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软米基因 Wx-mp 在部分粳稻品种资源中的分布
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（1 江苏省农业科学院粮食作物研究所 / 国家水稻改良中心南京分中心 / 江苏省优质水稻工程技术研究中心，南京 210014； 
2 扬州大学江苏省粮食作物现代产业技术协同创新中心，扬州 225009）

摘要：携带 Wx-mp 基因的水稻材料直链淀粉含量约为 10%，其米饭柔软，富有弹性，深受市场欢迎。为探明该基因在水稻

品种资源中的分布情况以及加快该基因利用进程，本研究开发了该基因的功能标记，对我国南方 243 份粳稻品种资源进行了

检测，发现 26 份品种资源携带 Wx-mp 基因，其中 25 份来源于江苏品种和育种中间材料，1 份来源于上海；为验证标记检测的

准确性，对 26 份材料进行了重测序，测序结果与标记检测结果完全吻合；对 26 份材料的直链淀粉含量进行测定，直链淀粉平

均含量为 9.2%，变异幅度 3.3%，直链淀粉含量最低的品种为南粳 505，含量为 7.3%，直链淀粉含量最高的品种是南粳 46，含量

为 10.6%，以上结果表明，软米基因 Wx-mp 主要分布在江沪一带。
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Abstract：The rice varities harboring Wx-mp genotype generally results in 10% of amylose，which brings 
elite eating quality（e.g soft and elastic） favorited by consumers in Yangtze River Region，China. In order to 
identify Wx-mp carrying rice germplasm in future  breeding，a functional marker associating to Wx-mp has been 
developed. By tests in 243 japonica rice materials collected from southern China，twenty-six germplasms were 
found carrying Wx-mp gene. Out of that，25 varieties or breeding materials were collected from Jiangsu，the others 
from Shanghai. By validation using Sanger sequencing，this newly-developed marker proved 100%  accuracy 
within 26 samples. Furthermore，the average content of amylose was 9.2%，with a range of 3.3%. The rice 
cultivar Nanjing 505 with the lowest amylose content was 7.3%，while cv. Nanjing 46 showed the highest amylose 
content of 10.6%. Thus，by deployment of the new functional marker，this study unlocked the distribution of Wx-
mp carrying cultivars that were was mainly found in Jiangsu and Shanghai.
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淀粉是水稻胚乳的主要营养物质，淀粉的组成

与结构是决定稻米蒸煮与食味品质的重要因素。一

般而言，直链淀粉含量 20% 以上的稻米食味品质较

差，直链淀粉在 15%~20% 以下的食味品质较好。直

链淀粉含量介于 5%~12% 的软米，由于其米饭具有

软而不烂、甜润爽口、膨化性好、富有弹性、冷后不易

变硬和回生程度小等优点，而具有广泛的市场［1-2］。

水稻直链淀粉的合成由蜡质基因 Waxy（Wx）控

制，该基因的不同等位变异决定了稻米的直链淀粉

含量［3］，是控制水稻蒸煮食味品质的主效基因［4］，

截至目前至少有 8 个已发表的 Wx 等位基因［5］。在

糯稻中，Wx 由于第 2 外显子 23 bp 的缺失造成了

转录提前终止［6］。在非糯品种中，Wx 主要分化为

Wx-a 和 Wx-b 2 种等位类型。其中，携带 Wx-a 的稻

米直链淀粉含量都在 25% 以上，属于高直链淀粉

类型［3］。在 Wx-a 变异基础上，还存在一种第 10 外

显子变异的等位基因 Wx-g3，尽管携带该等位基因

的稻米直链淀粉含量与 Wx-a 持平，但其糊化特性

与胶稠度明显与携带 Wx-a 等位基因稻米不同［7-8］，

Zhang 等［9］的研究发现这种差异可能是由于直链淀

粉的精细结构不同造成的。Wx-b 主要分布在粳稻

品种中，携带该基因稻米的直链淀粉含量属中等至

较低水平（15%~18%），与 Wx-a 相比，Wx-b 的变异

是由第一内含子剪接位点处 G-T 变异造成的，突变

降低了前体 mRNA 的剪接效率从而导致稻米中的

直链淀粉含量降低［3］。此外，Mikami 等［10］克隆了

Wx-in 等位基因，证明在第 6 外显子上发生 A-C 变

异可导致直链淀粉含量降至中等水平（18%~22%）。

此外，还有 3 个“软米基因”即 Wx-mq、Wx-mp 和

Wx-op 相继被克隆。与 Wx-b 相比，Wx-mq 在第 4
和第 5 外显子处存在两处突变，导致直链淀粉含量

降到 10% 左右［11-12］。另一等位基因 Wx-mp 在第 4
外显子发生突变，位置与 Wx-mq 相同，第 5 外显子

没有突变，携带该等位基因的稻米直链淀粉含量也

在 10% 左右［13］，另一个软米基因为 Wx-op 与来源

于云南毫屁的 Wx-hp，都是由第 4 外显子的 A-G 突
变造成的［8，14］。Liu 等［14］以根癌土壤杆菌糖原合

酶为模型，绘制了 Wx-hp 的三维结构图，推测突变

位于淀粉合成酶催化域，导致淀粉合成能力下降。

日本在 20 世纪 80 年代初开始利用辐射和化学

诱变剂处理水稻种子，通过大规模地筛选胚乳突变

体获得了多个低直链淀粉含量突变体，其中一些突

变体在直链淀粉含量下降的同时，胚乳外观也发生

了显著改变，呈半透明或不透明［15-19］。根据与 Wx

基因等位性关系的不同，可将目前已报道的低直链

淀粉含量水稻突变体的基因分为与 Wx 等位和非等

位两大类。非等位 Du 基因是调控直链淀粉含量的

另一类基因［20］。

我国软米种植主要分布于西南地区，尤其是云

南。云南地区历史上就种植软米品种，由当地百姓

的食用习惯得以保留，其中以毫民、毫屁为典型代

表，是历代向朝廷进贡的佳品，解放后被列为国家

优质上等米，常用以招待贵宾［14］。利用日本软米资

源，云南已经培育出银光、云粳 20 号、云粳 29 号等

一系列优质软米粳稻品种［21-22］。

江苏近年来利用日本的粳稻软米资源选育出系

列软米品种，年推广面积接近 800 万亩。本研究利

用长江中下游地区广泛应用的低直链淀粉含量基因

Wx-mp 的功能标记进行了资源筛选。

1　材料与方法

1.1　试验材料

粳稻品种材料共 110 份，其中江苏 94 份、浙江

7 份、云南 4 份、天津 2 份、上海 3 份，江苏省育种单

位中间试验品系 133 份（表 1）。2018 年夏季统一

种植试验材料于江苏省农业科学院试验田。

1.2　试验方法

1.2.1　DNA 提取　取分蘖期叶片，采用 CTAB 快速

法提取样品 DNA。

1.2.2　Wx-mp 等位基因标记检测引物和测序扩增

引物　已有研究表明，Wx-mq 编码区有 2 个位置发

生突变，分别在第 4 外显子有 1 个由 G 到 A 的突变

（G-A）以及第 5 外显子有 1 个 T-C 的突变，本课题组

发现Wx-mp仅在其编码区第 4外显子有 1个G-A的

突变［12-13］。本课题组设计了 Wx-mp等位基因特异 PCR
（Allelic-specific PCR，AS-PCR）检测的功能标记， 
用于特异检测Wx-mp第 4外显子G-A的突变。为增

加扩增特异性，在引物设计时 3′端增加了错配碱基［13］，

把突变点作为引物的 3′ 端，在 3′ 到 5′ 的第 3 个碱

基 C 错配为 A，即 5′ GAACACACGGTCGACTCCAC 
3′，错 配 为 5′ GAACACACGGTCGACTCAAC 3′ 和
5′ GAACACACGGTCGACTCAAT 3′，详 见 表 2。 用

Wx-F 为共用正向引物，Wx-b-R、Wx-mp-R 为反向引

物对目标 DNA 进行独立 PCR 扩增。如用 Wx-F 和

Wx-b-R 引物对能扩增出 377 bp 的片段，并且用 Wx-F
和 Wx-mp-R 引物对不能扩增出 377 bp 片段，则该品

种或材料携带 Wx-b 基因；反之，则该品种或材料含有

Wx-mp 基因。
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表 1　试验材料列表
Table 1　Rice varieties for this research

名称

Name
来源

Source

常农粳 3 号，常农粳 4 号，常农粳 5 号，常农粳 6 号，常农粳 7 号，华粳 3 号，华粳 4 号，华粳 5 号，华粳 6 号，华粳 7
号，华瑞稻 1 号，淮稻 10 号，淮稻 11 号，淮稻 13 号，淮稻 5 号，淮稻 7 号，淮稻 8 号，淮稻 9 号，淮优粳 2 号，连粳 10
号，连粳 11 号，连粳 12 号，连粳 15 号，连粳 4 号，连粳 6 号，连粳 7 号，连粳 9 号，南粳 40，南粳 41，南粳 42，南粳 43，
南粳 44，南粳 45，南粳 46，南粳 49，南粳 5055，南粳 9108，宁粳 1 号，宁粳 2 号，宁粳 3 号，宁粳 4 号，宁粳 5 号，宁粳

7 号，宁粳 8 号，泗稻 12 号，泗稻 785，苏沪香粳，苏粳 8 号，苏粳 9 号，苏香粳 2 号，苏香粳 100，苏垦 118，通粳 981，
武粳 13 号，武粳 15 号，武粳 4 号，武陵粳 1 号，武香粳 14 号，武香粳 9 号，武育粳 18 号，武育粳 3 号，武运粳 11 号，

武运粳 19 号，武运粳 21 号，武运粳 23 号，武运粳 24 号，武运粳 27 号，武运粳 29 号，武运粳 7 号，徐稻 3 号，徐稻 4
号，徐稻 8 号，徐稻 9 号，盐稻 11 号，盐稻 8 号，盐稻 9 号，盐粳 10 号，盐粳 11 号，盐粳 16 号，扬辐粳 8 号，扬育粳 2
号，扬育粳 3 号，镇稻 10 号，镇稻 12 号，镇稻 13 号，镇稻 15 号，镇稻 16 号，镇稻 17 号，镇稻 18 号，镇稻 1 号，镇稻 7
号，镇稻 88，镇稻 99，镇糯 19 号

江苏

苏秀 10 号，苏秀 867，秀水 63，嘉 33，嘉 58，嘉 991，嘉花 1 号 浙江

金粳 818，津稻 263 天津

楚粳 39，楚粳 28，楚粳 37，云粳 29 号 云南

沪香软 386，花培 12，沪粳 137 上海

武 055，武 180，武 619，金运 7846，武运 7277，武粳 073，武运 7400，武粳 357，天丰 7821，金粳 7807，宁 7817，宁 7837，
泰粳 7268，泰粳 7206，天隆粳 1700，天隆粳 1758，盐鉴 19，扬农粳 17-3614，常粳 18-6，常粳 18-5，连粳 17219，南粳

73103，南粳 73095，福粳 7193，南粳 62055，苏垦 72048，农粳 1801，农粳 1802，金稻 220，金香糯 374，金粳稻 7318，
金粳稻 7398，金粳稻 7382，扬粳 7207，扬粳 7035，练 605，泗稻 17-424，泗稻 17-333，泗稻 17-543，珠光粳 1216，瑞华

1804，瑞华 1803，7185，裕稻 7261，镇稻 4720，盐稻 17118，金粳 17012，润扬稻 17001，镇稻 9908，润扬稻 17114，华丰

1346，保丰 1704，保丰 1703，中江粳 6131，中江粳 7117，通粳 17-3，明粳 256，丰登粳 16188，广稻 1，中江粳 18122，中
江粳 18124，悦粳 1 号，悦粳 4 号，7457，盐粳 1123，盐粳 1530，盐粳 16005，盐粳 17136，镇稻 4709，瑞诚 16040，瑞诚

519，明粳 1611，宁粳 043，华浙粳 15-20，长香粳 5510，宁 7273，科粳 812，扬辐粳 6068，生南 73070，扬粳 7052，振稻

5095，振稻 7133，振稻 7167，软香玉 141，金粳 7114，焦粳 7263，焦粳 7211，连粳 17313，福粳 802，丰登粳 1596，天丰

粳 443，天丰 988，淮 723，淮 1250，淮 877，金运 1714，扬江粳 908，2137，2277，苏 5506，苏 5555，灵谷粳 9 号，沭香稻

1801，徐 52916，华粳 7298，华粳 7149，徐农 53029，皖垦粳 5027，皖垦粳 1107，皖垦粳 1811，皖垦粳 2021，姜丰 084，
宁 5916，皖垦粳 201，常粳 16-2，武 5791，扬粳 6217，武粳 280，6389，宁粳 039，武 T26（糯），泰粳 6044，金粳 322，振
稻 26347，金粳 58，N12-142，金运 1626，南粳 53045，南粳 73119，南粳 73062，宁 2602，苏 05-1176，宁 2604

江苏育种新品系

以及明确 Wx-mp 和 Wx-mq 的序列差异，设计了跨第

4 和第 5 外显子的引物对，对试验材料进行 PCR 扩

增，序列见表 2。直接将 PCR 产物进行测序分析。

Hiroyuki 等［12］报道 Wx-mq 在第 4 和第 5 外显

子均存在突变，本课题组发现 Wx-mp 仅在第 4 外显

子存在突变［13］。为进一步验证功能标记检测结果

表 2　等位基因特异性 PCR 标记检测引物和测序扩增引物
Table 2　The primers for allelic-specific PCR markers and sequencing

单核苷酸多态性

SNP
引物

Primers
引物序列

Primer sequence
产物长度

Size of products

G-A Wx-F 5' GGCTGTAAGCACACACAAACTTC 3'

Wx-b-R 5' GAACACACGGTCGACTCaAC 3' Wx-b 反向引物，产物 377 bp

Wx-mp-R 5' GAACACACGGTCGACTCaAT 3' Wx-mp 反向引物，产物 377 bp

G-A，T-C Wxb-PCR-F 5′ CAAGCAGCAGCGGTCGG 3′ 904 bp

Wxb-PCR-R 5′ TTGAAGTATGGGTTGTTGTTGAGG 3′ 904 bp

小写字母标出的碱基为引物错配的碱基

Lowercase letters represent mismatched bases
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1.2.3　PCR 扩增和电泳　20 μL 反应 PCR 体系包括

模板 DNA（约 15~40 ng/μL） 2 μL、引物（2 µmol/L） 
2 μL、2xTaq PCR Master Mix 10 μL、灭 菌 双 蒸 水 
6 μL。在 Eppendorf PCR 仪上扩增，反应条件为：

（1） 94 ℃，预变性 5 min；（2） 94 ℃，30 s；55 ℃（测

序）/61 ℃（标记检测），30 s；72 ℃，30 s/1 min；共 
32 个循环；（3） 72 ℃再延伸 10 min。反应产物经

1.0% 的琼脂糖凝胶电泳分离。

1.2.4　直链淀粉含量测定方法　根据测序结果，统

一收获试验材料的成熟种子，单个材料混收，晾干至

含水量在 14% 左右，挑选 50 粒饱满种子。按照农

业部标准 NY147-88 所示方法测定直链淀粉含量。

1.2.5　测序及序列对比　 以 Wxb-PCR-F/Wxb-
PCR-R 为引物对，采用等位基因特异 PCR 鉴定、

筛选出携带 Wx-mp 的材料，进行扩增，将扩增产物

测序，以日本晴 Wx-b 基因序列为参照序列，利用

SnapGene 软件进行序列比对。Wx-mp 基因、Wx-mq
基因和 Wx-b 基因序列的 GenBank 登录号分别为

KC332294、AB06609 和 AF141954。

2　结果与分析

2.1　Wx-mp 等位基因检测结果

利用 Wx-mp 等位基因特异 PCR 功能标记对

部分江苏省育种材料进行检测（图 1），编号 1、9、
22 材料可被 Wx-mp 特异引物扩增出目的条带，而

Wx-b 特异引物无扩增产物（图 1a），表明上述 3 份

材料携带 Wx-mp 等位基因；与其他材料则相反，其

余 21 份材料只含有 Wx-b 特异引物扩增产物（图

1b），表明这些材料携带 Wx-b 基因型。采用上述方

法，从供试的 243 份育种材料中共筛选出 26 份携带

Wx-mp 的材料，均来自于江苏省和上海市选育的品

种或中间材料，包括南粳系列软米品种如南粳 46、
南粳 5055、南粳 9108、南粳 505 等，南京农业大学选

育的宁粳 8 号，苏州农业科学院选育的苏香粳 100，
徐州市农业科学院选育的徐稻 9 号，上海市农业科

学院选育的沪香软 386 等。来自浙江和天津的粳稻

品种以及云南的软米粳稻品种没有检测到 Wx-mp 
基因。 

a：Wx-mp 扩增结果；b：Wx-b 扩增结果

a：amplification products for Wx-mp，b：amplification products for Wx-b
M：DL2000 分子标记；1~24：武 055，武 180，武 619，金运 7846，武运 7277，武粳 073，武运 7400，武粳 357， 

天丰 7821，金粳 7807，宁 7817，宁 7837，泰粳 7268，泰粳 7206，天隆粳 1700，天隆粳 1758，盐鉴 19， 
扬农粳 17-3614，常粳 18-6，常粳 18-5，连粳 17219，南粳 73103，南粳 73095，福粳 7193

M：DL2000 marker，1-24：Wu 055，Wu 180，Wu 619，Jinyun7846，Wuyun 7277，Wujing 073，Wuyun 7400，Wujing 357， 
Tianfeng 7821，Jinjing 7807，Ning 7817，Ning 7837，Taijing 7206，Tianlongjing 1700，Tianlongjing 1758，Yanjian 19， 
Yangnongjing 17-3614，Changjing 18-6，Changjing 18-5，Lianjing 17219，Nanjing 73103，Nanjing 73095，Fujing 7193

图 1　等位基因特异性 PCR 标记部分样品检测结果
Fig.1　PCR amplification products of partial rice varieties by using AS-PCR

2.2　携带 Wx-mp 等位基因的材料直链淀粉含量

测定标记检测携带 Wx-mp 等位基因材料种子，

直链淀粉含量的检测结果（表 3），携带 Wx-b 的品

种苏垦 118 直链淀粉含量为 14.8%，糯稻品种镇糯

19 的直链淀粉含量为 1.4%。携带 Wx-mp 基因的

26 份材料稻米中，直链淀粉平均含量为 9.2%，变异

幅度 3.3%，其中含量最低的为南粳 505（7.3%），含

量最高的品种为南粳 46（10.6%）。

2.3　携带 Wx-mp 等位基因测序及序列比对结果

已有研究表明，Wx-mq 编码区有 2 个位置发

生突变，分别为第 4 外显子处的一个 G/A 单碱基

突变以及第 5 外显子一个 T/C 突变，本课题组发

现 Wx-mp 仅在其编码区第 4 外显子处存在 G/A 突 
变［12-13］。鉴于本研究采用的 AS-PCR 标记仅适用
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于分析第 4 外显子的变异，因此为了明确筛选获得

的 26 份材料具体携带的是 Wx-mq 还是 Wx-mp，通
过跨第 4、第 5 外显子设计引物对 26 份材料进行

测序，发现 26 份材料都只在第 4 外显子处存在

突变（G/A），而在第 5 外显子处没有突变，如图 2  
所示。

表 3　利用功能标记检测携带 Wx-mp 基因的材料及其直链淀粉含量
Table 3　AS-PCR detection and the amylose content of rice varieties carrying Wx-mp 

品种名称

Varieties name
Wx-mp 带型

Type of Wx-mp
直链淀粉含量（%）

Amylose content 
品种名称

Varieties name
Wx-mp 带型

Type of Wx-mp
直链淀粉含量（%）

Amylose content 

镇糯 19（CK） - 1.4 武 055 + 9.7

苏垦 118（CK） - 14.8 天丰 7821 + 9.2

南粳 46 + 10.6 南粳 73103 + 9.1

南粳 505 + 7.3 南粳 62055 + 9.3

南粳 9108 + 8.8 农粳 1801 + 9.6

宁粳 8 号 + 8.7 盐粳 16005 + 9.3

南粳 5055 + 9.0 宁 7273 + 9.7

徐稻 9 + 9.7 振稻 7133 + 8.6

苏香粳 100 + 8.7 振稻 7167 + 9.3

沪香软 386 + 9.3 常粳 16-2 + 9.2

南粳 53045 + 9.2 宁粳 039 + 10.3

南粳 73119 + 9.0 N12-142 + 9.3

南粳 72063 + 8.4 苏 05-1176 + 7.7

宁 2602 + 10.3 宁 2604 + 11.2

“-”表示不携带 Wx-mp 基因；“+”表示携带 Wx-mp 基因

“-”：without Wx-mp，“+”：with Wx-mp

a：日本晴 Wx-b 基因序列；b：Milky Queen Wx-mq 基因序列；c：南粳 46 测序序列及峰图

a：Wx-b sequence of Nipponbare，b：Wx-mq sequence of Milky Queen，c：the sequencing of Nanjing 46

图 2　在第 4、第 5 外显子突变位点的测序和序列比对图
Fig.2　The sequencing and the sequence alignment of the point mutation in exon 4 and 5
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3　讨论

日本在 1996 年以前就利用诱变育种选育出低

直链淀粉含量且食味较好的 Milky Queen，2001 年

对该软米性状进行了遗传分析，2002 年首次报道克

隆了该软米基因 Wx-mq，明确了第 4、5 外显子单碱

基突变，并导致氨基酸突变［11-12］。中国从日本引进

了以 Milky Queen 改良的粳稻品种 Kanton 194，又
称 Milky Princess。利用该资源南京农业大学育成

了宁粳 8 号，江苏省农业科学院育成了系列软米品

种南粳 46、南粳 9108 等，徐州市农业科学院育成了

徐稻 9 号，苏州市农业科学院育成了苏香粳 100，上
海市农业科学院育成了的中间品系沪香软 386，同
时一些品种聚合了来源于江苏太湖流域的香味基

因，这些优质软米品种米饭柔软可口，冷饭不回生，

深受江浙沪一带市民欢迎。为加快该基因的利用，

本课题组开发了针对第 4 和第 5 外显子单碱基突

变的等位基因特异 PCR，利用突变点作为引物的 3′
端，同时增加引物错配，提高扩增特异性，为验证所

开发的标记的有效性，对第 4、5 外显子进行重测序，

发现来源于南粳 46 等材料携带的 Waxy 基因在第 4
外显子存在与 Wx-mq 相同的突变，而第 5 外显子没

有 T 到 C 的突变，随后对其亲本 Milky Princess 测

序，发现携带相同等位基因，因此将该新等位基因命

名为 Wx-mp［13］。

本研究对江苏、上海审定的品种和育成的中间

品系进行了分子标记检测，对检测阳性的材料进行

了重测序以及直链淀粉含量测定，发现标记检测结

果与测序结果完全对应，其直链淀粉含量都在 9%
左右，符合软米特征。同时发现该基因只在江苏和

上海的品种和材料中分布，在云南、天津、浙江等材

料中未检测到，在江苏的分布频率最高，说明主要

是江苏的育种家在利用该基因，同时该基因是利用

人工诱变获得的，也可以解释该基因在其他地区尤

其是云南等软米资源丰富的地区不能被检测到的 
原因。

Wx 基因等位突变与直链淀粉含量密切相关，

目前报道的突变体数量还不多，既有籼稻也有粳稻，

既有人工诱变突变体也有自然突变体［5］。软米突

变体直链淀粉含量在 10% 左右，稻米外观表现为不

透明，俗称阴糯，长江中下游地区粳稻育种单一使用

Wx-mp 等位基因已成为制约通过淀粉含量提升品

质育种的重要限制因子。
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