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应用 T-DNA 标签进行基因功能分析的步骤和方法

侯雷平 ,李梅兰

(山西农业大学园艺学院 ,太谷 030801)

摘要:概述了应用 T-DNA 标签进行基因功能分析的步骤及获得突变体后标签基因的分离方法 ,对应用 T-DNA

标签进行基因功能分析研究具有一定的参考价值。
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Abstract:The pape r summarized the procedure fo r analy zing gene function by T-DNA tagg ing and the methods to

clone the tag ged gene of mutants g o tten by transfo rmation , which would facilitate the analysis of g ene function u-

sing T-DNA tagging .
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　　T-DNA 标签(tagging)就是利用 T-DNA 作为

插入突变原或分子标记 ,来分离或克隆因为插入而

失活的基因并研究基因功能的方法 。随着生物技术

手段的逐渐进步及测序技术的日趋完善 ,许多植物

的基因序列已经测得
[ 1-3]

,但有关基因功能的了解还

远远落后于此 ,因此基因功能研究就成为一项艰巨

而迫切的任务 ,有待于人们去完成 。在植物基因的

功能分析研究中 ,插入突变已经成为一种有效的手

段。其中由于 T-DNA 插入具有稳定 、单拷贝 、方法

易于采用等优点 ,因此利用 T-DNA 作为插入突变

源进行突变体的筛选并进行基因功能的研究在许多

植物中应用并取得成功
[ 4-5]

。

1　应用 T-DNA 标签进行基因功能分

析的步骤
　　在实际应用中 ,利用 T -DNA标签进行植物突

变体的诱发和基因功能的研究要经过一段漫长的时

间和繁杂的程序 。在具体使用中主要按照以下步骤

进行
[ 6-7]

:

1.1　根据不同的研究目的构建不同的 T-DNA 载

体 ,进行植物的转化

构建载体是关系成败的一个重要步骤 。如果进

行启动子的诱捕 ,就采用 DNA 区边界处不含有植

物启动子但内部含有报告基因的载体;如果进行基

因的标签 ,那就需要将启动子放于 T-DNA 的边界

处 ,或者采用强启动子 。

1.2　对转化的后代进行表型分析 ,识别突变体 ,确

定与野生型生长发育的差别

如果是外部形态方面的突变体比较容易鉴别 ,

但如果是生理生化代谢和抗病性方面的突变体 ,鉴

定就要借助于一定的测定手段 ,根据研究目的进行

选择和测定 。

1.3　进行突变体的遗传分析

当得到突变体后 ,就要观察突变体后代 T-DNA

与表型遗传分离的相关性 ,确定 T-DNA 与表型几

代稳定共分离的突变体以进行下一步的研究。

1.4 　对稳定的突变体通过 PCR 的方法分离 T-

DNA插入位点的侧翼序列 ,并进一步证实 T-

DNA的插入导致表型的变异

证实方法一般通过转基因技术重新转入突变的

基因恢复原有的性状或者比较几个独立的转化植
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物 ,若 T-DNA插入位点相同而且表型也相同 ,说明

确实是插入的基因引起了表型的差异 ,这样就明确

了突变基因的功能 ,并可对该基因进行进一步的遗

传定位
[ 8]

。

2　标签基因的分析方法
突变体识别后 ,为了确定引起表型改变基因的

序列 ,就要对突变体 T-DNA 插入位点的侧翼序列

进行分析 ,这样才能进一步明确基因的结构 、功能并

进行染色体的定位。分析方法都是基于 PCR的方

法改良而成[ 7 , 9] 。

2.1　质粒挽救(plasmid rescue)方法

该方法在进行载体构建时在 T-DNA 内部包含

了质粒如 pBR322 等 ,一旦发现突变体并进行了遗

传分析鉴定 ,确定突变的表型是由于 T-DNA 插入

引起的话 ,就可以利用该质粒来测得植物的相关片

段 。具体步骤如下
[ 10]

:

提取突变体植物基因组 DNA ※※酶切(该酶在

T-DNA内没有或者只有一个酶切位点)※※分子内

环化进行连接(内部包含质粒序列)※※将连接产物

导入大肠杆菌 ※※包含 T-DNA 的克隆(也包含植

物的 DNA)就可以在抗生素培养基上生长出来 ※※

那么连接的植物DNA就可以被分离出来。

该方法已经在植物的基因克隆中被成功应

用[ 1 1-12] 。Weigel[ 13] 通过该方法分离的植物序列长

度可从几百个 bp到 10kb多。

2.2　反向 PCR(Inverse PCR)方法

经过验证为稳定的突变体后 ,根据 T-DNA 的

边界设计引物向外扩增 , 以获得相关的植物序列。

具体步骤与质粒挽救比较相似[ 12 , 14] (见图 1)。

:酶切位点; T-DNA 上下游侧翼序列; :T-DNA ;箭头:引物方向

图 1　反向 PCR示意图

2.2.1　提取突变体植物基因组 DNA 。

2.2.2　酶切(该酶在 T-DNA 内没有或者只有一个

酶切位点)后的产物进行酚和氯仿纯化 。

2.2.3 　环化进行自我连接 。连接产物仍用等体积

的酚 、氯仿抽提 ,并进行乙醇沉淀。

2.2.4　以环化的产物作为模板进行 PCR扩增。引

物位于 T-DNA 的边界 ,这样与边界相连的植物序

列就可以被扩增出来 。

此外 ,质粒挽救和反向 PCR的产物可以直接作

为探针 ,筛选突变体的基因组文库 ,以获得含有 T-

DNA 外部序列的克隆 ,进而获得更长的序列 ,并进

行基因功能的研究。

2.3　热不对称性交错 PCR(TAIL-PCR)法

TAIL-PCR(Thermal Asymmetric Interlaced

PCR)与质粒挽救法和反向 PCR法相比具有简便且

准确的特点 , 既不需要在 PCR 之前进行特殊的

DNA 处理 ,以后也不需要进行大量的筛选 ,而且扩

增的特异性强 ,准确度高 。已成功地用于 BAC[ 15] 、

YAC
[ 16]
和植物突变体的研究和基因克隆中

[ 5 , 8]
。

一般在 T-DNA 的边界处设计三条嵌套式的巢

穴引物和一个 Tm 值较低 、碱基数较少的随机引物

进行三轮扩增 ,每轮扩增用一条特异引物 ,但随机引

物是相同的 。不同的步骤采用不同的退火 、延伸温

度 ,而且高严紧性循环和低严紧性循环交替进行 ,以

便使两种引物都能结合而且特异性引物又能充分发

挥作用 。扩增出的靶序列特异性较强 ,而且扩增的

产物可以直接测序并进行功能分析 ,然后可以进行

基因的定位 。具体方法如图 2所示。

　　随着分子生物学技术的普及及越来越多植物基

因序列的获得 ,基因功能分析变得日趋重要而紧迫。

尽管进行功能基因组研究的方法有很多 ,而且 T-

DNA 标签在具体的应用中存在一些问题如:在目的

基因的确定方面具有盲目性 ,突变的频率比较低 ,而

且工作量比较大 ,但目前该方法仍是一种比较切实

可行的研究植物基因功能的有效方法[ 17-19] 。因此

利用 T-DNA 插入突变进行基因功能的分析就会变

得越来越多 ,相应的标签基因的分析就成为一个重

要的环节 ,相信随着分子生物学技术的逐步发展 ,还

会有新的方法产生 ,而且更有效地应用于科学研

究中。
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P1 、P2 、P3:三条嵌套式引物;AD:随机引物

图 2　转基因植物插入位点侧翼序列的 TAI L-PCR扩增程序
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