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Ri质粒介导马铃薯 Y 病毒外壳蛋白基因

( P V Y-CP ) 转化烟草的研究
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摘  要  将已克隆在大肠杆菌中的 PBCY-401质粒 (携带马铃薯 Y 病毒外壳蛋白基因 ( PV Y-CP 基因) ,

通过三亲杂交导入具 Ri质粒的发根农秆菌中, 用转化子溶液感染烟草, 在Ri质粒介导下, 将 PVY-CP 基

因导入烟草。首先用烟草的外植体与转化子菌液共培养法诱导毛状根, 以毛状根为外植体在含有抗生素

Km的分化培养基上诱导愈伤组织和幼芽, 继续培养获得再生植株。再生植株经冠瘿碱、PCR、分子杂交

检测, 有 20%以上的植株表现为阳性, 证明 PVY-CP 基因已导入烟草。对转化烟草植株后代用斑点免疫

结合法和田间接病毒法检测, 有 30% 左右的植株表现有抗性; 在烟草 8611的 6号转化株 36株自交后代

中有 10株在整个生育过程中完全不发病, 证明 PVY-CP 基因通过有性生殖可以遗传并在后代中表达。
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  近年来, 在植物基因工程中利用发根农秆菌 ( Agrobacterium rhizogenes ) 的 Ri质粒作为转基因载体, 进行了

大量的工作, 并取得很大的成效11~ 42。Ri质粒与 Ti质粒相似152, 具 T-DNA能插入受体植物基因组中, 在转化细

胞中有转录与转译的功能。转化的再生植株可通过减数分裂稳定的将 T-DNA 及其携带的基因遗传给后代, Ri质

粒诱导的毛状根是单细胞起源的, 因此由毛状根产生的再生植株是纯合的。Ri质粒不但可以做为二元载体, 还可

以做为中间载体, 故 Ri质粒比 Ti质粒更有优越性。

烟草是我国重要的经济作物, 由于病毒病的危害, 已严重影响产量与质量, 特别是近年来马铃薯 Y病毒的危

害日亦严重, 在黑龙江省已成为最危险的病害。病毒的外壳蛋白, 可通过交叉保护的原理, 减少或避免有关病毒



的为害, 已被大量的实践所证明。本文的目的是利用 PBCY-401质粒上携带 PV Y-CP 基因 (马铃薯 Y 病毒外壳蛋

白基因) , 通过转移载体发根农秆菌的 Ri质粒, 导入烟草, 再经过检测与继代选择, 选出抗 Y 病毒的烟草新品

系, 为烟草抗病育种开辟一条新途径。

1材  料  和  方  法

111 材料
( 1) 烟草品种: NC89、温德尔 8409、G140、8611 均引自黑龙江省烟草研究所。 ( 2) 载体: 发根农秆菌

R1000 ( PRiA4b) 带有 Ri质粒, 具 T-DNA 和 SM 抗性位点, 引自日本筑波大学遗传子研究中心。( 3) 诱动菌:

E1 coli HB101具诱动 ( mob) 和转移 ( tra) 功能, 有卡那霉素 ( Km) 抗性标记, 本研究室保存。 ( 4) 供体: E1

coliC600具 PBCY-401质粒, 带有马铃薯 Y病毒外壳蛋白基因 ( PV Y-CP 基因) 和 Km 抗性位点。引自中国科学

院微生物研究所。

112 方法
( 1) 三亲杂交: 以发根农秆菌为受体, 以 HB101为诱动菌, 以 PBCY-401为供体, 通过三亲杂交将质粒 PB-

CY-401导入发根农秆菌, 经 Sm和 Km的抗性筛选, 选出转化子。经受体菌、供体菌、转化子 DNA检测, 确认

PBCY-401质粒导入发根农秆菌。培养转化子 ( PRiA4b+ PBCY-401) 菌液, 用于转化烟草的外植体。( 2) 无菌苗

的培养: 将烟草种子用 95%乙醇消毒 1~ 3分钟, 再用次氯酸钠消毒 15~ 20分, 用无菌水冲洗 3~ 4次, 接种于

MS培养基上, 25 e , 每天 16小时光照, 光强度为 2 000~ 3 000lux。( 3) 接种: 取烟草无菌苗的叶片切块与转化

子菌液共培养。( 4) 诱导毛状根与再生植株: 感染菌液的叶片在 MS 培养基上, 培养一周左右诱导出毛状根, 取

毛状根 1cm左右切段, 在不含激素加羧苄青霉素 Cb ( 500mg/ L) 和 km ( 50mg/ L) 的MS液体培养基上, 28 e 暗

振荡培养或在同样成分的MS固体培养基上培养, 转化的毛状根呈分支状生长, 对照的和未转化根不生长, 将经

过筛选转化的毛状根切段, 在MS+ BA ( 1mg/ L) + NAA ( 011mg/ L ) 固体培养基上培养 15天左右诱导出愈伤组

织, 继续培养两周, 将愈伤组织转到分化培养基 ( MS+ BA 2mg/ L+ NAA 011mg/ L) 上培养, 从愈伤组织上长出

绿色的芽点, 继续培养发育成幼芽, 待幼芽长到适当大小, 从愈伤组织上切下, 转入 1/ 2 MS或 1/ 2 MS+ NAA

015mg/ L 生根培养基上, 经 7~ 12 天长出根, 再将生根的再生植株移入蛭石中状苗, 10天左右即可移入花盆中栽

培。

113 导入基因的检测
( 1) 冠瘿碱的检测   取再生植株的叶或茎提取物, 用纸电泳法检测是否有冠瘿碱; 冠瘿碱是 Ri质粒在真

核细胞中的表达产物, 如果含有冠瘿碱可证明 T-DNA 已导入受体。

( 2) 外源基因的检测   用 PCR扩增仪检测; 分别提取转化植株与 PBCY-401质粒 DNA, 用合成的特异引

物: 5 c特异引物: ATCCATGGGAAATGACACAATC , 3c特异引物: GCAAGACCGGCAACA。预变性: 98 e 10

分, 变性: 94 e 1分, 复性: 53 e 1分, 延伸: 72 e 215分, 循环结束延伸 5分, 30个循环进行 DNA 扩增, 检测

是否有基因的扩增产物。用 DNA 斑点分子杂交检测; 分别提取转化的再生植株与质粒 DNA, 用生物素标记 PB-

CY-401质粒 DNA做探针, 进行 DNA斑点分子杂交, 检测是否有外源基因导入。

114 抗性的检测
用斑点免疫结合法进行抗性鉴定, 对转化植株与自交一代植株进行斑点免疫结合检测, 确认有 PV Y-CP 基因

的表达产物, 证明 PV Y-CP基因不仅可以表达而且可以遗传。用田间接病毒法进行抗性鉴定; 在田间于发病期进

行接毒实验, 鉴定抗病能力。
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2结  果  与  讨  论

211 毛状根的诱导
烟草叶片切块与转化子菌液共培养 1~ 2小时后, 在无激素的MS+ Cb ( 500mg/ L) 固体培养基上培养一周左

右于切口处膨大, 2周后产生大量的不定根, 不定根多数生长旺盛, 分枝多, 无向地性, 为典型的毛状根。不同

品种诱导毛状根的频率大致相似, 为 58~ 74%左右。毛状根进行 Km 抗性筛选, 有 55~ 64%的毛状根具 Km 抗

性, 在含 Km ( 100mg/ L ) 的无激素MS固体培养基上, 转化的毛状根可正常生长, 而未转化的毛状根变黄, 死

亡。对具有 Km抗性的转化根进行冠瘿碱检测, 有 70%的转化根具有冠瘿碱, 未转化根不具冠瘿碱, 说明 Ri质

粒的 T-DNA已整合到植物细胞的基因组中 (表 1)。

表 1  烟草叶片诱导的毛状根具Km抗性和冠瘿碱数

烟草

品种
菌  液

毛状根检测 Km抗性检测 冠瘿碱检测

数 转化根数 数 抗性根数 数 含碱数%

NC89

转化子

R1000

YEB

45

30

20

2922

2

64144

73133

10100

29

22

0

17

0

0

58164

0

0

14 11
7816

8409
转化子

YEB

50

20

20

3

5810

1510

29

3

19

0

581 6

0 

12

0

9

0

7510

0  

G140
转化子

YEB

43

19

29

2

6714

1015

29

12

16

0

551 2

0 

6

0

4

0

6617

0  

8611
转化子

YEB

51

21

29

3

5619

1412

31

10

20

0

641 5

0 

10

0

7

0

7010

0  

212 用毛状根诱导愈伤组织和再生植株
将转化的毛状根置于 MS + BA 1mg/ L+ NAA011mg/ L 固体培养基上, 经 15天左右诱导出愈伤组织, 继续

培养, 愈伤组织上出现绿色芽点, 形成芽, 待长至适当大小时切下, 转至生根培养基, 7~ 12天长出壮根, 再移

入蛭石中 10天左右移栽于花盆中。

213 由外植体直接诱导愈伤组织和再生植株
烟草叶片切块接种后, 置于含 Cb和 Km 抗生素的愈伤组织诱导培养基上, 10天左右于切口处形成愈伤组

织, 待愈伤组织长至适当大小时, 转至分化培养基上培养 15~ 20天, 愈伤组织上长出绿色芽点和幼芽, 待幼芽

长至适当大小后切下, 转入生根培养基, 经 1~ 2周长出状根成苗, 再转入蛭石中, 1周后移入花盆中。

烟草叶片切块与转化子菌液共培养前, 先置于不加抗菌素的愈伤组织诱导培养基上预培养 10天左右, 再砖

入有选择因子的诱导培养基上, 此后一直保持选择压力, 产生抗 Km的芽数比不经过预培养产生的芽数多。

214 DNA的 PCR扩增检测

用合成的特定引物, 在 PCR 仪上扩增 PVY-CP 基因 DNA, 检测转化的烟草 / 86110 6株, 其中有 4株呈阳

性反应, 说明 PV Y-CP 基因已导入烟草。转化率为 6616%。

215 DNA斑点分子杂交检测
/烟草 86110 13株转化植株, 经 DNA斑点分子杂交检测, 有 5株表现为阳性, 按斑点分子杂交的转化率为

3814%。

216 斑点免疫结合法检测
随机检测转化植株 43株, 有 24株呈阳性反应, 占 5518% , 对照植株全为阴性反应, 说明 PVY-CP 基因不

仅整合到受体植物基因组中, 而且在蛋白质水平上得到表达。
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217 对转化烟草植株后代的抗性检测
( 1) 斑点免疫结合法检测: 对转 化 /烟草 86110 7号植株后代, 随机检测 20株, 其中有 13株呈阳性反应,

占 65% , 但斑点的颜色深浅不同, 表明 PVY-CP 基因的表达有差异, 对转化 /烟草 86110 6号植株后代, 随机检

测 20株, 其中有 18株呈阳性反应, 阳性植株表达亦有差 异。( 2) 转化烟草后代植株田间接毒检测: 对转化 /烟

草 86110 7号植株后代 35株、对照 20株, 摩擦接种 PVY病毒, 转化烟草植株的发病时期明显晚于对照, 有的在

整个生长期间未发病。接种 60天发病情况如表 2。6号未发病的 28株植株, 移栽中死亡 8株, 成活后有 10株陆

续发病, 有 10株在整个生长期间未发病, 占 3517。转基因植株叶片数多于对照, 抗 PVY 病毒病, 对未发病植株

的第二代植株继续进行斑点免疫结合法和田间接毒检测, 选育抗 PVY 病毒病品系。

表 2  转化烟草 / 86110 7号株后代及 6号株后代的发病情况

发 病情 况
7号株后代 ( 35株) 6号株后代 ( 36株)

发 病 株数 % 发 病 株数 %

 严重发病株

 轻度发病株

 未发病株

10

17

8

28157

4815

22186

2

6

28

5155

1616

7718

用 Ri质粒介导外源基因导入受体, 易于筛选转化体, 具 Ri质粒的发根农秆菌感染多种双子叶植物, 其特点

是在感染部位能诱导产生毛状根, 毛状根是单细胞起源的, 因此, 由毛状根诱导的再生植株是纯合的, Ri质粒的

T-DNA 上携带有激素基因, 易于再生植株。再生植株根系发达, 节间短, 幼叶有皱缩, 为转化体筛选提供了方

便112。据Wei报道162, 具 Ri质粒的发根农秆菌菌液与 Solanm nigrum的原生质体共培养, 由 Ri质粒转化的组织其

毒性一般低于 Ti质 粒。Ri质粒转化的组织可产生冠瘿碱, 这种冠瘿碱在转化的愈伤组织、毛状根、再生植株中

均可检测到, 所以用 Ri质粒介导外源基因转化植物, 已日亦受到人 们的重视。

经预培养的外植体细胞, 对发根农秆菌敏感, 可提高转化率, 转化的细胞易于形成毛状根、愈伤组织和再生

植株, 因此, 预培养是一个值得重视的方法。预培养的时间依植物种类不同而异, Rajbin等认为颠茄的预培养时

间 6天最佳, Berthomieu172等认为, 卷心菜的预培养时间 11天最佳, Chr istey182等认为, 白菜的预培养时间 7~ 10

天最佳。Nehra192等认为, 草莓的预培养时间 10天最佳。原因可能是单细胞不能抵抗抗生素的选择压力, 经预培

养产生的细胞群可能比单细胞更能忍受抗生素的选择压力。本实验也看到类似的结果。
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