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Abstract : To lower the high amylose content (AC) of an elite indica rice restorer line 057 , four indica varieties ( R367 ,
91499 , Yanhui 559 and Hui 527) with low amylose content were used as donor and backcrossed with recurrent parent 057 re2
spectively , and their backcrosses were identified using a molecular marker ( PCR2A ccⅠ) . There existed significant differences
in AC among three W x genotypes ( GG , T T , GT) . Amylose content s in rice grain were more than 20 % in GG genotype ,
17171 % to 28 . 48 % in GT genotype and less than 18 % in T T genotype. It was suggested that the PCR2A ccⅠmolecular
marker2assisted selection for AC of rice grain was usable and reliable , and t he AC of 057 had been lowered successfully.

Key words : molecular marker2assisted selection ; indica rice ; amylose content ; breeding ; grain quality

摘　要 : 以 4种低直链淀粉含量(AC)的籼稻品种( R367、91499、盐恢 559、恢 527)作优质基因的供体 ,以产量配合力较
强的三系籼稻恢复系 057为受体轮回亲本 ,对高 AC值的 057进行回交改良。在回交改良中利用分子标记对控制 AC值的
基因型进行选择 ,并对分子标记鉴定的 W x 基因 3种表达类型 ( GG、T T、GT)植株稻米的 AC值进行测定分析。结果显示 ,
GG型植株的稻米 AC值高于 20 % ; GT型的变化较大 ,为 17. 71 %～28. 48 % ; T T型的小于 18 %。经最小显著差数法 (L SR)
检验 ,3种基因型间 AC差异达极显著水平。表明这种分子标记对稻米 AC值的辅助选择是可靠有效的。通过分子标记辅助
选择有效降低了 057的 AC值。
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　　近年来 ,水稻育种在注重产量提高的同时 ,更加注重品

质的改良。许多研究表明水稻胚乳中直链淀粉含量在决定

稻米食用品质与蒸煮加工品质上起着重要的作用 ,适中的直

链淀粉含量是优质稻米的重要指标[1 ] 。育种实践表明 ,要获

得适中直链淀粉含量 ( AC)的籼型杂交稻 ,其亲本选配原则

是低 AC值与中、高 AC值配组或中 AC值之间配组[1 ,2 ] 。因

此 ,选育中、低 AC的亲本是必要的。由于稻米 AC值受主效

基因控制并受到微效基因和环境因素的影响 ,用传统育种方

法无法直接对主效基因进行选择 ,而针对其主效基因的分子

标记辅助选择 ,可克服传统育种方法的不足 ,在育种早期世

代直接进行基因型选择 ,从而提高品质育种的效率。

水稻蜡质基因 (W x )编码的结合在淀粉粒上的淀粉合成

酶 ( GBSS)直接控制了水稻的 AC值。王宗阳等[ 3 ]成功分离

到水稻的 W x 基因后 ,又对 W x 基因表达调节规律进行了研

究 ,发现水稻的 AC值的高低与 W x 基因第 1 内含子的剪接

效率关系密切[4 ] 。进一步研究[ 5～9 ]揭示 ,蜡质基因第一内含

子的剪接效率与第一内含子中 + 1 位置的碱基有关 ,正常

W x 基因第一内含子中 + 1位置为 G碱基 ,其第一内含子能

被有效剪接从而产生较多的蜡质基因成熟的 mRNA ,使翻译

成的 GBSS量增多 ,相应的水稻胚乳中直链淀粉含量就会提

高 ; 若 + 1位置碱基突变为 T碱基 ,第一内含子不能被有效

剪接 ,水稻胚乳中产生的蜡质基因成熟 mRNA的量就减少 ,

翻译成 GBSS的量也变少 ,相应的水稻胚乳中直链淀粉含量

就会下降。对 W x 基因 DNA序列分析发现正常的碱基 G及

其旁邻序列恰是 A ccⅠ酶的酶切位点 ,若突变成 T就不能被

A ccⅠ酶酶切。选用适当引物对 W x 基因上游的 DNA 片段

进行体外聚合酶链式反应 ( PCR) ,对产物进行 A ccⅠ酶切 ,

就能根据电泳条带的多态性来判别第一内含子 + 1位置的碱

基是 T还是 G。蔡秀玲等[10 ]利用这种分析方法检测了来自

不同地区的 63个栽培水稻品种 (系) ,证实了 PCR2A ccⅠ分

子标记技术用于 AC值辅助选择的可行性。分子标记辅助选

择改良水稻品质的基础研究已有不少报道[11～14 ] ,但在实际应

用中取得成功的例子尚不多见。

籼型杂交稻协优 57 以其优势强、产量高、适应广 ,而深

受稻农喜爱 ,但美中不足的是直链淀粉含量偏高 ,食味品质

和蒸煮品质欠佳。主要原因是其父本 057的 AC值过高。我

们使用 4 个食味佳、AC 值适中的品种作供体亲本分
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图 1　 PCR2A ccⅠ分子标记辅助选择回交降低 057直链淀粉含量的流程

Fig. 1 . Procedure for reducing the AC of 057 by PCR2A ccⅠmolecular marker2assisted selection.

别与 057回交 ,并利用 PCR2A ccⅠ分子标记进行辅助选择 ,

初步降低了 057的直链淀粉含量。本文报道这一研究结果。

1　材料与方法

1 . 1　供试材料

受体亲本为 057 ,供体亲本为 91499、R367、盐恢 559、恢

527。057是三系籼型杂交稻优良恢复系 ;91499是安徽省农

业科学院水稻研究所选育的优质常规籼稻 ; R367 是美国的

优质常规品种 ;盐恢 559是江苏省选育的优质恢复系 ;恢 527

是四川省选育的优质恢复系。4 个供体亲本来自不同的地

区 ,具有一定的代表性。

1 . 2　试验方法

1. 2. 1　叶片总 DNA的提取

参照卢扬江和郑康乐[15 ]的方法。

1. 2. 2　PCR反应及 A ccⅠ酶切分析

参照蔡秀玲等[10 ]的方法。上下游引物是 5’2GCT TCAC

T TCTCT GCT T GT G23’和 5’2A T GA T T TAACGA GA GT T G

AA23’。该引物可在 W x 基因的上游特异扩增出包含第一内

含子 + 1位碱基在内的 460 bp 的 DNA 片段 ,利用 A ccⅠ酶

切可使含有 GG型内含子的扩增片段产生 403 bp 和 57 bp

片段 ;含有 T T型内含子的扩增片段不能被酶切 ,电泳只显

示 460 bp的条带 ;而含有杂合 GT型内含子的扩增片段能部

分酶切产生 403 bp和 460 bp 的条带 ,因此可通过琼脂糖凝

胶 (2 %)电泳分析进行 3种基因型的识别检测。

1. 2. 3　改良 057的流程

用 4个供体亲本按图 1所示分别对 057进行回交改良 ,

利用 PCR2A ccⅠ分子标记选择 W x 基因型的 GT型单株 ,部

分与 057继续回交 ,部分一直自交。文中世代均指植株的世

代 ,如回交 4 次自交 1 次所得种子长成的植株的世代为

BC4 F2。试验从 2000年正季开始并经海南岛加代 ,至 2003年

正季已获得回交 6代的材料。

1. 2. 4　直链淀粉含量的测定

按中华人民共和国农业部部颁标准米质测定方法

N Y147288测定 AC值。

2　结果与分析

2 . 1　受体亲本 057和供体亲本之间直链淀粉含量差异及分

子标记的多态性比较

　　分别对4个供体亲本及受体亲本0 5 7进行AC值的测

图 2　PCR2A ccⅠ分子标记检测受体亲本和供体亲本

Fig. 2 . PCR2A ccⅠpattern of receptor and donor parent .

泳道 1 - 057 ;泳道 2 - 协青早 A ;泳道 3 - R367 ;泳道 4 - 91499 ;

泳道 5 - 恢 527 ;泳道 6 - 盐恢 559 ;泳道 M - Marker。

Lane 1 , 057 ; Lane 2 , Xieqingzao A ; Lane 3 , R367 ; Lane 4 ,

91499 ; Lane 5 , Hui 527 ; Lane 6 , Yanhui 559 ; Lane M , Marker .

定 ,结果显示 057的 AC值高达 28. 4 % ,4个供体亲本 R367、

91499、盐恢 559、恢 527 的 AC值分别为 17. 66 %、16. 08 %、

14. 37 %和 14. 24 %。PCR2A ccⅠ分析表明受体亲本 057 与

供体亲本之间具有多态性 (图 2) 。杂交稻协优 57 的母本协

青早 A与父本 057显示 403 bp 的条带 ,表达类型为 GG型 ,

而 4个供体亲本都只出现 460 bp 的条带 ,表达类型为 T T

型。由此不难看出 GG型的 AC值明显较 T T型高。另外 ,

同为 GG型或 T T型其 AC值也会因遗传背景和环境的影响

等而表现一定程度的差异。

2. 2 PCR2AccⅠ分子标记的辅助选择

按图 1设定的步骤 ,对 057进行杂交和回交改良。在每

次回交前用 PCR2A ccⅠ分子标记检测 W x 基因 ,选择 GT型

单株与 057回交 (图 1) ,随着回交世代的增加 ,后代的性状也

越接近 057。2003年正季 ,选取株叶形态与 057相似的各改

良世代株系或单株 ,用 PCR2A ccⅠ分子标记统一进行 W x 基

因的选择 ,并测定其植株所结的稻米 AC值 ,结果显示 GG型

株系或单株上的稻米 AC值大于 20 % ; T T型低于 18 % ,都

比亲本 057的 AC值低 ,且出现超低亲现象 ,株系中最低 AC

值只有 10. 77 % ; GT型的平均 AC值为 22. 40 % ,但株系间

变化很大。经最小显著差数法 (L SR)检验表明 GG型、GT

型和 T T型间差异都达极显著水平 (表 1)。说明第一内含子

+ 1位置的碱基替换直接影响了稻米的 AC值。这进一步证

明了 PCR2A ccⅠ分子标记辅助选择在回交改良中应用是可

靠的。
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图 3　PCR2A ccⅠ分子标记检测 057改良后代 (BC4 F2 )

Fig. 3 . PCR2A ccⅠpattern of the improved generations(BC4 F2 ) of 057 .

泳道 5、7、8、9为 T T型 ;泳道 1、6为 GG型 ;泳道 2、3、4、10、11为 GT型 ;M为 Marker。

Lanes 5 ,7 ,8 and 9 , T T type ; Lanes 1 ,6 , GG type ; Lanes 2 ,3 ,4 ,10 and 11 , GT type ; M , Marker .

表 1　057改良后代Wx基因 3种表达型的单株或株系的稻米 AC值

Table 1. Comparison of AC in rice of single plant or line for the three genotypes of Wx.

基因型

Genotype

株系数

Number of lines

平均值±标准差

Mean±SD/ %

AC变化幅度

Range of AC/ %

GG 65 24. 69±1. 97 A 20. 41～29. 38

GT 96 22. 40±2. 41 B 17. 71～28. 48

T T 106 13. 79±1. 43 C 10. 77～17. 48

　　同一列数据后跟有不同字母者表示差异达 1 %显著水平。

Data wit hin a column followed by different letters indicate significance at 1 % level .

表 2　不同供体亲本对 057改良的 BC4 F2代 GT型的 AC值比较

Table 2 . Comparison of AC in BC4 F2 generation with GT derived from

different donors backcrossed with 057 respectively.

供体亲本

Donor parent

株系数1)

Number of lines1)

平均值±标准差2)

Mean±SD 2) / %

R367 14 24. 81±2. 16 aA

91499 14 23. 74±1. 89 aAB

盐恢 559 Yanhui 559 5 23. 66±0. 40 aAB

恢 527 Hui 527 4 21. 78±0. 85 bB

　　1)分子标记检测到含有 GT型单株的株系总数。
2)同一列数据后跟有相同大、小写字母者分别表示差异未达 1 %

和 5 %显著水平。
1) The number of lines wit h GT type identified by t he molecular

marker .
2) Data wit hin a column followed by t he same capital and lower2

case letters indicated no significant difference at 1 % and 5 % levels ,

respectively.

2 . 3　遗传背景对直链淀粉含量的影响

2. 3. 1　供体亲本的遗传背景对 GT基因型的植株稻米直链

淀粉含量的影响

在 057回交改良的后代中 ,统一选取 BC4 F2代 GT型植

株 ,收获其籽实进行稻米的 AC值测定 ,比较不同供体亲本的

遗传背景对植株的稻米 AC值的影响 (表 2) ,可看出 BC4 F2

代植株上所结的稻米 AC均值大小表现出与供体亲本 AC值

相同的变化趋势 ,供体亲本 AC 值差异越大 (如 R367 与

527) ,它们改良的后代平均 AC值差异也就越大。这表明

057遗传组分基本相同 (同为回交 4代)的情况下 ,各供体亲

本的遗传背景对 AC值表现有一定的影响 ,即供体亲本 AC

值越高改良后代的 AC值也就相对越高 ,反之也是一样。这

种影响在 BC4 F2代 T T型植株中也显示出来 (表 3)。这表明

要获得适中的 AC值 ,供体亲本的选择是很重要的。同时也

说明微效修饰基因的存在。

2. 3. 2　受体亲本的遗传背景对 T T基因型植株上的稻米直

链淀粉含量的影响

　　在 4个品种同步改良 057所得后代群体中 ,通过对不同

世代 T T型植株的稻米 AC值测定 (表 3)可以看出 ,一些供

体亲本 (如 R367 和恢 527)的回交后代随着回交世代的增

加 ,轮回亲本 057的遗传组分不断增多 ,057背景对回交后代

AC值的影响逐渐增强 ,AC值呈逐渐增高趋势。而在另一些

供体亲本 (如 91499)的回交后代中 ,这种趋势则不太明显。

尽管轮回亲本 057对不同供体后代和不同世代的 AC值的影

响有程度上的差异 ,但随着世代的进程逐步趋于稳定。从表

3的 AC值的变异系数看出 ,在较低的回交世代 (BC1 F5和

BC2 F4 )中 ,大部分供体亲本对 057改良的后代各株系间的变

异系数较大 ,而在较高的回交世代变异系数则相对较小。说

明在低回交世代 ,基因互作效应较明显。这表明在回交育种

中 ,要获得 AC值较稳定的株系 ,需要一定的回交次数。

3　讨论

针对直链淀粉含量的品种改良 ,传统的方法是对收获的

种子进行 AC值的测定 ,用时长 ,效率低 ,易受环境条件的影

响。分子标记技术为实现对基因型的直接选择提供了可能 ,

PCR2A ccⅠ分子标记与控制直链淀粉含量的基因型直接相

关。因此我们能够借助这种分子标记对目标性状的基因型

进行选择。本试验采用不同的亲本对 057 进行回交改良 ,在

回交后代利用 PCR2A ccⅠ分子标记技术选择基因型 ,结合直

链淀粉含量测定进行验证 ,收到了很好的改良效果 ,获得一

批农艺性状与 057相似且 AC值得到改良的稳定株系 ,显示
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表 3　不同品种改良 057的部分世代 TT型的 AC值统计
Table 3. Statistics of AC for various backcross generations with TT derived from the backcrosses of 057 with different varieties. %

供体亲本

Donor parent
BC1 F5 BC2 F2 BC2 F4 BC3 F2 BC3 F3 BC4 F2

R367 13. 11±0. 77 - 13. 43±1. 70 14. 71±0. 17 15. 31±1. 43 15. 59±1. 47

91499 14. 11±1. 68 - - 14. 33±0. 86 13. 72±0. 43 14. 60±0. 87

盐恢 559 Yanhui 559 12. 99±1. 26 15. 89±0. 52 15. 12±0. 68 15. 67±1. 87 13. 81±0. 91 14. 52±0. 48

恢 527 Hui 527 12. 16±1. 77 13. 43±1. 35 13. 67±1. 37 - 13. 86±1. 27 13. 91±0. 97

了该方法的可靠性和先进性。

在利用低 AC值供体亲本对 057回交改良的后代中 ,所

有 T T型植株的 AC值都比 057低 (表 3)。而且部分 T T型

株系出现超低亲 ,表 1也显示部分 GG型株系 AC值出现超

高亲现象 ,这与戚华雄等[16 ]的结果相似。另外 ,在整个 AC

值回交改良的进程中 ,供体和受体的遗传背景都不同程度地

对 AC值的高低产生影响 ,这都说明了微效基因的存在。总

之 ,AC值变化的影响因素是复杂的 ,除了 W x 基因组成型核

苷酸序列以外 ,其内含子组成与结构尤其是第一内含子中

+ 1位置上的碱基组成直接影响到基因表达的效率 ,这在本

研究及先前研究中已加以证实 ,也有报道证实 W x 基因引导

序列中的微卫星 (CT) n 的多态性变化同样影响着 W x 基因

的表达[14 ,17 ] 。上述都说明了 W x 基因表达的复杂性以及可

能导致 AC含量的多样性变化 ,这都要求我们在品种 AC值

改良的实践中加以综合考虑。
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