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摘 要：针对花粉管通道法导入苦瓜 DNA的籼稻子代 D9和受体 RT，采用 Illumina HiSeqTM平台进行全基因组

重测序，分析了精米的基本营养成分、总皂苷成分以及膨胀势和米饭的食味品质。结果表明：苦瓜的部分 DNA

片段被整合进了受体水稻的 DNA 中，使生理活性成分总皂苷含量显著提高；苦瓜基因对水稻的营养成分有改善

作用，使脂肪含量增加，膳食纤维与灰分的含量有所减少。 
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Abstract: Offspring D9 from indica rice imported bitter melon DNA by pollen tube channel method and the receptor(RT), 
and the whole genome was sequenced by Illumina HiSeqTM. Meanwhile, the nutritional composition contents and total 
saponin content in milled rice, and the swelling power and the edible quality of milled rice were analyzed. The results 
indicated that parts of the melon's DNA fragment were integrated into the rice’s DNA and the total saponin content of 
physiological active ingredient was significantly increased. The bitter melon gene caused the improvement on the 
nutrients and make the fat content increase, dietary fiber and ash content to reduce. 
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花粉管通道法是周光宇等[1]于 20世纪 80年代
创立的一种远缘 DNA 片段杂交的分子育种方法。
近 20年来，科学家们基于该技术相继在玉米[2–3]、

小麦[4–7]、水稻[8–9]、棉花[10–11]、芝麻[12]、胡麻[13]、

杨树[14]等粮食作物、经济作物和林业领域创制出大

量的新品种或新品系，创造了众多新的种质资源，

为农业和经济发展作出了重要的贡献。这些研究成

果主要以改进作物农艺性状和提高产量为目的。随
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着社会经济的发展，生活节奏加快，工作压力加大，

亚健康人群激增，人们的健康意识普遍增强。在此

大背景下，普通食品功能化和功能食品主食化成为

大健康产业发展的一个重要趋势[15]。近年以强化或

降低稻米原有某个成分的功能稻新品种相继问世，

主要为富 β–胡萝卜素[16–17]、富花色苷类化合物[18]、

富功能肽、富直链淀粉 [19]、富 γ–氨基丁酸
(GABA)[20–21]、富锌、富硒[22]、富铁[23]、抗高血压[24]、

抗氧化[25–26]、抗过敏[27]、巨胚[28]、低谷蛋白质等水

稻品种，但以导入远缘物种活性物质为目的的水稻

品种还少见。 
苦瓜富含多肽、黄酮类、多糖、生物碱和皂苷

类等活性化合物，具有降血糖[29–30]、减肥[31–32]、防

止骨质疏松[33]、抗氧化[34]、预防脂肪肝[35]、抗癌[35]

等作用。何登骥团队应用花粉管通道法将苦瓜 DNA
导入籼稻，经过多年的筛选，获得了农艺性状较好、

遗传稳定的子代(2017年农业部审定名‘早优517’)。
本研究中，主要通过全基因组重测序法、比色法与

AOAC 法，进行基因序列分析及精米营养品质研
究，旨在验证农艺性状优良的子代中是否含有苦瓜

皂苷等生理活性成分，是否对稻米的营养品质具有

改善作用。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

苦瓜 DNA 导入受体籼稻稻谷后培育的第 9 代
稻谷(试验编号 D9)和受体籼稻稻谷(试验编号 RT)
为湖南省水稻研究所何登骥提供。稻谷样品种植在

湖南汨罗的 4片相连的水田中，总面积约 6670 hm2，

其中 1片种植 RT，其他 3片田种植 D9，分别收获。
每片田随机选取稻谷样品约 10 kg，晒干至适当水
分含量后去壳。 

1.2 主要试剂与仪器 

主要试剂：Tris、HC1、蔗糖、琼脂糖、人参
皂苷标准物质、香草醛、醋酸酐、乙醇、硫酸及其

他试剂均采用优级纯或分析纯。 
主要仪器：FC2K–Y型砻谷精米机组(株式会社

山本制作所)、SCIENTZ–950E 超声波细胞破碎仪
(宁波新芝生物科技股份有限公司 )、Eppendorf 
Centrifuge 5418 R 冷冻离心机(德国 Eppendorf)、
PF–20R高速冷冻离心机(长沙平凡仪器有限公司)、
NanoDrop 2000 全光谱–可见光分光光度计(美国

Thermo Scientific)、Illumina HiSeqTM 测序仪(美国
Illumina)、 BF51894JC–1 马弗炉 (美国 Thermo 
Fisher)、XJS20石墨消解仪(天津莱伯特科技有限公
司)、STA1B米饭食味仪(日本佐竹公司)。 

1.3 方法 

1.3.1 总 DNA 的提取与检测 

盆栽育苗，植株生长至 20 cm左右，取幼苗叶
片组织，参照闫双勇等[36]的方法提取叶片全 DNA。
采用 NanoDrop 2000分光光度计检测 DNA纯度；
采用 Picogreen方法检测 DNA浓度；采用琼脂糖凝
胶电泳方法检测 DNA完整性。 

1.3.2 DNA 全基因测序 

基因测序委托上海美吉生物医药科技有限公

司实施。样品基因组 DNA 检测合格后，利用超声
波将 DNA 序列片段化形成随机片段，对片段化的
DNA 依次进行末端修复，3′端加 A 连接测序接头
后，再利用磁珠吸附富集基因组长度为 400 bp左右
的片段，经过 PCR扩增形成测序文库。建好的文库
先进行质检，合格的文库用 Illumina HiSeqTM平台

进行测序。测序策略为 Illumina PE150，总测序读
长为 300 bp。Illumina测序错误率见表 1。 
在 Illumina HiSeqTM平台测序的原始数据下机

后，采用 Fastp应用软件(0.19.6版)对下机数据进行
质量控制，过滤其中低质量的数据；对获得的高质

量数据，利用 BWA应用软件(0.7.17版)，将高质量
数据比对到参考基因组序列上，获得序列的位置归

属，即 BAM文件。 

表 1 Illumina HiSeqTM
的测序错误率 

Table 1 Illumina HiSeqTM sequencing error rate 

碱基质量值 错误率/% 

13 5.00 

20 1.00 

30 0.10 

40 0.01 
 

1.3.3 苦瓜基因序列的鉴定 

将 D9 样本的测序序列与苦瓜基因组比对，保
留完全比对上的序列，再将保留的序列与 RT 样本
序列比对，去除与 RT比对相同的 reads，获取苦瓜
独有的基因序列。比对用的苦瓜基因组数据来源于

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Momor-
dica+charantia。 
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1.3.4 精米基本营养成分含量的测定 

采用 AOAC 法[37]检测样品中的水分、灰分、

粗脂肪、粗蛋白、粗纤维含量。 
糖含量=100%－粗蛋白含量－粗脂肪含量－粗

纤维含量－灰分含量。 

1.3.5 精米总皂苷含量的分析 

运用醋酸酐–硫酸法观察样品的显色反应；采
用香草醛–硫酸比色法测定皂苷含量[38–39]。 
醋酸酐–硫酸法：精确称取 D9和 RT精米粉末

样品各 5 g，加入 80 %乙醇溶液 75 mL，90 ℃下回
流提取 1 h，重复 2 次，合并提取液定容后作为分
析样品。运用 Liebermann Burchard(醋酸酐–硫酸)
方法观察 D9 和 RT 的乙醇提取物的显色反应。分
别取等量 D9 和 RT 的乙醇提取物溶于醋酸酐中，
再加入浓硫酸，观察颜色变化。 

香草醛–硫酸法：精确称取 D9和 RT精米粉末
样品各 5 g，加入 80 %乙醇溶液 75 mL，90 ℃下回
流提取 1 h。重复 2 次。合并提取液定容后作为分
析样品，以人参皂苷为标准样品，参照文献[38–39]
的香草醛–硫酸比色法测定总皂苷含量。取 100 μL
样品溶液，用无水乙醇溶液补足至 300 μL于 10 mL
具塞试管中，依次加入 8%的香草醛乙醇溶液 0.7 
mL、80%的浓硫酸 5 mL，轻轻晃匀，于 60 ℃水浴
中加热 15 min，取出后在冰水中冷却，以不加样品
的平行样为空白，扫描其最大吸收波长。按上述方

法做 5份平行样，在最大吸收波长下，测其吸光度。 
标准曲线的绘制：精确移取人参皂苷标准品溶

液(质量浓度为 1 mg/mL) 30、60、90、120、150、

180 μL，分别加无水乙醇补足至 300 μL于 10 mL
具塞试管中，再加入 700 μL 8%香草醛–乙醇，然后
加入 5 mL 80%浓硫酸，摇匀，于 60 ℃水浴中加热
15 min，取出后立即用自来水冷却至室温，以不加
样品的平行样作为空白，于 560 nm 处测定其吸光
度，以吸光度值(A)为纵坐标，以人参皂苷含量(C,
单位为 μg/mL)为横坐标，作回归曲线，得回归方程
A=679.2C，R2=0.996。 

1.3.6 膨胀势的测量 

采用 TANG等[40]的方法，准确称取精米粉 1 g，
记为 m1；加水 20 mL，制取糊化胶体后，称重，记
为 m2。膨胀势为糊化胶体质量 m2与精米粉质量 m1

的比值。 

1.3.7 米饭质构和食味分析 

参照赵春芳等[41]的方法，采用日本佐竹食味仪

分析米饭质构和食味。 

1.3.8 数据统计与分析 

采用 Excel 2016和 SPSS 7.0进行统计分析。 

2 结果与分析 

2.1 谷粒和糙米形态 

从图 1可以看出，D9和受体水稻 RT谷粒及糙
米的形貌和颜色无明显的差异。对 100粒完整糙米
的粒长、长腰径和短腰径进行测量，D9 平均值分
别为 6.83、2.21、1.77 mm，RT的平均值分别为 6.77、
2.25、1.74 mm。糙米的三维尺寸也没有显著差异。 

 
a RT的谷粒和糙米；b D9的谷粒和糙米。 

图 1 水稻籽粒的形态 
Fig.1 Morphology of rice grains  

2.2 苦瓜基因序列鉴定 

采用 Illumina HiSeqTM平台进行测序。获得的

高质量读段结果如表 2所示。测序共获得 33.7 G的

数据量，RT和 D9的平均样本量为 16.85 G。基因
RT和 D9的高质量读段数分别为 57 565 143和  
54 414 968，总碱基数分别为 17 343 050 961 和  

a 

b 
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表 2 水稻幼叶 DNA 片段测序数据过滤结果 
Table 2 Filtering results of sequencing DNA data from rice 

young leaves 

样品 高质量读段数 总碱基数 GC/% Q30/%

RT 57 565 143 17 343 050 961 43.13 93.19 

D9 54 414 968 16 394 835 413 43.06 92.92 
 

16 394 835 413，GC含量分别为 43.13%和 43.06%，
修剪接头后质量值大于或等于 30碱基片断(Q30)占

总读段的比例分别达 93.19%和 92.92%。 
将 D9 样本的高质量读段测序序列与苦瓜基因

组进行比对，保留 100%比对上的序列，再将保留
序列与 RT 样本序列进行比对，去除与 RT 比对上
的读段，最终获得了如图 2 所示的 11 条苦瓜特有
的基因序列。说明通过花粉管导入法，苦瓜的部分

DNA片段整合进了水稻 DNA中，并能稳定遗传给
子代，形成了新的水稻品种。 

 
图 2 D9 幼叶 DNA 中苦瓜独有碱基序列 

Fig.2 Unique base sequence of bitter melon in D9 young leaf DNA  
2.3 精米的基本营养成分分析 

RT和 D9精米的基本营养成分如表 3所示。总
体上各成分含量与之前报道的籼稻米营养成分相

近[41–43]。D9和 RT的粗蛋白含量、糖含量无显著性

差异，D9 的粗脂肪含量增加，但膳食纤维与灰分
的含量有所减少。从现代大健康产业和消费者意向

的角度考察，苦瓜基因的导入对精米的营养成分组

成有改善作用。 

表 3 精米的基本营养成分 
Table 3 Basic nutritional content of polished rice                 % 

样品 粗蛋白含量 粗脂肪含量 糖含量 膳食纤维含量 灰分含量 

RT 5.06±0.01 (2.68±0.21)b 88.57 (0.78±0.04)b (2.50±0.28)b 

D9 5.04±0.00 (3.58±0.36)a 88.62 (0.67±0.01)a (2.01±0.01)a 

同列数据不同小写字母表示样品间差异显著 (P＜0.05)。  
2.4 精米的总皂苷含量分析 

苦瓜的主要活性成分是皂苷类化合物[38–39]，针

对精米的乙醇提取物，采用醋酸酐–硫酸法和香草
醛–硫酸法进行了总皂苷显色分析(图 3)。2 种方法
D9 均发生了与张中伟等[38]相同的显色反应。以人

参皂苷为标准物质作定量分析，RT 的总皂苷含量
为 1082 mg/kg，D9的总皂苷含量为 6051 mg/kg，
两者具有极显著差异(P＜0.05，n=3)。由于皂苷类
化合物的复杂性，该分析样品为粗提取物，糖类、

黄酮类、其他生物碱等成分也可能有显色，导致分

析值偏高，RT 的总皂苷含量值也许是非皂苷类的
贡献[38]。为获得更准确的数据，有待进一步提高分

析样品的纯度。但从目前的分析结果看，已达成了

预期的育种目标，可期待该品种在高血糖等亚健康

人群的健康饮食上发挥积极作用。 

    
a和 b为 RT的乙醇提取物；c和 d为 D9的乙醇提取

物。a和 c使用醋酸酐–硫酸法；b和 d使用香草醛–硫酸法。 

图 3 总皂苷的比色分析结果 
Fig. 3 Colorimetric analysis result of total saponins  
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2.5 精米及米饭的物理特性和食味分析 

从表 4可以看出，RT的膨胀势为 15.5 g/g，D9
的膨胀势为 14.8 g/g；D9 的硬度高于 RT，黏度和
弹性差异不显著。D9食味评价的 3个指标值(外观
值、口感值和综合值)均低于 RT，其与之前报道的

‘南粳 5055’和‘美东 194’等粳稻食味评价值[41–43]

接近，说明 D9 在食味品质上虽比 RT 有所降低，
但依然达到了优质米的级别。这些结果表明，苦瓜

基因对受体的淀粉合成基因表达可能有不良干扰，

其影响和机理有待进一步研究。 

表 4 精米及米饭的物理特性和食味评价 
Table 4 Physical properties and taste evaluation of polished rice and rice 

指标 膨胀势/(g·g–1) 硬度/g 黏度/g 弹性/g 外观值 口感值 综合值 

RT 15.5±0.6 (1.6±0.3)a 0.1±0.0 0.9±0.0 6.7a 6.8a 77.4a 

D9 14.8±0.2 (2.5±0.3)b 0.1±0.0 0.9±0.0 6.0b 6.1b 71.8b 

同列不同小写字母表示显著差异(P＜0.05)，n=6。  

3 结论与讨论 

本研究中，对通过花粉管通道法导入苦瓜 DNA
且稳定遗传子代的第 9 代(D9)稻谷基因，采用
Illumina HiSeqTM平台进行了全基因测序。基于与苦

瓜基因 100%匹配的原则，最终从 D9基因序列中确
定了包含 11 条苦瓜独有基因片段。说明通过花粉
管导入法苦瓜的部分 DNA 片段被整合进了水稻的
DNA中，并稳定遗传给子代，形成了新的水稻材料。 

本研究中，对精米的苦瓜皂苷等生理活性成分

含量和基本营养成分进行了分析。结果表明，基本

营养成分含量与之前报道的籼稻米数据接近[41–43]，

但与 RT比较，D9的脂肪含量增加，膳食纤维与灰
分的含量有所减少。从现代大健康产业和消费者的

角度考察，D9精米的营养成分组成更有利于健康。
精米乙醇提取物的皂苷比色分析显示，D9 精米的
总皂苷达到 6051 mg/kg，显著高于 RT，达到了预
期的育种目标，完全可期待该品种在高血糖等亚健

康人群的健康饮食上发挥积极作用。 
通过精米及米饭的品质特性分析发现，D9 精

米与 RT 精米比较，在膨胀势、米饭黏度和弹性等
客观指标上没有显著差异，而米饭硬度有所增高，

食味评价值有所降低。但所有指标与之前报道的籼

稻米特性类似[42]，甚至食味值接近‘南粳 5055’和
‘美东 194’等粳稻[41–43]。说明苦瓜基因对受体的

淀粉合成基因表达可能有不良干扰，其影响和机理

有待今后进一步研究。 
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