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摘要　以表达马铃薯卷叶病毒(PLRV)外壳蛋白

(CP)基因的转基因马铃薯植株为供试材料 , 在接种病

毒后续发感染条件下提取转基因植株 RNA ,用克隆的

病毒 CP 基因 cDNA 为探针进行 Northern 杂交分析 ,

用酶联免疫吸附试验(ELISA)测定病毒含量 , 结果表

明转基因植株体内病毒积累量明显低于未转基因的对

照植株 ,转基因植株中外源 CP 基因的转录表达水平

与病毒在寄主体内的复制呈负相关。
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马铃薯卷叶病毒(PLRV)是侵染马铃薯的主要病

毒。1986 年 , Beachy 研究小组[ 1]首次将烟草花叶病毒

(TMV)的外壳蛋白(CP)基因导入烟草 , 培育出了抗

TMV的烟草株系 ,开创了植物抗病毒基因工程研究的

新领域。近十年来 , 人们用多种植物病毒和多种植物

进行了 CP 基因介导的抗病毒基因工程研究。初步统

计已有 30 多种病毒的外壳蛋白基因导入植物并获得

了对病毒的抗性[ 2 , 6] 。目前 , 国内外均有将 PLRV 的
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CP基因导入马铃薯并获得抗病毒植株的报道 , 但对

CP基因介导抗病的机理仍不十分清楚。本文报道在

接种病毒后系统侵染条件下外源 CP 基因的转录表达

与病毒复制的关系 , 旨在揭示 CP 基因介导的转基因

马铃薯抗病毒机理和进一步提高转基因工程植株的抗

性 , 以及寻求有效的抗病毒基因工程途径。

1　材料与方法
1.1　材料

转 PLRV CP 基因的马铃薯品种 Desiree 及 PLRV

CP基因 cDNA 探针来自内蒙古大学生物系植物病毒

研究室。分子杂交试剂购自华美生物工程公司。酶联

免疫吸附试验试剂盒由内蒙古大学生物系提供。

1.2　方法

1.2.1　植物 RNA 的提取及 Northern 杂交:按 Theo

C.Vorwoerd 等[ 3](1989)的方法提取植物总 RNA 。每

样品取 30μg 植物 RNA , 加入 2μl5×甲醛凝胶电泳缓

冲液 , 3.5μl 甲醛和 10μl 甲酰胺混合后 65℃温育

15min ,冰浴 10min , 然后在含有甲醛的 1%琼脂糖凝胶

上以 3.5V/cm 电压电泳 2h。电泳结束后 , 切下含分子

量标准参照物的凝胶条 , 浸入溴化乙锭溶液(0.5μg/

ml)中染色 45min ,在凝胶旁置一透明尺在紫外灯下照

像 , 测量照片上每一条带至加样孔的距离。然后参照

Sambrook[ 4]的方法进行 Northern 转移。 用[ a-32P]

dCTP以切口平移法标记 PLRV 的 CP 基因 cDNA 用

作分子杂交探针进行 Northern 杂交。 杂交液配方为

每 100ml 杂交液中含去离子甲酰胺 45ml , 50 ×

Denhardt' s2ml , 20 × ssc25ml , 0.5MNa3PO4(pH6.5)

4ml , 10mg/ ml鱼精 DNA4ml , 25%硫酸葡聚糖 20ml。

杂交温度为 42℃,反应 20h。

1.2.2　酶联免疫吸附试验:用碱性磷酸脂酶标记

PLRV-IgG 作为酶标抗体。供试马铃薯每株取 0.5g

叶片加 5ml样品提取缓冲液(137m mol/ L Nacl , 1.5m

mol/ L KH2PO 4 , 8.1m mol/ L Na2HPO 4。 12H2O , 2.7m

mol/ L KCl和 3.1m mol/ L NaN3 , pH7.4 并附加 0.2%
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脱脂奶粉 , 0.05%Tw een20 , 2%PVP(M44000)匀浆)。

在每一块酶联板上均设有未转基因植株不接种病毒的

阴性对照和未转基因植株接种病毒的阳性对照。显色

后用 Titertek Multiskan(Flow laboratories)酶联仪 ,以未

接种病毒的健康马铃薯汁液为阴性对照消零 , 测定出

每一植株的 0.D405值
[ 5] 。

2　结果
本实验在接种病毒后续发感染条件下提取转基因

株系的 RNA ,以 PLRV 的 CP基因 cDNA 为探针进行

Nor thern 分子杂交 ,以非转基因株系为对照 ,试图阐明

接种病毒后 ,在系统侵染情况下外源 CP 基因在转录

水平上的表达与病毒在寄主体内复制的关系。结果表

明所检测的转 PLRV CP基因马铃薯株系均转录出 CP

RNA , 其中 D9511株系 CP RNA 表达水平最高 , D9507和

D9520两个株系的 CP RNA表达水平较低 , 而 D9512株系

具有中等强度的 CP RNA 表达 , 对照株系 D9521无 CP

RNA , 只能检测到很强的与病毒基因组 RNA 杂交信

号 , Northern 分子杂交结果还显示转基因马铃薯株系

D9507和 D9520能检测到病毒基因组 RNA , 而 CP RNA

表达水平相对较高的株系 D9511和 D9512未能检测到病

毒基因组 RNA(表)。进一步分析表明外源 CP基因转

录表达的号强度与转基因株系内病毒基因组 RNA 信

号强度呈负相关趋势。 这说明转基因株系中外源 CP

基因的转录表达水平与病毒在寄主体内的复制量呈负

相关。用酶联免疫吸附试验检测供试转基因株系的病

毒增殖量 ,结果表明转基因株系的病毒滴度明显低于

对照株系。 且转基因株系的病毒滴度与 Northern 杂

交检测到的病毒基因组 RNA 信号强度呈正相关趋

势 ,这进一步证实了 Northern 杂交结果的可靠性。

Nor thern 杂交及酶联免疫吸附试验结果表

株系号

转基因马铃薯株系
的 CP RNA 相对表
达强度

转基因马铃薯株系
的 PLRV 基 因组
RNA 与 CP 基因探
针杂交信号强度

病毒滴度

(0.D405值)

D9507 + ++ 0.263

D9511 +++ - 0.026

D9512 ++ - 0.024

D9520 + ++ 0.192

D9521 - +++ 0.401

　　＊D9507～ D9520:转 PLRV CP 基因马铃薯 Desiree;

D9521:Desiree品种的非转基因对照株系;杂交信号表

示+++强 , ++中等 , +弱 , -无杂交。

3　讨论
以前曾认为转 CP 基因植物的抗病性源于 CP 基

因的翻译表达 ,然而 , 也有一些研究结果显示转 CP 基

因植物的抗性与 CP 积累无关。 P resting 等[ 6] 构建了

三种不同的 PLRV CP基因植物表达载体并用以转化

马铃薯 ,一种表达载体中含有野生型 PLRV CP基因 ,

另一种表达载体中含有经修饰的 PLRV CP 基因以增

加 CP 的表达 , 第三种是不带 CP 基因的空载体 , 对这

三种转基因植株的抗性研究表明 , 导入修饰 CP 基因

的植株与导入野生型 CP 基因的植株相比并没有提高

抗性。用缺失翻译起始位点 ATG 的 PLRV CP 基因进

行转化的结果显示即使缺失 ATG , 转基因植株也有较

强的抗病效果 , 说明抗病毒作用可能发生在 RNA 水

平上 ,本实验室曾用 Western blo t分析了 Desiree转基

因植株叶片可溶性 PLRV 外壳蛋白 , 但未能检测出

PLRV 外壳蛋白 ,综合以上所述 ,目前的研究结果表明

CP基因介导的抗病性并不完全是由 CP 基因的翻译

产物决定的 , CP RNA 在介导抗病方面可能起着不可

低估的作用。 Barker 等(1993)研究了 PLRV CP 基因

在转基因烟草中的整合 、转录与抗病毒复制的关系 , 结

果表明转基因植株抗病毒复制的程度与 CP 基因转录

表达水平有关。以前关于转基因植物中外源基因转录

表达与抗病关系的研究一般都是在未接种病毒的情况

下检测外源基因转录产物 , 然后再接种病毒研究抗性。

我们选择经病毒系统侵染的转基因植物作为供试材料

主要是考虑到转基因植物中表达的外源CP RNA 与病

毒 RNA 之间可能发生相互作用 , 在病毒系统侵染的

马铃薯植株中能够更确切地反映出这种相互作用的效

应。本实验以病毒系统侵染的转基因马铃薯为材料对

PLRV CP 基因的转录与病毒在寄主体内复制关系的

研究结果与 Barker 对 PLRV CP 基因的研究结果相一

致 , 并且支持 CP 基因介导的抗性发生在 RNA 水平上

的观点 , 我们认为 CP RNA 介导抗病的可能机制是与

病毒 RNA复制的模板副链 RNA 结合 , 从而干扰病毒

基因组 RNA的复制 , 或者是 CP RNA 与病毒基因组

RNA竞争结合蛋白转译因子 , 使病毒基因组 RNA 的

转译过程不能正常进行。
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