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应用 RNAi技术培育抗 TMV病毒转基因烟草 
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摘要: 利用烟草花叶病毒(TMV)外壳蛋白基因构建 RNAi 干涉载体, 通过叶盘法转化至烟草 K326 和龙江 911

两个栽培品种。对转基因株系的荧光定量 PCR 分析表明, 不同转基因株系的病毒 RNA 靶序列都得到一定程度

的降解, 抗病性鉴定结果证实, 转基因 K326 和龙江 911 两个栽培品种的转基因材料分别有 83％和 90％转基因

株系对 TMV 呈现免疫级抗性。 
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Expression of TMV coat protein gene RNAi in transgenic tobacco 
plants confer immunity to tobacco mosaic virus infection 
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Abstract: RNAi technique has been proved as a powerful tool for plant breeding. In this paper, the coat protein of tobacco 
mosaic virus (TMV) was used for constructing the RNAi interference vector. The tobacco varieties K326 and Longjiang 911 
were transformed via Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation, and transgenic plants were generated. The ex-
pression analysis with real-time PCR indicated that TMV RNA had been degraded varied in different transgenic lines. Field 
assay revealed that 83% and 90 % transgenic plants showed immunity resistance to TMV in K326 and Longjiang 911 re-
spectively. 
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烟草普通花叶病是我国烟区的主要病害。每年

发病面积约 277.55万亩, 减少产量 4432.29万担, 造
成经济损失 2.3457亿元人民币。生产上尚无有效的
防治药剂, 且主栽品种抗病性差、抗源狭窄, 存在大
面积爆发流行的潜在危险。将病毒外壳蛋白和复制

酶基因导入烟草可在一定程度上增强对 TMV 病毒
的抗性, 但其抗性主要在病毒侵染初期, 可以推迟
发病, 但难以持久、有效地控制烟草普通花叶病的

危害[1]。近年来, 利用 RNAi技术创制抗病毒转基因
植株取得了很好的效果[2,3], Waterhouse 等[4]对马铃

薯 Y 病毒(PVY)蛋白酶基因片段构建 IRS 载体进行
烟草转化, 获得抗性植株。Wang 等[5]以大麦黄矮病

毒 (BYDV-PAV)的多聚酶基因反向重复序列载体
(hpBYDVpol)转化大麦, 获得对 BYDV 免疫级抗性
的转基因植株。朱俊华等[6]将马铃薯 Y 病毒外壳蛋
白基因部分序列反向重复转化入烟草, 获得对 PVY
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免疫烟草植株 , 但仍未有利用 RNAi 技术创制抗
TMV 烟草转基因植物的报道。为了创建高抗 TMV
烟草材料, 我们通过 RNAi 方法将病毒外壳蛋白基
因反向重复序列导入烟草, 使其转录产生 RNA的双
链发卡环结构[7], 产生对侵入病毒的抗性机制[8]。并

将其转至在生产上广泛种植的两个烟草栽培品种

K326 和龙江 911。对转基因植株的抗病性鉴定筛选
了出抗病性和农艺性状均较好的转基因株系, 为抗
TMV烟草转基因品种的培育奠定了基础。 

1  材料和方法 
1.1  烟草材料 

烤烟品种(K326 和龙江 911)由黑龙江省烟草研
究所育种室提供。 
1.2  质粒、菌株和试剂 

大肠杆菌 DH5α, 农杆菌 LBA4404 本实验室保
存。pUCCRNAi 干涉载体和植物双元表达载体由中
国科学院遗传发育所储成才教授提供。RNA提取试
剂盒 RNeasy Plant Mini Kit为 QIAGEN公司产品。
RNA反转录试剂盒(RNA PCR Kit), 限制性内切酶、
DNA聚合酶、连接酶、脱磷酶以及引物等均为大连
TaKaRa 公司产品。DNA 回收试剂盒为上海申能博
彩公司产品。 
1.3  TMV RNA提取及表达载体的构建 

黑龙江省烟草科研所试验场 TMV 病圃采集幼
嫩病叶, 提取 TMV病毒 RNA, 反转录合成 cDNA。
根据已报道的 TMV 序列设计引物 TMV1:5′-AACT- 
CGAGGTCTTACAGTATCACTACTC-3′; TMV2:5′
-ACGTGCCTGCGGATGTATAT-3′进行 PCR 扩增, 
扩增条件为: 94℃变性 1 min, 65℃复性 40 s, 72℃延
伸 1 min, 35个循环, 72℃后延伸 10 min, PCR片段
插入 TaKaRa pMD18-T vector测序。将含 TMV-cp序
列的 T载体用 BamHⅠ和 XhoⅠ酶切, 反向重复插入
干涉载体 pUCCRNAi 中, 用 PstⅠ酶切此反向重复
序列插入表达载体 pXQ35。 
1.5  烟草转化 

参照 Horsh的叶盘法[9], 侵染烟草品种 K326和
龙江 911。 
1.6  抗性苗的 PCR鉴定 

待抗性苗根系发育完全 ,  成苗后移栽至温室 , 
同时取叶片利用改良 CTAB方法提取 DNA。在两个 
 

反向重复 TMV-cp 干涉序列之间的连接区域的同一
位置设计检测引物 RNAIR(5′-GAGTAGTACGGTC- 
CGTACC-3′)和 RNAIF(5′-GGTACGGACCGTACTA- 
CTC-3′), 方向相反, 分别利用两个引物与 TMV1引
物对转基因植物 DNA进行 PCR扩增。 

1.7  转化苗 TMV病毒的干涉鉴定 

RNeasy Plant Mini提取试剂盒提取总 RNA, 利
用 TaKaRa RNA PCR Kit试剂盒, 以 TV1引物反
转录合成mRNA cDNA第一链。利用Opticon TM 2 荧
光定量 PCR进行 TMV-cp mRNA含量分析。样品包
括 4 个阳性标准物(TMV-cp 基因的 TV1/TV2PCR 扩
增产物稀释液, 每μL 中含目标片段的拷贝数分别在
104个, 103个, 102和 101)分别为 T1, T2, T3, T4。1个
阴性非转基因未感染 TMV样品(S1), 1个感染 TMV
病毒样品(S2), 1 个转 TMV-cp 基因样品(S3), 3 个
RNAi转化材料(S4, S5, S6)。荧光定量 PCR扩增中
以 SYBR® Green I为荧光染料, PCR体系(25 μL): 引
物(10 pmol/μL)各 0.5 μL, dNTPS(10 mmol/L)1 μL, 
10× PCR buffer 2.5 μL, Taq DNA聚合酶(5 U/μL)  
0.5 μL, 模板 DNA 1 μL, SYBR® Green I(10 × )    
0.15 μL。PCR反应条件为: 94℃预变性 5 min, 94℃
变性 1 min, 64℃复性 1 min, 72℃延伸 1.5 min, 循环
32次后, 72℃延伸 10 min。 
1.8  转化材料抗 TMV病毒鉴定 

田间采集各种典型感染 TMV 病毒的新鲜烟草
叶片, 加石英砂研磨, 磨擦接种到各转化材料及相
应的对照品种的幼嫩叶片上, 接种 3 周后按“TMV
病害调查分级标准”调查 TMV的发病情况。 

2  结果与分析 

2.1  TMV-cp基因的 PCR扩增与序列分析 

为了获得较广谱的病毒抗性, 我们扩增的 TMV
外壳蛋白 RNA TMV-H长度为 634 bp, 通过与不同
来源的 TMV 外壳蛋白基因同源性比对发现, 其与
Variant1(美国)、Fujian(中国)、Korea(韩国)TMV 具
有 99%的相似性。与 TMV 的 Egypt(埃及)相似性为
97%, 与MX(墨西哥)相似性为 90%; 与 TMV的番茄
株系、坏死株系、黄化株系相似性分别为 74%、97%、
98%。与侵染齿舌兰、辣椒、番茄、Tropical soda apple
等物种的一些病毒 RNA 外壳蛋白也有较高的相似
性, 见表 1。 
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表 1  TMV-H 的 NCBI 比对结果 
Table 1  Homology analysis of TMV-H 

株系或分离物 
Strain 

来源 
Source 

NCBI编号 
NCBI number

类型 
Type of virus 

相似性 
Similarity(%)

1. 变种 1 Variant1 美国 USA/烟草 Tobacco V01408 TMV-cp(普通株系) 99 

2. 福建 Fujian 中国 CHN/烟草 Tobacco AF395127 TMV-cp(普通株系) 99 

3. 普通株系 TMV-common 韩国 KOR/烟草 Tobacco X68110 TMV-cp(普通株系) 99 

4. 黄化株系 Yellow mosaic 中国 CHN/马铃薯 Potato AF318218 TMV-cp(黄化株系) 98 

5. 埃及 Egypt 埃及 EGY/烟草 Tobacco AY686725 TMV-cp(普通株系) 97 

6. 坏死株系 TMV-lethal necro-
sis 

泰国 THA/烟草 Tobacco AY633749 TMV-cp(坏死株系) 97 

7. 番茄花叶病 
Tomato mosaic virus 

巴西 BRA/番茄 Tomato AF411922 TMV-cp 97 

8. 墨西哥株系 MEX 墨西哥 MEX/烟草 Tomato DQ401152 TMV-cp 90 

9. 番茄株系 TMV-TOM 韩国 KOR/番茄 Tobacco AF103779 TMV-cp(番茄株系) 90 

10. 辣椒轻微班驳病毒 P1株系 
Pepper mild mottle virus P1 

韩国 KOR/辣椒 Capsicum AF103777 辣椒轻微班驳病毒外壳蛋白 
Pepper mild mottle virus coat protein 

73 

11. 热带苏打苹果 
Tropical soda apple 

美国USA/热带苏打苹果TSA AY956381 TSA mosaic virus coat protein 66 

12. 齿舌兰 TMV-O 美国 USA/齿舌兰 
Odontoglossum 

AF141927 齿舌兰环斑病毒外壳蛋白 
Odont- oglossum ring spot virus coat protein 

60 

13. DSMZ PV-120 德国 GER/烟草 Tobacco TMI429097 烟草轻绿花叶病毒 TMGMV 60 

14. 烟草环斑病毒 TRSV 中国 CHN/烟草 Tobacco AY787756 烟草环斑病毒外壳蛋白基因 TRSV 26 

 

2.2  植物表达载体的构建 

将带有反向重复序列 TMV-cp 的 pUCCRNAi 载
体和植物表达载体 pXQ35S 分别用 PstⅠ进行酶切, 
连接, 获得重组质粒(图 1)。 

2.3  转化烟草与抗性苗的 PCR鉴定 

将所获得的 29株 K326和 12株龙江 911抗性苗
转至温室种植。分别应用 TMV-cp 干涉发卡环的中
间位置设计的不同方向引物 RNAIR 及 RNAIF 之一
与 TV1 引物对抗性苗进行 PCR 鉴定, 两对引物的
PCR产物分别为长度 849 bp、667 bp片段, 抗性苗
中 K326和龙江 911分别有 24和 10株阳性转基因植
株, 证明转基因株系 TMV-cp 干涉全序列已成功插
入植物基因组 DNA中。 

2.4  转化苗 TMV病毒的干涉效果 

从选择出的转基因植物实时 PCR扩增曲线图、 
 

标准曲线及拷贝数分析(图 2, 表 2)可见, 标准物的
Ct 值与拷贝数呈直线相关, 其标准曲线的方程为: 

 

表 2  各样品的 Ct 值及拷贝数 
Table 2  Analysis of Ct value and copy numbers 

样品 Sample Ct值 Ct value 拷贝数 Copy numbers

S1 0 0 

S2 17.0 10533 

S3 19.2 2592 

S4 24.48 89 

S5 28.5 7.36 

S6 26.68 23 

T1 16.9 10000 

T2 21.8 1000 

T3 24.2 100 

   T4 31.4 10 

 
 

图 1  植物 RNAi 表达载体模式图 
Fig. 1  The diagram of Tobacco Mosaic Virus RNAi vector 
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图 2  转基因植株的实时 PCR 扩增曲线图及标准曲线图 
Fig. 2  The real-time PCR curve of samples and standard curve  
 
y=−0.29x+3.44;偏相关系数为 r2=0.981, 可通过 Ct值
估测待测样品的DNA拷贝数, 同时各转基因植株的
实时 PCR 扩增曲线图可以看出, 转基因植株的 Ct
值、拷贝数存在显著差异, 其中以 S2 植株(RNA 提
取自田间采集的感病新鲜烟草叶片)的拷贝数最高。
其次为 S3 转 TMV-cp 基因植株, 而 3 个 RNAi 转   
化材料(S4, S5, S6)最低 , 与转 TMV-cp 基因植株   
相比存在显著差异, 说明其 mRNA 存在不同程度 
的降解。 

 

 
 

图 3  RNAi 转化材料(S4, S5, S6)与对照材料(S2)TMV 接

种抗病性比较 
Fig. 3  TMV resistance comparison between RNAi transgenic 
materials (S4, S5, S6) and CK(S2) 
 

2.5  转化材料抗 TMV病实验 

通过对转基因植株的 TMV 病毒接种后病情鉴
定发现, K326 转基因植株的 TMV 病情指数为 4.2, 
最高病级 1级, 83%以上的转基因植株对 TMV免疫, 
而对照 K326 的 TMV 病情指数为 69.5, 最高病级 4
级, 表现为对 TMV感病。龙江 911转基因植株 TMV
病情指数为 3.3, 最高病级 1 级, 90%以上的转基因

植株对 TMV 免疫, 龙江 911对照 TMV病情指数为
44, 最高病级 3级, 对 TMV有一定的耐受性。从接
种鉴定结果可见, 与对照相比各转化材料的抗病性
有显著提高(图 3) 。 

3  讨 论   

3.1  RNA干扰效率的检测 

用于验证RNA干涉方法主要是Northern杂交技
术, 通过杂交信号强弱来观察 RNA 降解情况, 但是
却无法对干涉效率进行测定, 同时 Northern 杂交的
灵敏度也相对较低 ,  一般只能检测到 105 拷贝的

RNA 分子。随着荧光定量 PCR 技术在 mRNA 转录
分析领域的应用, 在一定程度上代替了 Northern 杂
交技术。荧光定量 PCR技术则可以检测到 1~2个拷
贝的 RNA分子, 同时可以定量模板中目标片段的拷
贝数。本试验应用荧光定量 PCR 技术, 以 TMV-cp
基因的 PCR 扩增产物为标准物, 以转 TMV-cp 基因
烟草及田间感染 TMV病毒植株及未感染 TMV病毒
的植株为对照, 对部分转化材料进行了 TMV-cp 的
RNA 定量检测。从实验结果上可以看出, 与对照相
比, 转化植株中 TMV-cp 的病毒外壳蛋白 RNA 显著 
降低 , 但仍有未被降解的 RNA 分子存在 , 说明
dsRNA 的降解是一个动态过程。实时荧光定量

RT-PCR 用于检测基因的表达, 可以直接以拷贝数
表示。比较直观, 操作简便。并可以动态的(拷贝数)
分析不同时期 TMV在烟株内的变化情况。 

3.2  荧光定量 PCR中实验误差控制 

由于荧光定量 PCR 技术非常灵敏, 试验中应尽
量避免样品间操作方法的差异、模板背景的差异以
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及加样误差等。为了减少实验中加样误差, 我们将
各样品稀释 5 倍, 通过加大体系中模板体积来减少
误差, 实践证明是一个行之有效的手段。另外, 也可
以利用样品的内源基因(烟草硝酸还原酶基因)PCR
扩增的 Ct值对背景误差进行扣除, 提高检测结果的
准确性 [10] 。 

实验中的标准物可选择干涉载体质粒, 也可是
RT-PCR反应液的稀释物。由于质粒易于保存, 较为
稳定, 但缺点是与样品背景差异较大, 为环状 DNA, 
同时过大(大于 10 kb),为了达到一定的拷贝数相比
之下就需要加入更多的模板, 加大了模板中杂质对
PCR 反应的影响几率。RT-PCR 反应液的稀释物缺
点是不稳定, 在反复冻融过程中易降解, 优点是与
样品背景基本一致。降解问题可以通过将样品分装

解决。 

3.3  RNAi转化材料的抗病性鉴定 

试验中对所有获得的转基因植株进行了抗病性

鉴定, 接种后对照表现出各种典型 TMV症状, 而转
基因植株对 TMV病毒 80%以上都能达到免疫水平。
通过 TMV 株系的同源性比对结果发现, TMV-H 与
来源于不同地区的 TMV 普通株系的同源性达 90%
以上。TMV-H与其它 TMV株系间有一定的差异, 与
TMV的坏死株系、黄化株系、番茄株系的同源性分
别为 97%、98%、74%。由于干涉序列转录后的 
mRNA 最终被降解形成许多不同 ss-siRNA, 这些
ss-siRNA 能否引导对与 TMV-H 同源性较高的其它
株系病毒 RNA外壳蛋白序列的降解, 还需要进一步
接种鉴定。 

虽然 RNA 沉默在机制等方面还有许多未知等
待人们的研究, 但可以肯定的是此项技术正被人们
广泛接受和应用, 并将在抗病毒转基因植物的培育
上有着广泛的应用前景。 
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