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摘要：本研究以低含量 γ- 氨基丁酸的宁农黑粳为母本，高含量 γ- 氨基丁酸的高粱稻 -1 为父本，构建 F2 群体，获得了 216
个 F2 单株。利用 130 个 SSR 标记构建了一张 F2 群体的 SSR 标记连锁图谱，覆盖基因组长度为 2406.9 cM，连锁群长度在

129.5~360.7 cM 之间，标记间的平均距离为 18.5 cM，并进一步开展控制水稻 γ- 氨基丁酸含量的 QTL 定位研究。结果表明：

共检测到 7 个 QTL 位点，分别位于第 8 号和第 9 号染色体上，其中 qGABA8-2、qGABA8-3、qGABA9-1 的贡献率依次为 10%、

11% 和 9%。对 3 个贡献率大的 QTL 位点进行复合区间作图，当 LRS 为 25.6 时，在 RM342~RM515 处可能存在较为可靠的

QTL，初步将 qGABA8 定位在标记 RM342 与 RM515 之间的 326 kb 区间内。利用 InDel 标记对目标区间加密，将该区间进一

步缩小到 183 kb 区间内，位于标记 RM342 和 G121 之间。本研究结果可进一步通过构建次级群体对该基因进行精细定位及

图位克隆，同时，研究中筛选出的 SSR 标记和设计的 InDel 标记可快速筛选水稻育种材料中富 γ- 氨基丁酸的基因型，加快育

种进程。
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Abstract：The rice cultivars Ningnong black carp and high indica rice exhibited low and high content on 
γ-aminobutyric acid，respectively.Both genotypes were deployed for generating a F2 population that comprises of 
216 individual plants.By taking use of 130 polymorphic SSR markers，a linkage map was produced with an length 
of 2406.9 cM.Each linkage group expands from 129.5 cM to 360.7 cM，and a mean distance between markers 
was 18.5 cM.The QTL mapping positioning study showed that seven QTL loci controlling the γ-aminobutyric 
acid content were found on chromosomes 8 and 9，respectively.The contribution rate of qGABA8-2，qGABA8-3，
qGABA9-1 was 10%，11% and 9%，respectively.The composite interval mapping was performed on three QTL 
sites with large contribution rate.When LRS was 25.6，a QTL qGABA8 was initially found at RM342-RM515 in 
an interval of 326 kb.The confidence interval was further delimited to 180 kb by using the InDel marker G121.
Therefore，the accumulated results of this study might be useful in further gene isolation and marker-assisted 
screening for the genotypes with the enriched amino butyric acid.
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γ- 氨基丁酸（GABA）又名氨络酸，是一种存在

于动植物体内具有调节和平衡作用的非蛋白组成性

氨基酸［1］，广泛存在于动植物、细菌、真菌、藻类中。

植物中的 γ- 氨基丁酸具有很高的生理活性，主要参

与多种代谢活动。γ- 氨基丁酸还具有诸多有益于人

体健康的生理功能，例如有降血压，治疗癫痫和帕金

森病，调节激素分泌［2］，抗焦虑、疲劳［3］，抗衰老，免

疫调节等作用。因此，富 γ- 氨基丁酸的品种选育尤

为重要，国内外在水稻富 γ- 氨基丁酸的品种（系）

资源筛选中发现，籽粒中 γ- 氨基丁酸含量主要集中

在 6~8 mg/100 g［4］，目前高含量的品种（系）有吉粳

88、圣稻 14、高粱稻 -1、巨胚稻、垦糯 2 和龙粳 31［5］

等。由于人们生活水平的提高，对于稻米不仅仅局

限于追求口感，更致力于稻米的功能性，但高含量品

种较少，因而培育富 γ- 氨基丁酸品种势在必行。

近年来，国内外对作物中 γ- 氨基丁酸含量还进

行了遗传效应分析和零星的 QTL 位点的研究。杨

晓梦等［6］在大麦籽粒 γ- 氨基丁酸含量的遗传效应

分析中发现，γ- 氨基丁酸含量受两对加性 - 显性 -
上位性主基因和加性 - 显性 - 上位性多基因控制遗

传（E-0 模型），主基因遗传率为 56.49%。而对控 
制作物中 γ- 氨基丁酸含量的 QTL 位点的报道较

少；Zeng 等［7］在大麦籽粒中检测到 4 个控制 γ- 氨
基丁酸的 QTL 位点，1 个位于 3H 染色体上，3 个

位于 4H 染色体上；郭蕾蕾［8］在大麦染色体 1H 上

检测到 1 个控制 γ- 氨基丁酸含量的 QTL；罗小娇 
等［9］在大麦染色体 3HL 上检测到一个控制籽粒 
γ- 氨基丁酸含量的 QTL 位点 qGABA-3H；孙晓雪［10］

在水稻籽粒中检测到了 4 个控制 γ- 氨基丁酸含量

的 QTL 位点，分别位于第 1、2、3、10 号染色体上。

因此，研究稻米中控制 γ- 氨基丁酸含量的 QTL 位

点具有很大的创新性，该研究结果不仅可以为水稻

富 γ- 氨基丁酸品种的培育提供具有高 γ- 氨基丁酸

含量的供体亲本，而且能为富 γ- 氨基丁酸的育种过

程中，中间材料的筛选提供可靠的分子标记，加快育

种进程。本研究定位到的一些贡献率较高的 QTL
可以进一步精细定位得到 γ- 氨基丁酸相关基因，为

揭示水稻 γ- 氨基丁酸的分子机制奠定基础。

本研究在实验室前期研究工作的基础上，从

108 份水稻种质资源中挑选出 γ- 氨基丁酸含量差

异较大的粳稻高粱稻 -1 和宁农黑粳，分别作为父、

母本，构建了 F2 群体，在原有 SSR 标记遗传图谱的

基础上对关键位点加密，构建了包含 130 个 SSR 标

记和 2 个 InDel 标记的遗传图谱，进一步利用复合

区间作图法对控制水稻 γ- 氨基丁酸含量的 QTL 进

行定位研究，为控制水稻 γ- 氨基丁酸含量基因的精

细定位及图位克隆提供了一定的理论依据。

1　材料与方法

1.1　供试材料

供试材料为低含量的宁农黑粳和高含量的高粱

稻 -1 及其构建的 216 个 F2 群体，由本实验室前期

研究人员王迎超［11］筛选种质资源获得，现保存于宁

夏大学农学院作物遗传育种实验室。

1.2　方法

1.2.1　田间试验　供试材料于 2017 年 4 月种植于

宁夏大学水稻育种基地。4 月中旬大棚育秧，5 月中

旬插秧，亲本及 F2 群体单株播种，每行 10 株，行长

1.2 m，行距 0.3 m，株距 0.1 m，按常规进行大田管理。

1.2.2　水稻糙米中 γ- 氨基丁酸含量的提取与测

定　水稻糙米中 γ- 氨基丁酸含量的提取参照王迎

超［11］、房克敏等［12］、程威威［13］的提取方法，每份材

料 3 次重复，提取液于 4 ℃冰箱保存，按照要求利

用高效液相色谱法（HPLC，high performance liquid 
chromatography，）进行柱前衍生，使用安捷伦 -1220
高效液相色谱仪测定标准品及样品，绘制标准曲线，

计算水稻糙米中 γ- 氨基丁酸含量。

1.3　引物合成

本研究共使用 2 种分子遗传标记用于检测基因

型及构建遗传连锁图谱。第 1 种为 SSR 标记，选自

宁夏大学作物遗传育种实验室现有合成引物，第 2
种为 InDel 标记，所有引物均由上海生工生物股份

有限公司合成。

1.4　基因组总 DNA 提取及扩增

采用 SDS 法提取亲本、F1 及 F2 群体的基因组

DNA，并用 1% 琼脂糖电泳检测 DNA 质量浓度。

利用本实验室现有的 1536 对 SSR 引物，在亲本宁

农黑粳 / 高粱稻 -1 间进行多态性筛选，利用筛选到

的多态性引物进一步对群体进行基因型分析。PCR
扩增产物用 8% 聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，银染显

色。根据电泳结果，读取 F2 群体带型，与宁农黑粳

带型一致的记作 A，与高粱稻 -1 带型一致的记作

B，杂合记作 H，缺失记作“—”。

1.5　遗传连锁图谱构建及 QTL 定位分析

将读取的基因型及测定的表型数据，根据

MapManager QTXb20 软件的要求，制作成 txt 文本格

式的数据文件，再利用 MapManager QTXb20 分析数

据，划分可能的连锁群，检测 γ- 氨基丁酸的 QTL 位
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点，计算各位点的贡献率、加性效应和显性效应，统计

每条染色体上分子标记的遗传位置，标记间的遗传距

离采用 Kosambi 函数将重组率转化为遗传距离（cM）

进行估算，以 P ＜ 0.01 作为判断 QTL 存在的阈值，利

用 Mapchart 2.2 软件绘制宁农黑粳和高粱稻 -1 杂交

F2 群体的 SSR 标记连锁图谱。利用复合区间作图法

缩小 QTL 定位区间，获得与目标基因紧密连锁的上

下游标记，QTL 命名原则遵循 McCouch 等［14］的方法。

1.6　设计 InDel 引物缩小 qGABA8 区间

利用 NCBI 数据库和 Primer3 Input 软件在 8 号

染色体的 RM342 与 RM515 之间设计 InDel 标记，

设计好的引物均在 Gramene 网站进行在线比对，验

证其所在染色体位置，确保设计引物的准确性。用

两亲本进行引物多态性筛选，构建新的遗传图谱及

交换株筛选。其中，位点区间是参考水稻基因组物

理全图得出的物理距离［15］。

2　结果与分析

2.1　水稻 γ- 氨基丁酸含量测定

经过高效液相色谱法对亲本、F1 及 F2 群体单株

籽粒进行 γ- 氨基丁酸含量测定，其中宁农黑粳的含量

为 5.57 mg/100 g，高粱稻 -1 的含量为 10.47 mg/100 g， 
结果表明双亲间差异较大，有助于优良品种的选育。

测定结果中，F1 水稻籽粒 γ- 氨基丁酸含量介于双

亲之间为 8.39±0.11 mg/100 g，说明该杂交种为真

杂种，为本研究构建群体的可靠性提供理论依据。

F2 群体单株籽粒 γ- 氨基丁酸含量均值为 8.09± 
2.06 mg/100 g，变异范围为 4.18~17.17 mg/100 g，变
异系数为 25.93%，广义遗传力为 98.12%，说明水稻

籽粒 γ- 氨基丁酸含量具有较强的传递能力。由于

F2 群体单株籽粒 γ- 氨基丁酸含量均值高于中亲值，

且通过对 F2 群体单株籽粒的 γ- 氨基丁酸含量进行

正态分布检验（图 1），结果表明，F2 群体呈偏正态

分布（偏向父本），超亲现象显著，说明水稻籽粒中

γ- 氨基丁酸含量是由多基因控制的数量性状遗传。

2.2　SSR 标记连锁图谱构建

本研究利用实验室现有的 1536 对 SSR 标记，

选择宁农黑粳 / 高粱稻 -1 间有差异的引物，筛选到

的多态性标记有 198 对，多态率为 12.89%。选择

带型清晰、多态性好的 130 对引物构建了 F2 群体 
中 SSR 标记连锁图谱（图 2）。第 4 号染色体上有

8 对，第 7 号染色体上有 9 对，第 8 号染色体上有 14
对，其余染色体上的标记分布较均匀。图谱覆盖全

基因组染色体，图谱总长 2406.9 cM，相邻标记平均 

图 1　F2 单株籽粒 γ- 氨基丁酸含量的频率分布
Fig.1　The frequent distribution of γ-aminobutyric acid 

content in F2  individual plant derived

遗传距离为 18.5 cM。其中，7 号染色体的距离最

短，为 129.5 cM；而 12 号染色体的距离最长，为

360.7 cM。位于第 2 号染色体上的标记 RM12675
和 RM12943 间的距离为 0.5 cM，为整个连锁图谱

最短距离。位于第 12 号染色体上的标记 RM8216
和 RM270 之间的距离最大，达到 66.9 cM。

2.3　水稻籽粒 γ- 氨基丁酸含量的 QTL 定位分析

利用构建的 F2 群体中 SSR 标记连锁图谱，采

用复合区间作图法对 F2 群体进行水稻籽粒 γ- 氨基

丁酸含量的 QTL 检测和基因效应分析。共检测到

7 个 QTL，分布于第 8 号和第 9 号染色体上，贡献率

为 3%~11%（表 1）。其中，有 3 个贡献率高的 QTL
位点：qGABA8-2、qGABA8-3、qGABA9-1，其贡献率

分别为 10%、11% 和 9%。基因作用方式以加性效

应为主，在 3 个贡献率高的 QTL 中，加性效应有正

有负，说明两亲本中同时存在微效控制水稻籽粒 γ-
氨基丁酸含量的基因，且第 8 号染色体上的 2 个等

位基因 qGABA8-2、qGABA8-3 的增效基因主要来自

于父本高粱稻 -1（高 γ- 氨基丁酸含量），第 9 号染

色体 qGABA-9 的增效基因来自于母本宁农黑粳（低

γ- 氨基丁酸含量）。对 3 个贡献率大的 QTL 位点

进行复合区间作图（图 3），获得与目标基因紧密连

锁的上下游侧翼标记。由图 3 可以看出，当 LRS 为

25.6 时，在 RM342~RM515 处存在较为可靠的 QTL。
2.4　水稻籽粒 γ- 氨基丁酸含量 qGABA8 基因的次

级定位

将第 8 号染色体上检测到的 2 个贡献率大于

10% 的 QTL 视为主效 QTL，初步将 qGABA8 定位

在标记 RM342 与 RM515 之间大约 326 kb 的区间
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图 2　宁农黑粳 / 高粱稻 -1 F2 群体中 SSR 标记连锁图谱
Fig.2　SSR marker linkage map in F2 populations of Ningnongheijing/Gaoliangdao-1

表 1　宁农黑粳 / 高粱稻 -1 F2 群体 γ- 氨基丁酸含量 QTL 定位结果
Table 1　The QTL location result of γ-aminobutyric acid contentin F2 group of Ningnongheijing/Gaoliangdao-1
染色体

Chr.
位点

QTL
标记区间

Marking interval
似然比

LRS
贡献率（%）

PV
无效性状率

P
加性效应

Add
显性效应

Dom
8 qGABA8-1 RM331 6.90 3.00 0.03097 0.58 0.35
8 qGABA8-2 RM342 22.90 10.00 0.00001 0.93 0.49
8 qGABA8-3 RM515 25.60 11.00 0.00000 0.87 0.65
8 qGABA8-4 RM210 7.10 3.00 0.02932 0.54 0.01
9 qGABA9-1 RM3600 20.00 9.00 0.00005 -0.86 0.04
9 qGABA9-2 RM1553 6.70 3.00 0.03512 -0.43 0.33
9 qGABA9-3 RM23707 6.30 3.00 0.04302 -0.36 -0.42

LRS：Likelihood ratio statistic，PV：Phenotypic variation，P：The probability that a marker genotype is ineffective for a trait，Add：Additive effect，
Dom：Dominant effect

内。为将 qGABA8 定位区间进一步缩小，对其邻

近标记 RM342 和 RM515 位点附近设计并在亲本

间具有多态性的 InDel 标记，在 130 对 InDel 标记

中筛选到 12 对亲本间具有多态性的引物，可用于

加密的多态性引物 2 对（G56、G121）。利用 F2 群

体进行连锁分析，重新构建 8 号染色体的连锁图谱

（图 4）。结果将 qGABA8 的定位区间缩小到标记

RM342 和 G121 之间 183 kb 区间内。



6 期 田　玲等：水稻籽粒 γ- 氨基丁酸含量的 QTL 定位分析 1521

黑色线是似然比统计量 Stat，表示 QTL 存在的可能性，越大，该处存在 QTL 越可靠；红色线表示加性效应；蓝色线表示显性效应

The black line indicate the likelihood ratio statistic Stat，respects the possibility of the existence of QTL，more bigger  
more reliable.red line indicates the additive effect.blue line shows the dominant effect

图 3　γ- 氨基丁酸含量相关的主效 QTLs 区间作图（chr.8、chr.9）
Fig.3　Interval mapping QTLs associated with γ-aminobutyric acid content（chr.8、chr.9）

图 4　水稻 8 号染色体上控制 γ- 氨基丁酸的 QTL 位点
Fig.4　QTL site controlling γ-aminobutyric acid on 

chromosome 8 of rice

3　讨论

近年来，γ- 氨基丁酸作为一种功能性营养成分

越来越受到人们的关注，房克敏等［12］和梁恒宇等［16］

对 γ- 氨基丁酸的测定方法和生理特性进行了研究，

表明高效液相色谱法测定稻米 γ- 氨基丁酸含量时具

有易操作、稳定、灵敏、准确的特点；且 γ- 氨基丁酸有

健脑益智、降血压、治疗癫痫等多种与人体健康密切

相关的生物学功能。有关作物中控制 γ- 氨基丁酸含

量的遗传基础研究较少，仅有零星报道。Zeng 等［7］

在大麦 3H、4H 染色体上检测到了 4 个控制 γ- 氨基

丁酸的 QTL 位点，贡献率为 8.02%~24.50%；罗小娇

等［9］将控制大麦 γ- 氨基丁酸含量的 QTL 定位在大

麦染色体 3HL 上的 M5E4a 与 M3E18 区间内，贡献

率为 8.33%；Zeng 等［7］和罗小娇等［9］在大麦 3H 染

色体上检测到的控制 γ- 氨基丁酸含量的位点相似。

而在水稻中，孙晓雪［10］检测到 12 个控制水稻 γ- 氨
基丁酸含量的 QTL 位点，贡献率为 2.1%~18.76%，加

性效应为 2.6563~7.2553，12 个加性效应 QTL 均表现

为遗传正效应，说明增效基因均来自高含量亲本东农

425；本研究中检测到 7 个控制水稻 γ- 氨基丁酸含量的

QTL 位点，贡献率为 3%~11%，加性效应为 -0.86~0.93，
第 8 号染色体上检测到的 4 个 QTL 位点加性效应均

为正值，其增效均来自于高含量亲本高粱稻 -1，第 9 号

染色体上检测到的 3 个 QTL 位点加性效应均为负值，

其增效均来自于低含量亲本宁农黑粳。

已有研究表明，适当的标记数目可优化研究群

体的作图，两标记为 5 cM 和 21 cM 时，对估计 QTL
的位置和效应结果没有显著差异；标记密度过高反而

不利于数量性状的 QTL 检测［17-18］。染色体连锁遗传

图谱要求标记间的平均距离不大于 20 cM［19］。本研

究利用宁农黑粳和高粱稻 -1 构建 F2 群体，该 F2 群体

的 SSR 标记连锁图谱包含 130 对 SSR 引物，总长度

2046.9 cM，平均距离 18.5 cM，符合 QTL 定位要求。

QTL 定位的作图方法有很多，孙晓雪［10］利用

ICIM 法，在第 1、2、3 和 10 号染色体上检测到了 5
个贡献率在 10% 以上的位点，但有 4 个 QTL 位点均

与环境存在互作，互作贡献率为 3.04%~14.65%，说明

环境对 γ- 氨基丁酸含量有着较大的影响。其中位于

水稻第 10 号染色体上有一个环境互作小、贡献率为

18.76%的基因 qGABA-10-1，可能是一个控制水稻 γ-
氨基丁酸含量的未知基因，可构建群体对该基因进行
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精细定位。李杰勤等［20］对 4 种不同 QTL 的作图方法

进行了比较研究，认为复合区间作图法（CIM）不存在

上位效应和基因型与环境的互作效应，这一特点消除

了 QTL 间的连锁和互作的干扰，作图的精度和效率

较高。本研究也采用 CIM 作图法获得了较为理想的

结果，将控制水稻籽粒 γ- 氨基丁酸含量的基因定位在

第 8 号染色体上，并将 qGABA8 基因缩小到了 183 kb
区间内，这为后续精细定位及候选基因的筛选研究提

供了可靠的区间。研究表明：由于水稻 γ- 氨基丁酸含

量是由微效多基因控制的数量性状，所以检测结果与

试验材料、QTL 作图方法和环境互作有密切联系。在

今后研究中，建议使用多种作图法共同作图，并优先

标出共同发现的 QTL，为本实验结果的可靠性和后续

精细定位的精确性提供理论依据，为揭示水稻籽粒 γ-
氨基丁酸含量的分子机制奠定基础。
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