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功能稻紫宝香糯 1号维生素 A合成相关 QTL定位

周大虎 1,2,3 杜慧 1,2,3 黎毛毛 4 谢薇 1,2,3 边建民 1,2,3 彭小松 1,2,3 傅军如 1,2,3 贺浩华 1,2,3*

1江西农业大学农学院,南昌, 330045; 2江西省作物生理生态与遗传育种教育部重点实验室,南昌, 330045; 3江西省超级稻工程技术研究中心,

南昌, 330045; 4江西省农业科学院,水稻研究所,南昌, 330200

*通信作者, hhhua64@163.com

摘 要 随着人们生活水平的日益提高，富含各种营养成分且具有保健功效的功能稻也越来越受到关注。挖

掘和利用功能稻中的相关内源基因来用于育种实践显得尤为重要。本研究利用富含天然维生素 A (VA)的功能

稻品种紫宝香糯 1号作为实验材料，通过与 93-11进行正反交构建遗传群体，并测定其 F1代及 F2代群体的

VA含量，表明 VA合成是隐形核基因控制的数量性状。为了进一步对控制水稻含 VA性状的基因进行 QTL

定位分析，利用紫宝香糯 1号与明恢 63通过单粒传构建重组自交系(RIL)并绘制遗传图谱，最终定位了 3个与

VA性状相关的 QTL，这些结果为调控 VA合成相关基因的精细定位和富含 VA新型功效稻选育提供依据。
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Abstract The functional rice, as a new and special rice variety, has some special composition to balance and adjust

to the body's physiological functions. So far, Zibaoxiangnuo 1 (ZBXN) is the first functional rice in the world, which

contains natural endogenous genes derived from cultivated rice associated with vitamin A (VA). In the experiment,

we used ZBXN and 93-11 to do reciprocal crosses, and generated F1 generation and F2 population. Through

measuring the VA content of each plant we could analyze the genetic mechanism of the VA trait. Meanwhile we built

a recombinant inbred line (RIL) derived from ZBXN andMinghui 63 by A single pass. Then we structured a genetic

mapping, and mapped the QTLs controlling VA trait in rice and carried out effect analysis. Finally, we mapped three

QTLs about VA trait, this would provide the foundation for fine mapping of genes and breeding some new rice

varieties containing a lot of VA.
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水稻是世界上一半以上人口的主食作物，稻米

的营养价值在饮食中具有非常重要的地位，因此将

水稻开发成具有保健作用的功能性产品是势在必行

的。功能型水稻是指富含特殊的营养成分，且食用后

能改善人体生理功能的新型水稻品种或组合，同时

这些水稻品种中的营养物质具有稳定遗传特性(廖江

林等, 2003)。目前，富含维生素、抗性淀粉和某种氨

基酸等功能型水稻品种已相继被选育出来，食用这

些功能水稻可以有效改善维生素缺乏、缺铁性贫血

症等营养缺乏症状，同时也可以预防一些高血压和

糖尿病等疾病(陈光等, 2005; 朱秀灵等, 2005; 刘仲

华等, 2007;张祥喜等, 2007; Englyst et al., 2010)。紫

宝香糯 1号是江西省玉山县特种水稻研究开发中心

育成的紫色功能稻，是当前世界上第一个栽培稻内

源基因型含天然维生素 A的水稻品种，VA 含量为

11 IU/100g，其基因是天然无公害优质基因，也是维

生素A合成相关的优质基因(刘克琦等, 2010a; 2010b)。

目前利用紫宝香糯已开发出系列功能性食品，产生

了显著的社会和经济效益。因此，利用分子技术对维

生素 A相关基因进行分离克隆，并将相关基因用于

改良和培育富含天然维生素 A的营养保健型食用新

品种，是一项为人类造福的事业。

QTL定位和图位克隆作为数量性状相关基因克

隆的有效方法，已经在许多作物重要性状研究中发

挥重大作用。QTL定位一般需要合适的群体和分子

标记，同时要选择恰当的定位分析方法和工具。重组

自交系(RIL)群体作为 QTL初步定位的群体，是 F2

个体通过单粒传或单穗传方式自交多代(5代以上)，

杂合位点不断分离重组纯合获得。RIL群体作为一种

永久保存群体，群体一旦构建成功，并对各家系基因

分型后，可以同时多地多年考察研究多个性状。

本研究用紫宝香糯 1号与 93-11正反交，测定其

F1及 F2群体各株系维生素A含量，对紫宝香糯 1号

维生素 A性状进行遗传分析。同时以紫宝香糯 1号

为母本，明恢 63为父本构建了 RIL F5代群体，测定

各家系的维生素 A含量；并利用 SSR引物对每个家

系进行基因分型绘制遗传图谱；最终将基因型与表

型性状结合初步定位维生素 A合成相关 QTL，为水

稻含维生素 A性状的精细定位与克隆提供依据。

1结果与分析

1.1紫宝香糯 1号维生素 A性状的遗传分析

由紫宝香糯 1 号做母本，93-11 做父本杂交和

93-11做母本，紫宝香糯 1号做父本杂交分别获得

F1代种子，同时用紫宝香糯 1 号 /93-11 杂交 F1 代

产生 F2群体，通过对双亲和杂交后代的维生素 A

含量分析检测发现，紫宝香糯 1号维生素 A含量为

10 IU/100 g，93-11 含量为 0，紫宝香糯 1 号 /93-11

F1代和 93-11/紫宝香糯 1号 F1代含量都为 0。F2

代群体含量变化比较大，含量最高达到 233.87 I-

U/100 g，最低为 0。F2群体一共 200个家系，其中含

有维生素 A的单株数为 30，其余 170株含量为 0，分

离比例为 5.67，不符合孟德尔遗传分离比例。分析表

明，维生素 A合成是隐性核基因控制的数量性状。

1.2 RIL群体遗传图谱构建和含维生素 A的性状相

关 QTL定位

选取 RI5代重组自交系中种子量足够的 153个

家系，与亲本紫宝香糯 1号和明恢 63一起进行维生

素 A含量检测，检测结果情况分布(图 1)。其中亲本

紫宝香糯 1号含量为 10 IU/100g，明恢 63含量为 0。

RI5代重组自交系群体中有 111个家系检测含有维

生素 A另外有 42个家系不含维生素 A。水稻糙米中

维生素 A含量呈现向低含量的偏态分离(图 2)，各家

系的含量处于两亲本之间，并且呈连续分布。该结果

表明，水稻糙米维生素 A含量由多基因控制。

1.3维生素 A性状 QTL定位

利用 QTL IciMapping 4.0对 200个家系的带型

进行分析，构建了一个包含 156个标记的遗传图谱

(图 3)；其中总图距约 1 084.91 cM，标记间图距范围

为 0.27~27.95 cM，平均间距 7.53 cM。所构建图谱可

以满足 QTL定位要求，并且与已经公布的水稻高密

度遗传图谱一致性较好。

图 1重组自交系群体糙米维生素 A含量的分布

注: ZBXN: 紫宝香糯 1号; MH63: 明恢 63

Figure 1 Vitamin A content distribution for recombinant inbred

lines group

Note: ZBXN: Zibaoxiangnuo 1; MH63: Minghui 63
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功能稻紫宝香糯 1号维生素 A合成相关 QTL定位

利用 QTL IciMapping 4.0软件，采用完备区间作

图法(ICIM)对 RIL群体各家系糙米的维生素 A含量

进行 QTL定位分析。最终在第 5和 6号染色体上共

找到 3个水稻维生素 A相关 QTLs (表 1;图 2;图 3)，

并依据McCouch水稻命名方法，分别命名为 qVA5、

qVA6-1、qVA6-2，对表型变异的贡献率分别为 9.25%、

18.95 %、8.99 %，3 个 QTL 共同解释的表型变异为

37.19%。其中位于 6号染色体 RM3187~RM3827间

的 qVA6-1的贡献率为 18.95 %，为主效 QTL，增效

基因来源于紫宝香糯 1号；位于 5号染色体 RM169-

RM289间的 qVA5和 6号染色体 RM162-RM528间

的 qVA6-2的增效基因来源于明恢 63。

2讨论

为了让主要的粮食作物水稻富含维生素 A，解

决人类缺乏维生素 A的问题，德国、瑞士、英国等不

同国家的科学家(Ye et al., 2000; Beyer et al., 2002;

Paine et al., 2005)，通过将外援胡萝卜素合成基因转

入水稻中，获得胚乳含胡萝卜素的转基因品系，人们

通过食用含胡萝卜素的稻米，在体内将胡萝卜素转

换成维生素 A。然而本研究的地方品种紫宝香糯 1号

自身就含有维生素 A，因此，人们可以直接食用该品

种来补充体内的维生素。另外研究者还发现在不同

种植地区对紫宝香糯 1号维生素 A含量的影响不大

(刘克琦, 2011)。杨玉梁等(2013)人研究发现，紫宝香

糯 l号维生素 A合成相关基因在后代中能够稳定表

达，并且在不同品种间可以通过杂交的方式进行转

移。本试验利用紫宝香糯 1 号与不含维生素 A 的

93-11正反交 F1代及 F2分离后代维生素 A含量测

定发现，紫宝香糯中维生素 A含量是由隐形核基因

控制的数量性状。

同时，本试验用于 QTL定位的重组自交系群体

与用于遗传分析的 F2代群体的维生素 A含量分布

存在较大差异，其中 F2代群体中含维生素 A的家

图 2完备区间作图法定位维生素 A含量 QTL的图谱

Figure 2 Graph of mapping QTL for vitamin a content using

ICIM method

图 3 RIL群体维生素 A含量的 QTL定位图谱

注: 红色标注代表水稻维生素 A相关 QTL

Figure 3 Map Locations of QTLs associatied with vitamin A

content of RIL populations

Note: Red indicates the QTL associated with vitamin A

表 2紫宝香糯 1号/明恢 63 RIL群体维生素 A合成相关 QTL定位

Table 2 QTL mapping about vitamin A content for Zibaoxiangnuo 1/ Minghui 63 RIL group

染色体

Chromosome

5

6

6

QTL名称

QTL name

qVA5

qVA6-1

qVA6-2

位置(cM)

Location

67

32

37

标记区间

Marker interval

RM169-RM289

RM3187-RM3827

RM162-RM528

LOD值

LOD value

2.82

5.91

2.54

贡献率(%)

Contribution value (%)

9.25

18.95

8.99

加性效应

Additive effect

-0.76

1.27

-0.88

等位基因来源

ALLELE source

明恢 63

Minghui 63

紫宝香糯 1号

Zibao Xiangnuo No.1

明恢 63

Minghui 63
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系占少数，而重组自交系群体中含维生素的家系占

多数。从遗传角度来看，维生素 A合成基因由隐形

基因控制，F2 代群体许多家系还处于杂合状态，未

表现出含维生素 A的性状；RIL群体许多位点已经

纯合，隐形性状可以表现出来。同时，由于 F2代群

体是在浙江省食品质量监督检验站检测完成，检出

线为 2 IU/100g，RIL群体由江西省分析测试中心检

测完成，2 IU/100 g以下也可以检测出来。对 RIL群

体维生素 A含量的检测分析进一步证实，维生素 A

合成由隐性多基因控制。

目前关于维生素 A相关的 QTL还未见报道，但

在维生素 A 原—类胡萝卜素合成相关基因和 QTL

的研究方面，人们已经获得了一些进展。研究者用甘

蓝品种 VI-158和 BNC构建了一个 F2:3群体，通过

SNP芯片分型构建了一张平均间距 1.7 cM 的高密

度遗传图谱，利用两年的类胡萝卜素含量数据鉴定

出 3 个相关 QTL，可以解释 50%以上的表型变异

(Brown et al., 2014)。除此之外，还有研究者利用两个

土豆二倍体群体通过全基因组 QTL定位的方法，在

3号染色体上找到了一个两群体共有的主效 QTL，

对土豆块茎类胡萝卜素含量变异的贡献率为 71 %，

但发现类胡萝卜素成分组成相关的 QTL仅可以解

释很小的变异(Campbell et al., 2014)；同时在其中一

个群体中找到一个可以解释 20 %变异的次主效

QTL，位于 9号染色体上；分析发现位于 3号染色体

上的 QTL可能是一个编码 茁胡萝卜素羟化酶的基

因，而位于 9号染色体上的 QTL可能是未知的类胡

萝卜素合成基因(Campbell et al., 2014)。在玉米中，维

生素 A原生物合成相关基因已经有许多被定位和克

隆，其中两个单拷贝基因 PDS和 ZDS分别被定位在

1号和 7号染色体(Hable et al., 1998; Matthews et al.,

2003)，利用转座子标签技术定位并克隆了 LCYB基

因(Singh and Brutnell, 2003)。同时，研究发现玉米粒

中类胡萝卜素水平与 LCYE、crtRB1、PSY1基因的多

态有关联，因此基于 PCR的功能标记已经被开发出

来用于含类胡萝卜素玉米品种的选育(Harjes et al.,

2008; Yan et al., 2010; Zhou et al., 2012)。

本试验利用紫宝香糯 1号与明恢 63构建重组

自交系群体，采用水稻基因组上公布的 SSR标记对

群体中 200个家系进行基因分型，构建了一个总图

距约 1 084.91 cM，标记间平均间距为 7.53 cM的遗

传图谱。利用该图谱结合 153个有表型的家系进行

了 QTL定位分析，检测到 3 个 QTL，位于 5和 6号

染色体上，其中位于 6号染色体的 qVA6-1，贡献率

为 18.95 %，为主效 QTL，增效基因来源于紫宝香糯

1号；另外两个 QTLs对表型变异的贡献率分别为

9.25 %、8.99 %，增效基因来源于明恢 63。由此结果，

可以在以后研究中进一步扩大群体，对主效 QTL所

在区间加密标记，找到紧密连锁的标记，用于精细定

位和辅助育种。另外，本试验中检测到的维生素 A含

量高的家系可以作为育种中间材料，用于选育富含

维生素 A的高产优质新品种。

3材料与方法

3.1试验材料及群体构建

利用江西省玉山县特种水稻研究开发中心提供

的富含维生素 A功能稻紫宝香糯 1号，以及不含维

生素 A品种 93-11和明恢 63作为亲本材料。连续三

年在南昌和三亚两地穿梭种植群体构建材料，田间

种植株行距为 16.7 cm伊20 cm，全部采用单本插秧。

田间管理肥水管理参照当地大田生产进行。

用紫宝香糯 1号和 93-11进行正反交，分别收取

F1种子，用于检测维生素 A含量和构建 F2代群体；

F2群体种植时采取种一株空两株的，待植株分蘖到

10个左右，将其拔出拨成三株，再分三株重新插秧继

续生长，待单株成熟收取所有种子用于检测维生素

A含量。

以紫宝香糯 1号为母本，明恢 63为父本进行杂

交，F1 代收取其中一株的种子(大约 400 粒)；将 F1

代收获的种子全部播种，随机拔取 200株苗种植，种

子成熟后，每株只收主茎穗；F3，F4，F5代播种时，将

上一代收取的整穗直接种植(按照单穗种植方式)，每

穗随机拔取一株苗种植；其中 RI5代种植时采取种

一株空两株的方式，待植株分蘖到 6~10个左右，为

了保障后续种子量，将其掰孽分三株重新插秧继续

生长，待单株成熟收取所有种子用于留种和检测维

生素 A含量(表 2)。

用 516对引物对两亲本筛选，找出存在多态的

引物用于 RIL群体中各家系的基因分型。

3.2 PCR扩增及电泳分析

采用十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)法(Murray

and Thompson, 1980) (略有改进)提取水稻分蘖期叶

片DNA，-20℃保存。PCR扩增采用 10滋L体系：1滋L

10伊Buffer，0.2 滋L dNTP Mix (各 2 mmol/L)，2 滋L引

物(F/R各 2 滋mol /L)，0.1 滋L rTaq 酶，1 滋L DNA模

板，ddH2O 补足至 10 滋L。PCR 程序：94 ℃预变性

2 min；94 ℃变性 30 s，50 ℃退火 30 s，72 ℃延伸
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30 s，设置 35 个循环；72 ℃ 5 min。PCR 产物采用

8%聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分析，电泳结果经 0.1 %

硝酸银染色，蒸馏水洗涤，1.5 % NaOH溶液显色后，

观察带形。

3.3糙米中维生素 A含量检测

将每个家系的材料从田间收取回来整理好，置

于干燥处风干，保存于 4℃冷柜中；当测定后代 VA

含量时，用砻谷机去除每个家系稻谷的米糠，得到糙

米；然后用样品粉碎仪将糙米打成粉末。

所有亲本及后代材料的维生素 A含量检测均参

照《食品中维生素 A和维生素 E的测定》(中华人民

共和国国家标准 5009.82—2003)中维生素 A检测高

效液相色谱法的步骤，其检出线为 2 IU/100 g，分别

由浙江省食品质量监督检验站和江西省分析测试中

心检测完成。

3.4遗传图谱构建和含维生素 A性状相关 QTL定位

根据两亲本基因型，分别读取 RIL群体 200个

家系的基因型。对这些数据进行初步整理，利用中国

农科院作物所王建康课题组开发的 QTL IciMapping

4.0软件中MAP功能构建遗传图谱。

将 RIL群体的维生素 A含量数据与遗传距离数

据整理到一起，导入 QTL IciMapping 4.0，利用 BIP

功能的 ICIM算法进行 QTL分析。
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