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摘要:T-DNA 插入突变在反向遗传学和功能基因组学研究中发挥着重要作用。文中综述了 T -

DNA 插入突变的原理以及在拟南芥和水稻等模式植物中的研究现状 ,同时指出了该技术的优缺点

及发展方向 。
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　　突变体在植物基因分离及遗传学研究中发挥着

重要作用。物理诱变 、化学诱变 、同源重组 、基因沉

默以及插入突变等方法都可以用来构建突变体。物

理 、化学诱变比较容易得到饱和突变体库 ,但突变基

因的克隆要用较复杂的图位克隆法 ,相对比较困难 。

同源重组在酵母和鼠类中获得了成功 ,但在植物中

同源重组率比较低。基因沉默在线虫的突变体库构

建中得到成功应用 ,但并不适合于植物 , T -DNA

插入突变能方便地进行正向和反向遗传学研究 ,因

而受到重视[ 1] 。同时 ,基因组测序工作的完成使得

从位点到表型的反向遗传学研究成为可能 ,从而使

通过 T-DNA 插入技术构建突变体来研究功能的

反向遗传学技术逐渐取代了传统的化学诱变 、图位

克隆等技术。

1　T-DNA标签载体的发展

T-DNA 插入技术中关键是 T -DNA 标签载

体。T-DNA 标签载体随着研究不断被改造革新 ,

主要经历了 3次革新 。

(1)启动子标签载体:这是最初的 T-DNA 标

签载体 ,这类载体的特点是左右边界内只包含 1 个

选择标记基因。在用这类载体建立的突变体库中 ,

能得到部分基因功能缺失的突变体 ,但不能得到有

功能冗余及致死效应的基因突变体 ,也很难研究具

有高度多效性的基因
[ 2]
。

(2)T-DNA 捕获标签载体:包括增强子捕获 、

启动子捕获和基因捕获载体。这类载体是通过插入

的报告基因的表达来研究被插入基因的表达模式 ,

而且对致死基因也可以在杂合状态下进行研究[ 1] 。

(3)激活标签载体:这类载体可以产生获得功能

性的突变体 ,能够研究存在功能冗余或具有高度多

效性以及致死效应的基因的功能
[ 1]
。第一种获得植

物功能性突变体的方法是利用 CaMV 35S 基因的

增强子原件:在靠近 T-DNA 边界处有 4个串联的

CaMV35S 增强子 ,当其插入到一个基因的附近可

以引起该基因的过量表达。研究发现 ,激活标签可

以使插入位点上下游基因超表达产生功能 ,获得突

变 。激活标签技术还能产生功能缺失的突变体 ,可

以方便采用 TAIL-PCR或质粒挽救方法扩增相关

基因 ,避免了 T-DNA 突变分离功能基因的不便。

2　T-DNA插入突变研究进展

2.1　T-DNA 整合方式的研究

T-DNA 插入突变技术中 ,关键是 T-DNA 怎

样整合到受体基因组中 ,因此 , T -DNA 在基因组

中的插入位点显得尤为重要。曾经认为 , T -DNA

插入基因组是一个随机的过程 ,但近年来的研究表

明 ,这种随机性只是相对的 , T -DNA 优先整合于

染色体中基因丰富 、转录活性高的区域。An等[ 3]分

析表明 ,在翻码区起始和终止位置以及接近 A TG

起始密码子的上游区域插入的频率较高;T -DNA

在插入基因的类型上没有倾向性 ,插入频率在染色

体末端较高 ,着丝点处较低 。Schneeberge r 等
[ 4]
研

究表明:T-DNA在染色体着丝点和 rDNA 区插入

频率较低 ,往染色体末端逐渐增多 ,在蛋白质的 5'

和 3'侧翼区以及 RNA 聚合酶 Ⅰ转录 rRNA 基因重
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复区分布也较多 ,具有较高GC 分布区域是偏好区 。

Jeong 等
[ 5]
研究表明 , T -DNA 既可插入基因区也

可插入到基因间隔区 ,染色体作图表明 , T -DNA

整合频率与染色体大小成正比 ,并且 T -DNA 插入

在每条染色体上分布并不均匀:着丝点附近低 ,末端

高 ,这一结论与 A n
[ 3]
和 Schneeberger

[ 4]
结果一致。

2.2　T-DNA插入突变体库及侧翼序列库的构建

T-DNA 插入突变最大的用处是构建突变体

库 ,在此基础上构建侧翼序列库;目前在拟南芥中已

经建立了接近饱和的 T-DNA 插入突变体库 ,该突

变体库包含超过 225 000个独立的 T-DNA 插入株

系 ,在预测的 29 454个基因中有 21 700 个基因发生

了插入突变
[ 6]
。含 T -DNA 激活标签的拟南芥群

体已经获得 ,并且在这些群体中已经获得大量的异

常突变体和被标记基因 。Sessiens 等采用 Tail -

PCR的方法分离了拟南芥插入突变体库 85 108 条

T-DNA 侧翼序列
[ 7]
。同时 Weigel等

[ 8]
的结果表

明 ,平均约 1 000 个拟南芥激活标签转化子能发现

一个形态学突变 。水稻中已建立了具有一定规模的

突变体库 ,但远没有达到饱和的程度。水稻上大约

获得了47932个 T-DNA 插入株系和 3290个水稻

激活标签转化子 ,同时扩增出 27 621 个侧翼序列 。

An等从 6749个水稻标签系中分离了 3 793条 T-

DNA 侧翼序列 ,并建立了侧翼序列数据库
[ 3]
。Sal-

laud等[ 9]分离了 7 480条 T-DNA侧翼的水稻基因

组序列。Zhang 等[ 10]获得了 129 000个水稻增强子

捕获突变体。

2.3　基因分离与功能的研究

利用 T-DNA 插入突变方法可以直接采用质

粒挽救和 Tail-PCR扩增侧翼序列 ,这为基因的分

离与克隆带来了方便 。利用该技术成功从拟南芥中

克隆到的基因有:AESP , AtN AP , AG , CH42 ,

CHL1 , COP1 , CTR1 , EMB30 , FAD2 , FAD3 ,

FUS6 , GL1 , GL2 , HY3 , HY4 , LD , TSL ,WRK Y7 ,

COBR ,CUL4 , tMYB30 等。运用激活标签法的研究

也逐渐兴起 ,已采用激活标签技术从拟南芥中分离

出 lep , sturdy ,basl ,brsl等 30多种新基因。

拟南芥和水稻等模式植物的实践已经证明 , T

-DNA 插入突变技术可以成功构建植物突变体 ,从

而为相关植物的研究展示了一个美好的前景 ,近年

来 ,这一技术的应用逐渐扩大。 Helena M athew s

等
[ 11]
建立了一套高产量的激活标签技术 ,利用该技

术鉴别了番茄多种代谢途径调控的基因 ,包括紫色

突变系 ,分析原因 ,主要是控制花青素的基因发生表

达所致 ,具体是由于 MYB转录因子过量表达所致。

Zubko 等
[ 12]
采用激活标签法在矮牵牛中分离了一

个与细胞分裂素合成相关的基因 sho ,该基因在激

活后过量表达产生明显的顶端优势 ,开花推迟 、衰老

延缓。 Imaizumi等[ 13] 应用激活标签技术获得 3 500

个豆类的 T-DNA插入突变系 ,其中 , 45 个具有明

显表型突变 。Perez等[ 14]利用农杆菌介导的遗传转

化获得了 19株香蕉转基因植株 。

3　T-DNA插入突变技术存在的问题及发展方向

总的来说 , T-DNA 插入突变的研究还主要局

限于少数模式植物 。究其原因 ,笔者认为 ,一方面是

由于植物本身的生物学特性和遗传特性所致。另一

方面 , T-DNA 标签载体也在很大程度上影响着研

究进程与研究结果 。目前的标签载体大多采用

CaMV 35S 增强子元件 ,而 CaMV 35S 增强子具有

组织特异性 。据报道:激活标签在叶片中活性很高 ,

在根中却很低[ 8] 。因此 ,如果要利用此技术发现新

基因 ,必须构建新的载体 。可诱导表达载体的构建

是一大创举 ,化学激活表达系统已经应用于鉴定植

物胚胎形成的基因[ 15] 。研究发现 ,在载体 T-DNA

的左边界或右边界附近添加一个热激启动子

HSP18.2 ,可以促使附近温度依赖基因的表达
[ 16]
。

这为今后的研究奠定了很好的基础 。笔者认为 ,应

用该技术将可能在以下几方面获得突破:重要农艺

性状功能基因的克隆 、作物产量品质形成机理的研

究 、抗逆性机理研究以及作物重要病害的研究等 。
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烟草烟碱转化及生物碱优化研究进展
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摘要:烟草群体中一些烟株会因为基因突变形成烟碱转化能力 ,导致降烟碱含量显著升高 ,烟碱显

著降低 ,从而降低了烟叶香味品质和安全性。从烟碱转化对烟叶可用性的不利影响 ,烟碱转化的发

生规律 、生化和分子机理 ,遗传改良进行生物碱组成优化几方面进行了综述 。
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　　生物碱是一类存在于生物(主要是植物)体内 ,

对人和动物有强烈生理作用的含有氮杂环的碱性物

质。生物碱的分子结构多数属于仲胺 、叔胺或季胺

类 ,少数为伯胺类。烟草为富含生物碱的作物 ,烟草

生物碱主要包括烟碱 、降烟碱 、新烟草碱和假木贼碱

4种主要碱
[ 1]
,其中烟碱为叔胺类生物碱 ,其他 3种

为仲胺类生物碱 。烟草生物碱的组成和含量对烟叶

品质和安全性至关重要 ,适宜的烟碱含量 ,尽可能低

的仲胺类生物碱含量是优质低害烟叶的重要特征 。

1　烟碱转化及其不利影响

在正常情况下 ,烟草中烟碱占生物碱的比例一

般在 94%以上 ,降烟碱的比例不超过 3.5%。在栽

培品种的烟株群体中 ,一些植株会因为基因突变形

成烟碱去甲基酶 ,烟碱在此酶的作用下脱去甲基 ,形

成降烟碱 ,导致降烟碱含量显著升高 , 烟碱显著降

低 , 此类植株被称为转化株。降烟碱是仲胺类生物

碱 ,与叔胺类的烟碱相比具有较大的不稳定性 ,其很

容易发生氧化 、酰化和亚硝化反应 ,生成麦斯明 、酰

基降烟碱和亚硝基降烟碱(NNN)[ 2] ,这些物质的形

成对烟叶的香吃味和安全性有重要的不利影响 。史

宏志等[ 3] 的研究表明 ,随着烟碱转化程度的提高和

降烟碱含量的增加 ,白肋烟风格程度显著降低 ,香气

质逐渐下降 ,香气量减少 ,烟气浓度变淡 ,生理强度
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