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以含有葡萄卷叶伴随病毒
!

号'

+̂&

3

1>,21'1&

N

+-''Y&))-4,&*1%>,+()b

!

VYS.W'!

*

3

b̀

蛋白基因的
T

载体

'

=

'V!'

=

!E

*为模板!

R1S

扩增该蛋白基因的全长序列及其
(c

端长
$""?

=

的正反向片段"将
3

b̀

蛋白基因全长序

列定向克隆到表达载体
=

1;+

=

:,#$""f

上!得到重组质粒
=

1;+

=

:,#$""'

=

!E

"将正反向片段先后插入具内含子的

中间载体
=

U]3-7

上!得到重组的中间载体
=

U]3-7'

=

!E'Q'S

"然后用
S,2A

,

和
M&4

'

双酶切
=

U]3-7'

=

!E'Q'S

!将切

下的带内含子的正反向串联片段定向克隆到植物表达载体
=

1;+

=

:,#$""f

上!得到含有发夹结构的
S[43

重组质

粒
=

1;+

=

:,'

=

!E'Q'S

"将
=

]+

=

:,#$""'

=

!E

和
=

1;+

=

:,'

=

!E'Q'S

分别通过农杆菌浸润叶盘法转化本生烟"经过
ST'

R1S

和
R1S

检测!分别获得了异源表达
3

b̀

的
T

"

和
T

#

代阳性株系各
$E

和
#!

个!转化
=

1;+

=

:,'

=

!E'Q'S

的
T

"

和

T

#

代阳性株系各
#G

和
G

个"该结果可为
3

b̀

功能研究及培育
S[43

介导的抗病毒葡萄新种质提供试验材料"
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葡萄卷叶病"

V,.

=

:93-:/:.0,*//A3;:.;:

!

VYB

#

是在葡萄上发生最普遍)危害最严重的病毒病害之

一!它严重影响葡萄产量和质量*葡萄卷叶伴随病

毒
$

号 "

+̂&

3

1>,21'1&

N

+-''Y&))-4,&*1%>,+()Z

!

VYS.W'$

#与
#

号"

VYS.W'#

#和
!

号"

VYS.W'!

#是

与该病相关的
$

种主要病原物&

#

'

!它们均属于长线



!

第
&

期 李捷等$葡萄卷叶伴随病毒
!

号
3

b̀

蛋白基因转化烟草的研究

形病毒科 "

/'-)*1+->,+,%&1

#*其中
VYS.W'#

和

VYS.W'$

为该科卷叶病毒属"

!"

3

1'->,+()

#成员!

VYS.W'!

为长线形病毒属"

/'-)*1+->,+()

#成员*

;̂=&<Yb

的基因组长度约为
#&@(O?

!具
H

个可读

框"

*

=

:-,:.A3-

5

0,.L:

!

CSQ

#!其中第
%

个
CSQ

编

码产物
=

!E

蛋白"

!E'O+

=

,*7:3-

#已鉴定为
S[4

沉

默抑制子&

!

'

*

S[4

沉默抑制子对病毒侵染十分关

键!但目前对
3

b̀

抑制植物
S[4

沉默的机制及其

是否具有其他功能还不清楚*

S[4

干扰"

S[43-7:,0:,:-6:

!

S[43

#是植物

抗病毒侵染的一种重要防卫机制*主要通过

A;S[4

切割成大小
!#

"

!(-7

的小干扰
S[4

"

;L.//3-7:,0:,3-

5

S[4;

!

;3S[4;

#!然后
;3S[4;

识别与之互补的
LS[4

!并导致其降解*而病毒则

编码
S[4

沉默抑制子来抵制植物这种抗病毒反

应&

$

'

*对已建立起成熟遗传转化体系的作物而言!

依赖
S[4

沉默机制!获取抗病毒转基因植物是防

控植物病毒病害的最有效方法之一!也是一条极具

潜力的防治途径&

E

'

*已有研究表明!含有病毒

A;S[4

的转基因植物能以
#""M

的效率诱导植物

对该病毒产生免疫&

(

'

*

本研究通过构建表达
;̂=&<Yb

3

b̀

蛋白基因

及其
32

=

S[4

的载体!并将其分别转入本生烟获得

转基因植株!旨在为
3

b̀

蛋白基因的功能研究和利

用
S[43

介导的抗病毒葡萄育种提供试验材料*

!

!

材料与方法

!)!

!

试验材料

含有
;̂=&<YbDb̀

蛋白基因的载体
=

'V!'

=

!E

&

&

'

)中间载体
=

U]3-7

)植物表达载体
=

1;+

=

:,#$""

f

)农杆菌菌株
CS![f\

)本生烟种子均为本实验

室保存*

TEB[4

连接酶)

F&

H

B[4

聚合酶和核酸

内切酶等为
T._.S.

公司产品!

R1S

产物回收试剂

盒购自
4>

<5

:-

公司*

!)"

!

方法

!@"@!

!=

]+

=

:,#$""'

=

!E

构建

以
=

'V!'

=

!E

为模板!扩增
3

b̀

蛋白基因全长序

列*上下游引物分别为
PQ

$

(c'11144V1TT'

4TV4VVVTT4T4VTVT1T11'$c

和
PS

$

(c'

1V4V1T1TT4414TT1VT1TTVV4VTT'$c

"下

划线分别为
S,2A

,

和
M&4

'

酶切位点#*

R1S

扩增

条件为
HE`

预变性
(L3-

(

HE`

变性
$";

!

&E`

退

火
$";

!

G!`

延伸
#L3-

!

$"

个循环(

G! `

延伸
(

L3-

*

用
M&4

'

%

S,2A

,

双 酶 切 表 达 载 体

=

1;+

=

:,#$""f

和
R1S

扩增产物!连接后转化大肠

杆菌
QS\

*

感受态细胞!提取质粒!将
R1S

和酶切

鉴定为阳性的重组质粒!送北京三博远志生物技术

有限责任公司测序*

!@"@"

!=

1;+

=

:,'

=

!E'Q'S

的构建

以
=

'V!'

=

!E

为模板!扩增正反向片段"位于

3

b̀

蛋白基因
(c

端长约
$""?

=

的部分序列#*上下

游 引 物 分 别 为
2

=

DQ

$

(c'1V4V1T1'

4TV4VVVTT4T4VTVT1T11'$c

%

2

=

DS

$

(c'1V1'

VV4T11TTVVT44V4V4V1V14TTT1'$c

"下

划线分别为
M&4

'

和
P&"^

'

酶切位点#)

2

=

DDQ

$

(c'

41V1VT1V414TV4VVVTT4T4VTVT1T11'

$c

%

2

=

DDS

$

(c'11144V1TTTTVVT44V4V4V1'

V14TTT1'$c

"下划线分别为
M&'

'

和
S,2A

,

酶切

位点#*

R1S

扩增条件为
HE`

预变性
(L3-

(

HE`

变性
$";

!

("`

退火
$";

!

G!`

延伸
#L3-

!

$"

个循

环(

G!`

延伸
(L3-

*将回收的正向片段
R1S

产物

用
M&'

'

%

P&"^

'

双酶切后!定向克隆到含内含子

的中间载体
=

U]3-7

上!得到重组质粒
=

U]3-7'R!E'

Q

*然后将反向片段用
M&4

'

%

S,2A

,

双酶切后!定

向克隆到
=

U]3-7'R!E'Q

载体上!得到重组质粒

=

U]3-7'

=

!E'Q'S

*

M&'

'

%

M&4

'

双酶切
=

U]3-7'

=

!E'Q'S

!将酶切产物纯

化回收后连接到经同样酶切后的
=

1;+

=

:,#$""f

上

"图
#

#!将
R1S

和酶切鉴定为阳性的重组质粒!送

北京三博远志生物技术有限责任公司测序*

图
!

!

.

03B

.

4<*

.

"$*P*?

构建示意图

Q3

5

@#

!

1*-;7,+673*-;7,.7:

5<

*0

=

1;+

=

:,'

=

!E'Q'S

!@"@#

!

烟草转化和转基因阳性株系鉴定

将重组质粒用冻融法导入农杆菌
CS![f\

!然

后用农杆菌浸润叶盘法转化本生烟*提取再生植株

H$#
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卷
!

S[4

和基因组
B[4

!用
ST'R1S

和
R1S

进行阳性

株系鉴定*检测所用引物分别为
PQ

%

PS

和
2

=

DQ

%

2

=

DS

*

R1S

扩增条件为
HE`

预变性
$L3-

(

HE`

变性
$";

!

("`

退火
$";

!

G!`

延伸
#L3-

!

$"

个循

环(

G!`

延伸
(L3-

*同时选取部分
R1S

产物连接

T

载体后进行测序分析*

"

!

结果与分析

")!

!

.

HB

.

4<!#QQ*

.

"$

的构建及鉴定

以
=

'V!'

=

!E

为模板!

R1S

扩增
3

b̀

蛋白基因

全长序列!得到大小为
&#%?

=

的目的条带*将回收

的
R1S

产物用
S,2A

,

%

M&4

'

双酶切后!定向克隆

到表达载体
=

1;+

=

:,#$""f

上*酶切验证显示有目

的条带"图
!

#!随后的测序结果也表明载体构建正

确*将重组质粒命名为
=

1;+

=

:,#$""'

=

!E

*

X

为
B[4

分子量
BY!"""

(泳道
#

为空载体对照!泳道
!

为酶切

产物*

X

$

B[4 L.,O:,BY!"""

(

/.-:#

$

-:

5

.739:6*-7,*/

(

/.-:!

$

,:;7,367:A

=

,*A+67@

图
"

!

酶切验证
.

HB

.

4<!#QQ*

.

"$

Q3

5

@!

!

S:;7,3673*-.-./

<

;:;*0,:6*L?3-.-7

9:67*,

=

]+

=

:,#$""'

=

!E

")"

!

?67=

载体
.

HB

.

4<*

.

"$*P*?

的构建和鉴定

以
=

'V!'

=

!E

为模板!

R1S

扩增
3

b̀

蛋白基因

大小为
$""?

=

的正反向片段*将回收的
R1S

产物

"正反向片段#分别用
M&4

'

%

P&"^

'

和
M&'

'

%

S,2A

,

双酶切后!定向克隆到中间载体
=

U]3-7

!得

到重组的中间质粒
=

U]3-7'

=

!E'Q'S

*

用
M&'

'

和
M&4

'

双酶切
=

U]3-7'

=

!E'Q'S

!将酶

切产物定向克隆到
=

1;+

=

:,#$""f

上!得到重组质

粒
=

1;+

=

:,'

=

!E'Q'S

*由于
3

b̀

蛋白基因正反向片

段之间有一个
#((?

=

的内含子!因此酶切验证显示

在
G((?

=

的位置有目的条带"图
$

#!与试验设计相

符*随后的测序结果也证明载体构建正确*

X

为
B[4

分子量
BY!"""

(泳道
#

为空载体对照!泳道
!

为酶切

产物*

X

$

B[4 L.,O:,BY!"""

(

/.-:#

$

-:

5

.739:6*-7,*/

(

/.-:!

$

,:;7,367:A

=

,*A+67@

图
#

!

酶切验证
.

HB

.

4<*

.

"$*P*?

Q3

5

@$

!

S:;7,3673*-.-./

<

;:;*0,:6*L?3-.-7

9:67*,

=

]+

=

:,'

=

!E'Q'S

")#

!

转基因烟草
M

Q

代阳性株系鉴定

提取
T

"

代再生烟草植株
B[4

和
S[4

!用

PQ

%

PS

和及
2

=

DQ

%

2

=

DS

为引物!分别进行
R1S

和
ST'R1S

检测阳性株系*在转化
=

1;+

=

:,'

=

!E

和

=

1;+

=

:,'

=

!E'Q'S

的再生植株中分别检测到目的条

带"

&#%

和
$""?

=

#"图
E

#!而野生型本生烟则不能扩

出相应条带!

R1S

产物的测序结果也表明是
3

b̀

蛋

白基因序列*经检测!获得转化
=

1;+

=

:,'

=

!E

和

=

1;+

=

:,'

=

!E'Q'S

的
T

"

代阳性株系分别为
$E

和

#G

个*

")$

!

转基因烟草
M

!

代阳性株系鉴定

将上述经
R1S

和
ST'R1S

检测均为阳性的再

生植株在温室种植!分单株收获
T

#

代自交种子*

播种
T

#

代种子!然后提取
T

#

代植株
S[4

进行

ST'R1S

检测!在检测为阳性的株系中有目的条带

"

&#%

和
$""?

=

#"图
(

#*随后的测序结果也显示确

实是
3

b̀

蛋白基因序列*经鉴定!各有
#!

个转化

=

1;+

=

:,#$""'

=

!E

和
G

个转化
=

1;+

=

:,#$""'

=

!E'Q'S

的
T

#

代株系为阳性*

"E#
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号
3

b̀

蛋白基因转化烟草的研究

"

.

#和"

?

#分别为转化
=

]+

=

:,'

=

!E

的再生植株
R1S

和
ST'R1S

检测("

6

#和"

A

#分别为转化
=

]+

=

:,'

=

!E'Q'S

的再生植株
R1S

和
ST'R1S

检测
@X

$

B[4

分子量
BY!"""

(

1_#

$阴性对照(

1_!

$阳性对照(泳道
#'&

$扩增产物*

"

.

#

.-A

"

?

#$

R1S.-AST'R1SA:7:673*-,:

5

:-:,.7:A

=

/.-7;7,.-;0*,L:AZ372

=

]+

=

:,'

=

!E

("

6

#

.-A

"

A

#$

R1S.-AST'R1S

A:7:673*-,:

5

:-:,.7:A

=

/.-7;7,.-;0*,L:AZ372

=

]+

=

:,'

=

!E'Q'S@X

$

B[4 L.,O:,BY!"""

(

1_#

$

-:

5

.739:6*-7,*/

(

1_!

$

=

*;3739:6*-7,*/

(

/.-:#'&

$

R1S

=

,*A+67;@

图
$

!

再生植株
80?

及
?M*80?

检测

Q3

5

@E

!

R1S.-AST'R1SA:7:673*-*0,:

5

:-:,.7:A

=

/.-7;

"

.

#为转化
=

1;+

=

:,#$""'

=

!E

的植株("

?

#为转化
=

1;+

=

:,#$""'

=

!E'Q'S

的植株*

X

为
B[4

分子量大小
BY!"""

(

1_#

为阳

性对照(

1_!

为阴性对照*其他泳道为
R1S

产物*

"

.

#

R/.-7;7,.-;0*,L:AZ372

=

1;+

=

:,#$""'

=

!E

("

?

#

R/.-7;Z372

=

1;+

=

:,#$""'

=

!E'Q'S@X

$

B[4 L.,O:,BY!"""

(

1_#

!

=

*;3739:6*-7,*/

!

1_!

!

-:

5

.739:6*-7,*/

(

/.-:;#'#$.-A/.-:;#'%

$

R1S

=

,*A+67;@

图
%

!

M

!

代转基因植株的
?M*80?

检测

Q3

5

@(

!

ST'R1SA:7:673*-*0T

#

7,.-;

5

:-36

=

/.-7;

#

!

讨
!

论

在构建转基因载体时!在目标基因的正反向序

列中间加入一段内含子序列!可以在植物中转录形

成高效稳定的
32

=

S[4

发夹结构!从而大大提高目

标基因的沉默效率&

G

'

*利用该技术!

]*/:,

等将含有

柑橘衰退病毒"

/,*+()*+,)*1_&>,+()

!

1TW

#编码的
$

个基因沉默抑制子基因片段的
32

=

S[4

载体转入

柑橘植株!获得的转基因植株表现出对该病毒的完

全抗性"

6*L

=

/:7:,:;3;7.-6:

#

&

%

'

*将黄瓜花叶病毒

"

/(4(".1+"-)&,4>,+()

!

1XW

#

/D

基因部分序列

定向克隆到具内含子的载体上!然后将该
32

=

S[4

#E#
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载体转化烟草!有一个转基因株系也表现出对

1XW

的完全抗性&

H

'

*

P.-

5

等&

#"

'将含有大麦黄矮

病毒"

P&+'1

##

1''-T%T&+

N

>,+()

!

UiBW

#

R4W

分

离物多聚蛋白基因的
32

=

S[4

载体转化大麦!发现

有
H

个株系对
UiBW'R4W

近乎免疫*

与其他植物病毒病一样!

VYB

也缺乏有效防治

药剂!而且在葡萄上至今未发现有效的抗性基因)抗

性品种*目前采取的主要防控措施是种植无病毒葡

萄苗木!但田间介壳虫)粉蚧等又可将
VYS.W;

再

次传播到新栽植的无病毒苗上!从而导致
VYB

的

重新发生*因此通过转基因技术培育抗病毒葡萄新

种质有望成为防控葡萄病毒病的有效途径*目前已

有这方面的探索!

Y3-

5

等&

##

'报道了表达
VYS.W'!

1R

蛋白的本生烟表现出对
VYS.W'!

的抗性*本

研究将表达
=

!E

及其
32

=

S[4

的载体分别转化本

生烟!所获得的阳性转基因苗株系可望为抗病毒葡

萄植株培育和
3

b̀

的功能研究提供试验材料*
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