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摘 要 利用根瘤土壤杆菌 iT 质粒转化系统
,

采用叶盘法将 C M V
一

cP 基因转入番茄细胞中
,

获得

4 2 株转基因植株
,

经 S
o u t h

e r n
b l

o t 和 W
e s t e r n b lo t 检测

,

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
。

通过对转基因植株 R
,

和 R
:

代苗期人工接种 C M V 鉴定
,

发现 C M V
一

印 基因产物对 C M V

有一定抗性
,

其抗性遗传符合孟德尔一对基因控制性状的遗传规律并能稳定遗传
。
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黄瓜花叶病毒 ( C M V )是一种蚜传病毒
,

在 番 茄 上 危 害十分严重
,

我 国对 番 茄抗

C M V 的育种工作高 度重视
,

先后 被列为国

家
“
七五

” 、 “

八五
”

番茄抗病育种攻关目标
,

但

由于栽培番茄中至今尚未找到抗源
,

因此
,

通

过常规育种手段很难解决这一间题
。

赵淑珍

等利用 CM V 卫星
。 D N A 基因转化番茄

,

获

得的转基 因番茄植株具备抵抗 CM V 的能

力 2[]
,

但这种方法存在一些不足之处 [’]
。

利用

病毒外壳蛋白基因
,

培育抗病品种
,

无论从抗

性强弱
,

对植株生长的影响
,

对周围环境的影

响和广泛适用性等方面都是可取的 lj[
。

因此
,

我们选择了这一途径
,

培育抗 C M V 番茄品

种
。

1 材料与方法

1
.

1 菌株及其培养

转化番茄所用的带有 C M V
一

印 基因的
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衍生 i T质粒 由胡天华构建川
; CM V

一

P c基因

首先被克隆在 B P S (B lue e r si pt )质粒上
,

然后

将之转移至 iT 质粒的中间载体 P C o2 4 上
,

得到整合的载体 P H C M 39 (图 1 )
,

最后经三

亲 杂交
,

被整合到根癌农杆菌 G v
一

31 l l s E

T i 质粒 的 T
一

D N A 区段
,

CM V
一

cP 基因所用

的启动子为花椰菜花叶病毒 (C
a M v ) 3 55 启

动子
,

载体 P H C M 3 9 带有 N p t l 基因
,

使转

化愈伤组织或转化芽能够在含有卡那霉素的

培养基上生长
。

菌株 G V
一

3 1 l l S E 培养在附加卡那霉素

( K a n a m i e i n ) 5 0 m g / l
、

壮观霉素 ( S p e e t i n o -

m y e i n ) 5 0 m g / l
、

氯 霉 素 ( C h l o r o m y e e t i n ) 3 0

m g l/ 的 L B 液体培养基 中
,

于 28 ℃下
,

10 0

印 m 的摇床中过夜培养
,

即可用于转化
。

L Z 番茄材料

从 3 0 多份中选择苏 8 8 0 5
、

苏 8 8 0 7
、

丽春

和 强 力米寿 4 个 品种
,

其 中苏 8 8 0 5 和苏

8 8 0 7 园艺性状优良
,

故转化工作以这两个品

种为主
。

L 3 培养基

1 号 培养基
:

M S + Z m g / I Z e a t in + 0
.

2

m g / 1 I A A
。

2 号培养基
: 1 号培养基 + 50 m g l/ 梭节

青霉素+ 1 00 m g l/ 卡那霉素
。

3 号培养基
:

生根培养基 M SO

L 4 CM V
一 c p 基因转化番茄

按叶盘法进行 sj[
。

取培养 7一 10 天的番

茄 无菌苗的子叶及 下胚轴
,

用解剖刀切成

。
.

5 c m 小段或方块
,

取出一部分材料分别置

于 1 号和 2 号培养基上作为正负对照
,

另一

部分材料置于看护培养基上 暗培养两天 (看

护培养基
:

胡萝 卜或烟草细胞悬浮液 5 ~ 10

ml
,

加到 1 号培养基 上均 匀分布
,

上盖一层

无菌滤纸 )
,

然后转入 2 号培养基
,

每两周换

一次培养基
,

3一 4 周后便有芽长出
,

待长到 3

~ 5 c m 时
,

将芽切下转入 3 号培养基中诱导

生根
。

由于芽诱导培养基上 已进行抗卡那霉

素的筛选
,

故通常生根培养基中不加选择压
。

1
.

5 植物 D N A 提取及 S o u t h e r n
印迹法

剪取约 0
.

1 9 叶片在液氮中磨碎
,

用酚
-

氯仿抽提和异丙醇沉淀
,

再用乙醇沉淀得 ds

D N A
。

利用 E co R I 限制性内切酶对每个样

品及对 照 (非转化叶片的 D N A 作负对 照
,

P H C M 3 9 质粒 D N A 的 一段 C M V
一 e p 片段

作正对照 )进行消化
。

杂交所用的探针是中间

载体 P H C M 3 9 的 E e o R I 酶切 的 7 6 4 b p 的

片段
,

用同位素
3 2 p 进行标记

。

按照 M o l e e u l a r

c fo in n g 一书介绍的方法进行印迹分析困
。

1
.

6 番茄叶片总蛋 白的提取及 W es t b l ot

和 D o t b一o t 检测

在冰浴条件下
,

取 1 克番茄叶片加研磨

缓冲液 1 m l ( o
.

2 8 5 M T r i s H C l p H 7
.

6 )研磨

成浆状
,

在沸水中煮 10 分钟后
,

于 1 0 0 0 0

p p m 条件下离心 10 分钟
,

取上清液于 4℃下

保存备用
。

W
e s t b l o t 和 D o t b l o t 按照 X i e 等

人介绍的方法川
。

第一抗体是 C M V 抗血清
,

第二抗体是能与碱性磷酸酶偶联的抗 鼠

Ig G
。

L 7 C M v 病毒接种方法

选用对番茄具有最强致病力的蔗叶株

系
,

接种在三生烟 ( N i c o t i a n a t a ba
c u m : a m

-

su n N M ) 上进行扩繁
,

取其叶片汁液
,

稀释
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j
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户户一一~ . 、
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户
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、 、 f一 u N A
/ Z

\
’

C M V 外壳蛋自从叫 /
F S

“

谬运
(

二夕
h。

B g l 11
·

H 1n d {11

C 1a l

E e o R I

E C O R I

图 1 P H c M 3, 质粒的酶切图谱

Fi g
.

1
.

M a P o f P HC M 3 9 Pl as m i d e u t b y er
s t r i e t ol n e n -

Z y m e S
·







江 苏 农 业 学 报 1 1卷

现
。

2
.

4
.

2转基 因番茄 8 80 5R
:

代接种筛选

从 R
,

代选择 10 株抗病性最好的单株留种
,

R
:

代分单系进行苗期人工接种鉴定
,

方法同

2
.

4
.

1
,

结果见表 3
。

从表 3 可见
,

R :

代的 10 个 株 系接种

C M V 后
,

其发病率
、

病情指数绝大部分低于

R
,

代
,

其中 4 号单系表现抗性最好
,

发病率

为 7
.

6 9%
,

病情指数为 4
.

0
,

将其单独留种得

R
3

单系
。

在 R
Z

单系接毒试验中
,

仍有少数单

系发病率
、

病情指数偏高
,

这是由于所选择的

R
Z

单株在抗性方面仍为杂合状态
。

目前
,

我们正加紧纯化抗 C M V 的转基

因番茄材料
,

并着手用它作为 C M V 抗源
,

配

制组合
,

以便早 日在生产上推广应用
。
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