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亚洲栽培稻与短花药野生稻种间杂交障碍观察

傅雪琳，刘向东，卢永根

（华南农业大学 农学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：亚洲栽培稻Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ与短花药野生稻 Ｏ．ｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ分别属于稻属的ＡＡ和ＦＦ染色体组，其种间杂交障
碍影响了短花药野生稻有利基因向栽培稻的转移利用．本研究利用激光扫描共聚焦显微术对栽培稻与短花药野
生稻杂交后杂种胚胎和胚乳发育以及杂种胚囊发育过程进行了观察．结果表明，杂交小穗双受精率高达８２９３％，
但是杂种胚胎发育到球形胚期停滞并开始解体，游离胚乳核未能正常细胞化而出现解体，导致杂种胚胎在发育中

途夭亡，不能形成正常成熟的杂种种子．杂种胚囊发育过程中，大孢子母细胞可进行减数分裂，但形成四分体异常，
导致功能大孢子异常，胚囊发育到单核或二核即出现退化现象，最终无法形成正常成熟的胚囊，表现高度的雌性

不育．
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　　稻属Ｏｒｙｚａ有２个栽培种和２２个野生种，野生
稻蕴含着宝贵的基因资源，其中短花药野生稻

Ｏ．ｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ属ＦＦ基因组，是稻属中与亚洲栽培稻
Ｏ．ｓａｔｉｖａ（ＡＡ基因组）亲缘关系较远的一个野生稻



种［１］，其基因组与亚洲栽培稻基因组明显不同［２３］．

尽管短花药野生稻蛋白质编码基因远少于水稻［４］，

但是短花药野生稻具有对多种水稻病虫较好的抗

性，如抗褐飞虱、螟虫、稻纵卷叶螟、稻瘿蚊以及草丛

矮缩病、柱头外露等［５６］，是水稻育种重要的遗传资

源．ＩＲＲＩ通过栽培稻与短花药野生稻种间杂交，培育
了栽培稻品种ＩＲ５６背景的短花药野生稻渗入系，将
短花药野生稻的新白叶枯病抗性基因Ｘａ３４（ｔ）成功
转入栽培稻［７８］．通过杂交，短花药野生稻对稻纵卷

叶螟高的抗性也成功转入栽培稻品种［９］．通过对栽
培稻与短花药野生稻渗入系的分子标记检测分析，

在水稻第６、７、９和１１号染色体上检测到１～２个短
花药野生稻 ＲＦＬＰ标记的渗入，尽管观察到的渗入水
平较低，但这一结果表明了从远缘的短花药野生稻

基因组向栽培稻进行染色体片段以及有利基因渗入

的可能性［７］．
由于短花药野生稻与栽培稻属于不同的基因

组，其遗传分化明显，种间杂交存在严重的生殖障

碍，因此，对短花药野生稻有利基因转移利用研究难

度较大，相关的研究报道极少．已有的报道中栽培稻
和野生稻杂种后代的获得均是通过杂种幼胚拯救途

径获得［１０］，但缺乏对栽培稻与短花药野生稻种间杂

交障碍机理的研究，对克服栽培稻与短花药野生稻

种间生殖障碍有效途径的探索也鲜见报道．随着短
花药野生稻全基因组测序的完成［４］，如何有效利用

其大量的有利基因改良栽培稻品种成为人们关注的

重要研究领域．因此，弄清楚栽培稻与短花药野生稻
种间生殖隔离机理显得非常重要，这必将有助于推

动通过有性杂交途径转移利用短花药野生稻的有利

基因的研究进程．本研究利用整体曙红染色透明激
光扫描共聚焦显微术（ＷｈｏｌｅｍｏｕｎｔｅｏｓｉｎＢｓｔａｉｎｉｎｇ
ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，简称ＷＥＣＬＳＭ）对
栽培稻与短花药野生稻杂交后杂种胚胎胚乳发育及

杂种胚囊结构与发育过程进行了观察，以期阐明栽

培稻与短花药野生稻种间交配性障碍和杂种雌性不

育障碍的细胞学机理，为探索种间有效杂交体系和

方法奠定基础．

１　材料与方法

１．１　供试材料
栽培稻Ｏ．ｓａｔｉｖａ材料为籼稻品种广陆矮４号，

短花药野生稻Ｏ．ｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ为来自 ＩＲＲＩ的种子播
种材料ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．ＩＲＧＣ１０５１７１．

１．２　杂交配组、花粉萌发、受精及杂种胚胎胚乳发
育观察

　　以广陆矮４号为母本、短花药野生稻为父本配
制杂交组合．母本去雄采用剪颖法结合温汤杀雄法
进行，采用离体杂交方法进行杂交，杂交当日采集正

在开花的野生稻的花药，以捻穗法给母本穗授粉．于
授粉后第１０—１２天调查各组合杂交小穗数、杂种子
房膨大数，计算杂种子房膨大率．

采用苯胺蓝溶液染色法［１１］观察短花药野生稻花

粉在母本广陆矮４号柱头上的萌发．取授粉后１０～
３０ｍｉｎ的杂交小穗，在ＬｅｉｃａＤＭＲＸＡ（德国）光学显
微镜下进行观察拍照．统计柱头上萌发花粉数和花
粉总数，计算花粉萌发率．

采用ＷＥＣＬＳＭ观察杂交小穗胚胎胚乳发育．分
别在授粉后第１、３和７天用 ＦＡＡ液固定杂交小穗
２４ｈ，以 φ（乙醇）为５０％的溶液冲洗，后转入 φ（乙
醇）为７０％的溶液４℃冰箱保存．在普通解剖镜下解
剖出子房，经φ（乙醇）为７０％、５０％、３０％、１０％梯度
溶液及蒸馏水进行复水后（每级间隔２０ｍｉｎ），再用
４０ｇ／Ｌ蔗糖曙红溶液染色１０ｈ，水洗多余染料２～３
次，用 φ（乙醇）为 １０％、３０％、５０％、７０％、９０％、
１００％的梯度溶液进行材料脱水（每级间隔２０ｍｉｎ），
再经无水乙醇脱水 ２次后转入 １／２水杨酸甲酯
［Ｖ（无水乙醇）∶Ｖ（水杨酸甲酯）＝１∶１］整体透明
１ｈ，转入纯水杨酸甲酯透明２０ｍｉｎ以上．观察时将
子房放在凹面载玻片上，盖上盖玻片，在 ＬｅｉｃａＳＰ２激
光扫描共聚焦显微镜下用５４３ｎｍ波长激发光扫描
观察，并获取图像，用Ａｄｏｂｅｐｈｏｔｏｓｈｏｐ７０处理图像．
１．３　杂种幼胚培养与植株鉴定

从杂交小穗上剥取授粉后第 １０—１２天的膨大
子房，用φ（乙醇）为７０％的溶液对子房表面消毒３０
ｓ，无菌水冲洗 ２次，再用 １ｇ／ＬＨｇＣｌ２表面消毒 ３０
ｍｉｎ，无菌水冲洗３～４次，在超净工作台上无菌切取
子房基部带胚部分，并接种到培养基上（２５±１）℃
暗培养，诱导出苗．待幼芽长出约２ｃｍ高时，进行昼
夜连续光照培养．３～４片叶时炼苗移栽．培养基：１／４
ＭＳ培养基＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋７ｇ／Ｌ琼脂．

采用形态性状和 ＳＳＲ标记对杂种进行鉴定．植
株形态性状调查参照中国农业科学院作物品种资源

研究所实行的记载标准［１２］．ＳＳＲ标记鉴定参照 Ｐａｎ
ａｕｄ等［１３］的方法．
１．４　杂种胚囊结构与发育过程观察

取杂种Ｆ１当天开花小穗，剪除颖壳顶部后固定于

ＦＡＡ固定液２４ｈ以上．随后进行脱水、复水处理，蔗糖
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曙红溶液染色，以及激光扫描共聚焦显微镜观察．具体
方法同“１２”杂交小穗胚胎胚乳发育的观察．

２　结果与分析
２．１　杂交小穗发育与杂种植株获得

在授粉后第１０—１２天，统计杂交组合广陆矮４
号×短花药野生稻授粉小穗共 ４３９个，其中有 １０４
个小穗子房膨大，子房膨大率２３７％．与广陆矮４号
花后第１０天子房（图１ａ）相比，杂种子房瘦瘪，未有
淀粉充实积累，出现夭亡趋势（图１ｂ）．离体培养６０
粒杂种幼胚，获得植株３棵，成活２棵．杂种植株株
型较分散，小穗有芒，柱头外露，落粒性强，这些形态

性状偏向父本短花药野生稻（图１ｃ、１ｄ），杂种在引
物ＲＭ１８６位点扩增的主带带型呈双亲的杂合共显
带型（图２），表明所得杂种为真杂种．

ａ：广陆矮４号开花后第１０天子房；ｂ：杂交小穗授粉后第１０天子房；

ｃ：杂种幼胚培养获得 Ｆ１植株；ｄ：杂种与亲本开花期穗，从左至右依

次为广陆矮４号、杂种Ｆ１、短花药野生稻．

图１　杂种子房及杂种植株形态表现
Ｆｉｇ．１　Ｈｙｂｒｉｄｏｖａｒｉｅｓ，ｐｌａｎｔｌｅｔｓａｎｄｓｐｉｋｅｓ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：短花药野生稻；２：杂种Ｆ１；３：广陆矮４号．

图２　杂种及亲本在引物ＲＭ１８６位点的扩增结果
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｈｙｂｒｉｄａｎｄｐａｒｅｎｔｓａｔｔｈｅｌｏｃｕｓｏｆ

ＲＭ１８６

２．２　杂交小穗受精及杂种胚胎胚乳发育特点
在给母本穗充足授粉的情况下，观察短花药野

生稻花粉在广陆矮４号柱头上的萌发情况．结果表

明，短花药野生稻的花粉萌发率为８４３％，花粉管从
花粉粒的伸出和向花柱的伸长生长均正常，绝大多

数柱头上有多条花粉管向花柱和胚珠伸长生长，表

明短花药野生稻花粉能够在广陆矮４号柱头上正常
萌发．取杂交小穗授粉后第１天和第３天的胚囊观
察杂交受精情况表明，杂交小穗双受精率为

８２９３％，卵细胞单受精率为２４４％，以双受精为主．
该结果表明栽培稻与短花药野生稻杂交双受精率

高，受精前障碍不足以影响杂交结实．
　　与广陆矮４号自交小穗胚胎胚乳发育过程［１４］比

较，杂种胚胎胚乳在各发育阶段均出现异常现象．杂
交授粉后第１天，杂交小穗胚囊内胚胎发育为球形
胚的占９５６５％（图３ａ、３ｂ），极少数胚囊内游离胚乳
核核仁明显，沿胚囊内壁零星分布，表现为正常发育

（图３ａ）；大多数胚囊内游离胚乳核提早解体，核仁
弥散模糊，部分胚囊内反足细胞团开始解体（图

３ｂ）．杂交授粉后第３天，杂种胚胎仍呈球形胚，未观
察到梨形胚，胚胎发育落后或处于停滞状态（图３ｃ、
３ｄ），少数胚囊内游离胚乳核继续分裂增殖，游离胚
乳核数目增多，但未形成细胞化的胚乳（图３ｃ），多
数胚囊内游离胚乳核发育停滞或解体退化（图３ｄ）．

ａ：授粉后第１天，球形胚形成（短箭头示），少量游离胚乳核沿胚囊腔

分布；ｂ：授粉后第１天，球形胚形成（短箭头示），少量游离胚乳核形

成和反足细胞团开始解体（长箭头示）；ｃ：授粉后第３天，小的球形胚

发育停滞（短箭头示），游离胚乳核增多但未形成胚乳细胞；ｄ：授粉

后第３天，小的球形胚发育停滞（短箭头示），游离胚乳核在解体；ｅ：

授粉后第７天，球形胚发育停滞（短箭头示），游离胚乳核在解体；ｆ：

球形胚发育停滞（短箭头示），游离胚乳核未细胞化．Ｂａｒｓ＝８０μｍ．

图３　授粉后第１、３和７天杂种胚胎胚乳发育

Ｆｉｇ．３　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｈｙｂｒｉｄｅｍｂｒｙｏａｎｄｅｎｄｏｓｐｅｒｍａｔ１，３

ａｎｄ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ
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杂交授粉后第７天，杂种胚胎仍呈球形胚，发育停滞
或开始解体，游离胚乳核未发生细胞化，并且沿胚囊

腔分布的游离胚乳核已在解体（图３ｅ、３ｆ）．由此可
见，杂种胚胎胚乳发育严重异常，导致杂种胚在发育

中途夭亡，不能形成正常成熟的杂种种子．
２．３　杂种胚囊败育与发育特点

共观察杂种成熟胚囊８４个，全部为结构异常，
表现为胚珠内无胚囊轮廓或无完整的胚囊腔，在珠

心组织内胚囊着生位出现退化残迹，周围珠心组织

也异常解体，最终表现败育（图４ａ）．
对杂种胚囊发育过程进行观察，其发育过程也

经历了孢原细胞形成期、大孢子母细胞形成期、大孢

子母细胞减数分裂期、功能大孢子形成期、单核胚囊

形成期、胚囊有丝分裂期等时期，但是一些主要时期

出现异常发育现象，难以完成发育过程而形成正常

的成熟胚囊．杂种胚囊主要发育过程的特点表现为：
孢原细胞能够正常启动形成大孢子母细胞（图４ｂ、

４ｃ）；大孢子母细胞减数分裂期能够完成减数分裂过
程，形成四分体，但四分体处于异常状态，即子细胞

不发育，合点端的子细胞不能进一步发育为功能大

孢子（图４ｄ）；极少数情况下四分体合点端的子细胞
形成功能大孢子，进一步形成单核胚囊（图４ｅ），但
更多是异常单核胚囊的形成（图４ｆ）；单核胚囊难以
进入胚囊有丝分裂期，在珠心组织内大孢子母细胞

的部位只残留退化痕迹（图４ｈ），附近的珠心组织也
随之解体（图４ｉ）；仅观察到１个异常二核胚囊的形
成（图４ｇ）．

综合以上结果来看，广陆矮４号与短花药野生
稻杂种 Ｆ１胚囊形成和发育过程严重异常，异常发生
的时期主要集中在大孢子母细胞减数分裂期和功能

大孢子形成期，说明大孢子母细胞经过减数分裂过

程不能形成正常的四分体，而四分体的异常直接导

致不能形成正常的功能大孢子，这必将导致胚囊不

能形成，杂种表现高度的雌性不育．

ａ：成熟胚囊期胚囊退化残迹；ｂ：胚囊发育过程形成大孢子母细胞（间期）；ｃ：正常的大孢子母细胞；ｄ：大孢子母细胞减数分裂后形成的异常

四分体；ｅ：功能大孢子形成单核胚囊；ｆ：单核胚囊异常；ｇ：异常二核胚囊形成；ｈ：胚囊退化残迹；ｉ：胚囊形成部位珠心组织退化残迹．Ｂａｒｓ＝

２０μｍ．

图４　杂种败育胚囊与胚囊发育过程
Ｆｉｇ．４　Ａｂｏｒｔｉｖｅｅｍｂｒｙｏｓａｃａｎｄｔｈｅｅｍｂｒｙｏｓａｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｈｙｂｒｉｄ

３　讨论
由于短花药野生稻是稻属基因组最小的一个

种［１５］，其基因组分化程度高且相对稳定，在稻属进化

与分类研究中具有重要而特殊的地位［４］．近年来，对
短花药野生稻基因组特点与分化、以及与亚洲栽培

稻等稻属其他种之间比较基因组研究的报道日益增

多，其基因组的组成特点越来越被人们所认识．在短
花药野生稻着丝粒区存在特异的重复序列 ＣｅｎｔＯＦ，
Ａ基因组和Ｆ基因组存在高度分化［１６］；短花药野生

稻着丝粒区有一个新的反转录转座元件 ＦＲｅｔｒｏ３，而
且该转座元件在短花药野生稻基因组以高拷贝数存

在［１７］；短花药野生稻和亚洲栽培稻基因编码区核苷

酸发生替换，短花药野生稻基因组反转录转座子的

大小和数量远小于籼稻基因组，而短花药野生稻和

亚洲栽培稻基因组存在共线性，为利用比较基因组学

探究野生稻的遗传多样性并利用其改良栽培稻品种

提供了可能［１８］．２０１３年短花药野生稻全基因组测序
完成，表明在短花药野生稻基因组中包含不到３０％的
重复元件，长末端重复反转录转座子活性较低，且有大

量的古老长末端重复元件被删除，从而导致该基因组

维持较小的状态；短花药野生稻基因组注释了３２０３８
个蛋白质编码基因，其中７０％定位在对照水稻Ｏ．ｓａｔｉ
ｖａ基因组的共线位置［４］．这为研究和利用短花药野生
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稻有利基因提供了重要的信息资源．
随着对短花药野生稻基因组测序完成和基因信

息的深入了解，如何利用其有利基因创新水稻育种

的遗传资源越来越受到研究者的重视．有性杂交是
迄今为止在野生稻有利基因转移利用方面的主要途

径，在栽培稻与非ＡＡ组野生稻种间杂交中杂交不结
实和杂种不育障碍成为一种限制“瓶颈”，严重影响

了杂交效率和效果［１９］．本研究利用激光扫描共聚焦
显微术对栽培稻与短花药野生稻杂交后杂种胚胎和

胚乳发育、以及杂种胚囊发育过程进行了观察．本研
究结果表明，杂交小穗在母体植株上发育到一定时

期出现杂种胚胎和胚乳发育停滞并解体，导致杂种

不活，适时幼胚拯救可以帮助获得杂种植株．杂种胚
囊高度不育，其原因主要在于大孢子母细胞减数分

裂后不能形成正常的四分体以及正常的功能大孢

子，最终导致胚囊不能形成，表现高度雌性不育．通
过对杂种进行染色体加倍使得杂种产生２ｎ雌配子，
将能够提高杂种育性，实现进一步的回交或自交结

实．栽培稻与短花药野生稻种间生殖隔离机理研究
对探索通过有性杂交途径转移利用短花药野生稻有

利基因提供了指导依据．
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