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摘要：为促进水稻香味分子标记辅助育种，以优质香稻品种五优稻４号为香味供体亲本，龙粳２０为受体亲本

进行杂交，根据杂交后代植株香味的表现，对五优稻４号水稻品种香味性状进行遗传分析，并利用ＳＳＲ分子

标记方法筛选与五优稻４号香味连锁的ＳＳＲ分子标记。结果表明：水稻五优稻４号的香味性状是由单隐性

基因控制；通过ＳＳＲ分子标记引物的筛选，得到了４９对能够在两亲本间稳定表现出多态性的引物，用这４９对

引物筛选由杂交后代构建的选香和无香基因池，得到１个ＳＳＲ引物ＲＭ５６４７与香味基因紧密连锁，其遗传距

离为２５．７ｃＭ。
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　　水稻（犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪）是重要的粮食作物
［１］，

我国有６５％ 以上人口以水稻为主食
［２］。随着经

济发展我国人民生活水平不断提高，人们对稻米

营养和蒸煮食味品质的要求也逐渐变高，作为优

质水稻品种香稻受到广泛关注［３４］。香稻是栽培

稻的一种，香米富含有大量蛋白质、各种氨基酸以

及钙、磷、铁、硒等人体所需微量元素［５］。香米具

有较好的经济效益，育种者愈来愈重视培育高产

优质的高档香米［６］。国内外学者对香味性状的研

究成为热点［７］。有关水稻香味性状的遗传机理，

研究者得出不同结论，有人认为香味性状受一对

基因控制［８］，还有人认为受两对甚至多对基因控

制［９］。传统的杂交育种通过人工鉴定获得纯合的

香味单株比较困难，香味杂合基因型个体籽粒性

状呈分离状态，香粒远少于不香粒，因此可以通过

分子标记辅助育种来弥补传统育种的不足。黑龙

江省是我国重要的水稻生产基地，土壤肥沃，昼夜

温差大，环境优良，是生产寒地优质粳稻的理想区

域［１０］。五优稻４号２００９年审定以来经过多年种

植与推广，深受全国消费者喜爱。为了改良和提

纯五优稻４号减少退化现象，本研究以五优稻

４号和龙粳２０为亲本，通过杂交获得Ｆ２群体，通

过Ｆ２群体对五优稻４号香味基因进行遗传分析，

采用ＳＳＲ分子标记方法来筛选与五优稻４号香

味基因连锁的分子标记来快速鉴定基因，以期为

寒地水稻香味分子标记辅助育种提供科学理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料

以佳木斯水稻研究所培育龙粳２０和五常水

稻研究所培育的五优稻４号为供试材料。

１．２　方法

１．２．１　Ｆ２群体构建　本试验于２０１５年用五优稻

４号作为母本，龙粳２０作为父本进行杂交，得到

杂交 种 子。２０１６ 年 种 植 Ｆ１，获 得 Ｆ２ 种 子，

２０１７年种植Ｆ２分离群体，插植规格为３０ｃｍ×

１０ｃｍ，群体单株种植，常规水肥管理。本试验在

黑龙江省农业科学院五常水稻研究所试验基地

进行。

１．２．２　叶片及籽粒香味鉴定　叶片香味鉴定使

用Ｓｏｏｄ等
［１１］的 ＫＯＨ 浸泡法，取２个亲本五优

稻４号和龙粳２０、杂交Ｆ１及杂交Ｆ２分离群体叶

片，所有要鉴定材料取叶片２．０ｇ左右，剪成３～

５ｃｍ长的碎片，放到培养皿后，检测时每个样品

中加入１．７％ＫＯＨ溶液１０ｍＬ左右，然后用盖密

封。叶片浸泡约１０～１５ｍｉｎ，开始鉴定香味有

无。参照Ｂｅｒｎｅｒ等
［１２］的咀嚼法来鉴定杂交Ｆ１和

Ｆ２米粒是否有香味，由３个人组成米粒香味的鉴

定小组，每人对同一Ｆ２单株所收种子分别咀嚼鉴

５
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定，如连续５粒都有香味，则认为该Ｆ２单株是有

香味单株；否则要咀嚼１２粒来判断，如果１２粒都

不香则认为单株不香，如有Ｆ２单株籽粒有香和不

香同时存在则认为香味性状有分离，用叶片和籽

粒香味结果相互印证。

１．２．３　标记引物设计　ＳＳＲ分子标记引物序列

是在水稻基因组数据库中搜索得到，选择与水稻

香味基因连锁的水稻ＳＳＲ标记引物，对亲本进行

多态性筛选，筛选亲本间多态性引物；利用亲本间

有多态性引物对Ｆ２群体单株验证并对五优稻４号

香味基因连锁性进行分析。

１．２．４　引物筛选与标记验证　所有供试材料的

ＤＮＡ提取按徐振华等
［１３］的 ＣＴＡＢ简易法进行

操作。随机选取龙粳２０和五优稻４号的杂交Ｆ２

分离群体中有香味和无香味单株各１０株，提取基

因组ＤＮＡ后等量混合构建有香味和无香味两个

近等基因池；用筛选出的在亲本间有差异的多态

性ＳＳＲ分子标记引物对ＤＮＡ基因池进行筛选。

用在亲本间和有香、无香ＤＮＡ基因池中表现具

有相同差异的引物再对２７０株Ｆ２单株进行验证

并确定标记。ＰＣＲ反应体系为１０μＬ，含１０×

Ｂｕｆｆｅｒ１．０μＬ，２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
１ｄＮＴＰｓ０．６μＬ，

１０μｍｏｌ·Ｌ
１正、反向ＳＳＲ引物各０．６μＬ，犜犪狇聚

合酶 （５ Ｕ·μＬ
１）０．２μＬ，２０ｎｇ 模板 ＤＮＡ

１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６．０μＬ。应用 ＢｉｏＲＡＤ 公司

ＰＴＣ０２００进行扩增，反应程序为：９５℃预变性

３ｍｉｎ后，９５℃变性３０ｓ，５０～６０℃退火３０ｓ，

７２℃下延伸１ｍｉｎ，３５个循环，最后７２℃下延伸

５ｍｉｎ。４℃保存。扩增产物用ＢＩＯＲＡＤ电泳仪

在６％聚丙烯酰胺变性测序胶上电泳。

１．２．５　数据分析　香味性状的遗传分析采用卡

平方测验。亲本五优稻４号的带型记为３，龙粳

２０的带型记为１，杂合带型记为２，缺失记为０，然

后结合个体表型性状鉴定，与分子标记相结合，使

用ＪｉｎｍａｐＶ４．０计算遗传距离。

２　结果与分析
２．１　亲本及杂交后代叶片和籽粒香味性状遗传

分析

　　水稻分蘖期，选取田间亲本及杂交Ｆ１、Ｆ２单

株叶片，利用Ｓｏｏｄ等
［１１］的 ＫＯＨ 法对取样单株

叶片进行香味性状有无的鉴定，其鉴定结果如表

１所示，其中五优稻４号水稻品种的叶片有香味，

而五优稻４号水稻品种与龙粳２０水稻品种杂交

后代Ｆ１以及龙粳２０本身植株的叶片均没有香

味，鉴定结果说明五优稻４号水稻品种的香味性

状是隐性性状，由１对隐性基因控制。

表１　亲本及杂交Ｆ１植株叶片香味鉴定

品种（组合）名称 总株数 香 非香

五优稻４号 １０ １０ ０

龙粳２０ １２ ０ １２

五优稻４号×龙粳２０ １５ ０ １５

　　由表２五优稻４号×龙粳２０的杂交后代Ｆ２

叶片香味分离情况可知，杂交后代Ｆ２单株叶片香

味有带香味和无香的分离两种结果，其中无香的

单株共有２１２株，有香味的单株共有５８株，经卡

平方检验，χ
２＝１．６０＜χ

２
０．０５＝３．８４，无香和有香单

株的香味性状分离比例符合３∶１，说明五优稻４号

的香味为单基因控制独立遗传模式，五优稻４号

的香味是由１对基因控制的隐性性状。

表２　五优稻４号×龙粳２０杂交Ｆ２叶片香味

分离情况及卡平方测验

表现型
Ｆ２实际

株数（Ｏ）

Ｆ２理论

株数（Ｅ）
ＯＥ ｜ＯＥ｜１／２ （｜ＯＥ｜１／２）２／Ｅ

香 ５８．０ ６７．５ －９．５ ９ １．２

无香 ２１２．０ ２０２．５ ９．５ ９ ０．４

总数 ２７０．０ ２７０．０ ０ １．６

表３　Ｆ２分离群体中单株籽粒香味的分离情况

表现型 Ｆ２实际株数（Ｏ）Ｆ２理论株数（Ｅ） ＯＥ （ＯＥ）２／Ｅ

香 ５８．０ ６７．５ －９．５ １．３３７０

杂合 １４７．０ １３５．０ １２．０ １．０６６７

无香 ６５．０ ６７．５ －２．５ ０．０９２５

总数 ２７０．０ ２７０．０ ０ ２．４９６３

　　关于五优稻４号×龙粳２０的杂交Ｆ２分离群

体中所有单株籽粒香味分析结果列于表３，可见

χ
２测验结果为χ

２＝２．４９＜χ
２
０．０５＝５．９９，杂交Ｆ２分

离群体籽粒香味单株分离比例符合１∶２∶１。五优

稻４号×龙粳２０杂交Ｆ２世代所有群体叶片和籽

粒香味有无的鉴定结果表明，其中叶片带有香味

的单株有５８株，这５８个单株的籽粒也都带有香

味，呈现出香味有无表现一致性。在杂交Ｆ２分离

群体中叶片没有香味的２１２株中，籽粒完全没有

香味的有６５株，而余下１４７株的籽粒表现出两种

情况分别是有香与无香单株。由于Ｆ２所有群体

叶片香味性状是１对基因控制的隐性性状，所以

Ｆ２叶片不香的杂合型植株上可结出两种种子即

香与不香。因此，叶片表现出不香的单株中即有

杂合基因型也有纯合基因型。本试验结果说明，

６



６期 　　刘海英等：五优稻４号水稻香味的遗传分析与ＳＳＲ分子标记筛选　　　　　　　

五优稻４号水稻品种的香味性状是受１对隐性基

因控制与王晓焰［１４］研究结果一致。由此可知，如

果香稻品种是基因纯合稳定的品种，叶片的香味

与其籽粒香味一致，但对于香稻品种是杂合基因

型材料而言，叶片香味与籽粒香味结果则并不完

全一致［１５］。

２．２　ＤＮＡ提取及ＳＳＲ分子标记引物的筛选

２．２．１　水稻基因组ＤＮＡ质量检测　提取的供

试材料基因组ＤＮＡ溶解至ＴＥ缓冲液，然后基因

组ＤＮＡ经琼脂糖凝胶电泳检测，检测结果样品

基本无降解，呈一条主带，所有基因组ＤＮＡ浓度

调整为２０μｇ·ｍＬ
１，用于ＰＣＲ扩增（图１）。

图１　基因组ＤＮＡ样品检测

２．２．２　亲本间多态性引物的筛选　亲本间多态

性ＳＳＲ标记引物筛选结果如图２所示。本试验

选用了１４５对ＳＳＲ分子标记引物，这些标记均匀

分布于水稻１２条染色体上，根据Ｇｒａｍｅｎｅ网站

查找到公布的ＳＳＲ分子标记引物序列，由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成标记引物。通

过标记筛选检测到亲本五优稻４号与龙粳２０基

因组ＤＮＡ的扩增图谱存在差异，说明存在多态

性，１４５对引物中筛选出４９对ＳＳＲ分子标记在亲

本间有多态性，多态性率达到３４％。

图２　筛选亲本间多态性ＳＳＲ标记引物

２．２．３　香味基因连锁的分子标记筛选　利用Ｆ２

分离群体叶片香味有无鉴定结果构建了两个基因

池，有香味基因池与非香味基因池。在两亲本间

多态性引物筛选得到了４９对亲本间有差异的

ＳＳＲ分子标记引物，利用这４９对ＳＳＲ分子标记

引物对香味基因池和非香基因池进行检测。检测

结果如图３所示，初步筛选到５个与五优稻４号的

香味基因存在连锁关系ＳＳＲ分子标记引物，分别是

ＲＭ３３５１、ＲＭ３３６７、ＲＭ５３４８、ＲＭ５６４７和ＲＭ３３９。

图３　五优稻４号连锁标记筛选香味基因

随机在杂交后代Ｆ２群体单株中选取１５个有

香味单株和１５个无香味单株，利用 ＲＭ３３５１、

ＲＭ３３６７、ＲＭ５３４８、ＲＭ５６４７和ＲＭ３３９这５对具

有多态性ＳＳＲ分子标记引物对无香与有香单株

进行扩增。结果表明，只有引物 ＲＭ５６４７能在

１５个有香味单株和１５个无香味单株中扩增出特

异性条带，因此初步确定引物ＲＭ５６４７扩增出的

多态性片段可能与五优稻４号香味基因连锁。

为了确定ＳＳＲ分子标记引物ＲＭ５６４７扩增

特异片段与五优稻４号香味基因的遗传距离，用

ＳＳＲ分子标记引物ＲＭ５６４７对杂交后代Ｆ２分离

群体２７０个单株进行扩增，扩增结果共有３种带

型，香、无香和杂合带型如图４所示，所得单株带

型结果用软件ＪｉｎｍａｐＶ４．０进行分析，ＳＳＲ分子

标记引物 ＲＭ５６４７ 与香味基因连锁，连锁距

离２５．７ｃＭ。

图４　引物ＲＭ５６４７分子标记在Ｆ２中部分单株的

分离情况

３　结论与讨论
从以往对植物香味的研究结果可以看出香味

基因的遗传比较复杂，对于香味基因的遗传由于

材料与测定方法得出不同说法，报道香稻香味主

要有１～３对显性或隐性基因控制
［１６１７］。本研究

结果表明，Ｆ２ 单株叶片无香单株是２１２株，有香

味单株是５８株，无香和有香单株的比例符合３∶１，

说明五优稻４号水稻品种的香味基因为单隐性基

因控制独立遗传模式，这与多数研究者研究结果

一致［１８２０］。

香味是稻米重要的食味品质性状，鉴别是否

具有香味水稻籽粒用咀嚼法和叶片用ＫＯＨ浸泡

法相结合的传统方法［２１］时，由于人为鉴定误差，

这种表型鉴定的结果并不准确可靠。香味性状大

部分为单隐性基因控制，在杂交后分离后代中，传

７
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统的育种方法不利于选出纯合的香型单株［２２］。

ＳＳＲ分子标记辅助检测具有比表型性状鉴定快

速准确的特点，能更加准确检测水稻香味基因，已

被广泛应用于鉴定和分析水稻香味性状的研究

中。已有研究表明，多数香稻品种的香味产生是

由于犅犪犱犺２基因第２外显子和第７外显子处发

生碱基缺失而产生［２３］，根据犅犪犱犺２基因设计香

味特异分子标记有利于大量香味材料检测，提高

香稻分子育种效率［２４］。五优稻４号是黑龙江省

第一积温区主栽的香稻品种，由于多年种植香味

退化五优稻４号香味变淡。本研究利用五优稻

４号（香）和龙粳２０（无香）为杂交组合亲本，通过

杂交籽粒世代种植构建了Ｆ２分离群体，利用ＳＳＲ

分子标记引物在２个亲本间进行多态性筛选，筛

选到４９个多态性标记，利用筛选到的４９对具有

多态性ＳＳＲ分子标记引物对Ｆ２分离群体构建的

有香味基因池和非香基因池间进行分子标记检

测。检测结果表明从４９对中具有多态性的引物

初步筛选到５个ＳＳＲ分子标记与五优稻４号品

种的香味基因存在连锁关系，通过Ｆ２群体筛选找

到了 第 ８ 号 染 色 体 与 香 味 基 因 连 锁 标 记

ＲＭ５６４７，连锁距离２５．７ｃＭ。通过已找到的标记

可以快速筛选出带香味的五优稻４号杂交后代，

五优稻４号香味基因受一对隐性基因控制，杂合

株有香粒也有不香粒，利用分子标记检测有利于

避免有香味基因单株被淘汰［２４］，在利于五优稻

４号进行香味基因改良时，应在低世代时对单株

进行香味性状鉴定［２５］。

香味基因多数由隐性单基因控制，还主要由

主效基因控制，还存在多基因间的互作，这其中包

括结构基因和转录因子［２６］。张现伟等［２７］指出香

味性状可能存在一些其他数量性状方面的特征，

例如香味的类型以及香味的强弱等特征。香味基

因是水稻香味产生的主要控制因素，香味基因表

达还与土壤中矿物质、水分和有机质含量，气候环

境中气候冷凉、昼夜温差、籽粒成熟度等因素密切

相关［２８］。因此，要结合香味基因类型和生长环境

因素开展香味机理研究。
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解国庆，董清山，范书华，等．八个不同基因型工业大麻（药用）在黑龙江省东南部的适应性评价［Ｊ］．黑龙江农业科学，２０２１（６）：９１２．

八个不同基因型工业大麻（药用）在黑龙江省

东南部的适应性评价

解国庆１，董清山１，范书华１，王　艳１，赵云彤１，侯文秀２，宋宪友３

（１．黑龙江省农业科学院 牡丹江分院，黑龙江 牡丹江１５７０００；２．北大荒垦丰种业股份有限

公司，黑龙江 哈尔滨 １５００９０；３．黑龙江省农业科学院 经济作物研究所，黑龙江 哈尔滨

１５００８６）

摘要：为筛选适合牡丹江地区种植的工业大麻（药用）材料，本试验对搜集引进的８个工业大麻为材料（编号

为Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４、Ｄ５、Ｄ６、Ｄ７、Ｄ８），比较各材料的适应性、抗逆性、大麻二酚（ＣＢＤ）含量、四氢大麻酚 （ＴＨＣ）

含量及花叶产量。结果表明：Ｄ２、Ｄ６、Ｄ７的花叶产量显著高于其他材料，株高适宜，Ｄ２、Ｄ６高抗倒伏，Ｄ７中抗

倒伏，８份材料的ＴＨＣ含量均低于０．３％，Ｄ２（３．５％）和Ｄ７（３．２％）的ＣＢＤ含量在８份材料中相对较高。综

合评价认为Ｄ２、Ｄ６、Ｄ７属于优系资源，建议对这３份材料进一步深入研究并进行小面积示范。

关键词：基因型；工业大麻；适应性；评价

　　大麻（犆犪狀狀犪犫犻狊狊犪狋犻狏犪Ｌ．）是大麻科（Ｃａｎｎａ

ｂｉｎａｃｅａｅ）大麻属（犆犪狀狀犪犫犻狊）一年生草本植物，

是一种传统经济作物，浑身是宝，植株全部可利

用，从农业种植延伸到纺织、军需、服装、造纸、化

工、粘胶、木塑、汽车内饰、新型建材、复合材料、食

品保健、医药、生物柴油等诸多领域［１２］。在我国

收稿日期：２０２１０２０６
基金项目：黑龙江省农业科学院“农业科技创新跨越工程”专

项（ＭＬＣＸ２３）。

第一作者：解国庆（１９８３－），男，硕士，副研究员，从事工业大

麻新品种选育及高产高效栽培技术研究。Ｅｍａｉｌ：ｘｇｑ＿８＠

１６３．ｃｏｍ。

通信作者：宋宪友（１９６５－），男，研究员，从事大麻、亚麻遗传

育种和栽培研究。Ｅｍａｉｌ：ｓｘｉａｎｙｏｕ＠１６３．ｃｏｍ。

不同地区有各种别称，又名汉麻、线麻、寒麻、云

麻、火麻、小麻等［３］。因大麻含有的ＴＨＣ是致幻

物质的主要成分，从而导致许多国家禁种大麻。

而其花和叶中提取的大麻二酚（ＣＢＤ）则具有

抗炎、抗惊厥、免疫调节、抗氧化、抗凋亡和抗癌

作用，是近年来的研究热点。工业大麻是指种

子、茎、花梢 （开花结果的梢）、花、叶及根部中的

四氢大麻酚 （ＴＨＣ）含量低于０．３％的大麻属

植物［４５］。

中国种植大麻距今至少有６０００多年的历

史，大麻对土壤要求不严格，从高纬度寒带地区到

低纬度热带地区、从海拔３０００ｍ以上到海拔几

十米的地区均适合种植。世界上最佳种植大麻的
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２，犡犝犣犺犲狀犺狌犪２，

犢犝犢犪狀犿犻狀２，犔犃犐犢狅狀犵犮犪犻
１

（１．Ｐｏｓｔｄｏｃｔｏｒａｌ Ｐｒｏｇｒａｍｍｅ，Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｈａｒｂｉｎ １５００８６，Ｃｈｉｎａ；

２．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｃａｄｅｍｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｈａｒｂｉｎ１５００２８，Ｃｈｉｎａ；３．Ｈｅｉ

ｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｃａｄｅｍｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｈａｒｂｉｎ１５００８６，Ｃｈｉｎａ）
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ｂｙｏｎｅｒｅｃｅｓｓｉｖｅｇｅｎｅａｎｄｆｒａｇｒａｎｃｅｗａｓｒｅｃｅｓｓｉｖｅａｎｄｎｏｎｆｒａｇｒａｎｃｅｗａｓｄｏｍｉｎａｎｔ．Ｔｈｒｏｕｇｈｐｒｉｍｅｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，
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