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摘要:商陆抗病毒蛋白 ( PAP )是一种广谱的植物抗病毒蛋白. 本试验以商陆叶片为外植体,在附加 0. 5 m g /L 2, 4-D ( 2, 4

-二氯苯氧乙酸 )和 0. 5 mg /L 6-BA ( 6-苄氨基嘌呤 )的 M S培养基上诱导愈伤组织,通过继代筛选培养获得 3个稳定的

愈伤组织株系: 黄色系 ( Y-型 )、粉色系 ( P-型 )、红色系 ( R-型 ), 不同株系具有不同的生长特性. N orthe rn杂交结果证明不

同株系中 PA P基因转录水平有明显差异.离体烟草叶片摩擦接种实验表明, 不同株系的蛋白提取液对 TM V均具有显著

抗性, 其中黄色株系具有较明显的优势. 商陆离体愈伤组织的研究为生产安全、高效的植物源抗病毒制剂提供了一定基

础.
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  商陆抗病毒蛋白 ( PAP)是从美洲商陆 (Phy to lacca

americana L. )植株体内 (主要是从叶片和种子 )分离

出来的碱性蛋白质,属于 I型核糖体失活蛋白
[ 1]

. PAP

具有广谱的抗病毒能力, 它不但对植物病毒: TMV、

CMV、AMV、PVX、PVY、CaMV、ACMV 具有抑制作

用
[ 2]

,而且对微生物病毒、动物病毒及人类免疫缺陷

型病毒 (H IV )等也具有一定的抑制
[ 3~ 5]

. 作为广谱的

植物抗病毒蛋白, PAP在植物基因工程及新药开发中

具有广阔的应用空间.人们试图将 PAP基因在大肠杆

菌
[ 6]
、酵母

[ 7]
中进行表达以获得活性抗病毒蛋白, 用

以弥补天然集成、栽培提取中所存在的资源短缺、成本

高等缺陷.在外源表达系统中虽然可以检测到活性蛋

白的存在,但因为 PAP具有毒性作用, 影响了细胞的

生长和 PAP的积累.基于植物细胞全能性理论, 通过

细胞大量增殖达到目的产物富集的离体培养技术, 是

目前进行 PAP开发和利用的一条捷径. 本实验通过商

陆愈伤组织的诱导、筛选,对不同株系中 PAP基因转

录水平的表达差异、蛋白组成以及 PAP对 TMV的抗

性进行了比较研究, 为商陆离体培养生产植物源高效

抗病毒制剂奠定基础.

1 材料与方法

1. 1 材  料

美洲商陆种子, 采自河南省卢氏; 心叶烟种子, 由

许昌烟草研究所提供; TMV病毒,由河南农业大学植

物保护学院蒋士君博士提供.

1. 2 商陆无菌苗诱导

挑选商陆种子, 用浓硫酸浸泡 10 m in, 用 10%的

次氯酸钠消毒 20 m in,最后用双蒸水冲洗 5次,置于无

激素 M S培养基上,光照培养,一个月左右可成苗.

1. 3 愈伤组织的诱导、继代和筛选

将无菌苗的叶片剪切成 0. 5 cm
2
的圆片, 置于附

加 0. 5 m g /L 2, 4-D和 0. 5 m g /L 6-BA的 M S培养基

上, 25( ? 2) e 暗培养, 诱导脱分化.诱导出的愈伤组

织按其生长势、质地、色泽进行筛选, 转接到新鲜培养

基上, 在 2 000 lx光照、25 ( ? 2) e 条件下继代培养

30 d.

1. 4 RNA提取及 N orthern杂交

Trizo l( G ibco公司 )法提取愈伤组织的总 RNA
[ 8]

.

不同愈伤组织株系总 RNA调至相同浓度
[ 9 ]

.

PAP基因序列: 5c端引物 I 5c-CGGGATCCAT-

GAAGGTGATGCTTGTAGT ( 28bp ) , 3c端 引物 II 5c-

AAAGTCGACTCAGAATCCTTCAAATAGATCAC ( 32bp );

采用地高辛标记 DNA杂交试剂盒 ( Boehringer M ann-

he im )标记 PAP cDNA探针.将相同浓度的愈伤组织总

RNA各 20 Lg甲醛变性电泳, 用毛细管法转移到 H y-

bond
TM

N
+

( Am-Pharm acia )膜上, 并按杂交试剂盒

( BoehringerM annhe im )规定程序进行预杂交、杂交、洗

膜和染色.

1. 5 不同愈伤株系的蛋白提取液对 TMV抗性

研究

  取新鲜愈伤组织 5 g加入蛋白提取液 ( 0. 1 m o l/L
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N aH 2PO4, 0. 1 m o l/L Na2H PO4, pH 6. 5), 冰浴中研磨成

匀浆, 3 500 r /m in离心 15 m in,取上清, 4 000 r/m in离

心 20 m in,收取上清即为蛋白提取液. 新鲜 TMV病叶

加入磷酸提取液 ( pH 6. 5), 冰浴中研磨匀浆, 灭过菌的

双层纱布过滤即得 TMV病毒液.

采摘心叶烟植株同一部位长势旺盛、大小均匀的

叶片, 留出少许叶柄用无菌棉纱包裹,喷适量蒸馏水保

湿,撒上少许石英砂, 在每片叶子的左半叶,用相同浓

度的愈伤株系蛋白提取液与病毒液等体积混合摩擦接

种,在右半叶用无菌水与病毒液等体积混合的处理作

为对照.接种后用蒸馏水冲洗, 放置于铺有湿润滤纸的

培养皿中, 于 28 e 暗培养. 每个处理做 3个重复. 3d

后统计处理和对照半叶的枯斑数,计算抑制率.抑制率

= (对照半叶平均枯斑数 -处理半叶平均枯斑数 ) A

对照半叶平均枯斑数 @ 100%.

2 结果与分析

2. 1 愈伤组织诱导和株系筛选

商陆叶片外植体接种 2周后, 在边缘形成肉眼可

见的愈伤组织. 愈伤组织呈现白色和粉红色的区别

(图 1a) .根据愈伤组织的生长势、质地、色泽进行筛选

和分型, 分为 3个型: P-型、Y-型和 R-型. P-型呈浅粉

色,水乳状, 结构疏松, 且生长旺盛 (图 1b) . Y-型呈黄

绿色, 质地紧密, 表面有瘤状突起, 生长较为缓慢 (图

1c) . R-型:呈深红色,质地松脆,生长迅速 (图 1d).

2. 2 不同愈伤株系生长特性比较

将不同愈伤株系分别按一定量接种在继代培养基

上, 20 d后测其鲜重,比较生长量.结果如表 1所示,其

中 R-型愈伤株系生长速率最高.

表 1 愈伤组织不同株系生长量比较

T ab. 1 G row th com pa rison o f different ca lli lines

株系 接种量 /g 收获量 /g 相对生长速率 /% 平均值

0. 162 8. 032 19. 52

P 0. 212 9. 153 18. 83 19. 23

0. 188 8. 975 19. 33

0. 203 5. 693 16. 67

Y 0. 152 6. 234 18. 57 17. 37

0. 174 5. 086 16. 88

0. 227 12. 551 20. 06

R 0. 193 13. 335 21. 18 20. 98

0. 167 12. 793 21. 69

 注: 相对生长速率: Rc= T - 1 ln ( W
2
/W

1
) 其中 T: 生长时间

( d) ; W 1:接种愈伤鲜重 ( g); W 2: 经 T天后愈伤鲜重 ( g).

 图 1 愈伤组织的诱导和筛选

a: 叶盘边缘诱导出愈伤组织; b: P-型愈伤组织;

c: Y-型愈伤组织; d: R-型愈伤组织

 F ig. 1 Ca lli induction and se lection

 图 2 不同愈伤株系的 N o rthern杂交

1. P-型愈伤组织; 2. Y-型愈伤组织; 3. R-型愈伤组织

 F ig. 2 N o rthern b lo t ana lys is o f different ca llus type

2. 3 N orthern杂交

不同愈伤株系总 RNA调至相同浓度后的电泳结

果及 Northern杂交结果如图 2. 3个株系中都检测到了

PAP基因的转录产物, 但转录水平存在差异. 其中 Y-

型愈伤株系杂交信号最强,说明其 PAP基因具有较高

的转录水平.

2. 4 不同愈伤株系蛋白提取液对 TM V抗性比

较

  采用浓度相同 ( 2. 86 Lg /mL)的不同愈伤株系蛋

白提取液,与 TMV病毒液等体积混合, 进行半叶法摩

擦接种.接种 2 d后, 被处理的烟草叶片开始发病, 左

右半叶枯斑数差异显著;第 3天枯斑稍有增大, 数目稍

有变化; 4 d枯斑大小与数目均趋于稳定, 从统计结果

(表 2)可以看出, 3个株系对 TMV均具有显著抗性,

其中 Y-型愈伤株系的枯斑抑制率最高, R-型愈伤株系

的枯斑抑制率最低 (图 3) .

3 讨  论

在植物脱分化过程中, 由于外植体本身细胞组成
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的差异以及外源激素的作用, 导致愈伤组织在形态组

织学、生理生化和遗传水平发生变异,体细胞无性系变

异在后续的继代过程中被放大并逐渐稳定下来形成不

同的株系.在雪莲
[ 10]
、百合

[ 11]
、紫草

[ 12 ]
等植物中, 都有

利用无性系变异筛选次生代谢高产株系的研究报道.

表 2 不同株系蛋白提取液对 TM V抗性比较

T ab. 2 Com parison of TM V resistence o f pro tein ex tracts

from diffe rent ca lli lines

株系 枯斑数 抑制率 /%

左半叶 右半叶

P 14. 5 49. 5 70. 7

Y 10. 5 46. 5 77. 4

R 19 42 54. 8

 图 3 愈伤株系对 TM V抗性鉴定

 F ig. 3 R esistance o f prote in extracts of different ca lli lines to

TMV

商陆作为重要的抗病毒植物近年来引起了广泛关

注,人们将 PAP基因转入烟草
[ 13]
、油菜

[ 14]
中进行表达

以提高作物抗病性;并试图将 PAP基因在微生物中进

行外源表达以便提取利用. 但通过离体培养途径合成

PAP并加以研究和利用还鲜有报道.李景原
[ 15]
在商陆

愈伤组织诱导中也发现较大的无性系变异,并利用单

细胞平板培养技术筛选出了色素高产细胞株. 陶文

沂
[ 16]
对美洲商陆不同愈伤组织色系进行了筛选,比较

了不同色系的蛋白质含量、组成以及部分区域的蛋白

质比例上的差异,推测白色愈伤系具有较高的 PAP合

成能力, 但对离体培养中 PAP的表达和活性未作研

究.本研究在进行美洲商陆愈伤组织诱导过程中,发现

愈伤组织在形成初始就有明显的颜色分化,在继代过

程中分化更为明显, 通过切割继代,形成了生长旺盛、

色泽均一的 3个株系. 3株系的组织形态及生长势不

同, Northern杂交结果证实 Y-型愈伤系 PAP基因转录

活性较高.在离体接种试验中, Y-型愈伤株系也表现出

了较高的抗 TMV病毒活性. 但 Y-型愈伤株系生长势

较弱, 而且质地较为紧密, 给大规模培养带来难度, 相

比之下 P-型愈伤株系具有更大的应用潜力, 对其大规

模培养过程中 PAP基因的表达调控应做深入研究.
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Construction ofOsICK 1PlantAntisense Expression Vector

ZENG Y a-m ing, HE Y -i bin, ZHANG Hong-x in, CHEN L iang
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( K ey L abo rato ry o f the M in istry o f Education fo r C e ll B io logy and T um o r C e ll Eng ineering,

Schoo l o f L ife Science s, X iam en U n iv ersity, X iam en 361005 , C hina)

Abstract: C y clin-dependent pro te in kinase s ( CDK s) have a centra l ro le in ce ll cy cle regu la tion. It can be inh ib ited by the binding o f

sm all pro tein CDK inhibito rs( ICK s). O sICK 1is a puta tive cy clin-dependent pro te in k inase inhib ito r g ene fo und in rice. The a im o f this

re search w as to study the fuctio n o fO sICK 1by expre ssing antisence O sICK 1in rice. F irs,t w e constructed a p lantO sICK 1antisense ex-

pression vecto r under the contro l of C aM V 35S prom o tor and NO S term inato r. T hen, the antisense g ene w a s in teg rated in to the g enom e o f

rice callus v ia Ag roba cte rium tum efa cien s EHA 105 m ediation. It prov ided a re liab le base fo r the func tion study onO sICK 1.

Key words: O sICK 1; antisense; expre ssio n v ecto r
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Selection the Calli Lines ofH igh PAP Production from

Phylacca america and Research in the

Resistence of PAP to TMV
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, GUO X iao- ling

2
, CU I Hong

1*
, WANG Y an-p ing

1

( 1. K ey L ab. fo r A g ricultura l B io techno log y in H enan A gr icu ltura lU n iv. , C en tre fo r T obacco Phy sio lo gy and

B iochem istry R esearch, Z hengzho u 450002, Ch ina; 2. C o lleg e o f O ceano graphy and Env iro nm enta l Sc ience,

X iam en U n iv. , X iam en 361005, Ch ina)

Abstract: PA P is a k ind o f bro ad spectrum antiv irus pro te in. A ca llus induc tion sy stem w as dev eloped for Phyto la cca am er icana on M S

m edium supp lem ent w ith 0. 5 m g /L 2, 4-D and 0. 5 m g /L 6-BA. T hree stab le type s spec ia lized in m o rpho log y, co lo r, and grow th charac-

teristic s w ere obta ined af te r 2-years subcu lture and se lec tion: type Y w as ye llow-green and com pac,t and g rew re lativ e ly slow. T ype P

w as w h ite pink and w atery. T ype R w a s dark red and crisp, and g rew fastes.t The re su lts N o rthern b lo t a lso revea led the different tran-

scription lev e l o f PA P gene in d ifferen t lines. D isease cha llenge test o f de tached tobacco leav es w ith TM V show ed tha t the re sistance w as

dram a tica lly enhanced w hen TM V treated by pro te in o f d ifferen t ca lli lines, e spec ia lly type Y. T he result im p licated that ca llus culture o f

P hyla cca am erica in v itro had a po ten tia l app lication in the pro duction o f the safe, e fficiency p lant v ira l inhibito r.
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