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CP 基因转化的线辣椒抗卡那霉素
和抗CM V 特性的遗传
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商鸿生, 王　旭, 徐秉良
(西北农林科技大学 植保学院, 陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　利用根癌土壤杆菌, 采用叶盘法转化线辣椒 (Cap sicum annuum var. long un t) 优良品种陕 8212, 建

成了能同时表达CM V 和 TM V 外壳蛋白基因 (CP 基因)的 T 1 代纯合系。以其自交 T 2～ T 4 代, 以及 T 2 代植株与未

转化陕 8212 杂交的 F 1 代和 F 2 代群体为试材, 研究了抗卡那霉素和抗黄瓜花叶病毒 (CM V ) 特性的遗传传递规律。

结果发现, 抗卡那霉素标记基因和抗病性基因在自交和杂交各代都能稳定地高效表达; 两者在自交各代纯合; 在杂

交 F 1 代抗药性和抗病性都表现为显性; 在杂交 F 2 代, 抗药植株对敏感植株, 以及抗病植株对感病植株的分离比都

符合 3∶1 的理论比例。表明抗药性和抗病性均为显性单基因遗传。
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　　线辣椒 (Cap sicum annuum var. long un t)是重要

的经济作物, 易遭受以黄瓜花叶病毒 (CM V ) 为主的

多种病毒侵染, 常造成严重减产。因缺乏抗源, 针对

CM V 的常规抗病育种工作进展缓慢。作者等从

1988 年开始, 利用病毒外壳蛋白基因 (CP 基因) 转

化策略, 将CP 基因导入线辣椒, 现已成功地建立了

转基因线辣椒纯合系, 在人工攻毒和田间自然发病

条件下, 都获得了抗病性的高效表达。转基因植物可

以直接使用, 也可能用作抗源, 用于抗病育种, 为此

必须了解其抗病性遗传规律。本研究是在转基因线

辣椒纯合系选育过程中, 对此进行了初步探讨。

1　材料和方法

1. 1　植物材料

　 　 转 基 因 植 株 是 利 用 根 癌 土 壤 杆 菌

(A g robacterium tum ef acience)介导法获得的。为此,

首先构建了具有CaM V 35S 启动子和 rbcS 转录终

止信号和抗卡那霉素标记基因, 能同时表达CM V

和 TM V 外壳蛋白基因的中间载体 pBTC, 通过去

毒根癌土壤杆菌, 采用叶盘法转化线辣椒品种陕

8212 的外植体, 获得了 49 株 T 0 代抗卡那霉素的再

生植株。经 PCR 测定, 表明 CM V 2CP 和 TM V 2CP

基因已被整合到其中 22 株的基因组中。由 10 株

PCR 测定阳性的 T 0 代植株, 自花授粉获得了 T 1 代

植株, 在保留和测定的 113 株 T 1 代植株中, 仅 20 株

抗病。根据植株抗卡那霉素测定和 PCR 分析结果,

10 个 T 1 代株系是纯合的。纯合系逐代自交获得了

T 2, T 3 和 T 4 代群体。进一步的分子生物学检测表

明, T 3 代植株稳定表达CM V 2CP 基因和 TM V 2CP

基因。Sou thern b lo t 分析表明其基因组中具有 T 2
DNA 拷贝, R T 2PCR 分析测到了 CM V 2CP 基因和

TM V 2CP 基因转录物,W estern b lo t 分析证实 T 3

代植株中病毒CP 的合成[1 ]。上述植物材料的建立

和检测是中科院微生物研究所三室与本项目组合作

完成的。几个 T 1 代纯合系的 T 2, T 3 和 T 4 代自交群

体, T 2 代植株与未转化陕 8212 杂交的 F 1 和 F 2 代

群体用于遗传分析。供试病毒为黄瓜花叶病毒山东

株系 (CM V 2D ) , 毒源用常规方法保存备用。

1. 2　抗卡那霉素标记基因表达测定

供试植物材料种子, 经质量分数为 0. 1% 升汞

液表面灭菌和无菌水冲洗后, 播种于含 300 ΛgömL

卡那霉素的M S 培养基上, 置于 20～ 25 ℃, 日照 14

h 的光照培养室内, 30 d 后检查, 根据根系、子叶等

形态特征, 确定抗性药苗和敏感苗。抗药性苗有子叶

和 1～ 2 片真叶, 叶色鲜绿, 根系发达, 白色, 有根毛。

敏感苗无子叶或仅有子叶, 叶色泛黄, 只有 1 条根,
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褐色, 短而无根毛。

1. 4　对CM V 的抗病性鉴定

供试植物材料在防虫温室 (22～ 25 ℃, 光照 16

höd) 中盆栽, 在 6 叶期用常规方法摩擦接种黄瓜花

叶病毒山东株系 (病毒质量浓度 20 ΛgömL ) , 然后仍

置于防虫温室中培养。接种后 25 d 记载病株数和严

重度。严重度分 5 级, 分级标准为: 0 级, 无任何症

状; 1 级, 心叶明脉, 少数叶片轻微花叶; 2 级, 轻度系

统花叶; 3 级, 系统花叶明显或较严重, 少数病叶畸

形皱缩, 或植株轻度矮化; 4 级, 多数病叶畸形皱缩,

植株严重矮化。

2　结果与分析

2. 1　转基因线辣椒自交后代测定

　　供试 T 1 代纯合体的 T 2, T 3 和 T 4 自交群体, 播

种于含 300 ΛgömL 卡那霉素的M S 培养基上, 测定

抗卡那霉素基因的表达。结果 516 个植株中仅 4 株

敏感, 其余生长正常, 抗卡那霉素。这表明自交各代

抗卡那霉素基因纯合 (表 1)。

表 1　转基因线辣椒各代自交群体对卡那霉素的抵抗性分离

T able 1　Segregation of kanam ycin2resistance in selfing generations of transgen ic ch ili pepper

代　数
Generation

株　系
Strain

植株总数ö株
To tal p lan ts

抗药植株数ö株
Resistan t p lan t

敏感植株数ö株
Sensit ive p lan t

T 2 16213 53 53 0

422 83 81 2

34211 36 36 0

34212 33 33 0

T 3 16213227 31 31 0

42225 37 36 1

3421126 28 28 0

3421229 42 41 1

T 4 1621322722 37 37 0

42225210 54 54 0

342112625 39 39 0

3421229211 43 43 0

　　对黄瓜花叶病毒的抗病性鉴定表明, 转基因线

辣椒自交各代植株都表现抗病, 群体中没有出现感

病植株, 多数植株无表观症状, 少数植株发病, 但严

重度低于 2 级, 表现抗病 (表 2)。这一结果表明自交

各代抗病基因纯合。

表 2　转基因线辣椒各代自交群体的抗病性

T able 2　Segregation of CM V 2resistance in selfing generations of transgen ic ch ili pepper

代　数
Generation

株　系
Strain

植株总数ö株
To tal p lan t

抗病植株数ö株
Resistan t p lan t

未显症
Symp tom less

显症
Show ing
symp tom

感病植株数ö株
Suscep tib le

p lan t

T 2 16213 26 22 4 0

422 31 24 7 0

34211 29 24 5 0

34212 38 32 6 0

T 3 16213231 31 28 3 0

42225 44 36 8 0

34211215 49 34 15 0

34212210 43 30 13 0

T 4 1621323126 41 33 8 0

4222523 35 27 8 0

3421121529 23 17 6 0

3421221028 37 29 8 0

2. 2　转基因线辣椒与感病品种杂交后代测定

供试转基因线辣椒纯合系 16213 和 422 的 T 2

代植株, 分别与未转化感病品种陕 8212 杂交, 得到

了 F 1 和 F 2 群体。F 1 代种子播于含卡那霉素的培养

基上, 结果正、反交共 4 个组合 136 株幼苗, 全部抗

卡那霉素, 生长正常, 这表明抗卡那霉素基因显性。
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该 4 个组合的 F 2 群体中抗药和敏感植株分离比亦 符合 3∶1, 为显性单因子遗传 (表 3)。
表 3　转基因线辣椒与陕 8212 杂交后代群体抗卡那霉素性状的分离

T able 3　Segregation of kanam ycin2resistance in F 1 and F 2 populat ions of transgen ic ch ili pepper×Shaan 8212

杂交组合
C ro ss

代数
Generation

植株总数ö株
To tal
p lan t

抗药植株数ö株
Resistan t

p lan t

敏感植株数ö株
Sensit ive

p lan t

理论分离比
Expected

segregation
radio

P

T 2 (16213)×陕 8212
T 2 (16213)×Shaan 8212 F1 33 33 0

F2 60 46 14 3∶1 0. 8～ 0. 7

陕 8212×T 2 (16213)
Shaan 8212×T 2 (16213) F1 35 35 0

F2 38 29 9 3∶1 0. 9～ 0. 8

T 2 (422)×陕 8212
T 2 (422)×Shaan 8212 F1 37 37 0

F2 48 37 11 3∶1 0. 8～ 0. 7

陕 8212×T 2 (422)
Shaan 8212×T 2 (422) F1 31 31 0

F2 31 23 8 3∶1 0. 9～ 0. 8

　　杂交后代群体的抗病性鉴定结果表明, 各个组

合 F 1 代植株绝大多数抗病, 个别植株感病, 抗病性

为显性。各组合 F 2 群体都符合 3∶1 的抗感分离比,

确证转基因线辣椒的抗病性为显性单基因遗传。另

外, 不论以转基因株系作母本或作父本, 其遗传传递

规律相同 (表 4)。
表 4　转基因线辣椒与陕 8212 杂交后代群体抗病性的分离

T able 4　Segregation of CM V 2resistance in F 1 and F 2 populat ions of transgen ic ch ili pepper×Shaan 8212

杂交组合
C ro ss

代数
Generation

植株总数ö株
To tal
p lan t

抗病株数ö株
Resistan t

p lan t

感病株数ö株
Suscep tib le

p lan t

理论分离比
Expected

segregation
radio

P

T 2 (16213)×陕 8212
T 2 (16213)×Shaan 8212 F1 43 42 1

F2 27 19 8 3∶1 0. 8～ 0. 7

陕 8212×T 2 (16213)
Shaan 8212×T 2 (16213) F1 50 48 2

F2 35 24 11 3∶1 0. 7～ 0. 5

T 2 (422)×陕 8212
T 2 (422)×Shaan 8212 F1 26 24 2

F2 31 19 12 3∶1 0. 2～ 0. 1

陕 8212×T 2 (422)
Shaan 8212×T 2 (422) F1 37 32 5

F2 36 23 13 3∶1 0. 2～ 0. 1

3　讨　论

研究外源基因在转基因植物中的遗传规律, 对

于合理利用转基因植物至为重要。但这一领域, 虽然

已从表型传递, 标记基因表达以及分子杂交分析诸

方面, 作了较多工作[1～ 4 ] , 但与遗传工程的上游工作

相比, 还相当薄弱。有的研究[2, 5～ 7 ]表明, 外源DNA

可以作为一个单一因子以孟德尔遗传规律传递。但

是, 外源DNA 插入植物基因组可能是单位点插入,

也可能在同一染色体或不同染色体多位点随机插

入, 每一位点插入的拷贝数目也不一定相同。转化方

法对遗传特性也有明显影响。因此, 外源基因在转化

植株中的遗传传递情况相当复杂, 对个案应进行具

体分析[5 ]。

有关辣椒遗传转化的研究较少。本例转基因线

辣椒是利用根癌土壤杆菌介导, 采用叶盘法转化线

辣椒优良品种陕 8212 的外植体而获得的, 具有外源

目的基因 CM V 2CP 和 TM V 2CP, 以及抗卡那霉素

标记基因。T 0 代抗卡那霉素的再生植株中, 约有半

数植株的基因组中整合有CM V 2CP 和 TM V 2CP 基

因。由已整合的植株自交得到的 T 1 代株系, 抗病的

纯合系不足 10%。本研究以这类纯合系的自交 T 2,

T 3 和 T 4 代, 以及 T 2 代植株与未转化陕 8212 杂交

的 F 1 和 F 2 代, 探讨了抗卡那霉素特性和抗病性的

遗传规律。结果表明, 不论在自交各代或杂交各代,

对卡那霉素和对黄瓜花叶病毒的抵抗性都能稳定地

传递和表达。F 1 和 F 2 代的分离情况清楚地证明两

者均为单基因显性遗传。显然, 外源DNA 单位点插
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入线辣椒基因组。这一特点在CP 基因转化的其他

植物中也有发现[5～ 7 ]。

转基因植物由CP 基因控制的对CM V 的抗病

性, 具有延迟发病、减低病情和抑制病毒等多方面的

作用[2～ 4 ]。但是, 在抗病性鉴定中, 需选用直观、简

单、代表性强而又易于快速调查的抗病性指标。由抗

病到感病是一个连续的变化过程, 不存在表观天然

界限, 需要人为地提出区分标准。笔者依据鉴定辣椒

抗病毒的长期经验, 提出了简化的严重度分级指标,

并把抗、感的界限定在 2 级与 3 级之间。遗传分析结

果表明这些做法是可行的。

本例转基因线辣椒基因组中同时插入了CM V 2
CP 和 TM V 2CP, 在抗病性表达和遗传中各自的作

用尚不明了, 因缺乏单独转化 CM V 2CP 或 TM V 2
CP 的线辣椒试材, 需留待今后研究。
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Inheritance of kanam ycin2resistance and CM V 2resistance in t ran sgen ic

ch ili pepper exp ressing CM V 2CP and TM V 2CP genes

SHANG Hong- sheng,W ANG Xu, XU B ing- l iang
(Colleg e of P lan t P retection,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Bo th CM V 2CP and TM V 2CP genes w ere tran sferred in to cu lt ivar“Shaan 8212”of ch ili

pepper (Cap sicum annuum var. long un t)m edia ted by A grobacterium tum efacience. Self ing genera t ion T 2, T 3

and T 4 from homozygou s T 1 lines and F 1, F 2 of cro ss T 2öShaan 8212 w ere tested and analysed to reveal

inheritance of resistance to Kanam ycin o r to CM V. T he resu lts show ed that resistance steadily and strongly

exp ressed in tested popu la t ion s. T 2, T 3 and T 4 w ere in homozygou s condit ion show ing h igh resistance to

Kanam ycin and to CM V. T he resistance w as dom inan t over sen sit ivity to Kanam ycin o r su scep t ib ility to

CM V in F 1 p rogen ies. F 2 segregated to fit 3∶1 rat io. It w as concluded that resistance to Kanam ycin and

resistance to CM V w ere condit ioned by single dom inan t genes.

Key words: t ran sgen ic ch ili pepper; CP gene; CM V ; Kanam ycin; inheritance of viru s resistance
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