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摘  要：迄今已发现 63 种病毒侵染葡萄。利用转基因技术培育抗病品种是防控葡萄病毒病的重要手

段之一。对葡萄再生体系和遗传转化方法及影响因素、葡萄抗病毒转基因研究进展，以及转基因植株检

测、抗性评价和抗性机理等进行了综述，并对今后研究方向进行了讨论和展望。 
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Abstract：To date， sixty-three viruses have been identified to infect grapevine. Cultivating 

virus-resistant varieties by transgenic technology is an important way to control grapevine viral diseases. 

Grapevine regeneration system，genetic transformation methods and impact factors，research progress of 

virus-resistant transgenic grapevine，as well as the detection，resistance evaluation and mechanism of 

transgenic plants were reviewed. Prospects for virus-resistant transgenic grapevine were discussed. 
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葡萄（Vitis vinifera L.）是感染病毒种类最多的果树，现已发现 63 种病毒侵染葡萄（Martelli，

2012）。中国种植的葡萄品种普遍感染病毒，部分地区带毒率达 60%以上（刘晓 等，2006；王升吉 

等，2011）。葡萄为多年生藤本植物，受病毒侵染后终身带毒，持久危害，且无法通过化学药剂进行

有效控制。因此培育抗病品种是防控葡萄病毒病的有效途径之一。由于葡萄生长周期长且基因型复

杂，传统育种方法受到很大限制。利用基因工程技术将抗病毒基因导入植物是使之获得或提高抗性

的有效途径。葡萄转基因研究起步较晚，直到 20 世纪 90 年代 Mullins 等（1990）以沙地葡萄花粉

为材料，通过农杆菌介导的遗传转化，才首次获得了表达 GUS 和 NPTⅡ的转基因葡萄植株，此后

葡萄遗传转化研究取得了较大进展。目前葡萄上采用的抗病毒目的基因多为病毒源基因，通过农杆

菌介导的遗传转化及体细胞胚再生等方法，多种病毒外壳蛋白（Coat protein，CP）或移动蛋白

（Movement protein，MP）基因被成功导入葡萄，获得了转基因植株，且有部分植株表现对病毒的 
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抗性（Le Gall et al.，1994；Gölles et al.，2000；Krastanova et al.，2000；Gambino et al.，2005，2010；

Valat et al.，2006）。高效的再生体系和遗传转化体系是成功获得抗病毒转基因葡萄的关键，本文就

葡萄再生体系、遗传转化方法以及抗病毒转基因等方面的研究进展进行综述。 

1  葡萄再生体系 

与其他植物相比，葡萄再生困难，再生率低、重复性差，导致其遗传转化进展缓慢，获得的抗

病毒转基因植株也较少。近年来针对不同品种及不同外植体材料分别建立了再生体系。 

1.1  器官发生途径 

器官发生（Organogenesis）途径是在外植体上直接形成或通过愈伤组织间接形成不定芽。葡萄

再生采用的外植体材料主要包括叶片、叶柄、茎段和花药等。90 年代初，Mullins 等（1990）、Colby

等（1991）及 Berres 等（1992）就已通过葡萄叶片、叶柄和茎段等器官获得再生不定芽及植株。中

国研究者通过器官发生途径建立了数十个葡萄品种的再生体系，主要采用 MS、B5、NN69 等基本

培养基，配合使用 BA、TDZ、KT 等细胞分裂素和 IBA、IAA、NAA 等生长素（表 1）。但目前通

过该途径获得抗病毒转基因葡萄的报道并不多。韩继成等（2006a）以‘无核白’叶片为受体通过器

官再生途径获得转 GFLV CP 基因的再生植株。金万梅等（2009）对葡萄器官离体再生不定芽的遗

传稳定性进行了分析，66 个再生株系中仅 2 个株系出现变异且均为愈伤组织诱导产生，所有直接再

生的不定芽没有检测到变异，说明葡萄采用器官发生途径，特别是直接再生不定芽的遗传稳定性与

母株的遗传稳定性相一致。这为器官发生途径进一步应用于葡萄遗传转化研究提供了有力支持。 

 
表 1  中国部分葡萄品种器官途径再生体系 

Table 1  Organogenesis regeneration system of some grapevine cultivars in China 

葡萄品种 
Grapevine cultivar 

外植体 
Explant 

再生培养基/（mg · L-1） 
Regeneration medium 

再生率/% 
Regeneration rate 

参考文献 
Reference 

赤霞珠 叶片 Leaf MS + TDZ4.0 18.06 王华 等，2004 

Cabernet Sauvignon 叶柄 Petiole MS + TDZ4.0 + NAA0.01 28.57  

 茎尖 Stem-tip B5 + KT1.0 + IAA0.5 83.30 王敬东 等，2011 

黑比诺 Pinot Noir 叶柄 Petiole MS + BA5.0 + IBA0.1 20.00 袁维风 等，2007 

 茎段 Stem MS + BA5.0 + NAA0.1 62.50  

黑王 Heiwang 叶片 Leaf NN69 + BA2.0 86.70 韩继成 等，2006a

  NN69 + BA1.5 + CH250 + IBA0.02 100.00  

红地球 Red Globe 叶片 Leaf NN69 + BA2.0 ~ 2.5 + IBA0.2 22.00 李云 等，2002 

 叶片、叶柄 Leaf，petiole 1/2MS + BA0.5 + NAA0.05 + CH500 35.40 周鹏 等，2002 

 茎尖 Stem-tip B5 + KT1.0 + IAA0.5 100.00 王敬东 等，2011 

皇家夏天 Summer Royal 叶片 Leaf 1/2MS/WPM/B5/NN69 + BA3.0 + IAA0.05 37.74 贺柱 等，2007 

  B5 + TDZ2.5 + IAA0.05 41.64 师校欣 等，2008 

梅尔诺 Merlot Noir 叶柄 Petiole MS + TDZ2.0 62.42 王华 等，2005 

玫瑰香 Muscat 茎段 Stem GS + ZT2.0 + IBA0.1 100.00 陈力耕 等，2001 

  GS + ZT2.0 98.30  

美人指 Manicure Finger 叶片 Leaf MS + BA3.0 + IBA0.1 63.16 陶建敏 等，2005 

  MS + TDZ1.0 + IBA0.1 60.71 余智莹 等，2011 

 叶柄 Petiole MS + BA2.0 + IBA0.05 40.00 陶建敏 等，2005 

  MS + TDZ1.0 + IBA0.1 93.10 余智莹 等，2011 

 茎段 Stem MS + BA1.0 + IBA0.01 75.00 陶建敏 等，2005 

  MS + TDZ1.0 + IBA0.2 47.37 余智莹 等，2011 

 
 



9 期                          任  芳等：葡萄抗病毒转基因研究进展                               1635  

 

续表 1 

葡萄品种 
Grapevine cultivar 

外植体 
Explant 

再生培养基/（mg · L-1） 
Regeneration medium 

再生率/% 
Regeneration rate 

参考文献 
Reference 

莫利莎 Mellisa 叶片 Leaf B5 + TDZ2.5 + IAA0.05 63.72 师校欣 等，2008 

森田尼无核 
Centennial Seedless 

叶片、叶柄、茎段 
Leaf，petiole，stem MS + TDZ2.0 ~ 4.0 33.50 ~ 40.20 金万梅 等，2008 

魏可 Wink 叶片 Leaf MS + TDZ4.0 + IBA0.1 78.74 Zhang et al.，2011

 叶柄 Petiole MS + TDZ2.0 + IBA0.1 39.33  

  MS + BA2.0 + IBA0.2 20.00 陶建敏 等，2004 

无核白 Tomson Seedless 叶片 Leaf NN69 + BA2.0 93.30 韩继成 等，2006a

 
叶片、叶柄 
Leaf，petiole 1/2MS + BA0.5 + NAA0.05 + CH500 35.40 周  鹏 等，2002 

霞多丽 Chardonnay 茎尖 Stem-tip B5 + KT1.0 + IAA0.5 100.00 王敬东 等，2011 

砧木 1202 Rootstock 1202 叶片 Leaf Ms + TDZ1.0 + IBA0.01 68.78 袁红燕 等，2011 

砧木 5BB Rootstock 5BB 叶柄 Petiole MS + BA2.5 + IBA0.05  43.33 李金凤 等，2007 

砧木 99R Rootstock 99R 叶片 Leaf MS + BA5.0 + IBA0.1 40.54 庄智敏 等，2006 

 叶柄 Petiole MS + BA5.0 + BA0.1 50.00  

  MS + BA1.5 + IBA0.01 20.80 陶建敏 等，2004 

 茎段 Stem MS + BA2.0 + IBA0.02 62.50 庄智敏 等，2006 

紫苑 Shien 叶柄 Petiole MS + TDZ0.7 + IBA0.2 42.90 陶建敏 等，2004 

 茎段 Stem MS + BA2.0 + IBA0.05 30.80  

 

1.2  体细胞胚发生途径 

体细胞胚发生（Somatic embryogenesis）途径是从植物组织上直接分化或通过胚性愈伤组织间

接再生出体细胞胚。胚状体一般源于单个细胞，更易产生均一的转化克隆，并且胚性细胞再生能力

强于叶片、叶柄、茎段等器官发生途径，因此在葡萄转基因中具有很大应用价值，迄今所得抗病毒

转基因葡萄也大多是通过该途径获得的（表 2）。但体细胞胚的诱导比不定芽诱导困难，一般需要转

接于几种不同培养基，诱导过程繁琐，需要半年甚至更长时间，诱导率普遍较低。因此简化诱导过

程、提高诱导率是将该途径更好地用于葡萄遗传转化的关键。葡萄体细胞胚发生途径主要是从葡萄

生殖器官，如子房（Kikkert et al.，2005；López-Pérez et al.，2005；Pradoa et al.，2010）、柱头（Morgana 

et al.，2004）、花药（Gribaudo et al.，2004；Kikkert et al.，2005；Amar et al.，2007；Pradoa et al.，

2010；Dhekney et al.，2012）及整花（Gambino et al.，2007）等获得体细胞胚，其中又以未成熟的

花药及合子胚等更易于诱导产生胚状体。此外也有少量研究从叶片（Martinelli et al.，1993；Dhekney 

et al.，2012）、叶柄（Das et al.，2002）、卷须（Salunkhe et al.，1997）和茎段（Maillot et al.，2006）

等营养结构诱导体细胞胚进而获得再生葡萄植株。王华等（2005）及杨晓明等（2006）分别建立了

酿酒葡萄‘梅尔诺’和‘神索’的体细胞胚再生途径，诱导率达 37.5% ~ 47.5%。Yang 等（2008）

采用基本培养基 NN69 以未成熟合子胚为材料，建立了‘品丽珠’等 6 种基因型葡萄的体细胞再生

体系，并且再生植株未发生体细胞无性系变异，具有很好的遗传稳定性。 

1.3  影响葡萄再生的因素 

葡萄不同基因型不定芽及体细胞胚的形成能力存在差异，砧木品种比栽培品种更易产生不定

芽，在以叶片、叶柄为外植体时，沙地葡萄和圆叶葡萄一般较易产生体胚，而欧洲葡萄再生出体胚

的品种较少（李云 等，2000）。器官发生途径中以叶片、叶柄、茎段等材料均可再生出不定芽。李

云等（2002）以叶片为外植体时顶端第 1 片幼嫩叶片再生效果最好，其次为第 2、3 片叶。以 MS

或 NN69 为基本培养基，BA、TDZ 分别与 IBA 组合均能诱导不定芽再生，但 TDZ 诱导效果更好（袁
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维风 等，2007；金万梅 等，2008；Zhang et al.，2011）。叶片外植体放置方式也可能造成再生能力

的差异，红地球、‘5BB’、‘Wink’等叶片近轴面接触培养基再生效果较好（李云 等，2002；李金

凤 等，2007；Zhang et al.，2011），而‘无核白’、砧木‘1202’等叶片远轴面接触培养基更利于不

定芽再生（韩继成 等，2006b；袁红燕 等，2011）。 

2  遗传转化方法 

2.1  农杆菌介导法 

建立较好受体系统后，需要有效的转化手段将外源基因导入受体系统，其中农杆菌介导的遗传

转化应用最多。农杆菌通过伤口感染植物，其 Ti 质粒的一段 DNA 可转移进植物细胞染色体，稳定

保留并遗传给子代，通过包含外源基因质粒的农杆菌与原生质体或植物组织共培养可实现外源基因

的遗传转化。农杆菌介导法不仅可用于报告基因转化（Das et al.，2002；Dhekney et al.，2008；Dutt 

et al.，2008），也可用于目的基因转化，目前获得的绝大多数抗病毒转基因葡萄都是通过该方法实现

的。农杆菌介导的转化效率受农杆菌活化程度、侵染时间、共培养时间及抗生素浓度等因素的影响。

一般认为农杆菌培养至菌液 OD 值为 0.6 ~ 0.8 左右时转化能力较强（陶建敏 等，2003）。李金凤等

（2009b）的研究表明葡萄砧木 5BB 在农杆菌侵染 4 min、共培养 2 d 时，不定芽再生率和 GUS 瞬

时表达率较高。转化过程中抗生素浓度过低易造成假阳性转化植株，过高不利于转化细胞生长和植

株再生。葡萄组织对常用抗生素，如卡那霉素非常敏感，部分品种在卡那霉素浓度为 3 ~ 10 mg · L-1

时叶片再生就完全受到抑制（韩继成 等，2006b；庄智敏 等，2006；李金凤 等，2009b），不过有

的品种再生抑制浓度可达 20 ~ 50 mg · L-1（孙仲序 等，2003；金万梅 等，2008）。采取一些辅助手

段，如共培养前对受体材料预培养以及添加乙酰丁香酮（AS）等可提高转化效率（孙仲序 等，2003；

邓杰 等，2008）。 

传统农杆菌介导法遗传稳定性好，但有时转化效率不高。超声波辅助农杆菌介导法

（Sonieation-assisted agrobacterium-mediated transformation，SAAT），通过超声波处理植物受体材料，

利用超声波空化效应造成目标细胞微损伤，扩大农杆菌的感染部位，可提高转化效率（Trick & Finer，

1997）。在葡萄转基因中，通过超声波处理提高了砧木‘5BB’、‘美人指’、‘霞多丽’等葡萄品种的

外源基因转化效率（邓杰 等，2008；李金凤 等，2009a；周蓓蓓 等，2010）；Gago 等（2011）利

用超声波辅助农杆菌介导法成功将外源基因转入葡萄品种‘Albariño’，用于培育抗维管束病害的转

基因植株。需要注意的是，在不同葡萄品种转化中，超声波处理条件需根据仪器设备和转化材料的

不同进行相应调整和优化才能达到最佳的转化效果。 

2.2  基因枪法 

基因枪法通过一种仿枪结构装置用表面附有外源基因的金属颗粒轰击受体，在瞬间力量作用下

使外源基因进入植物细胞。该法已成功应用于葡萄遗传转化，但多为报告基因的转化，用裹有 GUS

和 NPTⅡ基因的微粒轰击葡萄胚性培养物，获得了转基因植株（Hebert et al.，1993；Kikkert et al.，

1996）。Vidal 等（2003）通过改良条件参数提高了基因枪法转化效率，建立了稳定高效的‘霞多丽’

遗传转化体系，分别获得了 GUS、NPTⅡ和抗真菌基因共转化植株，共转化频率达 48% ~ 56%，并

证实外源基因在植株中获得稳定遗传。此外，将基因枪法与根癌农杆菌结合转化葡萄效果较好。

Scorza 等（1995，1996）先用基因枪轰击葡萄体细胞胚两次后再与含外源基因的农杆菌共培养，获

得导入报告基因、溶菌酶 Shirva-1 基因或番茄环斑病毒（Tomato ringspot virus，ToRSV）CP 基因的
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‘无核白’葡萄。 

不论是农杆菌介导还法是基因枪法，均是将外源基因与环状质粒载体连接构建重组质粒，将整

个质粒转入寄主，其中包含一些不必要的载体框架序列（Vector backbone sequence），这些序列可能

影响转化效率和转化后基因表达，造成未知的生物安全问题。Vidal 等（2006）首次利用最小基因表

达盒（Minimal gene cassettes，MCs）技术对葡萄进行基因枪法转化，将不含载体框架序列的线性

DNA 片段（仅包含启动子 + ORF + 终止子）转化‘霞多丽’，转化效率及目的基因转录水平与传统

环状质粒转化方法相当，报告基因和目的基因的整合和转录不影响转基因葡萄植株的表型特征，表

明这一新的转化技术具有良好的应用潜力。 

3  葡萄抗病毒转基因研究 

3.1  已获得的抗病毒基因及转基因葡萄品种 

利用病原物基因导入植物获得抗性植株的抗病毒策略（Pathogen-derived resistance，PDR）是植

物抗病毒育种的热点之一，也是葡萄抗病毒基因工程采用的主要策略，可利用的病毒基因，包括外

壳蛋白基因、复制酶基因、反义 RNA、移动蛋白基因等。葡萄抗病毒基因工程中已成功导入的目的

基因多为病毒外壳蛋白基因，如南芥菜花叶病毒（Arabis mosaic nepovirus，ArMV）、葡萄铬黄花叶

病毒（Grapevine chrome mosaic nepovirus，GCMV）、葡萄扇叶病毒（Grapevine fan leaf virus，GFLV）、

葡萄卷叶伴随病毒 2 和 3（Grapevine leaf roll associate virus 2 and 3，GLRaV-2，GLRaV-3）、葡萄 A

病毒（Grapevine virus A，GVA）和葡萄 B 病毒（Grapevine virus B，GVB）等的 CP 基因，其次还

包括 GFLV 和 GVA 等病毒的 MP 基因，已有 10 余个葡萄品种获得转病毒基因植株，其中大多为砧

木品种（表 2）。在已导入葡萄的目的基因中，研究最多的是 GFLV CP 基因。1995 年 Mauro 等（1995）

和 Krastanova 等（1995）就已通过农杆菌介导将其分别转入砧木 41B、SO4 和欧洲葡萄以及沙地葡

萄和砧木 110R。此后多项研究将 GFLV CP 基因转入欧洲葡萄、沙地葡萄及其他多个砧木品种（表

2），Gambino 等（2005，2010）还将该基因转入‘Nebbiolo’等酿酒葡萄品种。上述转基因葡萄均

是通过体细胞胚再生途径获得。韩继成等（2006a）首次以试管苗叶片为受体将 GFLV CP 基因转入

栽培品种‘无核白’获得转基因植株。Le Gall 等（1994）将 GCMV CP 基因转入砧木 110R，ELISA

及 Western blot 检测表明 CP 获得高水平表达。Gölles 等（2000）将 ArMV、GVA 和 GVB CP 基因

导入自花授粉品种‘拉莎伽’及砧木 110R 的胚性细胞培养物中，并获得再生植株。Krastanova 等

（2000）以 5 种砧木的胚性愈伤组织为受体，获得转 GFLV、GLRaV-2 和 GLRaV-3 CP 基因的葡萄

植株。目前对病毒 CP 基因以外的其他基因转化的葡萄研究相对较少。Martinelli 等（2002）成功将

GVA MP 基因正义链和反义链导入沙地葡萄体细胞胚中，获得再生植株，通过 4 年快繁，检测证实

外源 MP 基因获得稳定插入和表达。Valat 等（2006）将 GFLV MP 基因导入砧木 41B，并从细胞水

平进行了抗性评价。 

除完整基因外，一些反义 RNA、小分子 RNA 等也可用于抗病毒转基因研究。Jardak-Jamoussi 等

（2009）将 GFLV MP 基因部分片段的反向重复序列（Inverted repeat，IR）成功导入本氏烟和‘Arich 

Dressé’葡萄。天然miRNAs可通过降解mRNA及抑制翻译等方式调节转录后基因沉默，人造miRNAs

（amiRNA）也具有类似作用，因此近年来逐渐被用于抗病毒转基因研究。例如，源于 GVA ORF1 和 

ORF5 靶标序列的 amiRNA 在本氏烟中瞬时表达可诱导对病毒的抗性（Roumi et al.，2012）；源于

GFLV CP 的 amiRNA 被转入葡萄体细胞胚并获得瞬时表达，为基于 amiRNA 策略的葡萄抗病毒研究

奠定了基础（Jelly et al.，2012）。 
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表 2  已导入葡萄的抗病毒目的基因及葡萄品种 

Table 2  Antiviral genes transformed into grapevine and transgenic grapevine cultivars 

抗病毒目的基因 
Antiviral target gene 

葡萄品种 
Grapevine cultivar 

外植体 
Explant 

参考文献 
Reference 

ArMV CP 拉莎伽、砧木 110R 
Russalka，110 Richter 

胚性培养物 
Embryogenic cultures 

Gölles et al.，2000 

 沙地葡萄 V. rupestris 体细胞胚 Somatic embryos Spielmann et al.，2000 

GCMV CP 砧木 110R  110 Richter 体细胞胚 Somatic embryos Le Gall et al.，1994 

GFLV CP 砧木 41B、SO4、欧洲葡萄 
41B，SO4，V. vinifera L. 

悬浮细胞 
Suspension cells 

Mauro et al.，1995 

 沙地葡萄、砧木 110R 
V. rupestris Scheele，110 Richter 

胚性愈伤组织、下胚轴 
Embryogenic callus，hypocotyls 

Krastanova et al.，1995 

 砧木 110R、3309C 
110 Richter，3309C 

体细胞胚 
Somatic embryos 

Xue et al.，1999 

 拉莎伽、砧木 110R 
Russalka，110 Richter 

胚性培养物 
Embryogenic cultures 

Gölles et al.，2000 

 砧木 3309C、河岸葡萄、MGT 101-14、110R、
沙地葡萄圣乔治、5C  
Rootstock 3309C ， Riparia Gloire ， MGT 
101-14，110 Richter，Rupestris St. George，
5C Teleki 

胚性愈伤组织 
Embryogenic callus 

Krastanova et al.，2000 

 沙地葡萄、砧木 110R 
V. rupestris Scheele，110 Richter 

胚性培养物 
Embryogenic cultures 

Tsvetkov et al.，2000 

 内比奥罗、卢玛斯纳、蓝佛朗克 
Nebbiolo，Lumassina，Blaufrankisch 

胚性愈伤组织 
Embryogenic callus 

Gambino et al.，2005，2010

 拉莎伽 Russalka 体细胞胚 Somatic embryos Maghuly et al.，2006 

 砧木 41B  Rootstock 41B 胚性培养物 Embryogenic cultures Valat et al.，2006 

 无核白 Tomson Seedless 叶片 Leaf 韩继成 等，2006a 

GFLV MP 砧木 41B  Rootstock 41B 胚性培养物 Embryogenic cultures Valat et al.，2006 

GFLV MP IR  Arich Dressé 胚性细胞 Embryonic cell Jardak-Jamoussi et al.，2009

GFLV-derived amiRNA 霞多丽 Chardonnay 体细胞胚 Somatic embryos Jelly et al.，2012 

GLRaV 2 CP， 
GLRaV 3 CP 

砧木 3309C、河岸葡萄、MGT 101-14、110R、
沙地葡萄圣乔治、5C  
3309 C，Riparia Gloire，MGT 101-14，110 
Richter，Rupestris St. George，5C Teleki 

胚性愈伤组织 
Embryogenic callus 

Krastanova et al.，2000 

GVA CP 拉莎伽、砧木 110R 
Russalka，110 Richter 

胚性培养物 
Embryogenic cultures 

Gölles et al.，2000 

 砧木 41B  Rootstock 41B 胚性细胞 Embryonic cell Radian-Sade et al.，2000 

GVA MP 沙地葡萄 V. rupestris Scheele 体细胞胚 Somatic embryos Martinelli et al.，2002 

GVB CP 拉莎伽、砧木 110R 
Russalka，110 Richter 

胚性培养物 
Embryogenic cultures 

Gölles et al.，2000 

 

3.2  转基因植株检测分析及抗性评价 

目前已获得多种转病毒基因的葡萄植株，其中部分转基因品种的抗病性得到初步评价。从细胞

水平来讲，目的基因的导入会降低转基因葡萄植株内相关病毒基因或蛋白的积累水平。Valat 等

（2006）采用原生质体电穿孔法（Protoplast electroporation）从细胞水平对导入 GFLV CP、MP 基因

的葡萄砧木 41B 进行了抗性评价，证实部分转基因葡萄可抑制病毒 MP 或 CP 积累，并且 MP 的抑

制效果受作用对象、接种剂量等因素影响。从植株表现来看，GFLV CP 转基因植株的抗性效果在不

同条件下存在差异，在田间以线虫自然传播 GFLV 时，3/18 的转基因葡萄株系对 GFLV 表现抗性，

而在温室通过嫁接法接种 GFLV 时，所有转基因葡萄虽未表现扇叶病症状，但 ELISA 均检测到病毒

存在，造成这种抗性差异的原因与接种剂量及砧木、苗木生长状况有关（Vigne et al.，2004；Gambino 
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et al.，2010）。 

由于在葡萄上检测转基因植株抗性周期长、难度大，因此多项研究选择烟草等模式植物进行抗

性评价。导入葡萄病毒 CP 基因的本氏烟对同源病毒普遍具有抗性，表现为抗病（植株在整个试验

期间均无症状）或耐病（植株发病延迟或症状减弱）两种类型（Radian-Sade et al.，2000；Ling et al.，

2008）。Gölles 等（2000）获得的转 GFLV CP 基因本氏烟（Nicotiana benthamiana）接种病毒表现出

抗性效果。转化 GLRaV-2 CP 基因的本氏烟后代也具有抗性，14/20 的 T1 代未被病毒侵染，T2 代抗

性植株比例低于 T1 代。导入 GFLV MP IR 的 T1 代本氏烟也可产生类似的抗病、植株恢复或延迟感

染等抗性表现（Jardak-Jamoussi et al.，2009）。导入 GVA 微型复制子（Minireplicon）的转基因

烟草对 GVA 具有很强抗性，60%的 T1 代和 90% ~ 95%的 T2 代植株表现抗性，但转基因植株对同

属另一种病毒 GVB 却没有抗性（Brumin et al.，2009），这也是采用病原物基因诱导抗性策略培育转

基因植株的共同缺陷。 

3.3  转基因植株的抗病毒机理研究 

转录后基因沉默（Post-transcriptional gene silencing，PTGS）是大多病原物基因诱导抗性策略转

基因植物的抗病毒机制，对导入葡萄病毒源基因的转基因烟草抗性机理研究也证实这一观点（Valat 

et al.，2006；Ling et al.，2008；Jardak-Jamoussi et al.，2009）。转 GLRaV-2 CP 基因的本氏烟感病植

株中导入基因 RNA 转录本高水平积累，抗病植株中未检测到 RNA 转录本，而在初期 RNA 的核失

控转录试验中不论感病植株还是抗病植株均检测到转基因 RNA 转录本，表明抗性植株中稳定态的

导入基因 RNA 转录本被沉默，也正是通过这种机制使得这些植株表现对病毒的抗性，从而不被

GLRaV-2 侵染，且转基因植株的病毒抗性始终与导入基因 RNA 转录本的低水平积累相一致。同样，

导入 GVA 微型复制子的转基因烟草通过持续激发强烈的转录后基因沉默，引起导入基因低水平积

累、GFP 低水平表达以及对 GVA 的抗性（Brumin et al.，2009）。值得注意的是，同一转基因株系并

非所有植株都具有抗性，抗性在世代间也有所不同，影响病原物基因诱导抗性的因素包括 RNA 沉

默抑制子、植株发育阶段、基因表达量及环境条件等（Ling et al.，2008；Winterhagen et al.，2009）。

Winterhagen 等（2009）培育的转基因烟草中抗性植株比例与基因沉默植株比例相近，因此推测病毒

抗性是转入基因诱导的转录后基因沉默所致。目前尚没有证据表明转录后基因沉默诱导与 siRNA 无

关，但 Winterhagen 等（2009）的研究表明产生转录后基因沉默的接种转基因植株并不必然产生可

达检测水平的 siRNA，可能低于检测水平的少量 siRNA 即可诱导沉默产生。 

而 Gambino 等（2010）对 8 个转 GFLV CP 基因葡萄株系的研究却发现，部分株系中转入基因

被沉默，但不论沉默与否，未接种植株均检测不到小 RNA，在 GFLV 接种后的所有转基因和非转基

因葡萄中均检测到 21nt 的 siRNA，表明是病毒侵染而非转入基因诱导产生转录后基因沉默。虽然这

些转基因葡萄能产生转录后基因沉默，嫁接接种也不表现症状，但却能检测到病毒存在，转入相同

基因的葡萄与烟草抗性表现不一致，其原因还不明确。Vigne 等（2004）认为转基因葡萄对 GFLV

的抗性与 CP 表达水平不相关，但已知转基因烟草中 mRNA 和 CP 可获得高水平表达（Spielmann et 

al.，2000），而大多转基因葡萄中的 mRNA 和 CP 积累水平很低或达不到检测水平（Vigne et al.，2004；

Gambino et al.，2005；Maghuly et al.，2006），因此不同寄主中这种基因表达调控的差异是否导致抗

性表现不同，还有待于进一步研究。 

4  讨论与展望 

由于葡萄为多年生藤本植物，其生长周期长且再生困难，故与大田作物相比葡萄抗病毒基因工
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程进展相对缓慢，虽然获得了一定数量的转基因植株，但植株后期生长发育及抗病性评价研究较少。

今后可主要从以下几个方面开展研究：（1）葡萄再生频率低是限制葡萄转基因发展的关键因子，需

建立高效稳定的再生体系。体细胞胚是较好的转化受体，已获得的葡萄抗病毒转基因植株多通过该

途径，但目前很多品种还没有成熟的体细胞胚再生体系，在这方面应加强研究。器官途径再生相对

快速简单，但通过该方法获得的转基因葡萄植株较少，今后可通过改进转化方法等提高其应用潜力

并对该途径再生植株遗传稳定性进行评价。（2）建立更高效的遗传转化体系。目前所得抗病毒转基

因葡萄多是通过农杆菌介导法转化的，基因枪法快速、高效，在大田作物上应用较多，而在葡萄上

的成功应用较少（Hebert et al.，1993；Kikkert et al.，1996）；此外在农作物转基因育种上应用较多

的花粉管通道法在木本果树核桃上已有成功应用（师校欣 等，2012）。如果能将这些方法成功应用

于葡萄将大大提高转化效率，缩短育种周期。（3）扩展目的基因选择范围，寻找抗性更好或可抗多

种病毒的广谱抗性基因。如病毒复制酶基因介导的抗性可能优于 CP 基因（徐章逸，2006）。已获得

的转基因植株多为针对某种病毒的单一抗性，葡萄由于多年生和无性繁殖等因素常造成多种病毒的

复合侵染，因此亟需寻找广谱抗病基因。粟酒裂殖酵母 Pac-1 基因表达产物可降解多种病毒及类病

毒 dsRNA，其转基因小麦对大麦黄矮病毒（Barley yellow dwarf virus，BYDV）表现抗性（燕飞 等，

2006；李黎 等，2008），因此可考虑将其转化葡萄观察是否能获得相对广谱病毒抗性。（4）加强对

转基因植株的后期评价，如基因表达调控、抗性评价、农艺性状、遗传稳定性及生物安全性评价等。

由于葡萄生长周期长、病毒潜伏时间长或难以表现症状等原因，转基因葡萄对病毒的抗病性评价一

直是一个薄弱环节，抗性鉴定也多针对于烟草等模式植物，因此需要对转基因葡萄的病毒抗性进行

监测。（5）进行转基因植株的抗病毒机制研究。已有研究发现，转葡萄病毒 CP 基因的植株抗性与

转录后基因沉默有关（Valat et al.，2006；Ling et al.，2008），但其抗性影响因子及在葡萄植株中的

作用机制等尚不明确，对这一领域的深入研究将有助于进一步明确转基因植株抗病毒机理，从而为

提高植株抗性提供理论基础。 
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