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葡萄病毒犅犆犘基因植物表达载体构建及

烟草遗传转化
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（中国农业科学院果树研究所，国家落叶果树脱毒中心，兴城　１２５１００）

摘要　葡萄病毒Ｂ犌狉犪狆犲狏犻狀犲狏犻狉狌狊犅 （ＧＶＢ）是葡萄皱木复合病中栓皮病的病原，为开展抗ＧＶＢ转基因研究，本研

究利用ＲＴＰＣＲ技术克隆ＧＶＢ外壳蛋白（ｃｏａｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＰ）基因，与植物表达载体ｐＲＩ１０１ＡＮ连接构建植物表达

载体ｐＲＩＧＶＢＣＰ。采用电击转化法将植物表达载体ｐＲＩＧＶＢＣＰ导入农杆菌ＬＢＡ４４０４，并利用农杆菌介导的叶

盘转化法将外源基因导入西方烟‘３７Ｂ’。共获得１６个烟草再生株系，ＰＣＲ检测其中３个株系为阳性，阳性株系播

种获得的６４株Ｔ１代植株中有３０株扩增到目的条带，阳性率为４６．９％，表明目的基因ＧＶＢ犮狆成功导入烟草并可

成功遗传到子代。２８株Ｔ１代转基因植株接种病毒进行抗病性鉴定，其中有６株对接种病毒ＧＶＢ具有抗性。
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　　葡萄犞犻狋犻狊狏犻狀犻犳犲狉犪Ｌ．是我国的重要水果之

一，截至２０１５年其产量排名为我国水果产量的第四

位［１］。但同时葡萄也是感染病毒种类最多的果树，

目前国内外已报道６５种病毒可侵染葡萄
［２］，病毒病

也逐渐成为制约我国葡萄产业化发展的重要因素之

一。葡萄栓皮病（ｃｏｒｋｙｂａｒｋ，ＣＢ）是皱木复合病

（ｒｕｇｏｓｅｗｏｏｄｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＷ）中的一种病害类型
［３］，

其病原为葡萄病毒Ｂ犌狉犪狆犲狏犻狀犲狏犻狉狌狊犅（ＧＶＢ），为

线性病毒科犉犾犲狓犻狏犻狉犻犱犪犲葡萄病毒属犞犻狋犻狏犻狉狌狊的

重要成员［４６］。目前ＧＶＢ在美国、意大利
［４５］、法国、

南非［６］、以色列［７］、印度［８］及中国［９］等全世界多个国

家普遍发生，２０１４年对中国不同地区的１８８个葡萄



２０１８

样品检测发现其中１７个样品携带ＧＶＢ，带毒率为

９％左右
［９］。ＧＶＢ感染葡萄后植株将终生带毒，难

以通过化学药剂进行有效防治，因此培育抗病品种

是防控葡萄病毒病的重要途径，利用基因工程导入

外源基因是抗病育种的一种有效辅助手段。目前葡

萄抗病毒基因工程主要利用病毒外壳蛋白（ｃｏａｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＰ）和移动蛋白（ｍｏｖｅｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＰ）等

病毒来源的基因作为抗性基因，并获得了抗病毒植

株［１０１１］。这一类基因诱导植株产生针对来源病毒的

特异抗性。田莉莉等［１２１３］为创制针对葡萄病毒的广

谱抗病毒植物新材料，分别将２种和４种葡萄病毒

部分犮狆基因片段串联构建ＲＮＡｉ干扰植物表达载

体，分别转入烟草和葡萄体细胞胚，抗性效果有待进

一步评价。除病毒源基因外，一些非病毒来源的基

因也被应用于抗病毒基因工程，如郭佩佩等［１４］利用

大豆凝集素基因犾犲犮狊转化烟草增强了植株对烟草

花叶病毒犜狅犫犪犮犮狅犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＴＭＶ）的抗性；本

实验室曾将一种广谱性抗病毒基因酵母狆犪犮１基因

导入烟草，所获得的部分转基因植株对ＧＶＢ表现出

一定的耐病性，但并不能完全抵抗病毒的侵染［１５］，

因此还需探索和研究诱导抗性更强的外源基因。利

用病毒犮狆基因培育抗病毒植株已有一些成功案

例［１０１１］，但由于转基因葡萄植株培育、抗性评价等周

期长、难度大，因此选择烟草等模式植物开展转基因

研究，可快速获得转基因烟草植株并进行抗性评价，

如ＲａｄｉａｎＳａｄｅ等
［１６］、Ｌｉｎｇ等

［１７］、ＪａｒｄａｋＪａｍｏｕｓｓｉ

等［１８］将ＧＶＡ、ＧＦＬＶ、或ＧＬＲａＶ２等葡萄病毒犮狆

或犿狆基因导入烟草获得转基因植株，通过摩擦接

种转基因烟草观察症状表现快速进行抗性评价，初

步筛选出抗病或耐病株系。有关ＧＶＢ犮狆基因的遗

传转化研究目前国内尚罕见报道，本实验室研究证

明西方烟犖犻犮狅狋犻犪狀犪狅犮犮犻犱犲狀狋犪犾犻狊‘３７Ｂ’接种 ＧＶＢ

后，会出现明显褪绿、黄化、皱缩畸形等症状［１５］，有

助于快速进行抗病性评价，因此本研究将ＧＶＢ犮狆

基因作为目的基因导入该烟草，为评价其抗病毒效

果、培育抗性更强的转基因植株奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

用于ＧＶＢ犮狆基因克隆的毒源为ＧＶＢ带毒葡

萄植株摩擦接种的西方烟犖．狅犮犮犻犱犲狀狋犪犾犻狊‘３７Ｂ’组

培苗，由本实验室保存；用于遗传转化的健康西方烟

‘３７Ｂ’组培苗由本实验室保存。

１．２　载体、菌株及主要试剂

大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＤＨ５α感受态、农杆菌

犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犿犲犳犪犮犻犲狀狊ＬＢＡ４４０４电击转化感受

态、克隆载体ｐＭＤ１９Ｔ、植物表达载体ｐＲＩ１０１ＡＮ、

限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＰＣＲ

相关试剂等均购自ＴａＫａＲａ公司（大连）；质粒提取

试剂盒、植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒购自北京艾

德莱生物科技有限公司；６苄氨基腺嘌呤（６ｂｅｎｚｙｌ

ａｍｉｎｏｐｕｒｉｎｅ，６ＢＡ）、萘乙酸（ｎａｐｈｔｈｙｌａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，

ＮＡＡ）、吲哚丁酸（ｉｎｄｏｌｅｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＩＢＡ）、链霉素

（ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，Ｓｍ）卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ，Ｋｍ）、头

孢霉素（ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅｓｏｄｉｕｍ，Ｃｅｆ）等激素和抗生素购

自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　犌犞犅犮狆基因的克隆

根据 ＧｅｎＢａｎｋ登录的 ＧＶＢ序列利用软件

Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０及Ｏｌｉｇｏ６．０设计扩增ＧＶＢ犮狆

基因全长的引物：Ｂ８ＡＢａｍ（５′ＣＡＧＧＡＴＣＣＴＡＣＧ

ＡＧＡＣＡＡＴＡＡＧＣＡＡＧＣ３′），Ｂ８ＢＳａｃ（５′ＣＣＧＡ

ＧＣＴＣＣＡＣＣＣＡＡＡＴＡＣＴＴＡＧＡＣＡＴＡＣ３′），上下

游引物５′端分别添加犅犪犿ＨⅠ和犛犪犮Ⅰ酶切位点。

参照任芳等［１９］的方法，从实验室保存的ＧＶＢ毒源

烟草组培苗中ＲＴＰＣＲ扩增犮狆基因，连接到ｐＭＤ

１９Ｔ载体，转化ＤＨ５α感受态，ＰＣＲ筛选阳性克隆

（ｐＭＤＧＶＢＣＰ）并进行测序和酶切验证。采用

ＤＮＡＳｔａｒ７．０和ＭＥＧＡ７．０．１４软件进行序列分析和

比对。多序列比较采用ＤＮＡｓｔａｒＣｌｕｓｔａｌＶ方法。

１．４　植物表达载体的构建及转化农杆菌

植物表达载体构建流程见图１，利用限制性内

切酶犅犪犿ＨⅠ和犛犪犮Ⅰ分别对ｐＭＤＧＶＢＣＰ质粒

和ｐＲＩ１０１ＡＮ载体双酶切，胶回收目的基因片段

和线性化载体大片段，Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接并转化

大肠杆菌ＤＨ５α感受态，ＰＣＲ筛选阳性克隆（ｐＲＩ

ＧＶＢＣＰ）并进行测序和酶切验证。提取ｐＲＩＧＶＢ

ＣＰ质粒ＤＮＡ，利用美国ＢＩＯＲＡＤ公司ＧｅｎｅＰｕｌ

ｓｅｒＸｃｅｌｌＴＭ电穿孔系统电击转化农杆菌ＬＢＡ４４０４

感受态。转化步骤：取２０μＬ感受态细胞置于冰上

融化，加入２μＬ质粒ＤＮＡ；将混合液加入冰中预冷

的ＢＩＯＲＡＤ电极间距０．１ｃｍ的电击杯内，２４００Ｖ

电击２次；迅速置于冰上冷却，然后加入１ｍＬＳＯＣ

培养基，３０℃１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１ｈ；取适量菌液

涂布于含卡那霉素（Ｋｍ）１００ｍｇ／Ｌ和链霉素（Ｓｍ）

１００ｍｇ／Ｌ的ＬＢ培养基，３０℃培养４８ｈ，挑斑培养，

菌液ＰＣＲ鉴定筛选阳性克隆。
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图１　植物表达载体狆犚犐犌犞犅犆犘构建流程

犉犻犵．１　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳狆犾犪狀狋犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狏犲犮狋狅狉狆犚犐犌犞犅犆犘

１．５　烟草遗传转化及再生植株培育

参照任芳等［１５］的叶盘法进行烟草遗传转化，将

含重组质粒ｐＲＩＧＶＢＣＰ的农杆菌菌液振荡培养至

ＯＤ６００约为０．６时低速离心收集沉淀，沉淀用ＭＳ液体

培养基重悬作为侵染源。将烟草无菌组培苗叶片剪

成０．５～１．０ｃｍ
２的小块，在上述菌悬液中浸泡１０ｍｉｎ，

无菌滤纸吸干多余菌液，接种于分化培养基（ＭＳ＋

３．０ｍｇ／Ｌ６ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１００μｍｏｌ／Ｌ乙

酰丁香酮）上２７℃暗培养３ｄ，然后转至含Ｋｍ和Ｃｅｆ

的选择培养基（ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ

ＮＡＡ＋５０ｍｇ／ＬＫｍ＋２５０ｍｇ／ＬＣｅｆ）于（２５±

２）℃、Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ条件下培养，每月继代培养

１次，诱导产生抗性芽，待不定芽长至１～２ｃｍ时将

其切下转到生根培养基（１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ＋

２５ｍｇ／ＬＫｍ＋１５０ｍｇ／ＬＣｅｆ）诱导生根直至获得完

整再生植株。

１．６　转基因植株犘犆犚检测

取再生植株叶片采用ＣＴＡＢ法提取基因组

ＤＮＡ，提取步骤参照北京艾德莱生物科技有限公司

ＣＴＡＢ植物基因组ＤＮＡ快速提取试剂盒说明书，

采用引物 Ｂ８ＡＢａｍ／Ｂ８ＢＳａｃ对 ＤＮＡ 模板进行

ＰＣＲ检测，产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测。收集

阳性Ｔ０代植株种子播种，培育Ｔ１代植株，同样采用

引物Ｂ８ＡＢａｍ／Ｂ８ＢＳａｃ进行ＰＣＲ检测鉴定阳性

植株。

１．７　转基因植株抗病性初步鉴定

在转基因Ｔ１ 代阳性植株６叶期左右，取感染

ＧＶＢ的试管苗毒源摩擦接种转基因烟草，同时接种
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非转基因烟草为对照，观察转基因植株及对照植株

症状表现，在接种后１５ｄ和３０ｄ分别采集植株叶片

提取总 ＲＮＡ，采用引物 ＧＶＢｈ／ＧＶＢｃ（ＧＶＢｈ：５′

ＡＴＣＡＧＣＡＡＡＣＡＣＧＣＴＴＧＡＡＣＣＧ３′，ＧＶＢｃ：５′

ＧＴＧＣＴＡＡＧＡＡＣＧＴＣＴＴＣＡＣＡＧＣ３′）进行 ＲＴ

ＰＣＲ检测确定植株中带毒情况。

２　结果与分析

２．１　犌犞犅犮狆基因的克隆

引物Ｂ８ＡＢａｍ／Ｂ８ＢＳａｃ从实验室保存的毒源

烟草中均扩增到约７０４ｂｐ的目的片段（图２ａ）。克

隆产物菌液ＰＣＲ鉴定（图２ｂ）和犅犪犿ＨⅠ和犛犪犮Ⅰ

双酶切鉴定（图２ｃ）表明成功获得阳性克隆ｐＭＤ

ＧＶＢＣＰ。阳性克隆经测序共获得１１个ＧＶＢ犮狆序

列，包含完整ＧＶＢ犮狆基因（５９４ｂｐ）及两端引物和

酶切位点序列。这些犮狆基因克隆序列相似性达

９８．８％～１００％，与ＧｅｎＢａｎｋ登录的ＧＶＢ犮狆序列

核苷酸相似性为７７．９％～９８．８％，其中与登录号

Ｘ７５４４８分离物相似性最高，达９７．５％～９８．５％，在进

化树上也聚在一个分支。本研究所获得的１１个克隆

序列中仅有２个克隆序列共３个氨基酸差异，其余９

个克隆均没有氨基酸突变，并且其中有６个克隆氨基

酸和核苷酸序列均完全一致，表明这些序列为优势序

列，选取其中的克隆９９１作为载体构建的目的片段。

图２　犌犞犅犮狆基因克隆

犉犻犵．２　犆犾狅狀犻狀犵狅犳犌犞犅犮狆犵犲狀犲

２．２　植物表达载体狆犚犐犌犞犅犆犘构建及转化农杆菌

用犅犪犿ＨⅠ和犛犪犮Ⅰ分别对克隆质粒ｐＭＤ

ＧＶＢＣＰ和载体ｐＲＩ１０１ＡＮ进行双酶切、回收和转

化ＤＨ５α，克隆产物ＰＣＲ扩增除１个克隆未扩增到

目的条带外其余克隆均获得目的条带（图３ａ）。阳

性克隆质粒ＤＮＡ双酶切鉴定获得两条条带，其中

小片段为犮狆基因，大片段为切下的载体片段（图

３ｂ）。阳性克隆测序结果显示未发生碱基突变，表明

植物表达载体ｐＲＩＧＶＢＣＰ构建成功。将植物表达

载体ｐＲＩＧＶＢＣＰ质粒 ＤＮＡ 电击转化农杆菌

ＬＢＡ４４０４，克隆产物ＰＣＲ扩增获得约７０４ｂｐ的目

的条带，表明载体成功转入农杆菌（图３ｃ）。

图３　植物表达载体狆犚犐犌犞犅犆犘构建及检测鉴定

犉犻犵．３　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀犪狀犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狆犾犪狀狋犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狏犲犮狋狅狉狆犚犐犌犞犅犆犘

２．３　烟草遗传转化及再生植株培育

含植物表达载体ｐＲＩＧＶＢＣＰ的农杆菌共浸润

烟草叶盘（图４ａ），暗培养３ｄ后转入含Ｋｍ和Ｃｅｆ

的选择培养基上诱导培养，约４周后开始产生抗性

不定芽（图４ｂ）。待不定芽长至１～２ｃｍ时切下不

定芽转到生根培养基上诱导生根（图４ｃ），成功获得

完整再生植株（图４ｄ）。在Ｋｍ和Ｃｅｆ筛选下共获得

再生烟草１６株。
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图４　狆犚犐犌犞犅犆犘遗传转化烟草

犉犻犵．４　犌犲狀犲狋犻犮狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狆犚犐犌犞犅犆犘犻狀狋狅狋狅犫犪犮犮狅

２．４　转基因烟草的犘犆犚鉴定

采用引物Ｂ８ＡＢａｍ／Ｂ８ＢＳａｃ对１６株再生烟

草植株的ＰＣＲ鉴定结果表明，其中有３株扩增到约

７０４ｂｐ的目的条带，阴性对照和其余植株未扩增到目

的条带（图５）。收集阳性Ｔ０代植株种子播种，对３个

阳性株系共６４株Ｔ１代植株进行ＰＣＲ检测，其中３０

株扩增到目的条带，阳性率４６．９％，表明目的基因ＧＶＢ

犮狆基因成功导入烟草并可成功遗传到子代植株。

图５　转基因烟草犘犆犚鉴定

犉犻犵．５　犘犆犚犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮狋狅犫犪犮犮狅狆犾犪狀狋狊

２．５　转基因烟草抗病性初步鉴定

在转基因Ｔ１代阳性植株６叶期左右接种ＧＶＢ

毒源，共接种２８株，同时接种１０株非转基因烟草为

对照。接种后１５ｄ，所有非转基因植株新叶均出现褪

绿、黄化、皱缩畸形及叶片变小等症状，接种的转基因

Ｔ１代阳性植株中有２２株出现与非转基因对照相似

的症状，另外有６株未观察到明显症状（图６）。分别

提取转基因Ｔ１代接种后无症状植株（６株）、转基因Ｔ１
代接种发病植株（４株）、非转基因接种发病植株（４株）

及非转基因未接种健康植株（２株）总ＲＮＡ，采用引物

ＧＶＢｈ／ＧＶＢｃ进行ＲＴＰＣＲ检测。结果表明，转基因

Ｔ１代接种发病植株和非转基因接种发病植株中均扩增

到ＧＶＢ目的条带，转基因Ｔ１代接种后无症状植株及

非转基因未接种健康植株中均未扩增到ＧＶＢ目的条

带（图７）。接种后３０ｄ再次采集相同植株叶片，ＲＴ

ＰＣＲ检测ＧＶＢ带毒情况与接种１５ｄ结果一致。因此，

接种及检测表明无症状的６株转基因Ｔ１代植株中未

被ＧＶＢ侵染，初步表明其对ＧＶＢ具有一定的抗性。

图６　转基因烟草对犌犞犅的抗病性鉴定

犉犻犵．６　犚犲狊犻狊狋犪狀犮犲狅犳狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮狋狅犫犪犮犮狅狆犾犪狀狋狊狋狅犌犞犅

·５１·



２０１８

图７　犌犞犅接种植株的犘犆犚鉴定

犉犻犵．７　犘犆犚犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犾犪狀狋狊犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺犌犞犅

３　讨论

葡萄为多年生木本植物，生长周期长且再生困

难，近年来与大田作物相比葡萄抗病毒基因工程进展

相对缓慢。由于在葡萄上进行转基因植株培育、抗性

评价等周期长、难度大，因此多项研究选择烟草等模

式植物进行转基因植株培育和抗性评价［１６１８，２０］。已

有研究获得导入ＧＶＡ犮狆、ＧＦＬＶ犿狆、ＧＬＲａＶ２犮狆等

葡萄病毒基因的转基因烟草，通过病毒接种及症状

表现发现它们对同源病毒普遍具有抗性，抗性表现

分为抗病（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）等类型［１６１８］。本实验室

此前获得的酵母狆犪犮１转基因烟草部分株系经病毒

摩擦接种后也表现出症状延迟和减弱等耐病性，但

仍可在植株体内检测到病毒存在，表明不能完全抵

抗病毒侵染［１５］。本研究成功构建了ＧＶＢ犮狆基因植

物表达载体，通过农杆菌介导的遗传转化成功导入

烟草获得转基因植株。但目前转化效率较低，阳性

率仅为１８％，可能与载体及菌株类型、受体材料状

态及培养条件等原因有关。阳性株系播种获得的

Ｔ１代植株中，阳性率达４６．９％，表明目的基因可成

功遗传子代，且通过Ｔ１代植株接种病毒进行抗病性

鉴定表明，其中有６株对接种病毒ＧＶＢ具有抗性，

表明该转基因策略可成功获得抗性植株。在今后试

验中将通过增加抗生素浓度及继代培养次数等途径

提高转化率，并进行转基因植株扩繁培育以及葡萄

遗传转化研究，为培育抗病毒植株、开展葡萄抗病毒

分子辅助育种提供一定基础。
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２．３５％、１．８３％、１．８２％、１．６６％、０．５７％和０．４１％。

由此可见，油菜菌核病以绝对优势占据榜首，成为影

响油菜安全生产的最大威胁；油菜蚜虫成为仅次于

油菜菌核病的第二大威胁；油菜根肿病面积不大，植

保统计尚未涉及，但该病害类似于油菜田的顽疾，一

旦发病，数十年将无法耕种，且近年来在长江中下游

地区有扩展蔓延趋势。

３．３　新形势下，加强监测预警在油菜安全生产中的

作用

　　根据农业部农药零增长行动规划和以绿色发展

理念引领种植业转型升级的总要求，新形势下保障

油菜产量和品质，抵御病虫害的威胁，一个重要的方

面是要加强监测预警。以油菜生产中造成危害损失

最严重的菌核病为例，油菜菌核病后期的发病程度

与花瓣核盘菌侵染率密切相关［１６］，通过监测掌握田

间油菜花瓣侵染情况，才能确定适宜的防治时期，有

研究表明，关键期喷药一次，茎部病害株率防效可达

８２．６９％
［１７］。因此应加强监测预警技术研究，完善测

报体系队伍建设，做好长、中、短期的油菜病虫害发生

趋势预测，提前制定科学合理的防控预警方案，遇到

重大病虫害暴发危害，有能力控制其暴发流行趋势，

减轻危害损失，保障油菜丰收和油菜产业安全。
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