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小麦 TILLING 分析中 CELⅠ酶切
及 PCR 反应体系的优化
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　 　 摘要:在小麦中建立稳定的基于 CELⅠ酶切的目的基因突变位点检测技术,有助于高通量鉴定目的基因片段的点突变及提

高突变检测效率。 本研究以冬小麦品种新麦 18 空间诱变 SP2 群体为材料,以小麦糯质基因 Waxy 为目标片段,通过优化基因组

DNA 提取方法、调整 PCR 反应体系中 dNTP、Mg2 + 及引物浓度、改变目标片段 CEL I 酶切缓冲液成分,以及调整纯化过程中的空

气相对湿度等方式,优化了小麦 TILLING 技术体系。 在利用 PVP-40 法提取 DNA 过程中,研磨器振动频率提高到 30 / s,KAc 溶液

的反应时间延伸为 20min 时,基因组 DNA 质量和纯度最佳;在设定的浓度范围内 dNTP 和 Mg2 + 浓度对产物影响差异不明显,均
能高效扩增出目的条带。 引物浓度对产物影响差异显著,最佳引物浓度为 0． 4μmol / L。 20μl 酶切体系中,最佳 CEL I 酶浓度为

0． 1U 且利用超纯水代替 CEL I 缓冲液。 最终在小麦中建立起了基于 CEL I 酶切的高通量 TILLING 筛选技术体系。
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　 　 Abstract:CEL I-based TILLING (Targeting Induced Local Lesions In Genomes) platform is very useful for
high throughput identification of point mutations within targeted genes and improvement of mutation-detected effi-
ciency in wheat. The space-mutated Xinmai 18 (Triticum aestivum L. ) SP2 population was used with one SNP of
Waxy gene in the population as a positive control. The TILLING protocol for wheat was optimized through improving
the method of genomic DNA extraction,the concentration of dNTP,Mg2 + ,primers and CEL I buffer as well as exper-
imental environment air humidity. It was found that through raising the grinding frequence to 30 / s and prolonging
the reaction time of KAc to 20min in genomic DNA extraction,the quality and purification of DNA were the best.
The concentration of both dNTP and Mg2 + did not have any influence on PCR products within the set ranges,while
primer played an important role in PCR products and the best concentration was 0． 4μmol / L. Optimum amount of
CEL I enzyme was 0． 1U in a 20μl of digestion reaction system and ultrapure water substituting for CEL I buffer was
the best reaction condition. A CEL I-based TILLING technique for wheat was established and optimized.
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　 　 定向诱导基因组局部突变( Targeting Induced
Local Lesions In Genomes,TILLING)技术[1] 是基于

反向遗传学策略,将诱变技术、PCR 技术和高通量

突变检测技术相结合,可高通量、准确地鉴定出由

化学诱变剂或物理诱变剂诱变产生的单碱基差

异。 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、耐逆性、恢复

性、不育性等无法从植株表型上加以选择或难以

快速评价的性状筛选尤为有利,提高了突变体筛

选效率[2] 。
TILLING 技术结合了诱发突变与高效筛选技

术,具备高通量、高灵敏度的特点,是一种很好的

点突变检测方法[3-5] 。 该技术对于绝大多数物种

都适用,没有严格的物种局限性。 因此 TILLING
技术自 2000 年发明以来,已经广泛应用于农作物

突变筛选中。 TILLING 技术首次在小麦中的应用

是 Slade 等[6]将其用于小麦淀粉品质改良,在 1920
个 EMS 诱变的 M2 单株中,通过检测 3 个 Waxy 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 ~ 1 / 40kb。 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 1 个 Waxy 基因在 D 基因组中发生的缺失

突变体与 1 个在 A 基因组中产生的错义突变体杂

交,获得了 Waxy 完全丧失的糯质突变体。 Dong
等[7]利用 TILLING 技术,在 2348 株 EMS 诱变的

M2 单株中对糯质基因 Wx-A1 及 Wx-D1 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。 由于没有物种局限性,TILLING 技术在

水稻[8-11] 、玉米[12-13] 、大豆[14] 、大麦[15] 、燕麦[16] 等

作物中也得到了广泛的应用,鉴定出大量的目的

基因突变位点并培育出具有优良目标性状的突

变体。
高质量的基因组 DNA、稳定的 PCR 扩增体系

以及酶切条件等,是建立稳定的 TILLING 检测平

台的前提。 在不同的物种甚至同一物种但不同的

实验室环境下,TILLING 流程中的各个步骤都存在

一定的差异,没有一个固定不变、适用于任何物种

的 TILLING 技术体系[17] 。 本研究利用 2006 年通

过实践八号育种卫星搭载、空间综合环境处理的

小麦品种新麦 18 所产生的 SP2 群体为试验材料,

在小麦中建立 TILLING 检测技术,并优化相关试

验步骤,为在小麦诱变群体中快速检测目标基因

等位变异奠定基础。

1　 材料与方法

1． 1　 材料

CELⅠ酶切及 PCR 反应体系的优化以实践八

号育种卫星空间综合环境处理冬小麦(Triticum aes-
tivum L. )品种新麦 18 所产生的 SP2 群体的 192 个

单株为试验材料,以未进行搭载处理的原始亲本作

为对照。 在总计 2304 个单株的新麦 18 SP2 群体

中,田间观察到多种表型变异,如株高、穗长、粒色、
千粒重等都出现了不同程度的变化,而且还出现了

叶片白化突变[18]。 TILLING 检测以新麦 18 和济南

17 为材料。
1． 2　 基因组 DNA 提取及 DNA 池的构建

1． 2． 1　 基因组 DNA 提取　 采用 PVP-40 法提取小

麦叶片基因组 DNA,具体操作流程如下。
(1)取小麦新鲜叶片约 0． 5g,加液氮后利用组

织研磨器(Vibration Mill Type MM301,Retsch GmbH
Co,Germany)研磨,振动频率为 30 / s,研磨 2min。

(2)加入 65℃预热的 DNA 提取液 600μl,利用

组织研磨器充分混匀。 样品放入摇床内,振动频率

为 450 rpm,60℃反应 1 h。
DNA提取液(pH 9． 5):Tris 0． 1mol / L,KCl 1mol / L,

EDTA(pH 8． 0) 10mmol / L,PVP-40 0． 19mmol / L (用
前加),NaHSO3 0． 03mol / L(用前加)。

(3)加入 200μl 5mol / L KAc(pH5． 8)溶液,混匀

后室温静置 15min。 13000r / min 离心 10min。 取约

300μl 上清液加入到预冷的 165μl 异丙醇溶液中,
静置 10min,离心后弃上清。

(4)70%无水乙醇洗 DNA 两次,干燥,加 200μl
TER 溶解。

TER 溶液:Tris 10mmol / L,EDTA 1mmol / L,RNA
酶 0． 05mg / ml。
1． 2． 2　 DNA 池的构建　 采用紫外分光光度计法测

定每个 DNA 样品的浓度,将浓度稀释到 40 ng / μl
后,随机选取 2 个 DNA 样品,等量混合后构建 DNA
池,用于后续 TILLING 筛选。
1． 3　 目标序列

以小麦糯质基因 Waxy(Genbank:AB019622)为
目的序列,引物序列为 Wx7A2[6] (Wx7A2L:5′-ACC
CGC ATG GTG TTT GAT AAT TTC AGT G-3′,
Wx7A2R: 5′-AGA ATG CCA CCT AGC CAT GAA
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ATG GAG T-3′),片段扩增长度为 479bp。 非荧光标

记引物序列由上海生物工程有限公司合成,IRDye
标记引物序列由美国 IDT 公司合成。

引物混合比例为,非荧光标记 Wx7A2L:IRDye
700 标记 Wx7A2L:非荧光标记 Wx7A2R:IRDye 800
标记 Wx7A2R =2∶ 3∶ 1∶ 4。
1． 4　 目的基因片段 PCR 扩增

参考Till 等[17]中的PCR 扩增体系与程序(表1,表
2),PCR 扩增采用 10μl 的反应体系,对 dNTP、Mg2 + 及

引物设定浓度梯度(表 1),调整最佳扩增条件。

表 1　 PCR 扩增体系

Table 1　 PCR amplication system

PCR 成分　 PCR Components 浓度 Concentration

Ex-Taq 缓冲液　 Ex-Taq buffer 　 　 0． 5 ×

dNTP 浓度(μmol / L)
Concentration of dNTP

　 　 160,180,200,220

Mg2 + 浓度(μmol / L)

Concentration of Mg2 +

　 　 150,180,200,220

引物浓度(μmol / L)
Concentration of primer

　 　 0． 3,0． 4,0． 6,0． 8,1． 0

Ex Taq HS DNA 聚合酶(U)
Ex Taq HS DNA polymerase

　 　 0． 25

DNA 模板用量(ng)
Concentration of DNA template

　 　 200

表 2　 PCR 扩增条件

Table 2　 PCR amplication conditions

程序　 Programme 温度及时间　 Temperature and Time

第 1 次变性

First denaturing
　 95℃, 2min

变性　 Denaturing 　 94℃, 20s

退火　 Annealing 　 73℃, 30s　 Increment - 1℃ / cycle

延伸　 Extension 　 72℃, 1min　 Ramp to 72℃ at 0． 5℃ / s

变性　 Denaturing 　 94℃, 20s

退火　 Annealing 　 65℃, 30s

延伸　 Extension 　 72℃, 1min　 Ramp to 72℃ at 0． 5℃ / s

扩增完后其产物直接进行变性与复性。 具体程

序为,99℃变性 10min,70℃退火 20s,70 个循环,每
个循环退火温度降低 0． 3℃。
1． 5　 酶切反应

采用两个酶切反应体系Ⅰ和Ⅱ(表 3),体积均

为 20μl。 PCR 扩增产物经 45℃酶切 15min 后,立即

加入 5μl 0． 225mol / L EDTA (pH 8． 0)以终止反应。

表 3　 CEL Ⅰ酶切反应体系

Table 3　 CEL Ⅰ-cleaved reaction system

Ⅰ Ⅱ

超纯水(μl)Ultrapure water 17． 9 19． 94 ~ 19． 88

CEL I 缓冲液浓度

Concentration of CEL I buffer
1 × 0

CEL I 酶浓度(U)
Concentration of CEL I Enzyme

0． 1 0． 06,0． 08,0． 10,0． 12

CEL I 缓冲液:MgSO4 100mmol / L,Hepes ( pH
7． 4 ) 100mmol / L, KCl 100mmol / L, Triton X-100
0． 2% ,BSA 0． 002mg / ml
1． 6　 样品纯化及浓缩

利用 Sephadex G50 对酶切产物纯化,纯化产物

置于 PCR 仪中于 90℃ 进行体积浓缩, 约 35 ~
45min,至终体积 1． 5μl。
1． 7　 突变位点检测及分析

利用 6%变性聚丙烯酰胺凝胶,在 LI-COR 4300
仪器中电泳检测酶切产物。 采用 Gelbuddy 软件对

电泳图像分析处理,标记突变位点。
1． 8　 TILLING 检测验证

根据我国小麦子粒硬度 Pinb 基因的分布情

况[19],以及新麦 18 和济南 17 Pinb 基因的测序结

果,发现二者序列间存在 1 个碱基的差异。 将新麦

18 和济南 17 DNA 等量混合用于验证 TILLING 技

术。 Pinb 基因引物序列为, Pb ( PbF:5′-CCA ACG
AAA CTA ATG AGA AAT AAA AAG GTG-3′,PbR:
5′-AAG TTG TTG GAT GGA CGA ATA AGG TT-
3′] [19],片段扩增长度为 1334bp。

2　 结果与分析

2． 1　 基因组 DNA 提取方法的改进

为了提高 DNA 得率,降低蛋白含量,在提取过

程中对多个环节作出改进。 当研磨器的振动频率为

25 / s 时,部分样品不能充分研磨成粉末状,降低了

DNA 得率。 当振动频率提高到 30 / s 时,样品研磨

充分且为干粉状。
加入 KAc 溶液后的反应时间为 10min 时,琼脂

糖凝胶结果表明提取的 DNA 条带上方点样孔处有

亮带,而且利用分光光度计测定 DNA 浓度,A260 /
A280 比值小于 1． 8,这说明 DNA 溶液中蛋白没有完

全除干净(图 1a)。 当把反应时间延长到 15 ~ 20min
时,蛋白完全被去除,点样孔干净,DNA 条带单一且

纯度高(图 1b)。
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图 1　 不同 KAc 溶液反应时间对 DNA 质量的影响

Fig． 1　 Influence of KAc reaction time on DNA quality
a:KAc 溶液反应 10min;b:KAc 溶液反应 20min;M:分子量标记;1 ~ 12:SP2 群体中随机选取样本基因组

a:KAc for 10min　 b:KAc for 20min　 M:Marker　 1 ~ 12:DNA Genome DNA bands of Xinmai 18

2． 2　 目的基因片段 PCR 扩增体系的优化

2． 2． 1　 dNTP 及 Mg2 + 浓度的优化 　 试验过程中

对 dNTP 和 Mg2 + 设定了浓度梯度,结果表明,在
设定的浓度范围内 dNTP 和 Mg2 + 浓度对产物影

响差异不明显,均能高效扩增出目的条带。 在保

证扩增效果的基础上本着最低量原则,dNTP 的

最佳 浓 度 为 200μmol / L, Mg2 + 的 最 佳 浓 度 为

150μmol / L。

2． 2． 2　 引物浓度对 PCR 扩增产物的影响　 由图 2
可以看出,当引物浓度为 0． 3μmol / L 时,产物信号

偏弱。 当浓度提高到 0． 4μmol / L 时,产物信号增强

且条带清晰。 浓度为 0． 6μmol / L 和 0． 8μmol / L 时,
产物信号稍微过强,不利于条带的辨别。 当浓度提

高到 1． 0μmol / L 时,信号开始减弱。 为达到最佳扩

增效果,同时节约消耗,因此引物选用 0． 4μmol / L
为最佳浓度。

图 2　 不同引物浓度对 PCR 产物的影响

Fig． 2　 The influence of different primers concentrations on PCR product
引物浓度设定 5 个梯度 0． 3、0． 4、0． 6、0． 8、1． 0μmol / L,每个浓度 8 个重复,DNA 模板为 SP2 群体中随机选取的样本,M:分子量标记

The concentration ladder of primer is 0． 3,0． 4,0． 6,0． 8,1． 0μmol / L,8 repeats for each concentration,
DNA templates are sampled at random from the SP2 population;M:Marker;

a:IRDye 700;b:IRDye 800

2． 3　 酶切反应体系及产物纯化的改进

2． 3． 1　 CEL I 缓冲液及 CEL I 酶浓度的调整　 利

用酶切体系Ⅰ切割 PCR 扩增产物时,结果表明,电
泳图像质量差,条带不清晰,各条带信号较弱尤其

是大片段酶切产物部分几乎没有信号(图 3a);换
用酶切体系Ⅱ后,图像质量明显改善,条带清晰且

信号增强(图 3b)。 这一结果表明,CEL I 缓冲液

对酶切效果产生了较大的影响,最终表现为图像

质量的降低。
随着 CEL I 酶用量的增加,产物信号逐渐减弱。

当酶用量为 0． 1U 时,阳性突变位点的酶切条带信

号强且清晰,完全可以满足试验需求。
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图 3　 酶切体系Ⅰ和Ⅱ下的酶切产物电泳图

Fig． 3　 CEL I-cleaved gel image of two systemⅠand Ⅱ
a:酶切体系Ⅰ下的酶切产物 IRDye 700 通道电泳图;b:酶切体系Ⅱ下的酶切产物 IRDye 700 通道电泳图

a:IRDye 700 image of systemⅠ　 b:IRDye 700 image of systemⅡ

2． 3． 2　 不同实验环境对电泳图像的影响　 本研究

将奥地利国际原子能机构 Seibersdorf 实验室、英国

洛桑实验站及本实验室(北京)3 个不同环境条件下

的电泳图像进行比较。 结果表明,相同试剂浓度、相
同试验步骤、同一试验人员的条件下,电泳结果明显

不同(图 4)。 Seibersdorf 实验室环境下背景信号较

强,洛桑实验站出现严重的引物二聚体现象,本实验

室条件下,800nm 产物信号减弱而且 700nm 通道下

较大片段酶切产物条带信号没有其他 2 个环境下清

晰。 这一结果说明,在具体实验条件都相同的情况

下,不同实验室环境会对产物的扩增效果存在一定

的影响,但对结果判读影响不大。

图 4　 相同条件下不同实验室环境实验结果差异

Fig． 4　 PCR difference in different labs
PCR 扩增体系为 10 × Ex-Taq buffer 0． 5μl,dNTP(2． 5mmol )0． 8μl,Mg2 + (25mmol )0． 6μl,荧光引物混合液

(5μmol / L)0． 04μl,Ex Taq HS(5U / μl)用量为 0． 05μl,DNA 模板用量为 200ng,最后加水至 10μl
PCR amplication system is that 10 × Ex-Taq buffer 0． 5μl,dNTP(2． 5mmol )0． 8μl,
Mg2 + (25mmol )0． 6μl,primer(5μmol / L)0． 04μl,Ex Taq HS(5U / μl) 0． 05μl,

DNA template 200ng,adding H2O to 10μl
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2． 3． 3　 酶切产物纯化过程的改进　 当实验室内空

气湿度约为 18%时,PCR 扩增产物经酶切、Sephadex
G50 纯化后的电泳结果表明,电泳图像模糊而且信

号偏弱(图 5a)。 在其他实验条件完全一致的情况

下,当室内空气湿度提高到 40% 时,电泳图像变清

晰,产物信号增强(图 5b),表明空气湿度对最终的

实验结果具有很大的影响。

图 5　 室内加湿前后酶切电泳图

Fig． 5　 CEL I-cleaved gel image of Waxy gene
in different dampness

a:室内未加湿条件下 IRDye 700 荧光通道电泳图;
b:室内加湿条件下 IRDye 700 荧光通道电泳图

a:The IRDye 700 image under unhumidified environment
b:The IRDye 700 image under humidified environment

2． 4　 利用优化的 TILLING 体系进行基因检测

用上述优化的 TILLING 体系检测 Waxy 基因,
可以高效地检测到 Waxy 基因的阳性突变位点,清
晰地看到在突变位点处被 CEL Ⅰ酶切割的条带(图
6)。 将检测出的突变体的 Waxy 基因重新扩增后,
送去测序,结果表明,该突变体 Waxy 基因序列与新

麦 18 野生型序列相比,插入 5 个碱基(图 7)。

图 6　 Waxy 基因阳性突变位点电泳检测

Fig． 6　 The positive mutation of Waxy gene
identified by TILLING

a:IRDye 700 酶切片段;b:IRDye 800 酶切片段

a:The dark band circled in red is IRDye 700 band
cleaved by CEL Ⅰ b:The dark bands circled in blue

is IRDye 800 band cleaved by CEL Ⅰ

图 7　 Waxy 基因野生型序列与突变序列比对结果

Fig． 7　 Blast of Waxy sequence between wild type and mutations
W:新麦 18 野生型 DNA 序列;M:突变体 DNA 序列

W:DNA sequence of Xinmai 18 wild type;M:DNA sequence of mutations
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　 　 利用优化的 TILLING 体系可以清晰的检测到

新麦 18 与济南 17 的小麦子粒硬度基因 Pinb 存在

的一个自然突变(图 8)。 结果表明,建立的 TILL-
ING 体系可以灵敏地检测到此 SNP 位点。

图 8　 Pinb 基因自然变异位点检测结果

Fig． 8　 The natural variation of Pinb identified by TILLING
a:IRDye 700 通道电泳图;b:IRDye 800 通道电泳图

a:IRDye 700;b:IRDye 800

3　 讨论

3． 1　 DNA 提取过程中多糖、蛋白等杂质的去除

目前,常用改良的 CTAB 法、SDS 法和各种方法

的改良法制备植物基因组 DNA[20-26],但这些方法步

骤较多,耗时长[27]。 本研究所采用的 PVP-40 法总

共仅需 2 次离心可得到高浓度 DNA,操作步骤少,
程序简单,更适于高通量 DNA 提取。 植物组织中所

含多糖、蛋白和酚类等次生物质是影响 DNA 纯度和

质量的主要因素[28]。 而 PVP 能有效地去除多

糖[29],通过在 DNA 提取液中加入 PVP-40,一方面

有效地防止了多酚等物质的氧化,另一方面有效地

除去了多糖等杂质,提高了 DNA 质量,从而更好的

满足了酶切、扩增过程中对模板的要求。
本研究中 KAc 在 DNA 提取过程中的作用是在

低 pH 值高盐环境下沉淀蛋白,因此首先要调整 KAc
溶液的 pH 值,使其提供一个较低的酸性环境,其次

使 KAc 溶液有足够的反应时间以沉淀蛋白。 当 KAc
反应时间是 10min 时,点样孔中有蛋白残留;当把反

应时间延长到 15 ~20min 时,KAc 可以充分地结合蛋

白,点样孔中没有杂质,DNA 纯度得到提高,因此低

pH 值高浓度的 KAc 可以有效地除去蛋白。 王传堂

等[30]利用高盐低 pH 值法提取花生 DNA,同样取得

了很好的结果。 与苯酚 - 氯仿 - 异戊醇反复抽提蛋

白相比,利用低 pH 值高浓度的 KAc 去除蛋白操作更

方便省时,适合于高通量 DNA 提取。
3． 2　 引物、Mg2 +及 PCR 操作对产物扩增的影响

研究发现,在 PCR 反应中 Mg2 + 、dNTP、引物和

TaqDNA 聚合酶 4 个因素对扩增量的影响从大到小

依次为:引物、Mg2 + 、dNTP、Taq DNA 聚合酶[31]。 本

研究中引物浓度同样是影响扩增结果的重要因素。
在一定范围内,随着引物浓度的提高,产物的荧光信

号不断增强。 而当引物浓度增加到 0． 6μmol / L 和

0． 8μmol / L 时,易形成引物二聚体且产物荧光信号

偏强,难以识别条带。 引物浓度为 1． 0μmol / L 时,
产物信号开始减弱。 因此在保证扩增效果的前提

下,同时节约消耗,引物浓度选用 0． 4μmol / L,此时

产物信号增强且条带清晰。
3． 3　 CEL Ⅰ缓冲液及空气湿度对凝胶图像的影响

利用 CELⅠ酶对变异位点的切割是 TILLING 技

术流程中关键的步骤,核心在于 CEL I 酶特异性地识

别并切割变异位点[32]。 本研究酶切反应中使用 CEL
Ⅰ缓冲液时,LI-COR 4300 电泳图像质量差,条带不清

晰而且条带信号弱;但当直接用超纯水代替 CEL I 缓
冲液后,图像质量明显改善,条带信号增强。 推测可

能是由于 CELⅠ缓冲液中含有 Triton X -100去污剂

及其他离子,而纯化时不能完全去除这些离子,从而

影响了最终的电泳结果,降低了检测的灵敏度。
从 PCR 扩增到产物酶切的一系列试验步骤,在

试验样品中存留了大量的各种离子及蛋白等,因此
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需要对酶切产物进行纯化以除去多余的离子等,样
品纯化的完全与否直接影响到突变位点的检测效率

与图像质量。 北京地区环境干燥,空气湿度偏低,由
于静电作用,在制作 Sephadex 纯化板时,容易造成

Sephadex G50 填充不均匀,从而使离子及蛋白等物

质随产物一起过滤出来,影响试验结果。 当将室内

空气相对湿度提高到 40%时,静电效应减弱,Sepha-
dex G50 填充更均匀,提高了离子等大分子量物质

的去除效率,使电泳图像变清晰,产物信号增强。
空间环境是由宇宙射线、微重力、弱地磁等多种

因素组成的复杂诱变因素,根据本试验所用的基因

和样品的突变频率初步分析,其点突变频率低于已

经报道的小麦 EMS 结果[6],这是否暗示空间诱变环

境如同一般物理诱变因素一样主要诱导缺失突变而

非点突变,仍有待基于同一品种的不同诱变因素诱

变群体的系统比较分析。
本研究以小麦空间诱变群体为材料,在小麦中

成功建立起了基于 CEL I 酶切的 TILLING 检测技

术,为高通量检测目的基因突变位点奠定基础。
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