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用 EST和 SSR标记定位水稻温敏不育基因 tms5 
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摘要  利用cDNA抑制差减杂交技术建立了水稻减数分裂时期穗部特异表达的SSH文库, 从中筛选121
个cDNA片段作为EST (expressed sequence tags)标记, 用RFLP (restriction fragment length polymorphism)
方法分析了温敏不育系安农 S-1和正常品种安农 N之间的多态性, 其中一个 EST标记 HN57可以检测
到亲本间的多态性. 共分离分析结果表明, HN57与安农 S-1的温敏不育性完全共分离, 进而将安农 S-1
的温敏不育基因 tms5定位于 RGP (rice genome research program)遗传图的第二染色体的 31.2 cM处. 为
了进行精细定位, 在该区域设计了 80对 SSR (simple sequence repeat)引物对, 用 12对多态性引物将
tms5定位于 181 kb区间 

关键词  水稻  安农 S-1  温敏不育基因  tms5  精细定位  

水稻温敏不育系是发展二系杂交稻的重要资源. 
温敏不育系的花粉育性主要受环境温度控制 . 当环
境温度高于某一温度时, 水稻花粉表现为不育, 而当
环境温度低于某一温度时, 表现为可育. 许多温敏不
育材料已被发现, 并被应用于二系杂交稻育种. 多个
温敏不育基因tms1[1], tms2[2], tms3[3], tms4[4], tms5[5], 
tms6[6]和msh[7]已被定位.  

安农S-1 是我国特有的一个温敏不育材料, 已广
泛应用于水稻二系法育种 , 其育性转换温度的起始
点为 25℃, 即环境温度高于 25℃时, 其花粉表现为
不育, 而环境温度低于 25℃时, 表现为可育, 并且其
温敏不育性受一对隐性基因控制[8]. Wang等人[5]将安

农S-1 温敏不育基因定位于第二染色体的标记C365
和G227 之间, 并将该基因命名为tms5. 本研究利用
穗部特异表达的cDNA片段作为EST标记 , 用RFLP 
(restriction fragment length polymorphism)方法对安农
S-1 的温敏不育基因tms5 进行定位分析, 获得了与
tms5完全共分离的EST标记. 进一步采用SSR (simple 
sequence repeat)标记, 将tms5定位在第二染色体的一
个 181 kb区间.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 植物材料.  提取RNA的材料为减数分裂时

期的安农N的穗和剑叶. 定位群体为 3 个F2群体, 分
别为安农S-1×安农N, 安农S-1×IR36 和安农S-1 转育
的香 125S×BAR-68, 其中安农S-1 为安农N的自然突
变体, 香 125S是由安农S-1 转育的不育系. 这些F2群

体在广州的早季种植, 分别获得了 271 株、287 株和

229株全不育株.  
(ⅱ) RNA 的提取和 mRNA 的分离.  以安农 N

的减数分裂时期穗和剑叶作为材料. 总 RNA 用一步
法(TRIzol试剂, GIBCO/BRL公司)提取. 采用磁珠法
(Promega)分离 mRNA, 纯化的 mRNA用酒精沉淀后, 
溶于 DEPC水中, 终浓度为 0.5 μg/μL.  

(ⅲ) 抑制差减文库的构建和筛选.  cDNA抑制
差减杂交(suppress subtraction hybridization, SSH)采
用 PCR-Select cDNA 差 减 试 剂 盒 (Clontech), 按
Diatchenko等人[9]的方法进行. 减数分裂时期的安农
N幼穗 cDNA作为 tester, 同时期的叶的 cDNA作为
driver. 文库的建立和筛选按庄楚雄等人[10]的方法进

行.  
(ⅳ) RFLP分析.  用SSH方法筛选得到的 121个

减数分裂时期穗部特异表达的cDNA片段作为EST标
记, 亲本DNA分别用AluⅠ, ApaⅠ, AspⅠ, Asp 718, 
BamHⅠ, BclⅠ, BbrPⅠ, BglⅡ, BfrⅠ, BglⅠ, CfoⅠ, 
ClaⅠ, KpnⅠ, NcoⅠ, PstⅠ PvuⅡ, Sau3AⅠ, SalⅠ, 
SpeⅠ, StyⅠ, SpeⅠ, XhoⅠ, XbaⅠ, ScaⅠ, MspⅠ, Hpa
Ⅱ, HinfⅠ, HindⅢ, EcoRⅤ, EcoRⅠ和DraⅠ等酶切. 
基因组DNA的抽提、酶切、电泳、转膜和分子杂交
按McCouch等人[11]的方法进行.  

(ⅴ) SSR分析.  SSR引物设计时, 利用gramene
网站 (http://www.gramene.org)的软件 SSRIT (simple 
sequence repeat identification tool)寻找SSR位点, 设
计的SSR引物扩增产物的长度为 60~80 bp. PCR扩增
程序参照Akaji等人[12]的方法进行, 通过 6%的PAGE
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胶电泳, 银染方法检测[13].  
(ⅵ) 连锁分析.  选用F2群体中不育个体作为定

位群体, 采用Zhang等人[14]的方法进行分析, 重组值
按公式C = (2N1 + N2)/2N计算, 其中C为分子标记与
温敏不育性之间的重组值, N为总的不育个体数, N1
为分子标记带型与可育亲本一致的个体数, N2 为分
子标记带型和杂合体一致的个体数.  

(ⅶ) 花粉育性观察.  于开花前采集当天开花的
颖花, 置于 FAA中固定并保存. 每个单株至少观察 3
个小穗, 花药用 1%的 I-KI 染色. 根据花粉的形态及
染色反应, 判断花粉的育性. 花粉可染率低于 2%为不
育株, 其余的为可育株.  

2  结果 

2.1  安农 S-1温敏不育性遗传分析 

为了分析安农S-1 温敏不育性的遗传特点, 采用
了 3个不同的F2群体, 分别为安农S-1 ×安农N, 安农
S-1 × IR36和香 125S × BAR-68. 在 3个F2群体中可育

株与不育株的比例符合 3︰1(表 1), 这些结果表明安
农S-1的温敏不育性是受一隐性基因控制.  

 
表 1  安农-1温敏不育基因的遗传 

组合(世代) 不育株/株 可育株/株 χ2 (3︰1)

安农S-1 ×安农N (F2) 271 914 2.89 

安农S-1 × IR36 (F2) 287 873 0.041 

香 125S × BAR-68 (F2) 229 771 2.352 
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2.2  EST标记亲本多态性分析 

以安农 N 减数分裂时期的小穗的 cDNA 作为
tester, 以安农 N 减数分裂时期的剑叶的 cDNA 作为
driver, 采用 SSH 方法构建了差减文库. 通过差异筛
选 ,  共选择了 121 个在小穗中特异或优势表达的
DNA片段, 用这 121个 cDNA片段作为 EST标记, 组
合 31种限制性内切酶酶切, 分析了安农N和安农 S-1
之间的多态性. 分析表明, 只有其中的一个 EST标记 

HN57可以检测亲本间多态性(图 1).  

2.3  HN57与温敏不育性的共分离 

测序分析表明HN57的全长为约 600 bp. 用Blast
分析(http: //www.ncbi.nlm.nih.gov)发现HN57 是位于
第二染色体上的BAC克隆OJ1006_A02 (序列号 : 
AP003977)的单拷贝序列. OJ1006_A02 位于Wang等
人[5]报道的tms5连锁标记C365的附近.  

用HN57 作为探针对安农S-1×安农N的F2群体中

271株不育单株进行RFLP分析, 结果表明, 所有不育
株的杂交带型都和不育亲本安农S-1一致(图 1), 表明
HN57 与安农S-1 的温敏不育基因完全共分离. 由于
克隆OJ1006_A02被第二染色体的RFLP标记R2164锚
定(hppt: //rgp.dna.affrc.go.jp), R2164位于第二染色体
的 31.2 cＭ处, 而HN57定位于BAC克隆OJ1006_A02
上, 说明安农S-1 的温敏不育基因位于水稻第二染色
体的 31.2 cM位置附近.  

2.4  温敏不育基因的存在区间的确定  

虽然HN57 与不育基因共分离, 但据此不能确定
不育基因的存在区间. 为了确定此区间, 我们构建了
另外 2个杂交组合的F2群体, 并在HN57所在的区域 5 
cM范围内筛选了 80对SSR标记, 其中 67对SSR标记
为本研究新发展的. 用这些SSR标记以及HN57 分析
了安农S-1 与安农N, 安农S-1 与IR36 以及香 125S与
BAR-68之间的多态性. 所有的SSR标记在安农S-1与
安农N之间没有多态性. 而在安农S-1 与IR36 之间和
香 125S与BAR-68 之间的多态性标记分别有 11 和 6
个(表 2). 这些多态性标记和F2群体用于安农S-1的温
敏不育基因的精细定位. 综合 2个F2群体的定位结果

(图 2), 安农S-1 的温敏不育基因定位于标记RMAN7
和RMAN54之间, 与目标基因分别有 2个重组. 由于
RMAN7, HN57 和RMAN54 定位于第二染色体(序列
号: AP008202)的 6006136, 6118614和 6187468 bp处, 
因此最终将安农S-1的温敏不育基因定位于 181 kb的
区域.  

 

 
图 1  HN57为探针检测的安农 N(1)与安农 S-1(2)的 RFLP多态以及与 F2植株雄性不育性(S)的共分离 

用限制性内切酶HpaⅡ消化基因组DNA. 图中只显示 26个F2植株 
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表 2  筛选的多态性 SSR标记 
分子标记 上游引物 下游引物 位置/bp (AP008208) 

RM5780a),b) 5′-GCTGCTGCATCTTCTACTGC-3′ 5′-G ACGCACATGCCTAAGCCTA-3′ 5453190 

RMAN13a),b) 5′-CAACAAGGGCATCCTCGTA-3′ 5′-ATCTGCATGACTTCTTAGTCA-3′ 5866565 

RMAN7b) 5′-GTACCTCATCATAGCTGGAC-3′ 5′-CCGTATCTCTCTAATCTTCTC-3′ 6006136 

RMAN54a) 5′-CGTGGCGAACACCAACCTC-3′ 5′-GCTGTTTCTCTGTACGCATG-3′ 6187468 

RM4702a) 5′-CATGTGAAAGAAAATGATATG-3′ 5′-CTAATCAAACTGATGAGCAC-3′ 6219041 

RMAN81a) 5′-ACTGAAAGTGGTCTGTTAGC-3′ 5′-TCTTACCAAAGCCGTGTGTC-3′ 6237401 

RMAN43a) 5′-GCTTGAGCTTCGTATAGGTG-3′ 5′-CTCCAGGTGATCAGAGATTC-3′ 6320934 

RMAN42a) 5′-CACTCATGTACCAAGAACTC-3′ 5′-TCAAGAGTTAAGGATTCGATC-3′ 6398468 

RMAN20a),b) 5′-CATGACTAATTGCGTATTAGC-3′ 5′-AAACAACCGAACGGTGTGTT-3′ 6444884 

RNAM2a),b) 5′-GCAAGGAGACAACTCCTCC-3′ 5′-GATTAGATCTATACATGCATCG-3′ 6503477 

C365a) 5′-TCCAAGAGTTTCAGCACAGC-3′ 5′-TGATGTTGCTGTAGGCTCTG-3′ 6709997 

RMAN8a),b) 5′-GTGCATGGTGTGTACACTAG-3′ 5′-CAACAAATGGTATATTCCAACG-3′ 6780044 

a) 示可以在安农 S-1与 IR36之间检测到多态性; b)表示可以在香 125S与 BAR-68之间检测到多态性 

 

 
图 2  tms5所在区域的分子标记连锁图 

重组数 1表示安农S-1×IR36的F2群体的数据, 重组数 2表示香 125S × 
BAR-68的F2群体的数据, 空心的长方形所在区域表示本研究的定位
结果, 实心的长方形区域表示Wang等人[5]定位的tms5的位置 

3  讨论 
Wang等人[5]用安农S-1 ×南京 11杂交产生的重组

自交系F8代群体中的 96株不育株, 对安农S-1的不育
基因进行了定位分析 , 将其温敏不育基因定位于第
二染色体 ,  位于标记C365 和G227 之间 ,  并将该 

基因命名为tms5. 本研究发现了与安农S-1 温敏不育
基因完全共分离的EST标记HN57, 该标记位于第二
染色体的 31.2 cM处, 并用SSR标记和 516株F2不育
株将安农S-1 的温敏不育基因定位在RMAN7 和
RMAN54 之间的 181 kb区域. 本区域与Wang等人[5]

定位的C365~G227 区域的边际遗传距离为 2.5 cM, 
物理距离约为 590 kb. 由于所用的不育材料相同, 本
研究仍将定位的温敏不育基因称名为 tms5, 而定位
结果的差异反映的可能是不同实验的误差 . 本研究
利用了 3 个定位群体进行定位, 实验结果相互验证, 
可靠性应该较好.  

安农 S-1 的温敏不育基因已广泛应用于水稻两
系法育种中, 已培育出多个杂交组合, 其花粉育性主
要受温度的控制 , 在不育温度条件下 , 随温度的升 
高, 不育系的花粉由不可染转变为无花粉型. 另外, 
安农 S-1温敏不育系随种植世代的增加, 不育的起点
温度将逐渐升高, 导致温敏不育系不稳定, 具体原因
不清楚. 因此, 温敏不育的机理是目前迫切需要了解
的问题 . 而了解温敏不育机理的途径是克隆温敏不
育基因.  
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