
收稿日期:2009-12-11
基金项目:国家重点基础研究发展计划(973 计划)项目(2009CB118400)
作者简介:郭建秋(1972-),男 ,河南新安人 ,助理研究员 , 主要从事大豆品质改良利用研究。

E-mail:guojianqiu.2008@yahoo.com.cn

植物突变体库的构建及突变体检测研究进展

郭建秋 ,雷全奎 ,杨小兰 ,马　雯 ,张向召
(洛阳市农业科学研究院 ,河南 洛阳 471022)

摘要:突变体是研究基因功能的重要材料 ,为此 ,介绍了创造突变体的方法 ,特别是理化诱变方法

以及突变体的检测方法等方面的研究进展 。
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　　随着大量基因序列和 EST 资料的积累 ,后基因

组时代诞生了 。功能基因组学是后基因组时代的重

点研究内容 ,主要研究生物有机体内各种基因的生

物学功能 ,进而了解所有基因如何协调发挥作用 ,完

成一系列的生长发育过程。要精确了解每个基因的

功能及基因间的相互作用 ,必须分析单个基因和多

个基因的突变表型以及它们的时空表达剖面。随着

新技术新方法的不断创新开发 ,分析鉴定基因功能

的方法越来越多 ,并逐渐形成功能基因组学的分支

学科。目前已经发展了多种分析鉴定基因功能的方

法 ,其中最直接最有效的方法是构建饱和的基因突

变体库 ,通过突变体分析鉴定基因功能。因此 ,突变

体库的构建是功能基因组学的基础 。为此 ,综述了

创造突变体的方法以及突变体的检测筛选方法等方

面的研究进展 。

1　创造突变体的方法

突变体库有不同的分类方法
[ 1]
。按照产生突变

体的方法大致可分为自发突变体库 、体细胞无性系

变异突变体库 、理化诱变突变体库和插入突变体库

4类。

1.1　自发突变

自发突变是指自然条件下发生的突变 ,是生物

变异的重要来源 ,是自然进化的基础 。自发突变为

人类提供了极有价值的研究材料 。李玮等
[ 2]
在芥菜

型油菜品系 L638-g 中发现了几株无致死效应的

天然叶片黄化突变体 ,并研究揭示了该突变体的黄

化机理及生物学特性。在水稻中 ,矮秆突变株的发

现揭开了矮化育种的序幕;细胞质雄性不育株的发

现使水稻三系法杂种优势的利用成为现实;而光

(温)敏核不育株的发现则为采用两系法利用水稻亚

种间的杂种优势铺平了道路。但是自发突变的频率

很低 ,在高等生物中 ,大约 10 万个到 1亿个生殖细

胞中才会有 1个生殖细胞发生突变 ,且许多突变通

过表型无法鉴定而丢失 ,很难进行系统收集。即使

获得了感兴趣的突变株 ,要分离突变基因并进一步

鉴定其功能也是相当困难的 ,因为自发突变体的遗

传背景非常复杂 。

1.2　体细胞无性系变异

体细胞无性系变异是组织培养中的普遍现象 ,

泛指在细胞 、组织和器官培养过程中 ,培养细胞和再

生植株中产生的遗传变异 ,又可细分为自发无性系

变异和诱发无性系变异。体细胞无性系变异的产生

没有种属特异性 ,出现的频率一般比较高[ 3 , 4] 。其

变异频率随培养时间的延长而提高 ,且结合化学诱

变和利用选择压力进行细胞突变体筛选可实现一定

程度的定向诱变[ 5-7] 。植物通过体细胞无性系变异 ,

可产生一系列有益的新性状 ,对植物品种改良和选

育新品种具有重要意义。但近年来的遗传转化实践

表明 ,经历组织培养和再生阶段后 ,常表现出一些非

目的性状的变异 ,其原因属体细胞无性系变异还是

外源基因的插入诱变 ,往往很难确定[ 8] 。体细胞无

性系变异已在农作物的育种中广泛应用 ,并已获得

了抗逆 、可遗传的新品系[ 5] 。赵成章等[ 9 , 10] 从水稻

幼胚愈伤组织中 ,筛选出一些早熟 、矮秆 、千粒重高

的新品系 。孙立华等[ 11] 获得了抗水稻白叶枯病的
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水稻新品系 。凌定厚等[ 12] 得到了抗胡麻叶斑病的

水稻品系。林定波等
[ 13]
曾以脯氨酸作为选择压 ,筛

选到了抗寒的柑橘植株 ,其抗寒性比对照显著增加 ,

并发现抗寒植株叶片中脯氨酸 、亮氨酸和精氨酸的

含量均比对照增加 2倍以上 。在草坪草育种上也有

应用 ,如 Smith 和 Quesenbe rry
[ 14]
利用体细胞无性

系变异的方法获得了红三叶的新种质资源 ,其再生

能力显著提高;Croughan 等[ 15] 获得了狗牙根的新

种质 Brazos-R3 ,对秋季黏虫 S podoptera f rugi-

perda 具有显著抗性 。体细胞无性系变异的显著特

点 ,一是变异频率高 ,一般为 1%～ 3%,最高可达

25%～ 100%;二是致死和不利的变异频率低;三是

嵌合体的发生率相对较低 ,变异稳定快;四是性状变

异广泛[ 3] 。体细胞无性系变异的遗传基础主要包括

染色体畸变[ 16 , 17] 、基因突变 、基因扩增和丢失 、DNA

甲基化
[ 18]
和转座子激活

[ 8 , 19]
等方面。

此外 ,重组自交系(RILs)、双单倍体群体(DH)

和近等基因系(NILs)等群体中也可找到可供利用

的突变体 ,在基因功能鉴定上也具有重要的应用

价值。

1.3　理化诱变

1.3.1　化学诱变　化学诱变是用化学诱变剂处理

植物材料 ,以诱发遗传物质的突变 ,从而引起形态变

异 ,然后根据育种目标 ,对这些变异进行鉴定 、培育

和选择 ,最终得到目标变异株。目前最常用的化学

诱变剂是甲基磺酸乙脂(EMS)。陈忠明等[ 20] 利用

EMS 处理水稻 93-11 ,构建了包含 271 个家系的

突变体库 。 Lee 等[ 7] 已在水稻上获得 14 000 个

EMS 突变群体 。魏玉昌等[ 21] 用不同浓度的化学诱

变剂 EMS 处理大豆合子 , M 2 出现的突变类型较

多 ,比较明显的有晚熟 、黄化 、矮化 、半不孕等类型。

王瑾等[ 22] 用 EMS 处理抗旱性差的小麦品种豫麦

49号和周麦 17 的花药愈伤组织和幼胚愈伤组织 ,

得到 13株抗旱突变体 。

1.3.2　物理诱变　在辐射诱变育种的半个多世纪

发展过程中 ,采用的辐射技术和方法越来越多。辐

射源由 X射线 、γ射线 、热中子 、激光发展到离子束 、

空间诱变等。

电离辐射主要包括γ射线 、X射线 、中子等 ,其

中应用最多的是γ射线和 X 射线 。这些射线由于

能量高 、穿透力强 ,可以使原子的内层电子激活释

放 ,致使原子呈离子化而可与其他原子或分子结合 ,

造成共价键断裂 ,形成染色体结构变异。研究表明 ,

染色体结构断裂的数量与离子化射线的剂量呈正相

关 ,常见的结构变异主要是易位 、倒位和缺失。γ射

线诱变效果稳定 ,诱变当代效果直观 ,现在许多试验

中已经把γ射线诱变作为与其他诱变方法比较的标

准。但是由于实际操作中 ,辐射的剂量往往难以控

制 ,导致试验效果的重现性较差 。曹雪芸等[ 23] 分别

用 X射线和γ射线处理原冬 6号 、京冬 8号和北京

411等 3 个冬小麦种子 ,在后代中得到了矮丛 、育

性 、穗型 、芒性 、穗长 、株高 、蜡质 、生育期等多种突变

类型 。夏璐等
[ 24]
分析由 γ射线诱导形成的质粒突

变体的 lazZ 基因序列 ,发现碱基变异类型主要是颠

换 ,且变异位点的分布不是随机的 。

研究表明[ 25] ,热中子处理对大豆休眠种子的后

代诱发突变较 β射线和 γ射线的处理要丰富些 ,且

突变率高 ,对早熟综合产量性状籽粒化学品质等均

有独特的效果。张圣君[ 26] 用快中子 、热中子 、电子

束分别处理 8个水稻品种的种子 ,确定了 3种诱变

因素对水稻的半致死剂量和致死剂量 ,并从中选育

出有价值的一些新品种(系)。郭玉红等[ 27] 用热中

子照射杂交后代育成 5个大豆新品种 ,其中黑农 31

及黑农 32脂肪含量为 23.1%和 22.9%,为黑龙江

省少有的大豆高油品种。

激光是一种相干性很强的单色射线 ,通过显微

聚焦 ,激光微束可以聚焦成微米级光点 ,能准确地照

射到事先选择好的细胞某一特定部位或某一细胞

器 ,使细胞器或细胞组织产生选择性损伤或进行显

微手术而不损伤临近部位的细胞器或组织 ,从而达

到某一特定的研究目的。激光诱变育种在国外从

20世纪 60年代开始 ,美国 、苏联 、澳大利亚 、加拿大

等国家研究较早 ,苏联育出早熟 ,含糖量 、Vc含量 、

胡萝卜素均高的番茄新类型 ,还育出高产玉米 ,成果

显著 。我国激光诱变育种始于 1972 年。四川大学

生物系首先进行激光处理油菜诱变育种研究 ,之后

国内相继育成了油菜 、番茄 、黄瓜 、菜豆 、蚕豆等激光

新品种
[ 28]

。刘友杰
[ 29]
用 He-Ne 激光照射水稻种

子 ,发现激光照射可诱发核基因突变 , 如株型 、株

高 、粒重 、品质等性状变异 ,并可真实遗传。伍育源

等[ 30]采用功率密度为 394mW/cm2的 CO 2 激光照

射蚕豆萌动种子 , L2 代植株高度 、分枝数及结荚数

等农艺性状均产生不同程度的变异 。

离子束在生物技术上的应用是我国科技工作者

开创的新兴研究领域 ,已成为我国自主知识产权的

定向遗传育种的新方法 、新途径 。离子束是指一束

具有能量的带电粒子放射线 , 具有高传能线密度

(LET)、尖锐的电离峰(Bragg 峰)及低氧增比 ,可精
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确控制其入射深度和部位。离子束物质能量的传递

特征是:离子通过物质时 ,在物质中的局部引起高密

度的电离和激发 。已有研究表明:离子注入与生物

体相互作用存在峰值 ,在峰值范围内 ,注入离子与生

物体相互作用是局部的 、双重的和不易修复的。因

此 ,离子注入用于植物诱变有可能在损伤轻的情况

下获得较高的突变率和较宽的突变谱[ 31] 。离子辐

射与 X 、γ、e (低 LET)辐射相比在辐射生物学方面

有着独特的优势:(1)离子辐射的电离密度大 ,是属

于高传能线密度辐射(高 LET),其产生的相对生物

效应(RBE)也高。(2)离子辐射的能量损失在小的

区域内 ,故剂量集中度高 ,因而对生物体产生的总体

生理损伤较小 。(3)离子辐射在物质中的射程末端

产生布喇格(Bragg)峰效应(高电离密度率);此时

的 LET 更大(其相对剂量也更大)。同时也在物体

中产生质量的沉积和电荷交换作用。(4)低 LET 辐

射(X 、γ、e)与生物体作用产生较多易修复的 DNA

单链断裂;而高 LEF 辐射易产生较多的难以修复的

DNA 双链断裂 ,故其诱导的染色体畸变的有效性

较低 LET 辐射高数倍
[ 32]

。离子注入产生的生物效

应的因素与辐射不同 ,荷能离子注入除了具有能量

沉积引起机体损伤的特征外 ,还具有动量传递产生

的级联损伤 ,表现为遗传物质的原子移位 、重排或基

因缺失 ,还有沉积离子 、移位原子和本底元素复合反

应造成的化学损伤以及电荷交换引起的生物分子电

子转移造成的损伤。因此 ,注入的荷电离子的电信

号和所形成的微电场影响着生物体生命过程中的基

因表达和调控 、细胞内外的能量交换 、物质运输 、信

息传递 ,并刺激损伤 DNA 的修复 、生物体的生长和

发育。

低能离子用于遗传育种和遗传修饰的能量一般在

30～ 50 keV ,注入剂量一般为 1014 ～ 1017ions/cm2 。

安徽省农科院利用离子束技术已育成早籼 S9042 、

晚粳 D9055 、中粳 63 、晚粳 M 3122 、早籼 14 、晚粳

48和晚粳 M1148共 7个水稻新品种
[ 33-36]

。甄卫军

等[ 37] 将离子束生物技术应用于谷氨酸高产菌株的

选育 ,获得了产酸率比出发菌株提高 2%以上的优

良菌株 2株 。虞龙等
[ 38]
和袁成凌等

[ 39]
分别用低能

离子注入选育的 Vc高产菌株和花生四烯酸(AA)

产生菌 ,其发酵水平创国内外新高。被业内专家喻

为“自维生素 C 二步法发酵发明以来的重大突破”。

离子束生物工程菌生产花生四烯酸 ,发酵水平是当

前国内报道的 10倍 ,比国外高 50%。

空间搭载是利用空间条件下具有高能离子辐

射 、空间微重力 、交变磁场 、超真空 、超净及没有昼夜

变化等物理因素 ,诱发植物产生变异 ,并选育成有利

用价值的新品种 。航天育种是近几年发展起来的一

项植物高科技育种新技术 。目前我国空间诱变的搭

载方式主要有 3 种 , 即高空气球 、返地式卫星和飞

船搭载。高空气球的条件一般为 30 ～ 40 km ,卫星

搭载的条件一般是近地点 200 km ,远地点 470 km

左右[ 40-43] 。而飞船的搭载条件一般为近地点

200 km ,远地点 300km 左右 。这种条件下的大气结

构 、气温 、空气密度 、压力 、磁场 、辐射流均与地面有

很大差异 ,可能引起生物发生变异。自 20 世纪 80

年代开始 ,我国通过返回式卫星和神州号飞船搭载

植物种子的航天育种研究有近 20次 ,先后共搭载

500多个植物品种 ,如水稻 、油菜 、大豆 、棉花 、黄瓜 、

青椒 、番茄等 ,研究了空间条件对植物种子诱变机

理 ,并选育出一些新的突变类型和具有优良农艺性

状的新品种 。Tripathy 等
[ 44]
研究了太空小麦的生

长和光合反应 ,发现与地面对照植株相比 ,幼芽的干

质量降低了 25%,重力条件下植株叶的光补偿点提

高了约 33%,这可能是由于叶的暗呼吸速率提高造

成的 。Horneck[ 45] 的研究指出 ,微重力是通过增加

植物对其他诱变因素的敏感性和干扰 DNA 损伤修

复系统的正常运作 ,从而加剧生物变异 ,提高变异

率。许多试验证明
[ 46]

,空间诱变与地面辐射处理发

生的变异情况有许多类似之处 ,辐射敏化剂预处理

能增加生物损伤 。Horneck G[ 47] 研究认为 ,空间辐

射主要导致作物遗传物质的损伤 ,诸如突变 、肿瘤形

成 、染色体畸变 、细胞失活 、发育异常等 。Hagen[ 48]

对植物的研究证明 ,空间条件尤其是高能离子具有

强烈的致变作用 ,导致细胞死亡 、突变 、恶性转化 ,而

且在微重力条件下辐射的诱变作用将会加强 。

1.4　生物技术创造突变体库

插入突变技术通过将特定的外源基因引入受体

细胞 , 并使其定向稳定地转化 , 从而超越物种的限

制 , 实现了基因的交流 , 产生具有特定性状的转基

因植物 , 是对传统植物育种方法的补充 , 也是进一

步实现作物产量提高 、抗性增强和品质改善的重要

途径 。插入突变是 T -DNA 或转座标签插入到基

因组中后 , 相应位点基因的功能就可能受到抑制而

产生基因敲除(knock out)突变体 , 插入元件同时

又可用作标签从基因组中分离出相应的基因并鉴定

其功能。T -DNA 、逆转座子标签(ret ro transposon

tag ging)和转座子标签(t ranspo son tagg ing)是构建

插入突变体库的 3种主要方法 。常用的遗传转化方
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法主要有基因枪法 、农杆菌转化法和花粉管通道法

等 。基因枪转化法是一种 DNA 的直接转化法 ,在

小麦的遗传转化中应用非常广泛 。基因枪法的主要

优点是受体取材广泛 ,不受寄主特异性限制 ,转化的

方法相对也比较成熟 ,但是由于受到基因型的限制 、

取材的季节性 、组织培养的手段的制约以及转化效

率不高等诸多问题 ,寻找合适的受体材料及组培方

法成为提高基因枪法转化效率的关键 。农杆菌侵染

法广泛用于植物的转化当中 ,主要优点是外源基因

拷贝数低 , 大多数单一位点整合 、遗传稳定性好 ,

但受到宿主范围的限制 。自 1983年至今已在烟草 、

马铃薯 、番茄 、拟南芥等多种双子叶植物上转化

成功。

2　突变体的筛选鉴定方法

2.1　表型鉴定

表型鉴定是以诱变育种和基因功能研究为目的

的突变体筛选最常用的方法。要求必须有能遗传

的 、相对于野生型有显著差异的外观性状 ,一般也包

括逆境筛选和化验分析筛选 。曹健等
[ 49]
利用空间

诱变处理菜心种子 ,其 SP2 代群体性状变异频率达

6.7%,通过调查植株的株高 、株幅 、叶长 、叶宽 、叶形

指数 ,发现这些性状在株系间 、单株间均有较大的差

异;菜心在 SP3 代群体中出现性状变异频率相对下

降 ,为 1.7%,群体性状表现趋于稳定。郭玉虹等
[ 50]

用 EMS 、NaN 3 处理 LF837 稳定系的种子后 ,采用

品质分析的方法从后代中筛选出 2 个早熟突变系 ,

蛋白质含量分别为 45.38%和 45.24%,较对照提高

0.92个百分点和 0.78个百分点 。表型鉴定的方法

虽然简单易行 ,不需要特殊的硬件设备 ,但是在突变

体鉴别方面的作用是很有限的。

2.2　细胞学鉴定

这个层次的鉴定一般以研究诱变的机理及诱变

因素的靶标为目的 ,主要通过观察细胞及细胞器形

态的变化 、染色体异常的变化 ,研究诱变的作用机理

和效果 。张月学等
[ 51]
对卫星搭载的 2 种苦荬菜种

子 SP1代根尖细胞染色体变异进行了研究 ,表明 ,太

空环境诱变处理后提高了苦荬菜种子的根尖细胞有

丝分裂指数 ,出现了包括微核 、染色体桥 、染色体断

片等在内的多种类型的染色体变异。

2.3　生物化学鉴定

对于数量性状的变异 ,往往很难区分这种变异

是由遗传物质的改变造成的还是由环境造成的 。可

以从生理生化的角度对突变体作进一步的分析 。有

学者用 SDS-PAGE 技术从一批大豆品质突变体

中筛选出 3 个种子贮藏蛋白发生变异的稳定突变

体 ,并发现其中一个突变体比其野生型亲本的蛋白

质谱带多一个小带 ,从而把该突变体和其野生型亲

本区分开来 。李水凤等[ 52] 对卫星搭载后的辣椒 SP1

-SP4 进行蛋白质的 SDS -PAGE 电泳和 RAPD 检

测分析 ,发现 SP2 代蛋白条带比对照增加了 2条 。陈

慧选等[ 53] 比较了突变体与其亲本的叶 、茎 、根过氧化

物同工酶电泳图谱在谱带数量 、位置 、宽度和颜色深

浅方面的差异 ,从而把突变体与其亲本区别开来 。

2.4　分子生物学鉴定

主要鉴定基因组中酶切位点 、引物结合位点或

PCR扩增产物片段大小的变化 ,从分子层次挖掘突

变体 ,确定突变频率 。这种方法直接从 DNA 水平

上进行分析 ,因此又叫 DNA 分子标记 。分子标记

技术用于突变体鉴定的主要优点在于:突变位点直

接以 DNA 的形式表现 ,在植物体的各个组织 、各发

育时期均可检测到 ,不受季节环境限制。缺点是找

到的突变位点可能没有相应的表型功能缺失 ,或者

找到多个突变位点后 ,不能确定到底哪个位点和缺

失的功能相关 ,只能说明诱变材料从 DNA 水平上

发生了变化以及突变发生的频率。

分子标记检测技术大致可分为四大类:第一大

类是基于 DNA -DNA 杂交的 DNA 标记技术 ,其

代表性技术有 RFLP;第二大类是基于 PCR技术的

DNA 标记技术 ,其代表性技术有 RAPD和 SSR等;

第三大类是基于限制性酶切和 PCR的 DNA 分子

标记技术 ,其代表性技术为 AFLP 和 CA PS 等;第

四大类是基于单个核苷酸多态性的 DNA标记。

化学诱变剂 EMS(ethy l methane sulfonic acid)

可以诱发产生点突变 。利用点突变可以精确鉴定基

因的功能 ,在基因功能鉴定上具有独特的优势 ,但由

于点突变不易鉴定 ,在功能基因组学上的应用受到

限制 。近年来 ,单核苷酸多态性(sing le-nucleo tide

po lymo rphism)筛选技术的成熟为鉴定点突变奠定

了基础
[ 54 , 56]

。在此基础上 , McCallum 等建立了一

个用于大规模筛选点突变的方法 TILLING(targe-

ting induced lo cal lessions in oenomes)[ 56 , 57] 。

TILLING 利用 DHPLc(denatured high-perfo rm-

ance liquid chromatog rphy)检测异源双链核酸分子

之间的错配来检测点突变 ,其主要步骤:①利用

EMS 诱发点突变;②突变后代个体 DNA 的提取和

DNA 池的构建;③根据目标基因序列设计引物扩增

出感兴趣的片断;④PCR片段的变性 、退火 ,形成异
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源双链核酸分子;⑤DHPLC 检测异源双链核酸分

子 ,获得突变池;⑥利用相同的方法从突变池中筛选

出突变个体;⑦突变个体 PCR 片段的测序验证。

McCallum等[ 57] 利用这种方法筛选出 CM T1(chro-

momethylase ,一种 DNA 甲基转移酶)和 CMT2的

相应突变体 ,充分说明了这个方法的可行性 。Mc-

Callum 等[ 57] 和 Colbert 等[ 58] 已经构建了拥有

10 000个突变体的大规模 TILLING 筛选体系 ,达

到 1周可筛选 1个基因的速度。

EcoTILLING 是 Comai 等[ 59] 在 TILLING 的

基础上发展起来的 、检测自然群体中的等位基因多

态性的方法。EcoTILLING 技术不同于 TILLING

技术之处在于:EcoTILLING 技术在构建 DNA 池

时 ,向被检测的 DNA 中加入了等量的标准 DNA

(对照),所以 EcoTILLING 技术可以检测自然群体

中的等位基因的多态性 ,而 TILLING 技术检测的

是化学诱变剂诱发的等位基因多态性[ 58 , 59] 。Eco-

TILLING 技术还可以高效地检测单核苷酸多态性

(SNPs)、小片段插入和缺失 、微卫星重复数变异

等
[ 59]

。EcoTILLING 技术已经广泛地应用于水稻 、

玉米 、莲属植物 、杨树 、芸苔属植物等[ 60] 的研究中 。

对于转基因得到的突变体(包括 Ac/Ds转座子

标签法得到的突变体),由于在转基因的过程中带有

各种筛选标记 ,如 GUS 、GFP 、潮霉素 、氨苄 、除草剂

等 ,可以利用这些标记进行转基因突变体的筛选 ,而

且导入基因的序列已知 ,可以利用已知 DNA 序列

进行 PCR扩增 、Southern 杂交等 ,或者对转入基因

后的目标表型变化进行筛选 。
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