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　　摘　要:以CMV(黄瓜花叶病毒)外壳蛋白基因为靶标基因 ,针对CMV 3个常见株系(普通株

系、黄化株系和坏死株系)外壳蛋白基因间高度同源序列设计引物 ,经 RT-PCR获得目的序列 ,构

建RNA干涉双元载体(其中目的序列反向重复插入)。以含双元载体的根癌农杆菌介导转化无

菌番茄苗 ,培育转基因番茄。人工接种CMV验证转基因番茄抗病毒能力 ,荧光定量 PCR分析转

基因番茄中外源基因的表达效果。结果表明:RNA 干涉转基因番茄呈现不同程度的抗病毒能

力;对表现抗病毒能力的转基因番茄进行荧光定量PCR分析显示 ,转基因番茄中靶标基因的转录

mRNA存在一定程度的降解 ,且抗病毒能力与降解程度成正相关。
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　　病毒引起的植物病害造成的损失相当严重 ,不仅造

成大幅度减产 ,还可降低产品的品质和风味 ,严重影响

经济效益 ,而且病毒不像其它病源生物 ,目前生产上还

没有有效的防治药剂。番茄病毒病是番茄上发生最普

遍、最难防治、危害最严重的病害。黄瓜花叶病毒

(CMV)和烟草花叶病毒(TMV)是番茄病毒病害的二大

主要病源 ,常常单独侵染或几种病毒复合侵染 ,二者的

寄主范围均十分广泛。发病后传播广 、危害重 ,已成为

威胁番茄生产的主要病害之一
[ 1-2]
。

为有效控制植物病毒的危害 ,科研人员常采取传统

的抗病毒育种 、弱毒株系交叉保护 、改进栽培技术 、杀虫

剂控制传毒介体等方法预防病毒的侵入。多年实践证

明 ,植物病毒病害一旦发生 ,生产上尚无有效的防治药

剂 ,抗病毒病育种及脱毒苗木的培育成为消除番茄病毒

病威胁的主要策略[ 3] 。而基因工程中的 RNA干涉技术

在病毒病害防治中的应用受到广泛关注。

RNA干涉(RNA interference , RNAi)是将特定基因

某一片段的正义和反义序列所形成的双链 RNA (dsR-

NA)导入细胞后 ,可使该基因的 mRNA降解 ,从而导致

该基因沉默[ 4] 。

为深入了解 RNA干涉在植物病毒病害防治中应用

的可行性及防治效果 ,现以番茄无菌苗作为试验材料 ,

以黄瓜花叶病毒(CMV)做为 RNA 干涉的靶向基因 ,以

CMV 3个株系(普通株系 、黄化株系和坏死株系)间同源

序列为干涉的靶序列。依据 RNA干涉机制设计试验方

案 ,借助根癌农杆菌基因工程的常规操作 ,培育 RNA干

涉转基因番茄。目的在于揭示转基因番茄的获得性抗

病毒能力与 RNA干涉之间的内在关系。

1　材料与方法

1.1　试验材料

番茄种子由牡丹江市种子公司购得;大肠杆菌

DH5α、根癌农杆菌 LBA440和 pCAMBIA2300表达载体

为牡丹江师范学院生命科学与技术学院贮备;CMV病

毒样品 、RT-PCR试剂盒、pUCCRNAi载体及荧光定量

分析试剂盒由黑龙江烟草科技研究所提供;试验中使用

的相关试剂从生物试剂公司购得。

1.2　试验方法

1.2.1　RNA 干涉双元载体的构建　NCBI 网站查找

CMV 3个不同株系外壳蛋白基因序列(DQ914877.1;

GU453918.1;L36525.1)进行比对 ,确定高度同源序列

(CMV-cp),然后设计引物 ,引物间长度 396 bp。CMV-

cp1:5' AACTCGAG CGTAATCGTCGACGTC 3' ;CMV-

cp2:5' AACTTCAGGGTAATCG 3' 。从黑龙江省烟草

科研所试验圃采集感染 CMV的新鲜病叶 ,提取植物总
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RNA ,反转录(RT-PCR)合成 cDNA第一链。随即以特

异引物(CMV-cp1/CMV-cp2)继续进行 PCR扩增获得靶

序列 ,经 DNA连接酶与 pMD18-T Simple Vector(T 载

体)连接成环 ,并经冻融法转化到大肠杆菌感受态细胞

扩繁并测序。测序结果与高度同源序列比对达 98%一

致(表 1)。将含靶序列的 T-载体用 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ

2次双酶切 ,分别正向插入 pUCCRNAi 载体 Bgl Ⅱ与

XhoⅠ酶切位点间 ,反向插入pUCCRNAi载体BamH Ⅰ与

SalⅠ酶切位点间。重组中间载体(pUCCRNAi-CMV2)

以PstⅠ单酶切后 ,插入 pCAMBIA2300表达载体的 PstⅠ

酶切位点 ,经液氮冻融法转化到含辅助质粒的根癌农杆

菌 LBA4404感受态细胞中 ,完成了 RNA 干涉双元载体

工程菌的构建
[ 5]
。

1.2.2　双元载体工程菌对番茄的遗传转化　叶盘法[ 6]

完成双元载体工程菌对番茄组培苗的侵染 ,24 h光照共

培养后 ,番茄叶盘转入 MS 选择培养基(吲哚乙酸 NAA

0.1 μg/mL+玉米素 ZT 2 μg/mL +头孢霉素 Cb 500

μg/mL+卡那霉素 Km 50 μg/mL)中 ,27℃光照培养诱

导愈伤。30 d左右转至 MS继代选择培养基(NAA 0.1

μg/mL +ZT 2 μg/mL +Cb 250 μg/mL +Km 100

μg/mL)中继续培养 ,分化叶芽生长到1 cm高左右 ,选择

未黄化的叶芽修整后转入 1/2MS 生根培养基(IAA 0.1

μg/mL+6-BA 1.0 μg/mL +Cb 250 μg/mL)中诱导生

根 ,20 d左右长成小苗 ,后期移栽花盆中温室培养[ 7] 。8

片叶期采中部叶片提取番茄 DNA ,以特异引物(CMV-

cp1/CMV-cp2)和启动子引物(35S1/35S2)进行 PCR检

测 ,产物进行1%琼脂糖凝胶电泳分离。

1.2.3　转基因材料对 CMV 抗性鉴定　将呈阳性的转

化番茄人工接种CMV ,同时以普通番茄做对照 ,验证番

茄抗病毒能力。接种20 d后调查发病情况。

1.2.4　转基因苗RNAi效果的荧光定量鉴定　将1.2.1

获得的重组 T 载体质粒稀释 ,得到 3种起始拷贝数浓度

已知的阳性标准液 (T1 :10
1

cop/μL;T2 :10
2

cop/μL;

T3 :103 cop/μL),病害调查结束 ,选普通番茄对照 2株

(CK1/CK2),对CMV 表现抗性的 RNAi转化番茄 4株

(S1 、S2、S3 、S4),采集植株样品中部叶片分别提取总

RNA ,以特异引物反转录合成 mRNA cDNA 第一链。

利用 OpticonTM2荧光定量 PCR仪对 6个样品和 3个

标准液进行靶基因转录产物 mRNA 含量分析(SYBR

GreenⅠ为荧光染料),比较靶标基因转录产物量的差异。

2　结果与分析

2.1　转基因番茄中靶标序列检测分析

选择培养基筛选的4株抗性番茄苗的叶片 DNA以

特异引物进行 PCR检测 ,产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分

离(图 1、2)。

图 1　转化番茄特异引物(CMV-cp1/ CMV-cp2)PCR检测

图 2　转化番茄启动子引物(35S1/ 35S2)PCR检测

注:M:DNA M arker;1 ～ 3;阳性对照;4 ～ 6:阴性对照;7 ～

12:样品。

　　由图 1、2可知 ,3个阳性对照和 3个阴性对照表现

正常 ,说明试验无污染或其它干扰。图 1中 6个被测样

品中 4个泳道出现近 400 bp特异条带 ,初步确定该 4株

为转基因番茄。图2中6个被测样品中同样4个泳道出

现近 200 bp特异条带 ,2次PCR检测阳性对应样品结果

一致 ,进一步证实该 4株为转基因番茄。

2.2　转 RNAi基因番茄中干涉效果的验证

人工接种病毒20 d后病害调查结果(表1)显示 ,试

验中获得的4株转基因番茄中有 2株表现为高度抗病 ,

并持续到调查后期 ,2株表现为感病 ,感病程度存在一定

差异;2株阴性对照均表现为高度感病;初步证实转基因

番茄在抗CMV能力上与对照番茄比较有显著提高。

表 1　　番茄试验植株人工接种 CMV后病害调查
编号 PCR 抗性级别 抗性评价

1 阳性+ 0 Rh

2 阳性+ 0 Rh

3 阳性+ 1 S

4 阴性+ 2 S

CK(2株) 阴性- 4 Sh

　　注:表中Sh表示高度感病;S表示一般感病;Rh表示高度抗病。

2.3　转基因番茄 RNAi效果的荧光定量分析

由图 3可知 ,3个标准物的 Ct值(达到阈值的循环

数)与起始拷贝数呈线性相关 ,相关标准曲线方程为:

Y =0.98x+9.56。由图 4可知 ,3个标准样和 6个样品

的荧光 PCR扩增 ,参照方程 ,以 Ct值计算待测样品的
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图3　各待测样品实时荧光 PCR标准曲线图

图 4　各待测样品实时荧光 PCR扩增曲线

表2　　各待测样品目的基因mRNA起始拷贝数
样品代号 C(T)值 起始拷贝数

Sample(CK1) 18.852 7 652.3428

Sample(CK2) 19.151 6 827.5118

Blank None N/ A

Sample1(S1) 34.182 16.0120

Blank None N/ A

Sample2(S2) 24.381 176.3268

Sample3(S3) 20.908 1 185.3844

Standard(T1) 25.592 100.0000

Sample4(S4) 21.117 2 010.8650

Standard(T2) 23.310 1 000.0000

Standard(T3) 18.012 10 000.0000

CMV外壳蛋白基因mRNA起始拷贝数(表2)。

　　由图 4和表2可知 ,各样品的 Ct值、mRNA起始拷

贝数存在显著差异。其中2个对照样品CK1 、CK2的Ct

值最小 ,分别为 18.9和 19.2 ,mRNA起始拷贝数值最

高 ,达到 7 652.3和 6 827.5;说明其在较大浓度的 mR-

NA起始拷贝数下经少数循环很快达到固定阈值;4个

RNAi转基因材料(S1、S2、S3 、S4)Ct值明显大于对照 ,

mRNA起始拷贝数都明显较低 ,分别为 16.0、176.3 、

1 185.3和2 010.9 ,与对照相比 ,差异极显著。说明

RNAi转基因材料在较大的Ct循环次数下 ,mRNA起始

拷贝数依然远远低于对照 ,说明 mRNA 明显减少。验

证了 RNAi转基因番茄对 CMV的高度抗性源于 RNA

干涉作用 ,即CMV外壳蛋白基因转录产物 mRNA的有

效降解。

3　讨论与结论

RNA干涉引起的抗病性是近年来发现的一种新的

植物抗病毒基因工程 ,目前已被证明是 RNA 沉默(即

RNA干涉)的结果。RNAi是动物和植物界普遍存在的

一种防御反应 ,可高度特异地抑制同源基因的表达。多

数研究表明 , RNA 介导的抗病性的产生与转基因在植

物体内的整合方式(特别是反向重复)有密切的关系 ,而

与转基因的拷贝数关系不大[ 8] 。它具有抗病程度高 、抗

性持久及较高生物安全性等优点 ,但同时也存在抗病谱

窄的缺点
[ 9]
。引发 RNA沉默的来源有多种 ,很多研究

表明引发 RNAi的片段并不需要完整的基因 ,只需要基

因的部分序列[ 10] 。试验中将 396 bp的CMV-cp序列整

个反向重复构建到载体并转化进番茄基因组中 ,抗病性

接种鉴定表明转化材料对 CMV病毒具有显著的抗性。

试验中所设计的干涉片段是经过网上 Blast序列比

对 ,选同源性高的序列作为靶序列 ,从理论上讲 ,转化材

料应该对 CMV不同株系同时表现抗性 ,试验获得并确

认的4株转基因番茄 ,对人工接种的CMV抗性程度差

异显著 ,荧光定量PCR分析表明具有高度抗性的转基因

番茄在 RNA干涉表达效果上也存在一定差异 ,其产生

原因需要通过分子生物学手段进一步验证其外源基因

整合完整性 、具体整合位点及其它相关遗传特性[ 11] 。

RNA干涉技术已经引起人们的广泛关注 ,其机制

和应用研究都成为目前的研究热点。可以肯定的是 ,

RNA干涉技术正在被人们广泛接受和应用 ,在动物 、植

物及微生物等领域有着广泛的应用前景。
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Transform and Expression of RNA Interferential Targeting CMV-Coat
Protein Gene in Tomato
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Abstract:The coat protein gene of cucumber mosaic virus(CMV)was targeted for RNA interference in this paper.The

partial sequence of CMV coat protein gene cDNA was obtained by the RT-PCR with the primers which designed

according to the high homologous sequences of three CMV three strains.The target sequences were prepared by PCR and

inverted repeat in plasmid to build the RNA interference binary vector.The tomato were genetic modified via binary

vector of Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation.The resistance to CMV of transgenic tomato was

identified by artificial inoculation.The expression of RNA interference effect of the transgenic tomato were evaluated by

realtime PCR analysis.The results showed that RNAi-t ransgenic tomato showed ability of different levels of anti-virus ,

the quantitative PCR analy sis for transgenic tomatoes antiviral capacity showed that the transgenic tomatoes target gene

transcription mRNA exist a certain degree of degradation , and the degree of degradation w as positive correlation to

antiviral capacity.

Keywords:RNA interference;cucumber mosaic virus;gene transformation;gene expression
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山豆根组培快繁技术优化的研究
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　　摘　要:以药用植物山豆根为材料 ,通过探讨不同部位 、基本培养基 、6-BA浓度和继代代数对

有效繁殖系数和成苗质量的影响 ,以优化山豆根的组培快繁技术。结果表明:顶芽茎段为诱导的

最佳部位;改良B5低氮盐 ,为最适基本培养基;6-BA 2.0 mg/ L对芽分化和苗的质量较优;较为合

适的继代代数为10 ～ 15代。

关键词:山豆根;试管苗;有效繁殖系数;成苗质量
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　　山豆根为豆科灌木状植物越南槐(Sophora

tonkinensis Gapnep.)的干燥根及根茎 ,为传统中药 ,主产

于广西[ 1] ,具有清热解毒 、消肿利咽等功效[ 2] 。传统用于

治疗火毒蕴结 、咽喉肿痛 、牙龈发炎等。近代临床还常

用其治疗湿热黄疸 、湿热带下以及钩端螺旋体病 、心率

失常 、膀胱癌 、喉癌 、恶性葡萄胎等症[ 3] 。其有效成分为

苦参碱和氧化苦参碱[ 4] 。山豆根分布范围很窄 ,常零星

生长于石山岩缝之中 ,目前掠夺性的采挖已经使野生资

源濒临枯竭[ 5] 。自然繁育完全依靠种子 ,然而开花结荚

期病虫害严重和种子成熟时自然脱落的特性常造成种

子产量非常低 ,生产上无法实现大面积栽培。植物组织

培养技术为山豆根的快速繁育提供了一条实用而高效

的途径。课题组从2005年起开展山豆根的组织培养研

究 ,虽然再生系统已经初步建立[ 5] ,但是繁殖系数低和

成苗质量不好是制约其实现工厂化育苗的瓶颈。

试管苗的繁殖速度和成苗质量受多种因素的影响 ,

如基因型 、外植体部位、年龄 、来源 、取材季节 、培养基和

培养条件以及培养代数等 ,应通过具体试验来摸索每种

植物最快最好的繁殖方法[ 6] 。该试验在原有的研究基

础上 ,进一步探讨不同部位 、基本培养基 、6-BA浓度和继
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