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摘　要:水稻粒宽是影响籽粒粒形的重要因素之一,也是一个与水稻产量和稻米品质密切相关的重要性状.在基因GS５ 序
列分析的基础上,对该基因第２外显子的 ACC/CTA和第９外显子 A/C的两个变异位点分别开发了功能标记,并将其用于
２９４份水稻微核心种质和２００７－２０１３年江苏省审定的６５份粳稻品种的基因型鉴定.研究结果表明,这两个变异位点的等
位变异在水稻籽粒的粒长、粒宽和长宽比性状上存在显著或极显著的差异;其在水稻微核心种质中组成的４种单倍型在水
稻籼亚种的粒宽、粒厚和长宽比性状上存在极显著的差异,在粳亚种的粒宽和长宽比性状上存在极显著的差异;而江苏省审
定的粳稻品种中仅发现 Hap１和 Hap２两种单倍型,其分别有６４个和１个代表性品种.这些研究结果为水稻产量和稻米品
质育种中充分利用GS５ 的优异等位基因或单倍型奠定了基础.
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　　水稻粒形性状包括粒长、粒宽、粒厚和长宽

比[１].它对稻米品质有着重要的影响[２],尤其是稻

米的外观品质(垩白粒率、垩白度)和碾磨加工品质

(糙 米 率、精 米 率 和 整 精 米 率 ),如 GW８[３] 和

GW７[４].同时,通过影响千粒重、水稻粒形性状对

水 稻单产水平也有着重要的作用[５].如GW８[３]、
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GS３[６]、qGL３[７]、qSW５/GW５[８,９]、GS５[１０] 和

TGW６[１１].因此,水稻粒形性状遗传调控机理的研

究对水稻产量育种和稻米品质育种都有着重要的指

导意义.

GS５ 是 决 定 水 稻 粒 形 的 重 要 基 因 之 一.Li
等[１０]研究发现GS５ 是编码类丝氨酸羧肽酶的蛋白

质,其对粒宽、籽粒灌浆速率和粒重有着正调控作

用.相对于水稻品种 H９４的gs５ 而言,水稻品种珍

汕９７的GS５ 正向调节细胞周期上游的基因促进有

丝分裂和增加细胞数量,从而增加粒宽,加快籽粒灌

浆,结果导致粒重和单株产量得以提高;同时转基因

证实来自水稻品种珍汕９７的GS５ 启动子表达水平

比较 高,并 与 籽 粒 增 大 有 着 高 度 的 相 关 性.Xu
等[１２]进一步研究表明转录起始点上游－１１０９bp和

－１０３２bp的两处单碱基变异对启动子的差异表达

有重要的影响.目前,该基因其他的变异位点对水

稻粒形性状有何效应还不清楚.为了全面认识

GS５ 不同等位变异的效应,本研究对该基因未知功

能的错义突变开发了相应的功能标记,结合水稻微

核心种质和近年来江苏审定的粳稻的基因型检测,
分析了这些变异位点和组合(单倍型)对水稻粒形性

状的影响,以期为水稻产量和稻米品质育种提供理

论依据和快捷的选择手段.

１　材料与方法

１．１　供试材料

供试水稻材料包括来自国内外不同稻作区的水

稻微核心种质２９４份[１３]以及２００７－２０１３年江苏省

审定的粳稻品种６５份[１４],它们分别引自中国农业

大学和江苏省农业科学院.鉴于上述研究材料感光

性存在明显的差异,为了确保正常抽穗,将所有供试

水稻品种于２０１４年１１月种植在海南陵水(短日照

条件),２０１５年１月移栽大田,田间管理同常规水稻

品种.待水稻籽粒蜡熟后收种,充分晒干后进行水

稻籽粒相关性状的测量.

１．２　水稻籽粒粒形相关性状的测定

水稻种子收获风干后,挑选饱满成熟种子,用游

标卡尺(精确到０．０１mm)测量粒长、粒宽和粒厚,５
次重复,计算平均值.用电子天平测定１０００粒成熟

烘干种子的质量,３次重复,计算千粒重的平均值.

１．３　基因GS５ 序列变异的分析和功能标记的设计

根据水稻粒形基 因 GS５ 的 研 究 结 果[１０],从

NCBI网站(http://www．ncbi．nlm．nih．gov/)下载

基因到GS５ 的相关 DNA 序列,即来源于籼稻品种

珍汕９７的cDNA 序列(JN２５６０５６)和基因组 DNA
序列(JN２５６０５８),来源于籼稻品种 H９４的cDNA
序列(JN２５６０５５)和基因组 DNA 序列(JN２５６０５７).
以上述序列作为种子序列,在 NCBI网站水稻基因

组数据库中检索到１条高度同源的基因组 DNA 序

列(NC_００８３９８．２);在水稻基因组注释计划(Rice
GenomeAnnotationProject)网站cDNA 数据库中

检索到２条高度同源的cDNA 序列(AK１０６８００和

CT８３３２９１).借助BioEdit软件对上述序列进行比

对分析.
利用PrimerPremier５．０软件,本研究对GS５

第２和第９外显子的两个错义突变分别设计了酶切

扩增多态性序列(cleavedamplifiedpolymorphicseＧ
quence,CAPS)标记和衍生酶切扩增多态性序列

(derivedcleavedamplifiedpolymorphicsequence,

dCAPS)标记.引物的合成和序列的测定在上海生

工生物工程股份有限公司完成.

１．４　DNA提取

收集供试材料分蘖盛期新鲜幼嫩的叶片,采用

SDS法提取水稻基因组DNA.

１．５　PCR扩增、酶切和电泳

PCR反应体系含５０ng/μL 基因组 DNA２􀆰０

μL,２μmol/L引物 F和 R各２􀆰５μL,１０×缓冲液

２􀆰０μL,２５ mmol/L MgCl２ ２􀆰０μL,２􀆰５ mmol/L
dNTP１􀆰６μL,５U/μLTaqDNA 聚合酶(TaKaRa
Code:R００１C)０􀆰２μL,灭菌双蒸补足至 ２０μL.

PCR在德国艾本德 Mastercyclerpro梯度 PCR仪

上进行,反应条件如下:９４℃下预变性５min;９４℃
下３０s;５５~６０℃下３０s;７２℃下１min,共３５个循

环;７２℃下再延伸１０min.反应产物在３􀆰０％琼脂

糖凝胶上进行水平电泳分离.
利用开发的 PCR 引物扩增GS５ 的目标片段,

进一步用于酶切反应.酶切反应体系为１０μL,分
别包含PCR产物５μL,１０×缓冲液１μL,DNA 限

制性内切酶(１０U/μL)０􀆰２５μL,ddH２O３􀆰７５μL.
混匀后置于３７℃恒温水浴锅酶切３~４h,酶切产物

在３􀆰０％琼脂糖凝胶上进行电泳,EB染色,经紫外

凝胶成像系统成像.

１．６　数据分析

本研究中所有数据的分析和处理利用Excel和

SPSS软件进行.
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表１　基于GS５ 第２和第９外显子DNA序列变异设计的PCR引物

Table１．PCRprimersbasedontheGS５DNAsequencevariationsofexon２andexon９．

标记名称

Marker

变异位点所在区域a

Regionof

sequence

variationa

基因型

Genotype

引物序列

Primersequence

标记类型

Markertype

GS５Ｇ１ Exon２(８１７bp) ACC/CTA F:GCAAGACAAGGAGCAGCACTA CAPSＧDdeⅠ
R:AGAAGCCGACCCCAACAG

GS５Ｇ２ Exon９(３７９６bp) A/C F:CAGTTCTCGGTACTGCGTCGA dCAPSＧSalⅠ
R:CACAAACCTCCCAGCAACC

　　a以GS５ 的基因组序列JN２５６０５８作为参照.
aGenomicDNAsequence(JN２５６０５８)ofgeneGS５asareference．

表２　GS５ 不同变异位点的籽粒粒形性状及其t测验

Table２．GrainＧrelatedtraitsandtheirtＧtestsofdifferentallelesingeneGS５．

性状

Trait

GS５Ｇ１

基因型

Genotype

样本数

Sample

number

平均数±
标准误

Mean±SE

t值

tvalue

GS５Ｇ２

基因型

Genotype

样本数

Sample

number

平均数±
标准误

Mean±SE

t值

tvalue

粒长 Grainlength/mm ACC １７０ ８．０３±０．０８ ２．９８∗∗ A ２１０ ８．０９±０．０７ ２．３３∗

CTA １２４ ８．３４±０．０７ C ８３ ８．３３±０．０８
粒宽 Grainwidth/mm ACC １７０ ３．０５±０．０３ ２．２１∗ A ２１０ ３．０４±０．０３ ２．０１∗

CTA １２４ ２．９７±０．０２ C ８３ ２．９６±０．０３
粒厚 Grainthickness/mm ACC １７０ ２．１３±０．０１ １．０３ A ２１０ ２．１３±０．０１ １．６８

CTA １２４ ２．１１±０．０１ C ８３ ２．１０±０．０１
长宽比 Ratiooflengthtowidth ACC １７０ ２．７０±０．０５ ２．２９∗ A ２１０ ２．７２±０．０４ ２．０４∗

CTA １２４ ２．８４±０．０４ C ８３ ２．８５±０．０５
千粒重１０００Ｇgrainweight/g ACC １７０ ２４．７１±０．３１ ０．２６ A ２１０ ２４．７４±０．２８ ０．０４

CTA １２４ ２４．８２±０．３０ C ８３ ２４．７５±０．３３

　　∗ 和∗∗ 分别表示在０．０５水平和０．０１水平上差异显著.
∗and∗∗ meansignificantdifferenceatthe０．０５and０．０１levels,respectively．

２　结果与分析

２．１　基因序列分析和分子标记设计

DNA序列分析表明GS５ 共有１０个外显子和９
个内含子.序列比对发现该基因的基因组 DNA 有

３７处序列变异,其中２５个变异发生在启动子区,已
有研究证实启动子区域的序列变异对该基因的转录

水平有着重要的影响[１０,１２].除此之外,９个变异发

生在内含子区域,３个变异发生在外显子区域.内

含子在基因转录为成熟 RNA 时会被剪切掉,但是

这些外显子区的变异对籽粒性状有何作用还不清

楚.以宽粒珍汕９７的GS５ 基因组序列JN２５６０５８
作为参照,第１外显子２８bp处、第２外显子８１７bp
处和第９外显子３７９６bp处分别有６bp(GCGGCG)
的插入、三碱基(ACC/CTA)变异和单碱基(A/C)
变异.这３处变异都引起氨基酸序列的变化,其中

前两个变异高度相关.因此,本研究对基因GS５ 的

第２和第９外显子的两个错义突变位点分别开发了

CAPS标记 GS５Ｇ１和dCAPS标记 GS５Ｇ２(表１).

　　对于GS５ 第２外显子８１７bp处的 ACC/CTA
变异而言,利用标记 GS５Ｇ１在水稻品种中扩增出长

度为２２５bp的PCR产物(图１ＧA的泳道１和２),经
过限制性内切酶DdeⅠ酶切后,能够被切成１９６bp
条带的水稻品种为珍汕９７,其基因型为CTA(图１Ｇ
A的泳道４);PCR产物仍为２２５bp的水稻品种为

日本晴,其基因型为 ACC(图１ＧA的泳道３).

　　对于GS５ 第９外显子３７９６bp处的 A/C单碱

基变异而言,我们利用标记 GS５Ｇ２在水稻品种中扩

增出长度为１８８bp的 PCR 产物(图１ＧB的泳道１
和２),经过限制性内切酶SalⅠ酶切后,能够被切成

１６９bp条带的水稻品种为珍汕９７,其基因型为 C
(图１ＧB的泳道４);PCR产物仍为１８８bp的水稻品
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表３　GS５ 不同单倍型籽粒粒形性状的方差分析

Table３．Analysisofvariances(ANOVA)ofdifferenthaplotypesingeneGS５．

籽粒性状与变异来源

Graintraitand

sourceofvariation

籼亚种indica
自由度

df

平方和

Meansquare

F 值

Fvalue

粳亚种japonica
自由度

df

平方和

Meansquare

F 值

Fvalue
粒长 Grainlength
　 单倍型间 Amonghaplotypes ３ ０．９２９ １．２７２ ３ ２．４８２ ３．４９３∗

　单倍型内 Withinhaplotypes １５４ ０．７３０ １３２ ０．７１１
粒宽 Grainwidth
　单倍型间 Amonghaplotypes ３ ０．５６８ ６．１３１∗∗ ３ ０．３７７ ３．９４０∗∗

　单倍型内 Withinhaplotypes １５４ ０．０９３ １３２ ０．０９６
粒厚 Grainthickness
　单倍型间 Amonghaplotypes ３ ０．１２９ ７．３５４∗∗ ３ ０．０３８ １．３０５
　单倍型内 Withinhaplotypes １５４ ０．０１８ １３２ ０．０２９
长宽比 Ratiooflengthtowidth
　单倍型间 Amonghaplotypes ３ １．４２４ ５．１４５∗∗ ３ ０．９７３ ５．１４１∗∗

　单倍型内 Withinhaplotypes １５４ ０．２７７ １３２ ０．１８９
千粒重１０００Ｇgrainweight
　单倍型间 Amonghaplotypes ３ ３１．５９３ ２．４７０ ３ ４．１６５ ０．２７９
　单倍型内 Withinhaplotypes １５４ １２．７８８ １３２ １４．９５３

　　∗ 和∗∗ 分别表示在０．０５水平和０．０１水平上差异显著.
∗and∗∗ meansignificantdifferenceatthe０．０５and０．０１levels,respectively．

表４　GS５ 不同单倍型对水稻粒形性状的差异显著性分析

Table４．AnalysisofthedifferenceofgrainＧrelatedtraitsbasedondifferenthaplotypesingeneGS５．

单倍型

Haplotype
GS５Ｇ１ GS５Ｇ２

样品数

Number

粒长

Grainlength
/mm

粒宽

Grainwidth
/mm

粒厚

Grain

thickness/mm

长宽比

Ratiooflength

towidth

千粒重

１０００Ｇgrain

weight/g
籼亚种indica

Hap１ ACC A ５７ ８．６１±０．１４　 ２．７４±０．０４b ２．００±０．０２b ３．２０±０．０８a ２３．０７±０．５２
Hap２ ACC C ８ ８．１３±０．２３ ３．０１±０．１１a ２．１０±０．０３ab ２．７５±０．１８b ２３．６０±０．４１
Hap３ CTA A ３４ ８．３６±０．１３ ２．９９±０．０５a ２．１３±０．０２a ２．８４±０．０８b ２４．７６±０．６７
Hap４ CTA C ５９ ８．３８±０．１０ ２．９３±０．０４a ２．０９±０．０１a ２．８９±０．０６b ２４．６５±０．４１

粳亚种japonica
Hap１ ACC A １０２ ７．７０±０．０８b ３．２３±０．０３a ２．２０±０．０２　 ２．４１±０．０４b ２５．６８±０．４０
Hap２ ACC C ３ ８．２８±０．５１a ３．０３±０．２７b ２．１５±０．０８ ２．７７±０．２８a ２５．５１±２．２２
Hap３ CTA A １８ ８．１９±０．２２a ３．０１±０．０４b ２．１２±０．０３ ２．７３±０．０９a ２４．８０±０．８５
Hap４ CTA C １３ ８．２８±０．１８a ３．０３±０．０９b ２．１４±０．０３ ２．７７±０．１４a ２５．７６±０．７６

　　表中籽粒相关性状的数据为平均数±标准误.数据后跟相同小写字母表示差异未达显著水平(最小显著差数法).

AlldataaboutgrainＧrelatedtraitsweregivenasmean±SE．Valuesfollowedbycommonlowercaselettersarenotsignificantrydifferentby

leastsignificantdifference(LSD)test．

种为日本晴,其基因型为 A(图１ＧB的泳道３).

２．２　GS５不同变异位点对水稻粒形性状的影响

为了解析GS５ 第２和第９外显子的两个变异

位点对水稻籽粒相关性状的影响,我们利用标记

GS５Ｇ１和 GS５Ｇ２分别对水稻微核心种质的基因型进

行了测定,并对每个位点的不同变异类型进行了t
测验.从表２中可以看出,GS５ 的第２和第９外显

子的两个变异位点对水稻籽粒的粒长、粒宽和长宽

比的影响达到了显著或极显著的水平;但这两个变

异位点对水稻千粒重的影响没有达到显著水平,这
表明GS５ 的第２和第９外显子的两个变异位点对

水稻籽粒的粒形性状均有重要影响.

２．３　基因GS５的单倍型类型及其效应分析

为了进一步明确GS５ 这两个变异位点的不同

组合(单倍型)对水稻籽粒相关性状的效应,我们依

据这两个变异位点在水稻微核心种质中的不同组合
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A－引物 GS５Ｇ１的扩增产物和DdeⅠ酶切电泳.B－引物 GS５Ｇ２的

扩增产物和SalⅠ酶切电泳.M,DL２０００DNA 标记(TaKaRa);泳

道１和３为水稻品种日本晴;泳道２和４为珍汕９７.

A,PCR amplification productsandtheircorresponding DdeⅠＧ

digestedonesofprimerGS５Ｇ１;B,PCRamplificationproductsand

theircorresponding Sal ⅠＧdigested ones of primer GS５Ｇ２．M,

DL２０００DNAMarker(TaKaRa)．Lanes１and３,Nipponbare;Lanes

２and４,Zhenshan９７．

图１　水稻基因GS５ 特异引物GS５Ｇ１(A)和GS５Ｇ２(B)的PCR扩

增和酶切鉴定

Fig．１．PCRidentificationandenzymeＧdigestedcharacterizationofspeＧ

cificprimersGS５Ｇ１(A)andGS５Ｇ２(B)forgeneGS５inrice．

将GS５ 分成了４个单倍型(表４).鉴于籼粳亚种间

的籽粒性状差异明显,我们进一步利用GS５ 的４个

单倍型对水稻微核心种质按籼粳亚种分别进行了方

差分析(表３)和多重比较(表４).
在水稻籼亚种中,从表３中可以看出,GS５ 的

不同单倍型在粒宽、粒厚和籽粒长宽比这３个粒形

性状都存在极显著的差异.表４的多重比较进一步

表明GS５ 的不同单倍型对上述３个粒形性状也有

着不同程度的影响,其中,以单倍型 Hap１的粒宽最

小,粒厚最小,长宽比最大.
在水稻粳亚种中,从表３中可以看出,GS５ 的

不同单倍型在粒厚和籽粒长宽比这２个粒形性状上

都存在极显著的差异,在粒长性状上也存在显著的

差异.表４的多重比较进一步表明GS５ 的不同单

倍型对上述３个粒形性状也有着不同程度的影响,
其中,以单倍型 Hap１的粒长最小、粒宽最大,长宽

比最小.这些结果表明水稻籼粳亚种间调控粒形性

状的遗传基础有所差异.

２．４　近年来江苏育成品种的GS５单倍型分析

为了更好地将上述研究结果应用到江苏省的水

稻育种实践中,我们对２００７－２０１３年江苏省审定的

６５份粳稻品种GS５ 的两个目标变异位点进行了基

因型测定,结果发现近年来江苏省审定的粳稻品种

中,只有１个水稻品种(镇稻１３)利用GS５ 的 Hap２
单倍 型,而 其 余 ６４ 个 水 稻 品 种 为 同 一 单 倍 型

(Hap１).这表明江苏省近年来育成水稻品种利用

粒形基因GS５ 的等位变异较少.

３　讨论

在过去的十年间,随着水稻基因组的快速发展,
许多粒形相关的 QTL被定位和克隆.与粒宽有关

的 基 因 为 GW８[３]、GW７[４]、qSW５/GW５[８,９]、

GS５[１０]、GW２[１５]、GS６[１６];与 粒 长 有 关 的 基 因 为

GS３[６]、qGL３/qGL３．１[７,１７,１８];与籽粒充实有关的

基因为GS５[１０]、GIF１[１９].这些基因通过调节水稻

籽粒的大小和形状(即粒形),提高千粒重,进而提高

了水稻的产量水平.除GS５ 和GW８ 为正调控因子

外,其余基因对水稻粒形都起负调控作用.Li等[１０]

研究发现,将窄粒品种 H９４的GS５ 的cDNA 片段

接到３５S启动子或来源于宽粒品种珍汕９７基因

GS５ 的启动子下,构建的转基因水稻表现为粒宽增

加和粒重提高,这表明启动子转录效率的高低是影

响GS５ 调控粒宽和粒重的主要因素.本研究中利

用水稻微核心种质,我们也发现GS５ 的第２和第９
外显子两个错义突变对水稻粒长、粒宽和长宽比性

状上存在显著或极显著的差异.在GS５ 的单倍型

分析时,籼亚种的不同单倍型在粒宽、粒厚和长宽比

性状上存在极显著的差异;粳亚种的不同单倍型在

粒宽和长宽比性状上存在极显著的差异,在粒长性

状上存在显著的差异;不论籼亚种和粳亚种,不同单

倍型对粒重的影响没有达到显著水平,这可能是因

为水稻的千粒重受多个基因位点调控,且与粒形性

状有着不同的调控机制,导致在遗传背景复杂的水

稻微核心种质中,难以准确检测GS５ 对水稻千粒重

的效应.
虽然许多与水稻产量相关的重要功能粒形基因

已被克隆,但是当前水稻育种工作中还很少涉及到

这些基因,其原因主要是这些基因缺乏成本低廉且

简便实用的基因功能标记,这些基因有多少等位变

异类型及其效应如何等等.利用近等基因系和转基

因的方法,Li等[１０]证实了GS５ 的启动子变异是该

基因对水稻粒形起作用的主要原因.Xu等[１２]进一

步通过截短启动子的方法证实启动子区的－１１０９
bp和－１０３２bp的两处单碱基变异对GS５ 的表达

水平有重要的影响.本研究发现GS５ 的第２和第９
外显子的两个错义突变对水稻粒形性状也有着明显
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的效应,为此我们分别开发了基于这些序列变异的

PCR标记,为其应用到水稻育种实践提供了便利的

选择方法,但是其遗传机理还值得深入研究.

　　谢辞:中国农业大学李自超教授和张洪亮博士

提供了水稻微核心种质;江苏省农业科学研究院王

军博士提供了２００７－２０１３年江苏省审定的粳稻品

种,在此一并表示感谢.
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