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深人研究病毒与植物的相互作用机制
,

力求寻

找有效的防治途径
,

以减少病毒对农作物造成的危
害

,

一直是生物学家
、

农学家关注的重要间题
,

病毒

结构虽然简单
,

但变异频繁
,

繁殖迅速
,

这给人们寻

找有效的防治方法带来不少困难
。

近十年来
,

随着

分子克隆及转基因植物培育方法的成熟
,

在抗病毒

基因工程方面的研究有了很大的发展 ‘例如将植物

病毒的核酸成份或 以病毒为作用 目标的 7 8 . 片段
导人宿主植物

,

得到对病毒侵染具抗性的植株已获
成功

。

目前这方面的文献报道多
,

但仍未有统一的

理论来准确解释各种实验现象
。

要彻底了解各种抗
性机制

,

还有待对病毒与植物的相互作用关系进行

深人研究
。

本文将就 自 2 9 4 : 年来植物抗病毒基因

工程的研究进展及其存在的问题进行综述
。

达非翻译的 ; � 8 . 等
,

采用上述各种方法所获得的

转基因植物
,

都得到 了对病毒侵染不同程度的 抗
」

胜
。

此外
,

还有一些抗病毒基因工程方法也在研究

之中
,

例如在转基因植物体内表达能抑制病毒侵染
的卫星 � 8 .

,

针对病毒外壳蛋白 的单克隆抗体 ,( &

或 <7 匕= ,

对 目标 � 8 . 即病毒 � 8 . 起反式剪切作用
的核酶

,

以及在病毒侵染后可被激活的 自杀基 因等

等
。

这些方法都有成功的例子
,

但又有各 自存在的

问题
,

仍不能作为成熟有效的手段应用于实践
。

二
、

抗病毒基因在重组植株中的命运

一
、

主要抗病毒基因工程途径

目前抗病毒基因工程研究 的 内容主要集 中在
将病毒的核酸组份导人植物

,

筛选出对病毒具抗性
的植株并分析其中外源基因的转录

、

翻译等方面
。

具体的 实验过程如下
>

建立病毒 ? 7 8 . 文库
,

筛选
出含所需 7 8 . 片段的克隆

,

通过 户≅ � 等方法扩增
目的 7 8 .

,

经一定程度的修饰1如截除
、

点突变等 6

后
,

插人根癌农杆菌的 Α ,

质粒
,

采用三亲交配法导

人植物叶盘
,

经愈伤组织诱导及生根诱导等长出再
生植株

,

再经进一步培育及筛选后便可用于抗性检
测

。

现在所研究的转基因植物多为双子叶植物
。

单
子叶植物因在转化及再生过程中有技术困难而很
少有报道

。

被转基因多为病毒 的外壳蛋白基因及非结构

性蛋白基因
。

如复制酶
、

运动蛋白
、

核酸结合蛋白基
因等

。

对它们所作的修饰包括
>

蛋白关键部位的点

突变
、

8 端或 ≅ 端的部分截除
、

与 Β ΧΧ 启动子反向

结合以表达反意 ; � 8 .
、

去除起始密码 . Δ & 以表

在抗病毒基 因工程的研究中
,

人们关心的不仅

仅是转基因植物能否表现 出抗性
,

更重要 的是导人

植物的外源基因是如何发挥抗病毒能力的
,

是通过

表达的 � 8 .
,

还是蛋 白 Ε 是直接与人侵病毒 � 8 . 作

用
,

还是系统性地调动植物 的防御体系 Ε 至今为止

许多实验室都建立了转基因植物系统
,

也提供了许

多有关的数据
,

但各种实验现象差别很大
,

很难得
出统一的结论

。

同时这也暗示不同的转基因植物可

能是 由几种不 同的机制产生抗性的
。

2
、

蛋白的作用
2 9 4 : 年 比奇 1Φ � ∃ ?# Γ6 研究小组成功地将烟草

花叶病毒 丁Η Ι 和 ≅ ϑ 基因导人烟草
,

获得抗性植
株

,

带动了世界各地关于外壳蛋白介导抗性 ≅ ϑ Η �

的研究
。

大量实验数据表明 ≅ ϑ Η � 的有效性与 ≅ ϑ

在植物体内的表达量有关
。

据此推测
,

也许是植物

体内表达的外源 ≅尸 阻止 了病毒的早期脱外壳过

程
,

或是外源 ≅+ 重新包装 了病毒的 � 8 . 成份
。

其

中一个较为典型 的例子是
>

表达 ., ∗!, ∗! Η∃ ∃) ≅

Ι) ∀0  1.Κ Η Ι 6野生型 外壳蛋 白 的 植株可 产生 对
.Κ Η Ι 的抗性

,

而表达突变的 .Κ Η Ι ≅ 户 的转基因植

株却没有抗性
,

说明是表达的完整蛋白在抗性表现
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中起作用
。

但近期的许多实验又表明 ≅户Η � 也可能

由 � 8 . 介导
。

在关于运动蛋白 的实验中
,

只 有突变的 Η尸 才

能诱导抗性
。

有人发现
,

若将全长丁Η Ι Η + 基因导人
烟草

,

烟草表达的运动蛋白具备正常病毒运动蛋白
的功能

,

即增大胞间连丝的孔径
,

并结合 下Η Ι � 8 .

穿过胞间连丝
,

使 丁Η Ι 的侵染范围局部扩大
,

这样
的转基因烟草可与运动蛋 白缺失 的病毒起互补作
用

,

支持病毒在植物体内的运动与复制
。

但将缺失

第 Β
、

5
、

Χ 位氨基酸的 Η ϑ △ Β一 Χ 基因导人烟草
,

情

况就不一样
。

突变的 Η尸 不能有效地扩大胞间连丝

的孔径
,

并使烟草对 Α Η Ι 的侵染产生抗性
,

其中可

能的机制是
>

正常 Η ϑ 作用于特定的植物成份
,

而组

成性表达 的 Η +Μ △ Β一 Χ
Μ

可优先与这些 目标成份结

合
,

致使病毒侵染时表达的 Η尸无法发挥作用
,

Η尸

△ Β一 Χ 转基因植物对 Α Η Ι
、

Α Η Ι 一 � Ι . 及其它几
种相关病毒的侵染都表现出抗性

,

预示这是一种比

外壳蛋 白抗病毒特异性更低
、

效率更高 的 防治手

段
。

另外一种令人感兴趣的抗病毒方法是利用潜
伏的 自杀基因

。

其作用原理是在反意的细胞毒蛋白
; � 8 . Β ’

端加上反意的植物病毒亚基因组 � 8 . 启

动子
,

然后将此复合基因导人植物
,

病毒侵染转基
因植物 时

,

在它制 造后代正链 � 8 . 及亚基 因组
� 8 . 过程中

,

导人植物体内的 7 8 . 中的反意启 动

子被病毒成分识别并激活细胞毒蛋 白的表达
,

从而

杀死细胞
,

抑制病毒在植物体内的复制和扩散
。

依

照这个思路
,

用 尸Ι Ν 亚基因组 � 8 . 启动子和 白喉

毒素 ; � 8 . 转化烟草
,

接种 了 户Ι Ν 的叶片逐渐变

黄
,

并在 : 一 Ο 天后脱落
,

而上半部烟草叶片 中病毒

的浓度下降到原来的 2 Λ =3
,

由此
,

证明 了 自杀蛋白

的有效作用
。

=
Μ

� 8 . 的作用

虽然早期关于 ≅ 尸Η � 的实验表明很可能是表
达的外壳蛋 白介导了植物的抗性

,

但用反意 ≅ ϑ 基
因或非表达 1一 . Δ & 6≅尸 基因导人植物

,

也获得 了

大批抗病毒植物
。

这些植株不表达外壳蛋 白
,

但通
过 8 ∃∀ −#� ; 杂交

,

可知外源 7 8 . 在其体内的转录

水平很高
。

很显然这是 � 8 . 在抗性表现中起决定

性作用
。

可能是表达的反意 � 8 . 与病毒的 � 8 . 杂

交或竞争相 同的复 制体系
,

阻止 了病毒 � 8 . 的后

期复制而呈介导抗性
。

最近报道的一个实验结果引起了很多人 的关
注

,

用 2Π 3 匕! � � ∃ ∋ −� # Ι )∀ 0  1Α ∋ Ι 6 接 种 导 人 了

Α ∋ / ≅+ 基因的转基因烟草叶片
,

新生的叶片象普通
对照烟草那样表现出病症

,

但却不含病毒
。

转基 因

植物以这种方式克服 丁∋ Ι 的侵染
。

对转基因烟草中

的蛋白及 � 8 . 进行分析
,

发现 ≅ 户基因的转录十分
活跃

,

但 ≅户; � 8 . 却只维持在很低的水平上
,

而且

未能检测到蛋白存在
。

根据这样的实验结果
,

研究

人员提出 了关于转录后抑制的假设
>

由外源基因转

录出 的 � 8 . 若超过植物可忍受的范围
,

就会激发

起植物对这些异常 � 8 . 的降解作用
,

使它们的含

量维持在一低水平上
。

当病毒侵染叶片时
,

病毒 的
� 8 . 进人植物细胞

,

因其序列与转化基因相同
,

同

样也被降解
,

于是抑制了病毒在植物体 内的复制与

扩散
。

但并非所有的实验结果都象以上所举的例子

那样 明确
,

许多转基因植物的表现
,

并不符合已有

的假设
,

也不能说明抗病毒基因对植物抗性起什么

具体作用
。

例如
>

表达 Δ , 株系 丁Η Ι Χ5 一 Θ 7 。 复制

酶基因的烟草对同源或相关株系 丁Η Ι 及 丁Η Ι � 8 .

接种均有抗性
,

但在植物体内却检测不到 Χ5 一 Θ 7 7

蛋白的存在
,

这似乎说明是 ; � 8 . 在作用
。

如用非

转录 1一 . Δ & 6Α Η Ι Χ5 一 Θ 7 7 复制酶基因导人烟草
,

得到的转基因植物虽然转录大量 � 8 .
,

却不表现抗

性
,

这又令人怀疑仍然是那些未检测到的复制酶蛋
白诱导了抗性

。

可能是转基因植物体内表达的外源

蛋 白不能稳定存在
,

故它们所引发的植物防御 反

应
,

攻击人侵病毒的复制酶
。

这种假设与上述 丁∋ Ι

≅ + 实验中 ≅户 基因 � 8 . 的作用类似
。

也有可能是
降解后的复制碎片作为失 活的亚基参与病毒复制

酶复合物的组成
,

抑制其活性
。

抗病毒基因在植物体内的转录与翻译情况还
与它们的插人位点与方向有关

,

能否弓Ρ发抗病毒反

应
,

也许还必须借助植物 自身固有的反应途径
。

但

关于这些
,

现在仍没有实验结果有力地加以说明
。

人们只知道转基 因植物实验的最后结果
,

或者说是

最表面的现象—
能否产生抗性

Σ
而对更深人一点

的 问题
,

如为什么 同 一批转基 因植物有的有抗性
,

有的没有抗性
,

抗性是如何产生的等等
,

人们还在

积极地探索着
、

思索着
。

三
、

发展趋势与存在问题

以上所提到的各种方法都是将外源基因导人

植物而获得抗性植株
。

现在正在发展的另一种趋势

是寻找宿主植物编码的抗病毒基因
。

在某些病毒的

宿主植物 中
,

常常存在有对病毒具有抗性的 品种
,

很多证据显示这些抗性是由植物编码的显性单基
因控制的

,

如果能确认并分离 出这些抗性基因
,

将
它们导人植物

,

也许就能快捷有效地获得抗性植

株
。

这种方法已引起 了植物学家的浓厚兴趣
。

现在研究得较多 的抗性基 因有番茄 丁Η 一 ,
、

ΑΗ 一 =
、

丁Η一 = =

基因
,

马铃薯的 � Τ 、

� Γ 基因
,

烟草的
8

、

闪
’

基因等
,

常用的实验手段包括诱变出抗性消

失的 突变品种
、

转座子标记
、

� <Υϑ
、

≅ #∀ ∃ ; ∃ ς 3 ; � 一
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算机的量子化学计算已经揭示 了 ≅
: 。

及其衍生物的

许多结构方面的信息
。

克罗托等人证实了 ≅
: 。

分子结构 中五元环和六

元环的磁异性
,

说是 ≅
:。

分子 中五元环具有强的顺

磁流
,

六元环具有一定 的介磁流
,

并指出 六元环的

介磁性是和缓 的
,

五元环 的顺磁性则较为强烈一

点
。

由于整个 ≅
: 。

球体中磁流是中性的
,

顺磁性的构

成只集 中在 2= 个五元环上
,

而介磁性则分布于 =3

个六元环之中
,

所以五元环的单环磁效应肯定 比六

元环大一些
。

≅
‘。

常规量制备成功 以后
,

人们提出对 ≅
:。

进行

化学修饰
,

得到 了如 ≅
: 。
3 和 ≅

:。Ψ Β 。

等简单衍生物
,

很快人们又提出 ≅
:。

有机化学反应的概念
,

紧接着
,

许许多多 ≅
。。

衍生物被合成
,

人们得到一些单加成
≅

: 。

衍生物
,

发现接上去的基团可 以加在 ≅
:。

五元环

和六元环之间 1Χ
,

: 加成6
,

也可以键连在 ≅
: 。

分子中
的 六元环和六元环之间 1:

,

: 加成 6
,

又发现 :
,

: 加

成在
,

℃ 8Η � 谱上 ≅
: 。

部分给出 2Ο 个共振信号
,

原因

是 :3 个碳原子分为 2Ο 组磁不等价碳原子
,

其中 2Β

组均分别 由 5 个碳原子组成
,

5 组均分别 由 = 个碳
原子组成

。

:
,

Χ 加成在
, Β
≅ 8 Η � 谱上 ≅

: 。

部分共给出

Β = 个共振信号
,

原因是 :3 个碳原子共分为 Β= 组磁

不等价碳原子
,

其中 = 4 组均分别由 = 个碳原子组

成
,

其余 5 组分别均 由 2 个碳原子组成
,

这用足球

模型来表示非常直观
。

:
,

: 加成为 ≅
Ζ /

对称结构
,

:
,

Χ

加成为 ≅
 

对称结构
,

:
,

: 加成较 :
,

Χ 加成对称性高
,

位能约降低 Χ
Μ

3: Θ[ Λ ; ∃,
。

:
,

Χ 加成的产物经光照或

加热可以转变为 :
,

: 加成产物
。

这些发现将认识很

快地一步一步引 向深人
,

体现了规律的客观性和实

践认识的无限性
。

目前
,

人们对 ≅
: 。

的二加成产物和

三加成产物以及多加成产物 已经有 了一些初步的

认识
,

有待于进一步的实践和再认识
。

≅
:。

的发现
,

以及短短几年 内的发展
,

是认识论
的一个写照和缩影

,

从哲学方面
,

给人的启迪也是

深刻的
。

每一个化学工作者
,

对化学元素周期表没有不

熟悉的
,

有些人能倒背如流
,

人们往往等待着第 2 =3

号元素 的 问世
,

坐等 奇异材料 的来临
,

寄希望 于
“

新
”
物种的出现

,

然而
,

新 出现的 ≅
。。

却隐藏在 旧元

素中
,

其实
,

以前报道过的许多原子簇如硼团簇
、

硅

团簇 以及杂 团簇
,

哪一个不是在周期表中藏而不

露 Ε 那些 尚未被发现 的新材料可能会继续在周期表
中隐藏下去

。

看来
,

我们需要对 自然界再实践
,

对周

期表再认识
。
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Ξ !, ∴) % ( 等
。

最近美国加州大学研究人员成功地利

用转座子标记方法克隆出烟草 的 丁Η Ι 抗性基因
,

经测序表明它编码一个 2 Β2
Μ

5 Θ 7 7 的蛋 白
,

其氨基
酸组成与果蝇 丁7Κ, 蛋白和哺乳动物 白细胞介素一 2

受体 1比 一 2� 6相似
,

将 8 基 因 导人不具抗性 的 %%

型烟草
,

可诱导植物对 丁Η Ι 侵染的过敏反应
。

研究

人员推测
,

闪 蛋白可能与 丁∃Κ, 蛋白或 ΚΥ 一 Κ� 的作用

相似
,

即作为信号传导分子引发植物的过敏反应
,

进一步的研究仍在进行中
。

随着培养转基因植物及确定
、

分离单个抗病毒

基 因方法的 日趋成熟
。

大量的文献报道了这些方面
的成果

,

但关于转化基因在植物体内作用机制的研
究却陷人了 困境

,

目前常用的 8 ∃∀ −#� ; 杂交
、

] � −
Π

� ; 杂交
、

抗性检测等手段还不足 以给人们 的各种

假设作 出强有力的证明
。

看来要揭开转基因植物
的抗病毒之谜还有待更有说服力的新方法的 出现

,

另一方面
,

寻找更简单的模式植物一病毒作用体系

也是很有必要的
,

以往的研究多在烟草一丁Η Ι 体系

中进行
,

但烟草的基 因组如此庞大复杂
,

对研究转

化基因在其中的功能来说是很不利的
。

如果能找到

一种寄主关系特异
、

基因组结构简单的植物一病毒

体系
,

将可以避开大部分与病毒侵染无关的 问题
,

更直接明 了地研究植物与病毒的相互作用
。

4 3 年代后期我国一些著名 的植物分子生物学

实验室也相继开展 了抗病毒的基因工程研究
,

取得

了一些令人高兴的成果
,

经过这些年 的努力
,

在这

方面总算是赶上了世界先进水平
。

但同时也很客观

地向我们提出 了一个严肃的问题
,

这就是我们如何

在较短的时间 内超过世界先进水平
,

干出我们 自己

的特色
,

我们认为中国与世界一样在经历了抗病毒

基因工程的高潮之后
,

要深人研究转基因植物中外

源基因 的命运
、

作用机制
,

要加强对病毒与植物相

互关系 的分子基础的研究
。

只有弄清了这些问题
,

彻底揭开两者间 的相互作用之谜
,

我们才能有 目的

地创造出新的更有效
、

更合理的抗病毒基因工程途

径
,

培育 出更多更好的抗病毒品种用于农业生产
,

作出 中国人在这方面的应有贡献
。

1责任编辑 王宏章6
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