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7�摘　要：应用ＰＣＲ一步法对来自云南省１４个地州、５５个市／县的２２０个籼、粳地方稻种 Ｗｘ基因第一内含子供体＋１位
7�碱基 Ｇ／Ｔ进行了检测，同时用ＰＣＲ-ＡｃｃＩ酶切法对其中的１０１份进行验证，结果表明两种方法检测结果一致。根据 Ｇ／Ｔ碱

基将２２０个供试材料分为 ＧＧ、ＴＴ两种基因型。云南地方稻种以 ＧＧ型占优势，有１６４个，占７４．５％；ＴＴ型有５６个，占
２５．５％；籼稻中８０．５％属 ＧＧ 型，粳稻中６７．０％属 ＧＧ型。ＧＧ 型直链淀粉含量较高，平均１８．９７％，ＴＴ 型较低，均低于
１６％，ＧＧ、ＴＴ 基因型之 间的平均直 链淀粉含量 差异极显著。Ｇ／Ｔ 与 直链淀粉含 量存在密切 的联系，其 相关系数为
０．７３３ 7�＊＊ 7�。ＧＧ型品种中有３３个直链淀粉含量较低（３．９１％～１５．９３％），多数为来源于云南西南部傣族地区的品种。籼稻
中的ＧＧ型或ＴＴ型品种与粳稻中的 ＧＧ型或 ＴＴ型品种间平均直链淀粉含量无显著差异，表明 ＧＧ／ＴＴ基因型在籼粳不同

7�遗传背景下直链淀粉表达无显著差异。
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7�　　直链淀粉含量是决定稻米食用和加工品质的一

个重要因素 7�［１-２］ 7�。直链淀粉含量高的稻米，米饭较

硬，饭粒松散，胀性好；直链淀粉含量低的稻米，米饭

较软，饭粒黏结，胀性小。随着人们生活水平的提高

以及用途和地域的不同，人们对直链淀粉含量的要

求也不尽相同，直链淀粉含量已成为水稻品质育种

研究的一个重要方面 7�［３-４］ 7�。

7�水稻中控制稻米直链淀粉合成的主要是蜡质基

因（Ｗｘ）编码的结合在淀粉粒上的淀 粉合成酶

7�（ＧＢＳＳ） 7�［５-７］ 7�。水稻蜡质基因表达调节规律的研究

表明稻米中直链淀粉含量的高低是由该品种蜡质基

因第一内含子的剪接效率决定的 7�［８］ 7�。进一步的研

究还显示蜡质基因第一内含子的剪接效率与第一内

含子供体＋１位置的碱基是正常的Ｇ还是突变成Ｔ

有关 7�［９-１３］ 7�。若蜡质基因第一内含子供体＋１位是正

常的碱基Ｇ，蜡质基因第一内含子能被正常剪接，水

稻胚乳中就能产生较多的蜡质基因成熟 ｍＲＮＡ，

ＧＢＳＳ的量就较多，胚乳中直链淀粉含量就高；反

之，蜡质基因第一内含子供体＋１位的碱基Ｇ突变

成Ｔ后，蜡质基因第一内含子利用别的剪接位点进

行剪接，剪接效率低，胚乳中产生的蜡质基因成熟

ｍＲＮＡ的量减少，ＧＢＳＳ的量也较少，相应的胚乳中
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7�直链淀粉的合成水平也降低。Ａｙｒｅｓ等 7�［１４］ 7�最早根

据 Ｗｘ基因第一内含子供体＋１位的这种 Ｇ／Ｔ多

态性，设计了ＰＣＲ-ＡｃｃⅠ检测方法，即 Ｗｘ基因第

一内含子供体＋１位碱基是Ｇ时，它能与旁邻的碱

基构成 ＡｃｃⅠ的识别位点ＡＧ ＡＴＡ，使含 ＡＧ

7�ＡＴＡ序列的扩增片段能被ＡｃｃⅠ酶切，而含ＡＧ

7�ＡＴＡ序列的不能被 ＡｃｃⅠ酶切。通过对８９份水稻

品种的检测发现，高直链淀粉含量的品种 Ｗｘ基因

第一内含子供体＋１位碱基为 Ｇ，可以被 ＡｃｃⅠ酶

切；低直链淀粉含量的品种为 Ｔ，不能被 ＡｃｃⅠ酶

切。蔡秀玲等 7�［１５］ 7�利用这种分析方法，改进了可以检

7�测水稻 Ｗｘ基因第一内含子供体＋１位碱基的

ＰＣＲ-ＡｃｃⅠ分子标记来研究籼稻品种的直链淀粉含

量。毛兴学等 7�［１６］ 7�又根据ＰＣＲ扩增时引物３′末端碱

7�基与模板的匹配程度对扩增效率的影响而设计了

ＰＣＲ一步法，为满足育种中批量检测需要提供了一

个简单、快速、经济的方法。

7�云南省是世界上最大的稻种遗传多样性和生态

多样性中心之一 7�［１７-１９］ 7�。本研究对２２０个云南地方

稻种 Ｗｘ基因第一内含子供体＋１位碱基 Ｇ／Ｔ进

行了检测分析，以揭示云南地方稻种 Ｗｘ基因第一

内含子供体＋１位碱基 Ｇ／Ｔ的特点及与直链淀粉

含量的关系。

7�１　材料与方法

7�１．１　实验材料

7�供试材料是来自云南省 １４个地州、５５个市

（县）的２２０个地方品种，皆为多年自交提纯的纯合

株系。按照程氏指数法 7�［２０-２１］ 7�分为籼稻１２３份、粳稻

９７份，经过多年自交，纯合度高。这些稻种在地理

上几乎涵盖了云南全境，所处的气候生态类型极其

多样。

7�１．２　直链淀粉含量的测定

7�供试材料于２００３年统一种植在云南省新平县

腰街镇（海拔５００ｍ），顺序排列，每个材料种植１００

株，管理同大田，成熟后收获。按国家标准（ＧＢ／

Ｔ１５６８３-１９９５）由农业部农产品质量与监督中心（云

南昆明）测定稻米直链淀粉含量。

7�１．３　ＤＮＡ的提取

7�采用 Ｍｕｒｒａｙ等的ＣＴＡＢ法 7�［２２］ 7�，从单株叶片中

提取总ＤＮＡ，试剂均为国产分析纯。

7�１．４　ＰＣＲ一步法检测

7�ＰＣＲ一步法反应体系、扩增程序、引物参考毛

兴学等 7�［１６］ 7�报道的 ＰＣＲ 一步法，引物序列为 ５′-

ＴＣＡＧＧＡＡＧＡＡＣＡＴＣＴＧＣＡＡＧＧ-３′和５′-ＴＣＡＧ

7�ＣＣＴＡＡＣＣＡＡＡＣＡＴＡＡＣＧＡＡ-３′，由上海生物工

程公司合成。扩增产物在３％琼脂糖凝胶上电泳，

以 Ｈｉｎｃ Ⅱ 酶 切 后 的 Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ΦＸ１７４ａｍ３

ＤＮＡ作为分子标记。

7�１．５　ＰＣＲ-ＡｃｃＩ酶切法检测

7�ＰＣＲ-ＡｃｃⅠ酶切法的 ＰＣＲ 反应体系、扩增程

序、引物参照蔡秀玲等 7�［１５］ 7�报道，引物序列为 ５′-

ＧＣＴＴＣＡＣＴＴＣＴＣＴＧＣＴＴＧＴＧ-３′和５′-ＡＴＧＡＴ

7�ＴＴＡＡＣＧＡＧＡＧＴＴＧＡＡ-３′，由上海生物工程公司

合成。

7�在０．５ｍＬ离心管中，加入１２μＬＰＣＲ扩增产

物、１．５μＬ１０×酶解缓冲液和５Ｕ ＡｃｃⅠ酶，用

ｄｄＨ 7�２ 7�Ｏ将总体积补足为１５μＬ，混匀后在３７℃下保

温１．５ｈ。酶解产物和未酶解的产物（对照）在３％

琼脂糖凝胶上电泳，以 ＨｉｎｃⅡ酶切后的 Ｂａｃｔｅｒｉｏ-

ｐｈａｇｅΦＸ１７４ａｍ３ＤＮＡ作为分子标记，根据迁移距

离区分能被酶解与不能被酶解的ＤＮＡ带。

7�２　结果与分析

7�２．１　ＰＣＲ-ＡｃｃⅠ酶切法与ＰＣＲ一步法比较

7�应用ＰＣＲ一步法对每个品种 ＤＮＡ 进行ＰＣＲ

扩增，有的品种可以扩增出一条带，有的则无产物或

仅有模糊影子。由于所用上游引物３′末端碱基设

计为 Ｗｘ基因第一内含子供体＋１位碱基且为 Ｇ，

如果模板链ＤＮＡ 相应位置是 Ｃ，其扩增效率就比

模板链相应位置为 Ａ 时高１００倍 7�［１６，２３］ 7�，扩增产物

在３％琼脂糖凝胶电泳图上显示为一条清晰的２３７

ｂｐＤＮＡ条带，基因型记为ＧＧ型（图１中样品１、２、

7�５、６、７、８、１０、１１、１２、１５）；如果模板链 ＤＮＡ相应位

置是Ａ，产物在电泳图上只有模糊影子或没有条带，

7�基因型为ＴＴ型（图１中样品３、４、９、１３、１４）。

7�应用ＰＣＲ-ＡｃｃⅠ酶切法的引物先对１０１个品种

7�ＤＮＡ进行了ＰＣＲ扩增，每个品种都可以扩增出一

条４６０ｂｐ的带，在用 ＡｃｃⅠ内切酶处理前每个品种

的扩增带电泳位置都一样（图２）。再用 ＡｃｃⅠ内切

酶对扩增产物进行酶切，当 Ｗｘ基因第一内含子供

体＋１位碱基为Ｇ时，它与旁邻的碱基序列ＧＴＡＴ

7�ＡＣ正好成为限制性内切酶 ＡｃｃⅠ的识别位点，Ａｃｃ

Ⅰ内切酶处理后，４６０ｂｐ的扩增产物被 ＡｃｃⅠ内切

酶切割成４０３ｂｐ和５７ｂｐ两个片段（图２，样品２′、

４′）；而当该位点为碱基 Ｔ 时，ＡｃｃⅠ不能识别，４６０

ｂｐ扩增产物不能被 ＡｃｃⅠ内切酶切割，与处理前一

样仍为４６０ｂｐＤＮＡ条带（图２，样品１′、３′、５′）。

7�１２ 7�张娅丽等：云南地方稻种 Ｗｘ基因第一内含子供体＋１位碱基变异与直链淀粉含量关系
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7�图１　部分水稻品种 ＰＣＲ一步法扩增产物琼脂糖凝胶电泳

7�Ｆｉｇ．１．ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＧＧ／ＴＴｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆ１５ｒｉｃｅｖａｒｉｅｔｉｅｓｂｙｏｎｅ-ｓｔｅｐＰＣＲｍｅｔｈｏｄ．

7�１－盐酸谷；２－红长毛；３－毫糯壳；４－背子糯；５－麻线谷；６－昌宁大白谷；７－黄皮糯；８－黑长毛谷；９－黑糯；１０－短脚糯；１１－矮

7�桩谷；１２－江边白谷；１３－红心糯；１４－毫公混；１５－白长芒谷；Ｍ－分子标记（ＨｉｎｃⅡ酶切ＢａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅΦＸ１７４ａｍ３ＤＮＡ）。其中１、２、５、６、

7�７、８、１０、１１、１２、１５为ＧＧ型；３、４、９、１３、１４为ＴＴ型。

7�Ｌａｎｅ１，Ｙａｎｓｕａｎｇｕ；Ｌａｎｅ２，Ｈｏｎｇｃｈａｎｇｍａｏ；Ｌａｎｅ３，Ｈａｏｎｕｏｋｅ；Ｌａｎｅ４，Ｂｅｉｚｉｎｕｏ；Ｌａｎｅ５，Ｍａｘｉａｎｇｕ；Ｌａｎｅ６，Ｃｈａｎｇｎｉｎｇｄａｂａｉｇｕ；

Ｌａｎｅ７，Ｈｕａｎｇｐｉｎｕｏ；Ｌａｎｅ８，Ｈｅｉｃｈａｎｇｍａｏｇｕ；Ｌａｎｅ９，Ｈｅｉｎｕｏ；Ｌａｎｅ１０，Ｄｕａｎｊｉａｏｎｕｏ；Ｌａｎｅ１１，Ａｉｚｈｕａｎｇｇｕ；Ｌａｎｅ１２，Ｊｉａｎｇｂｉａｎｂａｉｇｕ；

Ｌａｎｅ１３，Ｈｏｎｇｘｉｎｎｕｏ；Ｌａｎｅ１４，Ｈａｏｇｏｎｇｈｕｎ；Ｌａｎｅ１５，Ｂａｉｃｈａｎｇｍａｎｇｇｕ；Ｍ，ΦＸ１７４- ＨｉｎｃⅡｄｉｇｅｓｔｅｄＤＮＡｍａｒｋｅｒ．Ｌａｎｅｓ１，２，５，６，７，

7�８，１０，１１，１２ａｎｄ１５ｓｈｏｗｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｂａｎｄｓｏｆＧＧｇｅｎｏｔｙｐｅ；Ｌａｎｅｓ３，４，９，１３ａｎｄ１４ｓｈｏｗｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｂａｎｄｓｏｆＴＴｇｅｎｏ-

ｔｙｐｅ．

7�图２　部分品种ＰＣＲ扩增产物 ＡｃｃⅠ内切酶处理前后电泳图

7�Ｆｉｇ．２ ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＧＧ／ＴＴｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆｆｉｖｅｒｉｃｅｖａｒｉｅｔｉｅｓ

7�ｂｙＰＣＲ-ＡｃｃⅠ ｍｅｔｈｏｄ．

7�１－白镰刀谷；２－芒谷；３－毫咔；４－粑粑谷；５－紫糯。１～５，

7�样品 ＡｃｃⅠ内切酶处理前的扩增产物；１′～５′，样品 ＡｃｃⅠ内切酶处

理后的 扩增产 物；Ｍ－ 分 子标 记（ＨｉｎｃⅡ 酶切 Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ

ΦＸ１７４ａｍ３ＤＮＡ）。其中样品１′，３′，５′为ＴＴ型；２′，４′为ＧＧ型。

7�Ｌａｎｅ１，Ｂａｉｌｉａｎｄａｏｇｕ；Ｌａｎｅ２，Ｍａｎｇｇｕ；Ｌａｎｅ３，Ｈａｏｋａ；Ｌａｎｅ

7�４，Ｂａｂａｇｕ；Ｌａｎｅ５，Ｚｉｎｕｏ．Ｌａｎｅｓ１ｔｏ５，ＵｎｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＡｃｃⅠ；

Ｌａｎｅｓ１′ｔｏ５′，Ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ ＡｃｃⅠ．Ｍ，ΦＸ１７４- ＨｉｎｃⅡ ｄｉｇｅｓｔｅｄ

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ．Ｌａｎｅｓ１′，３′ａｎｄ５′ｓｈｏｗｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｂａｎｄｓｏｆ

ＴＴｇｅｎｏｔｙｐｅ；Ｌａｎｅｓ２′ａｎｄ４′ｓｈｏｗｔｈｅｅｌｅｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｂａｎｄｓｏｆＧＧ

ｇｅｎｏｔｙｐｅ．

7�不能被酶解的４６０ｂｐＤＮＡ和被酶解产生的４０３ｂｐ

7�两种分子量的ＤＮＡ条带，在３％琼脂糖凝胶电泳上

的泳动速率不同，可以被识别（图２）。将 Ｗｘ基因第

7�一内含子供体＋１位是碱基 Ｇ的基因型记作 ＧＧ

型，是碱基 Ｔ的记作 ＴＴ型；如果酶解产物只有一

条与未经酶解的 ＰＣＲ 产物相同分子量的４６０ｂｐ

ＤＮＡ条带，则该水稻品种的基因型为 ＴＴ型；若观

察到一条分子量为４０３ｂｐ的 ＤＮＡ条带，则该品种

为ＧＧ型。

7�ＰＣＲ-ＡｃｃⅠ酶切法检测的１０１份材料，结果与

ＰＣＲ一步法检测结果完全一致，进一步证明了ＰＣＲ

一步法检测水稻 Ｗｘ基因第一内含子供体＋１位碱

基的可靠性。

7�２．２　云南地方稻种 Ｗｘ基因第一内含子供体＋１

位碱基特点与直链淀粉含量的关系

7�根据 Ｗｘ基因第一内含子供体＋１位碱基 Ｇ／

Ｔ，２２０个云南地方稻种划分为 ＧＧ和 ＴＴ两种基因

型：ＧＧ型为１６４个，占７４．５５％；ＴＴ 型５６个，占

２５．４５％；籼稻中８０．４９％属ＧＧ型，粳稻中６７．０１％

属ＧＧ 型。可见，云南地方稻种无论籼粳都是 ＧＧ

型占优势，籼稻中比例更高。

7�两种基因型直链淀粉资料列于表１和图３。由

表１和图３可知：第一，ＧＧ型与ＴＴ型品种平均直

链淀粉含量分别为１８．９５％和８．４０％，两类品种存

在极显著的差异，籼稻和粳稻群体的 ＧＧ 型与 ＴＴ

型直链淀粉含量之间也存在极显著差异。可见，Ｇ／

Ｔ与直链淀粉含量存在密切的联系。经统计分析，

ＧＧ、ＴＴ 基因型与 直链淀粉含 量的相关 系数为

０．７３３ 7�＊＊ 7�，存在极显著相关。第二，ＴＴ型品种直链

淀 粉含量均低于１５．９２％；大多数ＧＧ型品种直链

7�２２ 7�中国水稻科学（ＣｈｉｎｅｓｅＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２１卷第１期（２００７年１月）
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