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高抗病毒多基因转化烟草新品系的快速繁育
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一
、

多基因策略是提高抗病性
的有效途径

利用 植物基因工程培育抗病毒工程植物新 品

系已取得了突破性进展
。

将有用的抗病毒基 因 ;如

病毒的 外壳蛋 白基 因
、

卫星基因
、

部分复 制酶序列

及核酶等 ?导入植物体内
,

使之插入到植物染色体

上
,

抗性基因稳定表达并赋予植物以抗性
。

这些 目

前 已有的抗性基因都可表现出程度不同的抗病性
。

然而
,

这些抗性水平还不足 以达 到推广应用 的程

度
。

因此
,

如何提高工程株系 的抗性是这一领域面

临的关键问题
。

根据多年 的工作
,

参照 已有的 资料
,

我们认为

提高工程植物抗性的一个可行途径是采用 复合抗
性基因的策略

,

即是将多个抗性基因 同时转入植物

体内 以使这些基因协同作用
,

从多个途径封闭病毒

基因组的功能表达
,

从而有效地阻断病毒的复制与

传播途径
。

换一个角度来说
,

由单一基因控制的抗
性是垂直抗性

,

很容 易被病原体所克服
,

而 由多种

抗性基因控制 的水平抗性是难以 被病原体所克服
的

。

在学部委员 田 波的指导下
,

我们实验室与河南

省农科院烟草所合作
,

以黄瓜花叶病毒 ;.2 9 ?外壳

蛋 白和卫星双基因转化烟草所进行 的大 田试验结

果证实了这一设想
。

利 用基因工程方法向 优 良品种中转移单一 的

或少数基 因
,

并 不影响 原有优 良性状 的遗传和 表

达
。

所转移的基因虽也产生性状分离现象
,

但可通

过次数不多 的 自交
,

获得同质结合的后代
。

例如 我

们 向烟草和番茄中转入单一的抗病毒病基因
,

经过
≅ 一 Α 代的选择

,

即可获得都具有抗病性的品系
。

基因工程育种 由于可直接把 目的 基因插入植

物染色体
,

因此还 可采 用许多简化育种程序的 技

术
。

我们 以烟草主要品种 Β . 一 >Χ 为转化受体
,

通过

农杆菌将携带有两个抗性基 因表达载体直接转化

烟草花 药培养的单倍体植株的 叶片
,

经过卡那霉素

抗性选择出的再生植株
,

再通过基因表达产物的分

子杂交选择
,

最后在高浓度的 . 2 3 接种的压力 下
,

选择出少数高度抗病的植株
,

用秋水仙素处理使染

色体加倍
,

获得种子
。

种子当年到海南岛进行繁 育

和抗病性 田 间测定
,

其后代植株在抗病性和其它性

状都有均一的表现
。

南繁收获的种子即 可在第二年

作较大规模 的 田 间抗病性鉴定并参加 区域性 品种

鉴定
,

大大缩短了基因工程育种的时间
。

三
、

多基因转化烟草新品系的快速
培育获得成功

二
、

植物育种技术和程
「

序的改进

虽然植物常规育种 至今仍然是培育新 品种的

主要途径
,

但它也存在着技术和程度上的 局限性
。

首先常规育种通过有性杂交和 回
一

交等进行的有用

基因的转移需要长久的 时间及繁杂的程序
,

人力和

物力 的消耗也较高
。

常规育种面临的另一挑战是难

于 在性状分 离 的 群 体 中选 择理 想 的重 组表 型

;− ∃ ∃ ) 0 1 &∋ ) ∋ ! 5, ∃ ∋ ) !45∃ ?
。

我们将 .2 3 外壳蛋 白 ;. 5? 基 因与其卫星 日Β Δ

;Ε � !一 − Β Δ ?基因 Φ 目前有证据表明
,

. 2 3 卫星 − Β Δ

具有抗 丁2 3 ;烟草花 叶病毒 ?
、

类病毒及真菌 的作

用 〕构建到同一个表达载体上并转化 Β . >Χ 单倍体

植 眯的 叶片
,

获得表达 . 2 3 一 .户Γ Ε )! 一 − Β Δ 的单

倍体苗
。

将单倍体苗经过秋水仙 素处理后使染色体

加倍
,

直接获得双基因呈纯合状态的转基因株系
。

将经检测筛选 出的 >Η 株表达双基因的转化植

株在河南进行小区人工接种病毒试验 ;病毒 浓度高

达 Ι= = 拌( ϑ 0 6?
,

即使在如此高的接种浓度下
,

仍有 ≅

株转基因植株在攻毒后 Χ= 天完全不发病
。

当年将这 ≅ 株高抗植株种子在海南省进行繁

育和抗病性 田 间测定
。

人工接种 . 2 9 时
,

Β . >Χ 对
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照 的 发病率及病情指数 ;反映病症程度 的 一个参

数
,

百分数越高
,

表明病症越严重 ?均 为 < == Λ双转
8 2 3 一 . 5 Γ . 2 3 一 . 5 的 Β . > Χ 植 株 发病 率 为
Κ Μ Λ

,

病情指数为 ΑΑ
:

Η Λ Ν

双转 .2 3 一. 5十 . 2 3 一

Ε )! − Β Δ 的 Β . > Χ 植株发病率平均 为 Ι Μ
:

Ι Λ
,

病情

指数平均为 < Α
:

Κ Λ
。

在 自然条件下
,

由于试验地周

围种植有黄瓜且蚜虫较多
,

所 以 Β . >Χ 植株对照 的

发病率及病情指数都较高
,

分别是 ΚΗ Λ和 Η Κ
:

Η Λ
,

双转 . 2 3 一.户Γ 丁2 3 一. 户 的 Β . >Χ 植株发病率为

Ι= Λ
,

病情指数为 < <
:

Α Λ
,

而双转 .2 3 一. Ο Γ .2 3

一 ΕΠ! 日Β Δ 的 Β . > Χ 植株发病率 为 >
:

Μ Λ
,

病情指

数 为 Α
:

=> Λ
。

这一 结 果证 明 Ν
双转 . 尸 Γ Ε )! 的

Β . >Χ 植株的抗病效果无论在人工攻毒条件
“

下
,

还

是在 自然环境 中其抗病效果相当显著
,

有效 保护作

用也明显高于双转 下2 3 一. 户Γ . 2 3 一.尸 的植株
。

从海南省种植 的第二代中 筛选出抗性及农艺

性状均较好的 Μ 个单株;经检测全部带有 . 户及 Ε �!

− Β Δ 双基因 ?于第二年又在河南省进行了大面积种

植
,

参加烟草品种的 区域评 比试验
。

一方面鉴定转

基因植株的农艺性状是否有变异
,

第二方面鉴定这
一外源基 因是否纯 合

,

第三是继续鉴定 其抗病效

果
。

实验结果如下
Θ

<
:

在 自 然 发病条 件 下 Φ 试 验 地存在 . 2 3
、

丁2 3
、

尸3 丫;马铃薯病毒 丫 ? Ρ
,

同时表达 . 2 3 一 .尸 和
. 2 3 一 Ε ) ! − Β Δ 的 Δ

、

∀
、

. 三个品 系 的 Β . > Χ 发病

率及病 情 指数 又显 著 低 于 只 表达 .2 9 一 . 尸 和
丁2 9 一. Ο 的 下 品系

Θ

未转基 因对照的 闪. >Χ 病情指

数为 < Α
:

=Μ Λ
。

Δ
、

∀
、

. 三个品系 的平均病情指数为
≅

:

Ι Α Λ
,

相对 防效平均为 ΚΜ
:

Χ Λ Ν 丁 品系病情指数

为 >
:

ΑΗ Λ
,

相对防效仅为 ≅ Χ
:

Χ Λ
。

这表明
Θ

同时将

一种病毒的多个相关基因导入烟草时
,

可赋予其更

高的抗病性
,

也即表现出植物的水平抗性
。

因而在
田间应用时

,

可以更好地控制病毒病的发生
。

Ι
:

人工接种 . 2 9 条件下转基 因材料与未转基

因材料的抗病性有着极其显著的差异
,

其相对 防效

最高可达 ΧΙ
:

ΧΗ Λ
,

较低的 可达 Μ≅
:

=Κ Λ
,

已相 当于

大田高抗水平
。

Δ
、

∀
、

. 三个转基因品系的发病率在
< Η

:

Η一 Ι =
:

Η Λ之间
,

病情指数在 Η
:

Χ 一 >
:

Κ≅ Λ 之间
,

而 下 品 系 的 发 病 率 达 ΑΚ
:

ΧΚ Λ
,

病 情 指 数 为

≅=
:

Χ< Λ
,

二者有较明显的差异 ;见封三彩图 Α ?
,

这

一结果与在 自然条件下的试验结果基本一致
。

≅
:

比较接种 . 2 3 与未接种 . 2 3 时 Β . > Χ 对

照组可见明显差异 ;见封三彩图 Ι ?
,

接种 . 2 3 的发

病情况很严重
,

而同样情况下
,

转基因的 ∀ 品系
,

不

管接种 . 2 3 与否
,

生长状况 良好
,

症状较轻或不表

现症状
,

说 明 了 ∀ 品系具有很强抗病性 ;见封三彩

图 < ?
。

Α
:

在主要农艺性状方面
,

转基因材料与未转基

因材料之 间没有 明显差异
,

大 田外观长势较好
,

这

就证明转基因材料的种性未变
。

Η
:

Δ 品 系 与易感病毒 的烟草 品系 杂交 � ,

代的

抗病性仍然较高
,

证明 了转基因烟草的抗病性可 以

稳定遗传 ;见封三彩图 ≅ ?
。

综上所述
,

为进一步提高 转基 因烟草 的 抗病

性
,

获得更理想的 大 田 防治效果
,

同时将一种病毒

的多个相关基因导入烟草是必要的也是可行的
。

我

们的实验结果表 明
,

双转 丁2 3 一. 户Γ .2 3 一 . Ο 的

烟草植株与未转基因对照相 比有一定的抗病性
,

但

与转 . 2 3 一 . 5 十.2 3 一 Ε � ! 双基因烟草相 比
,

抗病

性有显著差别
,

可能原因是前者的抗病思路局限在

外壳蛋 白这一单一策略
,

而后者是将外壳蛋 白与卫

星 − Β Δ 策略结合在一起
,

协同抗病
,

从多个途径
,

多方位地封 闭病毒的功能表达
,

从而有效地阻断病

毒在植物体 内的增殖与传播途径
。

按照这一思路
,

我们正在试验将现有 的 丁2 3 一 .户基因
,

丁2 3 复制

酶基 因部分序列 ;8 2 3 一 ΗΑ Σ Π 蛋白 ?
,

马铃薯 丫 病

毒 ;5 3 Τ ? . 5 基因
,

分
·

别与双基因 ;.2 3 一. 5 Γ . 2 3

一 Ε �! − Β Δ ?组合
,

通过农杆菌共感染的方法
,

转化

烟草
,

以 图获得在田 间 环境下对 .2 9
,

丁2 9
,

Ο 9 丫 的

高度抗性
。

现在第一代的结果 已初步显示 出这种多

基因组合转化的植株
,

表现的抗性比单基因转化 明

显提高
。
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厄尔尼诺现象为何持续三年 Υ

< Χ Χ ≅ 年全球气候反常现象十分明显
。

气象专家们认
为

,

原因很复杂
,

但至少与两大现象有关
Θ

一是厄尔尼诺
现象 Ν 另一个是 < Χ Χ < 年菲律宾皮纳图博火 山爆发的后遗
症
—

向大气中 排放 的灰烬至少使地 面平均气温下降

近 < ℃
。

科学家解释说
Θ “

两种现象结合起来造成高空气

流变化
,

在某些情况下使气候发生彻底变化
。 ”

目前最引起人们关注的是厄尔尼诺现象
。

专家们指
出

Θ

这次厄尔尼诺 现象并不是本世纪最严重 的
,

但却是
持续时间最长的

—本世纪还没有持续三年的纪录 ς 科
学家们担心

,

如果厄尔尼诺现象 < Χ Χ Α 年继续存在
,

这就

意味着仍将全球性气候反常
。

这次厄尔尼诺现象为何持续时间这 么长 Υ 上海天文
台 的有关科研人员用地球 自转速率变化的原理似可解

释这一现象
。

原来
,

厄尔 尼诺现象与信风有关
,

而 信风的强弱与

地球 自转速率有关
,

地球 自转加速
,

信风就强劲
,

把赤道

带太平洋洋面暖水吹到西太平洋
Ν 反之

,

信风就弱
,

西太
二
平洋暖水就东流

。

近两年地球 自转速率减慢
,

连续 出现
“

闰秒
” ,

信风较弱
,

因而持续出现厄尔尼诺现象
。

;摘 自 < Χ Χ Α 年 < 月 Ι 日 《科技 日报 》
,
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