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烟草突变体筛选与鉴定方法篇： 

6. 烟草 T-DNA激活标签突变体侧翼序列筛选与鉴定 

崔萌萌 
（中国农业科学院烟草研究所，青岛 266101） 

通过激活标签技术（activation tagging）得到突变群体是构建突变体库的一种重要方法，应用此种方法

研究基因功能，不管是用正向或反向遗传学方法，都必须先获得插入位点的侧翼序列（flanking sequence）。

随着拟南芥、水稻及烟草等作物的侧翼序列数据库的不断完善及烟草全基因组测序的完成，越来越体现出

激活标签技术对于推动烟草功能基因组学研究具有巨大的潜力。 

1  T-DNA激活标签插入群体构建  
T-DNA激活标签技术是从早期的 T-DNA标签技术发展改良而来的，早期的 T-DNA标签技术是将人工

构建的 T-DNA通过 Ti或 Ri质粒携带，用农杆菌介导的方法[1]随机插入到植物基因组中，通常得到的是功

能缺失型突变体，并不适于功能冗余基因、多发育阶段作用基因、环境变化相关基因的研究。T-DNA激活

标签是在 T-DNA 的边界加入强启动子或多个串联增强子，从而增强插入区附近（上游或下游）基因的表

达，产生显性功能获得型（dominant gain of function）突变体，且这种突变是可稳定遗传的。通过对激活

标签载体 T-DNA 区加入筛选标记（如抗除草剂 Basta 的 Bar基因和抗卡那霉素的 nptH 基因）[2]可以筛选

阳性植株。当激活标签插入到基因内部时也会产生传统插入失活突变体。2012年采用叶盘转化法通过农杆

菌侵染将激活标签载体 pSKI015 转入烟草品种红花大金元中，获得了具有 Basta 抗性的转基因突变体 T0

代近 4万份。 

2  激活标签突变体的初步筛选 
由于通过激活标签技术产生的功能获得型突变体表型为显性，所以在当代即可进行初步的表型筛选，

通过观察得到一些外观性状明显的突变表型；香气、烟碱等性状突变需要专业人员进行分析或测定；一些

肉眼不可见的形态突变要借助显微观察等方法。 

3  侧翼序列的筛选 
激活标签插入突变体侧翼序列筛选一般通过以下步骤进行：（1）突变群体基因组 DNA提取、DNA定

性及定量分析；（2）DNA 样品的阳性检测；（3）侧翼序列扩增；（4）琼脂糖电泳检测；（5）特异性侧翼

序列扩增产物测序分析。 

激活标签突变体侧翼序列扩增的方法主要有：热不对称交错 PCR 法（ thermal asymmetric 

interlaced-PCR，TAIL-PCR）[3-4]，PCR步移（PCR-walking）[5]，FPNI-PCR[6]等。 

TAIL-PCR方法的原理是根据激活标签载体 T-DNA区的左边界设计 3个嵌套的特异性引物，用它们分

别与低 Tm 值的随机简并引物结合，第一轮反应以基因组 DNA 为模板，根据引物长短和特异性的不同设

计热不对称的循环，通过分级反应来得到特异性产物。
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PCR-walking 方法是利用产生平滑末端的限制性内切酶（转基因元件里不应存在酶切位点）消化基因

组 DNA，并与设计好的接头相连接，设计 T-DNA特异性和接头特异性的引物进行第一轮 PCR扩增；再用

一对嵌套的特异性引物进行第二轮 PCR扩增，从而获得特异性的扩增产物。 

FPNI-PCR 方法通常需要三轮反应，第一轮反应和 TAIL-PCR 一样运用热不对称原理，第二和第三轮

反应运用高严谨性循环选择性地扩增出特异性产物。 

4  突变基因功能鉴定 
农杆菌介导的激活标签插入在转基因植物中多为单拷贝，且能稳定遗传，通过实验确定其是单拷贝后

那正常情况下它就是导致插入突变的突变原[7]，其后代符合孟德尔遗传定律。从突变群体中筛选到具有突

变表型的株系后，通过 T-DNA插入序列设计引物进行 PCR检测，初步判断突变性状是否与插入事件共分

离，再通过侧翼序列与突变性状的共分离检测来确定突变是否是由 T-DNA 插入引起的。测序获得目标株

系插入位点的侧翼序列信息，通过与数据库中的数据比对来判断激活标签的插入位点，确定候选基因[8]。

通过将候选基因的野生型拷贝转化入突变株进行过量表达，观察其表型恢复情况，或采用 RNAi等方法进

行基因功能验证。为保证遗传分析的准确性，每代每个株系群体应保持相应的数量，由于激活标签法产生

的是显性功能获得型突变体，纯合体的获得需要多年自交筛选。 

激活标签技术已经在拟南芥和水稻中得到了广泛的应用，在烟草中也有成功的应用。Hayashi等[9]首先

在烟草中成功使用带有 4个 CaMV35S增强子[10]的激活标签，得到了不需要外源生长素就可以生长的愈伤

组织突变体。Weigel等[2]用 T-DNA激活标签技术创建拟南芥突变群体，分析鉴定了 30个不同表型的显性

突变体，RT-PCR 表明插入位点附近的基因过量表达。Jeong等[11]构建了一个 T-DNA 中含有 CaMV35S 增

强子的质粒载体 pGA2715，并用该载体构建了含有 13 450个独立的水稻 T-DNA插入标签系，反转录 PCR

分析表明，约 40％的 T-DNA插入株系中与插入位点相邻的基因表达明显增加，但不一定能产生明显的表

型变化。 

5  问题与展望 
整合到基因组的 T-DNA 一旦出现多拷贝插入，就会对基因分离和性状分离造成麻烦，而且组培过程

中也会产生突变，这些都增加了基因功能的分析难度。有研究表明，T-DNA并不是完全随机插入，而是优

先插入到转录活跃的区域[12]，且在某些情况下由激活标签引起的表型经过几代会消失，这可能是由于插入

的 T-DNA或者侧翼序列甲基化导致的[13-14]。虽然存在着一些问题，但 T-DNA激活标签法还是植物基因功

能研究的一个极具潜力的研究方法。 
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