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(57)摘要

本发明公开了一种用于鉴别稻米脂肪酸品

质的DNA分子标记，并基于PCR技术开发出一对用

于稻米亚麻酸品质基因分型的引物(SEQ ID NO:

1-2)，所述稻米亚麻酸品质基因为OsFAD3。利用

本发明提供的基因标记及其引物能够快速检测

水稻材料中影响水稻亚麻酸含量的基因OsFAD3

中等位变异，操作方法简单，成本低。利用本发明

的DNA分子标记可以区分不同亚麻酸含量的水稻

基因型，检测结果准确可靠；本发明方法能够有

效地利用基因OsFAD3功能标记开展分子标记辅

助育种，对稻米亚麻酸品质进行遗传改良。
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1.稻米亚油酸/亚麻酸品质基因分型的方法，其特征在于，包括以下步骤：

1)提取待测水稻样品的DNA；

2)以DNA为模板，利用引物OSFA3F和OSFA3R进行PCR扩增；

3)分析PCR扩增产物；

引物OSFA3F和OSFA3R的序列如下：

OSFA3F:5′-GGCGGAAAGGGAGAAGAG-3′

OSFA3R:5′-TAGGGACATAGCAAAGCAAAGG-3′。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤2)中PCR反应体系为：DNA模板100ng，

10×PCR  buffer  2ul，2mM  dNTP混合液2ul，10uM引物OSFA3F和OSFA3R各0.3ul，rTaq  DNA聚

合酶0.1ul，ddH2O补至20ul；

PCR扩增程序设置为：94℃预变性4分钟；94℃变性30秒，55℃退火30秒，72℃延伸30秒，

循环32次；72℃延伸7分钟，结束反应。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其特征在于，步骤3)中PCR扩增产物在4％聚丙烯酰

胺凝胶中电泳检测，若电泳结果出现一条大小为182bp的特征条带，则待测水稻的稻米亚麻

酸含量高，而亚油酸/亚麻酸含量比值较低；若电泳结果出现一条大小为190bp的特征条带，

则待测水稻的稻米亚麻酸含量低，而亚油酸/亚麻酸含量比值较高；若电泳结果出现上述两

条特征条带，则待测水稻为杂合型。

4.用于鉴别稻米脂肪酸品质的DNA分子标记在改良水稻品种亚油酸/亚麻酸品质中的

应用；所述DNA分子标记位于水稻OsFAD3基因的5’UTR区域，其核苷酸序列如下：5′-

AGGAAGGA-3′；

由含有上述DNA分子标记的水稻植株结实所产生的稻米中亚麻酸的含量显著低于缺失

上述DNA分子标记的水稻植株所产稻米；由含有上述DNA分子标记的水稻植株结实所产生的

稻米中亚油酸与亚麻酸含量的比值显著高于缺失上述DNA分子标记的水稻植株所产稻米。

5.用于鉴别稻米脂肪酸品质的DNA分子标记在鉴别或选育亚油酸/亚麻酸高品质水稻

品种中的应用；

所述DNA分子标记位于水稻OsFAD3基因的5’UTR区域，其核苷酸序列如下：5′-

AGGAAGGA-3′；

由含有上述DNA分子标记的水稻植株结实所产生的稻米中亚麻酸的含量显著低于缺失

上述DNA分子标记的水稻植株所产稻米；由含有上述DNA分子标记的水稻植株结实所产生的

稻米中亚油酸与亚麻酸含量的比值显著高于缺失上述DNA分子标记的水稻植株所产稻米。

6.用于鉴别稻米脂肪酸品质的DNA分子标记在亚油酸/亚麻酸品质水稻分子标记辅助

育种中的应用；

所述DNA分子标记位于水稻OsFAD3基因的5’UTR区域，其核苷酸序列如下：5′-

AGGAAGGA-3′；

由含有上述DNA分子标记的水稻植株结实所产生的稻米中亚麻酸的含量显著低于缺失

上述DNA分子标记的水稻植株所产稻米；由含有上述DNA分子标记的水稻植株结实所产生的

稻米中亚油酸与亚麻酸含量的比值显著高于缺失上述DNA分子标记的水稻植株所产稻米。
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用于鉴别稻米脂肪酸品质的DNA分子标记及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及分子遗传育种技术领域，具体地说，涉及一种用于鉴别稻米脂肪酸品

质的DNA分子标记及其应用。

背景技术

[0002] α-亚麻酸是人体必需的脂肪酸之一，在维持脂蛋白平衡、降血脂、调节胆固醇代

谢、降血压、抗血栓、预防癌变等方面具有重要作用，是一种备受青睐的保健品(石苗茜，

2014；Kim  et  al.,2014)。

[0003] α-亚麻酸在人体内可以转化为二十碳五烯酸(EPA)，再经过β-  氧化作用转换成二

十二碳六烯酸(DHA)。而EPA和DHA参与降低血小板聚集、抑制血管收缩和血栓形成。多项有

关心脏保护的饮食添加α-亚麻酸试验结果表明，α-亚麻酸作为一种营养元素对心血管疾病

有较好的预防作用(Gladine  et  al.,2013；Nozue  et  al.,2013；De  Goede  et  al.,2013)。

[0004] 人体由于缺乏ω-3脂肪酸脱氢酶(FAD)，无法将亚油酸转换成α-  亚麻酸，因此必

须通过饮食补充α-亚麻酸(Yadav  et  al.,1993)。研究表明，一类ω-3脂肪酸脱氢酶(FAD3)

参与植物亚油酸与亚麻酸的转换，影响亚麻酸的合成。拟南芥FAD3突变体的种子中亚麻酸

含量显著下降(James  and  Dooner,1990；Lemieux  et  al.,1990)，而过量表达  FAD3或组织

特异表达FAD3蛋白能够显著提高亚麻酸的含量  (Damude  et  al.,2006；Eckert  et  al.,

2006；Puttick  et  al.,2009)。

[0005] 水稻是重要的粮食作物，世界上一半以上的人口以稻米为主粮。稻米中含有多种

对人体有益的脂肪酸，但α-亚麻酸含量较低，因此，提高稻米中α-亚麻酸的含量对促进以稻

米为主食的人群的身体健康具有重大意义。研究表明，水稻OsFAD3基因具有ω-3脂肪酸脱

氢酶的活性，在烟草根系中表达OsFAD3，能够显著提高根系中的α-亚麻酸含量(Kodama  et 

al.,1997)。水稻具有丰富的种质资源，不同稻米种α-  亚麻酸的含量变异广泛，受环境影响

很大。目前由于其含量测定需要用特殊仪器如液相色谱等检测技术，成本较高，不易操作，

因此，育种利用和改良稻米中α-亚麻酸含量，难度较大。本发明根据水稻  OsFAD3基因的特

定的序列变异开发基因标记，鉴定OsFAD3不同基因型与稻米α-亚麻酸含量的关系，应用开

发的基因标记开展分子标记辅助选择提高水稻α-亚麻酸的含量。

发明内容

[0006] 本发明的目的是开发一种能够鉴别稻米亚油酸/亚麻酸品质的功能性分子标记，

并应用于水稻育种材料的筛选、鉴定，增加育种改良过程检测稻米α-亚麻酸的准确性，提高

选择效率。

[0007] 为了实现本发明目的，本发明用于鉴别稻米脂肪酸品质的DNA  分子标记，所述DNA

分子标记位于水稻OsFAD3基因(MSU登录号为  Loc_Os11g01340)的5’UTR区域，其核苷酸序

列如下：5′-AGGAAGGA  -3′。

[0008] 由含有上述DNA分子标记的水稻植株结实所产生的稻米中亚麻酸的含量显著低于
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缺失上述DNA分子标记的水稻植株所产稻米；由含有上述DNA分子标记的水稻植株结实所产

生的稻米中亚油酸与亚麻酸含量的比值显著高于缺失上述DNA分子标记的水稻植株所产稻

米。

[0009] 本发明还提供用于扩增含有上述DNA分子标记的核酸片段的  PCR引物对，包括：

[0010] OSFA3F:5′-GGCGGAAAGGGAGAAGAG-3′(SEQ  ID  NO:1)

[0011] OSFA3R:5′-TAGGGACATAGCAAAGCAAAGG-3′(SEQ  ID  NO:2)

[0012] 本发明还提供含有所述引物对的用于检测上述DNA分子标记的试剂盒。

[0013] 本发明还提供所述引物对或试剂盒在稻米亚油酸/亚麻酸品质基因分型中的应

用。包括以下步骤：

[0014] 1)提取待测水稻样品的DNA；

[0015] 2)以DNA为模板，利用引物OSFA3F和OSFA3R进行PCR扩增；

[0016] 3)分析PCR扩增产物。

[0017] PCR反应体系为：DNA模板100ng，10×PCR  buffer  2ul，2mM  dNTP混合液2ul，10uM

引物OSFA3F和OSFA3R各0.3ul，rTaq  DNA聚合酶0.1ul，ddH2O补至20ul。

[0018] PCR扩增程序设置为：94℃预变性4分钟；94℃变性30秒，55℃退火30秒，72℃延伸

30秒，循环32次；72℃延伸7分钟，结束反应。

[0019] PCR扩增产物在4％聚丙烯酰胺凝胶中电泳检测，若电泳结果出现一条大小为

182bp的特征条带，则待测水稻的稻米亚麻酸含量较高，而亚油酸/亚麻酸含量比值较低；若

电泳结果出现一条大小为190bp的特征条带，则待测水稻的稻米亚麻酸含量较低，而亚油

酸/亚麻酸含量比值较高；若电泳结果出现上述两条特征条带，则待测水稻为杂合型。

[0020] 本发明还提供所述DNA分子标记在改良水稻品种亚油酸/亚麻酸品质中的应用。

[0021] 本发明还提供所述DNA分子标记在鉴别或选育亚油酸/亚麻酸高品质水稻品种中

的应用。

[0022] 本发明进一步提供所述DNA分子标记在水稻分子标记辅助育种中的应用。

[0023] 与现有技术相比，本发明具有以下优点：

[0024] 本发明首次发现一种用于鉴别稻米脂肪酸品质的DNA分子标记，并基于PCR技术开

发出一对用于稻米亚麻酸品质基因分型的引物，所述稻米亚麻酸品质基因为OsFAD3。利用

本发明提供的基因标记及其引物能够快速检测水稻材料中影响水稻亚麻酸含量的基因

OsFAD3中等位变异，操作方法简单，成本低。利用本发明的DNA分子标记可以区分不同亚麻

酸含量的水稻基因型，检测结果准确可靠；本发明方法能够有效地利用基因OsFAD3功能标

记开展分子标记辅助育种，对稻米亚麻酸品质进行遗传改良。

附图说明

[0025] 图1为本发明实施例2中标记OSFA3在水稻亲本中的多态性，也即用基因标记OSFA3

检测不同水稻品种OsFAD3基因等位形式的胶图；其中，从左至右依次为珍汕97，明恢63，日

本晴，9311，ACC9(非洲栽培稻)，ACC10(普通野生稻)，中花11，KASALATH，CYPRESS，红米，品

系233，早熟香黑。
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具体实施方式

[0026] 以下实施例用于说明本发明，但不用来限制本发明的范围。若未特别指明，实施例

均按照常规实验条件，如Sambrook等分子克隆实验手册(Sambrook  J&Russell  DW ,

Molecular  Cloning:a  Laboratory  Manual,2001)，或按照制造厂商说明书建议的条件。

[0027] 实施例1稻米亚麻酸品质基因标记的开发

[0028] 1.根据文献

[0029] Kodama  H ,Akagi  H ,Kusumi  K ,Fujimura  T ,Iba  K .(1997) .  Structure ,

chromosomal  location  and  expression  of  a  rice  gene  encoding  the  microsomeω-

3fatty  acid  desaturase.Plant  Molecular  Biology,33:  493-502的报道，水稻OsFAD3基

因(对应MSU的基因编号为  Loc_Os11g01340)编码的蛋白具有脂肪酸脱氢酶的活性，能够催

化亚油酸转换为亚麻酸。在网站ricevarmap(http://ricevarmap .ncpgr .cn)和  RIGW

(http://rice.hzau.edu.cn/cgi-bin/gb2/gbrowse_syn)中对重测序种质的OsFAD3的基因

序列进行比对，发现在OsFAD3基因的5’UTR区域存在一个8bp(AGGAAGGA)的插入缺失变异。

[0030] 2.从MSU网站(http://rice.plantbiology.msu.edu/)下载OsFAD3的基因序列，截

取以该8bp插入缺失变异为中心的上下游400bp的序列，利用软件primer  premier5设计引

物，用以扩增包括该8bp插入缺失位点的片段，设计的基因标记命名为OSFA3，相应引物序列

分别为  OSFA3F:5′-GGCGGAAAGGGAGAAGAG-3′和OSFA3R:5′-  TAGGGACATAGCAAAGCAAAGG-3′。

引物由上海生工生物公司合成。

[0031] 实施例2基因标记OSFA3的检测方法以及在水稻亲本中的多态性

[0032] 1、提取待测水稻样品包括水稻常规稻品种、普通野生稻及非洲栽培稻的DNA

[0033] 2、利用设计的基因标记OSFA3，对样品DNA进行PCR扩增，检测基因标记OSFA3的多

态性。

[0034] PCR反应体系：总体积20ul包括：DNA模板100ng，2ul  10X  PCR  buffer，2ul  2mM 

dNTP混合液，10uM的引物OSFA3F和OSFA3R各0.3  ul，0.1ul  rTaq  DNA聚合酶。在PCR热循环

仪上进行PCR反应。PCR扩增程序设置为：94℃先预变性4分钟，然后94℃变性30秒，55℃退火 

30秒，72℃延伸30秒，循环32次，最后72℃延伸7分钟结束反应。

[0035] PCR产物在4％的聚丙烯酰胺凝胶中电泳40分钟(电泳参数：电压：2000V，电流：

200mA，功率：90W)，用硝酸银和氢氧化钠溶液进行显影和定影。在灯箱前照相，读取带型。得

到图1所列的结果(图  1)。从图1可见，基因OsFAD3在不同水稻品种间具有多态性，基因标记

OSFA3扩增成功，带型清晰，多态性明显、扩增片段大小适中  (200bp)，说明开发的标记可成

功检测不同品种的基因变异。

[0036] 电泳结果出现一条大小为182bp(SEQ  ID  NO:3)的特征条带，相应待测水稻的稻米

亚麻酸含量较高，而亚油酸/亚麻酸含量比值较低；电泳结果出现一条大小为190bp(SEQ  ID 

NO:4)的特征条带，相应待测水稻的稻米亚麻酸含量较低，而亚油酸/亚麻酸含量比值较高；

若电泳结果出现上述两条特征条带，则待测水稻为杂合型。

[0037] 实施例3基因标记OSFA3在育种群体中的亚麻酸品质选择的应用

[0038] 为了评价利用标记OSFA3进行分子标记辅助选择稻米亚麻酸品质的效果，对构建

的一个粳稻日本晴(NIP)与籼稻珍汕97(ZS97)  杂交的育种分离群体作标记OSFA3分析，选

择稻米亚油酸/亚麻酸含量较高的基因型。所述应用包括以下步骤：
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[0039] 1、提取107株单株的DNA。

[0040] 2、利用标记OSFA3检测OsFAD3基因的基因型，与亲本ZS97基因型一致记为11(扩增

产物大小182bp)，与NIP基因型一致则记为22  (扩增产物大小190bp)，同时含有ZS97和NIP

基因型的记为杂合12。  107个单株中标记OSFA3的基因型表现为11、22、12基因型分离。

[0041] 收获107个单株的种子，利用气相色谱-质谱联用仪测定成熟种胚中的亚油酸、亚

麻酸含量。方差分析结果表明(表1)，3种基因型之间亚油酸含量没有差异，而亚麻酸含量以

及亚油酸与亚麻酸的比值均有显著差异。多重比较显示，11与12基因型之间的亚麻酸含量

以及亚油酸与亚麻酸含量的比值没有显著差异，而22基因型与12基因型之间的亚麻酸含量

以及亚油酸与亚麻酸含量的比值的差异显著。因此，利用基因标记OSFA3可以很好的区分育

种群体中具有不同亚麻酸品质的基因型，能够对亚麻酸含量高以及亚油酸与亚麻酸含量比

值低的单株进行有效的选择。

[0042] 表1分离群体OsFAD3基因型与亚麻酸含量分析

[0043]

[0044] 注：表1中大写字母A、B表示Duncan测验0.01差异显著水平。

[0045] 实施例4标记OSFA3鉴别水稻自然种质材料的亚麻酸含量高低的应用

[0046] 应用基因标记OSFA3对水稻自然种质的亚麻酸含量以及亚油酸与亚麻酸含量比值

等鉴定。

[0047] 1.选取了52份种质材料，利用基因标记OSFA3分析这52份水稻种质材料中OsFAD3

的基因型，同时利用气相色谱-质谱联用仪测定成熟种胚中的亚油酸和亚麻酸含量。

[0048] 2.标记OSFA3将52份种质材料中分为两组，一组与ZS97的基因型一致，记为11，另

一组与NIP的基因型一致，记为22。对两组种质材料的亚麻酸等含量进行分析结果显示(表

2)，两类基因型间亚油酸含量差异不显著，亚麻酸含量以及亚油酸与亚麻酸含量的比值差

异显著，表明基因标记OSFA3在水稻自然种质群体中对亚麻酸含量也能进行有效的鉴定。

[0049] 表2自然种质群体中OsFAD3基因型与亚麻酸含量分析

[0050]

[0051] 本发明中所用的脂肪酸含量测定方法参考文献(Garg  et  al.,2016)  所述，具体

如下：

[0052] (1)选取成熟种子100粒，用糙米机(型号：JLGL-45)去掉种子颖壳得到糙米，再用

解剖刀将糙米分为种子胚与胚乳，用液氮将胚与胚乳组织分别磨成粉；

[0053] (2)称取50mg粉末放置于10ml带盖玻璃管中，加入100ul脂肪酸内标(0.04g油酸内
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标C17：0溶于100ml氯仿)和3ml脂肪酸提取液1(100ml甲醇：10ml饱和盐酸：10ml氯仿)，盖紧

瓶盖置于  90℃水浴锅中水浴60min；

[0054] (3)冷却到室温，加入1ml双蒸水和2ml脂肪酸提取液2(400  ml己烷：100ml氯仿)，

震荡30sec；

[0055] (4)将混合液放于离心机(JS-5.3)中,设置转数为2000r/min，离心时长10min；

[0056] (5)吸取上清有机试剂，经0.2um过滤膜过滤，置于1.5ml进样瓶中。-20℃保存，待

上机使用；

[0057] (6)取1ml样品按顺序摆放于气相色谱-质谱联用仪(Gas  Chromatograph-Mass 

Spectrometer-computer,GC-MS)(色谱柱：SH  Stabil  wax  DA)，分流比设置为1:10，柱箱初

始温度设置为170℃，保持1min，然后以3℃/min速率升温到230℃，保持3min；

[0058] (7)利用GC-MS再解析软件(GC-MS分析系统)对出现的峰进行筛库检索，选择所需

目的峰进行手动积分，并导出分析结果。

[0059] 本发明具有以下优点：

[0060] 1.本发明提供的方法操作简单、迅速、成本低，一般生物学实验室都可以实施。

[0061] 2.利用本发明提供的基因标记在不同水稻材料中都能够准确区分OsFAD3基因的

不同等位形式，确定不同基因型之间亚麻酸的含量差异，检测结果准确可靠。

[0062] 虽然，上文中已经用一般性说明及具体实施方案对本发明作了详尽的描述，但在

本发明基础上，可以对之做一些修改或改进，这对本领域技术人员而言是显而易见的。因

此，在不偏离本发明精神的基础上所做的这些修改或改进，均属于本发明要求保护的范围。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 华中农业大学

[0003] <120>  用于鉴别稻米脂肪酸品质的DNA分子标记及其应用

[0004] <130>  KHP171115421.3

[0005] <160>  4

[0006] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0007] <210>  1

[0008] <211>  18

[0009] <212>  DNA

[0010] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0011] <400>  1

[0012] ggcggaaagg  gagaagag  18

[0013] <210>  2

[0014] <211>  22

[0015] <212>  DNA

[0016] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0017] <400>  2

[0018] tagggacata  gcaaagcaaa  gg  22

[0019] <210>  3

[0020] <211>  182

[0021] <212>  DNA

[0022] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0023] <400>  3

[0024] ggcggaaagg  gagaagagac  aagaaagaga  aatttaaggg  gaggtgtttg  gtttgtgcct  60

[0025] acgaacgcga  atgcgatgga  tgggccgcaa  cgcaaaccca  aacccaaccc  aggaaggaag  120

[0026] gaaaccaagc  tcctcctcct  gtgttgtgtg  cggcctgccc  cctttgcttt  gctatgtccc  180

[0027] ta  182

[0028] <210>  4

[0029] <211>  190

[0030] <212>  DNA

[0031] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0032] <400>  4

[0033] ggcggaaagg  gagaagagac  aagaaagaga  aatttgaggg  gaggtgtttg  gtttgtgcct  60

[0034] gcgaacgcga  atgcgatgga  tgggccgcaa  cgcaaaccca  aacccaaccc  aggaaggaag  120

[0035] gaaggaagga  aagcaagctc  ctcctcctgt  gctgtgtgcg  gcctgccccc  tttgctttgc  180

[0036] tatgtcccta  190
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