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TILLING技术在作物突变研究中的
应用现状与前景
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。黑龙江省农业科学院生物技术研究所，哈尔滨150086)

摘要：定向诱导基因组局部突变(targeting induced local lesions in genomes，TILLING)技术将化学诱变与高通量突变检测技

术相结合，可高效、快速地从突变群体中鉴定出目标基因突变住点。本文在概述TILLING技术应用于水稻、小麦、玉米、大豆

等作物突变研究现状的基础上，重点综述了TILLING分析群体构建与突变位点检测方法的技术改进与发展，探讨了TILLING

技术目前存在的问题与前景。
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Abstract：TILLING(targeting induced local lesions in genomes)is a complete reverse genetics approach for

rapid and high throughput detecting of the target point mutations induced by chemical mutagen--Ethyl Methane Sul·

fonic acid(EMS)．This paper briefly introduced the application status of TILLING on main crops，i．e．，rice，wheat，

corn and soybean，etc，with the emphasis on a review of the advances in methodology of mutagenized population con-

struction and novel mutant alleles detect．The problems and future prospects of TILLING were also discussed．
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诱发突变技术作为一种有效的育种途径，在

作物遗传改良、新材料创制和优良新品种选育等

方面发挥了巨大的作用⋯。传统诱变育种采用

正向遗传学策略，从选择突变表型入手，经过不

断筛选最终培育成新种质、新品种。这种选择容

易受到环境条件的影响，选择过程比较复杂，效

率较低。如何快速、高效地筛选变异个体尤其是

对于不能直接观测的性状变异，一直是育种中亟

需解决的关键问题。

定向诱导基因组局部突变(targeting induced

local lesions in genomes，TILLING)技术旧1则是基

于反向遗传学策略，将化学诱变、PCR技术和高

通量突变检测技术相结合，可高通量、快速准确

地鉴定出由例如EMS等化学诱变剂诱变产生的

SN Ps(single nucleotide polymorphisms，单核苷酸多

态性)和INDELS(insertions／deletions)。TILLING

提供了从分子水平上定向规模化筛选突变体的

技术平台，尤其对品质和营养成分等无法从植株

表型上加以选择或耐逆性、恢复性、不育性等难

以快速评价的性状筛选尤为有利，提高了突变体

筛选效率¨1。

随着多个物种基因组序列的明确，进一步推
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动了TILLING技术的广泛应用。目前国内外

TILLING技术主要应用于功能基因组学、作物品

种改良、突变资源创制、突变特性及突变位点检

测和由TILLING发展而来的EcoTILLING技术在

自然资源多态性评估中的应用等多方面的研究，

同时还包括在TILLING应用过程中对技术本身

所做出的改进与优化。迄今TILLING技术已广

泛应用于小麦、水稻、大麦、玉米、莲子、香蕉等

20多种作物¨。，产生并检测m大量的目标基因

变异位点，获得了多个不同类型的突变体，为作

物育种提供了新材料、新种质。然而与国外的研

究进展相比，我国TILLING技术的发展还有待提

1 TILLING技术原理与流程

TILLING技术是由美国华盛顿Fred Hutchinson

癌症研究中心以Steven Henikoff为首的科学家发展

建立的”o，McCallum等¨1最初将TILLING技术应用

于拟南芥基因功能研究中。传统TILLING技术，利

用化学诱变方法处理种子或组织器官构建诱变群

体，对群体提取DNA后，将多个样品的DNA混合并

经PCR特异性扩增得到异源双链，利用CEL I等特

异性核酸内切酶对变异位点切割，最后电泳检测酶

切片段，鉴定出变异位点。TILLING集成DNA建

池、高通量的电泳检测和96孔微量滴定板自动加样
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表1 目前植物研究中利用TILLING检测出的目标基因数目及突变频率

Table 1 A list of the number of target genes and mutation frequency detected by TILLING from previously published

plants studies

2．1在小麦中的应用

TILLING技术首次在小麦中的应用是Slade

等‘121将其用于小麦淀粉品质改良，在1920个EMS

诱变的M：单株中，通过检测3个同源片段，共获得

246个独立的等位变异位点，突变频率为1／24一l／

40 kb。有94种被认为与改变编码蜡质基因产物有

关，Waxy的酶活性表现为从近似野生型到几乎完

全丧失等一系列变化。表型分析后，将一个Waxy

基因在D基因组中发生的缺失突变体与一个在A

基因组中产生的错义突变体杂交，获得了Waxy完
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全丧失的糯质突变体。Uauy等¨列将TILLING技术

应用于EMS诱变的四倍体与六倍体小麦中，在两个

诱变群体中对淀粉支链合成酶基因SBEIIa、SBEIIb

与小麦抗条锈病基因WKSl与WKS2的11个目标

基因片段检测，共鉴定出275个突变位点，在六倍体

与四倍体小麦中的突变频率分别为1／38Kb和

1／51Kb。

由于淀粉在作物中的重要作用，不断改善直链

淀粉与支链淀粉的比例一直是研究热点。Sestili

等¨钊利用SDS—PAGE技术与TILLING技术，分析小

麦中控制支链淀粉合成的淀粉合成酶基因SSH和

控制直链淀粉合成的颗粒结合淀粉合成酶基因

Waxy。利用SDS．PAGE技术检测群体，获得了编码

蛋白完全丧失的突变体。利用TILLING技术在小

麦Cadenza品种的EMS诱变群体中，检测SSH基因

的3个同源片段，共发现33个突变位点。所有突变

均为G／C转换为A／T，部分突变导致密码子的变

换，改变了氨基酸编码或使翻译提前终止。发生在

内含子或是密码子第三位碱基上的突变，没能导致

表型变异。Dong等¨纠利用TILLING技术，对小麦

糯质基因Waxy及硬度基因Pina／Pinb进行检测，突

变频率在1／23．3—1／37．5Kb之间。在2348株

EMS诱变的M，单株中对糯质基因Wx．A1及Wx．DI

进行检测，共获得121个突变体，包括有沉默突变、

错义突变及缺失突变。通过杂交两个基因缺失突变

体(Wx—A1缺失突变与Wx。D1缺失突变；这两个突

变体中wx—B1自然缺失)成功地培育出一个完全糯

性的小麦品系。在1420株EMS诱变的QAL2000

(软质小麦品种)M：单株中检测Pina与Pinb基因，

获得19个突变体。其中Pinb基因的一个突变使得

翻译提前终止，获得了一个硬粒突变体。

2．2在水稻中的应用

wu等¨叫利用EMS、DEB(双环氧丁烷)、快中

子及1射线诱导印度水稻品种IR64，获得不同的突

变群体，共约60000单株。对于DEB、快中子与叮射

线诱变群体，采用PCR扩增检测大片段缺失。利用

TILLING技术分析不同浓度的EMS诱变群体，当

EMS浓度为0．8％和1％时，通过检测10个基因，在

2个基因pp2A4(丝氨酸蛋白磷酸酶催化亚基)与

cal7(胼胝质合成酶)中发现不同的突变位点，突变

频率为0．5／Mb，突变序列测序验证后，为G／C到

A／T的转变。EMS浓度提高到1．6％时，突变频率

提高到l／Mb。Till等Ⅲ1分别用EMS、Az．MNU创造

了两个突变群体，每个群体均选择768个M，单株用

于TILLING检测。通过检测OsBZIP、OsDREB等lO

个基因，在EMS诱变群体中发现27个突变位点，

Az．MNU诱变群体中鉴定出30个突变位点，点突变

频率分别为1／294 kb与1／265 kb。Sato等¨州在

2130个y射线诱变的水稻M：单株中，通过对25个

目标基因(扩增引物选自CAPS标记)片段检测，发

现了6个突变位点，其中4个为单碱基突变，2个为

小片段(2—4bp)缺失突变，突变频率约为

1／6190Kb。

2．3在玉米中的应用

Till等旧引，以EMS诱变玉米花粉得到的750株

M，个体为材料，利用TILLING技术检测DNA甲基

转移酶(DMT)、组蛋白脱乙酰基酶(HDA)等11个

不同基因，目的片段长度都约为1Kb，共发现了17

个点突变。对于DMTl02基因，在群体中检测到3

个错义突变，经sift(sorting intolerant from tolerant)

与PARSESNP(project aligned related sequences and

evaluate SNPs)程序分析后，预测可能会导致蛋白保

守区域的改变。2005年，在the Seattle TILLING Pro．

ject(早期为the Arabidopsis TILLING Project)的帮助

下，玉米TILLING计划(the Maize TILLING Project)

在美国普林斯顿大学实施忙¨。该计划构建了两个

自交系的EMS诱变群体B73和W22，目前已检测

105个基因片段，共发现576个突变位点(http：／／

genome．purdue．edu／maizetilling／)。检测获得的突

变位点与突变体，加深了基因功能研究，丰富了玉米

种质资源。

2．4在大豆中的应用

Cooper等旧纠利用TILLING技术分析大豆的3

个EMS诱变群体(A，大豆品种为Forrest，40mM

EMS；B，大豆品种为Williams82，40mM EMS；C，大豆

品种为Williams82，50raM EMS)，1个NMU诱变群

体(D，Williams82，2．5mM NMU)。在4个群体中均

检测CLVIA、NARK、PPCK4等7个基因，共发现116

个突变位点，A、D群体的突变频率为1／140Kb，B、C

分别为1／550Kb与1／250Kb。Dierking等¨刘将

TILLING技术运用于大豆种子油脂成分性状的研

究，在EMS诱变群体中对棉子糖合成酶基因RS2及

∞一6脂肪酸脱氢酶基因以册一JA检测突变位点，分
别鉴定出4个与3个独立的突变体。在R船基因中

鉴定出的突变体中，2个突变位点导致氨基酸的变

化，其中一个突变使种子低聚糖含量降低，蔗糖含量

升高。在FAD2—1A基因中鉴定出的3个突变体，都
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使氨基酸发生了错义突变，其中一个突变改变了种

子中脂肪酸含量，使种子油酸含量升高，亚麻油酸含

量下降。

2．5在燕麦中的应用

Chawade等”21构建了用于TILLING分析的燕

麦EMS诱变群体，对M：全生育期表型观测，约有

5％的植株产生了如失绿、矮秆、开花期推迟等的表

型变异。利用基于MALDI．TOF(matrix-assisted laser

desorptiofi／ionization·-time·-of-flight mass spectrometer)

的方法在2600个M：单株中检测口．葡聚糖合成基因

AsCslF6与苯丙氨酸裂合基因AsPALl的突变位点，

分别鉴定出5个和6个多态性位点，突变频率约为

1／38Kb。同时用DNA直接测序的方法在M：群体中

鉴定这两个基因，除了检测出利用MALDI．TOF方法

发现的所有突变外，在AsCslF6基因中又鉴定出5

个新的突变位点，突变频率约为1／22．4Kb。这些突

变体经SIFT和PSSM表型估测后，并不能引起表型

变异。

3 TILLING技术改进研究

为了进一步扩大TILLING技术的应用范围，提

高突变检测效率，在各国科学家的努力下，TILLING

技术不断发展，主要包括TILLING检测群体创建与

突变位点凝胶检测系统的改进，本文将结合具体实

例一一介绍。

3．1 TILLING分析群体的构建

诱变群体的构建是利用TILLING技术检测突

变的基础，适合的突变群体是能检测到目的基因突

变位点的保证。通常TILLING技术流程中，于M：代

提取基因组DNA后将多个样本的DNA等量等浓度

混合构成DNA池，提高检测效率。目前发展起来的

其他几种群体构建方法如下所示。

Dong等¨副将TILLING技术用于小麦育种时，

从每个M．单株上取5个不同的穗子，单株保存，单

穗种植，构建成M：检测群体。同一单株上的不同穗

子可能起源于同一分生组织细胞也可能起源于不同

的分生组织，因此来源于同一单株上的不同穗子可

能会出现相同的突变或不同的突变。M。群体数量

相对较少时，通过这种方法构建M：突变检测群体，

可以更方便、更多地保存DNA遗传多样性。Signor

等心引利用TILLING分析蒺藜苜蓿，构建了两个EMS

诱变群体EMSl与EMS2，两个群体具有相同的M：

群体数量，但M．群体数量不相同。EMSI群体来源

于500个M。单株，是从每个M。单株中收获12粒种

子种植形成4500个M，单株。EMS2群体，通过单粒

传法构建，即由4350个M。单株产生了4350个M：

单株。通过对56个目标基因片段检测，共鉴定出

546个突变位点。EMS2群体的突变频率为l／

485Kb，是EMSl诱变群体的两倍。单粒传法的

EMS2群体诱变效率要高于EMSI检测群体，不过

EMSl群体构建方法可以估测种子诱变后基因发生

突变的细胞数目。

传统TILLING检测群体多以化学诱变群体为

主，目前TILLING也已成功应用于物理诱变群体分

析。Sato等¨到采用7射线处理水稻种子，采用单粒

传法构建M：检测群体，共2130个单株。在M：群体

中通过对25个基因区域检测，鉴定出6个突变位

点，其中4个突变为SNP，另两个分别为2bp与4bp

的缺失突变，7射线诱导的突变频率为1／6190Kb。

7射线诱变的点突变频率低于EMS诱变，小片段缺

失频率却比EMS诱变高的多。

3．2 DNA建池策略

Sreelakshmi等Ⅲ1将NEATTILL(nucleic acid ex．

traction from．arrayed tissue for TILLING)技术应用于

番茄TILLING分析群体的构建，它是一种改进了的

高通量DNA提取技术，在DNA提取之前采用2一D

(2一dimensional，即同一个样本同时存在于DNA池

中横排与竖列的两个混合样本中)法混合不同植株

的叶片。即M，种子在发芽7一10天子叶完全展开

时，取8个不同植株的叶片等鼍混合，提取基因组

DNA。这种方法的优势在于：(1)样品组织提前等

量混合，减少了DNA提取数目与试剂消耗，节约了

工作时间。(2)操作步骤的减少，从而降低了DNA

降解的机率。(3)采用2．D法混合样品，若某个样

品发生突变，这个突变会同时出现在DNA池中的两

个样本中，通过凝胶图像可以直接鉴定出突变样本，

提高了效率。NEATTILL不足之处在于，样品组织

混合后提取DNA，会受到提取试剂及实验器械的限

制，也就限制了样品的混合倍数。总之，当TILLING

检测群体数量较大时，为了提高效率、减少耗费，采

用NEATTILL技术是较好的选择。

3．3突变位点鉴定

最初TILLING利用变性高效液相色谱(DH—

PLC)检测DNA池中的突变，为了进一步提高突变

筛选效率，Colbert等"1对TILLING作了改进。即由

野生型与突变体的目的扩增片段形成的异源双链经

特异性核酸内切酶切割后，用具备双色红外荧光检

测功能的LI—COR 4300 DNA遗传分析系统检测酶
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切片段。由于双红外荧光检测的背景低，灵敏度高，

而且可以有效地排除假阳性位点，大大提高了

TILLING筛选效率口“。

Dong等¨纠运用TILLING技术分析小麦EMS诱

变群体时，通过改进的琼脂糖凝胶寻找基因突变位

点。PCR扩增产物经CEL I酶切后，酶切产物直接

用2％的琼脂糖凝胶电泳检测，当凝胶厚度控制在

4mm以内时，可以有效地检测到8倍DNA池中的

酶切片段。Sato等¨引利用TILLING技术分析水稻

1，射线诱变群体时，采用加有SYBR Green I染料的

琼脂糖凝胶检测突变，在25个目标基因中检测到6

个突变位点。琼脂糖凝胶检测突变，优势在于简化

了TILLING流程，降低了实验成本，但同时检测灵

敏度降低。

CEL l是单链切割酶，当酶浓度优化到一个合

适范围时，CEL I可以在突变位点对双链进行切割，

凝胶也就不需要变性处理。Uauy等Ⅲ1在小麦EMS

诱变群体中，将非变性聚丙烯酰胺凝胶引入TILL—

ING技术。用非荧光标记引物扩增目的片段，酶切

产物直接用电泳检测，EB染色观察。这种方法简化

了传统TILLING流程，由于不采用荧光引物，使目

的片段特异性扩增相对容易。为了检测本系统与

LI—COR系统检测灵敏度，分别利用LI·COR系统与

3％非变性聚丙烯酰胺凝胶对WKSl与WKS2基因

的4个区域检测突变。两种方法鉴定出的突变数目

相近，突变频率分别为1／40Kb与1／41．5Kb，因此利

用非变性聚丙烯酰胺凝胶在小麦4倍DNA池中的

检测灵敏度没有降低。

CEL I既能从3’端切割含有错配碱基的异源双

链，又能切割5’末端带有荧光标记的PCR产物，削

弱了产物的荧光信号。Lee等u叫将EMAIL(endonu·

eleolytic mutation analysis by internal labelling)引入

TILLING技术，使毛细管凝胶电泳与PCR扩增产物

内部荧光标记结合，高灵敏度地检测酶切产生的峰

值变化。PCR产物合成时，以具有荧光标记的dUTP

为原料，合成内部具有荧光信号的目的片段。当

CEL I酶切时，具有内部荧光标记的PCR产物既保

护了荧光信号又降低了检测背景，使得检测灵敏度

提高，尤其有利于对于小片段酶切产物的检测。检

测灵敏度的提高增加了DNA混合的倍数，由此提高

了突变检测的通量与效率。Suzuki等¨副利用非荧

光标记引物与毛细管凝胶电泳系统HAD—GTl2检测

突变，通过引入EB来检测酶切片段。

4 结论

4．1 TILLING技术目前存在的问题

目前，大量研究报告表明TILLING技术在突变

位点检测方面发展成熟，在多个物种中建立起突变

检测平台，但没有完善的表型鉴定服务。而且对于

多倍体物种，设计特异性引物至关重要，否则会影响

到检测效率，这也是限制TILLING技术高效应用的

一个瓶颈。特异性引物可通过设计特异性引物¨纠

或是切割掉非特异性条带来获得∽21。在未来TILL—

ING技术发展中，应加速表型鉴定进展，．发展高通量

表型鉴定，使TILLING技术在作物育种及品种改良

中发挥应有的作用。

4．2 TILLING技术发展趋势与前景

TILLING作为一种高通量鉴定突变位点的技

术，在作物品种改良、突变资源创制中发挥着重要的

作用，将传统诱变育种推向分子突变育种新时代。

为了更方便、高效地将TILLING技术服务于作物遗

传改良与品种选育，目前已在多个物种中建立了

TILLING技术服务平台。拟南芥日刊TILLING计划

(ATP，arabidopsis TILLING project)的成功实施，带

动了多种作物包括玉米、水稻、大麦(TILLMore)、莲

子、番茄(TOMATILL)、豌豆(PETILL)及油菜(RAP—

TIL)等TILLING检测服务系统。这些专项TILLING

计划，通过建立标准化的TILLING技术平台，共享

突变体网络数据库资源，提高了突变检测效率，降低

了成本，可以有效地服务于科研及企事业单位，提高

TILLING技术应用效率。正在建立的TILLING计划

有木薯TILLING及EcoTILLING技术平台，旨在提

高木薯的产量与品质¨7。。

2010年4月15—16日，由英国研究理事会

(RCUK)，英国生物技术和生物科学研究委员会

(BBSRC)，RevGenUK和中国科学院植物研究所联

合主办的“中一英双边TILLING及相关技术研讨

会”在中国科学院植物研究所举行。会议的主题就

TILLING及EcoTILLING在基因功能分析与作物改

良中的应用展开交流，报告了定向检测SNP的最新

研究进展及相关技术内容。此次会议及论文报告集

中反映了当前TILLING技术研究与应用的最新进

展和未来发展趋势，并就如何选择及建立TILLING

技术平台给出详细讲解"引。

随着越来越多物种基因组序列的破译，将会进

一步扩大TILLING技术的物种检测范围及其更多

的目标基因，这为TILLING技术的广泛应用奠定了
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基础。科研工作者之间对TILuNG的技术要点、改

进及其最新的研究进展开展的深入交流与探讨，将

会让更多的研究人员掌握TILLING技术平台的建

立和应用，推动该技术的快速发展。同时不断增加

的专门物种TILLING技术服务平台的设立，使得

TILLING技术更为高效、普遍地应用到突变体的检

测及其他研究中。总之，TILLING技术作为一种高

效的反向遗传学研究方法，将会在作物突变研究中

发挥着越来越重要的作用。
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