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摇 摇 摘要:摇 为明确粒型控制基因 GS5 在 2 种极端粒型水稻中的序列差异和作用,本研究利用极端大粒型水

稻品种 TD70 和小粒型水稻品种 Kasalath 对粒宽控制基因 GS5 进行了克隆和序列分析,根据序列比对结果设

计分子标记,用来区分不同来源的 GS5 基因,并结合重组自交系的粒型信息分析该基因对粒型的调节作用。
结果显示,该基因包含 10 个外显子和 9 个内含子,与 TD70 的 GS5 基因相比,Kasalath 的 GS5 基因第 1 外显子

上编码的第 31 位氨基酸由甘氨酸变成丙氨酸,同时在第 36、37 位缺失 2 个甘氨酸。 以这 2 个氨基酸的缺失

为基础,设计简单重复序列( SSR)分子标记并在 2 个品种及其重组自交系(RIL)中进行了验证。 利用该标记

可以在含有 GS5 -T的品种中扩增出 216 bp 的片段,在含有 GS5 -K的品种中扩增出 210 bp 的片段。 对重组自交

系的检测结果显示,含有 GS5 -T基因的株系有 122 个,含有 GS5 -K基因的株系有 118 个。 含 GS5 -T基因的株系

平均粒宽比含 GS5 -K基因的株系平均粒宽高出 0郾 47 mm,千粒质量高出 2郾 87 g,说明 GS5 是水稻粒宽性状的

主效调控基因。
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摇 摇 Abstract:摇 In order to identify the differences of sequences and role of extreme grain gene GS5 in rice, TD70
with extremely large grain and Kasalath with extremely small grain were used to clone GS5 genes. According to the se鄄

quences differences, molecular markers were designed
and the role of GS5 were analyzed through based on the
grain shape of RIL. GS5 contained ten exons and nine
introns. Compared with GS5 of TD70, GS5 of Kasalath
showed a mutation changing the amino acid from Gly to
Ala in +31 and deleted two glys in +36 and +37 at the
first exon. Based on this deletion, a simple sequence
repeat ( SSR) molecular marker was designed and veri鄄
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fied in the recombinant inbred lines ( RILs) . The marker could amplify a 216鄄bp fragment in rice with GS5 -T and a
210鄄bp fragment in rice with GS5 -K . In the 240 RILs, GS5 -T genotype were 122 and GS5 -k genotype were 118. The
gain width of lines with GS5 -T was 0. 47 mm wider than those of lines with GS5 -K,and the 1 000鄄grain weight ( kgw)
of lines with GS5 -T was 2. 87 g heavier than those of lines with GS5 -K . These indicated that GS5 was the major gene
controlling grain width.

Key words:摇 rice; GS5; cloning; simple sequence repeat (SSR)

摇 摇 水稻是中国人赖以生存的重要粮食作物,提
高水稻产量一直以来都是科研人员研究的重点

之一,矮化育种和杂交育种这两大历史性的科学

研究成果使水稻产量在上世纪得到了较大幅度

的提高 [1鄄3] 。 随着分子生物学日新月异的发展,
研究者们开始从分子生物学这一角度思考如何

提高水稻产量。 水稻的产量主要取决于每株水

稻的穗数,每穗的谷粒数以及粒质量,而粒质量

主要由粒型决定 [4] 。
目前利用分子生物学手段定位和克隆到一

些与粒型密切相关的基因如 GW2 [5] 、 qSW5 [6] /
GW5 [7鄄8] 、 GS3 [9鄄10] 、 GS5 [11] 、 GW8 [12] 和 qGL3 [13] /
GL3. 1 [14] 等。 GS5 是控制水稻粒宽、粒质量和充

实度的主效 QTL。 Li 等利用 zhenshan97 和 H94
的杂交种构建的单倍体加倍性群体发现位于第 5
条染色体短臂上的 GS5 基因。 通过形态学比较

不同等位基因构成的近等基因系的水稻发现拥

有大粒单倍型 GS5 基因的水稻幼穗的内稃,外稃

在横切面上拥有更多的细胞数目。 与野生型相

比,过表达大粒型 GS5 基因的植株在细胞周期

G1 / S 阶段的一些相关基因表达量上调。 这些证

据证明 GS5 作为细胞周期基因的上游正调控因

子,其高表达量可以通过调节有丝分裂行为来增

加细胞数目,从而控制籽粒大小。 通过分析 GS5
基因 ORF 区和启动子区域的序列发现位于启动

子区域的序列多态性是对粒形产生影响的原因,
而非其编码区 [11] 。

本研究以江苏省农业科学院粮食作物研究

所杂交籼稻项目组选育获得的 1 个新的特大粒

粳稻材料 TD70 和小粒籼稻 Kasalath 为研究对

象,对 2 个水稻品种的 GS5 基因的基因组序列

和 cDNA 序列进行克隆和分析,并设计 1 对 SSR
分子标记,对 2 个亲本及来源于这 2 个亲本的

240 个重组自交系( RILs)群体的 GS5 基因型和

表型进行检测,为明确粒型控制基因 GS5 在 2

种极端粒型水稻中的序列差异和作用奠定基

础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 研究材料

来源于天鹅谷 / / / 9520 / / ( 72鄄496 /御糯) 的

特大粒粳稻 TD70 和小粒籼稻 Kasalath,其粒宽 2
年平均分别为 4郾 42 cm 和 2郾 55 cm;TD70 / Kasal鄄
ath 的 240 个重组自交系 ( RILs) 。 用游标卡尺

(精确到 0郾 01 mm)测量 240 个 RILs 及其亲本的

单个籽粒长度。 每个品种或株系随机取 5 个单

株,每株随机选取 10 粒饱满籽粒测定,取平均值

作为粒宽的表型值。
1. 2摇 植物 DNA、RNA 提取及 cDNA 合成

水稻 DNA 提 取 以 新 鲜 叶 片 为 材 料, 总

RNA 提取以生长旺盛期的根、茎、幼穗的混合

样为材料, DNA、 RNA 提 取 试 剂 盒 采 用 OME鄄
GA 公司的 Plant DNA Kit 和 Plant RNA Kit,提

取的 RNA 用 DNase I 处理样本,琼脂糖凝胶电

泳和分光光度计检测 RNA 质量后进行第一链

cDNA 的合成。 第一链 cDNA 合成试剂盒采用

Fermentas 公司 RevertAid First Strand cDNA syn鄄
thesis kit,胶回收采用 Axygen 公司的胶回收试

剂盒。
1. 3摇 引物设计、合成与序列测定

特异性引物利用 Primer Premier 5. 0 软件设计,
并由英潍捷基贸易有限公司合成,序列测定由英潍

捷基贸易有限公司完成。
1. 4摇 GS5 基因的 DNA 序列的克隆

以提取的 TD70 和 Kasalath 基因组为模版,特异

性基因 GS5G1F、GS5G1R、GS5G2F 和 GS5G2R 扩增

引物通过聚合酶链式反应分段扩增 GS5 基因,测序

结果利用 DNAman 进行拼接后即为完整的 GS5 基

因 DNA 序列。 以提取的 TD70 和 Kasalath 的总

RNA 为模版,反转录为 cDNA 后利用特异性扩增引
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物 GS5F、GS5R 通过聚合酶链式反应扩增 GS5 基因

的 cDNA 全长。
1. 5摇 PCR 产物的克隆、纯化与筛选

PCR 产物在 1% 的琼脂糖凝胶中电泳,确定片

段大小正确无误后, 切胶回收, 纯化。 连接到

pGEM鄄T 克隆载体上,热激法导入大肠杆菌 DH5琢
感受态细胞中,进行氨苄抗性法和 X鄄gal / IPTG 蓝白

斑筛选,挑取阳性菌落在含有氨苄的培养基中培养

后进行菌液 PCR,扩增程序为:94 益预变性 5 min;
94 益 1 min,55 益 1 min,72 益 1 min,30 个循环;72
益 5 min。 电泳后将检测为阳性的菌落送公司测

序,约 10 个重复样。

2摇 结 果

2. 1摇 GS5 基因 DNA、cDNA 全长克隆与序列分析

已知的 GS5 基因(Os05g0158500)序列长 4 466
bp,分段设计扩增引物 GS5G1F: 5忆鄄CTCCCATG鄄
GAATTACTAGAGAA鄄3忆, GS5G1R: 5忆鄄TTGGACAT鄄
GTTTACATCCACAT鄄3忆; GS5G2F: 5忆鄄TGTATG鄄
GTCTAACATTCAGAATTC鄄3忆, GS5G2R: 5忆鄄GCG鄄
CACTTGAAATTGATTTG鄄3忆。 利用 NCBI 的 Primer鄄
blast 检测引物对在水稻中仅可以扩出 1 个片段。
利用引物对在 TD70 和 Kasalath 的全基因组中扩

增出的片段测序拼接后发现 TD70 品种中该片段

TGS5g 长度为 4 449 bp,Kasalath 品种中该片段

KGS5g 长 度 为 4 441 bp, 它 们 与 已 知 GS5
(Os05g0158500)基因的序列相似性达 99郾 82% 。

利用已扩增出的基因组序列结合 NCBI 上下载

的已知 GS5 基因序列信息,设计 cDNA 扩增引物

GS5F: 5忆鄄ATGGCGGTGGCGG鄄3忆, GS5R: 5忆鄄
TCATCTGCTTGTCGGAAG鄄3忆,在 TD70 和 Kasalath 反

转录的 cDNA 模版上分别扩增出 1 条约1 500 bp 大

小的片段。 测序结果显示, TD70 品种中该片段

TGS5 长度为1 449 bp,编码 482 个氨基酸残基,
Kasalath 品种中该片段 KGS5 长度为1 443 bp,编码

480 个 氨 基 酸 残 基, 它 们 与 已 知 GS5
(Os05g0158500)序列相似性达 99郾 84% 。 TGS5 和

Os05g0158500 的开放阅读框在碱基的+92 位是 G,
因此第 31 位编码的氨基酸为甘氨酸; KGS5 的开放

阅读框在碱基的+92 位是 C,该位点编码的氨基酸

为丙氨酸,且在+106 ~ 111 bp 缺失 GGCGGC6 个碱

基,即第 36、37 位编码的氨基酸缺失 2 个甘氨酸(图

1)。
比较 GS5 基因的 DNA 序列和 cDNA 序列发现

TGS5 和 KGS5 基因在基因结构上包含 10 个外显子

和 9 个内含子(图 2)。
2. 2摇 GS5 基因分子标记设计及验证

分析 TD70 和 Kasalath 的 GS5 基因序列上的多

处差异,根据 KGS5 基因第一外显子中 GCGGCG 的

缺失设计 SSR (Simple sequence repeats)标记,正向

引 物 GS5SSR鄄F: 5忆鄄AGGCGGCGAGATGTCTCTT鄄
GTC鄄3忆, 反 向 引 物 GS5SSR鄄R: 5忆鄄CTGCGC鄄
CTCGAAGAACCAGTAG鄄3忆(图 3)。 该引物在 TD70
中可以扩增出 216 bp 的条带,在 Kasalath 中可以扩

增出 210 bp 的条带(图 4)。
2. 3摇 功能标记对 TD70 / Kasalath RIL 群体的鉴定

利用上述分子标记检测 TD70 与 Kasalath 为亲

本构建的重组自交系群体的结果显示,240 个株系

中含有 GS5 鄄T基因(表现 TGS5 基因型)的株系有 122
个,含有 GS5 鄄K(表现 KGS5 基因型)基因的株系有

118 个。 含 GS5 鄄T 基因的株系平均粒宽为 (3. 26依
0郾 37) mm,平均千粒质量为 (32. 61依 7郾 66 ) g,含

GS5 鄄K基因的株系平均粒宽为 (2. 98依0郾 28)mm,平
均千粒质量为 (29. 74依6郾 36)g,两者分别相差 0郾 47
mm 和 2郾 87 g,粒宽存在极显著差异(表 1),说明

GS5 是水稻粒宽性状的主效调控基因。 此外,GS5
对水稻的粒长、粒厚都有一定的影响,具有多效调节

作用。
2. 4摇 GS5 基因对水稻粒宽的作用及与已知其他

基因的比较

摇 摇 GW2 基因是控制水稻粒宽的主效基因,某些

大粒型水稻品种中存在的功能缺失型是籽粒变

宽的重要调节因素,我们之前的研究已经证实本

试验所用研究材料 TD70 品种拥有稀有的 GW2
功能缺失型,是 TD70 的超宽籽粒的正向调控因

子 [15] ,且在 TD70 和 Kasalath 构建的重组自交系

中,GW2 对粒宽的贡献较大,含 GW2 -T基因的株

系平均粒宽比含 GW2 -K基因的株系平均粒宽分

别高出 0郾 47 ~ 0郾 51 mm, 千粒质量高出 5郾 54 ~
6郾 05 g[15] 。 本试验发现同一重组自交系群体中,
含 GS5 -T基因的株系平均粒宽比含 GS5 -K基因的

株系 平 均 粒 宽 高 出 0郾 47 mm, 千 粒 质 量 高 出

2郾 87 g。 说明 GS5 对粒宽调控效应与 GW2 相当,
但是对千粒质量的调控效应没有 GW2 强。
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方框指 TD70 与 Kasalath 的 GS5 的差异序列。
图 1摇 TD70 品种中 GS5 基因片段及预测编码的氨基酸

Fig. 1摇 GS5 sequence fragment and encoded protein prediction in TD70
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图 2摇 TGS5 和 KGS5 的基因结构

Fig. 2摇 Structure of TGS5 and KGS5 genes

图 3摇 TGS5 和 KGS5 差异位点及引物序列所处的位置

Fig. 3摇 The polymorphic loci and primers locations of TGS5 and KGS5

M:Marker;T:TD70;K:Kasalath;1 ~ 4:RIL 群体中 4 个样本。
图 4摇 GS5分子标记对 TD70、Kasalath和RIL群体中的扩增结果

Fig. 4摇 PCR amplification of GS5 with SSR marker in TD70,
Kasalath and RILs

表 1摇 含不同来源的 GS5 基因的株系的粒型表现

Table 1摇 Grain phenotype of lines with different GS5 genotypes

基因型 株数
粒长
(cm)

粒宽
(cm)

粒厚
(cm)

千粒质量
(g)

GS5-KGS5-K 118 9. 86依1. 23 2. 98依0. 28 2. 07依0. 14 29. 74依6. 36

GS5-TGS5-T 122 9. 81依1. 26 3. 26依0. 37** 2. 15依0. 17** 32. 61依7. 66**

**表示不同处理间差异达 0. 01 极显著水平。

3摇 讨 论

GS5 是控制水稻粒宽、粒质量和充实度的主效

QTL。 已有研究结果表明 GS5 基因启动子区域的序

列多态性是影响水稻粒宽的原因,而非其编码

区[11]。 本试验通过对极端粒型水稻 TD70 和 Kasal鄄
ath 2 个品种的 GS5 基因的研究并未发现文献报道

的启动子区域的差异,但是编码区存在 GGCGGC 的

插入缺失位点。 宽粒 TD70 型的 GS5 基因较窄粒

Kasalath 型 GS5 基因所编码的氨基酸序列中存在 1
个甘氨酸向丙氨酸的变化和 2 个丙氨酸的增加。 本

研究利用该差异位点成功设计区分 2 种类型 GS5 基

因的 SSR 标记,对重组自交系群体分型后发现 TD70
型的 GS5 基因对水稻粒宽具有显著的正调控作用,
效应与 GW2 相当,对粒宽、粒厚和千粒质量也有一

定的正向调控效应。 在高粱、玉米等其他禾本科植

物中也发现了水稻 GS5 基因的直系同源基因,有些

559郑摇 佳等:极端粒形水稻品种 GS5 基因的序列及效应分析



物种内还存在侧向同源基因[16], 说明 GS5 基因对

籽粒的调控作用并不单一存在于水稻中。
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