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四价抗马铃薯病毒植物表达载体构建及其对烟草的转化
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摘　 要: 该研究为了培育兼抗 ４ 种病毒的马铃薯品种ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术对 ＰＶＸ、ＰＶＳ、ＰＶＹ 和 ＰＬＲＶ 的外壳

蛋白(ＣＰ)基因进行克隆与分析ꎬ获得了大小分别为 ６７０、８００、７００、６００ ｂｐ 的 ＣＰ 基因序列ꎬ将获得的 ＣＰ 基因序

列与 ＮＣＢＩ 中已报道的序列进行比对分析ꎬ其同源性都在 ９６％以上ꎮ 根据所克隆的 ＣＰ 基因对靶标片段进行

筛选ꎬ获得了大小约 ３００ ｂｐ 的靶标片段 ＰＶＸ￣ｒｈ、ＰＶＳ￣ｒｈ、ＰＶＹ￣ｒｈ 和 ＰＬＲＶ￣ｒｈꎬ同时利用 Ｏｖｅｒｌａｐ￣ＰＣＲ 技术将 ４
种病毒的靶标片段进行拼接ꎬ得到了长度约为 １ ２００ ｂｐ 的融合片段 ＸＳＹＶ￣ｒｈꎬ与预期目标片段 ＸＳＹＶ￣ｙｘｚ 的相

似性达 １００％ꎮ 利用 ＤＮＡ 重组技术将融合片段 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 克隆到 ｐＧＭ￣Ｔ 载体上构建成克隆载体 ｐＧＭ￣Ｔ￣ＸＳＹＶ￣
ｒｈꎬ用 ＳｐｅⅠ和 ＳａｃⅠ对克隆载体 ｐＧＭ￣Ｔ￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 和植物表达载体 ｐＡＲＴ２７ 进行同步双酶切ꎬ用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶

将 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 片段连接到载体 ｐＡＲＴ２７ 上ꎬ成功构建了同时含 ４ 种病毒 ＣＰ 基因片段的植物表达载体 ｐＡＲＴ２７￣
ＸＳＹＶ￣ｒｈꎮ 采用直接转化法将植物表达载体导入根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４ 中ꎬ并利用农杆菌介导法对烟草品种

Ｔ１２ 试管苗进行遗传转化ꎬ转化后的烟草植株经 ＰＣＲ 检测ꎬ有 ４０ 株转化植株可扩增出目的条带ꎬ表明 ＸＳＹＶ￣
ｒｈ 融合基因已成功转入烟草基因组中ꎮ
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　 　 马铃薯(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ)为茄科(Ｓｏｌａｎｃｅａｅ)
茄属(Ｓｏｌａｎｕｍ)一年生草本块茎植物ꎬ起源于秘鲁、
哥伦比亚及玻利维亚安第斯山区ꎬ在哥伦布发现新

大陆后从原产地迅速向世界各地传播种植ꎬ目前马

铃薯种植已遍布全球(李婷婷ꎬ２０１４)ꎮ 马铃薯作为

仅次于小麦、水稻和玉米的第四大粮食作物ꎬ在农业

生产中有着其他作物不可替代的作用 (张丽等ꎬ
２０１５)ꎮ 近年来ꎬ随着马铃薯产业迅速发展ꎬ对其品

质和产量等要求也不断提高ꎬ但马铃薯病毒病也日

趋严重ꎬ且已成为马铃薯退化和减产的重要原因

(朴福万ꎬ２０１０ꎻ吴兴泉等ꎬ２０１１)ꎮ 马铃薯病毒病分

布于世界各马铃薯种植区ꎬ目前已报道侵染马铃薯

的病毒有 ４０ 余种(Ｇｒａｍｍａｔｉｋａｋｉ ｅｔ ａｌꎬ２００７)ꎬ其中

危害较重的主要有马铃薯卷叶病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｌｅａｆ ｒｏｌｌ
ｖｉｒｕｓꎬＰＬＲＶ)、马铃薯 Ｙ 病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ ＹꎬＰＶＹ)、
马铃薯 Ｘ 病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ ＸꎬＰＶＸ)、马铃薯 Ｓ 病毒

(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ ＳꎬＰＶＳ)、马铃薯 Ｍ 病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ
ＭꎬＰＶＭ)、马铃薯 Ａ 病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ ＡꎬＰＶＡ)和马

铃薯纺锤块茎类病毒 ( Ｐｏｔａｔｏ ｓｐｉｎｄｌｅ ｔｕｂｅｒ ｖｉｒｏｉｄꎬ
ＰＳＴＶ)等(马雪青等ꎬ２０１０)ꎮ 单独一种马铃薯病毒

一般可导致马铃薯减产 １０％ ~ ３０％ꎬ严重者在 ８０％
以上(Ｓａｌａｚａｒ ｅｔ ａｌꎬ １９７８)ꎮ 如 ＰＬＲＶ 在我国北方地

区造成的马铃薯产量的损失为 ３０％ ~ ４０％ꎬ严重时

候为 ８０％ ~ ９０％(霍晓辉等ꎬ２０１３)ꎻＰＶＹ 严重时减

产在 ８０％以上(Ｇｌａｉｓ ｅｔ ａｌꎬ２００２ꎻＮｏｌｔｅ ｅｔ ａｌꎬ２００４ꎻ
Ｗｈｉｔｗｏｒｔｈ ｅｔ ａｌꎬ２００６ꎻ常飞等ꎬ２０１５)ꎻＰＶＳ 可减产

１０％~ ２０％ꎬ该病毒不易觉察ꎬ主要靠接触传毒ꎬ通
过热处理及茎尖脱毒技术都较难脱除干净ꎬ分布于

世界各马铃薯种植区(吴兴泉等ꎬ２０１５)ꎻＰＶＸ 单一

侵染症状轻微或潜隐ꎬ一般减产 １０％左右ꎬ有时可

达 ５０％(姚东校等ꎬ２０１３)ꎻ马铃薯感染 ＰＶＡ 后可造

成 ４０％的减产(张维ꎬ２０１３)ꎮ 而 ２ 种甚至几种病毒

混合侵染带来的损失远大于各病毒单独侵染(崔晓

江等ꎬ１９９４)ꎬ如 ＰＶＹ 和 ＰＶＸ 或 ＰＶＹ 和 ＰＬＲＶ 混合

侵染带来的的损失远远大于各病毒单独侵染(崔晓

江等ꎬ１９９４)ꎮ 因此ꎬ培育抗病毒马铃薯品种是防治

病毒病的有效方法ꎮ
马铃薯是同源四倍体作物ꎬ用常规育种方法改

良品种ꎬ天然抗性基因资源严重不足ꎬ且存在育种周

期长、抗性基因遗传不稳定以及远缘杂交种间障碍

等问题ꎬ而随着细胞工程和现代生物技术的发展ꎬ转
基因技术可将外源的一个或多个基因转入植物的基

因组中ꎬ实现植物遗传性状的定向改变ꎬ为作物新品

种的培育提供了新途径ꎮ 自 ２０ 世纪 ８０ 年代由农杆

菌介导的第一例转基因马铃薯植株问世以来ꎬ转基

因技术在马铃薯育种上已取得了较大进展(明镇寰

和 Ｏｏｍｓꎬ１９９１)ꎮ 目前已获得抗 ＰＶＸꎬＰＶＹꎬＰＬＲＶ
等转外壳蛋白(ＣＰ)基因的抗性植株(龚磊ꎬ２０１３)ꎮ
随着分子生物技术的发展ꎬ利用 Ｏｖｅｒｌａｐ￣ＰＣＲ 等基

因融合技术培育出了能抗 ２ 种或 ３ 种病毒的转基因

马铃薯(宋艳茹等ꎬ１９９４)ꎮ 因此ꎬ利用基因工程技

术向植物体内导入外源基因是抗病毒病的一种有效

途径ꎮ 本研究首先用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法克隆了 ＰＶＸ、ＰＶＳ、
ＰＶＹ 和 ＰＬＲＶ 的 ＣＰ 基因全序列ꎬ同源比对分析 ＣＰ
基因的保守区域后ꎬ扩增出 ４ 种病毒 ＣＰ 基因 ３００
ｂｐ 左右较保守的基因片段ꎬ然后利用 Ｏｖｅｒｌａｐ￣ＰＣＲ
技术将 ４ 种病毒的 ＣＰ 基因片段进行拼接ꎬ构建了

ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 植物表达载体ꎬ进一步转化烟草ꎬ
以期培育兼抗 ４ 种病毒的植物新材料ꎮ

１ 材料与方法

１.１ 材料

植物材料:ＰＶＸ、ＰＶＳ、ＰＶＹ 和 ＰＬＲＶ 带毒马铃

８８ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



薯试管苗叶片ꎮ 菌株:ｐＧＭ￣Ｔ ｖｅｃｔｏｒ 和大肠杆菌菌

株 ＤＨ５ａ 购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ 其余菌株由本实验室

保存ꎮ
试剂:Ｔａｑ 酶、各种限制性内切酶、氨卞青霉素

(Ａｍｐ)、卡那霉素 ( Ｋａｎ)、 ＩＰＴＧ、 Ｘ￣ｇａｌ 等均购自

ＴａＫａＲａ 公司ꎻＴ４ ＤＮＡ 连接酶、普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ
回收试剂盒、植物 ＲＮＡ 提取试剂盒购自 ＴＩＡＮＧＥＮ
公司ꎻ引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成ꎻ测序由赛百盛公司完成ꎮ
１.２ 方法

１. ２. １ 引物设计 　 参考 ＮＣＢＩ 中已报道的 ＰＶＸ
(Ｚ３４２６１. １)、ＰＶＳ(ＧＵ３１９９５４. １)、ＰＶＹ(Ｘ５４６１１. １)
和 ＰＬＲＶ ( ＡＹ３０７１２３. １) ＣＰ 基因全长序列ꎬ利用

Ｐｒｅｍｉｅｒ５.０ 设计克隆 ４ 种病毒 ＣＰ 基因长度分别为

ＰＶＸ(６７０ ｂｐ)、ＰＶＳ(８１１ ｂｐ)、ＰＶＹ(７０１ ｂｐ)、ＰＬＲＶ
(５８４ ｂｐ)的引物(表 １)ꎬ用 ｏｌｉｇｏ６.０ 软件评估ꎮ 根据

已克隆的 ４ 种 ＣＰ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ选择各序列

中约 ３００ ｂｐ 无终止突变ꎬ且拼接后也无终止突变的

基因片段(将拼接的目的片段命名为 ＸＳＹＶ￣ｙｘｚ)ꎬ利
用 Ｏｌｉｇｏ６.０ 软件进行引物设计ꎬ考虑到后续片段融

合需要ꎬ在设计引物时加入 Ｓｐｅ Ｉ 和 Ｓａｃ Ｉ 酶切位点ꎬ
最终设计各片段的重叠引物(表 ２)ꎮ

表 １　 ＣＰ 基因克隆引物
Ｔａｂｌｅ １　 ＣＰ ｃｌｏｎｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ

基因
Ｇｅｎｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

ＰＶＸ ＦＸ ５′￣ＴＡＧＣＡＣＡＡＣＡＣＡＧＧＣＣＡＣＡＧＧＧＴ￣３′

ＲＸ ５′￣ＡＧＣＧＧＴＴＧＴＴＧＴＴＣＣＡＧＴＧＡＴＡＣＧＡ￣３′

ＰＶＳ ＦＳ ５′￣ＣＡＧＧＡＧＡＧＡＣＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＡＴＡ￣３′

ＲＳ ５′￣ＡＧＣＡＴＣＣＣＴＣＣＡＧＴＧＴＡＣＴＣＡＡ￣３′

ＰＶＹ ＦＹ ５′￣ＧＣＡＧＧＡＧＧＡＡＧＣＡＣＴＡＡＧＡＡＧＧ￣３′

ＲＹ ５′￣ＣＴＡＡＴＧＣＣＡＣＣＧＴＣＣＡＡＣＣＣＧＡＡＡＡ￣３′

ＰＬＲＶ ＦＶ ５′￣ＡＡＡＧＧＡＡＡＴＧＴＣＡＡＴＧＧＴＧＧ￣３′

ＲＶ ５′￣ＣＴＧＡＴＧＧＴＧＡＣＴＣＴＧＡＡＧＧＡ￣３′

１.２.２ ＣＰ 基因的克隆 　 ＲＮＡ 的提取与 ｃＤＮＡ 的合

成:参照 ＲＮＡ 提取试剂盒说明ꎬ提取感染病毒的马

铃薯叶片总 ＲＮＡꎮ 利用 ＲＮＡ 反转录试剂盒反转录

合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ
ＰＣＲ 扩增:以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ分别以 ＦＸ / ＲＸ、ＦＳ /

ＲＳ、ＦＹ / ＲＹ、ＦＶ / ＲＶ４ 对引物对 ４ 种 ＣＰ 基因进行 ＰＣＲ

表 ２　 融合基因片段的引物 (重叠引物)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｕｓｉｏｎ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒｓ (Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ)

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＰＶＸ１ ５′￣ＣＧＧＡＣＴＡＧＴＳｐｅ ＩＧＣＡＡＣＴＣＣＴＧＣＣＡＣＧＧＣＴＴ￣３′

ＰＶＸ２ ５′￣ＧＧＴＡＴＴＧＣＴＴＧＴＧＧＴＧＴＣＴＣＴＣＣＡＡＧＴＧＴ￣
ＧＣＡＣＡＣＣＴＣＴＴＴＡＡＴＴＧＣＴＧ￣３′

ＰＶＳ１ ５′￣ＣＡＧＣＡＡＴＴＡＡＡＧＡＧＧＴＧＴＧＣＡＣＡＣＴＴＧＧＡ￣
ＧＡＧＡＣＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＡＴＡＣＣ￣３′

ＰＶＳ２ ５′￣ＣＴＴＣＴＴＡＧＴＧＣＴＴＣＣＴＣＣＴＧＣＴＧＡＡＡＡＣ￣
ＣＧＣＧＡＧＴＡＴＧＧＡＴＴＣ￣３′

ＰＶＹ１ ５′￣ＧＡＡＴＣＣＡＴＡＣＴＣＧＣＧＧＴＴＴＴＣＡＧＣＡＧＧＡＧ￣
ＧＡＡＧＣＡＣＴＡＡＧＡＡＧ￣３′

ＰＶＹ２ ５′￣ＣＡＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＡＧＣＧＧＣＧＡＴＴ￣
ＡＧＴＴＴＣＴＣＣＴＡＴＧＴＣＧＴＡＴＧＣＣ￣３′

ＰＬＲＶ１ ５′￣ＧＧＣＡＴＡＣＧＡＣＡＴＡＧＧＡＧＡＡＡＣＴＡＡＴＣＧＣ￣
ＣＧＣＴＣＡＡＧＡＡＧＡＡＣＴＧ￣３′

ＰＬＲＶ２ ５′￣ＣＧＡＧＣＴＣＳａｃ Ｉ ＣＴＡＡＴＴＴＧＧＡＡＴＴＴＧＴＴＧＡＣＧＴＡＧ￣
ＧＡＣＴＧ￣３′

　 注: 划线部分为酶切位点序列ꎬ上标为相应的内切酶ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｔｈｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅꎬ ａｎｄ
ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ.

扩增ꎮ 反应体系 ２５ μＬ:５×Ｐｒｉｍｅｓ ＳＴＡＲ Ｂｕｆｆｅｒ(Ｍｇ２＋

ｐｌｕｓ)５.０ μＬꎬｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ(２.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)２.０ μＬꎬ
上下游引物(１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)各 ０.５ μＬꎬ下游引物 Ｒ
(１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)０.５ μＬꎬ模板( ｃＤＮＡ)０.５ μＬꎬＰｒｉｍｅ
ＳＴＡＲ ＨｓＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０.２５ μＬꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２５
μＬꎮ 反应程序:９８ ℃ １０ ｓꎬ５５ ℃ ５ ｓꎬ７２ ℃ ６０ ｓꎬ循
环 ３０ 次ꎻ循环结束后ꎬ按暂停按钮ꎬ每个 ＰＣＲ 管各

加 ０. ５ μＬ Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ最后 ７２ ℃ 保温

１０ ｍｉｎꎮ
扩增产物的回收、测序与序列比对:扩增产物经

１.０％(ｗ / ｖ)琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ用普通琼脂糖

凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒回收纯化ꎬ纯化产物与 ＰＧＭ￣
Ｔ 载体连接转化 ＤＨ５ａ 感受态细胞ꎮ 利用蓝白斑筛

选阳性克隆ꎬ提取质粒进行 ＰＣＲ 及 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切鉴

定ꎬ最后进行基因测序ꎮ 测序结果用 ＤＮＡＭＡＮ５.０
软件分别与 ４ 个 ＣＰ 基因全长序列进行比对ꎮ
１.２.３ 靶标基因片段 ＰＶＸ￣ｒｈ、ＰＶＳ￣ｒｈ、ＰＶＹ￣ｒｈ 和 ＰＬ￣
ＲＶ￣ｒｈ 的扩增　 以提取的质粒为模板ꎬ分别用四对

引物( ＰＶＸ１ / ＰＶＸ２、ＰＶＳ１ / ＰＶＳ２、ＰＶＹ１ / ＰＶＹ２ 和 ＰＬ￣
ＲＶ１ / ＰＬＲＶ２)对 ４ 种靶标基因进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 方法

同 １.２.２ꎮ
１.２.４ 目标基因片段 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 的融合　 反应体系 ２５
μＬꎬ包含 ５×Ｐｒｉｍｅｓ ＳＴＡＲ Ｂｕｆｆｅｒ(Ｍｇ２＋ ｐｌｕｓ)５.０ μＬꎬ
ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ(２.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)２.０ μＬꎬＴｅｍｐｌａｔｅ１(纯

９８１ 期 陈晓艳等: 四价抗马铃薯病毒植物表达载体构建及其对烟草的转化



化 ＤＮＡ) ０. ５ μＬꎬ Ｔｅｍｐｌａｔｅ２ (纯化 ＤＮＡ) ０. ５ μＬꎬ
Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ ＨｓＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０. ２５ μＬꎬ ｄｄＨ２Ｏ
１６.７５ μＬꎬ ＰＣＲ 扩增条件为 ９８ ℃ １０ ｓꎬ ５５ ℃ ５ ｓꎬ
７２ ℃ ６０ ｓꎬ循环 ５ 次ꎻ５ 个循环结束后ꎬ按暂停ꎬ加入

上游引物 ＰＶＸ￣１(１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)和下游引物 ＰＶＳ￣２
(１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)各 ０.５ μＬꎬ再按 ９８ ℃ １０ ｓꎬ５５ ℃
５ ｓꎬ７２ ℃ ６０ ｓꎬ循环 ３０ 次ꎬ按暂停ꎬ给每个 ＰＣＲ 管

各加 ０. ５ μＬ Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ最后 ７２ ℃ １０
ｍｉｎꎬ扩增出融合基因 ＸＳ￣ｒｈꎬ回收产物－２０ ℃保存ꎮ
同样的方法扩增出融合基因 ＸＳＹ￣ｒｈ 和 ＸＳＹＶ￣ｒｈꎮ
１.２.５ 融合片段的克隆、检测、测序与分析　 将融合

片段 ＰＣＲ 扩增产物经 １.０％(ｗ / ｖ)琼脂糖凝胶进行

切胶回收ꎬ将回收产物与 ｐＧＭ￣Ｔ 载体连接ꎬ连接产

物转化 ＤＨ５ａ 感受态细胞ꎮ 在含有 １００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１

Ａｍｐ 的 ＬＢ 平板上利用蓝白斑筛选阳性单菌落进行

接种培养后ꎬ碱裂解法提取质粒ꎬ经 ＰＣＲ 及酶切鉴

定后ꎬ取一只甘油管送赛百盛公司进行测序ꎮ 测序

结果用 ＤＮＡＭＡＮ５. ０ 软件与目标基因片段 ＸＳＹＶ￣
ｙｘｚ 进行比对ꎮ
１.２.６ 植物表达载体 ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 的构建及鉴

定　 分别提取含目的基因 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 和载体 ｐＡＲＴ２７
的质粒ꎬ用 Ｓｐｅ Ｉ 和 Ｓａｃ Ｉ 对提取的质粒进行同步双

酶切ꎬ用 ４０ μＬ 酶切体系:包含 １ μＬ Ｓｐｅ Ｉꎬ１ μＬ Ｓａｃ
Ｉꎬ４ μＬ １０ ×Ｍ Ｂｕｆｆｅｒꎬ２０ μＬ 质粒ꎬｄｄＨ２ Ｏ 补足 ４０
μＬꎮ 反应条件为 ３７ ℃过夜ꎬ回收酶切产物小片段

命名为 ＸＳＹＶ￣ｒｈꎬ大片段命名 ｐＡＲＴ２７ꎮ 用 Ｔ４ ＤＮＡ
连接酶将 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 片段连接到载体 ｐＡＲＴ２７ 上ꎬ用
１０ μＬ 连接体系: 包含 １ μＬ Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒꎬ
１ μＬ Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅꎬ３.５ μＬ 目的片段 ＸＳＹＶ￣ｒｈꎬ１ μＬ
载体 ｐＡＲＴ２７ꎬ ｄｄＨ２ Ｏ 补至 １０ μＬꎮ 反应条件为

１６ ℃过夜ꎬ连接产物转化 ＤＨ５ａ 感受态细胞ꎬ在含

有 ５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｋａｎ 的 ＬＢ 平板上挑取阳性单菌落进

行接种培养后ꎬ进行菌液 ＰＣＲ 检测ꎬ提取质粒后用

Ｓｐｅ Ｉ 和 Ｓａｃ Ｉ 双酶切鉴定ꎬ１.０％琼脂糖电泳检测片

段长度进而验证含有目的基因片段的植物表达载体

ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 的正确性ꎮ
１.２.７ ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 植物表达载体转化根癌农杆

菌 ＬＢＡ４４０４　 根癌农杆菌感受态细胞的制备:从
－８０ ℃冰箱取一支根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４ 感受态甘

油管ꎬ冰浴融化ꎬ然后在含有 ２０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｒｉｆ 和 ５０
ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｓｔｒ 的 ＹＥＰ 平板上划线ꎬ倒置平板ꎬ２８ ℃培

养 １~２ ｄꎻ挑取 ＬＢＡ４４０４ 单菌落接种于同样的 ＹＥＰ
液体培养基中继续培养至 ＯＤ６００值为 ０.３ ~ ０.４ꎻ转入

无菌的离心管中ꎬ置于冰浴中 ３０ ｍｉｎꎻ４ ℃ꎬ５ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心 ５ ｍｉｎ 后去掉上清液ꎻ加入 ２ ｍＬ 预冷

的 ２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＣａＣｌ２重悬菌体ꎻ制备好的感受态按

照 ２００ μＬ 分装于无菌的离心管中ꎬ液氮速冻后置于

－８０ ℃保存备用ꎬ使用时取出置于冰上融化ꎮ
植物表达载体 ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 转化根癌农杆

菌感受态细胞 ＬＢＡ４４０４:取 ２ μｇ(５ ~ １０ μＬ)质粒

ＤＮＡꎬ加入 ２００ μＬ 感受态细胞中ꎬ轻弹管壁混匀ꎻ置
于冰上 ３０ ｍｉｎꎬ转入液氮中 ５ ｍｉｎꎬ迅速置于 ３７ ℃水

浴中 ５ ｍｉｎꎻ加入 ８００ μＬ ＹＥＰ 液体培养基ꎬ２８ ℃下

２５０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１预表达 ４ ~ ５ ｈꎻ取 １００ ~ ２００ μＬ 菌液涂

布于含有 ２０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｒｉｆ、５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｓｔｒ 和 ５０ ｍｇ􀅰
Ｌ￣１ Ｋａｎ 的 ＹＥＰ 固体平板上静置 ５ ~ １０ ｍｉｎ 后ꎬ倒置

平板ꎬ２８ ℃下暗培养 ２ ｄꎮ
农杆菌 ＬＢＡ４４０４￣ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 鉴定:挑取

阳性单克隆ꎬ重新扩繁菌液ꎬ进行菌落 ＰＣＲ 鉴定ꎮ
１.３ 含 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 融合基因烟草植株的获得及初步

筛选

１.３.１ 烟草无菌苗的培养　 ７０％乙醇消毒 Ｔ１２烟草种

子 ３０ ｓ 后ꎬ用无菌水清洗 ２ ~ ３ 次ꎬ再用 ０. １％的

ＨｇＣｌ２消毒 ８ｍｉｎꎬ用无菌水清洗 ６ ~ １０ 次ꎻ将消毒后

的种子置于ＭＳ 固体培养基中ꎬ于 ２５~２６ ℃ꎬ１４ ｈ 光

照 / １０ ｈ 黑暗条件下萌发ꎮ １４ ｄ 后将萌发出的 Ｔ１２烟

草幼苗转移至含有 ＭＳ 培养基的培养瓶中ꎬ相同条

件下培养 ４~６ 周ꎬ其生长正常细嫩叶片可用于遗传

转化ꎮ
１.３.２ 农杆菌工程菌菌液的准备　 将农杆菌工程菌

ＬＢＡ４４０４￣ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 接种在含 ２０ ｍｇ 􀅰 Ｌ￣１

Ｒｉｆ、５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｓｔｒ 和 ５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｋａｎ 的 ＹＥＰ 固体培

养基ꎬ于 ２８ ℃条件下避光培养 ２ ｄ 后挑单菌落接种

到同样的 ＹＥＰ 液体培养基中ꎬ于 ２８ ℃、２６０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１

条件下避光振荡培养 ２４~３６ ｈꎮ 将活化好的菌液按

１ ∶ ５０ 进行放大培养ꎬ至 ＯＤ６００值为 ０.５ꎮ 将达到对

数生长期的菌液倒入 ５０ ｍＬ 无菌的离心管中ꎬ５ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ￣１ꎬ离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用 ＭＳ 液体培养基

(ｐＨ７.０)重悬菌体ꎮ
１.３.３ 农杆菌转化烟草的方法　 烟草叶片不进行预

培养ꎬ在无菌条件下将烟草试管苗的成熟叶片剪去

主脉和叶边缘ꎬ再剪成 ０.５~１.０ ｃｍ２的小块置于小烧

杯中ꎬ倒入重悬好的菌液ꎬ使叶片与农杆菌充分接

触ꎬ侵染 ８~１０ ｍｉｎꎬ其间不断摇动小烧杯ꎬ保证侵染

均匀ꎮ 时间到后ꎬ将菌液倒掉ꎬ用无菌水冲洗 ３ 次ꎮ
先夹出叶片ꎬ再用无菌滤纸吸去叶片周围多余的菌

０９ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



液ꎬ以叶片上表面接触培养基ꎬ将叶片接到共培养基

(ＭＳ ＋ ６￣ＢＡ １.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)中ꎬ每皿 ８ ~ ９ 片ꎬ培养皿

用封口膜封口ꎬ倒置ꎬ２８ ℃暗培养 ７２ ｈ 左右ꎬ当看到

叶片与培养基接触边缘长出一圈白色农杆菌时ꎬ先
用无菌水清洗 ３ 次ꎬ之后用 ＭＳ 液体培养基洗涤 ２
次ꎬ再用无菌滤纸吸干叶片表面的液体后ꎬ最后将叶

片转入添加有一定浓度 Ｋａｎ 和 Ｃｂ 的芽诱导培养基

(ＭＳ ＋ ６￣ＢＡ １.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ Ｋａｎ １００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ Ｃｂ ５００
ｍｇ􀅰Ｌ￣１)中ꎬ置于温度(２２±１)℃、光照强度 ３ ０００
ｌｘꎬ光照时间 １４ ｈ􀅰ｄ￣１条件下培养 ２０ ｄ 左右ꎮ
１.３.４ 转基因烟草抗性筛选　 待长出 １ ~ ２ ｃｍ 的诱

导芽后ꎬ将诱导芽小心转入到 Ｋａｎ 减半并加有 Ｃｂ
的生根培养基(１ / ２ＭＳ ＋ Ｋａｎ ５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＋ Ｃｂ ３００
ｍｇ􀅰Ｌ￣１)中诱导生根并扩繁ꎬ直到长成完整植株ꎮ
１.３.５ 转基因烟草的 ＰＣＲ 检测 　 利用植物基因组

ＤＮＡ 小量提取试剂盒ꎬ提取转基因烟草植株的基因

组 ＤＮＡꎮ 参照方法 １.２.３ 进行 ＰＣＲ 扩增检测ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 外壳蛋白基因的克隆及酶切鉴定

以 ＰＶＸ￣ＣＰ、 ＰＶＳ￣ＣＰ、 ＰＶＹ￣ＣＰ、 ＰＬＲＶ￣ＣＰ 的

ｃＤＮＡ 为模板ꎬＦＸ / ＲＸ、ＦＳ / ＲＳ、ＦＹ / ＲＹ、ＦＶ / ＲＶ ４ 对引

物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ经 １.０％琼脂糖凝胶电泳检测扩

增产物ꎬ观察到 ４ 条大小分别为 ６７０、８００、７００、６００
ｂｐ 左右的片段ꎬ条带大小与预期的片段大小一致

(图 １:Ａ)ꎮ 进一步比对得出ꎬ这 ４ 条序列与 ＮＣＢＩ
中已公布的 ＰＶＸ、ＰＶＳ、ＰＶＹ 和 ＰＬＲＶ 四条片段的同

源性在 ９６％以上ꎮ 将扩增产物回收纯化后与 ｐＧＭ￣
Ｔ 载体连接ꎬ连接产物转化 ＤＨ５ａ 感受态细胞ꎬ斑筛

选阳性克隆ꎬ提取 ４ 种质粒后对 ４ 种质粒进行 ＥｃｏＲ
Ｉ 酶切ꎬ酶切结果表明:切出的条带大小与预期的片

段大小相符ꎬ如图 １:Ｂ 所示ꎮ 将鉴定正确的质粒分

别命名为 ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｘ、ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｓ、ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｙ、ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｖꎮ
２.２ 目的片段 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 的融合

２.２.１ 目标基因片段 ＰＶＸ￣ｒｈ、ＰＶＳ￣ｒｈ、ＰＶＹ￣ｒｈ、ＰＬＲＶ￣
ｒｈ 的扩增　 按照 １.２.３ 所述方法中的 ＰＣＲ 扩增反应

程序体系ꎬ分别以 ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｘ、 ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｓ、 ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｙ、
ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｖ 质粒为模板ꎬ将 ＰＶＸ１ / ＰＶＸ２、ＰＶＳ１ / ＰＶＳ２、
ＰＶＹ１ / ＰＶＹ２、ＰＬＲＶ１ / ＰＬＲＶ２ ４ 对引物进行 ＰＣＲ 反

应ꎬ扩增产物经 １.０％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ观察到

４ 条 ３００ ｂｐ 左右大小的条带ꎬ其大小与预期片段大

小符合ꎬ如图 ２ 所示ꎮ 将 ＰＣＲ 产物进行纯化回收ꎬ

图 １ 　 ＰＶＸ￣ＣＰ、 ＰＶＳ￣ＣＰ、 ＰＶＹ￣ＣＰ、 ＰＬＲＶ￣ＣＰ 基因的

ＰＣＲ 及所对应质粒 ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｘ、 ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｓ、 ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｙ、
ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｖ 的 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切电泳图　 Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ １ꎬ
３ꎬ５ꎬ７. ＰＶＸ￣ＣＰ、ＰＶＳ￣ＣＰ、ＰＶＹ￣ＣＰ、ＰＬＲＶ￣ＣＰ 所对应的空白对

照ꎻ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８. ＰＶＸ￣ＣＰ、ＰＶＳ￣ＣＰ、ＰＶＹ￣ＣＰ、ＰＬＲＶ￣ＣＰ 基因扩增片

段ꎮ Ｂ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ１ꎬ２ꎬ３ꎬ４. 质粒 ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｘ、ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｓ、
ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｙ、ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｖ 的 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切鉴定ꎮ
Ｆｉｇ. １　 Ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＰＶＸ￣ＣＰꎬ
ＰＶＳ￣ＣＰꎬ ＰＶＹ￣ＣＰꎬ ＰＬＲＶ￣ＣＰ ａｎｄ Ｒｅｓｔｒｉｃｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ
ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｘꎬ ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｓꎬ ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｙꎬ ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｖ ｐｌａｓｍｉｄ　 Ａ:
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ １ꎬ３ꎬ５ꎬ７. ＰＶＸ￣ＣＰꎬ ＰＶＳ￣ＣＰꎬ ＰＶＹ￣ＣＰꎬ ＰＬＲＶ￣
ＣＰ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇꎻ ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８. ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ＰＶＸ￣ＣＰꎬ ＰＶＳ￣ＣＰꎬ ＰＶ Ｙ￣
ＣＰꎬ ＰＬＲＶ￣ＣＰ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ. Ｂ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ １ꎬ２ꎬ
３ꎬ４. Ｐｌａｓｍｉｄ ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｘꎬ ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｓꎬ ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｙꎬ ｐＧＭ￣Ｔ￣Ｖ’ ｓ ＥｃｏＲ Ｉ
ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ２　 目标基因 ＰＣＲ 产物电泳图谱　 Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ １ꎬ３ꎬ
５ꎬ７. 空白对照ꎻ ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８. ＰＶＸ￣ｒｈ、ＰＶＳ￣ｒｈ、ＰＶＹ￣ｒｈ、ＰＬＲＶ￣ｒｈ 产物ꎮ
Ｆｉｇ. ２ 　 Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
ｐｒｏｆｉｌｅｓ　 Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ １ꎬ３ꎬ５ꎬ７. ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８.
ＰＶＸ￣ｒｈꎬ ＰＶＳ￣ｒｈꎬ ＰＶＹ￣ｒｈꎬ ＰＬＲＶ￣ｒｈ ｐｒｏｄｕｃｔ.

分别命名为 ＰＶＸ￣ｒｈ、ＰＶＳ￣ｒｈ、ＰＶＹ￣ｒｈ、ＰＬＲＶ￣ｒｈꎮ
２.２.２ ＸＳＹＶ￣ｒｈ 基因片段的融合结果　 照 １.２.４ 中所

述方法进行 ＰＶＸ￣ｒｈ、ＰＶＳ￣ｒｈ、ＰＶＹ￣ｒｈ、ＰＬＲＶ￣ｒｈ 四片

段 ＰＣＲ 融合扩增ꎬ融合产物分别命名为 ＸＳ￣ｒｈꎬＸＳＹ￣
ｒｈ 和 ＸＳＹＶ￣ｒｈꎬ经 １.０％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ观察到

１９１ 期 陈晓艳等: 四价抗马铃薯病毒植物表达载体构建及其对烟草的转化



６００ ｂｐ(图 ３:Ａ)、９００ ｂｐ(图 ３:Ｂ)和 １ ２００ ｂｐ(图 ３:Ｃ)
左右大小的条带ꎬ其大小与预期片段大小相符合ꎮ

图 ３ 　 ＸＳ￣ｒｈ、ＸＳＹ￣ｒｈ、ＸＳＹＶ￣ｒｈ 电泳检测图 　 Ａ: Ｍ.
Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ １. 空白对照ꎻ ２. ＸＳ￣ｒｈ ＰＣＲ 扩增产物ꎮ Ｂ:
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ １. 空白对照ꎻ ２. ＸＳＹ￣ｒｈ ＰＣＲ 扩增产物ꎮ Ｃ:
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ １. 空白对照ꎻ ２. ＸＳＹＶ￣ｒｈ ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
Ｆｉｇ. ３　 Ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＸＳ￣ｒｈꎬ ＸＳＹ￣ｒｈꎬ ＸＳＹＶ￣ｒｈ
　 Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ １. Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＸＳ￣ｒｈ
ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｂ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ １. Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ
ＸＳＹ￣ｒｈꎻ Ｃ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００ꎻ １. Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ
ＸＳＹＶ￣ｒｈ ｐｒｏｄｕｃｔ.

２.２.３ 融合基因片段 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 的酶切检测　 将 ＸＳＹＶ￣
ｒｈ 扩增产物回收纯化后连接 ｐＧＭ￣Ｔ 载体ꎬ连接产物

转化大肠杆菌 ＤＨ５ａ 感受态细胞ꎬ 利用蓝白斑筛选 ５
个阳性克隆ꎬ 对菌液进行 ＰＣＲ 检测ꎬ ＰＣＲ 产物经

１.０％琼脂糖凝胶电泳检测得到 １ ２００ ｂｐ 左右大小的

片段(图 ４:Ａ)ꎬ从图中挑选一个条带最亮最好的用碱

裂解法从该条带所对应菌液中提取质粒ꎬ命名为

ＸＳＹＶ￣ｒｈꎮ 对该质粒 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 进行 ＰＣＲ 检测和 Ｓｐｅ
Ｉ、Ｓａｃ Ｉ 双酶切检测ꎬＰＣＲ 产物和酶切产物经 １.０％琼

脂糖凝胶电泳检测ꎬ均可分别观察到１ ２００ ｂｐ 左右的

条带(图 ４:ＢꎬＣ)ꎻ该序列的测序结果表明:其大小与

理论预期筛选出的无终止突变的约 １ ２００ ｂｐ 基因序

列大小、顺序均一致ꎬ相似度达 １００％ꎬ可以判断四个

片段已经按照预期融合在一起ꎮ
２.３ 植物表达载体 ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 的构建及其

ＰＣＲ 和酶切鉴定

植物表达载体 ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 构建过程如图

５ 所示ꎮ 转化大肠杆菌 ＤＨ５ａ 后ꎬ提取质粒ꎬ进行

ＰＣＲ 检测ꎬ扩增出 １ ２００ ｂｐ 左右的目的条带(图 ６:
Ａ)ꎮ 双酶切后可见约 １ ２００ ｂｐ 的目的条带和线性

载体(图 ６:Ｂ)ꎬ说明 ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 植物表达载

体构建成功ꎮ

图 ４　 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 菌落、质粒 ＰＣＲ 及酶切电泳图 　 Ａ:
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １. 空白对照ꎻ ２￣６. ６ 个 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 白色菌斑 ＰＣＲ 产

物ꎮ Ｂ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １. 空白对照ꎻ ２. 质粒 ＰＣＲ 结果ꎮ Ｃ:
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １. ＸＳＹＶ￣ｒｈ 的 Ｓｐｅ Ｉ / Ｓａｃ Ｉ 双酶切鉴定ꎮ
Ｆｉｇ. ４ 　 ＸＳＹＶ￣ｒｈ ｃｏｌｏｎｙꎬ ｐｌａｓｍｉｄ ＰＣＲ ａｎｄ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　 Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １. Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２￣
６. ＳＹＶ￣ｒｈ ｗｈｉｔｅ ｐｌａｑｕｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｂ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １. Ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２. Ｐｌａｓｍｉｄ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ. Ｃ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １. ＸＳＹＶ￣ｒｈ ｔｈｅ
Ｓｐｅ Ｉ / Ｓａｃ Ｉ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ.

２.４ 农杆菌介导的 ＬＢＡ４４０４￣ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 转

化及 ＰＣＲ 鉴定

将构建好的表达载体转化根癌农杆菌ꎬ挑取阳

性克隆ꎬ对菌液进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ特异扩增出约１ ２００
ｂｐ 的目标条带(图 ７)ꎮ 结果表明ꎬ构建的植物表达

载体已成功转入根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４ꎮ
２.５ 转基因烟草的获得及 ＰＣＲ 检测

阳性单菌落用于烟草转化ꎬ其筛选过程中抗性

苗的获得如图 ８ 所示ꎮ 工程菌浸染后的叶片经共培

养、选择培养及生根培养后ꎬ得到无菌抗性苗 ６０ 株ꎮ
以引物 ＰＶＸ１ / ＰＬＲＶ２进行 ＰＣＲ 检测ꎬ结果表明阳性

对照(质粒 ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ)和 ４０ 株转化植株扩

增出约 １ ２００ ｂｐ 大小的片段ꎬ而空白对照(ｄｄＨ２Ｏ)、
阴性对照(未转化烟草)没有扩增出任何片段(图 ９
为 ＰＣＲ 检测的部分结果)ꎬ初步证明 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 融合

基因已转入烟草中ꎮ

３　 讨论与结论

近年来ꎬ 利用病毒来源的基因获得抗性转基因

植物已成为植物抗病毒育种的重要途径ꎮ 科学研究

表明ꎬ表达病毒 ＣＰ 基因的转基因马铃薯能显著延

缓该病毒病害症状的发展并减轻其危害程度 (Ａ
Ｈｏｅｋｅｍａ ｅｔ ａｌꎬ１９８９)ꎮ 自 １９８６ 年 Ａｂｅｌ ｅｔ ａｌ (１９８６)

２９ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 ５　 植物表达载体 ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 的构建模式图

Ｆｉｇ. ５　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

图 ６　 ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 菌落 ＰＣＲ 及质粒 Ｓｐｅ Ｉ / Ｓａｃ Ｉ
双酶切电泳图　 Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ２０００ꎻ １. ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 菌

落 ＰＣＲ 鉴定ꎮ Ｂ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １. ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 质粒 Ｓｐｅ Ｉ /
Ｓａｃ Ｉ 双酶ꎮ
Ｆｉｇ. ６　 ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄ Ｓｐｅ Ｉ /
Ｓａｃ Ｉ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　 Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ２０００ꎻ
１. ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ. Ｂ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １. ｐＡＲＴ２７￣
ＸＳＹＶ￣ｒｈ ｐｌａｓｍｉｄ Ｓｐｅ Ｉ / Ｓａｃ Ｉ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ.

图 ７　 ＬＢＡ４４０４￣ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 菌液 ＰＣＲ 检测结果

　 Ｍ. ＭａｒｋｅｒⅢꎻ １. 空白对照ꎻ ２. 阴性对照(以空的 ＬＢＡ４４０４ 菌

液为模板)ꎻ ３. 阳性对照(以质 ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 为模板)ꎻ ４￣
７. 菌液 ＰＣＲ 产物ꎮ
Ｆｉｇ. ７　 ＬＢＡ４４０４￣ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ ｂａｃｔｅｒｉａ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １. Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ
ＬＢＡ４４０４ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｓ ａ ｔｅｍｐｌａｔｅ )ꎻ ３. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ｑｕａｌｉｔｙ
ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ ｔｅｍｐｌａｔｅ) ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａꎻ
４－７. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ.

３９１ 期 陈晓艳等: 四价抗马铃薯病毒植物表达载体构建及其对烟草的转化



图 ８　 抗性苗的获得过程　 Ａ. 共培养后的烟草叶片ꎻ Ｂ. 愈伤组织ꎻ Ｃ. 抗性芽ꎻ Ｄ. 抗性苗ꎮ
Ｆｉｇ. ８　 Ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ　 Ａ. Ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｖｅｓꎻ Ｂ. Ｃａｌｌｕｓꎻ Ｃ. Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｈｏｏｔｓꎻ Ｄ. Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ.

图 ９　 转基因植株 ＰＣＲ 鉴定结果 　 注:两个 Ｍ 均为

Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ２－６ꎬ１０－１４. 引物 ＰＶＸ￣１ / ＰＬＲＶ￣２ 对部分转基因植株

进行 ＰＣＲ 鉴定ꎻ １ꎬ ９. 阳性对照(ｐＡＲＴ２７￣ＸＳＹＶ￣ｒｈ 质粒)ꎻ ７. 空
白对照(ｄｄＨ２Ｏ)ꎻ ８. 阴性对照(未转基因植株)ꎮ

Ｆｉｇ. ９　 ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ　 Ｎｏｔｅ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ
Ⅲꎻ ２－６ꎬ １０－１４. Ｐｒｉｍｅｒｓ ＰＶＸ－１ / ＰＬＲＶ￣２ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓ￣
ｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲꎻ １ꎬ ９. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｐＡＲＴ２７￣
ＸＳＹＶ￣ｒｈ ｐｌａｓｍｉｄ)ꎻ ７. Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｄｄＨ２Ｏ)ꎻ ８. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
(ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ).

首先将烟草花叶病毒(ＴＭＶ)的 ＣＰ 基因导入烟草获

得抗 ＴＭＶ 的转基因烟草以来ꎬ利用病毒的 ＣＰ 基因

防治植物病毒病的例子已有许多ꎬ李奇科等(２００９)
利用马铃薯 Ｙ 病毒(ＰＶＹ)的 ＣＰ 基因获得了稳定、
高效的抗病效果ꎮ 美国孟山都公司最先获得同时表

达 ＰＶＸ 和 ＰＶＹ ＣＰ 基因的双价转基因马铃薯

(Ｌａｗｓｏｎ ｅｔ ａｌꎬ１９９０)ꎮ 宋艳茹等(１９９４)首次获得

ＰＶＹ ＋ ＰＬＲＶ 的转基因马铃薯株系ꎮ 崔晓江等

(１９９４)通过构建载体获得了同时抗 ＰＶＹ、ＰＶＸ 和

ＰＬＲＶ 的转 ３ 基因马铃薯ꎮ 但是ꎬ目前还未见转 ４
价病毒 ＣＰ 基因马铃薯的报道ꎬ而多个基因构建在

不同载体上转入同一受体会因为载体间的相互影响

而导致效率降低ꎮ 本研究利用重叠延伸 ＰＣＲ 技术

将 ＰＶＸ、ＰＶＳ、ＰＶＹ 和 ＰＬＲＶ 外壳蛋白基因通过末端

互补、重叠延伸进行体外重组连接ꎬ得到了融合基因

片段 ＸＳＹＶ￣ｒｈꎬ测序结果与预期 ＸＳＹＶ￣ｙｘｚ 序列完全

一致ꎬ表明 ４ 种病毒外壳蛋白基因融合成功ꎮ 用农

杆菌介导法转化的烟草中ꎬ在获得的转基因烟草中ꎬ
ＰＣＲ 检测证明 ＸＳＹＶ￣ｒｈ 基因已整合到烟草基因组

中ꎬ因而为该载体的进一步广泛应用打下了基础ꎬ希
望借此获得同时抗 ４ 种病毒的转基因植物材料ꎮ 若

要从转基因植株的抗性基因的拷贝、调控表达与功

能等方面进行研究ꎬ还要做 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｂｌｏｔ、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔꎬ对转入基因进行全面了解ꎬ
对其相应的蛋白功能做全面研究ꎮ 目前ꎬ实验室正

在对获得的抗性烟草植株进行 ＧＵＳ 瞬时表达检测ꎬ
以及蛋白分析与表达产物的生物活性检测试验都仍

在进行之中ꎮ
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关于“毛茛科六新种”发表的说明

本刊 ２０１６ 年出版的 ３６ 卷增刊 １(庆祝王文采院士 ９０ 华诞专刊)中发表了王文采编著的“毛茛科五新种”和

“靖西铁线莲ꎬ广西毛茛科一新种”二文ꎮ 为了便于国内外数据库收录及读者了解ꎬ我们又在本刊 ３６ 卷第 １１ 期

(正刊)中刊出上述二文合并而成的“毛茛科六新种”一文ꎮ
特此说明ꎮ

广西植物编辑部

５９１ 期 陈晓艳等: 四价抗马铃薯病毒植物表达载体构建及其对烟草的转化


