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摘要　　植物真核翻译起始因子 4E (eIF4E)在蛋白质翻译过程中发挥重要作用.最近研究表明

eIF4E在参与植物病毒互作 , 影响病毒在寄主中复制和侵染过程.文中通过 RNA 干涉调控番茄

e IF4 E 表达 , 鉴定 eIF4E 在植物病毒互作中的作用.根据数据库假设性一致序列(TC171564 ,

TC170275)分别克隆了番茄 “中蔬五号” S leIF4E 基因及其异构体基因 S leIF (i so)4E .构建了

S leIF4 E RNAi抑制表达载体 pSL4D , 通过农杆菌介导的方法导入番茄品种 “中蔬五号” 基因组.

PCR检测和 Southern blo t结果表明 , 目标基因已整合到番茄基因组中.通过半定量 RT —PCR对

转基因番茄进行 eIF4E 表达分析 , 表明 pS L4D转化番茄中 eIF4 E 得到不同程度抑制.转基因植株

分别接种 PV Y和 CMV 两种病毒 , 病毒 ELISA 测定和病毒 RNA积累量分析表明 , pSL4D转化植

株相对于对照组均获得不同程度的病毒抗性 , 番茄 eIF4E 参与 PV Y的复制或侵染寄主过程.就不

同病毒而言 , RNAi对 PVY 抗性的调控效果比 CMV调控效果好 , 抑制 eIF4 E 表达可提高植物对

PVY的抗性.

关键词　　真核翻译起始因子　4E　病毒抗性　番茄

　　应用来源于病毒本身的基因转化植物来获得抗

病毒的方法(pathogen-derived resistance , PDR),

已经取得重要的研究进展
[ 1—7]

.然而 , 利用植物自

身来源基因开展植物抗病毒研究具有更好的生物安

全性[ 8] .番茄(Solanum lycopersicum L .)等重要蔬

菜作物受多种病毒危害 , 包括有烟草花叶病毒

(TMV), 黄瓜花叶病毒(CMV), 马铃薯 Y 病毒

(PV Y)、 马铃薯 X 病毒(PVX)、 苜蓿花叶病毒

(AMV)和烟草蚀纹病毒(TEV)等[ 9] .目前植物抗

病毒基因工程主要采用转病毒外壳蛋白基因

(CP)
[ 1—4]

, 复制酶基因(Rep)
[ 5 , 6]

、 运动蛋白基因

(MP)
[ 5 , 6]

以及病毒卫星 RNA
[ 10]

等方法.其中以转

CP 基因最早 , 取得的成果最多
[ 1—4 , 7]

.这些病毒来

源的抗性基因往往通过转录后基因沉默(PTGS)途

径实现的[ 11] .随着分子生物学技术的迅速发展 , 利

用非病毒来源的基因 , 采用寄主植物自身因子的表

达调控 , 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 , 获得广谱

病毒抗性 , 已成为当前的发展趋势.

研究表明真核翻译起始因子 4E(Eukary otic

translation init iation facto r 4E , eIF4E)在植物与病

毒互作中发挥极其关键的作用[ 12] .先后在拟南

芥
[ 13 , 14]

、 辣椒
[ 15 , 16]

、 莴苣
[ 17]

的隐性抗病突变体中 ,

发现其 eIF4E 基因序列的突变可增强植物对病毒的

抗性 , 特别是对马铃薯 Y 病毒属(Potyvirus)病毒

的抗性 .同样 , eIF(iso)4E(eIF4E 的异构体)也参
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与植物与马铃薯 Y 病毒属病毒的互作
[ 13 , 16]

.马铃

薯 Y 病毒属病毒基因组 5′端的病毒基因组蛋白(vi-

ral protein linked to the genome , VPg)在病毒与寄

主植物互作中发挥重要的作用[ 18] .实验表明植物中

eIF4E具有 VPg 结合的能力 , 促进其在寄主中复制

与侵染[ 19—22] .干扰 eIF4E 与 VPg 之间的互作 , 则

可增强植物的抗病毒能力 .在番茄中正义表达辣椒

突变型 eIF4 E 同样提高植物的病毒抗性
[ 23]

.表明

辣椒突变 eIF4E 在番茄中异位表达同样能够干扰病

毒 RNA 的复制和侵染 .由此推出另外一个问题 ,

对番茄自身的 eIF4E 干扰 , 进行功能敲除 , 理论上

也应该影响着病毒的生命周期.对 eIF4E 干涉进行

抗病毒研究尚未见报道.而拟南芥 eIF4E 突变体植

株自身生长发育并没有受到影响[ 13] .这为本实验拟

通过抑制野生型 e IF4 E 基因表达提高植物抗病毒性

奠定了坚实的理论基础 .通过 RNA 干涉抑制翻译

起始因子 4E 编码基因 , 提高番茄抗病毒能力 , 为

研究 eIF4E 在病毒抗性中的作用提供直接证据.鉴

于该类基因在植物体中具有存在广泛性和植物自身

来源基因的生物安全性 , 因此具有重要的研究价

值.

1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　植物材料　植物材料为番茄商业品种中蔬

五号(ZS5), 购自中国农业科学院蔬菜花卉研究所.

1.1.2　细菌和病毒材料　大肠杆菌菌株 DH5α、 农

杆菌菌株 LBA4404 、 植物干涉载体 pHellsgate2 均

为本实验室保存 .马铃薯 Y 病毒普通株系(Potato

virus Y , common strain , PVY
O
)由华中农业大学马

铃薯课题组谢从华教授提供 , 活体繁殖保存于试管

烟草中.黄瓜花叶病毒(Cucumber mosaic virus ,

CMV)由东北农业大学李景富教授提供 , 活体保存

于番茄.

1.1.3　试剂材料　Taq DNA 聚合酶 、 T 4 DNA 连

接酶 、 限制性内切酶来自 Fermentas 公司;TriZOL

Reagent 购于 Invi trog en 公司 ;反转录酶购自武汉

博尔公司 ;DNA 纯化回收试剂盒购于上海申友公

司 ;pMD18-T 载体购自大连宝生物;Hybond—N
+

尼龙膜为 Amersham 公司产品 ;[α-
32
P] -dCTP 购自

北京福瑞公司;引物和其他相关试剂购自上海生工

生物工程公司 .DAS —ELISA(PVY 和 CMV)使用

美国 Agdia公司的植物病原检测试剂盒 .

1.2　实验方法

1.2.1　番茄真核翻译起始因子 4E基因克隆　以番

茄常规品种 “中蔬五号” 为材料 , 用 T rizol 提取嫩

叶组织 RNA , 利用 RT —PCR 反应试剂盒制备 cD-

NA(Rever TraAce RT-PCR ki t , Toyobo , Japan).

反转录实验方法参照该试剂盒使用说明 .在 Gen-

Bank 和 TIG R 数据库(ht tp://www .tig r.org/)中

寻求番茄翻译起始因子 4E 相关基因及其异构体编

码基因.按 Primer 3.0(ht tp:// redb .ncpg r.cn/

modules/ redbtoo ls/primer3.php)设计引物 , 以 cD-

NA 为模板 , 扩增基因编码区 .反应参数 :95℃预

变性 3m in;95℃30 s , 57℃30 s , 72 ℃45 s , 30个

循环;72℃延伸 10 min;4 ℃ 4 min.扩增产物经

0.8%琼脂糖凝胶电泳分离 , 回收 、 纯化并克隆至

pMD18-T 载体 , 进行序列测定.以BLAS T 、Clust-

alW 和 BoxShade (ht tp://www .ch.embnet.org/

sof tw are/BOX  form.htm l)等软件进行序列分析.

1.2.2　载体构建 　根据克隆得到番茄中蔬五号真

核翻译起始因子 4E 基因序列(GenBank 注册号 :

DQ 537341)设计两轮 PCR 引物 , 通过两步法和 BP

反应构建 RNAi 载体 .所选用的干涉片段的位置在

基因中部的区域(163-529 位).第一轮引物为 :

12at tB1-S L4Fw :5′- AAAAAGCAGGCT AAGCA-

TCCA T TGGAGCA T TC-3′;12at tB2-S L4Rv: 5′-

AGAAAGCTGGG T CCTTAGCCCGGACACTAA -

CA-3′.方框区域分别与第二轮引物 at tB1 和 at tB2

的 3′-末端 12 碱基匹配.第二轮通用引物分别为:

attB1:5′-GGGGACAAGTTTGTACA AAAAAGCAGGCT -3′;

attB2:5′-GGGGACCACTTTGTACA AGAAAGCTGGGT -3′.

以番茄中蔬五号提取总 RNA 反转录 cDNA 为

模板 ,以第一轮两条引物进行第一轮 PCR ,以该 PCR

产物为模板进行第二轮PCR.第二轮 PCR 产物纯化
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后与干涉载体 pHellsgate2 进行 BP 反应 , 反应体系

和条件按Gatew ay
?
BP Clonase

TM
Enzyme Mix 试剂

盒(Invit rogen)进行.BP 反应产物先转化至 DH5α

大肠杆菌 ,再提取质粒进行基因序列验证 ,构建成番

茄真核翻译起始因子基因的干涉表达载体.

1.2.3　番茄遗传转化　番茄的遗传转化操作参照

文献[ 24] 进行.

1.2.4　转化植株 PCR 检测　为了证实 T 0 代番茄

转化植株基因组中是否有 eIF4E 的基因干涉片段插

入 ,按照常规 CTAB 法提取转基因植株的番茄叶片

总 DNA ,以未转化植株的 DNA 作阴性对照.由于

e IF4 E 为番茄内源基因 , 基因两侧载体部分序列设

计 PCR 引物 .以 pHellsg ate2 CaM35S 引物 (5′-

ACGCACAATCCCACTA TCCT TC-3′)与 Pdk in-

t ron 序 列 特 异 引 物 (5′-CT T TTA TCT TCT-

TCG TCT TACAC-3′)对转基因植株进行 PCR 检测

分析 .

1.2.5　Southern blot分析　取 15μg 基因组 DNA ,

用限制性内切酶 EcoRV 完全酶切 , 酶切产物用

0.8%琼脂糖凝胶电泳分离 , 转膜后用同位素
32
P-

dCTP 标记的 np tI I 基因片段作探针杂交 .转膜及杂

交方法见文献[ 25] .

1.2.6　转基因植株 RT-PCR检测　按 1.2.1部分的

方法获得转基因植株的 cDNA .取相同含量的 cDNA ,

利用引物(Sl4-Fw :5′-ATGGCAGCAGCTGAAATGG -

3′, Sl4—Rv: 5′-CTATACGGTGTAACGATTCTTG-

GC -3′)对干涉载体 pSL4D 转化番茄植株进行 RT —

PCR分析.利用番茄 β-actin 基因作内标校准 cDNA 浓

度.β-actin 基因 PCR 引物分别为 ACT-Fw :5′-ATG-

GCAGACGGAGAGGATATTCA -3′,ACT-Rv:5′-GC-

CTTTGCAATCCACATCTGCTG -3′.

1.2.7　转化植株病毒抗性分析　采用汁液摩擦接

种方法进行病毒接种.接种缓冲液为 0.01 mol/L

PBS (pH7.4)(NaCl 8.0 g;KCl 0.2 g;Na2HPO 4

1.44 g ;KH 2PO 4 0.24 g;加 ddH2O 至 1000 mL).分

别取带有马铃薯 Y 病毒的烟草叶片和带黄瓜花叶病

毒的番茄叶片 1g ,加 6mL 接种缓冲液于研钵中进行

研磨成匀浆 , 缓冲液中加入少许石英砂.在防虫 、控

温的负压温室中 , 对长势 、大小基本一致的 5—6 叶

龄番茄进行接种.接种后植株放在 22—25℃的隔离

温室中培养 .每株接种 3 片小叶 , 用未转化番茄(中

蔬 5 号)作对照.接种后逐日观察接种的植株发病症

状的发展.病毒接种 30 d 后 , 用 ELISA 法检测转基

因番茄中病毒的含量 , 检测方法参照试剂盒推荐进

行(Agdia公司).

1.2.8　转基因植株中病毒 RNA积累分析　通过半

定量 RT —PCR和 N orthern blo t 分析转基因番茄中

病毒 RNA 的积累量 .提取接种病毒 30 d 后的番茄新

叶片总 RNA .分别根据所接种的病毒 CMV 和 PVY

外壳蛋白编码基因序列设计 RT —PCR引物.两组引

物分别为 CMVCP Fw :5′-AGACG TTAGCAGCT-

GG TCG T-3′, CMVCP Rv:5′-G TGGGAA TACG T-

TGGTGCTC-3′, 预期扩增产物片段大小为 657 bp ;

PVYCP-Fw :5′-AAA TGAGAA TGCCCAAAAGC-

3′, PVYCP-Rv:5′-AGGT TGGGCTGAT T TCAA-

TG-3′,预期扩增片段大小为 533 bp.RT —PCR 参照

本文 1.2.1 部分所述方法 , 以番茄看家基因 β—actin

为内标对照 .

各取 20μg 转基因番茄和非转基因番茄 RNA ,

进行 10%甲醛变性和 1.2%琼脂糖电泳分离后 , 经

20 ×SSC转移到 HybondTM-N +尼龙膜.80 ℃固定2 h

后与探针(分别为同位素标记的 PV Y 和 CMV 外壳

蛋白基因)杂交.

2　结果与分析

2.1　番茄真核翻译起始因子 4E基因克隆

在 TIGR(ht tp://www .tig r.org/)中 ,发现两条与

eIF4 E 序列同源性较高的相关 TC (TC171564 、

TC170275).BLAST 分析表明 ,其中 TC171564 为编码

番茄 eIF4 E , TC170275 编码番茄 eIF(iso)4E 基因.分

别设计引物进行扩增.两个 TC的 PCR引物对分别为

TC171564-Fw :5′-ATGGCAGCAGCTGAAATGG -3′,

TC171564-Rv:5′-CTATACGGTGTAACGATTCTTG-

GC -3′; TC170275-Fw :5′-GTGAAAAAGCTATA-

CAAAAGGAGAG -3′, TC170275-Rv: 5′-CAATA-

CATCCAAACATACATCAAGT -3′.以番茄品种“中

蔬五号”总 RNA 反转录 cDNA 为模板 , 进行 RT—

PCR ,扩增出 eIF4E 和 eIF(iso)4E cDNA .
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图 1　番茄 eIF4E与其他植物 eIF4E的氨基酸同源序列比较

以 Clus tal W 对 7 种 eIF4E 氨基酸序列包括小麦(TaeIF4E , CAA78262)、水稻(OseIF4E , AAB40348)、玉米(ZmeIF4E , AAC27714)、

拟南芥(AteIF4E , CAA71580)、辣椒(C aeIF4E , AAM82190)、番茄(SleIF4E , ABF83562)和莴苣(LseIF4E , AAP86602)进行多序列比

对 , 然后在 BoxShade(ht tp:// www .ch.em bnet.org/ s of tw are/ BOX f orm .html)中标注.黑色阴影表示相同氨基酸 , 灰色阴影表示相似

氨基酸 , 域值为 0.5.三角形(■)所示区域表示 eIF4E 在蛋白质翻译起始过程中与 eIF4G 结合位点.菱形(◎)所示区域表示 eIF4E 在蛋白

质翻译起始过程中与 mRNA 帽子结构结合位点[ 12]

　　扩增产物克隆至 PMD18-T 载体中并进行序列

测定 , 结果表明克隆片段与 GenBank 数据库 eIF4E

序列高度同源 , 高达 99 %, 确认为番茄 eIF4 E 基

因.根据前人的报道 , 真核翻译起始因子 4E 编码基

因的碱基突变可能意味着产生对病毒的抗性 .从

“中蔬五号”品种番茄中获得的 eIF4E cDNA 挑出 6

个克隆进行序列分析 .所得到的番茄核翻译起始因

子 4E基因序列 cDNA 全长为 696 bp , 编码 231 个

氨基酸.由于真核翻译起始因子 4E 的隐性突变对

于植物的抗病毒特性具有较大影响 , 且中蔬五号番

茄品种对 TMV 和番茄花叶病毒(tomato mosaic

virus , ToMV)具有一定的抗性 , 将所克隆基因序

列 提 交 至 GenBank 中 (DQ537341), 命 名 为

S leIF4 E .S leIF4 E 和 辣椒 eIF4 E (AY485129)

88 %同源 , 与水稻 eIF4 E (AM411441)79 %同源

(图 1).
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图 2　番茄 eIF(iso)4E与其他植物 eIF(iso)4E的氨基酸序列比较

以 Clu stal W 对 4 种 eIF(is o)4E 氨基酸序列序列包括番茄(S leIF(iso)4E , EU119958)、烟草(NteIF(iso)4E , AAU06579)、辣椒(Caiso4E ,

AAY62609)和豌豆(Psiso4E , ABH 09880)进行多序列比对 , 然后在 BoxShade(ht tp:// www.ch.em bnet.org/ s of tw are/ BOX f orm .html)中标

注.黑色阴影表示相同氨基酸 , 灰色阴影表示相似氨基酸 , 域值为 0.5

　　所克隆得到另外一个基因经序列分析 , 与 eIF

(i so)4 E 高度同源 ,为番茄 eIF(i so)4E 基因 ,命名为

S leIF(iso)4E ,提交至 GenBank(EU119958).S leIF

(i so)4 E 序列与烟草 eIF(iso)4E (AY699609)、辣椒

e IF(iso)4E (DQ022084)高度同源 ,核苷酸水平同源

性分别达到 99%和 91%(图 2).而番茄自身两个异

构体 S leIF4E (DQ537341)与 S leIF (i so)4E

(EU119958)之间同源性很低(图 3).对目前报道的

植物中的 eIF4E 和 eIF(iso)4E 氨基酸进行进化分

析 ,可知所有 eIF(i so)4 E 进化关系聚在一大类 , 其

中番茄 、烟草和辣椒等茄科基因同源性 90%左右.

e IF4 E 进化关系较近 , 其中茄科聚在一起 ,禾本科聚

在一起 ,表现出同源性(图 3).

图 3　植物中 11 种 eIF4E和 eIF(iso)4E进化关系

11 种氨基酸序列编号分别对应于图 2 和图 4 中基因

的氨基酸序列;基因名称后百分率表示该序列与番

茄 S leIF(i so)4E 在氨基酸水平的相同度

由于与 S leIF4E (DQ537341)同源 的拟南

芥[ 13 , 14] 、辣椒[ 15 , 16] 、莴苣[ 17] 等物种中均为 eIF4E 参

与病毒抗性 , 而与番茄 S leIF(iso)4E 同源的辣椒 、

烟草等物种均未发现 eIF(i so)4 E 参与病毒抗性 .因

此 , 本实验拟对 S leIF4E (DQ537341)进一步通过

RNAi 研究该基因在植物 —病毒互作中的作用.

2.2　真核翻译起始因子 4E干涉载体构建

通过两步 PCR 法将完整的 at tB1/attB2 序列分

别加至 eIF4 E 中部一段 367 bp 序列两侧 .带有

at tB1/ at tB2 位点的目的基因片段 ,在BP Clonase作

用下 , 与载体 pHel lsga te2 上的 attP1/at tP2 位点发

生重组 ,将目的基因片段整合到 pHellsgate2 上 , 最

终形成携带有 S leIF4 E 基因反向重复片段的植物表

达载体 pSL4D(图 4).通过电激法将 pSL4D 导入农

杆菌 LBA4404 中 ,用于番茄遗传转化 .

图 4　干涉载体 pSL4D的 T-DNA结构示意图

RB , 左边界;LB, 右边界;eIF4E , eIF4E 基因干涉片段(不同方框

箭头方向表示不同插入方向);P35S , 花椰菜花叶病毒 35S 启动

子;int ron , Pdk基因内含子;Tnos , 胭脂碱合酶终止子;KAN , 卡

那霉素抗性区域包括启动子和终止子;at tR1 at tR2 , attB-at tP 位点重

组反应产物;黑色箭头表示 PCR检测引物结合位置和延伸方向
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2.3　基因转化植株的 PCR检测

通过农杆菌介导的遗传转化方法以 pS L4D 进行

番茄遗传转化 , 并获得 7 株卡那霉素抗性植株 .

以未转化植株为阴性对照 ,利用 CaMV35S 引物

和 Pdk int ron 引物对番茄转化植株进行 PCR 检测

(图 5).由于这两条引物结合位点分别在干涉片段的

两测 ,扩增片段应比 SleIF4E 原始干涉片段其长度

(367 bp)长 200 bp 左右 .扩增产物片段大约为 550 bp

左右 .经 1.0 %琼脂糖凝胶检测 , 发现转化番茄植株

都能扩增出预期大小的电泳带 , 而在未转化对照中

则未出现该特异带 , 初步证实外源基因整合到这些

番茄植株的基因组中(图 5).

图 5　pSL4D转化番茄植株的 PCR检测

M , 250 bp DNA分子量标准;CK , 非转基因对照;1—7 , 转基因植株

2.4　转化植株的 Southern杂交检测

在转化植株的 Southern 杂交分析中 , 为真实地

证实基因整合以及基因的插入位点数 , 需要选用合

适的限制性内切酶.实验对构建的植物表达载体 T-

DNA 区段的酶切位点进行分析 , 选定限制性内切酶

EcoRV 酶切基因转化植株 DNA ,经毛细管法转移至

尼龙膜 ,以 np tI I 标记基因作为探针进行分子杂交检

测.图 6 为 pSL4D 转化植株的 Southern 杂交结果 ,

结果显示 PCR检测的阳性植株中 , 目标基因已经整

合到基因组中 , 且多数为多拷贝插入.

图 6　pSL4D转化植株的 Southern杂交分析

CK ,非转基因对照;1—7 , 转基因植株

2.5　RNAi对内源基因表达的影响

要研究基因干涉对植物内源基因的影响 , 利用

半定量 RT —PCR 研究内源基因的转录水平与对照

相比的差异 .小量法提取转基因植株总 RNA , 进行

RT —PCR 分析 .

以 SleIF4E 特异引物(Sl4-Fw :5′-A TGGCAG-

CAGCTGAAATGG-3′, Sl4-Rv:5′-CTA TACGG T-

GTAACGAT TCT TGGC-3′)对干涉载体(pSL4D)转

化番茄植株进行 RT —PCR 分析.分析表明 , 与对照

相比 ,基因转化番茄株系中 eIF4E 在转录水平受到

明显抑制 , 个别株系效果非常显著 , 很难检测出其

eIF4E 转录水平(图 7).

图 7　番茄 eIF4E 干涉载体转化对番茄内源基因的影响

CK , 非转基因对照;1—7 , 转基因植株

2.6　SleIF4E 干涉对番茄植株病毒抗性的影响

为了能在转化株系中并列接种 PVY 和 CMV ,

先对获得的 7 个转基因株系进行无性扩繁 , 在来自

于同一株系的繁殖材料中平行接种 PV Y 和 CMV .

接种 PVY 结果表明 , 基因转化植株相对于未转

化对照而言表现出了不同程度的对 PVY 病毒的抗

性(没有出现症状)、耐性(延迟出现症状)和易感性

(较早出现症状).接种 4 d 后 , 3 株对照番茄(中蔬五

号)植株出现明脉 、花叶和皱缩的马铃薯 Y 病毒病

状 .一个月后 , 新长出的叶片同样表现出花叶 , 皱缩

病症.在 eIF4E 干涉载体转化番茄中有 2 株(29%)

与对照相当 , 较早表现出现花叶症状 , 然而在接种

30 d后新叶并没有明显的花叶症状 .2 株(29 %)在接

种 10 d 后有轻微的症状 ,表现出延迟出现症状 , 在后

期长出的新叶上也没有表现出病症.另外 3 株

(43%)一直没有发病症状 , 表现出抗马铃薯 Y 病毒

的能力(图 8).

接种 CMV 的植株中 ,3 株对照番茄在接种病毒

后第3 天表现出明显花叶 、皱缩 、枯斑病状.在 eIF4E

干涉载体转化植株中 ,1 株(14%)与对照相当 ,早期

表现出明显的感病症状 ,30 d 后新叶也表现明显的花
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图 8　S leIF4E 干涉载体转化植株(株系 1)

接种 PVY后的症状表现

叶 、皱缩症状.5 株(71 %)接种后 3 d 表现轻微症状 ,

枯斑面积 ,皱缩程度都轻于对照植株 , 30 d 后新叶仍

然有较微弱的发病症状.1株(14%)早期表现出明显

的感病症状 ,10 d 后症状较对照有所减缓 , 30 d 后的

新叶没有发现明显的花叶 、皱缩症状(图 9).

图 9　SleIF4E 干涉载体转化植株(株系 1)

接种 CMV后的症状表现

分别对接种病毒 30 d 后转基因番茄及对照植株

进行 ELISA 检测.接种 PVY 植株中部分病株

ELISA 检测其病毒含量接近于对照 , 而大部分抗病

植株在接种 30 d 后 ELISA 几乎检测不到病毒 , 明显

低于对照植株 .接种 CMV 植株的大部分 ELISA 检

测出一定病毒含量 ,略低于对照植株 , 少数植株没有

检测到病毒(表 1).

表 1　转基因番茄接种病毒 30d后 ELISA 分析结果(OD405)

株系
接种病毒种类

PV Y CM V

CK 0.432±0.008 0.501±0.012

1 0.094±0.009 0.461±0.006

2 0.092±0.007 0.353±0.008

3 0.082±0.005 0.251±0.007

4 0.104±0.011 0.287±0.006

5 0.079±0.010 0.405±0.011

6 0.074±0.003 0.139±0.008

7 0.263±0.007 0.082±0.014

为了检测病毒在基因转化材料中的积累情况 ,

通过对病毒外壳蛋白编码基因半定量 RT —PCR 和

Northern blot 来确定植物体内的病毒积累量 , 从而

推测基因干涉对植株的抗病毒能力的影响.图 10

和图 11 分别为接种病毒 30 d 后利用病毒特异 RT —

PCR和 N orthern blot 两个层面反映了番茄 eIF4E

干涉载体转化对 PV Y 和CMV 病毒的影响.从图中

可以看出番茄 eIF4E 干涉载体转化材料相对于对

照 , 接种后病毒 RNA 积累受到了一定程度的抑制 ,

其中对于 PV Y 的抑制作用更为明显 , 而对于 CMV

的抑制效果较差 .这与植株接种后发病症状及发病

程度是相吻合的 .

图 10　SleIF4E 干涉植株中病毒 RNA 的 RT—PCR检测

(a)番茄 S leIF4E 干涉植株中 PVY 病毒 RNA RT-PCR检测.

CK , ZS5;1—7 , 转基因植株;(b)番茄 S leIF4E 干涉植株中

CMV 病毒 RN A RT-PCR检测.CK , ZS5;1—7, 转基因植株

图 11　SleIF4 E 干涉对病毒 RNA积累的影响

(a)番茄 S leIF4E 干涉对 PVY 病毒 RNA 积累的影响.

CK , ZS5;1—7 , 转基因植株; (b) 番茄 S leIF4E 干涉

对CMV 病毒 RNA 积累的影响.CK , ZS5;1—7 , 转基

因植株.杂交结果(上);RNA 上样量对照(下)

3　讨论

就不同病毒而言 , eIF4E RNA 干涉对 PVY 抗

性的调控效果比 CMV 调控效果好 .基因转化植株
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对PVY 的抗性得到明显提高 , 而对CMV 的抗性较

差.这可能是因为马铃薯 Y 病毒的基因组 5′-末端

共价结合基因组连接蛋白(VPg), 而 VPg 参与病毒

侵染过程包括病毒 RNA 复制 , 病毒在细胞间以及

长距离传输.而 eIF4E 与V Pg 之间的互作则可对病

毒基因组翻译和复制起到重要的作用 , 干扰它们之

间的互作 , 增强植物的抗病毒能力 .黄瓜花叶病毒

不存在 VPg 结构 , 其抗病毒能力受 eIF4E 调控幅

度小于转化植株对 PV Y 抗性 .

转 eIF4 E 干涉基因的番茄株系中 , 内源 eIF4E

转录受到明显抑制(图 7), 在后期的接种 PVY 鉴定

也显示出较好的抗性 , 在新叶中很难检测到病毒

RNA(图 10 , 11), 由此可见抑制内源 eIF4E 也就

干预病毒 RNA 积累 , 病毒在细胞间以及长距离传

输等环节 , 影响病毒侵染过程 .我们推测 eIF4 E 干

涉植株抑制了病毒在植物体内的移动 .同样研究认

为 , 玉米对甘蔗花叶病毒(sugarcane mosaic virus ,

SCMV)和玉米矮花叶病毒(maize dw arf mosaic vi-

rus , MDMV)的抗性机制是病毒在抗病品种体内的

增殖未受到抑制 , 而是移动受到了限制
[ 26]

.当然 ,

可以通过带病毒的枝条进行嫁接来确定病毒是否在

体内转移 .

应当指出转化植株相对于对照组也表现出对

CMV 一定程度的抗性.CMV 属三分体基因组 , 为

单链 RNA , 含 4 个 RNA 片段 , 即 RNA1—4.在

所有 4 种 RNA 中的 5′-端还有一个 m7G 的帽子结

构
[ 14]

.在 CMV 的侵染与复制过程中 , eIF4E 可能

正如与真核细胞 mRNA 帽子结合一样 , eIF4E可能

也会与 CMV 帽子结构结合促进其翻译.这也从某

种程度上解释了文中植物对 CMV 的抗性同样受

e IF4 E 干涉的调控 .拟南芥中 eIF4E和 eIF4G 突变

体可以产生对 CMV 和芜菁皱缩病毒(turnip crinkle

virus , TCV)产生抗性 .TCV 有关 RNA 转录和蛋

白质翻译受阻[ 14] .与真核 mRNA 不同 , TCV

RNA 既没有 5′-帽子结构也没有 poly(A)末端 .由

此可见 , TCV 病毒侵染寄主与 CMV 或 PVY 的机

制皆有所差异 , 其侵染周期依赖于另一种翻译起始

因子 eIF4G .这就提出了一个问题 , 即在寄主植物

中众多的其他翻译起始因子是否也参与了特定病毒

的复制和侵染过程.

基因工程为提高植物对病毒的抗性提供了多种

策略.在这些策略中 , 以病毒来源的基因介导的抗

性取得的成就最大.而植物自身基因也不断应用于

作物遗传改良研究[ 27] .包括 eIF4E在内的诸多真核

翻译起始因子不仅对 mRNA s 翻译起重要作用 , 影

响细胞的生长和分化
[ 28]

, 在植物改良研究中也发挥

了作用[ 29] .通过 RNA 干涉途径来探讨真核翻译起

始因子 4E介导的抗病毒特性 .从目前研究初步结

果来看 , 干涉真核翻译起始因子 4E 对于提高番茄

的病毒抗性是有效的.这与目前抗病毒基因工程中

广泛采用的病毒来源的基因策略相比至少有两个优

势 .一是真核翻译起始因子 4E 来源与植物自身 ,

所带来的生物安全性问题较少.二是真核翻译起始

因子 4E 是植物普遍存在的蛋白因子 , 具有广泛性 .

当然这种翻译起始因子 4E 介导的抗病毒特性能否

推广至其他作物上有待于进一步研究.虽然研究中

PVY 并非番茄主要病害 , 但所提出的策略无疑为其

他作物的 PV Y 抗性育种提出了新的思路 .

通过 RNA 干涉调控番茄真核翻译起始因子

4E , 得到一定程度抗病毒病特性的植物材料 , 也从

生物学功能验证角度为阐述真核翻译起始因子 4E

参与病毒复制和侵染寄主提供了直接的生物学证

据 .
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