
综　　述

生物技术在我国烟草研究领域的应用＊

杨铁钊1 　鲁黎明1　王瑞华2

(1 河南农业大学农学院　河南郑州　450002;2 郑州烟草研究院　河南郑州　450001)

摘　要:烟草是重要的经济作物 , 也是研究植物生命活动的模式植物。随着分子生物学研究的不断深入 , 分子生物学的研究手段

在烟草基础理论研究领域得到了越来越多的应用 , 并且取得了重大进展。本文综述了生物技术在我国烟草研究领域的应用及取得

的成就 ,并对以后的发展趋势进行了展望。
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栽培烟草在植物分类上属于茄科烟属的红花烟草

及黄花烟草种。它是一个重要的经济作物 ,在我国的

国民经济中扮演着重要的角色 。同时 ,作为一个模式

植物 ,烟草在植物生命科学的研究中发挥着十分重要

的作用 。随着分子生物学研究的快速发展 ,生物技术

在烟草基础研究方面得到了广泛的应用 。1995年 ,利

用分子标记技术 ,首先发现了抗烟草根黑腐病相关的

烟草基因型。随后 ,在病原菌的同源性分析 、病毒的序

列及分子进化分析 、病原菌及病毒的检测方面 ,运用生

物信息学及分子生物学的研究手段 ,也取得了重大成

就。作为模式植物 ,烟草在生物功能基因组研究中 ,占

有举足轻重的地位 。运用基因工程手段 ,先后将生物

的一些与抗病 、抗虫 、抗旱 、抗盐 、抗冷 、抗热 、抗除草剂

以及光合作用 、营养元素的吸收利用等相关的转录因

子或功能蛋白转入烟草 ,并获得了这些性状得到改善

的转基因烟草。本文对生物技术在烟草抗病 、抗虫 、抗

逆及光合作用 、营养元素利用等研究方面的应用进行

了综述 ,并对以后的发展趋势进行了展望。

1　优质与高光效研究

近年来 ,生物技术在作物遗传育种领域的应用 ,使

得传统的作物育种发生了重大的变化。人们利用基因

工程手段来改良作物品种 ,获得了巨大的成功 。生物

技术在我国烟草育种的应用 ,同样取得了很大的成效。

江豪等
[ 1]
,利用花粉管通道法 ,直接将外源紫云英基因

组DNA导入烤烟品种 Coker319 。然后 ,通过与常规育

种手段相结合 ,选育出了优质(特别是香气质好 ,香气

量大)、适产 、抗病 、适应性广 、抗逆性强的烤烟新品系

金烟 6号。金烟 6号的上等烟比例最高达 38.58%,均
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价达 3.02元/kg 。其内在化学成分协调 ,叶片含钾量

最高可达 3.02%。

烟草的光合作用是烟叶产量及品质形成的前提和

基础。因此 ,提高烟草的光合效率是提高烟叶产量和

品质的重要措施 。周玮等(2003)[ 2] 对Mn-SOD高表达

转基因烟草品系进行了 CO2 、光强对烟草光合作用及

蒸腾作用的影响及不同叶位叶片的光合差异的研究 ,

结果表明 , 转基因烟草 CO2 补偿点最高(105 μmol·

mol-1), CO2 浓度对非转基因烟草蒸腾作用的影响比

对转基因品系的影响要强;转基因烟草的光补偿点最

低(25μmol·m-2.s-1),并且强光对非转基因烟草的光

合作用抑制大 ,转基因品系对强光具有较强的耐受力;

相同叶位的叶片相比 ,转基因烟草的光合速率 、蒸腾速

率比对照更具优势。

2　提高营养元素利用效率的研究

我国是一个资源相对贫乏的国家 。在农业生产

中 ,肥料利用效率低是制约生产发展的重要因素之一。

因此 ,提高农业资源的利用效率 ,是实现我国农业可持

续发展的重要前提。基因工程在作物遗传育种领域的

应用 ,将为这一问题的解决 ,开辟一条崭新的途径 。

2.1　钾

烟草是对钾需求量较大的作物 ,而我国耕地土壤

中缺钾则是一个普遍存在的问题 。因此 ,如何提高烟

草对钾的利用效率 ,是摆在烟草科技工作者面前的重

大课题 。郭兆奎等(2005)
[ 3]
,利用农杆菌介导的遗传

转化法 ,将拟南芥的钾转运体基因AtKUP1转入烟草 ,

经PCR及 Southern杂交分子检测 ,证实AtKUP1已经整

合到烟草基因组中。荧光定量 PCR分析的结果表明 ,

AtKUP1基因已经在烟草中成功进行转录。对转基因

阳性植株后代的分析表明 ,其叶片含钾量达 2.63%,

比对照提高了近 45%。

2.2　磷

磷是植物生长发育所必需的三大营养元素之一。

在农业生产中 ,虽然每年都要施用大量的磷肥 ,然而 ,

据估计当季磷的利用率仅有 10%～ 20%,其余的部分

则在土壤中被固定。因此 ,提高土壤中磷的利用率 ,也

是迫切需要解决的问题之一。在利用基因工程手段改

善作物对磷的利用效率方面 ,我国的烟草科技工作者

进行了有益的尝试。孔凡利等(2005)[ 4] ,将枯草芽孢

杆菌植酸酶基因转入烟草 ,然后 ,检测转植酸酶基因烟

草对植酸磷的吸收和利用与对照的差异 。试验在无菌

培养基 、砂培和土培中进行。研究的结果表明 ,在无菌

培养条件下 ,与对照相比 ,转基因烟草的生物量提高了

3.6 ～ 10.7倍 ,总磷吸收量提高了 2.2 ～ 4.6倍 ,说明转

植酸酶基因烟草对植酸磷的吸收利用能力有了显著提

高。而在砂培和土培试验中 ,两者在生物量和总磷吸

收量方面的差异不显著。因此 ,他们认为在无菌条件

下 ,转植酸酶基因可以提高植物吸收利用植酸磷的能

力 ,而在自然条件下 ,转基因植物不能充分发挥作用。

3　烟草抗逆研究

在农业生产中 ,干旱 、盐碱及冷害是常见的自然灾

害。烟叶生产中 ,干旱常常限制烟叶产量的提高和品

质的改善。开展农作物的抗逆性研究 ,对于农作物提

高产量 、改善品质具有十分重要的意义 。

3.1　抗旱

赵恢 武 等 (2000)[ 5] 将 拟 南 芥 (Arabidopsis

thaliana)的干旱诱导性启动子 Prd29A及酿酒酵母的

海藻糖-6-磷酸合酶基因(TPS)克隆出来 ,然后构建到

植物表达载体上 ,利用根瘤农杆菌 ,将外源基因转入烟

草。对转基因烟草进行 Southern及Northern检测 ,结果

表明 , TPS 基因已经整合到烟草的基因组中 ,并且其

表达受到干旱胁迫的诱导 。转基因烟草的形态也发生

了变化 ,其株高变矮 、茎杆变细 、叶片变成柳叶状 ,抗旱

性明显增强。

3.2　抗盐

甜菜碱是广泛存在于生物体内的一种重要的渗透

调节物质 ,它广泛参与生物体内的渗透调节 。李秋莉

等(2003)[ 7] 将胆碱单加氧酶(Choline monooxygenase ,

CMO)cDNA 从 盐 生 植 物 辽 宁 碱 蓬 (Suaeda

liaotungensis Kitag)中分离出来。然后 ,构建植物表达

载体 pBI121-CMO ,并利用根癌农杆菌 (Agrobacterium

tumefaciens)介导转化烟草(Nicotiana tabacum L.cv.

89),最后 ,获得了具有卡那霉素抗性的阳性植株。耐

盐性鉴定试验证明 ,转基因烟草能在含 250 mmol/L

NaCl的培养基中正常生长 ,表现出一定的耐盐性。生

理指标的测定表明 ,转基因烟草膜的相对电导率明显

低于对照 ,其甜菜碱含量则明显高于对照。

ERF 是一类与逆境胁迫相关的转录因子 。OPBP1

即属 ERF 类转录因子 。刘文奇等(2002)[ 8] 将烟草的

OPBP1基因对烟草进行转化 ,获得了该基因超表达的

植株。转基因阳性植株的耐盐能力明显增加。在含

200mmol/L NaCl的 1/2MS培养基上 ,非转基因烟草的

种子不能萌发 ,而转基因烟草种子的萌发率都在 60%

以上 。在进行 Northern 杂交后 , 他们发现OPBP1 基因
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表达的程度有所不同 ,其表达的丰度与其耐盐性表现

呈一定的正相关 。

何培民等(2001)[ 9] 将土壤细菌(A.globiformis)

的乙酰胆碱氧化酶(COD)基因(codA)利用农杆菌介导

法转入到烟草中 ,并成功获得了阳性植株 。通过West-

ern印迹鉴定及金标免疫分子定位分析 ,证明 codA 在

转基因烟草中得到表达 ,并将表达产物(COD)定位在

叶绿体中 。对转基因植株的抗盐能力的分析结果表

明 ,转基因植株比对照植株具有更高的抗盐性 ,其中

1.0 ～ 1.5 cm 的幼小植株可在含 400 mmol/L NaCl 的培

养基上存活30天以上 ,6 ～ 8 cm的较大的植株也能在

该浓度下较好生长。

周涵韬等 (2004)[ 10] 将从 红树 植物白 骨壤

(Avicennia marina)分离出的耐盐基因 CSRG1转入烟

草 ,获得了 11个转基因阳性品系 。分子检测的结果表

明 ,CSRG1基因在转基因阳性植株中得到表达 。耐盐

性鉴定结果显示 ,在含 NaCl 2%及由全海水(盐度为

24)配制的 MS培养基上 ,转基因植株的成活率仍能保

持在 80%～ 90%,株高比对照增加 20%～ 40%。

AtNHX1是鉴定出的第一个高等植物 Na+/H+反

向转运蛋白。它的过量表达 , 可使拟南芥在含

200mmol/L NaCl 的介质中正常生长 。王先艳等

(2003)[ 11]将AtNHX1 从拟南芥中克隆出来并转入烟

草。结果发现 ,转基因阳性烟草植株的耐盐能力得到

极大提高 。在含NaCl 3%的MS培养基上 ,转基因烟草

叶盘的存活率为 61%,而对照叶盘则全部死亡 。

3.3　抗热

刘明求等(2005)[ 6]通过对高表达 Mn-SOD及 POD

的转基因烟草品系的研究表明 ,与对照相比 ,转基因烟

草品系的SOD活性更强 、丙二醛含量更低 、其生物量

受到的影响变小 。其中 ,转基因 POD高表达品系耐

38℃高温的能力最强。由此 ,他们认为 ,通过转基因的

方法可以提高植物的抗热性。

3.4　抗冷

冷害是在农业生产上常见的一种造成农作物减产

甚至绝收的自然灾害 。基因工程技术为抗冷品种的培

育开辟了一条新的途径 。甄伟等(2000)[ 12] 将拟南芥

的冷诱导基因的转录因子CBF1(C-repeat binding fac-

tor)转入烟草中。然后 ,对经 PCR及 Southern检测阳性

的转基因植株用电解质渗漏法检测其抗寒性 。结果表

明 ,转基因烟草的电导率较阴性对照低 ,表明其抗寒性

有了一定程度的提高 。

4　抗病虫研究

4.1　病原菌及病毒分子生物学特征分析

4.1.1　分子标记的应用

作为一种特殊的遗传标记 ,分子标记是二十世纪

八十年代后期发展起来的 。它在基因组水平上反映了

生物的遗传多样性 ,广泛应用于遗传育种与种质资源

的研究。在植物上应用较多的 DNA分子标记有 RFLP

(Restriction Fragment Length Polymorphism , 限制性片断

长度多态性), RAPD(Random Amplified Polymorphic

DNAs ,随机扩增多态性 DNA),AFLP(Amplified Fragment

Length Polymorphism , 扩增片段长度多态性)及 SSR

(Simple Sequence Repeat ,简单重复序列)等 。目前 ,在

烟草研究中应用较多的是 RAPD分子标记 。

RAPD的原理是以随机排列的长度约为 10bp的寡

核苷酸序列为引物 ,对植物的基因组 DNA进行随机扩

增 ,经琼脂糖凝胶电泳后 ,最后通过凝胶成像显示出基

因组 DNA序列的多态性。

早在二十世纪九十年代 ,国外学者就已经发现了

2个与烟草根黑腐病抗性基因紧密连锁及 5个与烟草

野火病抗性基因连锁的 RAPD标记
[ 13]
、
[ 14]

。

张修国等[ 15](2001)利用 RAPD标记对烟草黑胫病

菌全基因组 DNA遗传多态性进行了研究 ,并对其与来

源不同的烟草黑胫病菌株的亲缘关系 、致病性强弱的

关系进行了分析 。结果表明 ,烟草黑胫病菌具有稳定

的遗传多态性 ,来源不同的菌株亲缘关系相近 ,不同年

份黑胫病菌株的遗传分化与黑胫病发生危害程度呈正

相关 。

4.1.2　序列分析与分子进化分析

烟草丛顶病是发生在云南西部烟草种植区的一种

严重病害 。导致烟草丛顶病的病毒有烟草脉扭病毒

(Tobacco vein distorting virus , TVDV)及烟草丛顶病毒

(Tobacco brushy top virus , TBTV)。一般把 TVDV作为

黄症病毒科的成员 。莫笑晗等(2003)[ 16] 通过分析黄

症病毒科及马铃薯卷叶病毒属成员的核酸序列 ,设计

出简并引物。然后 ,利用 RT-PCR的方法 ,从烟草丛顶

病烟株总 RNA中扩增得到了长度为 1654bp 的片段。

通过序列分析及对所编码蛋白的分子进化树分析 ,证

实TVDV为黄症病毒科的确定成员 ,同时 ,他们推测

TVDV还应当是马铃薯卷叶病毒属的一个新成员。这

是TVDV的分子生物学特征的首次报道。此外 ,他们

还获得了 TBTV 的核苷酸全长序列 ,这是国际上完成

的首个烟草丛顶病毒全序列测定[ 17] 、[ 18] 。
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4.2　利用基因工程的手段提高烟草抗病性

张凯等(2005)[ 19]将烟草花叶病毒(Tobaccomosaic

virus , TMV)的部分运动蛋白基因(■MP)构建成反向

重复结构 ,构建到植物表达载体 pBin438上 ,然后 ,通

过农杆菌介导法转化烟草(Nicotiana tabacum)品种云

烟87 ,并获得了50株转基因烟草。对转基因烟草进行

的TMV接种实验显示 ,转基因烟草对 TMV 的抗性包

括3种类型:免疫型(10%), 抗病型(4%)及感病型

(86%)。Northern印迹分析表明 ,目标基因mRNA在不

同抗病类型植株中的积累量存在明显差异 ,其积累量

与抗病性呈负相关。

李为 民 等 (2004)[ 20] 对 海 岛 棉 (Gossypium

barbadense)GbRac1基因的研究发现 ,该基因受棉花黄

萎病菌(Verticillium dehliae)的诱导。将其从海岛棉中

克隆出来后转化烟草 ,然后对转基因烟草的离体叶片

进行抗赤星病(Alternaria alternata)鉴定 。结果表明 ,

转基因烟草对烟草赤星病的抗性有了明显的提高 。因

此 ,他们认为 ,GbRac1 基因在植物抗病基因工程中具

有一定的应用前景。

Ah-AMP 是属于橡胶素类的抗菌肽 ,在体外具有

很强的抗真菌和细菌的特性 ,而且对植物细胞和哺乳

动物细胞无害。陈艳等(2003)[ 21] 将该基因从苋属植

物千穗谷(Amarathus hypochondriacus)中克隆出来 ,通

过根癌农杆菌介导方法对烟草进行了遗传转化 ,最后

筛选出两株抗性较强的 T0 植株。对 T1代植株的抗青

枯病分析表明 ,其抗病性比对照分别提高了 2.24 和

1.62 个级别;其病情指数分别降低了 49.6%和

37.3%,同时 ,转基因烟草对黑胫病也表现出一定的抗

性。

隐地蛋白(cryptogein)是一种隐地疫霉 (P.

cryptogein)所特有的蛋白类激发子 , 分子量约为

10kD ,由 98个氨基酸组成 。研究发现 ,用低浓度的激

发素(elicitin)处理茄科 、十字花科等非寄主植物时 ,可

诱导植物产生免疫反应 ,并使其获得对病原物的系统

抗病性 。根据激发素诱导产生免疫反应的能力差异 ,

它又可分为α-激发素及 β-激发素 ,隐地蛋白就属 β-激

发素[ 22] 。蒋冬花等(2002)[ 22] 将 cry 基因的 13 位赖氨

酸突变成缬氨酸 ,从而获得突变基因CryK13V 。将此

突变基因转入烟草 ,并对其阳性植株进行接种试验 ,结

果表明 ,转基因阳性植株对黑胫病菌 、赤星病菌和野火

病菌等的抗性均有提高。对该基因表达的分子检测还

证明 ,它表达的丰度与转基因植株的抗病性正相关 。

β-1 ,3-葡聚糖酶及几丁质酶是两个近年来研究较

多的与抗真菌有关的蛋白 ,它们在体外能水解几丁质

与葡聚糖这两种真菌细胞壁的主要成分[ 23] 。蓝海燕

等(2000)
[ 23]
将这两个基因转入烟草 ,分子检测后 ,对

转基因阳性植株进行了活体接种试验 。结果表明 ,与

对照相比 ,转基因植株具有较强的抵御赤星病菌侵染

的能力。

4.3　抗虫研究

在农业生产中 ,因害虫危害所造成的产量损失可

达收获总量的 20%～ 30%[ 24] 。生物抗虫基因的发现

以及在烟草等作物中的成功转化 ,为农作物的害虫防

治提供了一种新的选择。

外源抗虫基因的种类:

苏芸金杆菌(Bacillus thuringiensis , Bt)毒蛋白基

因 Bt内毒素基因是发现最早的生物抗虫基因 ,其有效

成分是 cry1A。然而 ,天然的 Bt内毒素基因在转入植

物后 ,其杀虫活性较低。经过人工改造或合成的 Bt内

毒素基因 ,由于增加了植物偏好的密码子G 、C ,其杀虫

活性可以提高 10倍左右
[ 25]
。1987 年 ,比利时科学家

首次将 Bt毒蛋白基因导入烟草 ,在烟草内成功表达 ,

并获得能够有效地抵抗 1 龄烟草夜蛾 (Manduca

sexta)幼虫侵害的转基因烟草
[ 25]
。

从生物安全角度来看 ,叶绿体转化的优点在于它

能防止基因的漂移。张中林等[ 26] 、[ 27]将 crylAc基因与

水稻叶绿体 psbA 基因的启动子和终止子一起构建成

烟草叶绿体转化载体 pTRS8 ,对烟草进行了成功转化 ,

并获得了对谷实夜蛾(Heliothis zea)3 龄幼虫具有较

强的毒杀作用 ,并能显著抑制幼虫蜕皮及发育的转基

因阳性植株。

同时 ,通过改变与优化启动子 ,石春林等获得了

cryIA的表达量提高 2.44倍的转基因烟草[ 24] 。

雪花莲凝集素(Galanthus nivalis agglutinin , GNA)

植物外源凝集素(lectin)是广泛存在于植物中的一类

植物蛋白 ,其中 ,以雪花莲凝集素的抗虫效果最好 。其

特点是 ,对刺吸式口器害虫如蚜虫 、褐飞虱 、叶蝉等的

抑制效果较好 ,对鳞翅目害虫具有中等抗性 ,并且对动

物几乎无害。转基因的实践证明 ,转GNA 的烟草 ,对

烟蚜(Myzus persica)及烟芽夜蛾(Heliothis viresce)的

幼虫具有明显的抑制作用[ 24 , 28 ,29] 。

植物蛋白酶抑制剂(Protease inhibitor , PI)植物蛋

白酶抑制剂是一类含量比较丰富的小分子蛋白 ,能抑

制昆虫消化道的特异蛋白消化酶的活性 ,所以 ,当昆虫

摄食了 PI后 ,外来蛋白的消化就会受到影响 ,最终造

成昆虫的正常发育受到阻断 ,导致其死亡 。在植物蛋
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白酶抑制剂中 ,丝氨酸蛋白酶抑制剂的研究最深入。

作为丝氨酸蛋白酶抑制剂家族的一个亚家族 ,蛋白酶

抑制剂 II(PI-II)具有 2 个活性位点 ,能够分别抑制胰

蛋白酶(trypsin)和胰凝乳蛋白酶(chymotrypsin )的活

性。由于丝氨酸蛋白酶是鳞翅目和双翅目昆虫的主要

消化酶 ,所以丝氨酸蛋白酶抑制剂基因的导入 ,可使植

物获得对这两类昆虫的抗性
[ 30]
。

在转基因实践中 ,豇豆胰蛋白酶抑制剂(cowpea

trypsin inhibitor , CpTI)基因 、番茄的 PI- II和 PI-I(仅能

抑制胰凝乳蛋白酶)、甘薯 (Ipomoea batatas)、芥菜

(mustard trypsin inhibitor , MTI)以及大豆的Kunitz型胰

蛋白酶抑制剂基因被分别转入烟草 ,结果表明 ,转基因

烟草可使烟芽夜蛾幼虫 、谷实夜蛾 、烟草天蛾

(Manduca Sexta)、棉铃虫 、斜纹夜蛾幼虫 、海灰翅夜蛾

(Spodoptera littoralis)幼虫的生长显著受阻[ 24] 。

谢先芝等(2002)[ 30]的试验首次揭示了内含子在

转基因植物中外源抗虫基因表达中的作用。他们分别

将番茄 PI- II基因的 cDNA tin2和含有一个 109 bp内

含子的基因组 DNA tin2i转化烟草 ,获得了两类转基因

植株。抗虫活性检测显示 ,转 tin2i的烟草对棉铃虫幼

虫的抗性高于转 tin2基因的烟草 。因而 ,他们推测这

可能与 tin2i序列中内含子的存在有关。同时 ,该研究

还表明 ,抑制鳞翅目幼虫生长的是胰蛋白酶抑制剂而

不是胰凝乳蛋白酶抑制剂 。

双价抗虫基因 转基因抗虫作物在生产实践中的

应用 ,产生了巨大的社会经济效益 。然而 ,随着转基因

抗虫作物推广面积的不断扩大 ,靶标害虫对抗虫基因

的抵御能力也不断增加 ,由此而造成的生态风险也逐

步加大。因此 ,如何扩大转基因抗虫作物的抗虫谱 ,减

缓其抗虫能力的丧失 ,是摆在科学家面前的重大课题。

双抗虫基因或多抗虫基因共同在植物中表达策略的提

出 ,为这一问题的解决提供了一种有益的选择 。

运用不同的转化策略 ,先后获得了 cryIAb 和 cry-

IC 、人工合成的GFM cryIA基因和经过修饰的 CpTI基

因 、人工合成的 GFM cryIA 基因和密码子优化后的

GNA基因共表达的转基因烟草 。这类转基因烟草对

棉铃虫 、蚜虫 、烟芽夜蛾以及小地老虎 (Agrotis

ypsi lon)各龄幼虫的抑制效果明显增强[ 24] 。

4.4　病原菌及病毒的检测

在分子生物学研究中 ,PCR技术常用来对目的基

因进行特异性的扩增。它的优点是模板需要量小 ,扩

增的效率高。因此 ,利用 PCR的这种特点 ,可以对病

原菌及病毒进行特异性扩增 ,从而达到快速检测的目

的。

4.4.1　烟草黑胫病菌的快速检测技术

谢勇等(2000)
[ 31]
根据疫霉属真菌(Phytophthora

spp.)rDNA ITS区段的 DNA序列设计了 1对 17bp的特

异寡聚核苷酸引物 ,对不同来源(病原菌 、病组织及感

病土壤)的烟草黑胫病菌进行了特异性扩增试验。结

果发现 ,从这些不同来源的烟草黑胫病菌中都扩增到

了长度为 879bp的特异目的片段 ,而其它病原菌则无

此扩增产物。

4.4.2　烟草花叶病毒(Tobacco mosaic virus ,TMV)的检

测

在植物病毒病的防治中 ,病毒的鉴定和检测起着

十分关键的作用。刘凌凤等(2003)[ 32] 设计了一种新

型的荧光探针 ,即分子信标 ,来对烟草花叶病毒进行检

测。相对于 RT-PCR的方法而言 ,这种方法简便 、快

捷 ,无须对病毒进行严格的分离和纯化 ,为植物病毒分

子生物学的研究提供了新的手段。

4.4.3　烟草丛顶病的分子检测

云南烟草研究所[ 18]根据烟草丛顶病毒的复制酶

基因的序列 、似卫星 RNA(Satellite-like RNA)的部分序

列及烟草脉扭病毒的外壳蛋白基因的部分序列 , 设计

了特异的寡核苷酸引物 ,其扩增长度分别为 471 bp 、

622 bp及 372 bp 。利用这些引物 ,应用 RT-PCR的方

法 ,可从病烟和带毒蚜虫中特异灵敏地检测出烟草丛

顶病毒。

5　除草剂研究

亮氨酸 、异亮氨酸以及缬氨酸合成途径中 ,第一个

共同的酶就是乙酰乳酸合成酶(ALS)。磺酰脲类除草

剂(chlorsulfuron sulfometuron methyl)通过抑制乙酰乳酸

合成酶的活性 ,阻断氨基酸合成途径 ,从而达到除草的

目的。拟南芥中 ALS第 197位点的 Pro突变为 Ser后 ,

ALS不再受磺酰脲类除草剂的抑制 ,从而使该拟南芥

突变系表现出抗磺酰脲类除草剂的作用[ 11] 。王先艳

等(2003)
[ 11]
将突变基因 als 分离出来 ,并转入烟草。

结果发现 ,转基因阳性烟草植株的抗除草剂能力提高

了近 1000倍 。

6　抗重金属污染

重金属污染是环境污染的重要组成部分 。修复被

重金属污染的环境 ,是一项投入巨大的系统工程。在

环境修复的措施当中 ,植物修复具有无二次污染 、效率

高 、操作简便易行 、费用低廉的优点 ,因而在环境修复
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中发挥着十分重要的作用 。

6.1　汞

汞是土壤水重金属污染的主要污染源之一。汞在

环境中以单质汞 、离子汞和有机汞(如甲基汞)3 种形

态存在。其中 ,甲基汞的生理毒性最高 ,单质汞的毒性

最小 。人们发现 ,在受汞污染的土壤中存在一种细菌 ,

可以把甲基汞转变为离子汞 , 再把离子汞转变为单质

汞 , 并将其排出。在这个过程中有两个关键的基因 ,

即 merA 和merB , 其中 merA基因编码汞还原酶 , 能将

离子汞转变为单质汞 , merB 基因编码的酶则催化甲基

汞转变为离子汞 [ 33]。田吉林等(2002)[ 33] 将 merB 基因进

行序列改造后 , 利用农杆菌介导法转入烟草。结果显

示 , 在水培条件下 , 转基因株系最高可抗 2.5mmol/L

的醋酸苯汞(PMA),而对照非转基因烟草的幼苗在 0.1

mmol/L 的 PMA 下即死亡。由此可见 ,转基因阳性植

株对有机汞表现出了较强的抗性。

6.2　镉

镉是污染空气 、水体以及土壤的另一个重要的污

染源 ,在耕作土壤中 ,镉是主要的重金属污染元素 。在

土壤中 ,镉具有容易流动 、并且易于被植物吸收的特

点 ,所以 ,在治理被镉污染的土壤时 ,植物修复是首要

的选择。

金属硫蛋白是一类金属结合蛋白 ,其分子量较小 ,

含有α、β两个结构域 。研究发现 ,它与细胞内重金属

的浓度调节有关 。张晓钰等(2000)
[ 34]
将其中的 β 结

构域用α结构域来取代 ,从而得到了突变体αα。将此

αα-cDNA转入烟草 ,并获得了 Cd2+抗性得到提高的转

基因阳性烟草植株 。Cd
2+
抗性鉴定试验的结果显示 ,

转基因植株在 200 μmol/L CdCl2 的条件下能够正常生

长 ,在含有 400μmol/L CdCl2 的培养基上也可以存活。

相比之下 ,阴性对照在 100μmol/L CdCl2 时 ,其生长发

育即受到严重阻碍 ,甚至死亡 。

7　问题与展望

近年来 ,随着分子生物学研究的快速发展 ,烟草作

为一种模式植物 ,在分子生物学的研究领域中发挥着

越来越大的作用 。同时 ,作为一种重要的经济作物 ,人

们在烟草的生长发育 、抗逆 、抗病虫等基础理论研究方

面 ,也越来越多地采用了分子生物学研究的手段与方

法 ,并取得了明显成效。然而 ,与水稻 、玉米 、小麦等作

物相比 ,烟草在分子水平的研究上 ,还存在着相当大的

差距 。具体表现在:对烟草基因组信息缺乏了解;对一

些控制烟草重要经济与农艺性状(如抗病性 、品质等)

的功能基因所知不多 ,功能基因定位比较缺乏;分子标

记辅助育种工作尚未完全展开等等 。同时 ,还应该看

到 ,与国外相比 ,在运用分子生物学的理论与方法进行

烟草基础理论研究方面 ,还存在着比较大的差距。烟

草在国外更多地是作为一个模式植物 ,在分子水平上

就有关生长 、发育 、光合及代谢等重大基础问题来开展

研究。而在国内 ,烟草则主要是作为植物功能基因组

研究的载体来发挥作用的。此外 ,在对转基因作物安

全性的认识上 ,人们存在着两类截然不同的看法。一

种意见认为 ,只要不能证明转基因作物是安全的 ,那么

它就是不能食用的;另外一种看法则认为 ,只要不能证

明它对人类健康是有害的 ,那么转基因作物就是安全

的。在我国的农业生产中 ,烟草主要是作为一个供人

们吸食的特殊作物。鉴于人们对转基因作物安全性的

顾虑 ,在育种实践中 ,利用基因工程的方法对烟草进行

农艺 、经济性状及品质的改良 ,一直被视为一个禁区。

然而 ,从世界范围内粮食作物的种植状况来看 ,转基因

的大豆及玉米已经在生产上推广多年 ,并且已经在人

们的日常食物的构成中 ,占有一定的比例。实践证明 ,

转基因作物的安全性还是具有相当大的保障的。所

以 ,转基因水稻很可能是下一个获准在田间释放的粮

食作物 。因此 ,在人们对转基因作物的安全性进行重

新认识后 ,转基因烟草将成为人们所关注的对象。所

以 ,无论从遗传转化 ,还是从生物安全的角度而言 ,应

加强无筛选标记基因 、外源基因的特定时空表达 ,以及

更高效 、安全的转化手段等方面的研究 。同时 ,还应当

深入挖掘烟草自身的基因资源 ,加强烟草野生种种质

资源的研究 ,建立烟草核心种质库。尽快启动烟草全

基因组测序计划 ,加快烟草功能基因组研究进程 ,最终

将烟草自身优异的功能基因转化到烟草中 ,以获得优

质 、抗病 、适产的烟草新品种。

可以预见 ,随着烟草基础研究的不断深入 ,烟草基

因组的测序工作将很快完成 ,烟草主要农艺经济性状

的基因定位将成为研究工作的重点 ,烟草功能基因组

研究将全面展开 ,分子生物学手段与方法将在烟草基

础研究领域中得到全面的应用 。
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