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摘 要 苗期人工接种
,

对转化 C M V
一

叩 基因的番茄品种 8 8 0 5R
I
~ R

4

代进行接种 C M V 病毒

试验
。

结果表明
:

黄瓜花叶病毒外壳蛋白基因在番茄中的表达
,

对抑制 C M V 病毒病症状的表现及

延迟其发展均起到一定作用
。

8 8 0 5 R
3

代对 C M V 的抗性明显高于 R
:

代
,

R
;

代抗性已基本稳定
。

当

高浓度的 CM V 病毒侵染 R
;

代植株时
,

也会出现 100 %的发病率
,

但它们的新生枝叶能正常生长

并开花结果
。

利用半叶法测定 8 8 0 5R
` (叩 + )及 8 8 0 5R 。 (叩一 )接种叶和新生叶病毒浓度

,

结果是
:

cP

( + )和
。 p (一 )在接种叶上病毒含量相当

,

但
。 p ( + )的新生叶中病毒含量明显低于

。 p (一 )的等位

叶
,

说 明 C M V
一

叩 基因的存在
,

限制了 CM V 病毒粒子的迁移和繁衍
,

最终也减轻了 C M V 病毒的

危害程度
。

关链词 番茄 ( M V
一

叩 基因 ; CM V 病毒

1 9 8 6 年以来
,

全世界掀起了利用分子生物学和基因工程技术防治植物病毒病害的研究热

潮
。

一般有三条途径
:

利用病毒的卫星 R N A[
`〕 ;
利用病毒的反义 R N A 2j[ 及通过病毒外壳蛋白

基因阁
。

其中又以第三种方法最有效
、

最普及川
。

在短短的五六年内已经取得了很大成就闭
。

其

主要机理是利用病毒外壳蛋白基因在植物体内的表达
,

产生对病毒的交叉保护反应
,

从而使植

株获得抗病毒的能力
。

1 9 8 9 年
,

我们成功地克隆了黄瓜花叶病毒外壳蛋白基因 sj[
。

并利用根瘤

农杆菌 iT 质粒转化系统
,

采用叶盘法转化番茄子叶获得 42 株转化 C M V
一

cP 基因的 8 8 0 5 番茄

植株
,

经 D N A 杂交检测 ( oS
u t h e r n b l o t ) 和蛋 白质检测 (W

e s t e r n b l o t )
,

证明 C M V
一 e p 基因 已

进入番茄核染色体中
,

并能正常表达困
。

1 9 9 1 ~ 1 9 9 3 年
,

我们对转基因番茄 8 8 0 5 R
,

~ R
4

代进行了人工苗期接种 C M V 病毒筛选

试验
,

并探讨了 C M V
一

cP 基因的遗传动态
。

1
.

材 料 与 方 法

1
.

1 番茄品种 转化黄瓜花叶病毒外壳蛋白 ( C M V
一

印 )基因的 8 8 0 5R
。

番茄植株是经实验

室分子检测证明 C M V
一 c p 基因已进入番茄核染色体中

,

并能正常表达
;
对照品种 C K

I

是 8 8 0 5

未转基因材料
,

C K
Z

是感病品种早粉二号
。

1
.

2 毒源 选用南京地区为害番茄最严重的 C M V 蔗叶株系
。

毒源经蚕豆单斑分离 3 次
,

在心叶烟上扩繁
,

取烟叶汁接种
。

1
.

3 接种方法 在 日温 25 ℃左右的温室 内进行
,

当番茄二叶一心时
,

先将带 C M V 病毒烟

叶加磷酸缓冲液研碎
,

然后用金刚砂进行叶面磨擦接种
,

接种后 用装有蒸馏水的洗瓶冲洗叶

收稿日期
: 2 9 9 4一 0 1一 1 8 初稿

; 1 9 9 4一 0 7一 0 4 二改稿
。
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。

每份接种材料均重复 3 次
,

以蒸馏水接种作空白对照
,

间隔 1周再接种一次
。

结 果 与 分 析

2
.

1 转基因番茄 8 8 05 R I
(相当于常规育种 F

Z

代 )接种 c M v 病毒的结果

选择 1 株经分子检测证明 已转化 C M V
一

cP 基因且植株生长 旺盛
、

果实较大的 8 8 0 5 番茄

植株 ( R
。
)进行自交留种得 R

I

代种子
,

将所得种子播种
,

进行接种 C M V 病毒试验
。

从表 1可

见
,

8 8 0 5R
,

在接种 30 d 后
,

发病率为 57
.

9%
,

病情指数为 1 5
.

9
,

第一对照 8 8 0 5( 未转基因 )发病

率为 1 00 %
,

病情指数为 5 7
.

2 ;
第二对照早粉二号发病率为 100 %

,

病情指数为 7 6
.

2
。

这一结果

表明
,

转基因番茄 R
,

代整体抗性水平高于对照
,

但 R
,

代植株之间抗性差异很大
,

这主要是由

于 R
l

代抗性分离现象明显
。

衰 1 8 8 0 5 R ;
代接种 e M v 病毒结果

T a b l e 1 R e s u l t s Of in r伙 t i on fo r 8 8 0 5 R 一 p r o 留e n y i n oc u l a ted w i t h C M V v i r u s

品 种
C u l t i v a r

病 级
G r a d e o f d i s e a s e

总数
T o t a l o f p l a n t s

发病率 (写 )

P e r e e n t a g e o f

in fe e t e d P l a n t s

( % )

病情指数

压
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Z h a o f e n N o
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.
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.

0
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.

0

2 5
.

9

5 7
.

2

7 6
.

2

,

.7’ 从图 1 可知
,

第一次接种 C M v 病毒 10 d 后
,

8 8 0 5 R
,

发病率为 4
.

3%
,

8 8 0 5 ( C K
,
)为 1 3

.

5%
,

早粉

二 号 ( C K
Z
) 为 1 8

.

4 %
;
接 种 Z o d 后

,

8 8 0 5 R
I

为

1 5
.

6%
,

8 8 0 5 ( C K
I
)为 5 3

.

3%
,

早粉二号 ( C K
Z
) 为

7 3
.

8% ;
接种 3 d0 后

,

结果同表 1
。

以上结果表明
,

转

基因番茄 8 8 0 5 R
, ,

不仅发病率及病情指数低于对

照
,

而且病症出现的速率也明显慢于对照
,

说明黄瓜

花叶病毒外壳蛋白能够抑制和延迟 C M V 病毒病症

状的表现
。

M ar i a 等 2j[ 将 C M V
一

叩 基因转入烟草植

株体内
,

其后代对 C M V 的抗性表现与本文结果相

似
。

2
.

2 转墓因番茄 8 805 R :

~ R 。

代接种筛选结果

从 8 8 0 5 R
,

代中选择 2 0 株抗 C M V 能力最强的

单株留种
,

R
:

代分株系进行苗期人工接种鉴定
,

结

果见表 2
。

从表 2 知
,

R
:

代的 10 个株系接种 C M V

病毒后
,

其发病率
、

病情指数绝大部分低于 R
、

代
,

其

中 4 号单系抗性最好
,

发病率为 7
.

69 %
,

病情指数

为 4
.

0
。

在 R
:

代单株接毒试验中
,

2 号及 6 号单系的

óanU
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F ig

接种天数 (天 ) n a y s a ft e r i n o e u l a t i o n (d a y s )

8 8 0 5 R :

接种 c M v 不同时期发病情况比较
eP r倪 n扭 g e fO i o r ce tde P lan st of 88 05 R一 Pr og

e n y

nI oc u l a t e d 耐 th CM V 讨 r su at d if r e r e n t pe
r iod s

发病率及病情指数偏高
,

这是由于所选择的 R
,

单株 (2 号及 6 号 )在抗 C M V 方面为杂合状态
,

亦即 CM v
一

cP 基因在其细胞核中尚未纯合
,

故 R
Z

代出现抗性分离现象
。

从 8 8 0 5 R
2

的 4 号单系中挑选出抗病单株留种
,

得 R 3

单系
,

再从 R
。

代中选最佳单株留种
,
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一

叩 基因番茄对 CM V病毒抗性鉴定

得 R 4

代
,

接毒试验结果见表 2
。

表 2 s s o 5 R Z一 R .

代接种 e M v 病毒结果
T a b l e 2 R e s u l t s o f i n f e e t i o n f o r 8 8 0 5 R z

~ R 一 I, r o g e n ies i n co u l a t e d w i t h C M V v i r u s

品 种
C u l t i v a r

病 级

G r a d e o f d i s e a s e 总 数
T o t a l o f p la n t s

发病率
P e r e e n t a g e o f

in fe e t e d Pla n t s

(% )

病情指数
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8 8 0 5R
3

发病率为 14
.

95 %
,

发病最高级数为 3 级
,

病情指数为 4
.

98
,

与 R
:

代 4 号株系发

病程度相当
,

8 8 0 5 R
;

发病率为 16
.

48 %
,

病情指数为 5
.

3
。

说明 8 8 0 5 R
;

对 CM V 病毒的抗性已

基本稳定
。

两个对照

窗loo r

品种的发病率
、

病情指数均相当高
,

证明所用毒源的致病力有效
。

〔二二习 8 8() 5 R
-

〔二石二己习
88 05
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1oo
i o n (d a y s )

图 2 8 80 5 R ; 4 次接种 C M V 后
,

植株恢 , 力观察
F i g

.

2 R e e o v e yr o f 8 8 0 5 R ; P l a n t s In co u l a t e d f o u r

t im e s w i th CM V v i r u s

2
·

3 8 8 0 5 R
.

多次接种 CM v 病毒
,

植

株恢复力观察

为了进一步检测转 基因 番茄对

C M v 病毒的抗性
,

在原来接种 2 次病

毒的基础上再接种 2 次
,

自接种后 10 ~

l o o d
,

观察植株发病情况 (图 2 )
。

8 8 0 5 R
;

接 种 l o d 后 发 病 率 为

6
.

8%
,

8 8 0 5 为 1 6
.

5 %
;
接 种 Z o d 后

8 8 0 5 R
4

发 病 率 为 2 0
.

5%
,

8 8 0 5 为

4 1
.

3% ;
接种 3 0 d 后 8 8 0 5 R `

为 4 3
.

8%
,

8 8 0 5 为 1 0 0%
;
接种 s od 后 8 8 0 5 R

4

发病

率亦达到 1 0 0% ;
接种 一o o d 后

,

8 8 0 5 R
4

有 47 %的植株新生枝叶正常生长
,

并开

花结果
。

由于接种叶相继脱落
,

故这些植

株不显示任何发病症状
,

视为健康株
。

而对照 8 8 0 5 全部发病
,

无法开花结果
。

2
·

4 8 8 0 5R
.
( c p + )和 8 8 0 5 ( c p 一 )接种叶病毒含 t 比较

当 8 8 0 5 R
`
( e p + )和 8 8 0 5 ( e p 一 )苗期接种 C M V 病毒 (叶片汁液稀释度为 1 : 4 )

,

3 o d 后
,

取
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这两份材料的接种叶和新生叶
,

采用半叶法
,

将它们接种在觅色黎 ( c
.

q u z’n oa )同一叶片的主脉

两侧
,

共接种 30 株计 50 张叶片
,

根据枯斑反应数 目
,

比较 ( cP + )和 cP (一 ) 叶片中病毒含量
,

结

果见表 3
。

表 3 8 8 0 5 R ; ( e p + )和 8 9 0` ( c l) 一 )接种叶
、

断生叶 e M v 浓度比较
T a b l e 3 C o m P a r i s o n b e t w e e n C M V e o n t e n t s i n in oc u l a ted l e a v e s

an d n e , bo r n l ae v e s o f 8 8 0 5 R一 ( e l, + ) a n d 8 80 5 ( e P一 )

叶片种类
K i n d o f l e a f

半叶平均枯斑数
A v e r a g e n u m b e r o f l e s i o n s o n C

.

叮u i n ao

e P ( + ) e P (一 )

e P (+ ) / e P (一 ) X 1 0 0%

接种叶 ( I n o e u l a t e d l e a f )

新生叶 ( N e w b o r n l e a f )

6 9

2 7

8 3

9 2

8 3
.

1

2 9
.

3

从表 3 可见
,

8 8 0 5 R
4

与 8 8 0 5 的接种叶 C M V 病毒浓度差异不大
,

而等位新生叶中 C M V

病毒浓度差异很大
,

8 8 0 5 R
;
( cP + )新生叶在觅色蔡上的枯斑数为 27

,

而 cP ( 一 )为 92 个
。

由此

可见
,

C M V
一 c p 基因产物不能降低接种叶中病毒粒子的浓度

,

但能阻止病毒病症状的表现
,

而

且 C M V
一

cP 基因的存在使新生叶中病毒含量明显降低
,

这一结果与本文
“
2

.

4’’ 所述一致
。

3
.

讨 论

3
.

1 c M v 一

cP 墓因防治番茄 C M v 病毒效果探讨 通过对 8 8 0 5 R
I

一 R
4

代人工苗期接种

C M V 病毒试验
,

我们不难发现黄瓜花 叶病毒外壳蛋 白基因在番茄中的表达
,

对抑制 C M V
’

病

毒病症状的表现及延迟病症的发展均起到一定作用
,

但利用病毒外壳蛋 白基因提高植物抗病

毒的机理类同于常规的交叉保护反应
,

而不是其基因产物消灭病毒粒子
。

因此
,

我们绝不能过

高地希望通过这一育种途径培育出高抗或免疫 C M v 病毒的番茄品种
,

但在 目前没有更好办

法的情况下
,

这仍不失为上策
。

3
.

2 病毒外壳蛋白介导植物抗性的墓本表现 通过半叶法接种测定 88 o 5 o (P + )及 cP (一 )

叶片中 C M V 病毒浓度试验
,

结果表明 C M V
一

cP 基因的存在使叩 ( + )新生叶中的病毒粒子含

量明显低于 cP (一 )的等位叶
,

这可能是病毒外壳蛋白限制了 C M V 粒子的迁移距离和迁移速

率
。

这一结论与 W il so n
等图的结果相似

。

3
.

3 利用 C M v 一 c p 基因介导番茄对 CM v 病毒抗性的生物安全性探讨 番茄
,

作为重要的

水果型蔬菜
,

直接与人们的身体健康有关
,

因此
,

很容易引起人们对转基因番茄的担忧
,

其实
,

C M V
一 c p 基因介导番茄对 C M V 病毒抗性具有很高的生物安全性

。

首先
,

我们将 C M V
一

叩 基因

转入番茄核染色体中
,

其基因产物为黄瓜花叶病毒外壳蛋白
,

这种蛋白对人体无害
,

因为我们

平时食用蔬菜时也吸收了大量的病毒粒子
,

包括病毒外壳蛋 白
;
其次

,

这种外壳蛋白不会象卫

星 R N A 那样能突变成新的病毒
,

因此
,

不会产生危害人类的新物质
;
第三

,

转化 C M V
一

叩 基因

所用的 N P T I 标记基因为抗卡那霉素基因
,

过去人们一直怀疑它的代谢产物对人体产生毒副

作用
,

F us h 等阁经过反复试验表明
,

N P T I 蛋白极易为人体消化
,

并经小白鼠 5 o o o m g k/ g 剂

量的 N P T I 蛋白试验
,

无任何不 良反应
。

因此
,

本文所采用的方法防治番茄 CM V 病毒具有很

好的生物安全性
。
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