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基于高密度遗传图谱对水稻抗性淀粉QTL定位及分析

张风琴，于雪然，李 玲，王 蕊，李培富，马天利
（宁夏大学农学院 / 宁夏优势特色作物现代分子育种重点实验室，银川 750021）

摘要： 高抗性淀粉的稻米有益于改善人类健康并降低与饮食相关的慢性疾病风险。挖掘新的水稻籽粒抗性淀粉相关基

因，对揭示水稻籽粒抗性淀粉合成的遗传机理有重要意义，同时可为选育高抗性淀粉水稻新品种提供新的基因资源。本研究

以宁夏本地高产粳稻品种宁粳28号和外引粳稻品种 JTD，以及构建的126个F7重组自交系（RILs， recombination inbred lines）

群体为研究材料，通过全基因组重测序技术构建了一张含有1，856个Bin标记的遗传连锁图谱。该图谱全长1973.86 cM，标记

间平均遗传距离为 1.06 cM。采用 CIM 区间作图法对水稻群体的抗性淀粉性状进行 QTL 定位，检测到 1 个控制抗性淀粉的

QTL，位于第7号染色体上，LOD值为4.2，贡献率为9.7%。深入分析获得候选基因Os07g0444000（预测为水稻葡萄糖神经酰胺

酶）和Os07g0443500（含有MYB结构域的DNA结合蛋白）。研究发现Os07g0444400上SNP15740179和SNP15740207位点的基因型频

率在RIL群体高抗性淀粉组和低抗性淀粉组之间存在显著差异。在灌浆过程中，Os07g0443500和Os07g0444000在父本 JTD

（高抗性淀粉亲本）中的表达量均不同程度的高于母本宁粳28号。由此推测这两个候选基因可能参与水稻籽粒灌浆过程中抗

性淀粉的形成。本研究通过挖掘水稻籽粒抗性淀粉QTL位点和相关基因为选育高抗性淀粉水稻新品种提供新的基因资源。
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Abstract：Functional rice with high resistant starch content improves human health considering the risk of 

diet-related chronic diseases. Exploring the resistant starch-related genes is of great significance to reveal the 

genetic mechanism of rice grain resistant starch synthesis， which has implication in breeding rice varieties with 

high resistant starch. In this study， 126 F7 recombinant inbred lines （RILs） from cross between Ningxia local 

high-yield japonica rice variety Ningjing 28 and imported japonica rice variety JTD were used. A genetic linkage 

map containing 1，856 Bin markers was constructed by whole genome resequencing technology， showing a 

length of 1973.86 cM， and the average genetic distance of 1.06 cM between markers. Using CIM interval 

mapping method to map the QTL of resistant starch traits in rice populations， one QTL controlling resistant 

starch was detected on chromosome 7， with a LOD value of 4.2 and a contribution rate of 9.7%. Through in-

depth analysis， two candidate genes Os07g0444000 （predicted as rice glucosylceramidase） and Os07g0443500 

（DNA binding protein containing MYB domain） were obtained. The study found that the genotype frequencies 

of SNP15740179 and SNP15740207 on Os07g0444400 were significantly different between the high resistant starch group 

and the low resistant starch group in the RIL population. During the grain filling process， the expression levels of 

Os07g0443500 and Os07g0444000 in the male parent JTD（high resistant starch parent） were higher than those 
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of the female parent Ningjing 28. These results implied that both candidate genes may be involved in forming resistant 

starch during rice grain filling. Collectively， this study provides new genetic resources for the breeding of new 

rice varieties with high resistant starch by mining the QTL loci and related genes of rice grain-resistant starch.

Key words： rice；resistant starch；Bin map；mapping of QTL；candidate genes

当前，肥胖、超重和营养不均衡导致的慢性病和

糖尿病人数逐年增长。根据国际糖尿病联盟（http：//

www. diabetesatlas. org/）最新报告，2021 年全球约

5.37亿成年人（20~79岁）患糖尿病且人数在不断增

加。中国患有糖尿病的人数已经达到约1.4亿，排名

世界第一［1］。开展功能型农产品的遗传育种工作，

开发适合慢性病人的食物，越来越受到重视。抗性淀

粉又称为抗消化淀粉，是指在健康人体的小肠中不能

被分解吸收，而在大肠中可被酵母菌发酵分解的淀

粉。因此，抗性淀粉能够有效降低餐后的血糖浓度，

同时增加饱腹感，有助于糖尿病的预防和控制［2-4］。

稻米是世界一半以上人口的主食，我们要响应

习总书记提出的“中国人的饭碗要牢牢端在自己手

中”的号召，以提升水稻的产量和品质为生产目标。

稻米的升糖指数高，抗性淀粉含量低。大多数稻米

品种抗性淀粉含量低于干重的1%［5］。研究发现，不

同品种水稻籽粒中抗性淀粉含量差异较大，一般杂

草稻>籼稻>粳稻［6］。抗性淀粉含量高的稻米有益于

改善人类健康并降低与饮食相关的慢性疾病、肿瘤

的风险，因此加强高抗性淀粉水稻育种具有重要的

社会效益和经济效益［7-10］。宁夏引黄灌区是我国四

大古老灌区之一，是中国优质粳稻生态区之一，这

里的水稻生产向着中高档品质、绿色食品的方向发

展。因此开发宁夏本地高抗性淀粉含量功能性水

稻新品种具有重要的现实意义。

近些年来，国内外育种家通过理化诱变、传统

育种、RNAi干扰和CRISPR基因编辑技术创制了多

个高抗性淀粉育种材料及品种，包括浙辐111、降糖

稻、优糖稻、宜糖稻、适糖稻、功米 3号等，选育出来

的水稻品种精米中抗性淀粉含量在 3%~13.69%之

间［11-20］。然而，相比于其他品质性状，水稻主栽品种

中抗性淀粉含量高的品种较少，可应用于育种技术

的材料更少。抗性淀粉的形成受淀粉固有特性、非

淀粉成分以及储存加工条件的影响，是一个复杂的

过程，因此挖掘水稻与抗性淀粉有关的QTL位点，

分析抗性淀粉在水稻中的形成及其遗传调控机制

是目前抗性淀粉研究的主要方向［21］。目前，关于抗

性淀粉的形成机制尚不明确，抗性淀粉相关QTL研

究报道较少。李鸣晓［22］对抗性淀粉进行QTL定位找

到3个QTL，分别位于第1、6、7号染色体上，单个贡献

率为 6.39%~12.68%。罗曦等［23］以高抗性淀粉水稻

品种籼稻功米 3号和粳稻日本晴的正、反交组合F1

及其自交后代F2、F2∶3群体为研究材料，定位到3个和

抗性淀粉含量相关的QTL区域，均分布在第 6号染

色体上，其中 qRS6-2 和 qRS6-3 贡献率分别为

20.36%和 40.13%。目前已经报道了多个基因能够

直接参与水稻抗性淀粉的形成，如GBSSⅠ、SSⅡa、SS

Ⅲa和SBEⅡb［21］。一些转录因子和mRNA剪接因子

能够间接影响水稻籽粒中抗性淀粉的含量［21］。前

人用全基因组关联分析（GWAS）共鉴定到 11 个和

抗性淀粉含量相关的SNP位点，筛选出一些可能参

与抗性淀粉形成的候选基因，包括GBSSI、GBSSIIa、

ISAI、APLS1、AGPL3、DRUS2、CRCT和BT1-3［24-25］。这

些水稻抗性淀粉相关QTL区域和候选基因对揭示

水稻抗性淀粉调控的遗传机理研究有重要意义，同

时可为水稻抗性淀粉分子育种提供新的基因资源。

尽管国内外研究人员获得了一些高抗性淀粉

的水稻材料，定位到一些候选基因，但是深入研究

基因功能和调控机制的研究仍然较少。虽然前人

已经发现了一些参与水稻抗性淀粉形成的QTL区

域，但是QTL定位结果会受到作图群体、分子标记

数量和统计方法等因素的制约。基于这些因素，已

有研究中所绘制的遗传连锁图谱精确度较低，很可

能遗漏了一些重要的QTL区域。另外研究发现，抗

性淀粉与直链淀粉的相关系数为 0.75，与支链淀粉

酶活性的相关系数为 0.98；直链淀粉和长支链淀粉

之间存在竞争关系［26］，而目前发现的参与抗性淀粉

合成的基因 GBSSI、GBSSIIa、SSIIIa 和 SBEIIb 实际

上也参与直链淀粉和支链淀粉的形成。因此，一些

与抗性淀粉合成相关的关键基因可能仍未被挖掘

出来。宁粳28号（又名花99115）是宁夏本地高产粳稻

品种，具有抗病、耐盐碱、米质优等特点，在宁夏地

区种植面积较广［27］，但经过测定发现，其抗性淀粉

含量低。JTD自长春农业科学院引进宁夏银川后，

表现出剑叶夹角大、散穗、长粒、垩白含量低，加工过

程中有明显香味，适口性好，是抗性淀粉含量较高

的粳稻品种。本研究以宁粳 28号/JTD构建的重组

自交系（RILs， recombination inbred lines）群体为材
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料，通过全基因组重测序构建高精确度的遗传图

谱，对水稻进行抗性淀粉QTL定位，为进一步研究

基因功能及利用分子标记辅助选择培育高抗性淀

粉含量的功能性水稻育种研究提供参考价值。

1　材料与方法

1.1　试验材料

以宁粳28号为母本和JTD为父本，于2011年在宁

夏大学农学院作物种植温室配置宁粳28号/JTD杂交

组合，产生F1，通过连续自交7代衍生出126个性状和

基因型稳定的株系作为重组自交系群体。群体及亲

本于 2019年种植在宁夏银川永宁县宁夏大学教学

实验农场，行距为10 cm，株距为2 cm，每个株系穴栽

一行，管理标准采用一般大田管理的方式。

1.2　水稻农艺性状考察及籽粒抗性淀粉含量测定

方法

1.2.1　农艺性状考察　水稻籽粒完全成熟后，每个

家系随机挖取3个重复的考种样，自然条件下晾干，

用于农艺性状考察。用长直尺测量家系穗长、株

高、茎基粗，剪下单穗称取单穗粒重，用玻璃培养皿

盖子将籽粒小心全部刮下，称取千粒重。经 JLGJ4.5

型检验砻谷机碾出糙米，用LTJM-2009精米机碾磨

成精米，选择完整的精米 1000粒，用大米外观品质

检测仪检测家系的垩白粒率、粒长、粒宽、粒长

宽比。

1.2.2　抗性淀粉测定方法　在水稻黄熟期收获水

稻种子，将种子在80 ℃烘箱干燥并剔除杂质和空瘪

粒，经 JLGJ4.5 型检验砻谷机碾出糙米，用 LTJM-

2009精米机碾磨成精米，然后用 JFSD-70型实验用

粉碎机将精米碾磨成粉，放入 4 ℃冰箱备用。准确

称取100 mg（±5 mg）样品，利用爱尔兰Megazyme公

司的抗性淀粉试剂盒测定水稻籽粒抗性淀粉含量。

用葡糖氧化酶/过氧化物酶试剂（GOPOD）测定D-葡

萄糖的含量，然后根据公式计算得到抗性淀粉含量。

试验过程重复3次，取平均值。所得数据用Excel处

理其平均数、标准差和变异系数并绘图。

抗性淀粉含量=△E×F×10.3/0.1×1/1000×100/

W×162/180=△E×F/W×9.27

其中，△E为相对于空白试剂的吸光度值；F为从

吸光度值到微克的转换；10.3/0.1为体积校正；1/1000

为体积校正；W为分析样本的干重；100/W为抗性淀

粉在样品重量中的百分比分子；162/180为从测定获

得的游离D-葡萄糖转换到淀粉中存在的脱水D-葡

萄糖的因子。

1.3　基因组重测序研究方法

利用CATB方法分别提取亲本和126个RILs的

DNA，通过凝胶电泳方法检测 DNA 是否有降解或

蛋白质、RNA污染等问题。合格的DNA样品标准

为：浓度≥20 ng/µL，总量≥2 µg，OD260/280=1.8~2.2，

主带清晰，无或轻度降解，无严重RNA污染。按照

Illumina 公司提供的标准方法进行样品检测、文库

构建、文库质检和上机测序过程。

1.4　遗传图谱构建及QTL分析

基于重测序结果对双亲和126个RILs进行SNP

标记分型及筛选。以15个SNP为1个窗口，1个SNP

为步长在染色体上滑动扫描，当滑窗内的SNP分型为

aa的数目大于等于11个时分型为aa，当滑窗内的SNP

分型为bb的数目大于等于11个时分型为bb，其他情况

的以ab进行基因型填补和校正。将筛选得到的Bin分

为12个连锁群，以连锁群为单位，采用HighMap［28］软

件分析获得连锁群内Marker的线性排列，并估算相邻

Marker间的遗传距离，最终得到总图距为1973.86 cM

的遗传图谱。通过CIM区间作图法定位性状，用置换

检验（PT，permutation test）1000次进行设定阈值，首先

考虑0.99置信度对应的LOD阈值，若没有定位区间则

依次向下考虑0.95、0.90置信度的阈值。若仍没有结

果则不考虑PT检验的结果，手动降低阈值到3.0。对

获得的QTL位点及候选区域进行基因功能注释和富集

分析（功能注释包括Nr数据库、COG数据库、GO数据

库、Swissprot数据库、KEGG数据库），得到候选基因。

1.5　实时荧光定量PCR检测

将双亲在灌浆期第 10 d和第 16 d的籽粒（3个

重复，每个重复 6个植株）样品用液氮保存，长期保

存至-80 ℃冰箱中。利用 TriQuick Reagent 提取籽

粒的RNA，用Aidlab公司反转录试剂盒（TUREscript 

1st Stand cDNA SYNTHESIS Kit）进行反转录。以

OsActin基因为内参，引物序列如表1。使用ChamQ 

Universal SYBR qPCR Master Mix 进行荧光定量

PCR实验。在 analytikjena-qTOWER2.2型荧光定量

PCR 仪（德国）上完成。采用 2－△△CT的方法计算基

因相对表达水平，使用 IBM SPSS Statistics 26 处理

数据，Excel 2010绘图。

2　结果与分析

2.1　水稻籽粒抗性淀粉含量在RIL群体中的遗传

变异及相关性分析

2.1.1　水稻籽粒抗性淀粉含量在RIL群体中的遗

传变异　经检测，双亲（宁粳28号和 JTD）在抗性淀
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粉含量上存在显著差异。母本宁粳 28号抗性淀粉

含量较低，仅为0.5%，父本 JTD抗性淀粉含量较高，

为1.75%。两亲本杂交后代获得的RIL群体有126个

株系，抗性淀粉含量在 0.25%~2.38%之间，平均值

为 1.05%（表 2）。RIL 群体抗性淀粉含量分布范围

比较广泛，且呈现正态分布，峰度为-0.02，偏度为

0.63（图 1）。RIL群体中有 44%的材料抗性淀粉含

量高于平均值，抗性淀粉含量最高能达到2.38%，出

现超亲现象，表现出数量性状遗传特点，符合QTL

定位区间作图的要求。

2.1.2　水稻籽粒抗性淀粉含量及其他农艺性状相

关性分析　本研究通过分析重组自交系群体126个

家系的水稻籽粒抗性淀粉含量和其他9个农艺性状

的相关性，结果表明抗性淀粉与垩白粒率、粒长、千粒

重呈显著正相关，相关系数分别为0.22、0.18和0.27

（表3）。此外，通过农艺性状综合分析在RILs群体中

获得3个抗性淀粉含量较高、其他农艺性状表现较好

的家系，编号分别为201941、201950、201956（表4）。

2.2　Bin标记筛选及遗传图谱构建

基于双亲和 126 个 RIL 群体的双端测序（PE，

pari end）结果，序列读长为150 bp，利用短序列比对

软件 BWA 将测序数据比对到日本晴参考基因组

表1　荧光定量PCR检测所用引物

Table 1　Primers for qRT-PCR

引物名称

Prime name

OsActin

Os07g0443500

Os07g0444000

正向引物序列（5'-3'）

Forward primer sequence （5'-3'）

GACCTTCAACACCCCTGCTA

GAGTGGAGCAAAGAGGAG

CCACTACAGGTCGCTGATAT

反向引物序列（5'-3'）

Reverse primer sequence （5'-3'）

ACAGTGTGGCTGACACCATC

CTTGTGCCAGAGATCAGG

CGAGTATGGTTCTTGGAGGA

宁粳28号
JTD
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图1　RIL群体抗性淀粉含量分布图

Fig.1　Distribution of resistant starch content in RIL 

population

表2　亲本及RIL群体抗性淀粉含量

Table 2　Resistance starch content of the parental and RIL 

populations

性状
Character

抗性淀粉
含量（%）
RS content

亲本 Parents

宁粳28号
Ningjing 28

0.5

JTD

1.75

RIL群体 RILpopulation

范围 
Range

0.25~2.38

平均值
Average

1.05

标准差
SD

0.44

变异系数
CV

41.91

RS：Resistance starch， the same as below

表3　宁粳28号/JTD F7抗性淀粉含量与其他农艺性状的相关性分析

Table 3　Correlation analysis of resistant starch content and other agronomic shapes in Ningjing 28/JTD F7 generation

性状

Character

抗性淀粉含量

RS content

垩白粒率

Cretaceous 

grain rate

0.22*

穗长

Spike length

0.01

株高

Plant height

0.09

茎基粗

Stem base thick

-0.13

粒长

Grain long

0.18*

粒宽

Grain width

0.16

粒长宽比

Grain length 

and width ratio

0.01

千粒重

Thousand-

grain weight

0.27**

单穗粒重

Single ear 

grain weight

0.01

*表示不同性状间呈显著相关，**表示不同性状间呈极显著正相关

* indicates a significant correlation between different traits， and ** indicates a very significant positive correlation between different traits

表4　抗性淀粉含量较高的3个家系的农艺性状表现

Table 4　Agronomic traits of three lines with higher resistant starch content

编号

Number

201941

201950

201956

抗性淀粉

含量（%）

RS content

1.75

1.69

1.54

垩白粒率（%）

Cretaceous 

grain rate

7.00

4.00

3.00

穗长（cm）

Spike length

23.46

24.56

22.96

株高（cm）

Plant height

128.74

121.68

114.38

茎基粗（mm）

Stem base 

thick

7.15

7.28

6.92

粒宽（mm）

Grain long

3.12

3.17

3.37

粒长（mm）

Grain width

8.36

8.51

7.94

粒长宽比

Grain length 

and width ratio

2.20

2.40

2.10

千粒重（g）

Thousand-

grain weight

25.45

25.10

24.48

单穗粒重（g）

Single ear 

grain weight

2.90

3.11

4.78
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（ftp：//ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/000/005/

425/GCF_000005425.2_Build_4.0/）上。过滤掉非染

色体标记，亲本纯合一致且亲本标记深度低于4×的

标记，以保证子代分型正确性。利用HighMap软件

对筛选得到的199，616个SNP进行基因型填补和校

正，根据子代重组情况进行Bin划分，将各样本按染

色体物理位置排列整齐，当任何样本中出现分型转

变就认为出现了重组断点，将重组断点间的SNP划

为Bin中，Bin内认为没有重组事件发生。筛除长度

小于 10 kb以下的Bin，过滤掉严重偏分离（卡方检

验P<0.0001）的多态性标记，最终以 1，856个Bin标

记构建遗传图谱。该遗传图谱包含12个连锁群，分

别对应水稻的 12条染色体，总图距为 1973.86 cM，

其中第3条染色体Bin标记数目最多，为254条，第5条

染色体Bin标记数目最少，为82条；第7条染色体标

记间Max Gap最大，为 13.34 cM，第 10条染色体标

记间Max Gap最小，为4.7 cM；第12条染色体Bin标

记间平均遗传距离最大，为2.26 cM，第10条染色体

Bin 标记间距离最小，仅为 0.55 cM，整个染色体组

的标记平均间距为1.06 cM（表5、图2）。

2.3　水稻籽粒抗性淀粉含量的QTL分析

以构建的水稻高密度遗传连锁图谱为基础，

利用R/qtl软件通过CIM区间作图法对水稻F7群体

的抗性淀粉性状进行 QTL 定位。用置换检验 PT

图2　标记构建的遗传图谱

Fig.2　Bin genetic linkage map

表 5　Bin 图谱信息表

Table 5　Bin map information

染色体

Chromosome

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

总计Total

每条连锁群总的Bin标记

Total Bin marker

171

194

254

95

82

174

106

210

100

237

144

89

1856

总遗传距离（cM）

Total distance

189.71

192.49

193.92

169.88

134.69

155.58

165.96

187.22

154.38

130.84

100.25

198.93

1973.86

平均图距（cM）

Average distance

1.12

1.00

0.77

1.81

1.66

0.90

1.58

0.90

1.56

0.55

0.70

2.26

1.06

最大Gap（cM）

Max gap

7.20

6.26

7.61

7.66

7.66

10.89

13.34

9.96

9.38

4.70

9.63

7.52

13.34

Gap<5 cM的百分比（%）

Gaps<5 cM

97.65

99.48

99.21

97.87

86.42

97.11

87.62

83.73

94.95

99.15

97.20

77.27

77.27
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（Permutation test）检验 1000次进行阈值设定。结果

显示，当LOD阈值为4.2时，在水稻第 7号染色体上

检测到一个间距 0.397 cM 的水稻抗性淀粉性状

相关 QTL 位点，命名为 qRS-7，遗传位置为 52.99~

53.38 cM，贡献率9.7%，呈现加性效应（图3）。对候选

区域进行基因功能注释，获得两个候选基因

Os07g0444000 和 Os07g0443500（表 6）。基因功能

富集分析结果表明，Os07g0444000 富集在葡萄糖

神经酰胺代谢通路上，该基因定位在细胞膜上，预

测可能参与水稻葡萄糖神经酰胺分解相关途径。

Os07g0443500 是一种预测定位在细胞核上，含有

MYB结构域的DNA结合蛋白。

2.4　候选基因在亲本及RIL群体中的序列分析

根据基因组重测序的结果，分析了候选基

因 Os07g0444000 和 Os07g0443500 在双亲中 SNP

标记的序列信息。双亲序列比对发现，候选基因

Os07g0443500上有1个SNP位点在父本JTD中是A，

在母本宁粳 28号中是G。候选基因Os07g0444400

上有 6 个 SNP 位点在双亲中存在序列差异（表 7）。

通过分析 RIL 群体中携带 qRS-7 不同亲本基因型

的家系和抗性淀粉含量之间的关系，发现候选基

因 Os07g0444400 上的 SNP15740179 位点在高抗性淀

粉含量家系中携带的基因型与父本 JTDA一致，在

低抗性淀粉含量家系中携带的基因型与母本宁

粳 28 号 G 一致，两组抗性淀粉含量均值达到显著

差异（P=0.033）；该基因上的另一个 SNP15740207位点

在高抗性淀粉含量家系中携带的基因型与父本

JTDT 一致，在低抗性淀粉含量家系中携带的基因

型与母本宁粳 28 号 C 一致，两组抗性淀粉含量均

值也达到显著差异（P=0.031）（图 4）。以上结果说

明抗性淀粉在 RILs 群体中的变异可能来源于候

选基因Os07g0444400上SNP15740179和SNP15740207的差

异表达。

2.5　候选基因在亲本灌浆中后期的表达分析

利用实时荧光定量qPCR检测了候选基因在双

亲灌浆中期［2］两个时间点（10 d和16 d）的mRNA表

达情况。结果表明在灌浆16 d时，Os07g0443500在

父本JTD中的表达量显著高于母本宁粳28号。在灌

浆10 d和16 d时，Os07g0444000在父本 JTD中的表

达量均显著高于母本宁粳28号（图5）。说明这两个

候选基因可能参与水稻籽粒灌浆过程中抗性淀粉

的积累。以上说明Os07g0444000和Os07g0443500

可能在水稻抗性淀粉的形成过程中发挥功能，因此

下一步需要克隆基因，利用基因编辑和过表达等技

术深入研究基因的功能。

图3　抗性淀粉QTL定位分析

Fig.3　Resistant starch QTL mapping analysis

表6　候选基因分析

Table 6　Candidate gene analysis

基因名称

Gene name

Os07g0444000

Os07g0443500

功能描述

Gene description

类似于非溶酶体葡萄糖神经酰胺酶

包含MYB结构域的蛋白

定位

Location

细胞膜

细胞核

表7　双亲中有序列差异的候选基因SNP位点

Table 7　Analysis of SNP variants of the candidate genes in 

parents

候选基因

Candidate gene

Os07g0443500

Os07g0444000

SNP位点

SNP site

SNP15697906

SNP15728783

SNP15729393

SNP15740179

SNP15740207

SNP15740426

SNP15740539

JTD

A

T

T

A

T

T

G

宁粳28号

Ningjing 28

G

C

A

G

C

C

A
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3　讨论

水稻籽粒抗性淀粉性状为多基因控制的数量

性状，同时也受外界环境影响，因此研究过程中品

种差异、构建的群体类型和大小、水稻生长环境以

及籽粒抗性淀粉的测定方法等差异都将不同程度

地影响 QTL 定位结果［21，29］。本研究利用爱尔兰

Megazyme公司的抗性淀粉试剂盒测定水稻籽粒抗

性淀粉含量。在测定过程中，采用 3次生物学重复

试验，每次生物学重复试验中保证3次技术重复，并

且严格把控每个试剂的浓度、pH值、用量等从而确

保抗性淀粉测定结果的准确性和可重复性。本研

究选用的双亲为宁夏本地高产品种宁粳 28号和外

引品种 JTD。尽管双亲的抗性淀粉相对含量差异大

于 3倍（图 1），但绝对含量在水稻品种中都不算高。

双亲均为粳稻品种，通过连续自交获得的RIL群体

数量有126个。构建的重组自交系群体应尽可能大

一些才能包含更多的遗传多样性，检测群体抗性淀

粉表型数据最好能采用多年多点的方式。本研究

构建的重组自交系群体较小，且仅有一年抗性淀粉

表型数据，这些因素可能导致本研究最终只发现了

1个QTL位点。

本研究通过高通量测序技术对亲本及重组自交

系群体进行基因组重测序，筛选出大量SNP位点，基

于这些位点构建了高密度的Bin图谱，结合抗性淀

粉表型数据进行QTL分析，在水稻第7号染色体上获

得了两个候选基因Os07g0443500和Os07g0444000。

李鸣晓［22］曾利用区间作图法，也在水稻 7号染色体

上找到和抗性淀粉相关的QTL位点，LOD为 3.07，

单个贡献率为6.39%。但该研究并未深入挖掘QTL

区间可能存在的候选基因。目前，本研究发现的两

个候选基因尚未报道。生物信息学分析表明

Os07g0443500 是一个定位于细胞核上，含有 MYB

结构域的DNA结合蛋白，推测该蛋白可能是一个转

录因子。已有研究表明，一些转录因子通过促进或

者抑制直接参与抗性淀粉形成的基因GBSSI、SSs和

SBEs转录水平的表达，影响籽粒中直链淀粉和淀粉

的精细结构，从而响应抗性淀粉的形成和调控［21］。

*表示在0.05水平有显著差异；不同颜色代表不同的SNP位点，相同颜色代表同一个SNP位点

* represents a significant difference at the 0.05 level； Different colors represent different SNP sites and the same color represents the same SNP site

图4　RIL群体中携带候选基因不同亲本基因型的家系和抗性淀粉含量之间的关系

Fig.4　Relationship between families carrying candidate genes with different parental genotypes and RS content in RIL population

A：候选基因Os07g0443500在双亲灌浆10 d和16 d的mRNA表达分析；B：候选基因Os07g0444000在双亲灌浆10 d和16 d的mRNA

表达分析；**表示在0.01水平有显著差异

A： mRNA expression analysis of candidate gene Os07g0443500 in parental grouting 10 d and 16 d； B： mRNA expression analysis of the 

candidate gene Os07g0444000 in parental grouting 10 d and 16 d； ** indicates a significant difference at the 0.01 level

图5　候选基因在亲本灌浆中后期的表达分析

Fig.5　Expression analysis of candidate genes in parents at different grain filling stages
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例如，MYC家族成员OsBP-5可以直接结合到Wx基

因启动子区的CAACGTG基序上，通过与AP2/EREBP

家族成员 OsEBP-89 蛋白互作进而激活 Wx 基因的

转录水平表达，和野生型相比，OsBP-5 RNAi植株中

直链淀粉含量降低［30］。在转录后阶段，Du 基因

（Du1、Du2和Du3）能够通过影响Wxb基因mRNA前

体的剪接进而调控直链淀粉的合成［31-33］。另一个候

选蛋白Os07g0444000是一个预测定位于细胞膜上

的葡萄糖神经酰胺酶。葡萄糖神经酰胺（GlcCer）和

葡萄糖结合成的鞘脂是大多数真核细胞内膜系统

和质膜的主要成分。常见的GlcCer存在于植物、真

菌和动物中，但是目前仅在动物中有一些相关基因

的功能研究，在植物中的研究很少［34］。植物中的

GlcCers 可能参与脂质微区的形成和适应胁迫［35］。

植物GlcCer生物合成的抑制导致细胞内高尔基体

的剧烈形态变化和蛋白质分泌减少，敲除葡萄糖神

经酰胺合酶会导致幼苗死亡，表明GlcCers对于植物

发育和生长至关重要［36-37］。最新研究发现，人类非溶

酶体葡萄糖神经酰胺酶的拟南芥同源蛋白AtGCD3

是一种植物葡萄糖神经酰胺酶，GFP-AtGCD3融合

蛋白主要定位于质膜或内质网膜，AtGCD3通过优

先水解长酰基 GlcCer（C16-C18）参与 GlcCer 分解

代谢［38］。

一般认为抗性淀粉有 5种类型，其中RS5是直

链淀粉和脂质的复合物，通过形成螺旋结构，防止

被淀粉酶消化［39］。抗性淀粉的合成除受到淀粉固

有特性的影响外，也会受到非淀粉成分，包括糖、脂

类和蛋白质等生物大分子的影响，并且一些转录因

子和mRNA剪接因子已被证明在抗性淀粉形成中

发挥潜在作用［21］。因此推测上述两个候选基因可

能参与水稻籽粒抗性淀粉的形成过程。本研究通

过挖掘水稻抗性淀粉QTL位点和相关基因为进一

步克隆水稻抗性淀粉相关基因和品种选育提供了

新线索。

目前对于水稻抗性淀粉形成的遗传和分子机

制阐释仍然不够充分，一些与抗性淀粉形成具有间

接作用的基因还需要进一步验证生物学功能。在

育种工作中，通常会发现增加水稻中抗性淀粉的含

量导致了其他水稻农艺性状，如产量、食味品质和

外观品质的降低［40-41］。水稻中淀粉合成的调控网络

还有许多未知因子的加入，功能成分含量的增加也

需要多个特殊性状的聚合，并且在不同的种质资源

群体淀粉品质差异广泛［42-44］。因此需要构建不同的

种质资源群体、RIL群体，对抗性淀粉进行QTLs定

位和区间内候选基因的深入挖掘与解析。借助高

通量组学（转录组学、蛋白质组学和代谢组学等）技

术、基因编辑等多种手段与方法，充分掌握抗性淀

粉合成的遗传和分子调控机制，将能够较好的平衡

抗性淀粉含量、产量和食用品质之间的关系，并最

终培育出更多更好的农作物新品种。
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