DEC3<L0A;

K12=B

!!" 3J
)**+ )

.C32> L3LND1@A32B
I0A215） $4& -5, 6,%-- 4 %556 -$$ 7& #$ %&’ 4 %5&-
ON2212 -6$ ’6 5,%’# 4 %-’7 &7 ,5 ,5 %77 4 %$$&
P1A212 -7$ 7- ,,%’- 4 %$-5 &$ $, $6 %4& 4 %--’
QA@0A2 L3LND1@A32B
!3LND1@A32 8’ -,6 5$ $-%,7 4 %-$’ &’ 5$ 5, %#7 4 %-75
!3LND1@A32 8$# -’- $6 -#%$$ 4 %4&7 &, -7 -& %-’ 4 %---

-）!?<;?2@1>? 3J L3DEC3<L0A; K12=B；$）*012232 =AR?<BA@E；5）I32BAB@B 3J $4 B1CLD?B KNDS?= J<3C $4 L3LND1@A32B，<?BL?;@AR?DE%

表 ) 中国疣粒野生稻 +.!/ 和 )**+ 分析遗传相似性
$%&’( ) "<A?J BNCC1<E 3J >?2?@A; BACAD1<A@A?B TA@0A2 12= 1C32> L3LND1@A32B 3J !"#$% &"%’()%*% K1B?= 32 +.!/ 12= )**+ C1<S?<B

!3LND1@A32B 3J I0A21-） !3LND1@A32 8’（P1A212） !3LND1@A32 8$#（ON2212）

8A2 81U 8?12 8A2 81U 8?12 8A2 81U 8?12
+.!/ 4%’’7 4 %&’, 4 %#$# 4 %&4’ 4 %&&5 4 %&’, 4 %&-$ 4 %&7& 4 %&’4
)**+ 4%,,- 4 %&6$ 4 %6#, 4 %7-’ 4 %&7& 4 %&-$ 4 %7&4 4 %&7& 4 %&,&
*% /% $） 5%744 ’ %’66 4 %467 4 %55- 4 %4,, 4 %-$&

-）I32BAB@B 3J $4 B1CLD?B KNDS?= J<3C $4 L3LND1@A32B，<?BL?;@AR?DE；$）*VN1<?= =?RA1@A32B%
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图 ! ! 中国疣粒野生稻居群内和居群间样品基于 "#$% 和 &’’" 遗传相似性系数（()**)+, 系数）的 -$./# 聚类分析。
"#$%! % %01,+23+)45 677859+)9613 301096* +07)96215:6;5 )4213 )1, <69:61 ;2;87)96215 2= !"#$% &"%’()%*% !
#，>，)4213 ?@ ;2;87)96215 2= A:61) 85613 "#$% )1, &’’" )1)7B505（C:0 ;2;87)9621 184D0+5 )+0 9:0 5)40 )5 61 C)D70 E）；A，%，)4213 61F
,6G6,8)75 2= ;2;87)9621 /H 85613 "#$% )1, &’’" )1)7B505；I，J，)4213 61,6G6,8)75 2= ;2;87)9621 /?K 85613 "#$% )1, &’’" )1)7B505，+0F
5;0*96G07B!
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图 ! ! 中国疣粒野生稻居群内和居群间样品基于 "#$% 和 &’’" 表型的主成分分析（$(#）。
"#$%! % #))*+,-.,*/) -0*/1 )-0234) *5 !"#$% &"%’()%*% 6474-348 9: 26,/+,2-3 +*02*/4/. -/-3:)4)（$(#）!
#，;，-0*/1 <= 2*2>3-.,*/) 56*0 (?,/- 14/46-.48 9: "#$% -/8 &’’"；(，%，-0*/1 ,/8,7,8>-3) *5 2*2>3-.,*/ @A；B，C，-0*/1 ,/8,7,8>-3)
*5 2*2>3-.,*/ @<D 9: .?4 .E* 0-6F46)，64)24+.,743:!
!，2*2>3-.,*/) *5 G-,/-/；"，2*2>3-.,*/) *5 H>/-/；#，,/8,7,8>-3) *5 2*2>3-.,*/ @A；$，,/8,7,8>-3) *5 2*2>3-.,*/ @<D!

内的个体可被区分开（图 I，(、%、B、C）。此外，主

成分分析还表明不存在变异集中于少数引物中的情

况（数据未显示）。

& %! ’()* 与 +,,’ 之间的相关分析

为了检测同组样品内 "#$% 和 &’’" 分析的相

关程度，利用 @-/.43 检测对基于这两种标记的样品

D 期 钱 韦等：采用 "#$% 和 &’’" 标记探讨中国疣粒野生稻的遗传多样性 DID



遗传相似性系数矩阵进行了相关分析。由表 ! 可

见，"#$% 和 &’’" 检测的遗传相似性在中国的疣粒

野生稻居群中极显著相关（ ! ( )* +,- )，" ( ,.* -/+
0 ")*),），在 1 ))) 次置换（234567879:;）过程中，没有

一次超过或等于 # 值。然而，这两种标记在居群内

却完全缺乏相关性：在 <! 中，"#$% 和 &’’" 的相关

性极低（ ! ( )* ,+,=，" ( ,* ,1, > ")*),），1 ))) 次置换

（234567879:;）过程中共有 1+/ 次大于 # 值。同样，在

居群 <.- 中，"#$% 和 &’’" 的相关性仅有 ) *,=. =（ "
( ,*)-= > ")*),），置换（234567879:;）过程中共有 ?.,
次超过 @ 值。

表 ! 疣粒野生稻居群内和地区间基于 "#$% 和 &’’" 分析
遗传相似性的 <8;73A 检测
"#$%& ! <8;73A 73B7 C37D33; E3;379F B959A8497G 58749F3B E3;34873H
CG "#$% 8;H &’’" D97I9; 2:26A879:;B 8;H C37D33; 43E9:;B

$:26A879:; !.） " $
$34567879:;1）

> # ( # 0 #
JI9;8,） ) *+,- ) ,. *-/+ , *))) ) 1 ))) ) )
<! )*,+, = , *,1, ) */-, ) . =). ) 1+/
<.- )*,=. = , *)-= ) */!+ ) . !-+ ) ?.,

,）J:;B9B7B :K .) B852A3B C6AL3H K4:5 .) 2:26A879:;B，43B23F79M3AG；.）! (
;:458A9N3H <8;73A B7879B79F #；1）1 ))) 234567879:;B D343 234K:453H*

’ 讨论

’ () 实验稳定性

对于要求检测大量样本的遗传多样性和居群遗

传结构研究来说，检测手段的实验稳定性是至关重

要的问题。过去很多研究证明 "#$% 对 $J" 反应的

条件比较敏感［,)，,+ O .,］，本研究的结果证实了这一

点。在研究中，"#$% 对 <E. P 的浓度、$J" 反应的退

火温度、模板的纯度（特别是经蛋白酶 Q 处理的总

%R#）等反应条件的改变都非常敏感，主要表现为产

物丰度的增减、弱带的不稳定甚至带谱的明显改变。

因此，"#$% 在植物居群遗传学和保护遗传学研究

中的成功应用要求对绝大多数反应条件进行精确控

制，并确保使用同一批次的 %&’ 酶和同一台 $J" 热

循环 仪。在 $J" 反 应 基 本 组 分 稳 定 的 情 况 下，

JA84L［..］认为模板 %R# 的质量和纯度差异是造成

"#$% 不稳定的主要原因，我们的研究支持这一观

点。其中，对模板进行蛋白酶 Q 处理后 "#$% 谱带

改变的原因可能是纯化改变了引物与模板结合位点

退火时的竞争结合能力，也有可能是因为纯化过程

中引入了某些影响 $J" 反应的离子［,,］。此外，我们

的研究表明如果在野外利用变色硅胶能于 / I 内对

植物材料进行完全干燥，则叶片样品 %R# 的降解可

维持在较低水平，这也是利用 "#$% 分析获得稳定

结果时必须注意的问题。

&’’" 对 $J" 反应的敏感性低于 "#$%。本研究

中的绝大多数 &’’" 引物对经 "R# 酶 # 和蛋白酶 Q
处理的模板进行扩增时与对照实验相比并未出现产

物带谱的改变。显然这是由于 &’’" 引物长度一般

都在 ,! S .? C2，反应退火温度较高，引物T模板复合

物比较稳定的结果。在进行正式试验时，也很少出

现由于随机因素造成反应不稳定的情况。U9AC347
等［?］和 V8;E 等［.1］的研究结论同样表明 &’’" 的反

应稳定性优于 "#$%，W:;BB:; 等［.?］的研究也认为在

进行克隆植物遗传多样性的研究时可优先考虑使用

&’’"。

’ (* 遗传多样性

我们的研究表明，疣粒野生稻的遗传多样性较

低：分布于中国的疣粒野生稻 "#$% 分析的 (() 值

为 =? *,,X（.)+ 条带中 ,1? 条为多态）；在地区内，

来自 云 南 ,. 个 居 群 的 样 品 "#$% 的 (() 值 为

1? *!-X，海南 / 个居群样品的 (() 值为 ?? * !,X。

同样用 "#$% 分析遗传多态性，U3 等［.!］的研究表明

中国和巴西 / 个居群的普通野生稻（*!+,& !-./$0102）

的 (() 可达到 /. * ,X（+! 个条带中有 -/ 条为多

态）。高地和低地的栽培稻（* 3 4&"/5&）的多态条带

比率达到 /)X（.=) 个条带中有 .)/ 条为多态）［.=］。

虽然如此，研究表明 "#$% 和 &’’" 检测疣粒野生稻

遗传变异的能力都高于等位酶分析［,=］；而且根据多

态条带比率和 ’I8;;:; 多样性指数分析（表 1），&’’"
能比 "#$% 检测到更多的遗传多态。显然，这与它

们在对基因组进行扩增时引物结合位置的不同有直

接的关系：&’’" 的引物中包含有一定长度的重复序

列，与它结合的目标序列（多为微卫星（59F4:B873AT
A973））在 %R# 复制过程中存在滑动（BA9228E3）和不均

等交换等现象，使得它们在不同个体间的重复次数

存在较大差异，更易于导致引物结合位点和两结合

位点 间 的 片 断 长 度 产 生 变 异［.-］。相 同 地，U9AC347
等［?］、V8;E 等［.1］和 W:;BB:; 等［.?］的研究都证明，比

起利用随机引物对基因组进行扩增的 "#$% 来说，

&’’" 检测遗传多态性的能力更高。同时我们的研

究还表明 !Y端锚定的引物比 1Y锚定的引物（如 &’T
’"T/ 和 &’’"T+）能扩增出更多的条带和获得更高的

多态条带比率。由于 "#$% 和 &’’" 的实验过程和

费用基本一致，在可以用琼脂糖电泳获得清晰条带

而避免使用聚丙烯酰胺凝胶和放射性自显影（或银

染）的前提下，&’’" 标记获得单位引物多态位点比

率的能力明显高于 "#$%。
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! "! 遗传相似性

在研究中，无论是居群间还是居群内，!"#$ 和

%&&! 都能将不同的个体或样品区分开，说明这两种

遗传标记技术可以有效地应用于象疣粒野生稻这一

类遗传多态性低的物种的个体鉴定和遗传多样性评

价研究中。’& 分析表明来自海南的样品和来自云

南的样品之间的平均 ’& 仅为( )*+,（!"#$）和( )*--
（%&&!）（数据未显示），远低于居群内和地区内的平

均 ’& 值（表 .）。由此可见，疣粒野生稻自然居群的

遗传变异大部分存在于地区之间，海南和云南两地

的疣粒野生稻居群之间产生了相当可观的遗传分

化。此 外，&/01121 多 样 性 指 数 分 析 表 明 不 同 的

!"#$ 或 %&&! 引物在检测地区间、地区内和居群内

遗传变异的分辨力差异很大。例如，!"#$ 引物 345
扩增产物中 .(( 67 和 8(( 67 片断仅在来自云南省

的个体中为扩增阳性，海南省个体中则为阴性，并且

这一结果表现非常稳定，仅凭该引物即可区分两地

的疣粒野生稻。但是，该引物在居群 9* 和 9:; 中

的多样性指数分别为 ( ).(, 和 ( )-;8，必须联合其他

引物的结果才能有效地区分开居群内个体间的遗传

差异。这也说明在将两种标记应用于居群内水平

时，它们的分辨力相应有所下降，这与疣粒野生稻的

遗传结构特点是一致的。

! "# $%&’ 与 ())$ 的一致性

901<=> 检测表明，在居群内，!"#$ 和 %&&! 对

个体间遗传关系检测结果的相关性极低（表 *），相

关系数均不足 ( ):。对样品的聚类分析也支持这一

结论，即 !"#$ 和 %&&! 获得的聚类图的形状差异较

大。如前所述，这与两种标记技术对基因组不同特

性片断的扩增有关。类似的研究［:8，:+］表明 !"#$
和微卫星分析之间也缺乏相关性。然而，在利用

!"#$ 和 %&&! 对中国的疣粒野生稻居群进行分析

时，这两种标记之间却存在极显著的相关性。这可

能是由于疣粒野生稻的遗传变异大部分存在于地区

之间，研究中所用的 !"#$ 和 %&&! 标记数量已经可

以相对无偏地检测到这些遗传变异。但是在居群之

内，因为遗传变异的水平较低，在标记数量相同的前

提下会导致检测居群内变异时的分辨率下降。例

如，%&&!4-; 和 %&&!4-8 在 :( 个混合居群中都获得了

比较高的多样性指数，但在检测 9* 和 9:; 居群内

变异时却没有多态条带出现。在这种情况下，如果

增加 !"#$ 或 %&&! 标记的数量，则有可能会在这两

种方法之间获得比较一致的结果。另一方面，这种

!"#$ 和 %&&! 在地区间检测结果高度一致而在居群

内检测结果存在较大差异的现象也表明遗传变异在

疣粒野生稻居群内、居群间和地区间可能存在不同

的进化模式。因此，有必要进一步研究各种进化动

力在不同结构层次对疣粒野生稻遗传变异的作用与

影响。

! "* 遗传多样性保护

了解物种遗传变异在空间上的分布格局对于制

定科学的保护策略起着极为重要的作用。由于中国

疣粒野生稻的遗传变异大部分存在于海南和云南两

地区之间，在这两个地区分布的该物种已经产生了

相当可观的遗传分化。所以，将来进行遗传多样性

保护时，首先对海南和云南两省的疣粒野生稻应该

给予同等的重视程度，如有可能应分别建立两省的

疣粒野生稻种质资源库。此外，根据该物种居群内

遗传多样性较低、而居群间遗传多样性较高的特点，

在原位保护时应该在其不同的分布点建立尽可能多

的保护区或保护点。进行易地保护时则对同一居群

内的取样可以相应地减少，而把重点放在对尽可能

多的居群进行取样上。关于应该选取多少居群，理

论上每个居群应保护多少个体才能达到使中国这一

重要的种质资源在干扰下避免遗传侵蚀和杂合度急

剧下降的研究正在进行。

致谢： 本实验室谢中稳博士协助参加部分野外工

作，中国科学院海洋研究所的赫英俊先生和南京林

业大学的黄敏仁教授惠赠 %&&! 引物，特致谢忱。

参考文献：

? - @ &<=66A1B ’ C) " 6DA=E BFGG0DH 2E GH AI=0 21 =J2>F<A21)
!"#$ % &’( ) -+++ ) +, K -:(; L -:(8)

? : @ 90HD M) N1I=DB<01IA1O =J2>F<A21) *$#+, -.’/ -0’/ ) -+++ )
-# K 5;: L 5;5)

? 5 @ P=IDAQR # S) T21B=DJ0<A21 O=1=<AQB 01I G2>=QF>0D <=Q/4
1AUF=BK" 7=DB7=Q<AJ=) &GA</ V WX S0H1= ! Y) 92>=QF>0D
’=1=<AQ "77D20Q/=B A1 T21B=DJ0<A21) Z[E2DIK Z[E2DI N1A4
J=DBA<H #D=BBX -++,) .*+ L .;;)

? . @ ’A>6=D< \ MX C=]AB ! ^X SA>RA1B21 9 \X T0>AO0DA # $ &)
$=J=>27A1O 01 077D27DA0<= B<D0<=OH <2 0BB=BB O=1=<AQ J0DA06A>4
A<H A1 7>01< O=DG7>0BG Q2>>=Q<A21B) *1#’$ !22/ 3#+#( ) -+++ )
.+ K --:* L --5-)

? * @ &Q/00> W "X C=J=DAQ/ S \X !2OB<0I & P) T2G70DAB21 2E
G=</2IB E2D 0BB=BBA1O O=1=<AQ J0DA0<A21 A1 7>01< Q21B=DJ0<A21
6A2>2OH ) _0>R $ "X P2>BA1O=D Y M) ’=1=<AQB 01I T21B=DJ04
<A21 2E !0D= #>01<B) ‘=] a2DRK Z[E2DI N1AJ=DBA<H #D=BBX
-++-) -:5 L -5.)

? , @ SA>>A0GB \ ’ YX YF6=>AR " !X CAJ0R Y \X !0E0>BRA \ "X
VA1O=H & ^) $‘" 72>HG2D7/ABGB 0G7>AEA=I 6H 0D6A<D0DH
7DAG=DB 0D= FB=EF> 0B O=1=<AQ G0DR=DB) 450/#60 !06,7 8#7 )

; 期 钱 韦等：采用 !"#$ 和 %&&! 标记探讨中国疣粒野生稻的遗传多样性 ;.+



!""# ! !" $ %&’! ( %&’&)
* + , -./01./2.34 56 7898:;1/ <6 =8>?@8 A) B/CDE/ 9.CF/GHG.C0I

.CF >J ;.EH:/ ;/K?/C3/ G/H/80 L MM7NI8C3ODG/@ HD:JE/G8;/
3O8.C G/830.DC 8EH:.9.380.DC) "#$%&#! !""P ! #$ $ !+Q (
!Q’)

* Q , RD:99 S6 7.3O8G@; T T) UO/ ?;/ D9 7<VA @808 .C 0O/ 8C8:I
J;.; D9 HDH?:80.DC F/C/0.3 ;0G?30?G/$ 38;/ ;0?@./; D9 ’()*$$*
L WDG8F.C83/8/N 8C@ +(*$,*-% L V:8C08F.C83/8/N )
XD::.CF;2DG0O V T6 W80/E8C 7 T6 BDGC8:: 7 Y) TD:/3?:8G
MJ;0/E80.3 8C@ V:8C0 5ZD:?0.DC) =DC@DC$ U8J:DG [ \G8C3.;6
!""") &! ( +’)

* " , S8C0/01J 7 ]6 -O8CF ^6 W/CC/04/C Y =6 -/OG W -) <;I
;/;;E/C0 D9 F/C/0.3 @.Z/G;.0J .C @/C0 8C@ HDH3DGC L .#* &*/0
=) N .C>G/@ :.C/; ?;.CF .C0/GI;.EH:/ ;/K?/C3/ G/H/80 L _MM7N
8EH:.9.380.DC) 1%( 23##4! !""& ! ! $ ’%& ( ’+‘)

*!#, \G.0;3O V6 7./;/>/GF = X) UO/ ?;/ D9 G8C@DE 8EH:.9./@
HD:JEDGHO.3 Aa< L7<VAN .C 3DC;/GZ80.DC F/C/0.3;) ME.0O
U W6 R8JC/ 7 S) TD:/3?:8G B/C/0.3 <HHGD83O/; .C bDCI
;/GZ80.DC) =DC@DC$ cd9DG@ eC.Z/G;.0J VG/;;6 !""%) &P (
+’)
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