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摘要 : 本文简要地介绍了近年来植物抗病毒基因工程育种策略及其机制的研究进展。将植物抗病毒基因工程的策略归纳

为 3个方面进行了综述 ,即病毒来源基因、非病毒来源基因和多基因策略。对于各种植物抗病毒基因工程策略介导的抗性

主要分为蛋白质和 RNA介导的抗性。
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Abstract: This paper briefly reviews recent p rogresses in the strategies and mechanism of genetic engineering breeding for p lant viral

resistance. The strategies of genetic engineering of resistance to p lant viruses are summed up to three aspects, virus origin genes,

non2virus origin genes and multip le genes strategies. A ll kinds of the resistance were labeled into p rotein2mediated resistance and

RNA2mediated resistance.
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植物病毒是农作物的主要病害之一 ,许多重要病毒已遍及我国各主要产区 ,对许多作物造成不同程度

的危害 ,对农业生产构成了严重威胁 [ 1 ]。大量的国内外研究表明 ,植物病毒病害防治的最经济有效的根

本方法是培育抗病毒品种。然而 ,由于作物的抗性资源有限 ,育种周期长 ,并且抗性容易退化等问题 ,利用

常规的育种手段进行抗病育种难度很大。自 1983年世界上诞生了第 1例转基因植物以来 [ 2 ] ,植物基因工

程技术已取得了突飞猛进的发展 ,为病毒病的防治和抗病育种工作开辟了新的途径 ,许多具有重要经济价

值的转基因作物已经开始陆续进入实际应用阶段。

目前植物抗病毒基因工程的策略主要包括 3个 :第一个策略是利用病毒本身的基因导入受体植物以

获得抗性植株 ,所获得的抗性也称病原起源的抗性 ;第二、三个策略是分别利用植物中自然存在的抗性基

因和植物、微生物的核糖体失活蛋白 (R IPs)基因以及多基因策略获得抗病毒植物 [ 3 ]。

1　来源于病毒基因介导的抗性

1. 1　外壳蛋白基因介导的抗性

外壳蛋白 ( coat p rotein, CP)基因介导的抗病毒策略是目前研究得最成熟的策略之一。1986年美国华

盛顿大学 R. Beachy研究小组通过植物基因工程技术 ,首次将烟草花叶病毒 ( TMV )的 CP基因导入烟草 ,

培育出能稳定遗传的抗 TMV烟草植株 [ 4 ] ,开创了植物抗病育种的新领域。转 CP基因在双子叶植物研究

的日趋成熟 ,促进了禾本科粮食作物的研究进展 ,如水稻 [ 5 ]、玉米 [ 6 ]和小麦 [ 7 - 11 ]等。糖料作物的研究也取

得突破 ,姚伟等 [ 12 ]运用基因枪法将甘蔗花叶病毒 CP基因 ( ScMV2CP)导入易感花叶病果蔗 Badila中 ,获得

了 53株抗性转化幼苗 ,为进一步的甘蔗转基因研究工作奠定了基础。
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大多数转 CP基因的植株对同源性较高的同属大多数病毒有一定程度的抗病性 ,表现为症状减轻或

延迟出现 ,或症状限于接种叶片不扩展到新生叶片 ,病毒含量低或检测不到。但是该抗性主要表现在病毒

侵染早期 ,一旦提高病毒接种量或重复接种则抗性破坏。这样对可能反复感染的田间作物、多年生的或通

过无性繁殖的作物 ,就不足以有效地控制病毒的侵染。

1. 2　复制酶基因介导的抗性

由病毒编码在 RNA依赖性的 RNA聚合酶 (RdRp )基因介导的抗性通常即指复制酶基因介导的抗

性 [ 13 ]。1990年 , Golemoboski et al
[ 14 ]将烟草花叶病毒 TMVul株系的非结构基因 (分子质量为 54 ku)导入

烟草 ,获得了对 TMV免疫性抗性的工程植株 ,这是首例复制酶基因介导的抗性。自此以后 ,国内外陆续报

道了此类由病毒非结构蛋白基因介导的植物对病毒的抗性。目前 ,已有至少 13种病毒的复制酶基因导入

到植物中 [ 15 - 20 ]
,包括复制酶的通读序列 ,全长的、截短的或突变 (特别在 GDD基序的突变 )的复制酶基

因。但是 ,并非所有的复制酶序列构建体转化植物都能获得抗性 ,且抗性的程度和有效范围也不尽相同。

从总体上讲 ,复制酶基因介导的抗病性比 CP基因介导的要更为复杂而有效。这不仅表现在抗性表

现的复杂化 ,在抗性机理上也呈现出多样性 ,但同时它们又存在着相似性。

1. 3　运动蛋白介导的抗性

运动蛋白 (movement p rotein, MP)是一类由病毒编码 ,与病毒在植物体内运转有关的蛋白。病毒在细

胞间的移动 ,主要受病毒本身编码的 MP和寄主因素控制。MP一方面能够修饰胞间连丝 ,增大其有效孔

径 ;另一方面能结合病毒核酸 ,使病毒核酸的三维结构改变成丝状的核酸蛋白质复合体 ,这一复合体可使

病毒较容易地通过胞间连丝。根据植物病毒 MP的功能和病毒在细胞间运动的机制 ,设计新的分子转入

植物体内 ,封闭或干扰 MP的功能 ,限制病毒在植物体内的扩散 ,以达到抗病的目的。

MP介导的抗性特点是 ,只有当转基因植株表达的是失去功能的 MP时 ,才能显示出抗性。而当转基

因表达有功能的 MP时 ,反而提高植物的感病性 [ 21 ]。Cooper et al将 TMV编码的分子质量为 30 ku完整编

码区及缺失了 5’端的 RNA结合区的突变基因导入烟草 ,发现转完整 P30基因植株发病明显快于对照植

株 ,而转缺失突变型 P30基因植株对病毒感染具很强的抵抗作用 [ 22 ]。后来的一些研究也表明 ,只有缺陷

型或异源的 MP才能介导转基因植株对病毒的抗性 ;而有功能的完整 MP对病毒侵染不起作用 ,甚至提高

寄主对病毒的敏感性 [ 23, 24 ]。

由于 MP不干扰病毒的早期侵染 ,只影响病毒的扩散和转移 ,所以其抗性通常表现在病毒侵染的中晚

期 ,并且病毒在受侵染植物中运动减缓 ,但是 MP基因介导的抗性是广谱性的。比如 ,表达 TMV缺陷突变

的 MP基因的转基因烟草对一些烟草花叶病毒属的病毒都有抗性 ,并且对烟草脆裂病毒、烟草环斑病毒、

苜薯花叶病毒、花生褪绿条纹病毒、黄瓜花叶病毒等都表现抗性 [ 24 ]。Tacke et al
[ 25 ]报道 ,表达 N末端或 C

末端延长的黄矮病毒属 (L uteovirus)的 PLRV分子质量为 17 ku的 MP突变体马铃薯不仅全部能抗 PLRV ,

还能抗马铃薯的另两类主要病毒 PVX ( Potexvirus)和 PVY ( Potyvirus)。但是 MP基因介导的抗性范围究

竟有多大目前仍没有确切的证据。

1. 4　卫星 RNA介导的抗性

某些病毒除基因组 RNA外 ,还伴有一些小片段 RNA ,称为卫星 RNA ( satellite RNA ) ,携带卫星 RNA

的病毒称为辅助病毒。卫星 RNA与辅助病毒的基因组无序列同源性 ,其复制需要依靠辅助病毒 ,而它本

身对辅助病毒的复制并非必需。卫星 RNA对植物病毒病的影响主要有 3种 :一是加重症状 ;二是无调节

作用 ;三是减轻症状 [ 26 ]。因此 ,根据第 3种影响 ,人们认为可以把卫星 RNA转入植物从而获得抗病毒的

转基因植物。1986年 Baulcombe et al
[ 27 ]将 CMV卫星 RNA的 cDNA成功地转入烟草 ,获得的转基因植株

能产生卫星 RNA的转录产物 ,转基因植物对 CMV的侵染近于免疫。

卫星 RNA赋予植物的抗性不会因病毒的接种量而被克服 ,并且抗性的获得不需要产生新的异源蛋

白 ,提高了转基因植物的生物安全性。但只有少数植物病毒具有卫星 RNA,有些卫星 RNA能增强病毒的

致病力 ,并可能和植物卫星 RNA重组而有潜在的危险性 ,以上缺点限制了该策略的应用。

1. 5　缺陷干扰型 RNA介导的抗性

缺陷干扰型 RNA ( defective interfering RNA s, D I2RNA s)是指那些直接来源于病毒的核酸序列 ,其所含
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的基因比正常病毒的基因少 ,但是其核酸两端以及复制起点都和正常病毒相同。缺陷干扰型 RNA自身不

能复制 ,必须依赖病毒才能复制。由于它与病毒核酸同源 ,所以不同于卫星 RNA。当缺陷干扰型 RNA和

正常病毒感染同一细胞时 ,缺陷干扰型 RNA可以迅速增殖 ,利用有义链 RNA去竞争病毒复制酶的结合位

点 ,干扰了正常病毒的复制 ,限制了病毒的扩散。Huntley et al
[ 28 ]用雀麦草花叶病毒不同片段的核酸重组

成缺陷型 RNA导入水稻 ,转基因植株表现出显著的抗病毒特性。但是这一策略有一定的潜在危险性 ,因

为在转基因植物内易发生 RNA的重组 ,有产生新病毒的可能性。

1. 6　反义 RNA介导的抗性

用于翻译蛋白质的 RNA 称之为正义 RNA ,互补于一般转录所得的 mRNA 的 RNA 分子称为反义

RNA。反义 RNA与正义 RNA形成双链分子 ,从而阻碍翻译的进行 ,导致基因产物合成减少。从理论上

说 ,把互补于病毒 CP mRNA的反义 RNA转入植物 ,有可能阻碍病毒复制和减轻病毒对植物组织的为害 ,

从而获得抗病毒的转基因植物。Nelson
[ 29 ]用 TMV作为材料研究发现 ,只有表达病毒基因组的 3’端非编

码区的反义链转基因植株才对 TMV有较强的抗性。以后又有试验表明 ,反义 RNA导入并不能使植物产

生抗性。由于大多数的 RNA病毒复制周期不存在细胞核阶段 ,且正义 RNA具有高拷贝数以及在复制的

全过程中与蛋白质存在相互作用 ,简单地使用反义 RNA抗病毒策略是不大可能成功的 [ 13 ]。因此 ,采用反

义 RNA来获得具有抗病毒能力的转基因植物还需要作出更大的努力 [ 30 ]。

1. 7　核酶基因介导的抗性

核酶 ( ribozyme)是一类具有特殊二级结构 ,能特异性催化切割自身以及其它 RNA 分子的小分子

RNA ,它广泛存在于一些类病毒和病毒卫星 RNA序列中。根据核酶的结构 ,可以分为锤头型和发夹型两

类。锤头型核酶较为普遍 ,它具有一个高度保守的茎环结构 ,在其两端各有一段较短的序列与靶 RNA内

的被切割位点两边的序列互补配对 ,专一切割靶 RNA内紧邻该切割位点下游的磷酸二酯键。任何生物的

RNA都可以作为核酶的底物 ,而且核酶对底物作用位点的碱基序列要求不严格。根据这一特性 ,人们可

以设计成用来切割已知序列的病原性 RNA的人工核酶 [ 31 ]。

在植物抗病毒方面 ,已成功地在体外合成了能切割马铃薯纺缍块茎类病毒 ( PSTV )等的基因组 RNA

的核酶 ,能特异切割苹果锈果类病毒的核酶等 ,但在转基因植物水平上进展还较慢 ,体内表达不如体外表

达有效。该方法也存在潜在的危险性 ,即核酶可能将细胞 RNA作为靶 RNA切割而破坏细胞的正常功

能 [ 31, 32 ]。以核酶基因介导的抗性还有待于进一步研究。

2　非病毒来源的基因介导抗性

2. 1　病程相关蛋白基因介导的抗性

病程相关蛋白 (pathogenesis2related p rotein, PR)是由植物寄主基因编码 ,在病程相关情况下诱导生成

的一类蛋白质 [ 33 ]。植物受病毒或其它病原体感染时产生的过敏性反应所诱发的防御反应主要是以植物

编码的病程相关蛋白为物质基础的。它至少包括以下 3个方面 : (1)直接对病原体进行攻击 (如诱导产生

的水解酶类 ) ; (2)宿主的代谢调整以适应过激条件 (如过氧化物歧化酶 ) ; (3)将病原体局限于侵染的位

点 (如木质化酶等酶类 )。

虽然目前转 PR基因植物的抗性水平并不理想 ,但随着植物防御机制的深入研究 ,这种抗病毒手段应

该具有很好的应用前景。

2. 2　潜在自杀基因 ( la ten t su ic ide gene)介导的抗性

该策略是将植物来源的毒素蛋白 (如抗病毒蛋白 )基因克隆到某种病毒的启动子下游 ,再将这一重组

体以反义形式克隆到植物表达载体中并转化植物。植物体内转录出包含病毒启动子与该病毒蛋白在内的

复合物 ,但不会翻译表达有功能的活性毒素蛋白。然而 ,一旦该种病毒侵染植物 ,其体内已经转录出的反

义 RNA会利用病毒酶系统转录出正义链的 mRNA, mRNA再翻译表达产生有功能的活性毒素蛋白 ,结果

被病毒侵染的细胞死亡而邻近的细胞不受影响 [ 31 ]。

使用 PVX亚基因组 RNA启动子和白喉毒素 mRNA的转基因烟草显示 ,在上层叶片中 , PVX的浓度降

至 1 /20,而且接种 PVX的叶片变黄并在接种后 6 - 7 d脱落。瞬时的基因表达甚至在没有病毒触发的情
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况下也是对原生质体有毒害作用的 ,可能是由于 35S启动子反向的低水平转录所致 [ 13 ]。因此 ,目前此策

略在大田应用的可能性值得进一步研究。

2. 3　核糖体失活蛋白基因介导的抗性

核糖体失活蛋白 (R IPs)是一类通过 N2糖苷酶或核酸酶的作用使核糖体失活来抑制蛋白质生物合成

的蛋白 ,它在许多植物、细菌、真菌中含量丰富。目前 ,植物来源的 R IPs用于植物抗病毒基因工程的研究

主要是美洲商陆抗病毒蛋白 (pokeweed antiviral p rotein, PAP) ,还有来源于石竹属植物的 D iathin和天花粉

蛋白 TCS( tiichothansin)等。PAP存在于从美洲商陆 ( Phytolacca Am ericana L. )的细胞壁中 ,可以使异源植

物不受病毒的侵染。Lodge et al
[ 34 ]把 PAP基因导入到烟草和马铃薯中 ,转基因烟草和马铃薯都表达出

PAP,并表现出了对多种不同病毒侵染的抗性。有关研究结果表明 , PAP主要存在于细胞间的汁液中 ,主

要在病毒侵染的早期起抗性作用。由于以前使植物获得抗病毒特性的方法都是特异性 ,因而要使植物获

得对多种病毒的抗性 ,就必须导入多种基因 ,而现在应用 PAP基因介导的优点就在于不必导入其它多种

基因就能使植物获得广谱的抗病毒特性 [ 35 ]。

2. 4　植物抗体基因介导的抗性

人们根据免疫学原理 ,将某一植物病毒的抗体基因转入植物体内 ,使其充分表达 ,来抵御相关病毒的

入侵 ,从而达到防治植物病毒病的目的。Tavladoraki et al
[ 36 ]将抗菊芋花斑皱叶病毒 (AMCV ) CP单链抗

体 ( SC)的可变区 ( FV)基因转入烟草后 ,发现转基因植株表现出抗 AMCV的功能。表达 TMV的全抗体基

因的转基因植株 ,用 TMV攻毒时 ,与未转基因的对照相比 ,其坏死病斑的数量下降了 70% ,且下降水平与

抗体的分泌水平有关 [ 37 ]。研究证明 ,植物体内能生产从小分子抗体到全抗体等各种工程抗体 ,因此 ,这种

将某一病毒的抗体基因转入植物体内使其充分表达而抵御相关病毒入侵的策略将会有更大的发展前

景 [ 38 ]。

2. 5　植物抗病基因介导的抗性

植物在受到病毒侵染时 ,会表现出不同类型的抗性 ,如免疫性、抗病性、耐病性以及对传毒媒介的抗性

等等。如果能把编码这些抗性的基因分离出来遗传转化植物 ,将可以提高或增强植物的抗性 ,并且对植物

体是安全的。但是问题似乎不是具防御作用蛋白单独作用的结果 ,而是它们协同作用的结果 ,加上分离可

利用的基因非常困难 ,所以目前这方面的报道较少。

3　多基因策略
前面所述的策略都是利用单一的抗性基因 ,并且大多是针对某一种病毒的某一步侵染过程来设计的 ,

因此其抗性具有较强的专化性和局限性。多基因策略是利用多个抗性基因共同作用或相互作用 ,从多条

途径破坏病毒基因组的功能表达 ,从而达到有效防治病毒的目的。在抗 CMV的研究中 , CMV2CP基因与

卫星 RNA中的任何一种单独转化植物都难以达到良好的效果。Yie et al[ 39 ]将 CMV2CP基因与卫星 RNA

构建到同一植物表达载体中转化植物 ,结果获得了高抗的工程植株。Lawson et al[ 40 ]将 PVX和 PVY的 CP

基因构建到同一质粒上构成双基因植物表达载体 ,遗传转化马铃薯 ,随后分别用 Northern杂交和 W estern

杂交分别证明这 2种基因均得到了稳定的转录和稳定的翻译表达 ,用 PVX和 PVY同时接种 ,转基因植株

表现出对这两种病毒的抗性。

4　植物抗病毒基因工程的机制
根据目前的研究进展 ,可将上述各种植物抗病毒基因工程策略介导的抗性分为蛋白质介导的抗性和

RNA介导的抗性。

4. 1　蛋白质介导的抗性机制

蛋白质介导的抗性是指由转基因序列表达蛋白质量的多少来决定抗性水平高低的抗性。其主要特征

是抗性水平与转基因的蛋白质表达的量成正相关。但是随着研究的深入 ,人们发现许多与此不符的情况。

如在一些高度抗病的转基因植物内 ,转基因蛋白表达量很低 ,甚至根本检测不到。当将病毒转基因的起始

密码除去后 ,转基因植物仍可以高度抗病 ,有的甚至免疫 ,这是不同于蛋白质介导的另一种抗性。
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4. 2　RNA介导的抗性机制

1994年 L indbo et al
[ 41 ]发现 RNA沉默与植物病毒有着密切的联系 ,提出了 RNA介导抗病性的概念。

他们发现 ,病毒侵染转基因植物后能够诱导与入侵病毒同源的转基因的沉默 ,并且沉默反应总是与植物对

病毒的恢复反应相伴。Dougherty et al[ 42 ]和 Kalantidis et al[ 43 ]发现 ,导入病毒非翻译基因的转基因植株也

能提供高度的病毒抗性 ,转基因病毒 RNA 量积累很低的转基因植株 ,能表现出很高的病毒抗性 ,病毒

RNA量积累很高的转基因植株却表现出很低的病毒抗性。研究表明 ,造成上述现象的原因是在高抗 (或

近似免疫 )的转基因植株中 ,转基因 RNA在病毒入侵前 ,由于病毒转基因本身诱发了 RNA沉默机制 ,序列

特定性的行为被降解了 ;而在部分抗性的转基因植株中 ,转基因 RNA在病毒入侵前不完全启动了 RNA沉

默机制 [ 43 ]。转基因沉默根据其作用的部位、发生的细胞器和作用机制的差别 ,可分为转录水平的基因沉

默 ( transcrip tional gene silencing, TGS)和转录后基因沉默 (post2transcrip tional gene silencing, PTGS) ,二者

都与基因同源性有关 ,因此统称为同源依赖型基因沉默 ( homology2dependent gene silencing, HDGS)或重复

序列诱导的基因沉默 ( repeat2induce gene silencing, R IGS)。
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