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转新疆野生樱桃李 psoRPM1 基因烟草抵抗南方

根结线虫 
李  芳，朱  翔，乔  峰，陈雪峰，李  虎，胡建芳* 
（中国农业大学农学与生物技术学院，北京 100193） 

摘  要：从新疆野生樱桃李（Prunus sogdiana）抗南方根结线虫单株中分离克隆得到一个能响应南方

根结线虫侵染的抗病基因 psoRPM1，利用农杆菌介导方法将其导入烟草中，并对其抗性进行了鉴定。结

果显示，构建的 pCAMBA1305.1 表达载体能成功地将 psoRPM1 基因导入高度感病的烟草‘W38’中，并

获得了 9 株转基因单株。对转基因单株进行抗性鉴定，结果显示转入 psoRPM1 基因后使烟草‘W38’对

南方根结线虫的抗性由高度感病变为中度抗病。这一结果预示着 psoRPM1 基因可能是一个新的与抗根结

线虫相关的基因。  
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psoRPM1 Gene from Prunus sogdiana Indicated Resistance to Root-knot 
Nematode in Tobacco 

LI Fang，ZHU Xiang，QIAO Feng，CHEN Xue-feng，LI Hu，and HU Jian-fang* 

（College of Agronomy and Biotechnology，China Agricultural University，Beijing 100193，China） 

Abstract：The root-knot nematode，especially Meloidogyne incongnita is one of the most harmful 

pests could induce many crop diseases. Xinjiang wild cherry plum（Prunus sogdiana）is a kind of wild and 

endemic specie in China with significant resistant effect against M. incognita. Here we isolated a gene 

from Xinjiang wild cherry plum，which named psoRPM1，having responses to the infection of M. 

incognitain the resistant plant. Using Agrobacterium-mediated transgenic technology，psoRPM1 gene was 

introduced into tobacco varieties‘W38’，which is highly susceptible to M. incognita. Then the transgenic 

tobaccos and plants of control group were inoculated with M. incognita. After growing for 60 d，the 

psoRPM1-W38 showed varying degrees of resistance to M. incognita，even some of the plants nearly had 

no root-knots. Comparing to the tobaccos of the control group，it is suggested that psoRPM1 gene is 

capable of helping the tobacco‘W38’set up resistance mechanism against the infection of M. incognita 

and finally predict the psoRPM1 is a new root-knot nematode resistance gene candidate. 
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在中国影响植物生产的主要有 4 种根结线虫，即南方根结线虫（Meloidogyne incognita）、北方

根结线虫（M. hapla）、爪哇根结线虫（M. javanica）和花生根结线虫（M. arenaria），其中又以南方

根结线虫危害最为严重。选育出对线虫有抗性的农作物品种是一种最为安全和高效的方法。 

1998 年科研人员首次克隆出番茄的抗根结线虫基因 Mi-1，该基因对北方根结线虫、爪哇根结线

虫和花生根结线虫等有抗性（Milligan et al.，1998）。随后在其它农作物中发现和克隆出十几个新的

抗线虫基因。这些具有线虫抗性基因的植物大都是一、二年生植物，其中只有携带 Mi-1 基因的抗线

虫番茄进行了广泛的商业化生产。目前在木本植物中也找到了抗线虫基因 Ma（Claverie et al.，2011），

但对于它的功能和作用机制还有待于进一步研究。 

新疆野生樱桃李（Prunus sogdiana）是中国珍贵的野生果树资源，具有生长旺盛、易扦插、抗

寒、抗病等特点（Esmenjaud et al.，1996；廖康 等，2008）。通过对新疆野生樱桃李接种南方根结

线虫，已鉴定出了一批对南方根结线虫表现不同抗性的单株，利用其中表现为高度抗病的单株，筛

选到抗病基因 psoRPM1，该基因能响应根结线虫侵染而提高其表达（肖芳权 等，2010）；并通过

RACE（rapid-amplification of cDNA ends）得到了 psoRPM1 基因全长，其序列与桃抗病基因 RPM1

同源性高达 98%，与 Mi-1 等抗线虫基因相同都属于 NBS-LRR 类；接种根结线虫后在抗性材料中

psoRPM1 表达量显著增高，而感病材料在接种前后表达量一直很低（Li et al.，2011）。进一步研究

发现，在根部形成根结的部位存在大量巨型细胞（刘青 等，2013），并且 psoRPM1 基因主要在根部

韧皮部及皮层薄壁组织中表达并定位于细胞膜上（Li et al.，2011），但对 psoRPM1 的确切功能和作

用机制并不清楚。 

本研究中以野生型烟草‘W38’作为转基因材料，构建 pCAMBIA1305.1 表达载体，将 psoRPM1

基因经农杆菌导入植株，研究转基因效果并对转基因植株进行抗性鉴定，为深入研究 psoRPM1 基因

功能和抗根结线虫分子机制提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料 

新疆野生樱桃李扦插苗 2010 年取自中国农业大学上庄试验站；对南方根结线虫高度感病的野生

型烟草（Nicotianna tabacum L.‘W38’）由中国农业大学农学与生物技术学院提供；抗南方根结线

虫的烟草品种‘K326’由中国农业科学院烟草研究所提供。供试南方根结线虫（M. incognita）由中

国农业大学农学与生物技术学院杨文才实验室提供，pCAMBIA 1305.1 载体由中国农业大学农学与

生物技术学院李天忠实验室提供。 

1.2  psoRPM1 基因表达载体的构建 

利用 CTAB 法从抗南方根结线虫野生樱桃李单株的嫩根中提取总 RNA，经 M-MLV 反转录作

PCR 模板，参照 Li 等（2011）设计引物扩增出 psoRPM1 基因 CDS 全长，经限制性内切酶（表 1）

将所得产物通过 TA 克隆连接至 T-simple 质粒，并经大肠杆菌 DH5α 扩增后提取质粒备用。限制性

内切酶和 T4 连接酶均由 TaKaRa 公司提供。 

用 SpeⅠ和 BstEⅡ限制性内切酶分别处理含 psoRPM1 基因的 T-simple 质粒和 pCAMBIA 1305.1，

将切下的psoRPM1片段和切开的pCAMBIA1305.1通过T4连接酶连接起来，构建成为pCAMBIA1305.1- 

psoRPM1 表达载体。 
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1.3  转化农杆菌感受态细胞 

冻融法转化农杆菌 EHA105 菌株的感受态细胞。取 1 μg 左右 pCAMBA1305.1-psoRPM1 表达载

体加入感受态细胞，冰浴 30 min，置于液氮中 1 min，37 ℃水浴 5 min 后冰浴 2 min，加入 YEB 液

体培养基（无抗生素）700 μL，经涂板、培养、取阳性克隆、振荡培养，待菌液 OD600 达 0.4 ~ 0.6

时于 4 ℃储存备用。 

1.4  农杆菌介导的烟草遗传转化 

利用叶盘法进行烟草的遗传转化（王飞 等，2009）。将组培瓶中的野生型烟草‘W38’叶片切

成 1 cm2 左右的小方块，并将其平铺在预培养基（MS + 2 mg · L-1 6-BA + 0.5 mg · L-1 IAA）上，于

（24 ± 2）℃，光照 1 800 lx，16 h 光/8 h 暗的条件下培养 48 h，然后放入 OD 值为 0.6 ~ 0.8 的含

psoRPM1 基因的农杆菌菌液中缓慢晃动侵染 1 ~ 2 min，用滤纸吸干多余的菌液，再次放回预培养基

中，在黑暗条件下继续培养 48 h。将黑暗中培养的烟草叶片转入脱菌培养基（MS + 2 mg · L-1 6-BA + 

0.5 mg · L-1 IAA + 400 mg · L-1 Cb）中。待叶片长出愈伤组织后置于筛选培养基（MS + 2 mg · L-1 

6-BA + 0.5 mg · L-1 IAA + 1 000 mg · L-1 Cb + 0.2 mg 潮霉素 B）中，待愈伤组织分化为 5 cm 高的幼

苗移入生根培养基（MS + 0.5 mg · L-1 IAA + 400 mg · L-1 Cb）中。植株 10 ~ 15 cm 高时转出培养瓶，

移栽至花盆中。 

1.5  阳性转基因烟草的 PCR 鉴定 

利用 PCR 法鉴定抗性转化植株中的阳性转基因烟草。获得抗性转化植株后，用 CTAB 法提取叶

片 DNA 及 RNA，设计 psoRPM1 基因 CDS 区全长引物（表 1）进行检测鉴定。 

表 1  psoRPM1 基因 CDS 区扩增引物及酶切位点引物 

Table 1  Prime sequences used for PCR and restriction enzyme digestion in psoRPM1 CDS 

引物名称 
Names of primers 

引物序列 
Sequences（5′–3′） 

用途 
Applications 

退火温度/℃
Annealing  
temperature 

psoRPM1-F ATGGACTCAGCTCCAACAGCTCTCT 

psoRPM1-R TCATGTGGGTGAACTATGATGAGCT 

扩增 psoRPM1 基因 CDS 区全长 

Amplification full length of CDS of psoRPM1 

50 

全长 SpeⅠ-F 
Full length SpeⅠ-F 

GGACTAGTCCATGGACTCAGCTCCAAC 

全长 BstEⅡ-R 
Full length BstEⅡ-R 

GGGTCACCTCATGTGGGTGAACTATGAT 

用于双酶切和连接植物表达载体 

Double digestion and link to the plant  

expression vector 

53 

注：下划线为酶切位点。 

Note：Underlined sequences are restriction sites. 

1.6  转基因烟草接种南方根结线虫后的抗性评价 

利用定量接种法接种转基因烟草（Lambert et al.，1992）：将 200 条 · mL-1 的南方根结线虫二龄

幼虫悬浮液采用打孔法注入移栽至花盆（直径 20 cm、高 10 cm）中的烟草根部土壤，每盆滴注 10 mL；

对照组滴注 10 mL 蒸馏水。接种后正常管理，于 60 d 后观察植株根部根结发育状况。 

发病级数分为 5 级：0 级，有根结根系百分比为 0；1 级为 1% ~ 5%；2 级为 6% ~ 25%；3 级为

26% ~ 50%；4 级为 51% ~ 75%；5 级为 75%以上。病情指数 = Σ各病级数 × 该级发病株数/（最高

病级数 × 调查总株数）× 100。抗性评价标准：病情指数 = 0 为免疫品种（I），0 < 病情指数 ≤ 15

为高抗品种（HR），15 < 病情指数 ≤ 30 为中抗品种（MR），30 < 病情指数 ≤ 50 为抗性品种（R），

50 < 病情指数 ≤ 80 为感病品种（S），病情指数 > 80 为高感品种（HS）（韩利芳 等，2006）。 
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表 2  转基因烟草对南方根结线虫抗性鉴定结果 

Table 2  Identification of tobacco transformed 

resistant to M. incognita 

材料代号 
Tobacco code 

根结占总根的百分数/% 
Ratio of root-knots in  
roots 

发病级数 
Disease  
progression 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 
CK- 
W38 

70 
45 
45 
20 
5 
5 

45 
15 
45 
90 
98 

4 
3 
3 
3 
1 
1 
3 
2 
3 
5 
5 

 

2  结果与分析 

2.1  转基因烟草的获得 

将携带新疆野生樱桃李 psoRPM1 基因的农杆菌浸染后的‘W38’烟草叶片置于预培养基中于黑

暗条件下培养 48 h 后，转入脱菌培养基中正常光照条件下进行培养，1 周后可见叶片周围长出愈伤

组织，3 周后愈伤组织已很发达（图 1，a），此时将叶片置于含有潮霉素的筛选培养基中进行抗性筛

选，阳性植株继续生长而假阳性植株不能生长（图 1，b）。待愈伤组织分化出的芽 5 cm 左右高时将

其取下移入生根培养基中（图 1，c）。当植株长至 10 ~ 15 cm 高（图 1，d）时将其取出培养瓶，转

入营养土（蛭石︰腐殖土 = 1︰2）花盆中在温室中生长。 

提取转基因烟草叶片的 DNA，利用 psoRPM1 特异性引物进行 PCR 鉴定，结果显示，筛选得到

9 株呈阳性的转基因植株（图 2）。 

2.2  转基因烟草对南方根结线虫抗性的鉴定 

如图 3 所示，在接种根结线虫后，野生型‘W38’植株根部根结很多，且大都成串分布，侧根

数量较少（图 3，A）；转 pCAMBA1305.1 空载体的植株根部与野生型植株根部表现相似（图 3，B）；

9 株转基因烟草其根部表型显示出一定差异，1 号植株地上部生长正常，但地下部根系分布了较多根

结，与野生型烟草和转空载烟草相比根结数量还是减少（图 3，C1）；2 号植株的根系部分明显比野

生型和空载烟草的根系发达，根结分布较为分散，根结数量明显少于 1 号植株（图 3，C2）；3 号植

株转基因烟草地上部的生长情况与 2 号植株类似，但根系生长不如 2 号植株旺盛，而根结的数量和

分布与 2 号植株相类似（图 3，C3）；4 号植株转基因烟草生长状况良好，须根较多，根结数量少根

结也较小（图 3，C4）；5 号植株和 6 号植株无论从植物的生长状况到根结情况都十分类似，地上部

植株生长良好，根系发达，几乎没有根结分布（图 3，C5、C6），表现出对线虫较强的抗性；7 号植

株和 9 号植株与 2 号植株的表现相同，生长根结的根系与未长根结的根系数量基本相同，且根结的

形状大都为米粒状（图 3，C7、C9）；8 号植株未长根结的根系明显少于长根结的根系，根结形状为

米粒状，且没有造成根系畸形（图 3，C8）。对

于高度抗根结线虫的烟草品种‘K326’而言，

地上部生长正常，叶形比野生型偏圆，根系十

分发达，且其根部几乎没有根结的分布（图 3，

D）。 

如表 2 所示，在 9 株转基因植株中，1 级

发病的为 2 株，2 级发病的为 1 株，3 级发病的

为 5株，4级发病的为 1株。而转空载烟草（CK-）

和未转基因的野生型烟草‘W38’的发病级数

均为 5 级。 

根据发病指数计算得到所有转基因烟草的

病情指数为 48.9，根据抗性评价标准 30 < 病情

指数 ≤ 50 为抗性品种来判断，转入 psoRPM1

基因后对南方根结线虫的抗性由高度感病变成

了中度抗病。 
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图 1  农杆菌转化的烟草叶片再生及离体培养（潮霉素筛选压 10 mg · L-1） 

a、c、d：生长 3、4 和 10 周的转基因烟草；b：在筛选培养基中正常生长的阳性植株（右）和无法生长的假阳性植株（左）。 

Fig. 1  The leaf regeneration of tobacco after transformation via Agrobacterium tumefaciens 

and culture in vitro under selecting pressure of 10 mg · L-1 hygromycin 

a，c and d：Transgenic tobacco in 3，4，10 weeks；b：Transgenic tobacco with hygromycin resistant（right）and untransgenic tobacco（left）. 

 

 
 
 
 
 

图 2  转基因烟草的 PCR 鉴定 

M：5 000 bp DNA marker；1 ~ 9：转基因植株；CK+：抗性野生樱桃李为正对照；CK-：转空载的负对照；WT：野生型 W38 烟草。 

Fig. 2  PCR identification of transformed tobacco 

M：5 000 bp DNA marker；1–9：Transgenic tobaccos with psoRPM1；CK+：Resistant Xinjiang wild cherry plum； 

CK-：Transgenic tobaccos with empty plasmid；WT：W38 wild type. 
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图 3  转基因烟草的根结线虫抗性表现 

A：野生型烟草‘W38’；B：转空载体烟草；C1~ C9：转 psoRPM1 基因烟草；D：抗性品种‘K326’。 

Fig. 3  Result of the nematode resistance in transgenic W38 

A：W38 wild type；B：Transgenic tobaccos with empty plasmid； 

C1–C9：Transgenic tobaccos with psoRPM1； 

D：Root-knot nematode resistant tobacco‘K326’. 
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3  讨论 

在植物抗线虫研究中已发现了数十个抗线虫基因，其中成功克隆并通过转基因验证获得了其中

的 7 个基因，包括 Hs1pro-1（Cai et al.，1997），Mi（Milligan et al.，1998；Vos et al.，1998），Hero A

（Ernst et al.，2002；Sobczak et al.，2005），Gpa2（van der Vossen et al.，2001），Gro1-4（Paal et al.，

2004），Rhg1（Hauge et al.，2001），Rhg4（Lightfoot & Meksem，2001）以及 Ma（Claverie et al.，

2004）基因。在这 7 个抗线虫基因中，只有 Mi 基因（从番茄中克隆得到）和 Ma 基因（从樱桃李中

克隆得到）是抗根结线虫的，其余基因则表现抗其它如包囊线虫等特点。随着研究的深入，发现利

用这些抗线虫基因在相同植物种内进行转基因育种的效果较明显，而异种植物间的转基因有时会出

现意外情况。例如 Mi-1 基因在转入烟草和拟南芥后并不表现对根结线虫的抗性（Williamson & 

Kumar，2006）；而将 Mi-1 基因转入茄子中，虽然表现出对线虫的抗性，但却不像 Mi-1 基因在番茄

中那样表现对蚜虫的抗性（Goggin et al.，2006）。将 Hero A 基因（抗马铃薯包囊线虫）转到番茄后

也并没有对马铃薯包囊线虫的抗性（Sobczak et al.，2005）。这些例子说明不同植物对外源抗虫基因

的表现并不相同。 

posRPM1 基因属于植物抗病基因（R 基因）家族中的 NBS-LRR 类抗病基因（Li et al.，2011），

在蛋白结构上与 Mi-1 等抗线虫基相似。NBS-LRR 类抗病基因编码的蛋白绝大部分都与植物抗病过

程有关，目前普遍认为它们在植物响应病原体入侵时起着信号识别和传递的作用（Belkhadir et al.，

2004；Jones & Dangl，2006）。异种植物接受外源的抗虫基因必须面对的困难在于新的信号识别体系

与原有信号传导路径的有机连接（Eitas & Dangl，2010）。在本试验中，posRPM1 基因转入烟草后虽

然平均对南方根结线虫的抗性反应由高度感病变成了中度抗病，但部分植株抗性并不强，这可能与

转入基因整合到染色体的位置、转入基因沉默和跨种间转基因有关。同时这一基因被定位于细胞膜

上（Li et al.，2011），推测该基因功能可能与抗病信号传递过程有关，并不能起到完全抗病的作用。

对 posRPM1 基因在抗病分子机制中的具体作用还需要进一步的证据，目前本实验室正在进行这方面

的深入研究。 
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