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生长情况来看，香蕉汁处理的生根率、根数、根长都优于马铃

薯汁处理，在培养６５ｄ时，３个香蕉汁处理的平均根长都在
０．６５ｃｍ以上，其中以添加２５％香蕉汁处理的效果最好，其根
长达０．８４ｃｍ。从丛生芽的生长情况来看，香蕉汁和马铃薯
汁对铁皮石斛丛生芽的生长都有促进作用，在培养６５ｄ时各
处理的平均株高达到１．８６～２．１ｃｍ，且香蕉汁处理的平均株
高均稍大于马铃薯汁处理，其中 ２５％香蕉汁处理的株高最
大，为２．１ｃｍ。综合试验结果，本研究认为，香蕉汁比马铃薯
汁更有利于铁皮石斛壮苗生根培养，且以２５％香蕉汁处理效
果最佳，这可能是香蕉汁和马铃薯汁所含的成分不同所致，有

关这方面还需进一步研究。
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模式植物基因功能突变数据库资源报告

潘晓寒
（南京大学生命科学学院，江苏南京２１００９３）

　　摘要：拟南芥与水稻是植物基因组中的模式生物，植物的基因功能及基因结构间的相关联系一直是研究的重点，
通过对这２种模式生物进行基因敲除来确定基因功能是目前对植物基因研究最为普遍的做法。目前，关于基因功能
突变体的数据资源的介绍并不充分，针对这种情况，本文介绍了基因功能研究的大规模随机敲除突变的常见载体标签

及其方法，并给出了与其相应的相关数据库的介绍。
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　　目前，基因研究已逐渐由结构基因组学向功能基因组学
领域展开。拟南芥和水稻作为模式生物，在植物中率先展开

基因功能的研究［１］。目前，对基因功能的研究方法有许多

种，而建立敲除突变体库是最常见的方法［２］。基因敲除是指

用方法使植物基因失活，然后通过观察表型来确定基因结构

和功能的关系。最初，γ射线、化学诱变剂 ＥＭＳ等物理化学
诱变方法被用来制作突变体［３］，之后同源重组［４］、基因沉默、

ＲＮＡ干扰［５］等方法也被用来制作突变体，但这些方法都不足

以在多细胞生物体中构建能够包含所有基因的突变体库。自

农杆菌在单子叶植物中的转化技术获得成功后，利用外源序

列对植物基因组的大规模插入来构建突变体库成为最常用也

是最可靠的办法［６－７］。根据插入元件的不同，大规模外源基

因的插入建立的突变体库可以大致分为３种：Ｔ－ＤＮＡ插入
构建的突变体库［８－９］、转座子插入构建的突变体库［１０－１１］以及

反转座子插入构建的突变体库［１２－１３］。目前在全世界范围内

已建立了大量的上述３种元件作为突变工具的水稻和拟南芥
的突变数据［１４－１５］。

随着研究深入，更多的突变体库在全世界范围内建立起

来［１６］，在拟南芥中更是实现了几乎全部基因都有敲除突变的

高覆盖率［２］。在其他植物（如玉米、马铃薯、小麦、苜蓿等）中

也都有插入突变数据库的存在［１７－１９］，不过数据尚不够充分。本

文介绍了一些重要的拟南芥和水稻突变体库目前的规模和制造

突变株的方法，为需要突变株种子以及数据的学者提供方便。

１　大规模外源基因插入构建突变体库的几种常用方法

１．１　Ｔ－ＤＮＡ插入构建突变体库
Ｔ－ＤＮＡ突变体库的建立首先需要制作载体 Ｔｉ质粒。

抗性基因被整合入载体，然后导入农杆菌中。取植物的愈伤

组织进行诱导和继代培养，将继代培养的植物愈伤组织放入

农杆菌培养液之中，使其感染农杆菌，最后转入选择培养基培

养。在进行完２次选择培养后，将长出的抗性愈伤组织通过
组织分化形成植株，对植株进行转基因检测来确保基因敲除
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工作的完成。提取植物ＤＮＡ，用ＴＡＩＬ－ＰＣＲ等方法得到旁邻
序列，测序比对全基因组序列得到 Ｔ－ＤＮＡ插入的具体
位置［２０］。

１．２　转座子插入构建突变体库
转座子系统分为一元系统和双元系统２种。双元系统是

将Ａｃ转座子和 Ｄｓ转座子分别插入到２个 Ｔ－ＤＮＡ载体之
中［２１］，侵染植株，让２种植株杂交得到 Ｆ１代，又通过自交得
到Ｆ２代，在Ｆ２代中对 Ａｃ转座酶进行筛选。为了稳定 Ｄｓ的
插入位置使其不再转移，需要对 Ａｃ转座子的存在进行排除。
一元系统简化了双元系统，同时将 Ａｃ的转座酶编码序列和
Ｄｓ转座子载入一个Ｔ－ＤＮＡ载体上，通过转座酶的存在使Ｄｓ
跳跃移位。因此在第一代中就能得到 Ｄｓ跳跃的植株［２２－２３］。

当Ｄｓ转座子转移出原插入位点后，则可以通过筛选将转座酶
基因去除，得到稳定遗传突变株。目前作为转座子插入的转

座子有玉米转座子Ａｃ／Ｄｓ、Ｅｎ／Ｓｐｍ以及金鱼草转座子Ｔａｍ３。
１．３　反转座子标签插入法

１９９９年，Ｓａｔｏ等利用水稻逆转座子 Ｔｏｓ１７基因敲除体系
分离了６个水稻ｋｎｌ－型同源异型框基因，发现了水稻矮化突
变基因ＯＳＨ１５。Ｔｏｓ１７从此成为植物基因水稻中的一个内源
反转座子突变载体［２４］，主要被用来在水稻中进行突变体数据

库的研究［２５］。Ｔｏｓ１７在自然条件下约有４个拷贝数，在组培
的条件下激活，可有５～３０个拷贝数插入，分化成植株后就失
活，因此Ｔｏｓ１７插入引起的突变可以稳定遗传［２６］。Ｔｏｓ１７的
拷贝数随着组织培养时间延长而增多，可以通过控制组织培

养时间来控制转座的拷贝数［２７］。

２　相关植物突变数据库的介绍

２．１　拟南芥突变数据库
下面分别介绍了水稻和拟南芥的一些常用的重要突变数

据库，表１列出了质粒中所存在的各种元件及其作用。

表１　质粒中存在的各种元件的名称与作用

缩写名称 作用

１９ＳＣａＭＶＰｒｏ 花椰菜花叶病毒１９Ｓ启动子
３５ＳＣａＭＶＰｒｏ 花椰菜花叶病毒３５Ｓ启动子

Ａｍｐ 氨苄青霉素抗性基因

Ｆ１ｏｒｉ Ｆ１噬菌体复制起始位点

ＧＡＬ４／ＶＰ１６ 酵母转录激活蛋白 Ｇａｌ４基因／单纯疱
疹病毒蛋白ＶＰ１６蛋白基因

ＧＦＰ 绿色荧光蛋白基因

ＧＵＳ 转β－葡糖醛酸酶基因
Ｈｐｈ 潮霉素抗性基因ａｐｈ（４）－Ｉａ
Ｈｙｇ 潮霉素抗性基因ａｐｈ（４）－Ｉｂ
Ｉ２ 水稻α微管Ａ１基因第二内含子

ＭＡＳＰｒｏ 甘露碱合成酶双向启动子

Ｎｏｓｐｒｏ 农杆菌胭脂碱启动子

ＮｏｓＴｅｒ 农杆菌胭脂碱终止子

ＮｐｔⅡ 新霉素磷酸转移酶，抗卡那霉素基因

ＯｓＴｕｂＡ１ 水稻α微管Ａ１基因
ＯｓＴｕｂＡ１Ｐｒｏ 水稻α微管Ａ１基因启动子
ＯｓＴｕｂＡ１Ｔｅｒ 水稻α微管Ａ１基因终止子
ｐｌｏｙＡ ｐｌｏｙＡ尾巴
ｐＵＣｏｒｉ ｐＵＣ质粒的复制起点

ｐＵＣ１８ｐａｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐＵＣ１８质粒部分序列
Ｓｕｌ１ 磺胺药物抗性基因

２．１．１　ＳＡＬＫＴ－ＤＮＡ数据库　ＳＡＬＫ实验室是目前用
Ｔ－ＤＮＡ插入的方法建立的拟南芥基因组插入突变数据库中
突变最为可观的实验室。数据库使用传统的 Ｔ－ＤＮＡ载体，
对拟南芥生态型 ｃｏｌ进行基因敲除工作。目前完成１３７２５９
个转基因植株，敲除拟南芥９６％以上基因。这个插入数目在
拟南芥中已经接近饱和［２］。ＳＡＬＫ实验室使用的质粒载体是
ｐＲＯＫ２，这是一个由ｐＢＩＮ１９改良后的质粒，拥有卡那霉素抗
性基因［２８］。图１给出了ＳＡＬＫ实验室的载体结构。

２．１．２　ＲＡＴＭ（Ｒｉｋｅｎ）Ａｃ／Ｄｓ转座子敲除数据库　ＲＡＴＭ数
据库是一个采用 Ｄｓ转座子对拟南芥进行基因敲除的数据
库［２９］。这个基因敲除数据库已有１７６７１个突变株。突变体
库采用双元载体的方法，将含有 Ａｃ转座酶序列的 Ｔ－ＤＮＡ
插入突变株与含有Ｄｓ转座子的Ｔ－ＤＮＡ插入突变株杂交，得
到突变株种子，然后对种子进行植株培养，再自交对种子进行

筛选，剔除那些含有 Ａｃ转座酶的不稳定植株。图２给出了
ＲＴＡＭ转座子标签的结构。

２．１．３　ＧＡＢＩ－ＫａｔＴ－ＤＮＡ数据库　ＧＡＢＩ－Ｋａｔ数据库是
一个使用Ｔ－ＤＮＡ对拟南芥生态型 ｃｏｌ－０进行基因敲除的
数据库，在Ｔ－ＤＮＡ插入数据库数目仅次于 ＳＡＬＫＴ－ＤＮＡ
数据库。目前已有１３００００条侧翼序列标签以及７０５７８左右
的突变株系。其中被敲除的基因数量达６２．５％［３０］。质粒是

ｐＡＣ１６１、ｐＡＤＩＳ１、ｐＡＣ１６０和 ｐＧＡＢＩ１［３１］，通过加入增强子作
为激活标签。Ｆ１代抗性植株的种子在 Ｆ２代时可能会丢失插
入的Ｔ－ＤＮＡ，因此所有的二代种都必须经过检验确定
Ｔ－ＤＮＡ插入。目前这个数据库的Ｔ－ＤＮＡ保留率在７８％左
右［３２］。图３给出了ＧＡＢＩ－Ｋａｔ载体ｐＡＣ１６１的结构。
２．２　水稻突变数据库
２．２．１　ＰＯＳＴＥＣＨＲＩＳＤＴ－ＤＮＡ数据库　ＲＩＳＤ数据库是由
韩国ｐｏｓｔｅｃｈ中心植物功能基因组实验室构建的以传统的
Ｔ－ＤＮＡ为载体的数据库，大约有４７９３２个Ｔ－ＤＮＡ插入突
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变株［３３－３４］。另外在Ｔ－ＤＮＡ的插入过程中，需通过组培的阶
段，因而产生反转座子Ｔｏｓ１７的新插入，生成一部分新的突变
株。使用的载体有 ｐＧＡ２７０７、ｐＧＡ２７１７以及激活标签载体

ｐＧＡ２７１５、ｐＧＡ２７７２［３５］。图４给出ｐｏｓｔｅｃｈ实验室Ｔ－ＤＮＡ载
体ｐＧＡ２７０７的结构。

２．２．２　ＳＨＩＰＴ－ＤＮＡ数据库　ＳＨＩＰ数据库是中国科学院上
海植物生态生理研究所建立的 Ｔ－ＤＮＡ插入突变体库，以水
稻粳稻中花１１作为受体品种。对插入到基因的突变株植株

进行分离，使用的质粒为ｐＳＭＲ－Ｊ１８Ｒ，这是水稻基因突变研
究较常见的载体，少数植株采用质粒ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１［３６］。图５
给出ＳＨＩＰ实验室Ｔ－ＤＮＡ载体ｐＳＭＲ－Ｊ１８Ｒ的结构。

２．２．３　ＲＴＩＭＴｏｓ１７突变数据库　ＲＴＩＭ数据库由日本农业
资源研究所（ＮＩＡＳ）开展构建，采用的水稻株系是粳稻品种日
本晴［３７］。该数据库利用 Ｔｏｓ１７反转座子来制造突变数据
库［３８］，突变株中反转座子插入位点数量较高，通常每个突变

株都带有１０～１２个反转座子插入。

３　植物突变数据库的研究前景

基因功能的研究继基因结构研究之后对生物自身信息进

一步解密，直接关系到生物表型和遗传信息之间的联系，因此

尤为被关注。目前，植物基因功能研究正如火如荼地展开，单

个基因进行敲除后进行培育获得的稳定遗传的纯和突变株系

为后续展开的基因功能的研究提供了很好的研究模型。例

如，在植物信号传导、抗逆性研究上突变株起到了不可替代的

作用。此外，基因功能获得突变株也和功能缺失突变株系一

样在研究中得到重视。本文介绍的这些数据库大部分都提供

突变株种子，以满足研究者们对基因功能研究的需要。

随着模式生物基因组研究的深入，各种非模式生物的基

因组研究也开始进行。同一个基因结构在不同植物是否拥有

相同的功能，基因结构进化的同时是否带入了功能的演变，基

因在不断进化分化的同时，功能又受到怎样的影响，基因数量

的演变与功能的存在有何关系，都是在植物功能数据库进一

步完善后所需解决的问题。另外，载体的构建及抗性基因的

筛选等步骤，都将在未来进一步精简，更多的为了专门的研究

而提出的新方法也将陆续出现。
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