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摘 要 将本室合成、克隆的马铃薯卷 叶病毒(Potato Leafroll Virus．PI RV)中国分离株 的基 因间 

隔区(intergenic sequence．Is)双链 cDNA以正、反 向两种方式分别构建于转化载体 pROK2中，通过 

致瘤农杆菌介导，以马铃薯叶圆片为转化材料 ，转化马铃薯栽 培品种 Desiree，获得 了转基因植株。 

卡那霉素抗性分析和 PCR检测 目的基因，证 明 PLRV IS双链 cDNA已经整合到转基因马铃薯的 

染色体基因组中。将转基 因植 楝移栽 阿棚用蚜虫接种 PLRV，观察症状 并用醇联免疫吸 附测定 

(ELISA)检视f转基因植株 中 PLRV含量。结果表明，表达 PLRV IS正意和反意 RNA的转基因植 

株，接种病毒后表现无 症状或症状 轻微，PLRV平均滴度均 较未转基 因对 照植株 艇。表达正 意 

RNA的转基因植株 PLRV滴度降低 43％～72％，表达反意 RNA的转基因植株 PLRV滴度降低 

72％～86％．由此可见．表达 PLRVIS反意 RNA的转基因马铃薯对 PLRV抗性较强。 

关键词 马铃薯卷叶病毒，基因间隔区，转基因日铃薯，抗性 
_ ————————一 。——— —一 ——— t’—～ ——～  

马铃薯卷 叶病毒属 黄化病毒 组(Luteovirus)，是引起 马铃薯“退化”的一 个主要病 毒。 

PLRV分布广泛 在 田间由蚜虫以持久性方 式传播，难于控制，每年使垒世界马铃薯减产约 

200万吨 l1。因此，培育抗 PLRV的马铃薯新品种具有重要经济意义。 

用常规育种方法培育的抗 PLRV品种需时较长，且抗性常不稳定，脱毒种薯也难以防止 

后期再感染。1986年，Abel等首次利用基因工程手段用烟草花叶病毒(TMV)外壳蛋 白(CP) 

基因转化烟草，获得了对 TMV具有一定抗性的烟草植株口]，开辟了一条抗病毒基因工程新途 

径。在国内，张鹤龄等培育出了表达 PLRV CP基因的抗病毒转基因马铃薯植株” 。 自 1990 

年 Golemboski等利用 TMV聚合酶编码 54 kD蛋白基因转化烟草获得高水平抗性 以来⋯，已 

获得 TMV、豌豆早褐病毒(PEBV)、黄瓜花叶病毒(CMV)、雀麦花叶病 毒(BMV)、曹蓿花叶病 

毒 (AIMV)、马铃薯 x病毒(PVX)、马铃薯 Y病毒(PVY)、辣椒轻斑驳病毒(PMMT)等病毒聚 

合酶基因转化的植物∞ 1。尽管 国内外培育出了多种以病毒结构基因——外壳蛋白基因或非 

结构基因——复制酶基因转化的抗病毒基因工程枇株， 对于病毒基 因间隔区转化的植株是 

否具有抗病毒作用，至今未见有关报道。 

PLRV是正链 RNA病毒，基因组全长 6 0 kb， 中 的一段 197 bp非编码区——基因间 

隔区分为 5 和 3 两个编码区。3 编码区以亚基因纽方式 『虫立表达 23kD外壳蛋 白、17kD蛋白 

和 56 kD蛋白。研究结果表明，在 PLRv基 因间隔区有一一个类似于雀麦花 叶病毒(BMV)亚基 

因组启动子序列的富含 U区域(UAUAUU)，分析此区 可能为 PLRV亚基因组启动子 。 
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因此，用反向构建于转化载体中的 PLRV IS cDNA转化马铃薯，转基 因植株表达的反意 RNA 

必将封闭 PLRV亚基因组 RNA的启动子序列．干扰病毒亚基因组的转录；反意 RNA也可 

通过互补碱基和病毒 mRNA结合．抑制 mRNA的翻译。鉴于反意 RNA在转录和翻译两个水 

平上干扰病毒的复制，该方法有可能建立抗病毒基因工程的新途径。而用正 向构建于转化载 

体中的 Pu V IS cDNA转化马铃薯，转基因植株表达的正意 RNA可姒通过互补碱基和以 

Pu V亚基因组 RNA为模板台成的一RNA结台，抑制 一RNA进一步转录为 mRNA．也可能 

获得抗病毒基因工程植株。 

本文报道了分别以正、反向两种方式，构建于转化载体中的 PLRV IS cDNA转化马铃薯 

栽培品种 Desiree所获得的转基因植株，对 PLRV的抗病性研究结果。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

pLRIS质粒是 由本室台成克隆的含有 PLRV中国分离株基因间隔区 cDNA的重组质粒，并进行 了全序列 

分析⋯ 。 

双元载体 pROK2、辅助 质粒 pRK2013(HB101)和 pAIA404(LBA4404)．是 由英 国苏格兰作 物研究所 的 

Brian Reavy博士和约翰·伊诺斯研究所的 David Baulcombe教授惠赠，由本实验室保存。 

马铃薯栽培品种 Deslree脱毒苗由本实验室保存。将单节的脱毒苗茎段离体转入含有 50 mL液体 MS基 

本培养基的 250mL三角瓶 内，于光照 】6 h／黑暗 8h，温度 为 21--25"12舶条件下培养两 局．植株 长到 7～8 an 

时，取叶片做转基因实验。 

1 2 方茁 

1 2 1 反向插入载体的构建 pLRIS质粒 DNA经 Sinai、BamHI双酶切后．电泳 回收小片段，插入植物表达 

载体 pROK2的CaMV 35S启动子和胭脂碱合成酶基因(rlos)转录终止子之间的 Sinai和 BamH1位点．转化大 

肠杆菌 Dt'-I5a感受态细胞，在含有卡那霉索(Kan)50mg／L的固体 1 B平板上筛选重组子 】．PCR检测重组子 

是否含有 目的基因，获得的反向插入克隆命名为 pROK2[SN” 

1 2 2 正 向插入载体的构建 pI RIS质粒 DNA经 BamH[单酶切后，65℃水浴 10rain使酶失活．Klenow补 

齐粘端 ．抽提纯化后以 Bcll单酶切．电{哥=回收小片段 ．用 2 1的方法将 目的基 因插 入到 pROK2质粒的 SmaI 

和 BamH|位点，获得的正 向插八克隆命名为“pROK2．ISP”(载休构建见图 1)。 

1．2 3 转化马铃薯 插入外源基因的 pROK2质粒经三亲融合实验被 引八仅含 v Jr区质粒 pAL4404的致瘤 

农杆菌 LBA4404中．辅助质粒为 pRK21)13。拢取三亲融合后的转化用菌单菌落，接种于含有 Kan 100 mg／L 

的 YEB培养禳中．于 28℃ 150 r／rain振荡培养 2 d。离心，沉淀悬浮于 l0mL10mmol／LMgSO,中，再用 3MS 

(MS+3％蔗糖)重悬沉淀 2次 去豫抗生素．稀释茁液到 O 0。=0 5。选取离体培养的脱毒马铃薯 Desiree 

叶片，垂直主脉做 2～3个切口．将叶片倒置漂浮在稀释苗液上，23～25℃暗培养 2 d。将叶片转入 MSGI琼 

脂培养基 (MS+1．6％葡萄糖 +5mg／L NAA十0 1 rag／1 6-BA)光照培养 2 d．再转入含有 Kan 50mg／L、头孢 

霉素(C,d)500mg／L的 MSG1琼脂培养基，诱 导愈伤组织。培 养 8 d后 将 叶片转 入含有 Kan 50 rag／L、Cef 

500mg／L的 MSG2琼脂培养基(MS十1 6％葡萄糖 十0 02mg／L NAA+0 02mg／L GA3十2 0mg／L玉米素 

核苷 )．诱导生芽。待芽长到 2 3 时 将芽转入含有 Kan 50 mg／L、eel 250 nag／L的 3MS琼脂培养基上诱 

导生根，以获得再生转基因植株。 

l 2 4 转基 因植株总 DNA提取和 PCR扩增 搔 K Edwards等 。 的方法提取转基因马铃薯植株总 DNA，并用 

50止 DNA扩增体系进行 PCR扩增．循环参数为94℃变性 1 tnln，511℃退火 lmin，72℃延伸 1min．循环 30孜。 
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Rb Rh 

图 1 转化载体的构建 

Fig 1 Con~ruction of tra【Isf0rm tI vec~F 

1 2 5 转基因植株的田问抗性试验 将在 3MS培养液中扩繁的转基 因植株，在株高 4～6 cm时取 出，假植 

于蛭石中约 2周，然后移入防虫阿室中进行 田问抗性试验 。当株高 15 cm 时，用带 PLRV的桃蚜 (Myr“ 雄r— 

ica s )接种病毒，每株 1O头。传毒前先将无毒蚜虫在感染 PLRV的马诗薯上饲养 3 d．传毒 5 d后杀死蚜 

虫 。接毒 4周后，采接叶上部叶片作 为待测样品。用 ELISA检测转基固植株 中 PLRV的含量。ELISA以 

未转基因的马钟 薯 [~slree脱毒苗为阴性对照，以来转基因的接种 PI Rv的马铃薯 Desiree植株为阳性对照。 

2 结果 

2．1 萤组双元载体的鉴定 

重组质粒 pROK2一ISN、pROK2一ISP经三亲融合实验被引入仅含 vir区质 pAL4404的致 

瘤农杆菌 LBA4404中。从三亲融合后的农杆菌 LBA4404中提取质粒 DNA： 用琼脂糖凝胶 

电泳分析，结果表 明，获得 了约 10 kb的重组双元载体质粒，其迁 移率与 E．cvli DH5a中的 

pROK2，ISN、pROK2 ISP质粒相一致，PCR扩增均检测到 0 2 kb大小的 目的 }因(图 2)。 

2 2 马铃薯的转化和转基因植株的再生 

将脱毒马铃薯 Desiree叶片分别与含有重组质粒 pROK2，ISN或 pROK2．]sP的 LBA4404 

农杆菌共培养 2 d后，转入 MSG1琼脂培养基，光照培养 2 d使 叶片充分吸收西液且免受抗生 

索(Kan、Cef)的刺激。接着转入含有 Kan、Cef的 MSG1培养基，于 16 h光照／8 h黑暗的条件 
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圉 3 抗性 芽在含 Kan(50mg／L)的生根培养基上培养 l0～2u d后获碍转基 因植株 

1表述PLRV IS反意 RNA的转基固檀株 i 2表达 PLRVIS正意 RNA的转基因植椿 ； 3束转基因的马锋薯芽 

在古有 Ka力的生根培养基上不能生根，渐渐拮萎 

Fig 3 Obtained traasgenie fin雌 from kaaamyeia resistant shoots 

帅 the rooted medium containing Kan(50mg／L)after 10 to 2O days 

lane1 Tran~gmielines expressing PLRV IS ant~enseRNA：lane 2 Transgen；ctines expressingPLRV IS— RNA； 

lane 3 Unt [ foⅡned po tato sh。ots c~ Not rm【on the r~ted medium mntainlng Kan 

3 讨论 

图 4 PCR检 _侧转基园植样中的补源基因 

i pLRIS为模板 的 PCR产物 (阳性 对照 )； 

2 ，DNA／HIndⅢ DNA分子量标记 ； 

3 未转基因的马铃薯植拣 DNA为模板的 PCR声物(阴性对照)； 

4 表进 PLRVIs正意 RNA的转基因马钟薯植株 DNA为模板的 FCR产物； 

5～6 表选 PLRVIS反意RNA的转基因马丰宰薯植株 DNA为模板的 PcR产 

物 

Fig 4 Detection of foreign gene in tr~sgenic ptomt 

lan 

lane 

lane 

la e 

PCR product fⅫ pLRIS(positive contro1)； 

D̂NA／Hind II1~ rkea； 

PCR product from n~ltransgenic potato phm (negadve eontrot)； 

PCR product from transgmfie plant expresshlg PLRV IS sense RNA 

【∞e 5～6 PCR pr mt from"tr~tsgenie phm axpressing PLRV IS~ns,mse RNA 

自1986年 Abel等首次报道用 TMVCP基因转化烟草获得延迟发病的抗性植株以来，已 

先后获得用 14种植物病毒外壳蛋白基因和 8种病毒的复制酶基因转化的植物 。马铃薯誊 

叶病毒是严格蚜虫传播的病毒。有报道表明，用 PLRV CP基因转化马铃薯植株能使转基 因 

植株对 PLRV产生较强的抗性 川。同时，实践已证明外壳蛋白介导的抗性是一种有效的抗 
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表 1 PLRV基因间隔区转化的马铃薯 Desiree各株 系中病毒平均滴度 

Table 1 Average tlter of PI RV in ‘Desiree。clon~ expr~ in8 PLRV intPrgenlc sequence RNA 

病毒基因工程途径 。但是也有试验表明，转基因植株表达的外壳蛋白有可能包壳其它非蚜虫 

传播的病毒 RNA。这种异源包壳会导致原本非蚜虫传播的病毒转为蚜虫传播_l ，同时还有 

可能包壳类病毒 RNA，如马铃薯纺锤块茎类病毒(PSTVd)P,-NA，并促使其通过蚜虫传播ll 1。 

复制酶介导的抗性是通过在转基因植株中表达全 长的复制酶基因、其部分片段或缺损的复制 

酶基因获得的。尽管用于转化植物的复制酶基因序列不同，产生的抗性水平均较高，但其抗性 

均具有株系特异性 。本研究采用正意和反意的 PLRV基因间隔区转化马铃薯，并获得抗病毒 

的转基困植株，从而建立了一种抗病毒基因工程新途径，其特点在于：基因间隔区既不是结构 

基因也不是非结构基因，它只是一段长约 200 bp的调控序列，易于操作；其次，这段序列在转 

基因植株中无需表达产物，无需转译，其作用只是在 RNA水平上干扰病毒亚基 因组的转录和 

表达；第三，用于转化植物的病毒基因组序列虽短，但其干扰作用却并不限于一个具体的结构 

基因产物或非结构基因产物介导的抗性，而是影响到 PLRV基 因组 3 端整个编码区内三个重 

要基 因(外壳蛋白基 因、56 kD蛋白基因、17 kD蛋 白基因)的表达，从 而干扰病毒的增殖，可能 

对通过亚基因组表达 3 端基因的植物病毒 的抗病毒基因工程具有普遍 意义。表达 PLRV基 

困间隔区的抗病毒机制正在进一步研究，但推测转基因植株表达的反意或正意 IS RNA．可以 

通过互补碱基和其各自对应 的病毒 mRNA或 一RNA相结合，从而抑制 mRNA的翻译或 一 

RNA转录为 mRNA。此外，反意 ISRNA还可以和已产生的亚基因组 RNA5 端结合，干扰其 

转译 ；而正意 IS RNA则可以和亚基因组 RNA竞争结合细胞中的有关转译 因子，干扰亚基 因 

组的转译 。 
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Resistance of Transgenic Potato Expressing Intergenic Sequence 

of Potato Leafroll Virus 

Dong Jiangli Li Tianran Hasi Agula Zhang Heling 

(Faculty ofLife Scievwes，Inner Mongolia University．Huhehaote 010021) 

Abstract The intergenie sequence(IS)eDNA of Potato Leafroll Virus(PLRV)Chinese isolate 

was constru cted into transform ation binary vector pR0K2 in positive or negative direction．then 

introduced into the commercial potato cultivar Desiree via Agrobacterltem tumefaciens mediateel 

gene transfer Kanamycin resistance，PCR amplification of transgenie lines showed that intergenie 

sequence of PLRV—Ch was integrated into the genome of potato plants．The transgenie 1ines were 

transplanted into the screen house，then inoculated with PLRV by viruhfemns Myzus persicae 

Sub A{ter inoculation．the symptom development was observed and the virus titer was detected 

by ELISA．Results showed that the transgenic plants displayed slight or no symptom．The aver— 

age PLRV titer in the transgenic lines was lower than  the untransformed plants The transgenic 

1ines expressing SenSe RNA reduced PLRV titers about 43％ ～72％ in comparison with untrans— 

formed plants．while the transgenic 1ines expressing antisense RNA reduced about 72％ ～86％ 

n showed that the antisense RNA confered higher resistance to PLRV， 
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