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敲除 TMS5 基因获得温敏不育粳稻新材料 
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Abstract:【Objective】The breeding of thermo-sensitive male sterile rice lines is a key step in the breeding of two-line 

hybrid rice. TMS5 is the key gene that modulates pollen fertility of rice at different temperatures and has been widely 

used in rice breeding. In order to accelerate the breeding process of thermo-sensitive sterility lines, 【Method】

CRISPR/Cas9 technology was used to edit TMS5 with a japonica rice variety Wuyunjing 7 as a material. 【Results】

Sequencing analysis showed that six homozygous mutants screened from 22 strains of T0 generation produced the same 

genetic variation, and one base “A” was inserted between 44 bp and 45 bp of the second exon of TMS5 of all the six 

mutants, resulting in pre-maturation of translation. Cytological observation and artificial pollination confirmed that the 

pollen of tms5 mutant was aborted and the development of female gametes was normal. 【Conclusion】These results 

indicated that the thermo-sensitive male sterile lines could be obtained rapidly by knocking out the thermo-sensitive male 

sterile gene TMS5 in japonica rice. 
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摘  要：【目的】水稻温敏不育系的选育是两系杂交稻育种工作中的关键环节。TMS5 是控制温敏不育的重要基因，

在生产上也应用较广。为了加快水稻温敏不育系的选育进程，【方法】利用 CRISPR/Cas9 技术，在武运粳 7 号背

景下对 TMS5 基因进行编辑。【结果】通过测序从 22 株 T0 代中筛选获得 6 株纯合的突变体，分析发现 6 个纯合的

突变体产生了相同的遗传变异，都在 TMS5 基因第 2 外显子 44 bp 和 45 bp 之间插入碱基“A”，导致翻译提前终止。

通过细胞学观察和人工辅助授粉证实获得的株系花粉败育而雌配子正常发育。【结论】这些结果表明对温敏不育

基因 TMS5 基因进行编辑可以快速获得粳型温敏雄性不育系。 
关键词：粳稻；CRISPR/Cas9；温敏雄性不育系 
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水稻是世界上最重要的粮食作物之一，大约一

半以上的人口以大米为主食[1]。利用杂种优势培育

杂交稻是实现高产的重要途径，而选育两系不育系

配制杂交组合是目前最有效最便捷的方法之一。两

系杂交水稻已成为我国推广的主流杂交稻[2-3]。因

此，加快两系不育系的选育进程具有重要的生产实

践意义。 

CRISPR/Cas9 定点编辑技术以 DNA 双链为靶

标，在动植物中的运用越来越广泛，它可以实现对

基因组的精确编辑。2012 年，Jinek 等[4]在体外证明

了 Cas9 核酸酶结合 gRNA 即可切割双链 DNA，为

CRISPR/Cas9 系统的应用奠定了坚实的基础。2013

年，Cong 等[5]和 Mali 等[6]分别实现了在人类细胞中

的基因编辑，掀起了基因编辑的高潮。近年来，基
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因编辑在改良水稻性状与水稻分子育种等方面发

挥了巨大的作用。 2017 年， Shen 等 [7] 利用

CRISPR/Cas9 多基因编辑技术同时敲除水稻中 8 个

基因(3 个穗型基因、2 个粒型基因、一个株型基因、

一个香味基因和一个生育期基因)，获得了不同的突

变体组合。2018 年，汪秉坤等[8]对 Waxy(Wx)基因进

行敲除，成功培育出低直链淀粉含量的糯稻新品种。

这些研究表明基因组编辑是水稻快速定向遗传改

良的重要手段。 

目前，与水稻光温敏不育相关的主效基因已经

在不同的染色体中定位[9-17]，并且在不同的染色体

上也检测到不同的 QTL 位点[18-19]。TMS5 基因是控

制水稻温敏不育的主效基因之一，它能够通过编码

RNase Z
S1 降解花粉母细胞中表达的 UbL40 mRNA。

野生型水稻中，高温诱导 UbL40 mRNA 积累，RNase 

Z
S1 可以通过降解 UbL40 mRNA 维持花粉育性；tms5

温敏不育系中，基因编码区第 1 外显子中第 71 位

碱基均发生由 C 到 A 的点突变，形成终止密码子，

导致翻译提前终止，RNase Z
S1 功能缺失，UbL40 

mRNA 积聚，导致水稻花粉不育，我国主要的 25

个光温敏不育系中有 24 个含有 tms5 基因[20-21]。截

至 2018 年，我国通过国家审定的两系法杂交水稻

品种 130 个，通过省级审定的两系杂交水稻 1431

个(http://www.ricedata.cn/variety/)。因此，tms5 在我

国两系育种的应用中有着极其重要的地位。 

近几年来，编辑 TMS5 基因获得了系列温敏雄

性不育新资源。Zhou 等[22]以中花 11 为背景，运用

CRISPR/Cas9 技术对不同类型的粳稻、籼稻和三系

保持系的 TMS5 基因的 10 个靶位点进行基因编辑，

获得了不同突变类型的温敏不育突变体材料，并在

一年内获得无外源基因成分的温敏不育株系。黄忠

明等[23]培育出粳稻 tms5 突变体。同年，吴明基[24]

等利用 CRISPR/Cas9 技术转化优良中间材料 GH89

获得 tms5 不育系材料。Barman 等[25]对籼稻品种中

嘉早 17 的 TMS5 基因进行敲除，获得了具有产量潜

力的籼型温敏核雄性不育系 YK17S。Li 等[26]编辑

了具有华占血缘的中间材料 Pinzhan 的 TMS5、Pi21

和 Xa13 基因，并成功获得了抗病性增强的温敏雄

性不育材料 PinzhanS。 

武运粳 7 号是由江苏省武进市农业科学研究所

选育的早熟晚粳常规稻品种，并且在 2000 年通过

国家农作物品种审定委员会审定。该品种综合品质

优良，适合长江中下游地区种植，仅用 5 年时间种

植面积突破66.7 hm
2，创造同类品种之最。2000年，

王小虎等[27]以 BT 型矮 A 为母本，与武运粳 7 号杂

交并连续回交 6 代后育成三系不育系新品种“武运

粳 7 号 A”。利用该不育系配制的三系杂交种杂种优

势强，但由于制种产量低，未能在生产上推广应用。

为探索武运粳 7 号两系法杂种优势利用途径，我们

运用 CRISPR/Cas9 技术敲除武运粳 7 号中的 TMS5

基因，以期获得粳型温敏不育新种质。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

转化背景材料为早熟晚粳品种武运粳 7 号，种

植于江苏省农业科学院人工气候箱(PRX-1000D)。

所用引物(表 1)的合成及测序由南京擎科生物技术

有限公司完成，Bsa I、T4 DNA 连接酶和 KOD FX

分别购自 NEB、TaKaRa 和 TOYOBO 公司，其他试

剂购自天根生化科技有限公司。 

1.2  基因编辑靶点设计 

通过 CRISPR-P 网站(http://cbi.hzau.edu.cn/cgi- 

bin/CRISPR)对 TMS5 进行靶点分析。在第 2 外显子

上挑选了一段特异性较高的20 bp碱基序列TMS5-1

作为 CRISPR 的靶点。由于 PAM 序列 TGG 上游第

20 位碱基处与 U3 启动子的转录起始点一样都是 A，

因此优先使用 U3 启动子。 

1.3  载体构建 

根据刘耀光实验室的方法[28]，在靶点序列正义

链和反义链的 5′端分别添加 BsaⅠ酶切位点

GGCA 和 AAAC，使其与 pUC18 骨架经 2 个 Bsa

Ⅰ切割后形成黏性末端。将靶点接头引物

TMS5-U3-F/ TMS5-U3-R 混合均匀 ( 终浓度 1 

μmol/L)，95℃下变性 3 min 后退火形成二聚体。配

制 10 μL BsaⅠ-连接反应液(1 μL 引物二聚体，1 μL 

pYL-U3-gRNA 载体，0.5 μL BsaⅠ，1 μL T4 DNA

连接酶缓冲液，0.2 μL T4 DNA 连接酶和 6.3 μL 

ddH2O)，通过边切边连的方法将接头连接到

pYL-U3-gRNA 上。通过两轮巢式 PCR，扩增含有

TMS5-1 的 gDNA 表达盒 U3-TMS5-1-gRNA(第一轮

PCR 扩增使用通用引物 U-F/U-R，第二轮 PCR 扩增

使用特异性引物 Uctcg-B1′/gRcggt-BL)。最后，将

扩增出的靶标 gDNA 盒通过 BsaⅠ和 T4 DNA 连接

酶组装到 pYLCRISPR/Cas9-MH 载体上(酶切连接

同时进行)，并转化大肠杆菌 DH5α。引物 SP1/SP2

用于检测生长出的克隆中是否含有 sgRNA 表达盒

连接片段。挑选含有目的条带的克隆进行测序分析。

具体引物序列见表 1。所有引物均由南京擎科生物

技术有限公司合成。 
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1.4  农杆菌介导水稻遗传转化 

测 序 正 确 的 pYLCRISPR/Cas9-MH-TMS5- 

gRNA 通 过 热 击 法 转 化 农 杆 菌 EHA105(A. 

tumefaciens)。通过农杆菌介导侵染水稻愈伤组织的

方法，将鉴定正确的克隆转化水稻品种武运粳 7 号。

具体步骤参考 Hiei 等[29]的方法。 

1.5  T0 代植株突变位点分析 

采用 CTAB 法提取 T0 转基因植株的叶片基因

组 DNA，并使用引物 TMS5-TF 和 TMS5-TR(表 1)

对 TMS5 靶序列附近的片段进行扩增。扩增片段送

公司进行测序分析。通过比较转基因植物和野生型

品种武运粳 7 号的序列差异来确定转基因植株的氨

基酸变化和突变类型。 

1.6  T1 代植株 T-DNA 检测 

不同变异类型的 T0 代转基因植株自交结实后

获得的 T1 代种子种植于江苏省农业科学院温室大

棚。幼苗提取 T1 代转基因植株的叶片基因组 DNA，

并用潮霉素特异引物 Hpt-F/Hpt-R 和Cas9基因特异

引物Cas9-F/Cas9-R(表 1)进行 PCR扩增和琼脂糖凝

胶进行电泳检测。两者均扩增不出目的条带的植株

即为无 T-DNA 的 T1 代转基因植株。 

1.7  碘-碘化钾染色检测花粉育性 

随机选取当日开花前野生型和突变体的颖花，

于卡诺固定液(V 乙醇∶V 冰醋酸=3∶1)中固定，4℃下保

存。镜检时滴加 1% I2-KI 染液于载玻片上，用镊子

夹取一枚颖花并小心夹碎花药，去掉残余花药壁，

盖上盖玻片，在显微镜下观察并拍照。通过观察花

粉粒染色情况和细胞形态来判断花粉粒的育性。可

育花粉粒呈黑色、圆形，败育花粉粒则染色不完全

或不上色，并且形状为不规则或者圆形。 

2  结果与分析 

2.1  TMS5 靶位点设计和 pYLCRISPR/Cas9- 

TMS5-gRNA 表达载体构建 

根据 TMS5 基因的编码区序列，结合 CRISPR-P

网站(http://cbi.hzau.edu.cn/ cgi-bin/ CRISPR)进行靶

位点序列分析。经过筛选，在 TMS5 基因第 2 外显

子区域选择了一个特异性较好的 20 bp 碱基序列

TMS5-1 作为基因靶位点序列(图 1-A)。使用 BsaⅠ

和 T4 DNA 连接酶边切边连的方法将 TMS5-1 连接

到 pYL-U3-gRNA 上，通过两轮巢式 PCR 扩增得到

表 1  本研究所用的引物 

Table 1. Primers used in this study. 

引物名称 

Primer name 

引物序列(5′-3′) 

Primer sequence(5'-3') 

TMS5-U3-F GGCAAGCTCAAGCCAGAGTATCT 

TMS5-U3-R AAACAGATACTCTGGCTTGAGCT 

U-F CTCCGTTTTACCTGTGGAATCG 

U-R CGGAGGAAAATTCCATCCAC 

Uctcg-B1′ TTCAGAGGTCTCTCTCGCACTGGAATCGGCA

GCAAAGG 

gRcggt-BL AGCGTGGGTCTCGACCGGGTCCATCCACTCC

AAGCTC 

SP1 CCCGACATAGATGCAATAACTTC 

SP2 GCGCGGTGTCATCTATGTTA 

TMS5-TF AGTTCCTCTTCATCTCCCAC 

TMS5-TR CAATCTCAGGCACCGTCAAT 

Hpt-F TCCGGAAGTGCTTGACATT 

Hpt-R GTCGTCCATCACAGTTTGC 

Cas9-F AGCGGCAAGACTATCCTCGACT 

Cas9-R TCAATCCTCTTCATGCGCTCCC 

 

A−靶序列在 TMS5 基因中的位置；红色方框代表 PAM 结构；B− pYLCRISPR/Cas9-TMS5-1 表达载体。 

A, Target sequence in TMS5 gene; PAM structure is shown in red box; B, The expression vector of pYLCRISPR/Cas9-TMS5-1. 

图 1  TMS5 靶序列位置和 pYLCRISPR/Cas9-TMS5-1 表达载体 

Fig. 1. Schematic diagram of the targeted sequence in TMS5 and pYLCRISPR/Cas9-TMS5-1 vector. 
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的 启 动 子 gRNA 表 达 盒 (U3-gRNA) 组 装 到

pYLCRISPR/Cas9-MH 载体上(图 1-B)。组装好的表

达载体 TMS5-1-gRNA 表达盒由 OsU3 启动子驱动，

Cas9 由 Ubi 启动子驱动。构建成功的 CRISPR/Cas9

表达载体通过热击转化农杆菌 EHA105。最后，通

过根癌农杆菌侵染水稻愈伤组织的方法转化水稻

粳稻品种武运粳 7 号。 

2.2  T0 代转基因植株突变类型分析 

2018 年共获得 22 株 T0 代转基因植株。利用

TMS5 靶位点序列附近的检测引物 TMS5-TF 和

TMS5-TR 扩增转基因植株基因组DNA 并进行测序

分析。测序结果分析表明，22 株 T0 代转基因植株

中共有 18 株发生不同类型的突变，突变率为 81.8%。

其中大部分的突变类型为双等位突变，约占 40.9%；

纯合突变的共有 6 株占 27.3%，均为单碱基的插入；

杂合突变较少，仅为 13.6%(表 2)。 
2.3  野生型与突变体氨基酸序列分析 

TMS5基因位于第2染色体，cDNA全长1895 bp，

包含 6 个外显子和 5 个内含子，编码全长为 303 个

氨基酸的蛋白(图 2)。通过测序分析发现，6 个 TMS5

纯合突变体植株都属于同一突变类型，均在第 2 外

显子处插入一个碱基“A”，导致第 175 位氨基酸络

氨酸(TAT)变成终止密码子 TAA，翻译提前终止。 

2.4  T1代 T-DNA 剔除 

提取了 T1 代植株苗期 DNA，利用潮霉素和

Cas9 基因特异性引物进行扩增。结果发现，T1代转

基因植株中共获得了 7 株既没有潮霉素抗性标记基

因也没有 Cas9 标记基因的植株(图 3)。 

表 2  T0代转基因植株中的突变率统计 

Table 2. Mutation rate in T0 transgenic plants. 

突变类型 Mutation type 株数 No. of plants 突变率 Mutation rate / % 

纯合突变 Homozygous 6 27.3 

杂合突变 Heterozygous 3 13.6 

双等位突变 Bi-allelic 9 40.9 

野生型 Wild type 4 18.2 

 

*为终止密码子。 

* presents the termination codon. 

图 2  野生型和突变体的氨基酸序列差异 

Fig. 2. Amino acid sequence variance between wild type(WT) and tms5 mutant. 
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2.5  tms5 突变体表型观察 

tms5 突变体和野生型武运粳 7 号的农艺性状调

查结果表明，灌浆时期的野生型武运粳 7 号能够正

常灌浆结实，tms5 突变体却不能正常结实(图 4)。

因此，TMS5 突变会导致不结实。 

2.6  花粉育性观察 

为了解析TMS5基因突变后造成水稻不育的原

因，我们分别在显微镜上观察了野生型和 tms5 突变

体的花药形态。在人工气候箱平均温度为 28℃的条

件下，野生型花药饱满并且呈明黄色，而 tms5 突变

体的花药瘦弱泛白(图 5-A、B)。I2-KI 花粉染色的

观察结果表明，育性正常的野生型武运粳 7 号花粉

呈典型的饱满圆粒，并且能够被 I2-KI染成深黑色，

而 tms5 突变体植株花粉颗粒呈现不规则形状并且

不能被染色，其中 90%以上为碘败，其余均为圆败

(图 5-C、D)。因此，花药形态和花粉 I2-KI 染色的

结果都表明在 28℃条件下 tms5 突变体的不育性是

由花粉败育引起的。以武运粳 7 号和籼稻 9311 的

花粉授予 tms5 突变体，tms5 突变体能够灌浆结实 

(图 6)，表明 tms5 突变体的雌蕊发育正常。 

M−DNA 标记；+：阳性对照；-：日本晴。 

M, DNA marker; +, Positive control; -, Nipponbare. 

图 3  T1代突变系无 T-DNA 植株的 PCR 检测筛选 

Fig. 3. Screening for T-DNA-free plants of T1 mutation lines by PCR analysis. 

 

 

图 4  野生型和突变体的表型 
Fig. 4. Phenotype of wild type(WT) and the tms5 mutant. 

 

A−野生型花药形态；B−tms5 突变体花药形态；C−野生型花粉染

色；D−tms5 突变体染色。 

A, Anthers of WT; B, Anthers of tms5 mutant; C, Pollen grains of WT 

stained with I2-KI; D, Pollen grains of tms5 stained with I2-KI. 

图 5  野生型和 tms5 突变体花粉育性比较 

Fig. 5. Comparison of pollen fertility between wild type 

(WT) and tms5 mutant. 

A−tms5 突变体与 9311 杂交 F1的结实情况；B−tms5 突变体与武运

粳 7 号杂交 F1的结实情况。 

A, Seed setting of the F1 plants derived from tms5×9311; B, The seed 

setting of the F1 plants derived from tms5×Wuyunjing 7. 

图 6  tms5 与 9311 和武运粳 7 号杂交 F1的结实情况 

Fig. 6. Seed setting of the F1 plants derived from 

tms5×9311 and tms5×Wuyunjing 7. 
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3  讨论 

水稻光温敏核雄性不育材料的发现和利用开

辟了水稻杂种优势利用的新途径。目前，常见的温

敏不育系大多由农垦 58S、安农 S-1 或株 1S 转育而

来[30]，而国家水稻数据中心的数据表明我国应用面

积最广的不育系几乎都是籼型不育系。利用传统的

杂交转育，将籼稻中的不育基因转育到粳稻背景

中，籼粳杂交后代难以稳定，育种周期长，成为粳

稻两系杂种优势利用的主要限制因素之一。因此，

探索利用基因组编辑技术创制粳型温敏不育系对

于加快两系杂交粳稻育种具有重要意义。另外，相

对于籼稻，粳稻遗传转化效率高，有利于快速培育

粳稻温敏不育系。 

本研究选用曾在江苏大面积推广应用的粳稻

品种武运粳 7 号作为背景材料编辑 TMS5 基因。在

22 株 T0 植株中获得突变体 18 株，突变频率高达

81.8%，其中 6 株为纯合突变，纯合突变率为 27.3%，

均为 PAM 序列上游第 3 碱基处的插入。表明对粳

稻 TMS5 基因编辑的效率较高。突变株的自交结实

率为 0%，花粉染色为圆败和碘败，花药相对于野

生型瘦弱并泛白，利用人工辅助授粉，能获得野生

型武运粳 7 号和籼型品种 9311 杂交种，表明突变

体花粉败育而雌蕊发育正常，由此获得了一个不育

材料。这为快速获得粳稻不育材料奠定了基础。 

由于材料条件的限制，我们尚未开展育性转换

的温度研究。本研究中，tms5 突变体生长在 28℃的

环境中，表现为花粉完全败育，推测起点温度低于

28℃。Zhou 等[22]对不同水稻品种 tms5 突变体的研

究中发现，以粳稻品种 GAZ 为背景的不育株不育

起点温度约为 26℃；以籼稻品种为背景的不育株

ZZBS(中浙B背景)和YJSMS(粤晶丝苗背景)不育起

点温度低于 24℃，ReBS(ReB 背景)、TFBS(天丰 B

背景)和 WSSMS(五山丝苗背景)不育起点温度为

24℃，ZS97BS(珍汕 97B 背景)不育起点温度约为

26℃。黄忠明等[23]在对以粳稻 F197 为背景的 tms5

纯合突变体不育起点温度的研究中发现 28℃是

tms5 突变体花粉育性的转换温度。吴明基等[24]、

Barman
[25]、Li 等[26]对籼型品种 tms5 突变体花粉育

性研究中发现花粉育性转化温度分别为 24℃、22℃

和 23.5℃。这些结果表明不同遗传背景的水稻材料

育性起点温度不同，并且粳稻材料背景的温敏不育

系育性起点温度略高于籼稻背景材料的温敏不育

系。选育起点温度低的不育系是两系制种技术的关

键，可以利用不同背景的粳稻品种资源编辑 TMS5

基因，筛选起点温度更低的温敏不育系，加快粳稻

温敏不育系选育进程。 
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