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摘要：为获得兼抗马铃薯X病毒（Potato virus X，PVX）、马铃薯Y病毒（Potato virus Y，PVY）、马铃

薯卷叶病毒（Potato leaf roll virus，PLRV）和马铃薯潜隐花叶病毒（Potato virus S，PVS）4 种病毒的

转基因马铃薯新材料，分别以这4种病毒全长CP基因为模板，通过设计PCR引物和亚克隆获得4种病

毒CP基因相对保守区段的基因片段，并将其拼接成融合基因，以载体pHANNIBAL和pBI121为基

础，构建RNA干扰（RNA interference，RNAi）载体，利用农杆菌介导的转基因体系进行马铃薯遗传

转化，并对获得的转基因马铃薯进行病毒抗性检测。结果表明，所获得的融合基因片段 RH1 和

RH2，酶切鉴定分别得到长度为 1 200 bp 的条带，与预期片段相符；构建了含 pdk 内含子和 RH1、

RH2 融合基因的 RNAi 植物表达载体，经 BamH I/Sac I 双酶切，获得长度约 3 200 bp 的片段，表明

RNAi植物表达载体pBI121-pRH构建成功；转化易感病毒马铃薯品种陇薯11号，PCR检测和PCR-

Southern杂交分析表明融合基因已整合到陇薯11号马铃薯基因组中；抗病性检测显示4株转基因

马铃薯植株对4种病毒均免疫。表明利用RNAi可筛选出抗多种病毒的转基因马铃薯新种质。
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Abstract：In order to obtain transgenic potato plants resistant to Potato virus X (PVX), Potato virus Y

(PVY), Potato leaf role virus (PLRV) and Potato virus S (PVS), specific primers were designed accord-

ing to the coat protein (CP) genes of PVX, PVY, PLRV and PVS, and then sub-clones of the cDNA frag-

ments were obtained from the conserved regions of CP genes of PVX, PVY, PLRV and PVS, respective-

ly. Then the four cDNA fragments were spliced into a chimeric cDNA. The RNA interference (RNAi)

vector pBI121-pRH with the chimeric cDNA was constructed based on the vectors pHANNIBAL and

pBI121. Potato transformation was conducted through agrobacterium-mediated system, and then trans-

genic plants obtained by tissue culture were tested for viral resistance. The fusion gene fragments RH1

and RH2 were obtained, and enzyme digestion resulted in an expected band of 1 200 bp in size, respec-

tively. RNAi vectors containing pdk introns and RH1 and RH2 fusion genes were constructed, and

BamH I/Sac I bi-enzyme was performed to obtain a fragment of about 3 200 bp in length, indicating that

the RNAi vector pBI121-PRH was successfully constructed. The infusion genes were integrated into the



genome of Longshu 11 by using PCR and PCR-Southern blotting. Four transgenic potato plants were

proved immune to the virus infection by the virus infection resistance analysis. This study indicated that

multiple virus-resistant potato varieties could be obtained by using RNAi.

Key words：potato virus; RNA interference; transgenic potato; mulit-virus resistance

马铃薯广泛种植于世界各地，是一种产量高、适

应性强、分布广、营养丰富、经济价值高的宜粮、宜

菜、宜饲、宜作工业原料的经济作物。随着我国马铃

薯主食化战略的启动，马铃薯产业在我国农业经济

中的地位越来越突出。然而马铃薯容易受多种病毒

侵染，目前已报道的马铃薯病毒达 30余种（吴兴泉

等，2005；马雪青等，2010），而且马铃薯病害比较复

杂，经常被2种或者2种以上病毒混合侵染，病毒混

合侵染可使马铃薯减产 80%以上（黄萍等，2008）。

因此，采用新分子生物学技术培育兼抗多种病毒的

马铃薯品种对防治马铃薯病害有重要意义。

在育种过程中常采用转基因技术来获得抗多种

病毒的转基因植株，其方法是将不同病毒外壳蛋白

（coat protein，CP）基因构建到一个或多个表达盒中，

通过表达多种病毒CP从而使转基因植株产生对多

种病毒的抗性（Kaniewsli et al.，1990；Prins et al.，

1995；Fuchs et al.，1997）。这种方法获得的植株只

对病毒产生中高度的抗性，不能完全抵抗病毒侵染；

且该方法存在异源重组等生态安全性问题（周雪平

和李德葆，2000；Plasterk，2002）。20世纪 70年代出

现的反义RNA技术在较长时间内被用于马铃薯等

植物的抗病育种中，但反义 RNA 技术对病毒 RNA

的沉默效率常常不到 20%（Smith et al.，2000），所以

获得的植株达不到理想的抗病效果。近些年在多种

生物研究中出现了 RNA 干扰（RNA interference，

RNAi）技术，此技术将与信使核糖核酸（messenger

RNA，mRNA）对应的正义RNA和反义RNA组成的

双链 RNA（double - stranded RNA，dsRNA）导入细

胞，可以使mRNA发生特异性的降解，导致其相应

的基因出现沉默。此后RNAi介导的病毒基因沉默

技术成为安全培育抗多种病毒转基因植物的一个新

途径（Lindbo & Dougherty，1992；白庆荣等，2005；高

乐等，2014），目前RNAi 已被成功用于马铃薯抗病

育种研究中。Zamore（2002）和 Helliwell & Water-

house（2005）研究结果表明，转录后RNAi技术的抗

病机制发生作用，即启动细胞质内靶mRNA序列特

异性的降解机制，其沉默效率可达到60%~100%，明

显高于反义RNA技术的沉默效率。研究结果也表

明RNAi技术获得的病毒抗性植株具有抗病程度高

（近乎免疫）、抗性持久、生物安全性高等优点，且其

抗性表达所需的核酸片段较短，可将不同病毒的有

效核酸（complementary DNA，cDNA）片段拼接成融

合基因导入植物，从而获得同时抗多种病毒的转基

因植株（Prins et al.，1995；Plasterk，2002；高宜峰等，

2014）。目前，RNAi 技术在马铃薯病毒 CP 基因沉

默研究中已取得一定成果（Jan et al.，2000；郭志鸿

等，2006；白云凤等，2008），但将多种病毒的 cDNA

片断拼接成融合基因转入到马铃薯植株从而获得抗

多种病毒植株的研究鲜有报道。

马铃薯X病毒（Potato virus X，PVX）、马铃薯Y

病毒（Potato virus Y，PVY）、马铃薯卷叶病毒（Pota-

to leaf roll virus，PLRV）和马铃薯潜隐花叶病毒（Po-

tato virus S，PVS）均属单组分正链RNA病毒，是由

蛋白质外壳及其包裹着的RNA组成，其CP的主要

功能是保护核酸，参与病毒症状诱导、系统侵染等。

本研究以对马铃薯危害最严重的 PVX、PVY、

PLRV、PVS这4种病毒为研究对象，分别克隆这4种

病毒 CP 基因及其相对保守区段的基因片段，将其

拼接后构建包含这 4种病毒CP基因片段的融合基

因的RNAi植物表达载体，通过农杆菌介导法转化

易感马铃薯品种——陇薯 11号，培育同时抗PVX、

PVY、PLRV和PVS这 4种病毒的转基因马铃薯，以

期为马铃薯抗病毒育种工程提供良好的亲本材料。

1 材料与方法

1.1 材料

供试植物及菌株：自甘肃省农业科学院马铃薯

研究所会川育种试验站采集感染PVX、PVY、PVS、

PLRV的马铃薯叶片；转化马铃薯受体品种陇薯11号

试管苗及非转基因马铃薯陇薯11号试管苗，由甘肃

省农业科学院马铃薯研究所种质资源和生物技术研

究室提供。根癌农杆菌 Agrobacterium tumefaciens

菌株LBA4404、大肠杆菌Escherichia coli菌株DH5α

及植物表达载体pBI121均由本实验室保存，中间载

体pHANNIBAL由中国科学院寒区旱区环境与工程

研究所惠赠。

培养基：试管薯分化培养基：MS培养基 1 L、吲

哚乙酸（indole -3 -acetic acid，IAA）1.0 mg、赤霉素
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（gibberellic acid，GA3）0.2 mg、6-苄氨基嘌呤（6-ben-

zyl-aminopurine，6-BA）0.5 mg、玉米素核苷（zeatin

riboside，ZT）2.0 mg；试管薯生根培养基：1/2 MS培

养基。

试剂及仪器：T4 DNA连接酶、TaqDNA聚合酶、

各种限制性内切酶、质粒小提试剂盒、氨卞青霉素

（ampicillin，Ampr）、羧苄青霉素（carbenicillin，Crb）、

卡那霉素（kanamycin，Kan）、异丙基硫代半乳糖苷

（isopropyl β-D-thiogalactoside，IPTG）、X-gal 试剂，

日本 TaKaRa 公司；DIG High Prime DNA Labeling

and Detection Starter Kit II试剂盒，瑞士Roche公司；

克隆载体pGEM-T vector、DNA凝胶回收试剂盒、质

粒提取试剂盒、植物总RNA提取试剂盒，天根生化

科技（北京）有限公司；培养基基础成分、植物激素、

抗生素、添加剂，美国Sigma 公司；ELISA试剂盒，美

国 Agdia 公司；其它试剂均为国产分析纯。T00 型

PCR扩增仪、GelDocXR+型凝胶成像系统、IMARK

型酶标仪，美国 Bio-Rad 公司；CF15RXII 型高速冷

冻离心机，日本日立公司。

1.2 方法

1.2.1 克隆4种马铃薯病毒外壳CP基因及引物设计

根据 GenBank 中检索到的 PVX、PVY、PLRV、

PVS 四 种 马 铃 薯 病 毒 CP 基 因 序 列 Z34261.1、

X54611.1、AY307123.1、GU319954.1，通过分子生物

学分析软件 Oligo 6.0 设计引物，PVX 的 CP 基因引

物 X1/X2（5'-TAGCACAACACAGGCCACAGGGT-

3'/5' - AGCGGTTGTTGTTCCAGTGATACGA - 3'）；

PVS 的 CP 基因引物 S1/S2（5'-CAGGAGAGACAC-

CACAAGCAATA - 3'/5' - AGCATCCCTCCAGTGTA

CTCAA-3'）；PVY的CP基因引物Y1/Y2（5'-GCAG-

GAGGAAGCACTAAGAAGG-3'/5' - CTAATGCCA -

CCGTCCAACCCGAAAA-3'）；PLRV 的 CP 基因引

物 V1/V2（5'-AAAGGAAATGTCAATGGTGG-3'/5'-

CTGATGGTGACTCTGAAGGA-3'），引物均由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成。

采用生物分析软件DNAMAN 5.0对已克隆的4种

病毒mRNA进行突变分析，筛选出约300 bp无终止

突变区段作为干扰片段。采用 Oligo 6.0软件设计

扩增干扰片段的引物，在引物设计时加入酶切位点，

引物 X-1 为 5'-CGCGGATCCBamH IGCAACTCCTGC-

CACGGCTT-3'；引物 X-2 为 5'-GGTATTGCTTGTG-

GTGTCTCTCCAAGTGTGCACACCTCTTTAATT -

GCTG-3'；引物 S-1 为 5'-CAGCAATTAAAGAGGT-

GTGCACACTTGGAGAGACACCACAAGCAATA -

CC-3'；引物 S-2 为 5'-CTTCTTAGTGCTTCCTCCT-

GCTGAAAACCGCGAGTATGGATTC-3'；引物 Y-1

为5'-GAATCCATACTCGCGGTTTTCAGCAGGAG-

GAAGCACTAAGAAG-3'；引物 Y- 2 为 5' - CAGT-

TCTTCTTGAGCGGGATTAGTTTCTCCTATGTCG -

TATGCC-3'；引物 V-1 为 5' -GGCATACGACATAG-

GAGAAACTAATCGCCGCTCAAGAAGAACTG-3'；

引物 V-2 为 5'-CCCAAGCTTHind IIICTAATTTGGAA-

TTTGTTGACGTAGGACTG-3'；引物 X1-1 为 5'-CC-

GCTCGAGXho IGAGCTCSac IGCAACTCCTGCCACG -

GCTT-3'；引物 V1-2 为 5' -CGGGGTACCKpn I CTAA-

TTTGGAATTTGTTGACGTAGGACTG - 3'，划线部

分为酶切位点，上标为相应的内切酶，引物均委托生

工生物工程（上海）股份有限公司合成。

1.2.2 马铃薯病毒CP基因克隆及融合基因构建

参照植物总RNA提取试剂盒说明书提取感病

马铃薯叶片总RNA，以X1/X2、S1/S2、Y1/Y2、V1/V2

为特异性引物，分别扩增 PVX、PVS、PVY 和 PLRV

的 CP 基因，将 PCR 产物连接到 pGEM-T easy 载体

上，转化大肠杆菌DH5α，经筛选、鉴定，获得阳性克

隆。将筛选出的阳性克隆送交上海赛百盛基因技术

有限公司进行测序分析，用DNAMAN 5.0软件将测

序结果分别与 4个CP基因全长序列进行比对。以

提取的质粒为模板，由引物X-1/X-2、S-1/S-2、Y-1/Y-

2、V-1/V-2分别扩增得到PVX、PVS、PVY、PLRV的

CP中间长度约 300 bp的 cDNA片段；将 4个片段用

重叠PCR法连接后得到长度约1 200 bp的反向融合

基因RH1。以RH1模板，以X1-1/V1-2为特异性引物

扩增得到长度约1 200 bp的正向融合基因RH2。在

克隆载体 pGEM-T vector中进行片段连接，并送交

上海赛百盛基因技术有限公司测序，利用 DAN-

MAN 5.0软件将测序结果与试验预拼接的4种基因

片段序列进行比对分析。

1.2.3 融合基因RNAi植物表达载体的构建

用BamH I和Hind III 酶切含pdk内含子的质粒

载体 pHANNIBAL，回收大片段将其与同样酶切

RH1回收的小片段连接，获得含有反向融合基因片

段 RH1 的质粒 pRH1，再用 Kpn I 和 Xho I 双酶切

pRH1，回收大片段后将其与同样酶切RH2回收的小

片段连接，构建成由内含子连接的正、反向插入片段

的重组子 RNAi 中间载体 pRH。用 BamH I 和 Sac I

双酶切 pRH，回收 pRH小片段，与用同样限制性内

切酶酶切的植物表达载体pBI121连接，转化大肠杆

菌 DH5α，得 到 融 合 基 因 RNAi 植 物 表 达 载 体
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pBI121-pRH。

1.2.4 根癌农杆菌介导马铃薯遗传转化及植株再生

根癌农杆菌介导马铃薯遗传转化：参照贾小霞

等（2009）和刘莹等（2013）方法进行根癌农杆菌转

化，将 pBI121-pRH 质粒导入根癌农杆菌 LBA4404

感受态细胞，获得用于植物遗传转化的根癌农杆菌

LBA4404（pBI121-pRH）。

马铃薯外植体转化及植株再生：以诱导 10周、

直径为0.5 cm的陇薯11号试管薯为外植体，参照Si

et al.（2003）方法进行转化，将试管薯切成厚度为1 mm

的薄片，接种于试管薯片分化培养基上，暗培养 2 d

后将薯片转移到含50 mg/L Kan、500 mg/L Crb的试

管薯片分化培养基上，待抗性芽长至1.0~1.5 cm时剪

下，接入含 50 mg/L Kan、500 mg/L Crb的生根培养

基上培养，再生植株每 20 d在含 75 mg/L Kan的生

根培养基上继代培养1次，继代3次以上均能正常生

根及生长的转基因植株为抗性植株。

1.2.5 转基因马铃薯植株的分子鉴定

用十六烷基三乙基溴化铵（cetyltrimethyl am-

monium bromide，CTAB）法提取转基因马铃薯植株

及非转基因马铃薯植株总 DNA，参照贾小霞等

（2014）方法对转基因马铃薯植株进行 PCR 鉴定。

用PVX-1/PLRV-2和PVX1-1/PLRV1-2两对引物分别

对转基因马铃薯植株进行PCR扩增，以非转基因马

铃薯植株和 pBI121-pRH质粒为阴性对照和阳性对

照。25 μL PCR 扩增体系：5×Primes STAR Buffer

（Mg2+plus）5.0 μL、2.5 mmol/L dNTP Mixture 2.0 μL、

10 μmol / L 上下游引物各 0.5 μL、cDNA 0.5 μL、

PrimeSTAR HS DNA Polymerase 0.25 μL，ddH2O 补

至 25 μL。反应程序：98℃变性 10 s，55℃退火 5 s，

72℃延伸60 s，循环30次；循环结束后，每个PCR管

各加0.5 μL TaqDNA polymerase，于72℃延伸10 min。

取 5 μL PCR产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳，分离并

观察扩增产物。

以融合基因的cDNA片段为模板采用随机引物

标记法合成探针，对阳性植株进行PCR-Southern检

测。采用CTAB法提取PCR检测呈阳性的再生马铃

薯植株基因组DNA，进行1%琼脂糖凝胶电泳分离，

然后将电泳产物通过毛细管法转入带正电荷的尼龙

膜上，与合成的探针杂交。按照 DIG High Prime

DNA Labeling and Detection Starter Kit II 试剂盒说

明书进行探针标记、标记效率检测、膜杂交及显色处

理等。

1.2.6 转基因马铃薯植株的抗性鉴定

待扩繁转基因马铃薯试管苗长至6~8 cm高时，

移栽到装有蛭石的长 16 cm、宽 14 cm的营养钵内，

每钵1株，每个转基因株系移栽10株，于玻璃温室内

培养，同时移栽非转基因陇薯 11 号脱毒苗和含

PLRV的马铃薯试管苗（饲养桃蚜Myzus persicae）。

移栽 20 d开始接种病毒，PVX、PVY、PVS采用机械

摩擦接种，接种方法参考徐丽等（2010）；PLRV采用

蚜虫接种，接种方法参考张鹤龄等（1996）。PVX、

PVY、PVS、PLRV依次进行接种，间隔3 d，15 d后重复

接种1次，第2次接种15 d后，用双抗体夹心酶联免

疫吸附鉴定法（double antibody sandwich enzyme

linked immunosorbent assay，DAS-ELISA）检测病毒

含量，以接种病毒的非转基因马铃薯陇薯11号脱毒

苗为阳性对照（CK1），未接种病毒的非转基因马铃

薯陇薯 11 号脱毒苗为阴性对照（CK2）。检测过程

按DAS-ELISA试剂盒说明书进行，显色反应结束后

用酶标仪测定405 nm处的吸光值。

2 结果与分析

2.1 4种马铃薯病毒CP基因克隆及融合基因的构建

感病马铃薯叶片总 RNA 扩增到 PVX、PVS、

PVY 和 PLRV 的 CP 全长基因，经 PCR 和 EcoR I 酶

切鉴定，基因片段大小与预期片段 670、811、701、

584 bp一致（图 1-A~B），阴性对照未出现任何目标

产物。将筛选出的阳性克隆进行测序分析，所得序

列与 GenBank 中序列进行比较，同源性分别为

93.76%、94.90%、94.79%、96.68%。

以克隆的PVX、PVY、PVS、PLRV全长的CP基

因为模板，分别扩增得到PVX、PVS、PVY、PLRV的

CP中间长度约300 bp的 cDNA片段，拼接成融合基

因，连接于克隆载体 pGM-T中，获得了含有长度为

1 200 bp反向融合基因的重组质粒RH1，用BamH I、

Hind III对提取的质粒进行双酶切鉴定，获得长度为

1 200 bp的条带（图2-A），测序结果也与理论预期片

段相符。以反向融合基因为模板，以X1-1/V1-2为特

异性引物扩增得到整合基因，PCR产物与pGM-T载

体连接，获得了含有长度为 1 200 bp正向融合基因

的重组质粒RH2，用Xho I和Kpn I双酶切后获得长

度为1 200 bp的条带（图2-B），与预期相符。
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图1 马铃薯X病毒、马铃薯Y病毒、马铃薯卷叶病毒和马铃薯潜隐花叶病毒的CP基因PCR产物（A）及酶切鉴定（B）

Fig. 1 PCR（A）and enzyme digestion（B）of the CP genes of PVX, PVS, PVY, PLRV

M：Marker D2000。图1-A中1~2：PVX CP基因的空白对照和扩增产物；3~4：PVS CP基因的空白对照和扩增产物；5~

6：PVY CP基因的空白对照和扩增产物；7~8：PLRV CP基因的空白对照和扩增产物。 图1-B中1~4：PVX、PVS、PVY、PLRV

的CP基因。M：Marker D2000. 1-2 in Fig.1-A：Negative control and PCR identification of PVX CP gene；3-4：negative control

and PCR identification of PVS CP gene；5-6：negative control and PCR identification of PVY CP gene；7-8：negative control and

PCR identification of PLRV CP gene. 1-4 in Fig. 1-B：Enzyme-digested products of CP of PVX，PVS，PVY，PLRV.

图2 4种马铃薯病毒融合基因重组质粒RH1（A）

和RH2（B）的酶切鉴定

Fig. 2 Enzyme digestion of RH1（A）and RH2（B）

recombinant plasmids incorporated with fusion genes

of four potato viruses

M：Marker III；1：RH1 双酶切（BamH I /Hind III）；2：

RH2 双酶切（Xho I / Kpn I）。M：Marker III；1：double en-

zyme digestion of RH1（BamH I/Hind III）；2：double enzyme

digestion of RH2（Xho I/Kpn I）.

2.2 马铃薯病毒融合基因RNAi植物表达载体构建

用 BamH I / Hind III 和 Kpn I / Xho I 分别酶切

pRH，均获得一条大小约 1 200 bp的条带（图 3-A），

与融合基因RH1和RH2的条带大小相符；用BamH I/

Xho I和BamH I/Sac I分别酶切，均获得一条长度约

为 3 200 bp 的条带（图 3-B~C），与 RH1、pdk 和 RH2

条带之和大小相符，表明获得了在 pdk内含子序列

两边含有正反向融合基因的中间载体 pRH。用

BamH I 和 Sac I 双酶切载体 pRH 和植物表达载体

pBI121，回收目的片段，经T4 DNA连接酶构建了植

物表达载体 pBI121-pRH。用引物 X-1/V-2 和 X1-1/

V1-2对 pBI121-pRH分别进行PCR扩增，经BamH I/

Sac I双酶切，获得长度约3 200 bp的片段（图4），与

预期片段相符，表明 RNAi 植物表达载体 pBI121-

pRH构建成功。

图3 4种马铃薯病毒融合基因RNAi中间载体

pRH酶切鉴定

Fig. 3 Verification of RNAi intermediate vector pRH

incorporated with fusion genes of four potato viruses by

restrictive enzyme digestion

M：Marker III；1~4：BamH I/Hind III 双酶切、Xho I /

Kpn I双酶切、BamH I/Xho I双酶切和BamH I/Sac I双酶切的

重组表达载体。M：Marker III；1-4：recombinant plasmid

pRH digested by BamH I and Hind III，Xho I and Kpn I，

BamH I and Xho I，BamH I and Sac I.

图4 4种马铃薯病毒融合基因RNAi植物表达载体

pBI121-pRH酶切鉴定

Fig. 4 Verification of RNAi expression vector pBI121-pRH

incorporated with fusion genes of four potato viruses by

restrictive enzyme digestion

M1：Marker 15000；1：BamH I/Sac I 酶切；M2：marker

III。 M1：Marker 15000；1：BamH I / Sac I digestion；M2：

marker III.
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2.3 转基因马铃薯植株的获得

试管薯薄片（图5-A）经根癌农杆菌侵染并暗培

养2 d后转接到分化培养基上（图5-B），培养12 d后

开始膨大并逐渐变绿（图5-C），20 d后薯片中央有绿

色凸起（图 5-D），30 d后凸起处直接分化出绿色芽

点（图5-E），40 d后在薯片凸起处或周边有绿色芽发

出（图 5-F），待抗性芽长至 1~2 cm左右时剪下接入

附加有Kan和Cb的生根培养基上，培养2周后植株

茎段切口处生根（图5-G），植株能正常生长，对照组

植株不能生根（图 5-H），表明再生植株具有Kan抗

性，经过3次筛选共得到20株抗性植株。

图5 农杆菌介导马铃薯试管薯的转化流程

Fig. 5 Process of agrobacterium-mediated microtube transformation

A：试管薯薯片；B~F：培养2、12、20、30和40 d的试管薯薄片；G：生根的抗性苗；H：非转基因的植株。A：Microtube

discs；B-F：microtube discs after culturing with agrobacterium for 2，12，20，30 and 40 d；G：rooted resistant plant；H：non-trans-

genic plant.

2.4 转基因马铃薯植株的PCR鉴定

对20株再生植株进行PCR鉴定，用引物X-1/V-

2和X1-1/V1-2均扩增出长度约为1 200 bp的特异性

条带，而空白对照、阴性对照无扩增条带（图 6），初

步说明这些株系是阳性转基因植株，PCR-Southern

检测结果与PCR鉴定结果相吻合（图 7），进一步说

明外源基因已整合到陇薯11号马铃薯基因组中。

图6 以PVX-1/PLRV-2（A）和PVX1-1/PLRV1-2（B）为引物的兼抗PVX、PVY、PLRV、PVS的转基因马铃薯植株的PCR检测

Fig. 6 PCR detection of transgenic potato resistant to PVX, PVY, PLRV and PVS based on primer of

PVX-1/PLRV-2（A）and PVX1-1/PLRV1-2（B）

M：Marker III；1、12：以 ddH2O 为模板的空白对照；2、11：以非转基因植株 DNA 为模板的阴性对照；3、10：以质粒

pBI121-pRH为模板的阳性对照；4~9：转基因马铃薯植株。M：Marker III；1，12：blank control of ddH2O；2，11：negative con-

trol of non-transgenic plant DNA；3，10：positive control of pBI121-pRH plasmid；4-9：positive transgenic plant.

图7 兼抗PVX、PVY、PLRV、PVS的转基因马铃薯植株的PCR-Southern检测

Fig. 7 PCR-Southern analysis of transgenic potato resistant to PVX，PVY，PLRV and PVS

B：空白对照；N：非转基因马铃薯植株；P：阳性对照；1~6：马铃薯转基因植株。B：Blank control；N：untransformed po-

tato plantlet；P：positive control；1-6：potato transgenic plant.

2.5 转基因马铃薯植株的抗病性分析

6 株转基因马铃薯植株接种 PVX、PVY、PVS、

PLRV 40 d后，4株转基因马铃薯植株的PVX、PVY、

PVS、PLRV检测结果均为阴性，说明这 4株转基因
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植株同时对PVX、PVY、PVS、PLR四种病毒的抗性

较高；1株转基因马铃薯植株的PVX检测结果为阴

性，其它3种病毒为阳性，检测数值低于阳性对照，1株

转基因马铃薯植株的 PVS 和 PLRV 检测结果为阴

性，PVX和PVY检测结果为阳性，检测数值也低于

阳性对照（表1）。ELISA检测结果表明，包含4种马

铃薯病毒部分CP融合基因的反向重复序列的转基

因马铃薯植株表现出对4种病毒有较高的抗性。

表1 兼抗PVX、PVY、PLRV、PVS的转基因马铃薯植株的DAS-ELISA检测结果（OD405 nm）

Table 1 DAS-ELISA analysis of transgenic potato plants resistant to PVX，PVY，PLRV and PVS（OD405 nm）

处理Treatment

P1

P2

P3

P4

P5

P6

CK1

CK2

PVX

0.124±0.004

0.123±0.002

0.126±0.006

0.123±0.002

0.922±0.787

0.133±0.002

1.413±0.397

0.134±0.004

PVY

0.572±0.057

0.122±0.004

0.124±0.008

0.122±0.001

1.231±0.351

0.127±0.005

1.958±0.343

0.123±0.006

PVS

1.015±0.780

0.132±0.011

0.119±0.002

0.122±0.004

0.327±0.270

0.120±0.006

1.281±0.079

0.123±0.004

PLRV

0.922±0.787

0.123±0.002

0.131±0.014

0.123±0.004

0.275±0.259

0.124±0.006

2.915±0.198

0.128±0.004

表中数据为平均数±标准误。P1~P6：转基因马铃薯植株；CK1：不接种病毒的非转基因马铃薯植株；CK2：接种病毒的

非转基因马铃薯植株。Data are mean±SE. P1-P6：Transgenic plants；CK1：non-transgenic plants without virus infection；CK2：

non-transgenic plants inoculated with PVX，PVY，PVS and PLRV.

3 讨论

PVX、PVY、PLRV、PVS引起的病害是造成我国

马铃薯退化的重要原因，严重危害马铃薯生产，尤其

是几种病毒混合侵染带来的损失远大于各病毒单独

侵染。齐恩芳等（2018）于 2015—2016 年对采自甘

肃省 24 个马铃薯主栽县（区）146 个不同生态区域

（乡镇）的757份马铃薯样品进行了调查，共检测到6种

马铃薯病毒，其中PVS的检出率最高，达47.03%，病

毒复合侵染主要为PVY+PVS，侵染率达10.13%，并

发现有 PVX、PVY、PLRV、PVS 四种病毒的复合侵

染。针对PVX、PVY、PLRV国内学者在培育能同时

抗2种或3种病毒的转基因马铃薯方面开展了较多

研究（Jan et al.，2000；郭志鸿等，2006；白云凤等，

2008），而抗 PVS 方面的研究则较少。PVS 单独侵

染时一般不表现症状，通常可使马铃薯减产 10%~

15%，与其它病毒复合侵染时可减产 11%~38%（吴

兴泉等，2002）。本研究从兼抗多种病毒入手构建植

物表达载体，培育同时抗4种病毒的马铃薯品种，以

减轻病毒混合侵染产生的协生作用。

为了培育同时抗多种病毒的转基因植物，可以

将不同病毒的基因连接后导入植物，从而扩大转基

因植物的抗病谱。然而完整的病毒基因往往较大，

如果将几种病毒的完整基因连接后就会更大，这将

对基因转化、转基因稳定性及基因表达等产生不利

的影响。研究表明，RNAi不需要完整的基因, 而只

转基因的部分片段即可，但RNAi对 dsRNA有长度

要求，不同病毒用作转基因的核酸片段在病毒基因

组中的位置、长短和不同排列结构对RNAi的有效

性和效率均有影响（Waterhouse et al.，1998；Smith et

al.，2000）。Helliwell & Waterhouse（2003）认为基因

片段大小为50~1 000 bp时均能诱发基因沉默，而最

短有效片段长度为300~600 bp。因此将几个病毒或

病毒株系的基因短片段相连，转入植物而获得多抗

转基因植物，从而扩展抗性范围。朱俊华等（2004）

认为PVY的CP基因片段的长度介于202~417 bp之

间时能够诱发RNA介导的病毒抗性，并认为这是诱

发RNA介导抗病性所需的最短有效片段。朱常香

等（2008）将 PVY、TMV、CMV 这 3 种病毒 CP 基因

小片段融合并构建了RNAi载体，获得了同时高水

平抗3种病毒的转基因烟草。本研究选择的4种病

毒的CP基因片段分别在与互补小干扰RNA（small

interfering RNA，siRNA）亲和力最高的位点为中心

的约 300 bp 区段内，并通过构建融合基因的 RNAi

载体转化马铃薯得到了马铃薯转基因植株。应用本

研究所构建的策略可以将对马铃薯危害严重的所有

病毒 CP 基因的有效核苷酸片段拼接成融合基因，

并构建反向重复序列，通过遗传转化获得兼抗多种

病毒的马铃薯，其同样可于其它植物中诱导多个病

毒的融合基因转录后发生基因沉默，培育多抗转基

因植株。

研究表明在构建 RNAi 植物表达载体时，含有

内含子发夹结构RNA的RNA干涉载体沉默效果较

好，沉默效率可达 90%以上（Smith et al.，2000），内
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含子引起高效沉默的可能原因是提高了 dsRNA形

成的概率，而且内含子自我剪切掉后的dsRNA更容

易被 dicer酶识别（Stoutjesdijk et al，2002）。故本研

究在构建植物表达载体时选取含有pdk内含子结构

的pHANNIBAL为中间表达载体，pBI121-pRH载体

中的 pdk不仅增强了载体的稳定性，而且能增强转

基因植株的基因沉默效果，进而达到高效抗病的目的。

dsRNA介导的病毒抗性具有抗病性强、特异性

显著、生物安全性高等特点，但这种抗病性在后代中

的分离现象很复杂，可能与转基因的插入位点、整合

方式及拷贝数有关（van den Boogaart et al.，2001）。

将在后续研究中对所获得的阳性转基因马铃薯株系

进一步开展抗病植株目的基因RNA的积累与抗病

性关系的研究，并对RNA介导抗性的遗传稳定性、

RNA介导抗病性的强度与转基因拷贝数之间的关

系等进行深入研究。另外本研究对转基因植株进行

抗性分析时，发现有2株转基因植株对4种病毒表现

不完全抗性，究其原因可能是接种病毒时失误造成，

也可能是整合过程中基因序列阅读框架被破坏引

起，后续将对这2株无性系做重复试验。
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