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的对比及示范试验
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摘 要 对同时表达黄瓜花叶病毒外壳蛋白C( M V C P )和卫星 R N A 的转基因烟草 N C 89 新品系

(N C 89
一

B )及单一表达 C M V C P 的转基因 N C 89 新品系 (N C 89
一

T )
,

在大田生产条件下进行了品比

及示范试验
。

结果表明
,

在抗病性方面
,

转基因 N C 89 明显高于未转基因 N C 89
,

其 中 B 品系对

C M V 的相对防效达 80 %左右
,

T 品系对 C M V 的相对防效达 20 纬左右 ; 在农艺性状方面
,

转基因

N C 8 9 较对照有较显著改善
,

产值
、

产量
、

上等烟比例均有提高
,

但种性未变 ; 在原烟品质方面
,

转基

因 N C 8 9 与对照基本一致
。

关键词 烟草 转基因 N C 89 抗病性 农艺性状

利用植物基因工程技术将与病毒有关的核酸序列
,

如病毒外壳蛋白基因
,

卫星 R N A 基

因
,

复制酸亚基基因等
,

导入作物以获得转基因作物对该病毒甚至相关病毒的抗 性
,

已在 21

个国家
、

25 余种作物上取得成功田
,

从而开创 了基因工程抗病育种新领域
。

目前抗几种主要烟

草病毒的转基因烟草均已获得闭
,

有些已进人大田试验及示范比
`〕 。

如何进一步提高转基因烟草的抗病水平
,

是基因工程抗病育种的关键
。

在以前的研究中
,

均采用单基因抗病毒策略
,

即针对某一种病毒
,

转基因植株中只存在一种抗病基因
,

或是病毒

外壳蛋白基因
,

或是卫星 R N A 基因
,

因此抗病水平较低川
。

为使转基因烟草对病毒具有多基

因抗性
,

我们将黄瓜花叶病毒的外壳蛋白基因和卫星 RN A 基因同时导人烟草
,

并选育出了纯

合品系川
。

本研究拟通过大田品比及示范试验
,

比较具有多基因抗性的转基因烟草品系与具有

单基因抗性的转基因烟草品系的抗性水平
。

同时
,

为验证转基因 N C 89 的原品种特性是否发生

变异
,

还对其主要植物学及农艺性状
、

原烟品质等进行了测试
。

1 材料和方法

.1 1 材料及来源

N C 89
一

B
:

同时表达黄瓜花叶病毒外壳蛋白C( M V C P) 及卫星 RN A 的转基因 N C 89 品系
。

1 9 9 4一 0 9一 1 1 收稿
。
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N C89
一

T
:

单一表达 CM V P C的转基因 N C89 品系
。

N C89
一 e k

:

未转基因 N C9 8(对照 )
。

以上材料均由河南省农科院烟草所提供
。

1
.

2 试验设计

品比试验分别在河南省农科院烟草研究所及禹州市郭连乡闻楼村进行
。

试验地前茬作物

为大豆
,

砂质壤土
,

肥力中等
。

大田按规范化栽培措施管理
,

测土施肥
,

施肥后土壤总含 N 量为

k6 g ,

N
:
P : K ~ 1 :

2
: 3

。

试验设 5 次重复
,

每重复 3 个材料顺序排列
,

在第 1
、

3
、

5 重复的各材

料边界区设人工接毒试验
,

于移栽后第 30 天摩擦接种纯 CM V 液 ( 1 0 0陀 /m l )
,

每一重复内每

材料接种 100 株
。

试验地总面积为 Zh m Z ;种植密度为 1 7 7 0。h/ m , 。

示范试验分别在禹州市
、

襄城县
、

许昌县及临颖县进行
,

示范总面积约 40 h m “ ,

示范田统一

施肥
,

规范管理
。

L 3 试验项目

.1 .3 1 抗病性鉴定 在示范试验区及品比试验的自然发病区
,

于烟草移栽大田后
,

每隔
1 5

.

天调查记载一次花叶病发病情况
。

在品比试验的人工接种区
,

于第一次接种后每隔 7 天调

查一次花叶病发病情况
。

通过比较各试验材料的 CM V 发病率
、

病情指数及大田相对防效
,

对

其抗病水平进行评价
。

病情指数一
总株数 X 最高病级

X 1 0 0

相对防效 ( % ) ~
对照材料病指

X 1 0 0

病级分类按方中达等方法
,

依次为 。一 4 级
。

.1 .3 2 农艺性状测试 分别于生育期及采收后
,

调查各材料株高
、

株形
、

叶数
、

叶形
、

茎围
、

节

距
、

腰叶长宽
、

田间整齐度
、

产量
、

上等烟比例
、

均价
、

产值等
。

1
.

3
.

3 原烟品质分析 为验证转基因烟草的工业特性
,

对烤后中三原烟进行外观质量评价及

内在化学成分分析
。

2 结果与分析

2
.

1 抗病性鉴定

2
.

.1 1 自然鉴定结果 在移栽后 20 天内
,

各试验材料均未感病
,

生长正常
,

顺利进人团棵期
,

之后花叶病在各试验点开始轻度发生
,

病级以 1 级为主
,

其中转基因材料发病率明显低于对照

N C 89
。

进人旺长期后
,

N C 89 对照及 N C 89
一

T 品系的病情迅速扩展
,

病株数增多
,

病级加重
,

以

2 级较多
;
而 N C 89

一

B 品系在该阶段发病率及病级仍维持在较低水平
;
至移栽后第 60 天

,

各材

料之间的抗病性差异更为显著
。

结果见表 1
。

衰 1 各试验材料的自然发病情况比较

材 料
不同重复的发病率 (% )

皿 W V

1 4
,

8 1 8
.

3 1 5
.

4 4
.

9 6 1 0 5 2
,

5 7
.

1 6 1
.

1 5 7
.

较对照

平均 降低 ( % )

不同重复的病情指数 ( % )

VI V

相对

平均 防效 ( 写)

] 5
.

5 2

5 8
-…

OJób4
,二4工L口N C 8 9一B

N C 8 9一T

N C 8 9一
e k

;:
7 3 2 7

、

5 ?
.

2 7
,

1 9
.

6 8
.

1 7
.

9 80
.

5

1 0 5 3 9
.

8 3 1
.

0 2 7
.

1 4 3 8 3 4
.

4 3 5
.

2 13
.

3

一 4 5
.

4 3 7
.

9 3 9
.

0 4 3
.

1 3 7
.

5 40
.

6 一
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表 1结果表明
,

在自然发病条件下
,

转基因材料表现出了明显的抗花叶病能力
。

而在转基

因材料之间
,

具有两个抗病基因 ( CM V C P 和卫星 R N A ) 的 B 品系的抗病水平又明显高于只

具有一个抗病基因的 T 品系
;
这表明同时将抗一种病毒的多个基因导人同一烟草

,

使之具有

多种抗病机制
,

是提高转基因烟草抗病性的有效途径
。

2
.

1
.

2 人工接毒鉴定结果 在人工接种条件下
,

各材料均在接毒 7 天左右开始发病
,

至 20 天

时对照 N C 89 全部发病
,

病情发展迅速
,

病级多为 3
、

4 级
,

病指达 70 左右
; 而转基因 N C 89 一 B

品系仍然有 35 写左右的植株没有发病
,

且发病株病级以 2
、

3 级为主
,

病指在 32
.

5一 38
.

4 艺

间
,

极显著低于对照及转基因 T 品系
。

转基因 T 品系的抗性表现
,

与自然条件下所得结果一

致
,

即显著高于未转基因 N C 89
,

显著低于转基因 B 品系
。

人工接毒后第 20 天时的调查结果见

表 2
。

该结果进一步表明
,

含多个抗病基因的转基因品系较含单个抗病基因的转基因品系具有

更高的抗病能力
。

裹 2 人工接种条件下各试脸材料的发病情况

3 次重复的发病率 (% ) 3 次重复的病情指数

材 料
皿 平均

显著性检验
班 平均

显若性检验

ABBa
`

bC
, l, 11̀d口匕,上勺自八J月h口厂óJ八巴ó口九O内dta冉j月O月卜ó巴d工JJ日LL工自弓9é,é八J月O月I

J生八éùU九找ù月夕né冉dló口QéAAA8
`

b
.

b
尸J,

.

门
hùXù巴J户O

:
月了7
.

魂no口亡口勺̀

:
Ò,`月Oō匕N C 8 9一B

N C 8 9一T

N C 8 9一
e k

6 5
.

0

90
.

6

1 0 0 1 0 0 1 0 0 10 0

注
:

发病率
t o

.

。 s s n = 2 4
.

0 2
, t o

.

。 ; S n , 4 0
.

8 4 .
病情指数 t o

. 。 5
孙 , 10

.

2 6
, t o

.

。 , S n = 2 2
。

2
.

1
.

3 各示范点病情对比结果 转基因材料在各个示范点的抗病性表现
,

与在品比试验中的

结果完全一致
,

即显著高于对照材料
,

同样
,

在转基因材料之间
,

B 品系的抗病性又显著高于 T

品系
。

各示范点在移栽后第 “ 天的调查结果见表 3
。

衰 3 示范区各试验材料的自然发病调查结果

各示范点的发病率 ( 纬 ) 各示范点的病情指数

材 料 许昌
襄城

1 0
.

0

禹州 平均

6
.

3 7

1 7
.

13

2 3
.

1 0

显著性检验

0
.

0 5 0
.

0 1

a A

b A B

b B

许昌 襄城 禹州 平均
显若性检脸

ACBa
`

bC
O白00

UQ,J
O,

:

`止二月卜OéN C 8 9一B

N C 8 9一T

N C一
e k

21
.

1 1 6
.

2 1 4
.

1

2 4
.

5 2 8
.

8 1 6
.

0

2
.

0 2
。

5

7
.

3 6
.

1

1 0
.

1 8
。

9

0
.

9 7

5
.

6 4

8
.

1 2

注
:
1

.

与转基因材料相邻地块的未转基因 N C 89 为示范对照材料
。

2
.

发病率 t o
.

。5 5 0 = 6
.

9 7
, t o

.

。 15 。 = 11
,

5 6 。
病指 t o

.

。 ss n = 1
.

1 4
, t o

.

。 ; S n = 1
·

8 9
。

.2 2 主要植物学及农艺性状比较

转基因材料在品比区及各示范区的植物学及农艺性状表现基本一致
,

即在基本保持原

N C 89 品种特性的基础上
,

在株高
、

总叶数
、

最大叶面积等方面又有显著改善
,

大田外观长势也

更好
。

以禹州点为例
,

B 品系的株高
、

总叶数
、

最大叶面积分别较对照增加 2
.

3c m
,

2
.

8 片和

1 4 8c m
2 ,

这说明 B 品系不仅具有很高的抗病能力
,

且具有较强的生长势
。

.2 3 产值结果对比

将各品比区及示范区试验材料单收单烤后
,

分别记产
、

记值
,

结果见表 4
。

表 4 表明
,

转基 因 N C 89 一 B 品系较 T 品系及对 照 N C 89 分别增产 1 63
.

s k g h/ m Z
及

z s s k g /h m
, ,

增收 7 6 2 元 / hm
,

及 1 1 4 9 元 / hm
, ,

上等烟比例提高 2
.

3 及 3
.

8 个百分点
。

经显著

性检验
,

N C 89 一B 品系的上述各项指标与 T 品系及对照 N C 89 的差异均达显著水平
。



3 6华 北 农 学 报 1 0卷

表 4 各试验材料产值对比结果

材 料
上等烟比例 ( % )

烟草所 禹州 许昌 平均

一一
N C8 9一 B

N C8 9一 T

N C8 9一
e k

产量 ( kg /h mZ )

烟草所 禹州 许昌 平均

2 3 3 5
.

2 508 0
.

52 31 3
.

2 2 04 2
.

5

8 1 1 2
.

1 9 0 7 5
.

1 1 2 6 5
.

2 50 79
.

0

2 08 2
.

4 4 1 9 0
.

01 2 54
.

02 0 59
.

5

产值( 元 /h mZ )

烟草所 禹州 许昌 平均

1 9 3 6
.

58 1 6 6
.

08 74 8
.

9 9 74 8
.

5

5763
.

2 0 7 7 5
.

08 2之4
.

51 78 6
.

5

52 54
.

4 1 7 7 5
.

578 9 6
.

0 69 9 7
.

5

2
.

4 原烟品质特性对比

三个试验材料的中三原烟均表现为叶片油分充足
,

弹性好
,

叶色橘黄
,

色度饱满
,

叶色杂色

轻
,

经测定 l o c 片干烟重 N C 8 9一B 为 9 1 4
.

6 9
,

N C 8 9一T 为 9 0 3
.

1 9 ,

N C 8 9对照为 8 9 6
.

8 9 ,

均达

到 了优质主料烟质量要求
。

其它各级烟叶经综合评价
,

N C 89 一B 叶片较大
,

叶片含青少
,

外观

质量较 N C 89 对照稍有改善
。

通过对各材料的中三原烟进行化学成分分析 (见表 5 )
,

表明 B 品

系糖碱比更趋合理
,

烟碱含量则互有高低
,

无明显差异
。

表 5 各试脸材料中三原烟的化学成分对比

材 料 总搪 (% ) 还原搪 ( % ) 总氮 (% ) 蛋白质 ( % ) 烟碱 (% ) 烟碱氮 ( % )

N C 8 9一 B

N C 8 9一
e k

烟草所

禹 州

烟草所

1 7
.

2 4

18
.

6 1

1 6
.

1 0

6
.

5 7

6
.

6 0

4
.

0 4

64

5 9

6 1

1 3

2 7

7 6

74

6 5

9 5

0
.

4 2

0 4 5

0
.

4 7

O目,曰O乙9乙 曰6UQ
一

吕ó吕

3 讨论

利用植物基因工程技术已获得大量抗病毒转基因植株图
,

其中已进人大田试验的有抗

C M v 的黄瓜川
,

兼抗
`

P v x 和 P v Y 的马铃薯图
,

兼抗 T M v 和 P v Y 的烟草阁等
。

但以前的研

究均是将一种类型的抗病基因即病毒外壳蛋白基因或病毒卫星 R N A 基因导人作物
,

属单基

因抗性
,

抗性机制较单一
,

在大田病毒严重侵染或重复侵染的情况下
,

抗性易被克服
。

且有遗传

不稳定的倾向
,

即抗病性在不同地区或年份间存在较大差异
。

这也是常规育种实践中经常发生

的现象
。

我们通过将两种不同类型的抗病基因
,

即主要抗 CM V 侵染的 CM V 外壳蛋白基因及

主要抗 CM V 复制的卫星 R N A 同时导人烟草
,

获得了具有多种抗病机制的转基因烟草
。

本研

究结果表明
,

其抗病性水平显著高于只表达单一抗病基因的转基因品系
。

这说明
,

在植物基因

工程抗病育种研究中
,

将多个抗病基因导人同一作物
,

使之具有多基因抗性
,

是提高其抗病水

平及稳定性的有效途径
。
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