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Abstract:Us ing an estrogen-inducib le exp ress ion XVE (LexA-VP16-Estragon Recep tor) system, w e have

gene rated approxmi ate ly 40 000 independen t T-DNA inser tion lines o fA rab idopsis tha lia na. S eg rega tion ana ly-

ses o f abou t18 000 lines ind ica ted tha t51. 6% o f them conta in s ing le T-DNA inse rtions and tha t the ave rage in-

sertion numbe r is 1. 38 cop ies pe r line. Mu tan ts d isp lay ing a va riety o f mo rpho log ica l a lte ra tions we re iden tified,

inc lud ing those tha t a ffect deve lopmen t o f roo ts, hypoco tyls, leaves, flo ra l organs and seed s as we ll as the flow-

e ring tmi e.

K ey words:A rab idops is tha liana; induc ib le activa tion tagg ing;m u tan ts;T-DNA;XVE

化学诱导激活型拟南芥突变体库的构建及分析
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摘　要:利用化学诱导激活 XVE (LexA-VP16-ER)系统构建了一个包含 40 000余个独立转化株系的拟南芥突变

体库 , 并对其中的 18 000余个株系进行了初步的遗传学和表型分析鉴定。卡那霉素抗性分离比表明 , 51. 6%的株

系为单位点插入株系 , T-DNA插入的平均拷贝数为每株系 1. 38个。部分 T
1
代和 T

2
代植株表现出了可见的形态

变异 , 包括下胚轴长度 、根长度 、植株大小和颜色 、叶子颜色和形态 、开花时间 、种皮颜色及结实情况等。对数个代



表性突变株系表型及 T-DNA插入位点侧翼序列进行了分析 , 结果表明突变体的表型是由于 T-DNA的插入造成

的 , 而且这些突变体中包括前人发现的 AP 2和 AGAMOUS 的等位基因。由于 T-DNA标记或相邻的基因可被

XVE系统诱导性的激活 , 或被 T-DNA破坏导致功能缺失 ,该突变体库可以用于大规模筛选鉴定功能缺失性和功能

获得性突变体。

关键词:拟南芥;诱导性激活;突变体;T-DNA;XVE
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　　模式植物拟南芥全基因组测序的完成给植物生

物学家们带来了海量的生物信息数据
[ 1]
,大量基因

的功能亟待鉴定。基于反向遗传学理论的插入 /敲

除突变技术 ,为此提供了强有力的手段。目前 ,一些

用于拟南芥基因鉴定和功能研究的大规模突变体

库 ,如 SALK
[ 2]
、SAIL

[ 3]
等已经公开释放。此外 ,还

有大量用于特定筛选目的而构建的小规模突变体

库 ,如孙加强等
[ 4, 5]
构建的 pga 22抑制子突变体库

等 。这些突变体库的应用 ,极大的促进了高等植物

基础理论的研究 ,但仍存在着诸多缺陷 ,如难以鉴定

功能冗余基因以及胚胎和 /或配子致死突变等
[ 6, 7]

。

插入突变体库的构建方法有许多种 ,而目前应

用较多的是 T-DNA插入突变和转座子插入突变两

种 ,其原理都是在染色体上插入一段外源 DNA序

列从而造成插入位点附近基因功能缺失或改变 。相

对于转座子的稳定性较差 (如 En-1转座子 )、工作

量大(如 Ac-D s系统的组培 、杂交), T-DNA插入突

变法具有很多优势。如:易通过农杆菌转化 、插入的

拷贝数低 、稳定性高等
[ 8 , 9]

;而且 ,现已证实 T-DNA

在基因组的整合位点基本上是随机分布
[ 10 , 11]

。通

过插入的外源 DNA标签 ,可迅速克隆鉴定突变基

因 ,因而 T-DNA插入突变法已被广泛应用于各种植

物的功能基因组研究
[ 2 , 4, 5, 7, 9 ～ 17]

。

传统的 T-DNA插入突变体库 ,是由携带抗性基

因的 T-DNA插入到基因内部或启动子区域而破坏

基因的编码区域或表达方式 ,因而可以用来筛选功

能缺失性突变体 ,该方法构建的突变体库已广泛用

于基因功能研究并取得了很大成就。但正如前文所

述传统的 T-DNA插入突变体库存在明显的不足 ,即

不能筛选鉴定植物生长发育的关键基因(如胚胎发

生或配子发育必需基因)和一些功能冗余基因 ,而

拟南芥和水稻等模式植物的基因组测序已经发现它

们的基因组内普遍存在大量高度同源的功能冗余基

因
[ 1, 18, 19 ]

。因此而发展起来的激活标签法在一定程

度上解决了这些问题
[ 6, 7, 13 ～ 15]

。最初 ,激活标签只

是一种分离功能获得性突变体的方法
[ 14]
,后来经过

改进 ,携带有多拷贝 35S启动子的 T-DNA才用来

构建突变体库。 Kakmi o to
[ 20]
用该方法转化拟南芥

组织培养细胞 ,成功地筛选鉴定出一个细胞分裂素

信号转导的关键组分 CK I1。

利用携带有 35S启动子的 T-DNA构建的功能

获得性突变体库在一定程度上克服了传统方法的局

限性 ,但 35S启动子近于组成型的表达水平同样会

造成一些致死突变或不能得到突变体后代种子。因

而 , Zuo等人
[ 21, 2 2]

发展了一种高效的 、严格依赖于

动物雌激素诱导的植物表达系统 ,即化学诱导型启

动子 XVE系统 ,从而解决了致死性突变的难题。

XVE是一个融合转录因子的缩写 ,分别表示细菌转

录抑制子 LexA的 DNA结合域 (X)、VP16的转录

激活域 (Ac id ic transactiva ting doma in, V)、人类雌

激素受体的调节亚基 (Regu lato ry reg ion of estro-

gen recepto r, E)。 XVE表达载体上有 3个转录单

位:G10-90为一种人工合成的强组成型启动子
[ 2 3]
,

用来启动 XVE融合转录因子的转录;选择性抗性标

记基因;-46 35S基础启动子与 8个拷贝的 LexA

操纵子序列融合形成的人工启动子。其工作原理

为:在 G10-90启动子控制下 , XVE融合转录因子组

成型表达;当加入雌激素 ,雌激素和其受体结合 ,导

致 XVE融合蛋白构象发生变化 ,并由细胞质转移进

入核内;在细胞核内 , LexA的 DNA结合域特异性

识别 LexA操纵子区 ,以至使 VP16的转录激活域

激活 -46 35S启动子 ,高水平表达其下游的目标基

因。靶位基因的功能获得和缺失将被 XVE化学诱

导表达系统紧密且相互交叉地控制 ,使得被标记遗

传学位点的表型可以在给定的发育时期表达 。现已

证明 , XVE系统除严格依赖于雌激素外 ,还可根据

雌激素的加入剂量严格地控制下游基因的表达水

平
[ 4]
。我们利用该系统构建了一个超过 40 000个

独立突变株系的拟南芥突变体库 ,其中部分突变体

已经向国内非盈利性科研机构公开释放 (详见 ht-

tp:/ /www. gene tics. ac. cn / IGDB /new /tz146. h tm)。

我们也对其中 18 000株 T1和 T2代株系进行了初
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步的遗传学和表型特征分析及其部分分子生物学

分析。

1　材料和方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　拟南芥材料 、农杆菌和质粒

本实验构建突变体库所用材料为拟南芥 (A ra-

b idopsis tha liana)的 Co lumb ia-0 (Co l-0)生态型

和 Wassilew sk ija (WS)生态型。在获得的突变体

中 , Co l-0生态型的突变体约有 30 000株系 ,WS生

态型的突变体约有 10 000株系 。

转化用农杆菌菌株为 GV3101。 XVE系列表达

载体质粒为 pER16
[ 21, 2 2]

,其 T-DNA区域物理图谱

如图 1所示 ,筛选标记基因为卡那霉素抗性基因

NPTⅡ 。

图 1　XVE系列载体 pER16中 T-DNA区域物理图谱

T-DNA的右边界和左边界间包含有两个转录单位和 O LexA -46

启动子:G 10-90强启动子组成型表达 XVE 融合基因 , TE9为

RBCS E 9的 poly(A)加尾序列;Nopa line Synthase(NOS)基

因启动子表达的卡那霉素抗性基因 Neomyc in Phosphotrans-

ferase Ⅱ (NPT Ⅱ ), TNo s为该基因的 poly(A)加尾序列;

O LexA -46为 8个拷贝的 LexA操纵子序列与 CaMV -46 35S

基础启动子融合而成的人工启动子(改编自 Zuo等 [ 21, 22] )。

Fig. 1　A diagram of the chem ica l-induc ib le

activation tagging vector pER16

O nly the T-DNA reg ion is show n in the diagram. Tw o tran-

scr ipt ion un its are inc luded betw een the right border (RB)

and the left border(LB). The G10-90 promoter const itut ively

drives theXVE chmi eric gene, wh ich is term inated by aRBCS

E 9 po ly (A ) addition sequence. The Nopa line S ynthase

(NOS) promo ter contro ls express ion of theNeom yc in Phos-

photransferaseⅡ (NPT Ⅱ) gene term inated by aNOS polya-

denylat ion sequence. TheO LexA -46 promoter cons ists of e ight

cop ies of the LexA operator sequence fused to the CaMV-46

35S promoter(Mod ified from Zuo et a l. [ 21, 22] ).

1. 1. 2　基本植物和培养基

M S培养基:1 ×MS盐
[ 24]
, 3%蔗糖 , 0.8%琼

脂 , pH 5.7, 121℃湿热灭菌 20 m in。卡那霉素为

鼎国生物工程公司生产 ,雌激素为 S igm a公司生产

的 17-β-雌二醇 (17-β-estrad io l;3, 17-β-d ihyd roxy-

1, 3, 5(10)-estra triene)。

LB液体培养基:T ryp ton 10 g, Yeast extract

5 g, NaC l 10 g,溶解后调 pH 7. 0,定容至 1 L。固

体 LB培养基每升另加入 15 g青岛产琼脂粉 。

1. 2　方　法

1. 2. 1　拟南芥的生长与真空转化

拟南芥种子用 10%漂白水浸泡灭菌 10 ～

15 m in,无菌水洗 3 ～ 4次 ,然后播种于 1 /2 M S固

体培养基上。 4℃下春化处理 3 d后 ,在 22℃、16 h

光照下生长 2 w ,转移到 1 /3 B5培养液浸泡过的蛭

石中 ,待长出花蕾(40 d左右 )后进行农杆菌抽真空

转化 。真空转化参照 Bech to ld等
[ 25]
的方法并稍加

修改:将剪枝后 4 ～ 6 d的植株倒置于含转化缓冲液

的玻璃瓶中 ,抽真空 ,维持 0. 05 Pa压力 5 m in取出

种植盆 ,侧放并覆盖塑料薄膜以便维持湿润 , 24 h

后直立常规培育。为提高转化效率 , 1 w后可再重

复抽真空一次 。

本实验除特别说明外 , 所采用的培养温度为

22℃,光照强度为 80 ～ 120 μ/E
2

S,光照周期为 16 h

光照 /8 h黑暗 。

1. 2. 2　转基因植物的筛选和 T1 代植物的抗性分

离鉴定

将 T0代种子播种于含有 50 mg /L 1 /2卡那霉

素的 M S培养基上萌发 ,挑选抗性植株转移到 MS

培养基生长 10 d左右 ,再转至 1 /3 B5培养液浸泡

过的蛭石基质上培养。

T1 代种子播于含有 20 mg /L卡那霉素和

10 mm o l /L 17-β-雌二醇的 MS培养基上。经 3 d

春化处理后 ,在 22℃、16 h光照下萌发。 5 ～ 7 d后

进行抗性分离统计分析以及表型观察 ,同时挑选抗

性植株转移到常规 M S培养基上继续生长 10 d左

右 ,再转移到蛭石基质扩繁种子。

1. 2. 3　T-DNA插入位点的鉴定

T-DNA插 入 位点 的鉴 定 利用 TA IL-PCR

( Therm a l Asymm etric In terlaced-Po lym e rase

C ha in React ion)方法
[ 26]
进行 。根据 pER16表达

载体 T-DNA插入片段的左边界设计的巢式 PCR

引物为:

LexA3:5′-ATCATCCCCTCGACGTACTGTAC-

3′;

LexA4:5′-CTGGTTTTATATACAGCAGTCG-

ACG-3′;
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LexA5:5′-AGTCGAGGTAAGATTAGATATGG-

3′;

LexA6:5′-TTGGAGAGGACACGCTGAAGC-

3′;

随机引物为:

AD1:5′-NTCGA(G /C)T (A /T)T (G /C)G

(A /T)GTT-3′;

AD2:5′-NGTCGA(G /C)(A /T)GANA(A /T)

GAA-3′;

AD3:5′-(A /T)GTGNAG(A /T)ANCANAGA-

3′;

AD4:5′-NGTA(G /C)A (G /C)(A /T)GTNA

(A /T)CAA-3′。

2　结　果

2. 1　拟南芥 T-DNA插入突变体的获得

利用农杆菌介导的方法抽真空转化拟南芥

Co l-0和 WS花蕾 ,收获种子后播种于含有适量卡

那霉素 (50 mg /L)的 M S培养基 。培养 1 w左右 ,

挑选 T1抗性植株转移到 M S培养基上生长 10 d左

右 ,再转移到蛭石基质培养 ,并收获 T1种子 。到目

前为止 ,已经获得 40 000余个独立转化株系 。

2. 2　拟南芥 T-DNA插入突变体的抗性鉴定及结

果分析

　　由于 NOS启动子较弱并且突变体中抗性基因

表达水平存在差异 ,我们在分析鉴定 T2后代的预实

验中选取了两个筛选条件 ,即卡那霉素浓度分别为

50 m g /L和 20 mg /L。结果表明 ,在卡那霉素浓度

为 50 mg /L 时 , T2 植株抗性较差 , 而浓度为

20 m g /L时抗性分离比较好。此外 , 50 mg /L卡那

霉素浓度下的非抗性植株或抗性较弱的株系在

20 m g /L条件下具有明显的抗性;分子生物学分析

证明其均为 T-DNA插入突变体 。因此 ,在后续实验

中 ,我们主要选用 20 m g /L卡那霉素的筛选条件 。

我们对 18 000个 T2代突变体进行卡那霉素抗

性的遗传分离分析 ,结果见表 1。表 1的统计结果

表明 ,约有 10%的 T2群体对卡那霉素敏感 ,可能为

没有插入的株系或NPT II基因沉默导致。在分析的

群体中 ,单位点插入 、双位点插入和 3位点插入突变

体的比例分别为 51.6%、29.2%、9.5%。需要指

出的是 ,卡那霉素抗性分离比为 1∶1和 2∶1的突变

株系可能分别为配子和胚胎致死突变体 ,我们将其

归为单位点插入株系。统计分析表明 ,每株系平均

插入 T-DNA拷贝数为 1. 38,与已知的 T-DNA插入

突变体库
[ 2, 27]
基本一致 。

表 1　T
2
代转基因植株的抗性卡那霉素分离比分析

Tab le 1　Seg regation ana lys is of T2 transgenic lines

K anR∶KanaS Num ber o f lines % Insert ion

0 1 746 9. 7 0

1∶1 646 3. 6 1

2∶1 1 059 5. 9 1

3∶1 7 583 42. 1 1

15∶1 5 251 29. 2 2

63∶1 1 715 9. 5 3

To tal 18 000 100 -

2. 3　部分突变体的表型分析及分子生物学鉴定

在正常生长条件下 ,大部分 T1代转基因植株能

够正常生长并产生种子 ,与野生型相比无明显可见

表型 。但也有一些突变体具有明显异常的表型特

征 ,如下胚轴长度 、根的长度 、植株大小或颜色 、叶子

形态 、花的形态和开花时间 、种皮颜色以及结实情况

等。以下将选几个有代表性的特例进行分析 。

转基因株系 d240(图 2, A)、e511的 T1代植株

表型均正常 ,但 T2 代分离出约 1 /3的黄化或白化

植株 。叶片的黄化从较老的叶片开始 ,以后逐渐枯

萎以至于死亡 。与这 2个突变体不同 , i735是一个

条件性黄化突变体 (图 2, B):该突变体在培养皿中

生长完全正常 ,但是若直接播种在蛭石中 ,从出现第

一对真叶开始出现黄化现象 (子叶正常 ),在开花前

整株死亡 。进一步的实验表明 ,该突变体的这种表

型可能与湿度有关 。 d240卡那霉素抗性分离比为

3∶1,且黄化表型与抗性基因共分离 ,表明 d240是

由于单插入造成的隐性突变 。上述突变体由于长势

较弱 ,育性较低 ,纯合植株很难收到种子 ,突变体要

靠杂合植株保存。

除以上植株黄化突变体外 ,还有一些突变体颜

色正常而形态发生了改变。 j262(图 2, C)植株矮

小 ,生长缓慢 ,不能正常结实 。突变体 d464(图 2,

D)植株大小与野生型无明显差异 ,但该突变体叶柄

较短 (或无叶柄 ),而且叶片较圆 ,为显性突变体。

下胚轴长度受光 、乙烯 、生长素等因素的影响。

在我们构建的突变体库中也有一些下胚轴异常突变

体 ,如 q572 (图 2, E)和 q625等。突变体 c587和
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图 2　部分突变体表型特征分析

A:d240的黄化或白化表型;B:i735的黄化或白化表型;C:

j262的矮化表型;D:d464叶柄显性突变表型;E:q572(右)

下胚轴异常突变表型 ,左边为野生型对照;F:c587(右)花形态

突变表型 ,左边为野生型对照;G:i249(右)隐性早花突变表

型 ,左边为野生型对照;H:a645(右)晚花突变表型 ,左边为野

生型对照。

Fig. 2　Phenotypic ana lys is o f represen tat ive

mutants

A:B leach phenotype of d240;B:B leach phenotype of i735;

C:Dwa rf phenotype of j262;D:Dw arf phenotype o f d464

(dom inant);E:Abnorma l hypocoty l deve lopment o f q572

( right;left is a WT Co l-0 seed ling);F:Abnormal flow er de-

velopm ent o f c587 (right;left is aW T Co l-0 f lower);G:Early

flow ering phenotype of i249 (right;left:W T Co l-0);H:Late

flowering phenotype of a645 (right;lef t:W T Co l-0).

a592花形态发生了改变 ,其表型分别类似前人报道

的 ap2 (ape ta la2)和 ag (agam ous)突变体
[ 28]
:

c587的萼片变成了叶片 ,而花瓣变成了雄蕊 (图 2,

F) ;a592的雄蕊变成了花瓣。侧翼序列分析表明 ,

突变体 c587中 , T-DNA的左边界插在了 AP 2基因

(AT4G36920)1 306 bp处 ,该基因可能完全被敲

除 。而分别利用 4 条 LexA 引物与 AG 基因

(AT4G18960)的特异引物配对 ,从 a592突变体中

可以扩增出预期的梯度片段 。这说明 C587和

A 592分别是 AP 2和 AG的等位基因 。除此之外 ,

还有一些花期发生了明显改变的突变体。突变体

i183、 i249 (图 2, G)和 i261 3个转基因株系都是隐

性早花突变体 ,在培养温度为 22℃左右 ,光照强度

为 80 ～ 120 μ/E
2

S,光照周期为 16 h光照 /8 h黑

暗的条件下 ,开花时间比 Co l-0早 10 d左右;而

a645(图 2, H)则明显为一个晚花突变体。我们也

通过特异性筛选分离鉴定了若干细胞分裂素
[ 4, 5]
和

细胞凋亡突变体(待发表 )。

XVE系统是一个化学诱导性激活表达系统。

我们通过筛选约 5 000个独立株系 ,分离鉴定了两

个依赖于雌二醇诱导剂的功能获得性显性突变体

o liy1和 o ily2。上述两个突变体分别为胚胎和胚胎

后致死突变(待发表 )。

3　讨　论

我们通过农杆菌介导的 T-DNA抽真空转化法 ,

筛选获得拟南芥 40 000余个 T-DNA独立转化株

系。通过对 18 000个 T2 代突变体的遗传分离分

析 ,我们发现单插入突变体占 51. 6%,而平均插入

T-DNA拷贝数为 1. 38个 ,和目前已知的 T-DNA插

入突变体库基本一致
[ 2, 27]

。表型分析发现了许多具

有明显异常表型的突变体 ,其中包括已发表的 ap2

和 agm ous等 。对几个典型突变体的分析表明 ,本

突变体库完全可以用于正向遗传学研究 ,通过筛选

鉴定具有特定表型效应的突变体 (包括功能获得性

和功能缺失性突变体 ),来研究突变基因及其功能。

通过特异性筛选 ,我们分别分离鉴定了数十个细胞

凋亡和细胞分裂素突变体 (待发表 )。目前已有部

分突变体面向国内非盈利性科研机构免费公开释放

(详见 h ttp:/ /www. gene tics. ac. cn / IGDB /new /

tz146. htm)。

突变体 T2 代的筛选鉴定过程中 ,发现了 646

株突变体抗性分离比为 1∶1株系 ,该类突变体可能

为配子发育缺陷的突变体。除此之外 ,还有 1 059

株突变体单株表现为 2∶1的抗性分离比 ,可能是胚

胎致死突变体 。我们在目前的小规模筛选中 ,分离

鉴定了两个受雌二醇诱导剂调控的功能获得性突变

体。由于两个突变体都是显性致死 ,通过常规的组

成型激活标签系统是很难分离鉴定的 ,由此证明了

诱导性激活系统的优点 。但是我们目前分离到的依

赖于诱导剂的 、具有明显形态表型的突变体较少

(仅两个)。其原因可能是该类突变体需要 T-DNA

左边界插在启动子区域 (图 1),相对而言机率较低。

另一方面 ,过量表达后具有明显形态表型的基因数

量较少 ,但利用特异性或条件性筛选可能分离到特
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异性的功能获得性突变体 。

目前 ,我们已对小部分插入突变体进行了侧翼

序列分析 (待发表 )。化学诱导性激活突变体库的

构建以及通过分子生物学方法大规模鉴定 T-DNA

插入位点 ,建立侧翼序列的数据库 ,将为植物功能基

因组学研究提供独特的实验材料。

致　谢:周明 、石安静和张纯花同志参加部分工作 ,
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