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寡聚核苷酸介导的基因突变技术
创制抗除草剂烟草新种质

谢宇峰ꎬ 秦利军∗

( 贵州大学 农业生物工程研究院 / 山地植物资源保护与种质创新省部共建教育部重点实验室 / 生命科学学院ꎬ 贵阳 ５５００２５ )

摘　 要: 为进一步优化烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)品种‘Ｋ３２６’的种质ꎬ该研究采用寡聚核苷酸介导的基因突变

(ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓꎬＯＭＭ)技术ꎬ利用植物中支链氨基酸合成途径中第一个关键酶———乙酰

乳酸合成酶(ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＡＬＳ)突变后烟草对氯磺隆除草剂不敏感且产生抗性的特征ꎬ以及 ＮＣＢＩ 报道

的 ＡＬＳ 基因序列同源克隆了烟草品种‘Ｋ３２６’中的 ＡＬＳ 基因ꎬ并根据 ＡＬＳ 基因序列设计用于定点突变的 ＲＮＡ /
ＤＮＡ 嵌合体ꎬ导入烟草品种‘Ｋ３２６’创制对氯磺隆除草剂具有抗性的烟草新种质ꎮ 结果表明:(１)烟草品种

‘Ｋ３２６’具有 ２ 条 ＡＬＳ 基因ꎬ即 ＡＬＳ ＳｕＲＡ 和 ＡＬＳ ＳｕＲＢꎬ大小分别为 ２ ００４ ｂｐ 和 ２ ０１０ ｂｐꎮ (２)根据 ２ 个基因的

保守位点 ＡＬＳ ＳｕＲＡ ５８８ 脯氨酸位点和 ＡＬＳ ＳｕＲＢ １７１９ 色氨酸位点设计用于 ＡＬＳ 基因核苷酸第 ５８８ 位点的 Ｃｈｌ￣
５８８ 嵌合体和第 １７１９ 位点的 Ｃｈｌ￣１７１９ 嵌合体ꎮ (３)利用基因枪成功将这 ２ 个片段导入烟草愈伤组织ꎬ愈伤组

织依次经抗性芽分化和生根ꎬ共获得氯磺隆抗性植株 ２２ 株ꎮ (４)抗性植株 ＡＬＳ 酶活性测定显示ꎬ８ 株抗性植

株具有较强的活性ꎬ进一步对抗性植株中跨突变位点保守扩增、测序ꎬ最终确定有 ２ 株( ｆ１１ 和 ｂ１８)分别在

５８８、１７１９位点产生定点突变ꎮ 综上认为ꎬ该研究在获得烟草品种‘Ｋ３２６’抗氯磺隆新种质同时ꎬ也为培育抗性

烟草新种质提供了理想的亲本材料ꎮ
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ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ＮＣＢＩ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｔｏ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｓｕｌｆｕｒｏｎ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ ａｆｔｅｒ
ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ (ＡＬＳ)ꎬ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｄ￣ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｐｌａｎｔｓ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ＡＬＳ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ＲＮＡ / ＤＮＡ ｃｈｉｍｅｒａｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｒ ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ
ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｔｏｂａｃｃｏ ‘Ｋ３２６’ ｔｏ ｃｒｅａｔｅ ａ ｎｅｗ ｔｏｂａｃｃｏ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ｃｈｌｏｒｓｕｌｆｕｒｏｎ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ
ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) ‘Ｋ３２６’ｈａｄ ｔｗｏ ＡＬＳ ｇｅｎｅｓꎬ ｎａｍｅｌｙ ＡＬＳ ＳｕＲＡ ａｎｄ ＡＬＳ ＳｕＲＢꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ２ ００４ ｂｐ ａｎｄ ２ ０１０ ｂｐꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. (２)Ｔｈｅ ｃｈｉｍｅｒａｓ ｏｆ Ｃｈｌ￣５８８ ａｎｄ Ｃｈｌ￣１７１９ ａｔ ｓｉｔｅ ５８８ (Ｐｒｏ ｓｉｔｅ) ａｎｄ ｓｉｔｅ １７１９(Ｔｒｙ ｓｉｔｅ) ｏｆ ＡＬＳ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ
ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｉｔｅｓꎬ ＡＬＳ ＳｕＲＡ ５８８ ｐｒｏｌｉｎｅ ｓｉｔｅ ａｎｄ ＡＬＳ ＳｕＲＢ １７１９ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｓｉｔｅ. (３)Ｔｈｅ ｔｗｏ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｔｏｂａｃｃｏ ｃａｌｌｕｓ ｂｙ ｇｅｎｅ ｇｕｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃａｌｌｕｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ
ａｎｄ ｒｏｏｔｅｄ ｂｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂｕｄꎬ ａｎｄ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２２ ｃｈｌｏｒｓｕｌｆｕｒｏｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ. (４) Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＡＬＳ
ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｉｇｈｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏｂａｃｃｏ ｐｌａｎｔｓ ｈａｄ ｓｔｒｏｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ
ｐｌａｎｔｓꎬ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｃｒｏｓｓ￣ｍｕｔａｔｉｏｎ ｌｏｃｉ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｗｏ ｌｉｎｅｓ
(ｌｉｎｅ ｆ１１ ａｎｄ ｌｉｎｅ ｂ１８) ａｔ ｌｏｃｉ ５８８ ａｎｄ １７１９ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａｎ ｉｄｅａｌ ｐａｒｅｎｔａｌ ｍａｔｅｒｉａｌ
ｆｏｒ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｎｇ ｎｅｗ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏｂａｃｃｏ ｗｈｉｌｅ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｎｅｗ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｏｆ ‘ Ｋ３２６’ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ
ｃｈｌｏｒｓｕｌｆｕｒｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｔｏｂａｃｃｏꎬ ＡＬＳ ｇｅｎｅꎬ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ｃｈｌｏｒｓｕｌｆｕｒｏｎꎬ ＯＭＭ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

　 　 烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)为茄科( Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ)
烟草属(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ)一年生或有限多年生草本植物ꎬ
是一种经济价值较高的作物ꎬ除主要用于吸食外ꎬ
烟草还具有蛋白食用及药用价值ꎮ 烟草在我国南

方和北方均有种植ꎬ面积达 １４６.６７ 万 ｈｍ２ꎬ年均产

量约 ３０ 亿 ｋｇꎬ在我国占有极大的经济市场(张杰

等ꎬ２０１８)ꎬ是国家和地方财税的重要经济来源ꎮ 然

而ꎬ烟田杂草危害烟草生产ꎬ严重影响烟草的产量

和质量ꎮ 烟田杂草不仅与烟草争夺水分、养分、光
照和空间ꎬ而且作为烟草病虫害传播的中间宿主ꎬ
极大影响了烟草的产量和质量(蔡海林等ꎬ２０２０)ꎮ
在烟田中ꎬ氯磺隆、草甘膦除草剂可以通过靶向结

合植 物 体 中 的 乙 酰 乳 酸 合 成 酶 ( ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＡＬＳ)用以抑制缬氨酸( ｖａｌｉｎｅꎬＶａｌ)、亮氨

酸(ｌｅｕｃｉｎｅꎬＬｅｕ)、异亮氨酸( ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅꎬＩｌｅ)的生物

合成ꎬ 进 而 导 致 杂 草 死 亡 ( Ｓｃｏｌｏｓｓ ＆ Ｃｉｓｋａｎｉｋꎬ
１９８８)ꎮ 虽然这类除草剂在杀灭杂草时具有活性高

且药量低、对哺乳动物低毒、生态环境友好的特点ꎬ
但会极大影响农作物的生长和发育(Ｇｒａｎｄｐｍｏ ＆
Ｐｅｔｅｒꎬ １９９８ꎻ牛聪伟ꎬ２００５)ꎮ ＡＬＳ 中特定氨基酸突

变会 使 细 胞 系 或 植 株 产 生 对 除 草 剂 的 抗 性

(Ｋｌｅｓｃｈｉｃｋ ＆ Ｃｏｓｔａｌｅｓꎬ １９９０ꎻ Ｓｃｏｌｏｓｓꎬ １９９０)ꎬ如拟

南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)中 ＡＬＳ 氨基酸保守区域

第 １９７ 位氨基酸由脯氨酸(ｐｒｏｌｉｎｅꎬＰｒｏ)突变为丝氨

酸 ( ｓｅｒｉｎｅꎬ Ｓｅｒ )ꎬ 会 使 细 胞 系 具 有 对 氯 磺 隆

(ｃｈｌｏｒｓｕｌｆｕｒｏｎꎬＣｈｌ)和苄嘧磺隆(ｂｅｎｓｕｌｆｕｒｏｎ ｍｅｔｈｙｌ)
等磺酰脲类除草剂产生抗性ꎻ甘蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)

中 ＡＬＳ 保守氨基酸序列(ａｈａｓ３ｒ)第 ５５７ 位 Ｐｒｏ 突变

为谷氨酰胺(ｇｌｕｔａｍｉｎｅꎬＧｌｎ)ꎬ会使细胞系具有对三

唑嘧啶( ｔｒｉａｚｏｌｅ ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ)类除草剂抗性( Ｓａａｒｉ ＆
Ｍａｘｗｅｌｌꎬ １９９７)ꎮ 此外ꎬ水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)中 ＡＬＳ
特定氨基酸的突变会使植株产生对除草剂的抗性ꎮ
将 ＡＬＳ 氨基酸第 ９５ 位甘氨酸(ｇｌｙｃｉｎｅꎬＧｌｙ)突变为

丙氨酸(ａｌａｎｉｎｅꎬＡｌａ)后ꎬ获得对双草醚(ｂｉｓｐｙｒｉｂａｃ￣
ｓｏｄｉｕｍ)产生抗性的水稻植株(Ｏｋｕｚａｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ
烟草中ꎬ通过电穿孔及微粒轰击方式将嵌合体

ＤＮＡ / ＲＮＡ 寡聚核苷酸导入原生质体ꎬ使其 ＡＬＳ 基

因所编码的氨基酸特定位点发生突变(脯氨酸－
１９６－谷氨酸ꎬ色氨酸－５７３－亮氨酸)ꎬ获得抗氯磺

隆的抗性植株(Ｂｅｅｔｈａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎮ 因此ꎬ利用

分子生物学手段实现代谢关键酶编码基因的定点

突变ꎬ是创制抗除草剂作物新种质的重要手段

之一ꎮ
寡聚核苷酸介导的基因突变(ＯＭＭ)技术是一

种新的基因诱变技术ꎬ已被成功运用于动物及酵

母的基因定点突变(Ｙｏｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６ꎻ Ａｌｅｘｅｅｖ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０００ꎻ Ｂａｒｔｌｅｔｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)ꎮ 在植物中ꎬ该技

术已成功实现对玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ) ＡＨＡＳ 基因发生

定点突变ꎬ引起 ＡＨＡＳ 蛋白中 ６２１ 氨基酸由 Ｓｅｒ 突
变为天冬氨酸( ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄꎬＡｓｐ)ꎬ获得对咪唑啉

酮( ｉｍｉｄａｚｏｌｏｎｅ)类除草剂具有抗性的突变玉米植

株( Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９ )ꎮ Ｏｋｕｚａｋｉ 等 ( ２００７ ) 利 用

ＯＭＭ 技术实现水稻 ＡＬＳ 中第 １７１ 位氨基酸由 Ｐｒｏ
变为 Ｇｌｙꎬ第 ５４８ 位氨基酸由色氨酸( ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎꎬ

２５５１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



Ｔｙｒ)变为 Ｉｌｅ 以及第 ６２７ 位氨基酸由 Ｓｅｒ 变为 Ｉｌｅꎬ
获得除草剂抗性水稻ꎮ 与应用广泛的成簇规律间

隔短回文重复序列及相关蛋白 Ｃａｓ(ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ)
技术ꎬ以及转录激活样效应因子核酸酶( ＴＡＬＥＮ)
技术( Ｉｓｈｉｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８７ꎻ Ｍｉｃｈｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)相

比ꎬＯＭＭ 技术所诱导的突变几乎都是有目的定点

突变ꎬ不会向生物体内引入新的基因ꎮ Ｂｒｅｙｅｒ 等

(２００９)认为通过 ＯＭＭ 技术诱导产生的生物不应

当归类于转基因生物ꎮ 在对转基因生物安全性争

论不休的今天ꎬＯＭＭ 技术为生物品质的改良提供

了一条新的途径ꎮ 本研究以烟草品种‘Ｋ３２６’为材

料ꎬ利用同源克隆法获得 ＡＬＳ 基因ꎬ根据基因保守

区结构分析构建 ＲＮＡ / ＤＮＡ 嵌合体分子ꎬ并利用该

嵌合体实现对 ＡＬＳ 基因的定点突变ꎬ创制对磺酰

脲类除草剂具有抗性的烟草新种质ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和试剂

烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)品种‘Ｋ３２６’由贵州

大学农业生物工程研究院山地植物资源保护与种

质创新省部共建教育部重点实验室保存并提供ꎮ
ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、ＬＡ Ｔａｑ ｗｉｔｈ ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ、ＤＮＡ
快速纯化回收试剂盒购自 ＴａＫａＲａ 宝生物工程(大
连)有限公司ꎻＭＳ 培养基购自 Ｐｈｙｔｏ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ＬａｂｏｒａｔｏｉｅｓＴＭ公司ꎻ新型植物 ＤＮＡ 提取试剂盒购自

ＴＩＡＮＧＥＮ ＢＩＯＴＥＣＨ 公司ꎻ胶回收试剂盒、ｐＧＥＭ￣Ｔ
Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ Ｓｙｓｔｅｍ 购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻ氯磺隆购自

Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻＲＮＡ / ＤＮＡ 嵌合体由 ＴａＫａＲａ
公司合成ꎻ基因克隆引物由上海英骏生物技术有

限公司完成ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 烟草品种‘Ｋ３２６’基因组提取及 ＡＬＳ 基因克

隆 　 以烟草品种 ‘ Ｋ３２６’ 的叶片为材料ꎬ 使用

ＴＩＡＮＧＥＮ ＢＩＯＴＥＣＨ 公司新型植物 ＤＮＡ 提取试剂

盒提取烟草基因组 ＤＮＡꎮ 根据 ＮＣＢＩ 报道的普通烟

草 ＡＬＳ 基因(基因登录号:Ｘ０７６４４.１ 和 Ｘ０７６４５.１)序
列设计同源克隆引物及含 ５８８ 位点和 １７１９ 位点突

变区扩增引物ꎬ引物序列如表 １ 所示ꎮ
参照 ＴａＫａＲａ 公司 ＬＡ Ｔａｑ ｗｉｔｈ ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ 试剂

盒操作方法ꎬ对 ＡＬＳ 基因进行扩增ꎮ 扩增体系(５０
μＬ):０.５ μＬ ＴａＫａＲａ ＬＡ Ｔａｑ(５ ＵμＬ￣１)ꎬ２５.０ μＬ
２ × ＧＣ ＢｕｆｆｅｒⅡꎬ８.０ μＬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ(２.５ ｍｍｏｌ

表 １　 烟草 ＡＬＳ 基因的克隆及保守区扩增引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ＡＬＳ ｇｅｎｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＳｕＲＡ Ｆ ５′￣ＡＴＧＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣＴＣＣＡＴＣＴＣＣＣＴＣＴＴＣ￣３′
ＳｕＲＡ Ｒ ５′￣ＴＣＡＡＴＡＧＧＡＡＣＴＴＣＴＣＣＣＧＴＣ￣３′
ＳｕＲＢ Ｆ ５′￣ＡＴＧＧＣＧＧＣＧＧＣＴＧＣＧＧＣＧＧＣＴＣＣＡＴＣＴＣＣＣ￣３′
ＳｕＲＢ Ｒ ５′￣ＴＣＡＡＴＡＧＧＡＡＣＴＴＣＴＣＣＣＧＴＣ￣３′
５８８ Ｆ ５′￣ＧＧＧＣＧＧＴＧＴＣＴＴＣＧＣＣＧＣＴＧ￣３′
５８８ Ｒ ５′￣ＧＧＧＧＡＴＡＣＣＣＧＴＧＡＧＣＴＣＣＡＣＧ￣３′
１７１９ Ｆ ５′￣ＣＣＡＡＣＴＧＧＧＧＡＴＧＡＧＣＴＴＴＣＣＣ￣３′
１７１９ Ｒ ５′￣ＧＧＧＣＡＡＡＣＣＡＡＡＴＣＣＣＡＴＴＧＣＴＣＣ￣３′

Ｌ￣１)ꎬ１.０ μＬ Ｒ￣Ｆ(２０ μｍｏｌＬ￣１)ꎬ１.０ μＬ Ｒ￣Ｒ(２０
μｍｏｌＬ￣１)ꎬ１.０ μＬ 基因组 ＤＮＡ(１００ ｎｇ)和 １３.５
μＬ ｄｄＨ２Ｏꎮ 扩增条件:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９４ ℃变

性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １６０ ｓꎬ３５ 个循

环后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ
１.２.２ ＰＣＲ 产物连接及测序　 参照 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司胶

回收试剂盒操作方法回收 ＰＣＲ 产物ꎬ参照 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ Ｓｙｓｔｅｍ 试剂盒说明将回

收的 ＰＣＲ 产物连接于 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒꎮ 连接

有 ＰＣＲ 产物的 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ 导入大肠杆菌

(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＤＨ５α 感受态菌株ꎮ 将工程菌送

至北京诺赛公司测序ꎮ 利用 ＤＮＡＭＡＮ ９.０ 软件中

“序列拼接功能”对测序结果进行拼接ꎬ将拼接结

果于 ＮＣＢＩ 数据库中比对ꎬ确认保守区ꎮ
１.２.３ ＲＮＡ / ＤＮＡ 寡聚核苷酸嵌合体构建 　 基于烟

草品种 ‘ Ｋ３２６’ 的 ＡＬＳ 基因保守区的结构ꎬ参照

Ｋｏｃｈｅｖｅｎｋｏ 和 Ｗｉｌｌｍｉｔｚｅｒ(２００３)的方法设计 ＲＮＡ /
ＤＮＡ 嵌合体序列ꎬ交由 ＴａＫａＲａ 公司合成ꎮ 嵌合链

设计基本要求与靶基因的序列一样(除了突变位

点外)ꎬ通过寡聚核苷酸链代换ꎬ引入靶位点碱基

序列变化ꎮ
１.２.４ 基因枪介导的 ＲＮＡ / ＤＮＡ 导入烟草的愈伤组

织　 参照谭颖等(２０１３)的方法略有改动ꎬ对烟草

品种‘Ｋ３２６’的愈伤组织进行诱导ꎮ 烟草叶片经

７５％的酒精灭菌 ３０ ｓꎬ０. １％ＨｇＣｌ２ 消毒 ８ ｍｉｎꎬ无
菌水清洗 ３ ~ ５ 次后切块(０.５ ｃｍ×０.５ ｃｍ)接种于

愈伤诱导培养皿上ꎬ经过 ２ 周诱导培养后ꎬ转接

于新鲜继代培养基上继续培养至出现分化芽点ꎬ
分化芽接种生根培养基上生根培养ꎮ 愈伤诱导

培养 基: ＭＳ ＋ １. ５ ｍｇ Ｌ ￣１ ６￣ＢＡ ＋ ０. １ ｍｇ Ｌ ￣１

３５５１９ 期 谢宇峰等: 寡聚核苷酸介导的基因突变技术创制抗除草剂烟草新种质



ＮＡＡꎻ继代培养基:ＭＳ ＋ １. ０ ｍｇＬ ￣１ ６￣ＢＡ ＋ ０. ２
ｍｇＬ ￣１ ＮＡＡꎮ 将烟草愈伤组织继代培养基分

组ꎬ分别加入不同浓度的氯磺隆ꎬ对愈伤组织进

行氯磺隆敏感性实验ꎮ 氯磺隆浓度梯度分别设

置 为 ９０、 １００、 １１０、 １２０、 １３０、 １４０、 １５０、 １６０
ｎｍｏｌＬ ￣１ꎮ 每个皿接种相同数量、生长状态近似

的愈伤组织进行继代培养ꎬ培养条件为光照强度

为 ２ ０００ ｌｘꎬ每日光照 １６ ｈꎬ培养温度为 ( ２６ ±
１)℃ ꎮ 培养 １ 周后观察愈伤组织生长情况ꎮ 抗

性芽生根培养基:１ / ２ＭＳ ＋ ０.１ ｍｇＬ ￣１ ＮＡＡꎮ 愈

伤诱导培养基和继代培养基中补加 ３０ ｇＬ ￣１蔗

糖和 ８ ｇＬ ￣１琼脂ꎬ生根培养基中补加 ３０ ｇＬ ￣１

蔗糖和 ６ ｇＬ ￣１琼脂ꎬ各培养基 ｐＨ 均为 ５.８ꎮ
基因枪微弹的制备参照 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＰＤＳ￣１０００Ｈｅ

使用说明书ꎬ根据程义琳等(２０１３)的方法ꎬ略有改

动ꎮ 设计基因枪轰击实验流程:称取 ８ ｍｇ 金粉置

于 １.５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎻ加入 １ ｍＬ 无水乙醇ꎬ漩涡震荡

３~ ５ ｍｉｎꎬ１０ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 １ ｍｉｎꎬ弃上清液(重
复 ３ 次)ꎻ加入 １ ｍＬ 无菌水ꎬ震荡 １ ｍｉｎꎻ加入 １３３
μＬ 无菌水ꎬ储存在－２０ ℃待用ꎻ加入 １３.３ μＬ 嵌合

体震荡 ２ ~ ３ ｓꎻ加入 １３３ μＬ ２.５ ｍｏｌＬ￣１ ＣａＣｌ２震荡

２ ~ ３ ｓꎻ加入 ５３.３ μＬ ０.１ ｍｏｌＬ￣１ ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅꎬ震荡

２ ~ ３ ｓꎻ在冰上静置 １０ ｍｉｎꎬ１０ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心

１０ ~ ２０ ｓꎬ弃上清液ꎻ加入 ５００ μＬ 无水乙醇ꎬ冲洗 ２
次ꎬ离心 １０ ｓꎬ弃上清液ꎻ加入 １６０ μＬ 无水乙醇ꎬ均
匀后ꎬ４ ℃备用(每次使用 １０ μＬ)ꎮ

基因枪介导的 ＲＮＡ / ＤＮＡ 导入烟草愈伤组织ꎬ
参照 Ｋｏｃｈｅｖｅｎｋｏ 和 Ｗｉｌｌｍｉｔｚｅｒ ( ２００３)、程义琳等

(２０１３)的方法ꎬ略有改动ꎮ 具体操作:打开超净

台ꎬ用 ７０％乙醇擦拭超净台内部与基因枪的表面

及基因枪内部ꎻ打开紫外灯ꎬ灭菌 ３０ ｍｉｎꎬ灭菌后

吹风 ２０ ｍｉｎꎻ易裂片、微弹载体及阻拦网置于 ７０％
乙醇 １０ ｍｉｎꎬ放在无菌滤纸上自然晾干ꎻ打开氦气

瓶ꎬ将压力调制 １ １００ ｐｓｉꎻ将易裂片、微弹载体及

阻拦网安装并固定在基因枪真空室ꎬ将带有烟草

愈伤组织的培养皿放在托盘上ꎬ调节轰击距离为 ９
ｃｍꎬ关闭基因枪门ꎬ打开电源及真空泵ꎻ按下真空

键“ＶＡＣ”ꎬ当真空表读数为 ２５ ｉｎＨｇ 时ꎬ按维持键

“Ｈｏｌｄ”ꎻ按下“ Ｆｉｒｅ”键ꎬ轰击结束ꎬ按下“通气键”
至真空表读数为零ꎮ 打开基因枪门ꎬ取出培养皿ꎬ
盖好盖子用封口膜封好ꎬ转入组培室ꎬ暗恢复 ２ ｄ
后ꎬ氯磺隆筛选培养ꎬ温度为(２６ ± １)℃ꎬ光照强

度为 ２ ０００ ｌｘꎬ光照时间为 １６ ｈꎮ 共做 １２ 批次ꎬ每

批次接种 ２５ 皿ꎬ每皿接种 ３０ ~ ４０ 个愈伤组织( ｄ ＝
０.５ ｃｍ)ꎬ共计 ９ ５００ ~ １０ ０００ 个愈伤组织块ꎮ
１.２.５ 抗性分化植株 ＡＬＳ 酶活的检测 　 参照陈以

峰等(１９９８)的提取方法ꎬ取移栽后 ３ 周的野生型

烟草品种‘Ｋ３２６’叶片 １ ｇꎬ加入提取介质(磷酸缓

冲液 Ａ)１ ｍＬꎬ匀浆ꎬ２ ５００ ｒｍｉｎ￣１离心 ２０ ｍｉｎꎬ取
上清液即为粗酶液ꎻ取 ０.５ ｍＬ 反应介质(磷酸缓

冲液 Ｂ)ꎬ加入不同浓度的氯磺隆ꎬ这里设氯磺隆

浓度梯度为 ０ ~ ５００ ｎｍｏｌＬ￣１ꎻ加入 ３０ μＬ 粗酶液ꎬ
总体积 ０.９ ｍＬꎬ蒸馏水补齐ꎬ３７ ℃ 温育 １ ｈꎬ加入

５０ μＬ ３ ｍｏｌＬ￣１的 Ｈ２ＳＯ４中止反应ꎻ依次加入 ０.５
ｍＬ ０. ８３％甲萘酚和 ０. ５ ｍＬ 肌酸ꎬ６０ ℃ 温育 １５
ｍｉｎꎬ将溶液于 ２ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清

液于分光光度计 ５３０ ｎｍ 比色ꎮ ＡＬＳ 活性直接用

Ａ５３０ ｎｍ 值来表示ꎮ 以野生型烟草品种‘Ｋ３２６’为
对照ꎬ测定抗性植株的 ＡＬＳ 酶活ꎮ
１.２.６ 抗性分化植株突变位点验证　 根据烟草品种

‘Ｋ３２６’的 ＡＬＳ 基因突变位点ꎬ选择跨该区段的引物

进行扩增ꎬ扩增后进行测序ꎬ分析拟突变位点的变

化情况ꎬＰＣＲ 产物扩增、连接及测序参照 １.２.２ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 烟草品种‘Ｋ３２６’的 ＡＬＳ 基因克隆

以烟草品种‘Ｋ３２６’基因为模板ꎬ利用引物对

ＳｕＲＡ Ｆ / ＳｕＲＡ Ｒ 和 ＳｕＲＢ Ｆ / ＳｕＲＢ Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ均扩增得到一条长度约为 ２ ０００ ｂｐ 的条带ꎬ且扩

增条带清晰明亮ꎮ 将该 ＰＣＲ 产物分别胶回收后以

ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ 进行连接ꎬ连接后的质粒载体

导入大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态菌株筛选阳性菌落ꎬ阳
性菌落送至北京诺赛公司进行测序ꎮ 测序拼接结

果表明ꎬ以 ＳｕＲＡ Ｆ / ＳｕＲＡ Ｒ 引物扩增到序列长度为

２ ００４ ｂｐ 的基因ꎬ命名为‘ Ｋ３２６’ ＡＬＳ ＳｕＲＡꎬ而以

ＳｕＲＢ Ｆ / ＳｕＲＢ Ｒ 扩增到序列长度为２ ０１０ ｂｐ 的基

因ꎬ命名为‘ Ｋ３２６’ ＡＬＳ ＳｕＲＢ(图 ２)ꎮ
２.２ ＲＮＡ / ＤＮＡ 寡聚核苷酸嵌合体设计

参照 Ｋｏｃｈｅｖｅｎｋｏ 和 Ｗｉｌｌｍｉｔｚｅｒ(２００３)的方法ꎬ
结合‘Ｋ３２６’ＡＬＳ ＳｕＲＡ 和‘Ｋ３２６’ＡＬＳ ＳｕＲＢ 基因保

守序列的比对ꎬ设计以‘Ｋ３２６’ ＡＬＳ 基因编码区第

５８８ 位核苷酸由胞嘧啶(ｃｙｔｏｓｉｎｅꎬＣ)突变为腺嘌呤

(ａｄｅｎｉｎｅꎬＡ)的颠换ꎬ第 １７１９ 位核苷酸由鸟嘌呤

(ｇｕａｎｉｎｅꎬＧ)突变为胸腺嘧啶( ｔｈｙｍｉｎｅꎬＴ)的颠换ꎮ
针对 ＡＬＳ 编码区核苷酸第 ５８８ 位点、 １７１９ 位点设
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图 １　 基因枪轰击实验模拟流程图
Ｆｉｇ. １　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｇｅｎｅ ｇｕｎ

ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

计突变碱基的嵌合体分别命名为 Ｃｈｌ￣５８８ 和 Ｃｈｌ￣
１７１９(图 ３)ꎮ
２.３ 烟草品种‘Ｋ３２６’愈伤组织诱导及敏感性分析

通过优化的愈伤诱导培养基获得了嫩绿色至

淡黄色、结构致密的愈伤组织ꎬ可用于后续氯磺隆

敏感试验和抗性芽诱导实验ꎮ 烟草品种‘Ｋ３２６’愈
伤组织形成后ꎬ接种于含有不同浓度氯磺隆的筛

选培养基中生长 １ 周ꎬ愈伤组织的颜色从低浓度

到高浓度分组颜色由绿色变黄直至黑色(图 ４)ꎮ

Ａ. ‘Ｋ３２６’的 ＡＬＳ 基因 ＰＣＲ 扩增(Ｍ 代表 ＤＮＡ ２ ０００ ｂｐ 标记ꎻ Ａ１－Ａ３ 均代表 ＳｕＲＡ Ｆ / ＳｕＲＡ Ｒ 扩增产物ꎻ Ｂ１－Ｂ３ 均代表 ＳｕＲＢ
Ｆ / ＳｕＲＢ Ｒ 扩增产物)ꎮ Ｂ－Ｃ. ‘Ｋ３２６’ＡＬＳ ＳｕＲＡ 和‘Ｋ３２６’ＡＬＳ ＳｕＲＢ 测序结果ꎮ
Ａ. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ‘Ｋ３２６’ ＡＬＳ ｇｅｎｅ ( Ｍ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ２ ０００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒꎻ Ａ１－Ａ３ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ＳｕＲＡ Ｆ / ＳｕＲＡ Ｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｂ１－Ｂ３
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ＳｕＲＢ Ｆ / ＳｕＲＢ Ｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ). Ｂ－Ｃ. Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ‘Ｋ３２６’ ＡＬＳ ＳｕＲＡ ａｎｄ ‘Ｋ３２６’ ＡＬＳ ＳｕＲＢ.

图 ２　 烟草品种‘Ｋ３２６’的 ＡＬＳ 基因扩增及 ＰＣＲ 产物测序
Ｆｉｇ. ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ ‘Ｋ３２６’ＡＬＳ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

在氯磺隆浓度为 ９０、１００ ｎｍｏｌＬ￣１时ꎬ愈伤组织为

绿色ꎬ生长状态良好ꎻ在氯磺隆浓度为 １１０、１２０、
１３０、１４０ ｎｍｏｌＬ￣１时ꎬ愈伤组织颜色为黄色且颜色

依次变暗ꎻ当氯磺隆浓度达 １５０ ｎｍｏｌＬ￣１时ꎬ愈伤

组织颜色呈棕色ꎬ且不继续生长ꎻ在氯磺隆浓度达

１６０ ｎｍｏｌＬ￣１时ꎬ愈伤组织呈黄黑色ꎬ逐渐发生褐

化现象最后死亡ꎮ 因此ꎬ本研究选择氯磺隆浓度

１５０ ｎｍｏｌＬ￣１作为筛选的临界浓度ꎮ
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大写字母为 ＤＮＡ 残基ꎻ 小写字母为 ２′￣Ｏ￣ＲＮＡ 残基ꎻ 框内
字母代表突变位点ꎮ
Ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ＤＮＡ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎻ Ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ２′￣Ｏ￣ＲＮＡ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎻ Ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ
ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ.

图 ３　 嵌合体 ＲＮＡ / ＤＮＡ 寡聚核苷酸
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｈｉｍｅｒｉｃ ＲＮＡ / ＤＮＡ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

２.４ 基因枪轰击处理及抗性烟苗获得

参照程义琳等(２０１３)的方法ꎬ结合耿立召等

(２００５)和宫本贺等( ２０１０) 的方法ꎬ用包裹金颗

粒的 ＲＮＡ / ＤＮＡ 寡聚核苷酸嵌合体 Ｃｈｌ￣５８８ 和

Ｃｈｌ￣１７１９ 以 ９ ｃｍ 的轰击距离、２５ ｉｎＨｇ 的轰击压

强对烟草品种‘ Ｋ３２６’愈伤组织进行基因枪轰击

处理ꎮ 轰击后的愈伤组织经过恢复培养ꎬ氯磺隆

筛选分化培养及抗性芽生根培养获得具有氯磺

隆抗性的烟草植株 ２２ 株(图 ５) ꎮ
２.５ 抗性烟苗的 ＡＬＳ 酶活性测定

通过对野生型烟草品种‘Ｋ３２６’的 ＡＬＳ 酶活

性进行不同浓度氯磺隆敏感性检测发现ꎬ在氯磺

隆浓度为 ３００ ~ ５００ μｍｏｌＬ￣１时ꎬ ＡＬＳ 酶活性保持

Ａ. 烟草愈伤诱导及分化ꎻ Ｂ. 愈伤组织对不同浓度氯磺隆敏感性响应 (Ａ－Ｈ 分别为 ９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０ ｎｍｏｌ
Ｌ￣１氯磺隆)ꎮ
Ａ. Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏꎻ Ｂ. Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｓｕｌｆｏｎｏｎ ( Ａ－Ｈ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｓｕｌｆｏｎｏｎ ９０ꎬ １００ꎬ １１０ꎬ １２０ꎬ １３０ꎬ １４０ꎬ １５０ꎬ １６０ ｎｍｏｌＬ￣１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ).

图 ４　 烟草品种‘Ｋ３２６’愈伤组织诱导及氯磺隆敏感性分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ‘Ｋ３２６’ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｓｕｌｆｕｒｏｎ

最低ꎬ在小于 ３００ μｍｏｌＬ￣１时ꎬ随着氯磺隆浓度逐

渐降 低ꎬ ＡＬＳ 酶 活 性 逐 渐 增 强ꎬ 于 是 选 取 ３１０
μｍｏｌＬ￣１的氯磺隆作为检测 ＡＬＳ 酶活性的标准ꎮ
抗性植株与野生型植株的 ＡＬＳ 酶活性检测结果显

示ꎬ在抗性植株中有 ８ 株(Ｃｈｌ￣３、Ｃｈｌ￣５、Ｃｈｌ￣８、Ｃｈｌ￣１１、
Ｃｈｌ￣１２、Ｃｈｌ￣１８、Ｃｈｌ￣２０、Ｃｈｌ￣２２)的 ＡＬＳ 酶活性明显高

于野生型的(图 ６)ꎮ 因此ꎬ推测这 ８ 株定点诱变成功

的可能性较大ꎮ

２.６ 抗性烟苗 ＡＬＳ 基因突变区序列扩增及测序

利用特异引物ꎬ对‘Ｋ３２６’ ＡＬＳ 中 ５８８ 位点的

保守区及 １７１９ 位点的保守区进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ产物

直接进行测序ꎬ扩增产物无杂带(图 ７)ꎬ在上述 ２２
个抗性植株中检测到 ２ 株发生了特定位点的突

变ꎬ命名为突变株系 ｆ１１ 和 ｂ１８ꎬ前者在 ５８８ 位点

发生了 Ｃ→Ａ 的突变ꎬ后者在 １７１９ 位点发生了Ｇ→
Ｔ 的突变(图 ８)ꎮ
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Ａ. 基因枪轰击后的愈伤组织ꎻ Ｂ. 在筛选培养基上培养的愈伤组织ꎻ Ｃ. 筛选出抗性芽ꎻ Ｄ. 抗性芽生根培养ꎻ Ｅ. 获得的抗性苗ꎮ
Ａ. Ｃａｌｌｕｓ ａｆｔｅｒ ｇｅｎｅ ｇｕｎ ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔꎻ Ｂ. Ｃａｌｌｕｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｅｄｉｕｍꎻ Ｃ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂｕｄｓꎻ Ｄ. Ｒｏｏｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｂｕｄｓꎻ Ｅ. Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ.

图 ５　 烟草品种‘Ｋ３２６’基因枪遗传转化体系
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｇｕｎ ｇｅｍｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｔｏｂａｃｃｏ ‘Ｋ３２６’

图 ６　 氯磺隆对抗性植株和野生型植株的 ＡＬＳ 酶活影响
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｓｕｌｆｕｒｏｎ ｏｎ ＡＬＳ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｐｌａｎｔｓ
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Ｍ. ＤＮＡ ２ ０００ ｂｐ 标记ꎻ ｆ１－ｆ９. 扩增含 ５８８ 位点区域ꎻ ｂ１－ｂ９. 扩增

含 １７１９ 位点区域ꎮ
Ｍ. ＤＮＡ ２ ０００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒꎻ ｆ１－ｆ９. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｅｇｍｅｎｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
５８８ ｓｉｔｅꎻ ｂ１－ｂ９. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｅｇｍｅｎｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １７１９ ｓｉｔｅ.

图 ７　 含突变位点区段 ＰＣＲ 扩增
Ｆｉｇ. ７　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｅｇｍｅｎｔ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ

３　 讨论与结论

利用生物学手段实现植物体中关键代谢基因

的定点突变ꎬ能提高植物对除草剂的敏感性ꎬ从而

提高突变植株对除草剂的抗性ꎬ但效率较高的基

因定点编辑生物学手段 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 及 ＴＡＬＥＮ 技

术ꎬ在操作的过程中引入了外源基因 ( Ｉｓｈｉｎｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９８７ꎻ Ｍｉｃｈｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 因此ꎬ在转基因

作物严格管制的今天难以广泛推广种植ꎮ ＯＭＭ
技术理论上不涉及转基因ꎬ该技术所得新种质ꎬ在
种植领域上有其得天独厚的优势ꎮ

Ｃｈｌ. 抗性植株的测序结果ꎻ ＷＴ. 野生型的测序结果ꎮ
Ｃｈｌ. Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓꎻ ＷＴ. Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｐｌａｎｔｓ.

图 ８　 含突变位点区段测序
Ｆｉｇ. ８　 Ｓｅｇｍｅｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗｉｔｈ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

　 　 烟草品种‘Ｋ３２６’ ＡＬＳ 基因测序结果发现ꎬ该
品种 ＡＬＳ 基因序列全部为编码区ꎬ无内含子序列ꎬ
从起始密码子至终止子序列完整ꎬ而 ＮＣＢＩ 报道的

普通烟草品种与‘Ｋ３２６’品种的 ＡＬＳ 基因存在一定

差别 ( Ｋｅｅｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９３ )ꎮ ＮＣＢＩ 中 烟 草 ＡＬＳ
ＳｕＲＡ 基因序列长度为 ２ ００４ ｂｐꎬ与 ‘ Ｋ３２６’ ＡＬＳ
ＳｕＲＡ 基因序列长度一致ꎻＡＬＳ ＳｕＲＢ 基因序列长度

为 １ ９９５ ｂｐꎬ而‘Ｋ３２６’ＡＬＳ ＳｕＲＢ 长度为 ２ ０１０ ｂｐꎬ
推测是由品种之间的差异性所致ꎮ ‘ Ｋ３２６’ ＡＬＳ
ＳｕＲＡ 基因与 ＮＣＢＩ 报道的烟草品种 ＡＬＳ ＳｕＲＡ 基因

尽管序列长度一致ꎬ但存在一个碱基的区别ꎬ即烟

草品种‘Ｋ３２６’ＡＬＳ 基因编码区序列的第 ８３１ 位发

生了 Ａ 到 Ｇ 的简并突变ꎬ氨基酸密码子由 ＵＵＡ 变

成 ＵＵＧꎬ然而都编码氨基酸 Ｌｅｕꎬ为简并突变ꎬ经过

多次 ＰＣＲ 和重复测序证实结果正确无误ꎬ证实这

一突变为烟草品种‘Ｋ３２６’本身的差异性ꎮ 根据

‘Ｋ３２６’ＡＬＳ ＳｕＲＡ 和‘Ｋ３２６’ ＡＬＳ ＳｕＲＢ 的保守区ꎬ
结合 Ｂｅｅｔｈａｎ 等 ( １９９９)、Ｋｏｃｈｅｖｅｎｋｏ 和 Ｗｉｌｌｍｉｔｚｅｒ
(２００３)的报道ꎬ设计了用于‘Ｋ３２６’ ＡＬＳ 定点突变

的 ＲＮＡ / ＤＮＡꎮ
由于 Ｋｏｃｈｅｖｅｎｋｏ 和 Ｗｉｌｌｍｉｔｚｅｒ( ２００３) 研究的

烟草品种 ＡＬＳ 基因并非‘Ｋ３２６’ꎬ因此在报道位点

上存在位置偏离ꎮ 为了解决这个问题实验中找到

与其完全配对的目标序列ꎬ设计突变位点ꎬ命名为

Ｃｈｌ￣５８８ 和 Ｃｈｌ￣１７１９ꎮ 在寡聚核苷酸嵌合体设计过

程中ꎬ为避免嵌合体的不稳定ꎬ对片段进行甲基化

８５５１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



保 护ꎮ Ｙｏｏｎ 等 ( １９９６ )、 Ａｌｅｘｅｅｖ 等 ( ２０００ ) 和

Ｂａｒｔｌｅｔｔ 等(２０００)的研究发现ꎬＲＮＡ / ＤＮＡ 寡聚核

苷酸链自身互补形成双链发夹结构ꎬ在这种双链

结构中ꎬ２ 条互补双链的区别非常明显ꎬ其中一条

嵌合体链是由 ５ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段及分别位于该

ＤＮＡ 片段两边的 １０ ｂｐ 的 ＲＮＡ 区域组成ꎬ而另一

条链全是由 ＤＮＡ 构成ꎬ利用载体的特殊结构(两

组胸腺嘧啶脱氧核苷酸连接互补的两条链ꎬ在 ３′
末端的“ＧＣ”帽子结构及 ２′￣Ｏ￣甲基 ＲＮＡ 残基)ꎬ使
其在细胞中具有较好的稳定性ꎮ 因此ꎬ实验设计

时采用同样的方法保证在转化过程中的稳定性ꎮ
本研究利用基因枪轰击法将定点诱变的

ＲＮＡ / ＤＮＡ 寡聚核苷酸嵌合体 Ｃｈｌ￣５８８ 和 Ｃｈｌ￣１７１９
轰击烟草品种‘ Ｋ３２６’ 愈伤组织ꎬ定点突变烟草

ＡＬＳ 基因ꎬ以期得到具有氯磺隆抗性的烟草品种

‘Ｋ３２６’植株ꎮ 耿立召等(２００５)提出轰击距离是

基因枪转化成功的关键因素ꎬ认为基因枪轰击烟

草的轰击距离为 ９ ｃｍꎮ 本研究中ꎬ探索了基因枪

轰击烟草品种‘Ｋ３２６’愈伤组织的轰击距离和轰击

压强ꎬ结果得出的轰击烟草品种‘Ｋ３２６’愈伤组织

的最佳距离与苏宁等(２００２)的研究结果一致ꎬ这
说明在烟草基因枪轰击实验中ꎬ轰击条件在不同

品种之间差别不大ꎮ 在氯磺隆筛选过程中ꎬ假阳

性明显ꎬ分化培养基中筛选出的芽在生根培养时

大量死亡ꎬ本研究认为可能与愈伤组织在含有氯

磺隆的培养基中多次继代培养造成的ꎬ多次继代

培养后使愈伤组织表现了对氯磺隆抗性的假阳

性ꎬ这一结论与李学宝和毛慧珠(１９９９)认为的多

次继代培养对抗生素产生抗性基本一致ꎮ 抗性植

株 ＡＬＳ 酶活性检测结果表明ꎬ部分抗性植株的

ＡＬＳ 酶活性高于野生型ꎬ可以初步说明抗性植株

目标位点发生了碱基突变与氨基酸发生了突变ꎬ
具体要看测序的结果ꎮ

通过对抗性植株 ＡＬＳ 基因测序ꎬ目标位点测

序结果表明ꎬ在目标位点仅有 ２ 株抗性植株发生

了定点突变ꎬ即发生 ５８８ 位点 Ｃ 到 Ａ 的突变和

１７１９ 位点由 Ｇ 到 Ｔ 的突变ꎮ 但是ꎬ由于多数抗性

植株并未出现定点突变ꎬ因此推测实验结果存在

如下可能:(１)烟草染色体为异源四倍体ꎬＡＬＳ 基

因 存 在 ２ 个 拷 贝 ( Ｋｏｃｈｅｖｅｎｋｏ ＆ Ｗｉｌｌｍｉｔｚｅｒꎬ
２００３)ꎬ且 ２ 个拷贝之间存在一定程度的差异ꎬ在
基因扩增及 ＲＮＡ / ＤＮＡ 嵌合体定点诱变上带来一

定难度ꎬ或是因四倍体在克隆测序时送出的克隆

不是突变的那一个拷贝ꎻ(２)ＲＮＡ / ＤＮＡ 嵌合体诱

变了其他位点使烟草产生除草剂抗性ꎬ烟草 ＡＨＡＳ
序列的 Ｗ４６４ 位点突变后可以产生抗性ꎬ引起植株

具有氯磺隆抗性的原因需要进一步去验证ꎻ(３)所
得诱变植株假阳性概率较高ꎬ成功突变的植株较

少ꎬＢｅｅｔｈａｎ 等 ( １９９９ )、 Ｋｏｃｈｅｖｅｎｋｏ 和 Ｗｉｌｌｍｉｔｚｅｒ
(２００３)的研究也都报道了相似的结果ꎮ 目前ꎬ
ＯＭＭ 法的定点诱变在烟草愈伤的诱变条件还处

于初步探索阶段ꎮ 当 ＯＭＭ 技术与工程核酸酶

ＴＡＬＥＮｓ 或 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 一起使用时ꎬ观察到的精

确无痕基因组编辑的频率显著增加( Ｓａｕｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)ꎮ 但是ꎬ在编辑的过程中引入外源基因ꎬ会
使 ＯＭＭ 独特的不涉及转基因过程的技术优势荡

然无存ꎬ所得作物无法大田推广ꎮ 后期ꎬ对 ＯＭＭ
技术的优化ꎬ以及 Ｔ１、Ｔ２ 代的检测筛选试验还在

不断地探索完善过程中ꎮ
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