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摘  要：烟粉虱内共生菌 groEL 基因编码一种与植物病毒传毒相关的 GroEL蛋白．以 B 型烟粉虱为研究对象，
利用 1 对特异引物，对 B 型烟粉虱体内的 groEL基因进行 PCR 扩增，选取 502 bp groEL基因片段构建 dsRNA，
并将其连接植物表达载体 pBIN19，将重组质粒电激转化农杆菌菌株 LBA4404. 采用农杆菌浸染转化本氏烟草，
PCR 筛选表明，目的片段已整合至转基因植株的基因组 DNA；RT-PCR 结果表明，502 bp 的 groEL 基因片段在
转基因植株中被转录． 
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Abstract：GroEL, a viral binding protein encoding by groEL gene from endosymbionts in Bemisia tabaci, is an 
important factor in transmission of plant viruses. In this study, 502 bp fragment of groEL was amplified by polymerase 
chain reaction (PCR) and then ligated to the plant expression vector pBIN19. The recombination vector pBIN19::groEL 
was transformed into Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 by electroporation. Transgenic Nicotiana 
benthamiana plants were acquired by Agrobacterium-mediated approach. PCR and RT-PCR were performed to analyze 
groEL’s transformation and expression in transgenic plants, respectively. The results indicated that groEL gene was not 
only integrated into chromosome DNA of transgenic N. benthamiana, but also transcribed in transgenic plants 
successfully. 
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烟粉虱(Bemisia tabaci)属同翅目、粉虱科、小
粉虱属，广泛分布于除南极洲外各大洲的90多个国

家和地区．烟粉虱的大暴发往往伴随着其所传播的
病毒病的大暴发[1]．有研究表明，B型烟粉虱的大

收稿日期：2010-04-16 
基金项目：国家“863”计划项目(2008AA10Z407)；湖南省杰出青年基金项目(08JJ1004)；国家自然科学基金项目(30871619) 
作者简介：唐前君(1978—)，男，湖南邵阳市人，博士，主要从事植物病毒学研究；*通讯作者，Xqm-Xqm@sohu.com 



 
 
第 36卷第 6期    唐前君等  烟粉虱内共生菌传毒相关 groEL基因 dsRNA载体的构建及其在烟草中的表达      621 

 

发生可能导致许多新病毒的大暴发[2-6]．烟粉虱是双
生病毒特定的传毒介体，因此双生病毒也称烟粉虱
传双生病毒 (whitefly-transmitted geminiviruses，
WTG)[7]．自20世纪90年代以来，随着B型烟粉虱的
大发生，由烟粉虱传播的双生病毒已在多个国家和
地区的多种作物上造成毁灭性危害[8-9]，此外，烟粉
虱还传播植物细菌病害和真菌病害[10]．双生病毒在
烟粉虱体内循环，经烟粉虱口针摄入，进入食管和
消化道，主动穿过介体肠膜进入血淋巴，再到达唾
液腺，最后在唾管内与唾液混合，并经唾管排出体
外[11]，它的结构简单，容易遭到外源酶的破坏，因
此，在侵入昆虫体内的过程中需要一种自我保护机
制．研究表明，昆虫内共生菌产生的GroEL分子伴
侣蛋白(hsp60家族的成员)可能对病毒在介体昆虫
体内的循环起保护作用．有研究[12]表明，黄症病毒
与内共生菌分子伴侣GroEL在蚜虫体内相互作用，
GroEL对病毒的存留是必要的．双生病毒能在烟粉
虱血淋巴中存活，同样可能是内共生菌产生的
GroEL蛋白对其起到了保护作用．Morin等[13]研究发
现，烟粉虱内共生菌GroEL N-末端30个氨基酸的基
本结构与桃蚜、禾谷缢管蚜、麦长管蚜的相似；体
外配基分析表明，以色列番茄黄曲叶病毒病
TYLCV-Is病毒粒子与GroEL表现出特异的亲合
力．在烟粉虱携毒之前，用GroEL抗血清饲喂烟粉
虱，烟粉虱传播的几率下降80%以上，病毒DNA在
血淋巴内的含量大大减少，表明GroEL蛋白同样在
烟粉虱传播病毒时起保护作用．Morin等[14] 

1  材料与方法 

克隆了
烟粉虱的groEL基因，并利用酵母双杂交分别研究
了TYLCV-s和AbMV-Is的外壳蛋白(CP)与烟粉虱
GroEL的互作，结果发现2种病毒的CP均能与GroEL
蛋白结合，不同的是TYLCV-Is能够被烟粉虱传播，
而AbMV-Is不能被烟粉虱传播．这说明内共生菌产
生的GroEL蛋白对病毒起着保护作用，使病毒进入
昆虫体内后得以存活，因此，利用RNA沉默阻断烟
粉虱内共生菌GroEL蛋白的表达，进而切断病毒的
传播途径，可提高对植物病毒病的防治效果．笔者
克隆了B型烟粉虱内共生菌产生的groEL基因，随机
选取其中的部分基因构建dsRNA，转入烟草，利用
含groEL基因片段的转基因烟草饲养B型烟粉虱，诱
导其体内groEL基因的RNA沉默，进入烟粉虱体内

的双生病毒失去保护机制，从而使烟粉虱丧失传毒
功能，现将结果报道如下． 

1.1  材  料 

B型烟粉虱(冰冻成虫死体)，由中国农业科学院
蔬菜花卉研究所张友军教授提供；本氏烟(Nicotiana 
benthamiana)种子和菌种E.coli NM522由湖南省植
物保护研究所保存；农杆菌LBA4404由中国农业科
学院蔬菜花卉研究所黄三文教授提供；植物表达载
体pBIN19(含韧皮部特异性表达启动子rolC)由意大
利维罗纳大学Spena教授惠赠． 

  限制性内切酶购自Fermentas公司；T4

  细菌培养采用LB、YEP培养基；浸染培养基采
用MS0；共培养基：MS+1 mg/L 6-BA+0.1 mg/L NAA；
选择培养基：MS+1 mg/L 6-BA+0.1 mg/ L NAA+50 
mg/L Kan+250 mg/L头孢霉素；生根培养基：MS+0.2 
mg/L NAA+30 mg/L Kan+250 mg/L头孢霉素． 

连接酶、
TaqDNA 聚合酶和反转录酶购自大连宝生物公司；
氨苄青霉素(Amp)、卡那霉素(Kan)、链霉素(Sm)、
利福平(Rif)、RNase A和胶回收试剂盒为上海生工
生物技术工程服务有限公司产品；PGEM-TEasy载
体购自Promega 公司；引物由上海生工生物技术工
程服务有限公司合成． 

1.2  方  法 

1.2.1  groEL 基因的克隆    
采用改进的SDS裂解法[15]

1.2.2  groEL基因片段dsRNA植物表达载体的构建 

，抽提B型烟粉虱总
DNA，参照GenBank发表的烟粉虱初生内共生菌
groEL基因序列(AY445874)，根据文献[16]公布的数
据合成 PCR 引物，上游引物： 5′-ATGGCAG 
CTAAAGACTTAAAATTTGG-3′；下游引物：5′-TA 
CATCATACC ATTCATTCCGCCC-3′，并参照其方法
克隆groEL基因全序列，测序结果与其完全一致． 

选取groEL基因序列中844~1 345 bp区域，使用
DNAMAN V5.2.2软件自行设计引物，引入相应酶
切位点，引物由上海生工生物工程技术服务有限公
司合成．  

以groEL基因全序列为模板，采用Taq DNA 
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polymerase 对反义链进行PCR 扩增．上下游引物
分别引入酶切位点XhoI和KpnI(引物中的下划线部
分)，上游引物：5′-AAGGTACCGGAGATCGCCG 
CAAAGAG-3′；下游引物5′-AACTCGAG

采用同样的方法扩增带限制性内切酶BamHI和
XbaI的酶切位点(引物中的下划线部分)的502 bp正
义链，上游引物：5′-TA

TGGCA 
CGAAGAGCAACAC-3′．PCR扩增程序为94 ℃预变
性5 min，94 ℃变性45 s，59 ℃退火45 s，72 ℃延伸
30 s，35个循环，72 ℃延伸10 min．PCR产物经1%
的琼脂糖电泳后，用DNA凝胶回收试剂盒回收目的
片段，回收产物用KpnI和XhoI双酶切后定向连接到
同样经KpnI和XhoI双酶切的载体pBIN19上，用热激
法将克隆载体导入大肠杆菌NM522中，在含有100 
μg/mL Kan的LB平板上培养，重组菌落经PCR初步
鉴定后再提取质粒，质粒经KpnI和XhoI双酶切鉴
定后保存于－ 20℃备用．将重组子命名为
pBIN19-G． 

GGATCCGGAGATCGCCG 
CAAAGAG-3′；下游引物：5′-CGTGTACA

1.2.3  groEL基因片段dsRNA植物表达载体转化农

杆菌 

TGGCA 
CGAAGAGCAACAC-3′．正义链PCR产物用BamHI
和XbaI双酶切后定向连接到同样用BamHI和XbaI
双酶切的pBIN19-G上，重组质粒用PCR筛选后再
用BamHI和XbaI双酶切检测，得到的重组质粒命
名为pBIN19-2G，重组质粒送上海生工生物工程
技术服务有限公司测序． 

提取植物表达载体pBIN19-2G质粒并纯化，用
冻融法导入农杆菌LBA4404的感受态细胞中，转化
后的菌液涂布于含Kan(50 mg/L)、Rif(25 mg/L)的
YEP 固体培养基中，28 ℃培养2 d后，经PCR筛选
阳性菌落，挑取单菌落接种于含Kan和Rif的YEP液
体培养基中，28 ℃振荡培养过夜，小量提取农杆菌
重组子质粒DNA作为模板进行PCR验证． 
1.2.4 烟草的培养 

将本氏烟草种子装入1.5 mL的离心管，70%酒
精浸45 s，6%的NaHClO3

1.2.5  烟草的遗传转化  

灭菌10～15 min，无菌水
冲洗4～5次，接入不加任何激素的1/2 MS培养基
中，培养温度(25±2) ℃，光照度2 500 lx，每天光
照12 h，培养15～20 d．取无菌苗叶片，并将其切

成0.5 cm×0.5 cm的小块，转接到共培养基诱导其产
生愈伤组织及分化不定芽，当不定芽长至2 cm高
时将其切下，转入生根培养基上诱导生根形成完
整植株．选择长势最好的组培苗作为遗传转化的
受体材料． 

对未转化的烟草进行选择压力试验，确定起始
选择压力后，通过叶盘法[17]

1.2.6 转基因烟草的PCR检测 

转化烟草，用卡那霉素
(Kan)筛选阳性植株． 

取200 mg 幼嫩叶片，洗净后低温冷冻干燥后
研磨成粉末，用CTAB法提取总DNA，干燥后溶于
100 μL TE 中．取1 μL总DNA，用特异引物进行PCR 
验证．上游引物：5′-GCCGTATGCACCTATTTCAT 
GT-3′(位于内含子上)；下游引物：5′-AATATTGT 
GGCCCGGAGA-3′(位于终止子上)． 
1.2.7  转基因烟草的RT-PCR验证 

采用TRIZOL提取转基因烟草和未转基因烟草
的总RNA．用紫外分光光度计测定RNA浓度和纯
度， 在200 μL管内加入1~1.5 μg RNA样品，再加入
1 μL 50 pmol/L基因正义链扩增引物的下游引物，
70 ℃水浴5 min后，立即置冰上2 min，将处理好的
RNA与下游引物混合液分成两等份，再分别加入
5×M-MLV缓冲液2 μL、RNase inhibitor 0.5 μL，
dNTPs (10 mmol/L) 2 μL，M-MLV(200 U/μL)1 μL，
用RNase-free H2O补足至10 μL，42 ℃水浴1 h后加
入15 μL ddH2

2  结果与分析 

O，混匀置于72 ℃，7 min后用正义链
引物进行PCR扩增． 

2.1  表达载体pBIN19-2G的构建 

在 groEL基因502 bp片段正义链引入酶切位点
BamHI 和 XbaI，反义 链引入酶切位点 KpnI 和 XhoI，
扩增所需片段，反义链 PCR 产物和 pBIN19 载体用
KpnI 和 XhoI 双酶切，酶切产物连接后重组质粒转
化 E.coli NM522，PCR筛选，1 %琼脂糖凝胶电泳(图
1)，提取 pBIN19-G质粒KpnI和XhoI双酶切验证(图
2)．PCR 产物和酶切产物均在 502 bp 处有 1 条带，
与预期结果一致．用类似的方法将正义链连接到
pBIN19-G，用转基因烟草 PCR 检测引物对重组子
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pBIN19-2G进行PCR筛选(图3)，提取质粒用BamHI
和 XbaI双酶切验证，1%琼脂糖凝胶电泳(图 4)．PCR 
产物在 793 bp(502 bp CP 加上 291 bp内含子和终止
子片段)处有 1 条带，与预期结果一致，酶切产物在
502 bp 处有 1 条带，也与预期结果一致． 

 
 
 
 
 
 
 
 

1~4  质粒pBIN19-2G的PCR产物；5  阳性对照；6  空白对照；M  100 
bp DNA Marker. 

图1 重组质粒pBIN19-G PCR鉴定 
Fig.1  Identification of pBIN19-G by PCR 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M  100 bp DNA Marker；1  pBIN19-G/KpnI和XhoI双酶切； 
2  pBIN19-G质粒. 

图 2  表达载体pBIN19-G的酶切鉴定 
Fig.2  Identification of pBIN19-G by restriction enzymes digestion 

 
 
 
 
 
 
 
 

1~5  质粒pBIN19-2G的PCR产物；6  阳性对照；7  空白对照； 
M  100 bp DNA Marker. 

图 3  表达载体pBIN19-2G PCR鉴定 
Fig.3  Identification of pBIN19-2G by PCR 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

M  λDNA/PestI Marker；1  pBIN19-G/BamHI和XbaI双酶切； 
2  pBIN19-G/XhoI和XbaI双酶切． 

图 4  表达载体pBIN19-2G的酶切鉴定 
Fig.4  Identification of pBIN19-2G by restriction enzymes digestion 

 

2.2  pBIN19-2G表达载体的农杆菌转化 

挑选培养在含Kan和Rif的YEP固体培养基平
板上的单克隆，接种于液体培养基中培养，取农杆
菌菌体进行菌落 PCR 检测(图 5)，证明已将含有
groEL 基因 502 bp 片段表达载体成功转入农杆菌
LBA4404 中． 

 
 
 
 
 
 
 
 

1、2、4  重组质粒pBin19-2G的PCR产物；3  阴性克隆；5  质粒
阳性对照；6  空白对照；M  100 bp DNA Marker. 

图 5  表达载体pBin19-2G转入农杆菌的PCR鉴定 
Fig.5  Agrobacterium tumefaciens pBin19-2G plasmid PCR 
 

2.3  烟草的遗传转化 

侵染外植体为叶片，预培养2 d 后将受侵染外
植体转接到选择培养基上，10 d 左右后，边缘有白
色愈伤组织生成，选择培养约20~30 d，叶片转化细
胞分化出抗性芽，待不定芽长到1~2 cm时，切下抗
性芽，在生根培养基上进行生根培养，培养15 d左
右，选择根长约2 cm，主茎3 cm左右的幼苗，炼苗
4~5 d，移栽．空根癌农杆菌LBA4404浸染及未侵染
对照叶片未见愈伤组织形成和分化． 
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2.4  转基因植株PCR鉴定 

由于卡那霉素抗性筛选到的阳性植株，可能存
在一定概率的假阳性，因此要对转基因植株进行分
子生物学分析和生理测试．经过生根培养得到生根
苗，提取基因组 DNA，对 17 株转化苗进行 PCR 验
证，证实 15 株转化苗可以扩增出 793 bp 片段，与
选取 groEL 基因片段大小一致(图 6)． 

 
 
 
 
 
 
 
 

M  100 bp DNA Marker；1  农杆菌质粒阳性对照；2、4、6、7、8
转基因烟草PCR 验证；3、5  假阳性植株；9  转LBA4404烟草阴性对照． 

图 6  转基因植株的PCR鉴定 
Fig.6  Agarose gel electroporesis of transformed Nicotiana benthamiana 

PCR 
 

2.5  转基因植株RT-PCR鉴定 

提取转基因植株总 RNA，电泳证实 RNA 无降
解后反转录成 cDNA 后进行 PCR 检测．阴性对照
为非转基因本氏烟 cDNA 为模板的 PCR 产物，转
基因植株 PCR 产物 502 bp 左右处有 1 条带(图 7)，
说明目的基因在转基因烟草植株中被转录． 

 
 
 
 
 
 
 
 

M  100 bp DNA Marker；1~5  为转基因植物；6  非转基因植株. 

图 7 转基因植株RT-PCR检测 
Fig.7  RT-PCR screening of kanamycin- resistant plant transformed 

by groEL gene 
 

3  讨  论 

大部分植物病毒都依靠昆虫介体传毒[18]，已知

的双生病毒均由烟粉虱传播．昆虫介体与其传播病毒
之间存在特异性的互作，groEL基因能在植物体内与
存在于植物韧皮部的双生病毒进行互作[19]．dsRNA
在多种昆虫体内诱导RNA沉默表现对靶标基因的
特异性沉默[20-21]．近年来，许多韧皮部特异性启动
子陆续被鉴定，Pandolfini等[22]
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