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摘要  疣粒野生稻(O. meyeriana (Zoll. etMor. exSteud.))对水稻白叶枯病具有高度的抗病性, 为转移这
种抗病性, 进行了栽培稻+疣粒野生稻不对称体细胞杂交. 以软 X射线处理过的疣粒野生稻原生质体作
供体, 来源于栽培稻品种 02428的原生质体经碘乙酰胺(IOA)失活后作受体, 采用 PEG法诱导二者的原
生质体融合. 由于代谢功能互补, 融合物经培养后得到 623块愈伤组织, 最终分化出 72株再生植株. 这
些融合植株形态上与栽培稻接近, 采用微卫星分子标记进行了杂种鉴定. 细胞学分析表明, 融合杂种根
尖细胞染色体数目在27~38条之间变化. 在成株期对融合植株进行了白叶枯病接种鉴定, 结果显示疣粒
野生稻对水稻白叶枯病的抗性成功地转移到栽培稻中.  
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在作物遗传改良进程中 , 育种工作者常常需要
整合不同作物的基因组来增加可遗传的变异 , 体细
胞杂交为解决这个问题提供了一种有效的方式 . 应
用该技术可以克服有性杂交不亲和的障碍 , 从而促
进异源种间遗传物质导入到目标植物中 . 其中不对
称体细胞杂交已发展为可以转移整条染色体或特定

的基因, 产生体细胞核杂种或胞质杂种, 在植物的一
些种中已有报道[1~3]. 水稻(Oryza sativa L.)是世界最
重要的粮食作物之一, 为了创造新的水稻种质资源, 
在极广泛的范围内进行了与之相关的体细胞杂交 . 
栽培稻与野生稻, 如药用野生稻(O. officinalis)、紧穗
野生稻(O. eichingeri)、短花药野生稻(O. brachyan-
tha)、斑点野生稻(O. punctata)及O. perrieri等进行体
细胞杂交, 已经得到种间体细胞杂种 [4~6]; 栽培稻与
一些植物的体细胞杂交业已获得属间杂种 , 如稗草
(Echinochlod oryzicola Vasing)、大黍(Panicum maxi-
mim)、大麦 (Hordeum vulgare L.)、菰茭白 (Zizania 
latifolia)和Porteresia coarctata[7~11].  

野生稻是抗病、抗虫和耐盐等一系列有利基因的

种质资源库, 由于不同类型基因组间的有性杂交后代
高度不育, 限制了野生稻的有利基因向栽培稻的转移
[2]. 白叶枯病是水稻最严重的病害之一, 疣粒野生稻(O. 
meyeriana (Zoll. etMor. exSteud.))则对它具有高度抗病
性[12]. 在疣粒野生稻中, 已经克隆了 6 类NBS-LRR抗
病基因类似物, 它们与已克隆的抗病基因在氨基酸序

列上具有极低的一致性[13]. 疣粒野生稻在稻属中隶属
于GG基因组, 与AA基因组中的栽培稻亲缘关系极远
[14], 以致很难克服二者之间有性杂交不亲和的障碍. 
为了向栽培稻转移疣粒野生稻对水稻白叶枯病的抗性, 
在这2个种之间进行了不对称体细胞杂交. 本研究获得
了栽培稻+疣粒野生稻种间体细胞杂种, 在形态学、 细
胞学和DNA水平对杂种植株进行了分析, 并对它们进
行了水稻白叶枯病接种鉴定.  

1  材料与方法 

(ⅰ) 植物材料和细胞悬浮培养物.  粳稻 02428
来源于中国水稻研究所 , 疣粒野生稻由云南省农业
科学院馈赠 . 未成熟种子消毒后接种于含 2 mg/L  
2,4-D和 0.7%琼脂粉的MS培养基上诱导愈伤组织 , 
选择脆性较好的胚性愈伤接种于液体AA培养基, 100 
r/min振荡培养, 每星期继代 1次[15].  

(ⅱ) 原生质体的分离、失活、融合和植株再生. 
愈伤组织悬浮培养 4个月左右, 收集悬浮培养物加入
酶液, 分离原生质体, 酶液的组成为: 2%(质量体积
比)纤维素酶Cellulase Onozuka RS(Yakult Biochemi-
cals, 日本), 0.1%(质量体积比)果胶酶Pectolyase Y-23 
(Kikkoman Shoyu, 日本), 5 mmol/L 2-N-吗啉代乙烷
磺酸 (MES), 13%(质量体积比 )甘露醇和CPW盐 [16], 
pH 5.6. 原生质体-酶液混合物在 27℃ 30 r/min振荡
3~4 h, 用孔径为 35 µm的尼龙网筛过滤. 滤液 500 
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r/min低速离心 3 min, 收集原生质体, 用CPW13M溶
液(13%(质量体积比)甘露醇+CPW盐)漂洗 3 次. 以
CPW13M溶液悬浮疣粒野生稻的原生质体 , 调节群
体密度为 1×106/mL, 置于HY-35软X射线机(湖南)产
生的X射线下(0.1167 Gy/s)照射, 照射时间分别为 15, 
30, 45, 60和 75 min. 水稻品种 02428的原生质体在
2.5 mmol/L的碘乙酰胺(IOA)中 27℃处理 15 min[7], 
然后CPW13M溶液漂洗. 处理过的 2个亲原生质体按
1∶1(体积比)的比例混合, 用溶液F(140 mmol/L NaCl, 
5 mmol/L KCl, 0.75 mmol/L Na2HPO4, 125 mmol/L 
CaCl2, 111 mmol/L 甘露醇, pH 7.0)调整原生质体群
体密度至 2×106/mL. 然后向原生质体混合物中加入
等体积的PEG溶液(溶液F + 40%(质量体积比)PEG, 
MW 8000, Sigma公司), 进行原生质体融合. 融合 30 
min后, 以溶液F将融合液稀释 10倍, 500 r/min低速离
心 5 min收集融合物, CPW13M溶液漂洗 3次. 融合物
45℃热激 5 min, 冰水冷处理 10 s后, 包埋于含 0.6%
低熔点琼脂糖的KPR培养基中[17], 包埋原生质体的密
度为 1×106/mL, 融合物的培养参照颜秋生等人[18]的

方法 . 同时将处理后的亲本原生质体按同样操作设
置为对照. 融合物培养 7 周后, 再生肉眼可见的细胞
团长到直径 2~3 mm大小, 转接到N6分化培养基中进
行分化, 培养基含 1 mg/L BA, 1 mg/L KT, 0.2 mg/L 
NAA, 3%蔗糖和 0.9%琼脂. 再生植株茎长 2~3 cm时, 
转移到生根培养基(1/2MS+0.5 mg/L NAA)促进根的
生长. 

(ⅲ) 再生植株的鉴定.  所有再生植株移栽到温
室中完全成活, 对它们的一些形态特征与 2个亲本进
行了比较. 利用CTAB法从双亲和再生植株的新鲜叶
片中抽提总DNA进行微卫星(SSR)标记分析. SSR标
记的选择、PCR扩增以及SSR标记分析参照Temnykh
等人[19]的方法进行. 挑选再生植株的新鲜根尖, 置于
2 mmol/L 8-羟基喹啉中 25℃预处理 3 h, 然后在酒
精∶冰醋酸(3∶1)固定液中 4℃固定 24 h. 固定好的
根尖置于柠檬酸缓冲液(4 mmol/L柠檬酸, 6 mmol/L
柠檬酸钠 , pH 4.2)配制的酶液中 (1%纤维素酶
Cellulase Onozuka RS, 1%果胶酶Pectolyase Y-23)28℃
酶解 3 h. 然后将根尖在载玻片上展片, 1%的醋酸洋
红染色、观察. 取体细胞杂种植株的花粉细胞, 1%的
醋酸洋红染色后评估花粉的育性.  

(ⅳ) 体细胞杂种的抗性检测.  选取黄单孢杆菌
(Xanthomonas oryzae pv. oryzae)菲律宾小种第 1和第 3

群的代表菌株PXO61 和 PXO79(国际水稻所馈赠)作
为供试菌株, 检测植株对水稻白叶枯病的抗性, 菌株
的准备参照Lin 等人[20]的方法. 选取体细胞杂种和 2
个亲本每个植株上部的 6 片完全展开叶, 采用剪叶法
在成株期接种[21]. 接种后 14 d测量病斑长度, 菌株侵
染后植株的反应及病级划分同Lin等人[20]的方法.  

2  结果和讨论 

2.1  原生质体融合和再生 

首先研究了 X 射线照射剂量对疣粒野生稻原生质
体细胞分裂的影响. 当照射时间超过 60 min, 即X射线
照射剂量大于 420 Gy, 处理后的原生质体不能进行持
续细胞分裂 , 在培养期间也不会有细胞团生成 . 2.5 
mmol/L IOA处理栽培稻原生质体 15 min, 培养 5~8 d
后能够完全抑制细胞分裂, 培养4周不会出现再生细胞
团. 在此基础上, 用 2.5 mmol/L IOA处理栽培稻原生质
体, 420 Gy X射线照射的疣粒野生稻原生质体, 然后对
二者进行 PEG 融合. 由于双亲的代谢功能互补, 融合
物培养 4周后再生了许多细胞团(图 1(a)). 3次重复试验
一共得到 623块再生愈伤, 最终分化出 72株再生植株, 
并移栽到温室中成活(图 1(b)).  

2.2  体细胞杂种分析 

体细胞杂种的表型在分蘖能力上与疣粒野生稻

相似, 具有较强的分蘖力, 但也有一些性状发生了明
显的变化, 如株高和叶片长度介于 2 个亲本之间. 此
外, 杂种的颖壳上长出了短芒, 而 2 个亲本则无芒. 
在选取的 26 个SSR标记中, 有 18 个标记在双亲之间
表现多态性, 用这些多态性标记进行杂种检测, 其中
13 个SSR标记能够在待检测的 72 个植株中扩增出双
亲的特定带型, 证明它们都是真杂种. 图 2 所示是其
中 1个SSR标记RM250扩增的结果. 其余 5个表现多
态性的SSR标记在杂种植株中仅能扩增出一个亲本
的带型. 对 24 个体细胞杂种系的根尖细胞染色体记
数, 结果表明, 杂种染色体的数目在 27~38 条之间变
化, 它们少于栽培稻(2n = 2X = 24)加疣粒野生稻(2n 
= 2X = 24)染色体数目之和(图 3(a)). 在不对称体细胞
杂种形成过程中, 染色体消除是一种普遍现象. Mel-
zer和O’Connell[22]发现在给定剂量的射线照射下, 染
色体消除的程度存在变化; Samoylov和Sink[23]的研究

结果显示, 在 100 Gy剂量照射下, 体细胞杂种的愈伤
组织中含有 3.1%~25.8%的供体细胞DNA. 本研 
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图 1  融合物再生的愈伤组织及体细胞杂种与亲本的比较 
(a) 原生质体融合物培养 4周再生的愈伤组织; (b) 温室中生长的植株

疣粒野生稻(左)、体细胞杂种(中)、栽培稻品种 02428(右) 

 

 

图 2  SSR标记 RM250的引物在体细胞杂种及亲本中扩增
到的带型 

1示水稻品种 02428; 2示疣粒野生稻; 3~14示体细胞杂种 
 
究所用的照射剂量为 420 Gy, 可以清楚地看到在不
同杂种细胞中存在 10~21条染色体的消除, 最终导致
5个具有多态性的 SSR标记不能用于杂种鉴定. 虽然
有 13 个 SSR 标记可以鉴定出杂种, 但它们不能显示
出体细胞杂种中各条染色体来源于哪个基因组 . 在
阔叶野生稻(O. latifolia)中利用基因组原位杂交(GISH) 

 
图 3  体细胞杂种的细胞学分析 

(a) 栽培稻 + 疣粒野生稻体细胞杂种根尖细胞具有 27条染色体; (b) 
醋酸洋红溶液染色后的体细胞杂种花粉细胞 

区分出来源于稻属DD基因组的染色体[24], 利用该技术
也可以确认本研究得到的体细胞杂种中的染色体是来

源于GG基因组还是AA基因组. 体细胞杂种的花粉细
胞用 1% 醋酸洋红溶液染色, 其中大部分不能深染, 表
现为败育(图 3(b)). 以上的结果可以证明已经成功得获
得了栽培稻＋疣粒野生稻的体细胞杂种. 

2.3  水稻白叶枯病抗性鉴定 

体细胞杂种系和亲本对接种 2 个菌株后的抗性
反应结果列于表 1. 在杂种植株中共有 40个杂种系对
接种的菌株表现抗病, 其中 17 个系对 2 个接种的菌
株都表现抗病, 这说明在疣粒野生稻中, 控制水稻白
叶枯病的抗性基因可能位于基因组的不同染色体上. 
杂种植株对白叶枯菌株 PXO61 和 PXO79 表现感病
则说明疣粒野生稻对白叶枯病的抗性并没有转移到

栽培稻中, 可能是由于供体疣粒野生稻细胞经 X 射
线照射后, 那些控制抗病基因的染色体区段被消除而
产生的结果. 体细胞杂种接种后表现中抗或中感的现
象, 则说明疣粒野生稻对白叶枯病的抗性还受微效抗
性基因的影响, 它们转移到栽培稻中也能提高对水稻 
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表 1  亲本和体细胞杂种株系对 2个水稻白叶枯病菌株接种的抗性反应 
Ra) MR MS S 

菌株 接种植株 
植株数 病斑长度/cm 

 
植株数 病斑长度/cm 植株数 病斑长度/cm 

 
植株数 病斑长度/cm

PXO61 体细胞杂种系 27 1.25 ± 0.48b)  4 4.85 ± 0.95 6 10.05 ± 2.81  35 17.66 ± 2.37 

 02428 0 −  0 − 0 −  10 19.14 ± 3.24 
 疣粒野生稻 10 0.86 ± 0.51  0 − 0 −  0 − 

PXO79 体细胞杂种系 30 0.99 ± 0.46  5 4.36 ± 0.82 4 11.2 ± 2.26  33 17.49 ± 2.84 
 02428 0 −  0 − 0 −  10 21.39 ± 4.19 
 疣粒野生稻 10 0.72 ± 0.44  0 − 0 −  0 − 
a) R示抗病; MR示中抗; MS示中感; S示感病. b) 平均值±标准误差 

 
白叶枯病的抗性. 同时, 接种鉴定结果也表明疣粒野生
稻对白叶枯病的抗性被成功地转移到一些杂种系中. 

虽然已经进行了许多与水稻有关的体细胞杂交

的试验 , 但获得携带有用新目标性状的体细胞杂种
极少[10,11], Gedermann-Knoerck等人[25]在 30个不对称
体细胞杂种中也只得到了一个具有供体抗病性的胞

质杂种. 本研究得到的 40 个抗病体细胞杂种系中并
没有发现高度不对称杂种, 并且它们都表现为不育. 
为了向后代遗传体细胞杂种获得的对水稻白叶枯病

的抗病性 , 利用回交结合胚抢救的方法极有可能得
到具有使用价值的育种材料.  

致谢  本研究为国家生物技术攻关计划资助项目(批准号: 
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