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利用基于 HRM 的功能标记分析水稻 Wx 和 fgr 的基因型 
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摘 要：Wx 和 fgr 基因分别调控水稻直链淀粉含量和香气形成。在基于凝胶电泳功能标记的基础上，发展基于

高分辨率熔解曲线(HRM)的功能标记 Wx–a/b 和 BAD2–E7, 分别用于鉴定 88份水稻种质 Wx 和 fgr的基因型。利

用 LightScanner 96平台进行 HRM检测，单次检测在 10 min内即可完成最多 96个样品的基因型分析。结果表明，

88份水稻种质中，25份含纯合Wxa基因型的种质，直链淀粉含量为 25.08%；59个含纯合Wxb基因型的种质，直

链淀粉含量为 15.00%，其余 4个杂合型(Wxa/Wxb)的直链淀粉含量为 18.13%。携带纯合 fgr基因的 3份种质(巴太

香占、象牙香占和 Basmati 370)，其全部米粒均带有香气，而携带杂合 fgr的 2份种质，只有部分米粒带有香气。 
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Abstract: The amylose content and fragrance in rice are controlled by Wx and fgr respectively. Here, based on the 
gel-based FMs reported previously, we developed two HRM(high resolution melting)-based FMs Wx−a/b and BAD2−E7 
to study the genotype of 88 rice accessions in Wx and fgr gene. We implemented the LightScanner 96 platform to 
determine the HRM curves, through which each determination for up to 96 samples could be done in less than 10 min. 
The result showed that the amylose content of 25 homozygous Wxa accessions and 59 homozygous Wxb accessions was 
25.08% and 15.00%, respectively, and that of 4 heterozygous (Wxa/Wxb) accessions was 18.13%. All grains of 3 
accessions (Bataixiangzhan, Xiangyaxiangzhan and Basmati 370) harboring homozygous fgr were fragrant, and only 
partial grains of 2 accessions with heterozygous fgr were fragrant. Thus it can be seen that the HRM-derived functional 
markers could be applied to rapidly and accurately predict their corresponding phenotypes, showing good application 
prospects in rice breeding practice. 
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传统的水稻育种选择方法，是通过表现型间接

对基因型进行选择，周期长、效率低、准确性较差。

DNA 分子标记[1]为直接对个体基因型进行选择提供

了可能。根据与特定基因上引起功能性变异的多态

性位点之间的紧密程度，分子标记被分为 3种类型，
即随机DNA分子标记(RDMs)、靶向基因标记(GTMs)
和功能标记(FMs)[2]。FMs来源于特定基因上引起表
型变异的多态性功能基序，能够直接反映目标性状

的表型，有效避免由于重组引起的遗传信息的丢失，

可以更好地表现自然群体或者育种群体的遗传变

异，对 FMs的筛选即能对性状进行筛选[3–5]。 
稻米的直链淀粉含量是影响稻米食用口感最

重要的因素之一[6]，研究表明，Waxy(Wx)基因对于
稻米直链淀粉含量的高低具有决定性的作用[7–8]。

在非糯水稻品种中，Wx基因座位有Wxa和Wxb 2种
等位基因。Wxb的第 1内含子+1位点由野生型 Wxa
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的 G突变为 T，导致第 1内含子剪接效率降低及剪
接不正常，成熟 Wx 转录本含量降低从而引起直链
淀粉含量下降[9–10]。蔡秀玲等[11]针对该位点开发了

功能标记 PCR–Acc I，通过 Acc I酶切后电泳, 来区
分 Wxa和 Wxb，其中基因型为 Wxb的种质总体上属

于中低 AC型。利用 PCR–Acc I进行MAS，可定向
导入Wxb来改良高直链淀粉含量材料的稻米品质[12]。

但是，由于这一功能标记需酶切后再电泳分析，成

本较高，操作较繁杂，难以得到普遍应用。 
绝大多数香稻品种的香味性状主要受位于第 8

染色体上的 1 对隐性基因 fgr 控制[13–15]。Bradbury
等[16]研究认为，fgr 是编码甜菜醛脱氢酶 2 的基因
BAD2在第 7外显子发生 8个碱基缺失和 3处碱基
变异，导致转录提前终止而使得 BAD2酶丧失功能，
进而使其作用底物 2–乙酰–1–吡咯啉 (2–acetyl– 
1–pyrroline, 2AP)的代谢途径中断，香味物质 2AP
不断积累，使水稻的叶片和籽粒产生香味。针对该

功能变异位点，基于凝胶电泳的功能标记 GRFM04
已被开发并用于香型水稻种质的鉴定[4]。 

HRM(high–resolution melting curve, 高分辨熔
解曲线)是近年发展的一种 DNA多态性检测技术，
高分辨率、快速简便且实现了完全的闭管操作[17–18]。

HRM可用于 SNP、InDel(插入/缺失)和 SSR(简单重
复序列)的分型，已在马铃薯[19]、大麦[20]、水稻[21–23]

等作物中得到良好的应用。笔者拟分别针对

PCR–Acc I[11]和 GRFM04[4]靶向的功能基序，发展基

于 HRM 分析平台的功能标记，用于鉴定水稻 Wx
和 fgr 的基因型，以期筛选中低 AC 的香型水稻种
质，应用于后续育种实践。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

从国家植物航天育种工程技术研究中心保存

的水稻种质中，随机挑取 88 份非糯种质，分别是
增巴丝苗、籼小占、华粳籼 1号、日本晴、明恢 63、
中香 1号、佳禾早占、香尖、Francis、粤二占、野
丝占、矮籼占、粤惠占、巴太香占、马坝油占、金

华软占、粤秀占、丰秀占、丰中占、广胜软占、五

山油占、银晶软占、丰美占、丰富占 1号、金丝软
占、粤广丝苗、齐粒丝苗、粤晶丝苗 2号、丰晶软
占、黄粤占、禅穗占、源丰占、黄籼占、丰泰占、

野丰占、黄丝占、茉莉软占、早花占、象牙香占、

泰丰占、创丰一号、粤香占、粳籼 89、粤华丝苗、
龙粳 21、五山丝苗、巴斯马蒂 370、丰莉丝苗、粤
特 13、七佛占、黄软占、黄丰占、金农丝苗、粤综
占、粤奇丝苗、胜巴丝苗、华航油占、华航 31号、
粤油丝苗、丰秀丝苗、合美占、齐华占、玉丰占、

新黄占、黄合占、黄秀占、三澳占、美油占、莉丰

占、五广占、固广占、早粳占、小粒香占、粤金油

占、五山化稻、R173、红荔丝苗、金航丝苗、广盐
1号、粤丰新占、合丰占、合丰丝苗、力源占 2号、
玉晚占、中早 25、广超 112、粤抗 113、黄粤丝苗，
均于 2012 年早季播种于华南农业大学试验场，按
常规方法进行播种和管理。 

1.2 方 法 

1.2.1 DNA 提取 

于水稻分蘖期，每份种质分别随机选取 3个单
株的等量叶片混合，以适当简化的 CTAB法[24]提取

水稻总 DNA，并溶解于 1×TE中，–20 ℃保存。对
3 个单株均做好标记，成熟时分别收种，再取等量
谷粒混合。 

1.2.2 巢式 PCR–HRM 引物设计 

为提高 PCR产物的特异性，并保证各样品的等
量扩增，采用了巢式 PCR进行扩增，即每个位点分
别设计外部和内部引物进行 2轮 PCR。其中，内部
引物以外部引物扩增片段为参考序列，其扩增产物

尽量不超过 100 bp。 
PCR–Acc I靶向水稻 Wx基因第 1内含子+1位

点的 G/T SNP，该标记通过 Acc I酶的酶切来区分
Wxa 和 Wxb2 种等位基因型。相对野生型的 BAD2
基因，香型等位基因 fgr在第 7外显子出现 8 bp缺
失和 3 bp替换；功能标记 GRFM04即通过电泳分
析 PCR产物是否存在 8 bp缺失来鉴定出 fgr。 

分别以日本晴 Wx 基因(LOC_ Os06g04200)和
BAD2 基因(LOC_Os08g32870)为参考序列，通过
Primer3 程序 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)分别
设计覆盖巢式 PCR引物 PCR–Acc I和 GRFM04靶
向的功能性变异位点。 

1.2.3 巢式 PCR 扩增与 HRM 分析 

巢式 PCR的第 1轮 PCR扩增，以基因组DNA为
模板，利用外部引物扩增；第 2轮 PCR扩增以稀释的
第 1轮 PCR扩增产物为模板，利用内部引物扩增。 
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第 1轮 PCR与常规 PCR扩增相同，共扩增 25
个循环。待反应完成后，向 PCR管分别加入 200 μL
双蒸水，以稀释 PCR产物(约 20倍)。第 2轮 PCR，
在常规 PCR 反应体系的基础上，添加荧光染料
Evagreen(20×贮存液，每 10 μL反应用量为 0.5 μL)，
扩增 25个循环。 

第 2轮扩增产物分别全部转移至 HRM检测板
(带裙边、白底不透明的 96孔板)，加入 20 μL矿物
油(SIGMA公司)，离心(2 000 r/min，2 min)以消除
气泡。将待测的检测板放入 LightScanner 96 (Idaho 
Technology，USA)分析系统，读取 60~95 ℃的熔解
曲线。所采集的原始数据用 LightScanner Call IT软
件进行分析；选用 Small Amplicon模式进行自动化
分析；利用 LightScanner分析系统进行 HRM检测。 

1.2.4 聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 

扩增产物经 8.0%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳
(电泳缓冲液 1×TBE，电压 110 V，时间 2.5 h)，通
过 0.1% AgNO3 染色，利用 BIORAD 凝胶成像系
统观察、拍照及读带。 

1.3 稻米直链淀粉含量和香味鉴定 

2012 年早季，按 NY/T83—1998 米质测定方
法，对 88份种质进行直链淀粉含量测定；参照王
丰等[6]的方法，分别对参试种质的谷粒进行香味鉴

定和分类。 

2 结果与分析 

2.1 HRM 功能标记 Wx–a/b 和 BAD2–E7 的设计

和验证 

对 PCR–Acc I靶向的水稻 Wx基因第 1内含子
+1位点，设计功能标记 Wx–a/b第 1轮和第 2轮分
别扩增 272 bp和 68 bp，其扩增片段信息如图 1–A
所示；功能标记 BAD2–E7 覆盖 BAD2 基因第 7 外
显子的功能变异位点，2轮扩增产物分别为 208 bp
和 77 bp，其扩增片段信息如图 1–B所示。这 2个
功能变异位点都是二等位多态性，只存在 2种已知
的碱基序列。 

A 
1                                                                                       90 

Wxa  TCGCGCGGGCTTCACGCAACGGCGCTACAAATAGCCACCCACACCACCACCCCCTCTCTCACCATTCCTTCAGTTCTTTGTCTATCTCAA 
Wxb  TCGCGCGGGCTTCACGCAACGGCGCTACAAATAGCCACCCACACCACCACCCCCTCTCTCACCATTCCTTCAGTTCTTTGTCTATCTCAA 

                                                          
91                                                                                     180 

Wxa  GACACAAATAACTGCAGTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGCTTCACTTCTCTGCTTGTGTTGTTCTGTTGTTCAT 
Wxb  GACACAAATAACTGCAGTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGCTTCACTTCTCTGCTTGTGTTGTTCTGTTGTTCAT 

                                                                                                                             

181                                                                                    270 

Wxa  CAGGAAGAACATCTGCAAGGTATACATATATGTTTATAATTCTTTGTTTCCCCTCTTATTCAGATCGATCACATGCATCTTTCATTGCTC 
Wxb  CAGGAAGAACATCTGCAAGTTATACATATATGTTTATAATTCTTTGTTTCCCCTCTTATTCAGATCGATCACATGCATCTTTCATTGCTC 

                                      *                                                                                                  
271                                                                                    360 

Wxa  GTTTTTCCTTACAAGTAGTCTCATACATGCTAATTTCTGTAAGGTGTTGGGCTGGAAATTAATTAATTAATTAATTGACTTGCCAAGATC 
Wxb  GTTTTTCCTTACAAGTAGTCTCATACATGCTAATTTCTGTAAGGTGTTGGGCTGGAAATTAATTAATTAATTAATTGACTTGCCAAGATC 

                                                                                                                                                                                     
 

B 
1                                                                                       90 

BAD2  CCTCTCAATACATGGTTTATGTTTTCTGTTAGGTTGCATTTACTGGGAGTTATGAAACTGGTAAAAAGATTATGGCTTCAGCTGCTCCTA 
fgr    CCTCTCAATACATGGTTTATGTTTTCTGTTAGGTTGCATTTACTGGGAGTTATGAAACTGGTTATA--------TCTTCAGCTGCTCCTA 

                                                                                 * * *********                                   

91                                                                                     180 

BAD2  TGGTTAAGGTTTGTTTCCAAATTTCTGTGGATATTTTTTGTTCTCTTTCTACTAACTCTCTATTATCAATTCTCAATGTTGTCCTTTTCT         
fgr    TGGTTAAGGTTTGTTTCCAAATTTCTGTGGATATTTTTTGTTCTCTTTCTACTAACTCTCTATTATCAATTCTCAATGTTGTCCTTTTCT 

                                                                                                                     

181                                                      240 

BAD2  TTTAACTCCTTTACTTTTTAGAATTGTGATCAAGACACTTTGAGCATCATTCTAGTAGCC 
fgr    TTTAACTCCTTTACTTTTTAGAATTGTGATCAAGACACTTTGAGCATCATTCTAGTAGCC 

                                                                 

Wx和 BAD2基因的功能变异位点分别以*标识。 

图 1 功能标记 Wx–a/b(A)和 BAD2–E7(B)的扩增片段 
Fig.1 Amplicons of functional markers Wx–a/b (A) and BAD2–E7 (B)  
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Wx–a/b的 HRM分型的结果如图 2–A所示。G

到 T的突变导致 Tm降低了约 0.5 ℃，Wxa、Wxb及

其杂合型(混合日本晴和 R173的 DNA而得)均得到

良好区分。为了对 HRM 分型结果进行验证，按照

蔡秀玲等[18]的 PCR ACC I酶法对日本晴、R173及

其杂合型进行酶切后，以 2%琼脂糖凝胶电泳检测。

结果(图 2–B)表明，基因型 Wxa(R173)能够被 ACC I

酶切，其产物只剩下 403 bp的片段能被检测到；基

因型为 Wxb(日本晴)的则无法被切开，只有 460 bp

的片段；杂合型则同时检测到 460 bp和 403 bp的

条带。可见，HRM标记 Wx–a/b的分型结果与 PCR 

ACC I标记的检测结果是完全一致的，2种标记都能

够准确区分 Wxa、Wxb及其杂合型。 

A 

 
温度/℃ 

B 

 

A 利用 HRM标记Wx–a/b鉴定 Wxa、Wxb及其杂合型； B Wx–a/b扩增产物的电泳验证，其中M为 DNA Ladder，1、2泳道

为 Wxb(日本晴)酶切，3、4泳道为杂合型(日本晴+R173)酶切，5、6泳道为 Wxa(R173)酶切，7泳道为 Wxb(日本晴)未酶切，8泳道为

Wxa(R173)未酶切。 

图 2 HRM 功能标记 Wx–a/b 对 Wx 基因的分型及其电泳验证 
Fig.2 Genotyping for Wx by using HRM-based FM Wx–a/b and gel electrophoresis confirmation  

BAD2–E7的 HRM分型的结果如图 3–A所示。

fgr较野生型的 BAD2基因，在目标区域有 8 bp缺

失和 3个 SNP，两者之间的 Tm值差异很大(约 1.5 

℃)， fgr、 BAD2 及其杂合型 (混合日本晴和

Basmati370 的 DNA)之间的熔解曲线有非常明显的

差异。将 BAD2–E7标记经 HRM分析后的产物进行

电泳分析，结果(图 2–B)表明，fgr(Basmati370)较野

生型的 BAD2(日本晴)的条带相差数个碱基，与预期

结果完全一致。 

 
A 

 
温度/℃ 

B 

A 利用 HRM标记 BAD2–E7鉴定 BAD2、fgr及其杂合型；B BAD2–E7扩增产物的电泳结果，其中M为 DNA ladder；1、2泳道

为 BAD2(日本晴)；3、4泳道为 fgr(Basmati 370)；5、6泳道为杂合型(日本晴+Basmati 370)。 

图 3 功能标记 BAD2–E7 的 HRM 分型结果及其电泳分析验证 
Fig.3 Genotyping for BAD2 by using HRM-based FM BAD2–E7 and gel electrophoresis confirmation  

2.2 水稻种质的 Wx 基因型鉴定及其稻米直链淀

粉含量 

利用 HRM 功能标记 Wx–a/b，对 88 个种质的
Wx 基因进行分型。其中，基因型为 Wxa的种质有

25份，基因型为 Wxb的种质有 57份，在该位点上

为杂合状态的种质有 4份，剩余 2份种质未能区分
其基因型而自动被判定为未知。对于 4个杂合型及
2个未知基因型的材料，重新进行第 2轮 PCR扩增
后再次检测，结果表明，原先未能判定基因型的材

料均为 Wxb，而 4份杂合型材料的分型结果与先前
完全一致。 

 M  1    2    3   4     5   6   7    8 

250 bp

500 bp

403 bp

460 bp

100 bp

M    1    2     3     4      5      6

77 bp

69 bp

相
对
荧
光
值

 BAD2fgr

Heterozygote 

相
对
荧
光
值

 Wxa Wxb

Heterozygote 
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88 份种质稻米直链淀粉含量测定结果(表 1)表

明，25 个基因型为 Wxa 的种质，直链淀粉含量为

15.31%~28.63%，平均为 25.08%；基因型为 Wxb的

59份种质，直链淀粉含量为 11.37%~18.15%，平均

为 15.00%；4份杂合状态的材料，直链淀粉含量为

15.45%~23.98%。纯合 Wxa和 Wxb基因水稻种质直

链淀粉含量分布频率如图 4所示，其中 Wxa型有 2

份材料 (巴太香占和马坝油占 )直链淀粉含量为

15%~20%，3 份材料(泰丰占、黄丰占和小粒香占)

直链淀粉含量为 20%~25%，其余 20份材料直链淀

粉含量超过 25%；Wxb型全部 57份种质的直链淀粉

含量为 10%~20%。可见，Wxa/Wxb基因型与水稻种

质直链淀粉含量有密切关系，含有Wxb基因型的非

糯性水稻材料，其直链淀粉含量为 10%~20%，总

体上低于基因型为 Wxa的种质。 

 

表 1 水稻种质的 Wx 基因型与直链淀粉含量 
Table 1 Genotype in Wx gene and amylose content of 88 rice accessions 

直链淀粉含量/% 
基因型 品种数/个 品种名 

均值±标准差 幅度 
Wxa 25 合丰丝苗、籼小占、华粳籼 1号、野丝占、矮籼占、粤惠占、巴太香占、马坝

油占、丰富占 1 号、丰晶软占、泰丰占、创丰一号、粳籼 89、粤特 13、黄丰
占、金农丝苗、粤综占、粤奇丝苗、玉丰占、小粒香占、粤金油占、R173、粤
丰新占、广超 112、粤抗 113、粤秀占、三澳占 

25.08±3.41 15.31~28.63

Wxb 59 增巴丝苗、日本晴、明恢 63、中香 1号、佳禾早占、香尖、Francis、金华软占、
丰秀占、丰中占、五山油占、银晶软占、丰美占、金丝软占、粤广丝苗、齐粒

丝苗、粤晶丝苗 2号、黄粤占、禅穗占、源丰占、黄籼占、丰泰占、野丰占、
黄丝占、茉莉软占、早花占、象牙香占、粤香占、粤华丝苗、龙粳 21、五山
丝苗、Basmati 370、丰莉丝苗、七佛占、黄软占、胜巴丝苗、华航油占、华航
31号、粤油丝苗、丰秀丝苗、齐华占、新黄占、黄合占、黄秀占、美油占、
莉丰占、五广占、固广占、早粳占、五山化稻、红荔丝苗、金航丝苗、广盐 1
号、合丰占、玉晚占、黄粤丝苗、力源占 2号 

15.00±1.60 11.37~18.15

杂合型  4 广胜软占、合美占、中早 25、粤二占 18.13±3.94 15.45~23.98
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Fig.4 Genotyping of BAD2 gene for 88 rice accessions by using 

HRM-based functional marker BAD2–E7  

2.3 水稻种质的香味基因分型及其米粒香味 

利用功能标记BAD2–E7对参试的 88份种质进
行 HRM 分型。结果(图 6)表明，共 3 份种质(巴太
香占、象牙香占和 Basmati 370)含有纯合的香型等
位基因 fgr，而丰富占 1号、合美占在该基因上处于
杂合状态，其余 83份种质含有纯合的野生型 BAD2

基因。 

谷粒香味鉴定的结果(表 2)表明，巴太香占、象

牙香占和 Basmati 370 的全部米粒均有香气，但浓

淡有差别；丰富占 1号和合美占的部分米粒带有香

气，而其余 83 份种质的米粒均无法鉴定出香气，

功能标记基因型鉴定结果与表型鉴定完全相同，携

带有纯合及杂合香味基因 fgr 的个体所形成的米粒

均能检测到香气，只是杂合型材料获得的谷粒存在

分离且仅部分谷粒带有香气。 

表 2 水稻种质的香味基因分型与香味表型测试 
Table 2 Genotype in fgr gene and fragrant test of 88 rice accessions 

基因型
数量/
个

品种名 香味表型 

fgr  3 巴太香占、象牙香占、Basmati 370 全部米粒香 

杂合型  2 丰富占 1号、合美占 部分米粒香 

BAD2 83 (略) 全部米粒不香
 

Wxb 

Wxa 
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有研究表明，水稻基因组中 InDel和 SNP的分

布频率远高于 SSR[25]，如何有效地开发和利用这些

序列多态性是当前分子标记发展的热点[26–27]。利用

凝胶电泳检测 InDel 和 SNP是目前水稻分子标记辅

助选择育种最常用的方法之一，特别是大于 5 bp的

InDel和可转化为 CAPS标记的一部分 SNP。然而，

多数 InDel和 SNP无法通过凝胶电泳检测的，而且

凝胶电泳检测操作繁杂，难以批量检测，在分析成

千上万的大群体时就显得十分费时费力。HRM分析

是近年发展的一种 DNA多态性检测技术，具有高分

辨率、快速简便、成本较低等优点，并且可实现批

量样品的闭管分析[18]。在水稻上，已有利用 HRM对

SSR、InDel及 SNP 3种不同序列多态性进行分型的

研究报道[19–22]。利用 HRM，在一个平台就能够对

SSR、InDel和 SNP等不同类型的分子标记进行批量

检测，使其有望部分取代凝胶电泳分析技术。 

功能标记来源于特定基因上引起表型变异的

多态性功能基序，能够直接反映目标性状的表型。

本研究针对 Wx和 BAD2已知的 2个功能性变异位

点，设计基于 HRM的标记对 88份水稻种质进行基

因型鉴定，获得了较理想的结果，与前人基于凝胶

电泳开发的分子标记具有很强的可比性。利用

Wx–a/b对 88个参试材料进行 SNP分型时，尽管存

在 2个未能自动判定基因型的样品，但是通过重做

第 2轮 PCR，再次检测的即可实现对全部样品的分

型，结果准确可靠。基因型为 Wxa的材料直链淀粉

含量大多高于 25%，而Wxb基因型种质均在 20%以

内，与蔡秀玲等[11]和刘爱秋等[12]的结果基本一致。

fgr基因 8 bp缺失和 3个 SNP导致 Tm值变化大，

利用 HRM标记 BAD2–E7极容易进行分型鉴定，基

因分型结果与香味表型是完全符合的。可见，功能

标记能够很好地预测其相应的表型值，而通过HRM

技术进行基因分型，能够有效代替凝胶电泳分型，

实现了快速自动检测(10 min内 96个样品)和闭管操

作，极大地减轻了实验操作人员的工作负担和接触

有毒试剂的机会，因此，本研究基于 HRM 技术开

发的 Wx 和 fgr 基因功能标记，有望在今后的水稻

育种实践中得到广泛应用，也为开发更多的 HRM

功能标记提供借鉴。 
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