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iT ill n g 技术及其在作物遗传育种学中的应用
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【摘 要】近 10 年来
,

iT ill gn 技术作为一种诱导和鉴定遗传 变异的反 向遗传学方法逐渐建立起来
,

并在

模式生物拟南芥
、

玉米
、

果蝇上得到成功的应用
。

近来
,

IT ill gn 技术 已进入遗传育种研究领域
,

并且在功能基

因和作物主要性状的研 究中显示 了巨大的潜力
。
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基因组局部定向诱导损伤技术 (aT
r ge t i n g In -

d u e e d oL
e a l 玩

s i o n s xn e e n o m e s ,

简称 T i l l i n g )是最近

几年发展起来的一种反向遗传学研究方法
,

该技术

结合了化学诱变剂随机诱变和 P C R 定向筛选的方

法
,

具有通量高
、

实验成本低
、

高效快速的特点
,

目前

已被广泛应用于遗传学研究
,

是功能基因组研究中

用于发现遗传多样性和大规模筛选基因突变的有效

手段
l `

,

2 , 。

从农作物的驯化开始
,

人类就着手对作物产量

相关性状的选择
,

直到上世纪绿色革命的进行才大

大推进了这一进程 ;随着分子生物学技术的发展
,

用

于作物遗传育种研究的手段也越来越丰富
,

特别是

转基因技术的成功应用
,

打破了作物之间的遗传界

限
,

然而对于一些有重要经济价值的农作物而言
,

转

基因技术在基因功能研究和新品种的选育中的应用

却相当有限
。

随着 iT n ign 技术的发展
,

它作为一种

非转基因技术
,

在农作物基因型和表现型的相关研

究方面显示 了强大的功能
,

在新品种的选育中显示

了巨大的潜力
。

1 ilT h gn 技术原理及其操作

1
.

1 T i l l i n g 技术原理

iT l li n g 技术是 2 0 世纪 9 0 年代末
,

美国 F r e d

H u t e h i n s o n
癌症研究中心

,

基础科学研究所的 C l a i r e

M
.

M cl all
u m 在做博士课题

,

研究拟南芥的基因型

和表型时建立的一种反向遗传学技术川
。

lIT iln g 的基本原理是
:
使用化学诱变剂

,

诱变实

验对象并提取 D N A
,

把多个样品 D N A 混合进行

P c R
,

得到异源双链
。

如果样品发生突变
,

在形成的

异源双链中必定含有错配碱基
,

利用特异性内切核

酸酶在错配处将异源双链切开
,

最后进行电泳检测
,

如果发现阳性结果
,

再在混合样品中逐一检测
,

最后

确定阳性样本
。

可见
,

iT ill gn 技术的核心原理就是
“

异源双链
、

错配碱基
” 14 1

。

在此基础上又建立 了不

需要化学诱变的
,

可以用来发现人类基因多态性和

筛查致病基因的 E e o t i l l i n g 技术 ( t h e t i ll i n g t e e h n i q u e

t o S u Vr e y n a tu ar l v a r i a t i o n i n g e n e )
,

该技术也可用于

研究自然变异的遗传群体
〔3 ’ 。

1
·

2 T i l li n g 技术操作

ilT iln g 应用在分子生物学和遗传学上
,

用于发

现基因的单个碱基发生的突变
。

iT ill gn 操作的基本

步骤是
: l

、

使用化学诱变剂处理作物种子或花粉
,

使

之发生突变 ; 2
、

培育诱变种子或花粉
,

得到 M l 代
,

自

交得到 M Z 代 ; 3
、

在 M Z 代提取单株 D NA
,

并保存种

子 ; 4
、

根据单个目标基因设计 PC R 引物
,

将 6 一 8份

M Z 代植株 D N A 样本混合
,

进行 P C R 扩增 ; 5
、

设计荧

光标记引物
,

再次对 PC R 产物进行扩增 ; 6
、

用限制

性内切酶酶切 PC R 产物 ; 7
、

电泳并分析结果
’̀ ,

” 。

1
,

3 T il l i n g 技术的特点

1
.

3
.

1 适用范围广

iT ill ng 采用化学诱变剂进行诱变
,

对多数植物

和动物都可以使用
。

对于大多数农作物而言
,

通过诱

变
,

建立包含突变并稳定遗传的 M Z 群体只需要 l -

2 年时间
。
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2 通量高
、

成本低

当建立 M Z 群体后
,

提取单株 D N A
,

为了提高筛

选效率
,

可以将 4 一 8 份 DN A 混合进行 P C R 扩增 ;

扩增的有效片段长度范围在 0
.

3 一 1
.

6kb 之间
,

若使

用 8 份材料混合
,

其扩增的有效片段长度为 1
.

4 hk ;

使用 9 6 孔板进行扩增
,

则每次可以分析的片段长度

可以达到上百万碱基对
,

样本容量可达到数百份单

株样本川
。

1
.

3
.

3 准确度高

进行第一次 PC R 时
,

通过设计特异性引物可以

大大提高 iT ill gn 分析的特异性
,

特别是对基因家族

进行分析时
,

设计特异性引物尤其重要
。

进行第二次

P C R 扩增时
,

应在两端引物上分别标记不同的荧

光
,

如一端标记 I R D y e 7 0 0
,

另一端标记 xR D y e

80 0
,

则 Pc R 产物经过酶切后将产生两个分别标记

In D y e 7 0 0 和 IR D y e 5 0 0 的片段
,

在 7 0 0 和 50 0 通

道双色红外光下检测能产生两个凝胶电泳图
,

若两

条片段的分子量正好等于野生型的分子量
,

则可以

确定为突变型
。

用于 iT iil gn 检测 的限制性内切酶常用 c E L I
,

C E L I能从错配碱基的 3
’

端将异源双链切开
,

片段

的大小同时也表明了突变发生的位置
【5 ’ 。

2 iT iil gn 在作物育种学中的应用

2
.

1 在小麦研究中的应用

iT ill gn 技术是在对模式植物拟南芥的研究中发

展成熟起来的
,

目前
,

在基因组比拟南芥大得多的小

麦 (小麦基因组约为拟南芥基因组 的 140 倍 )上也得

到了成功的应用
。

小麦是异源六倍体作物
,

具有重

要的经济价值
,

其自然变异往往由于等位基因的覆

盖作用而很难通过表型来进行鉴定
。

lS ad e
等

`6
,

7 ’
使

用 iT ill gn 技术
,

研究了硬粒小麦和面包小麦具有重

要商业价值的 w ax y 基因
,

发现了 250 个新的突变位

点
,

通过生物信息学分析发现
,

其中的 94 个突变能

够改变 w ax y 基因的编码产物
。

他们还发现了一个同

质结合三倍体的突变系
,

该系缺失了第三个 w ax y 等

位基因位点 (野生型具有 3 个 w ax y 等位位点 )
,

在剩

下的两个位点也发生了多处突变
。

这些突变体的发

现不仅为小麦的遗传研究提供了丰富的多样性资

源
,

也为改良小麦淀粉品质提供了有用的育种材

料
。

同时
,

该研究也证实 iT ill gn 技术对于复杂基因

组的研究是有效的
。

2
.

2 在玉米研究中的应用

玉米是重要的粮食和经济作物
,

利用常规育种

方法
,

已使玉米育种达到了相当高度
。

为了通过育种

使得玉米生产进一步提高
,

近年来育种学家尝试了

各种方法
,

包括各种分子标记和转基因技术等
。

其中

转基因技术是一种重要的反向遗传学方法
,

尽管转

基因理论基础和实践操作技术都相当成熟
,

但在玉

米中获得成功的例子却很少 ; 另外 M u 和 A c
转座子

也是玉米反向遗传学研究的常用资源
,

但由于技术

难度大
,

实验成本高
,

现在已经很少使用
`吕〕 。

ilT iln g 技术的发展为玉米反向遗传学研究提供

了一种新的方法
。

利用 iT ill gn 通量高
、

成本低的特

点
,

可以在大规模的玉米遗传群体中筛选突变基因
,

研究其遗传多样性
。

T i l l 等 `吕’
,

通过 T il l i n g g 技术
,

以

75 0 株通过花粉诱变得到的 M Z 代植株为材料
,

研究

了玉米 11 个基因的长度为 I kb 的片段
,

从中发现了

17 个点突变
,

其中在 D M1T 02 基因上发现了三个有

害的错意突变
。

这些突变体将成为进一步选育的基

础材料
。

2
.

3 在多态性研究中的应用

随着分子生物学技术的发展
,

用于发现 D N A 多

态性的常用方法有测序
、

单链构象异构多态性

( s s c P )
、

杂交和微阵列等
。

测序的花费较高
,

时间也

较长 ; S S C P 的通亮虽高
,

但对于新突变的检出率较

低
,

且片段一般只能在 200
一 3 0 0hP ; 杂交和微阵列

不但花费高
,

而且检出率不到 50 % ` , ’ 。

与以上方法

相 比
,

iT n in g 技术具有高通量
、

高灵敏度和低成本的

特点
,

而且检测片段可以达到 I kb
。

lIT h gn 技术已经被证明是一种很好的发现新

S N P 的方法
。

在同样或者较低的多态性频率下
,

在从

新产生的变异中发现 s N P 时
,

iT ill gn 的灵敏度远远

高于其他方法
。

lS ad e
等运用该技术

,

在普通遗传背

景下
,

分别在花生中发现 了 1个
、

在大豆中发现 了 3

个
、

在斑马鱼中发现了 2 个新的 S N P s 【“ ’ 。

3 前景展望

长期以来
,

作物遗传育种都依赖于育种学家丰

富的田间选育经验
,

而真正在育种当中得到成功应

用的分子生物学方法还十分有限
。

虽然利用转基因

技术
,

已经在很多作物育种中取得了成功
,

但是转基

因技术一直以来都因存在生物安全和食品安全等问

题而受到质疑
,

并且转基因在重要粮食作物中应用
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成功的例子也不多
。

为了加快作物育种进程
,

提高育种效率
,

研究

人员建立了一系列分子生物学实验方法
,

如 sS R
、

R F LP
、

RA P D 等
,

用于基础研究和辅助育种
。

iT ill gn

技术是一种能够直接从大量的遗传群体中发现新

的变异的一种反向遗传学技术
,

能够直接用于新品

种选育
。

同时
,

该方法在运用中具有高效率
、

高通

量
、

低成本等特点
,

一旦建立后能够进行大规模的突

变检测
,

因而在农业研究中具有广阔的应用前景
。
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