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摘　要：以高抗性淀粉水稻品种功米３号、粳稻日本晴、中籼品种９３１１为材料，比较其蒸煮前后抗性淀粉含量

的变化，以及在不同ｐＨ值下水解后的抗性淀粉含量的差异。研究结果表明，蒸煮前后各材料的抗性淀粉含量依

次为：未蒸煮处理＞蒸煮隔夜处理＞蒸煮处理，未蒸煮处理与其他两种处理相比较差异显著，蒸煮隔夜处理与

蒸煮处理相比较差异不显著；不同ｐＨ 值处理各材料的抗性淀粉含量依次为ｐＨ５．２＞ｐＨ６．０＞ｐＨ６．９，其中

ｐＨ５．２的ＲＳ含量与ｐＨ６．９、ｐＨ６．０比较呈极显著差异，ｐＨ６．９与ｐＨ６．０差异不显著；３份材料抗性淀粉含量

大小依次为功米３号＞９３１１＞日本晴，功米３号抗性淀粉含量明显高于９３１１和日本晴，而９３１１略高于日本晴。

总之，消化可溶性淀粉缓冲液的ｐＨ值为６．０时以及蒸煮处理后所得抗性淀粉含量的变异系数最低，重现性好，

重复间差异小。
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淀粉是近年来功能食品领域的研究热点之一。水稻

为世界一半以上人口的主食，适当增加其中的抗性

淀粉含量对人体的健康有重要的意义。

水稻中的抗性淀粉含量属于多基因控制的数量

性状，如果要对该性状进行遗传改良以及基因定位

等深入研究，必须要有可靠的、重复性高的、性状差

异明显的表型分析方法。目前，抗性淀粉的测定方

法主要有体内测定法和体外测定法。体内测定法主

要是在活体肠道中消化样品，然后测定未消化的淀

粉含量。在大量的样品测定中这种方法费时，成本

高，而且有研究［４］发现人体本身的年龄、生理状况及

生活环境，也会造成淀粉消化能力的差异。在某一

个体中作用类似于ＲＳ，在其他人体内可能不被看作

ＲＳ。因此目前的抗性淀粉定量分析法以体外法为

主。体外测定法的基本原理是模拟人体的消化环境

利用淀粉酶消化可溶性淀粉，然后测定剩余淀粉的

含量（直接法）或者测定总淀粉含量和可消化淀粉的

含量做差求得抗性淀粉含量（间接法）。体外测定法

已 有 文 献 报 道：１９８６ 年 的 Ｂｊｏｒｃｋ 法 和 Ｂｅｒｒｙ

法［５－６］，１９９２年的Ｅｎｇｌｙｓｔ法
［７］，１９９２年和１９９３年

的 Ｍｕｉｒ法和Ｏ＇Ｄｅａ法
［８－９］１９９２年的Ｃｈａｍｐ法

［１０］，

１９９６年的 Ｇｏｎｉ等
［１１］方法，１９９８年的 Ａｋｅｒｂｅｒｇ

法［１２］和２００２年的ＭｃＣｌｅａｒｙ法
［１３］等，其中常见的方

法有 Ｅｎｇｌｙｓｔ法、Ｇｏｎｉ法、ＭｃＣｌｅａｒｙ法，ＭｃＣｌｅａｒｙ

法是目前唯一被ＡＯＡＣ采用的方法
［１４］。

上述方法大多是以玉米、马铃薯、豆类、香蕉等

（ＲＳ含量１０％～５０％以上）高抗性淀粉作物为材料

的分析测定方法，对于水稻这种抗性淀粉含量极低

的（普通品种ＲＳ含量不到１％
［１５］）作物而言，这些

方法则存在着精密度差、重复性差、误差大等缺点。

本研究以高抗性淀粉材料功米３号、典型粳稻日本

晴以及中籼品种９３１１这３份稻米材料为研究对象，

通过不同消化条件的处理，试图找出一种最适合测

定稻米抗性淀粉含量的方法，以期为稻米中影响抗

性淀粉含量的基因的定位提供表型数据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

高抗性淀粉籼稻品种 “功米３号”由云南省农

业科学院提供，粳稻 “日本晴” （Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ）、

中籼品种９３１１由本实验室保存。

１．２　试验试剂和仪器

１．２．１　主要试剂　α淀粉酶 （αａｍｙｌａｓｅ）Ａ３１７６

５００ＫＵ、淀粉葡萄糖苷酶 （ＡＭＧ）活性 ＞１００

Ｕ·ｍｇ
－１、马来酸购自Ｓｉｇｍａ公司，Ｔｒｉｓｂａｓｅ购

自 ＮＯＶＯＮ 公司，氯化钾、氯化氢、氢氧化钾、

醋酸钠等试剂均购自厦门国药集团 （均为分析纯）。

１．２．２　主要仪器　台州粮仪厂产ＪＬＧＪ４５型电动

垄谷机，台州粮仪厂产ＪＮＭＪ３检验碾米机，ＪＹＬ

Ｂ０３１九阳牌料理机，ｐＨ 计，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ离心机，

ＢｅｃｋｍａｎＤＵ８００分光光度计，上海智诚分析仪器

有限公司产ＺＨＷＹ１１０Ｘ型往返式水浴恒温摇床。

１．３　试验方法

１．３．１　材料种植　将上述３份材料于２０１０年种植

于福建省沙县夏茂试验站试验田，５月１０日播种，

５月２０日插秧，试验采用随机区组设计，重复３

次。每小区３行，每行７丛，株行距２０ｃｍ×２０

ｃｍ，单本栽插。采用湿润育秧，大田常规栽培管

理，成熟时收获。

１．３．２　试验设计　根据 Ｅｎｇｌｙｓｔ法、Ｇｏｎｉ法、

ＭｃＣｌｅａｒｙ法设计了３种不同的淀粉水解ｐＨ 值：

５．２、６．０、６．９。根据稻米中淀粉的回生性质设计

了３种处理：未蒸煮Ｍ１，蒸煮隔夜Ｍ２，蒸煮Ｍ３。

１．３．３　待测材料的制备　每份材料取１０～２０ｇ稻

谷，脱壳后将糙米打磨成精米，用料理机把精米打

磨成细粉，过１００目筛待测。

１．３．４　抗性淀粉含量的测定

（１）准确称取１００ｍｇ米粉于１５ｍＬ离心管

中，每份材料分别用３种ｐＨ值的溶液处理，设置

３种处理，每个处理３个重复。

（２）消化前的蒸煮分为：ａ未蒸煮的处理：待测；

ｂ蒸煮处理：加单蒸水１８０μＬ蒸煮１５ｍｉｎ，保温１０

ｍｉｎ，待测；ｃ蒸煮隔夜处理：加单蒸水１８０μＬ蒸煮

１５ｍｉｎ，冷却至室温，放入４℃冰箱中过夜。

（３）加４ｍＬＴｒｉｓ马来酸钠缓冲液 （ｐＨ５．２、

ｐＨ６．０、ｐＨ６．９）和４ｍＬα淀粉酶 （含ＡＭＧ１０

Ｕ·ｍＬ－１，现用现配，１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０

ｍｉｎ）３７℃ 水浴震荡１６ｈ。

（４）取出样品７５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃

上清，用５０％酒精洗涤２次 （７５００ｒ·ｍｉｎ－１离心

４ｍｉｎ去上清），去掉酒精后离心管倒置１ｈ。

（５）在离心管中先加入１ｍＬ蒸馏水将沉淀搅

拌均匀后再加入１ｍＬ浓度为４ｍｏｌ·Ｌ－１ ＫＯＨ，

冰水浴２０ｍｉｎ后加入１．２ｍｏｌ·Ｌ－１、ｐＨ３．８的醋

酸钠缓冲液８ｍＬ，再加入３３００Ｕ·ｍＬ－１的ＡＭＧ

１００μＬ，６０℃水浴振荡１ｈ。

（６）取上清１００μＬ于５０ｍＬ容量瓶中，加入

３ｍＬＧＯＤＰＯＤ试剂，５０℃水浴振荡２０ｍｉｎ。

（７）在５１０ｎｍ 的波长条件下测吸光值，用

１００μＬ醋酸钠缓冲液 （０．１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ４．５）
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做空白对照，标准葡萄糖浓度１ｍｇ·ｍＬ
－１。

１．３．５　数据处理　利用ＤＰＳ７．０５和Ｅｘｃｅｌ进行数

据处理和统计分析。抗性淀粉含量计算公式：抗性

淀粉含量＝Ａ１／Ａ０×０．９×０．１×１０．５／０．１×１００／

［Ｗ× （１－Ｈ）］，其中Ａ１为样品的吸光值，Ａ０为

葡萄糖标样的吸光值，Ｈ 为样品的水分含量。通

过计算变异系数确定平均值的波动程度 （公式犆犞

＝狊／狓×１００％，其中犆犞表示变异系数；狊表示标

准差；狓表示平均值且狓＞０）。利用独立样本狋检

验，确定各处理之间的平均值是否具有显著差异。

２　结果与分析

２．１　不同条件下３份稻米材料的抗性淀粉含量差

异分析

从表１的结果可以看出，在同一ｐＨ 值条件

下，这３份水稻材料都表现为 Ｍ１、Ｍ２和 Ｍ３具有

显著差异或极显著差异，Ｍ２和 Ｍ３比较差异不显

著。３种处理抗性淀粉的含量比较为 Ｍ１＞Ｍ２＞

Ｍ３；同一材料在不同ｐＨ 值下，抗性淀粉的含量

比较为ｐＨ５．２＞ｐＨ６．０＞ｐＨ６．９，其中ｐＨ５．２的

ＲＳ含量与ｐＨ６．９、ｐＨ６．０比较呈极显著差异，

ｐＨ６．９与ｐＨ６．０差异不显著 （狋检验）。３份材料

之间抗性淀粉含量比较为功米３号＞９３１１＞日本

晴。其中，功米３号的ＲＳ含量与９３１１、日本晴呈

极显著差异 （狋检验）。

表１　不同蒸煮条件下３个品种的抗性淀粉含量差异

犜犪犫犾犲１　犚犲狊犻狊狋犪狀狋狊狋犪狉犮犺犮狅狀狋犲狀狋狊狅犳３狉犻犮犲狏犪狉犻犲狋犻犲狊狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

功米３号（珚狓±狊） 日本晴（珚狓±狊） ９３１１（珚狓±狊）

ｐＨ５．２

Ｍ１ ４０．７６１Ａａ±７．９８７５ １４．６１６Ａａ±４．５０６７ １６．４１１５Ａａ±１．４１５４

Ｍ２ ３．４８２３Ｂｂ±０．９４２２ ２．０６４８Ａｂ±０．８３５３ ２．２０１８Ｂｂ±０．４４１０

Ｍ３ ２．５３７３Ｂｂ±０．１１３６ １．１５２９Ａｂ±０．５６７０ １．１３４Ｂｂ±０．０２６７

ｐＨ６．０

Ｍ１ ３３．９５７Ａａ±４．４０４５ １１．６２３５Ａａ±７．３０７１ １４．５７８２Ａａ±１．０１３３

Ｍ２ ２．８８３６Ｂｂ±０．１００２ １．０８８２Ａｂ±０．０１０９ １．１８５８Ｂｂ±０．００５５

Ｍ３ １．１６５５Ｂｂ±０．０７９３ ０．０５６７Ａｂ±０．００８９ ０．１７３３Ｂｂ±０．０２５４

ｐＨ６．９

Ｍ１ ９．５７２８Ａａ±１．２６６６ ４．２９９８Ａａ±０．３７８４ ４．８１２４Ａａ±０．５２４５

Ｍ２ １．９５３１Ｂｂ±１．３４３１ ０．３７０２Ｂｂ±０．２２６８ ０．４６４７Ｂｂ±０．１７３７

Ｍ３ ０．９０４１Ｂｂ±０．２１０７ ０．０９４Ｂｂ±０．０１３４ ０．１０３９Ｂｃ±０．０１３４

注：不同大写字母表示在０．０１水平上差异显著，不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。

　　图１～３分别表示功米３号、９３１１、日本晴这

３个品种随着ｐＨ 值的升高，其 ＲＳ含量的变化。

首先，随着ｐＨ值升高，３个品种的３种处理都呈

下降趋势，其中 Ｍ１的下降程度最明显，Ｍ２、Ｍ３

下降程度较缓；在同一ｐＨ 值下，Ｍ１ 的ＲＳ含量

远高于 Ｍ２、Ｍ３的ＲＳ含量，Ｍ２的ＲＳ含量略高于

Ｍ３；这种结果说明稻米在蒸煮前，含有更多的不

被α淀粉酶消化的淀粉，而煮过之后有相当一部

分抗酶解的淀粉转化为可消化淀粉，使得稻米中的

抗性淀粉含量明显下降。

２．２　不同蒸煮条件下３份稻米材料的抗性淀粉含

量变异系数分析

从表２的结果可以看出，在同一ｐＨ 值下，３

个品种，不同处理的总变异系数分别为：ｐＨ５．２

（２０２．６０％） ＞ ｐＨ６．９ （１５７．２８％） ＞ ｐＨ６．０

图１　不同处理下功米３号的ＲＳ含量变化

犉犻犵．１　 犚犲狊犻狊狋犪狀狋狊狋犪狉犮犺 犮狅狀狋犲狀狋狅犳 犌狅狀犵犿犻３ 狌狀犱犲狉

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊
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（１２６．６９％），结果表明在ｐＨ６．０条件下数据的差异

最小；同一处理下，３份材料不同ｐＨ值的总变异系

数分别为：Ｍ２（１８８．０９％）＞Ｍ１（１５４．８６％）＞Ｍ３

（１４３．６２％），结果表明在蒸煮处理下数据的差异最

小。

图２　不同处理下９３１１的ＲＳ含量

犉犻犵．２　犚犲狊犻狊狋犪狀狋狊狋犪狉犮犺犮狅狀狋犲狀狋狅犳９３１１狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

图３　不同处理下日本晴的ＲＳ含量

犉犻犵．３　 犚犲狊犻狊狋犪狀狋狊狋犪狉犮犺犮狅狀狋犲狀狋狅犳 犖犻狆狆狅狀犫犪狉犲狌狀犱犲狉

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

表２　不同蒸煮条件下３份材料的抗性淀粉含量变异系数

犜犪犫犾犲２　犆狅犲犳犳犻犮犻犲狀狋狅犳狏犪狉犻犪狋犻狅狀狅犳狉犲狊犻狊狋犪狀狋狊狋犪狉犮犺犮狅狀狋犲狀狋犻狀３狉犻犮犲狏犪狉犻犲狋犻犲狊狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊　（单位：％）

ｐＨ５．２ ｐＨ６．０ ｐＨ６．９

功米３号 日本晴 ９３１１ 功米３号 日本晴 ９３１１ 功米３号 日本晴 ９３１１

处理

（∑ｃｖ）

Ｍ１ １９．６０ ３０．８３ ８．６２ １２．９７ ４２．９６ ６．９５ １３．２３ １０．９０ ８．８０ １５４．８６

Ｍ２ ２７．０６ ４０．４５ ２０．０３ １１．３４ １２．３６ ２．９６ ４５．４８ １６．５５ １１．８６ １８８．０９

Ｍ３ ４．４８ ４９．１８ ２．３５ ６．８０ １５．７０ １４．６５ ２３．３０ １４．２６ １２．９０ １４３．６２

ｐＨ（∑ｃｖ） ２０２．６０ １２６．６９ １５７．２８

３　讨　论

本研究表明，稻米蒸煮前后 ＲＳ含量变化明

显，相同ｐＨ值条件下，３个品种的ＲＳ含量未煮

处理比煮过处理高１０倍左右，煮过隔夜处理的ＲＳ

含量高于煮过处理１％左右 （差异不显著），这种

差异是由于稻米的抗性淀粉性质决定的，Ｅｎｇｌｙｓｔ

等学者根据淀粉的来源和抗酶解特性的不同，将抗

性淀粉分成４类：ＲＳｌ（物理难接近淀粉）、ＲＳ２

（抗性淀粉颗粒）、ＲＳ３ （回生淀粉）和ＲＳ４ （化学

修饰淀粉）。其中ＲＳ１和ＲＳ２在经过蒸煮处理后转

化为可消化淀粉，ＲＳ３和ＲＳ４不会被淀粉酶水解。

ＲＳ３即回生淀粉或老化淀粉，是凝沉的淀粉聚合

物，主要由糊化的淀粉冷却后形成，本研究中，３

份稻米材料在蒸煮后，ＲＳ含量急剧降低，而煮过

隔夜处理由于一部分淀粉回生所以略高于煮过处

理，说明这３份稻米的ＲＳ组成以ＲＳｌ、ＲＳ２这２

种煮后可被消化的抗性淀粉居多，ＲＳ３、ＲＳ４较

少。

在诸多抗性淀粉的体外测定方法中，α淀粉酶

消化可溶性淀粉是最为关键的一步，而各种方法的

主要不同是缓冲液的ｐＨ值不同，ＭｃＣｌｅａｒｙ
［１３］研究

表明：α淀粉酶在ｐＨ６．９，６．０和５．２的相对活性

分别为１００％、７７％ 和８．３％。在本试验中，同一

材料在同一处理下，抗性淀粉含量随着ｐＨ值升高

而下降，当ｐＨ 为６．９时达到α淀粉酶的最高活

性，ＲＳ含量最低。

为了确定同一处理下，不同ｐＨ值或同一ｐＨ

值，不同处理间的变异程度，本试验在数据统计中

引入了总变异系数这一参数，结果表明：在不同

ｐＨ值下，Ｍ３处理即煮过处理总变异系数最低，

在不同处理下，ｐＨ值６．０的总变异系数最低。也

就是说，在对不同稻米材料的 ＲＳ含量测定条件

中，煮过处理、ｐＨ６．０条件下变异系数小，重复

性好。虽然在ｐＨ６．９条件下达到最大酶活，可溶

性淀粉消化比较完全，但是在ｐＨ６．０条件下变异

系数更小，不同材料之间差异性更大，而且所得

ＲＳ含量与ｐＨ６．９条件下的ＲＳ含量没有显著差异
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（狋检验）。

综上所述，本试验中的３份稻米材料蒸煮后有

很大一部分转变为可消化淀粉；ｐＨ６．０条件下，

煮过处理适合稻米中抗性淀粉的测定。本试验结果

证明了 ＭｃＣｌｅａｒｙ法是现有方法中最适合水稻抗性

淀粉测定的一种方法，但是由于抗性淀粉本身的原

因使其含量容易受各种因素干扰而发生变化，如研

磨程度、蒸煮方式、水浴震荡方式等物理因素以及

ｐＨ值、酶的活性等化学因素的影响，这就要求测

定人员要规范统一每次试验的步骤，试剂浓度，用

量等细节并且熟练操作每一步，尽量减小人为误

差。
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