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Plant G enetic Engineering Exp ression of 

病毒病害一直是农业生产的一大 问题，分子生物学的发展，特别是基因工程的发展 

为防治病毒病带来了希望。就目前的情况看，有效的抗基因主要来源于病毒本身，如外 

壳蛋自基因、卫星 RNA基因、正义 RNA序列，反义 RNA序列等。除此之外， 一些其 

它的策略也被采用，如棱酶 (Ribozyme)策略等。人们也正在试图从植物本身 分 离 抗 

病毒基因和探索新的抗病毒策略，这一切都有助于推动抗病毒植物基 因工程的发展。本 

文仅讨论三个方面的问题 t (1)目前普遍采用的几种策略的现状及评价 | (2)目前 

如何提高工程植株的抗性| (3)新的抗病毒策略的探讨。 

一

、 目前瞢追采用的几种簟略的现状爰评价 

1． 外壳蛋 白基因策略 

1986年 R．Beachy等将烟草花叶病毒 (TMV)外壳蛋白基因导人烟草，培育 出了能 

稳定遗传的抗病毒工 程烟草植株，开创了抗病毒植物基因工程的先河 ⋯。 自此以后，人们 
一

直对植物病毒外壳蛋 白 (CP)的基因工程予 以特别的青晾。除 TMV外，黄瓜花叶病 

毒 (CMV)、马铃薯 x病毒 (PVX)、苗蓿花叶 病毒 (AIMV)、烟草条纹病毒(TSV)、 

马铃薯 Y病毒 (PVY)、烟草环斑病毒 (TRV)、葡萄铬黄花叶病毒 (GCMV)、甜菜 

坏 死黄脉病毒 (BNYVV)、 番茄斑萎病毒 (TswV)及水稻条纹病毒 (RSV)等的外 

壳蛋 白基因也被导八植物 ，转化植物都表现出不同程度的抗病效果。 这些病 毒 除 

本文于1992年 7月 3日收到r 8月 19日惨 回o 
’ 
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TSM-V
、 RSV是负链 RNA病毒外均为正链 RNA，且外壳仅 由一种类型壳粒蛋白组成的 

病毒。 

值得一提的是， 马铃薯Y组病毒的外壳蛋白介导的抗性有三个重要的特征t(1)对 

机械接种、蚜 虫接种均可产生较高的抗性} (2)一种病毒的外壳蛋白的转化植物对同 

组其它 病毒 也可产生高度的抗性“ ” ， 外壳蛋白在植物中的表达量与对病毒的抗性不 

是正相关。 

外壳蛋白基因策略的抗病机制不十分清楚，研究表明对于一些病毒其机制在于外壳 

蛋白 积累的结果， 对于另一些病毒其抗病机制在于外壳蛋白基因转录物的积累““。 以 

TMV等为材料的研究表明外壳蛋白基因介导的抗性是 由于外壳蛋白的积累干扰 了 病 毒 

的脱壳，同时抑制了病毒在体 内的转运和复制 16-g1]~ 

TMV外壳蛋白基 因的转化植物对 TMV病毒粒子有抗性， 对 TMV RNA没 有明显 

抗性，而 PVx外壳蛋白基因的转化植物对 PVX病毒粒子及 PVX RNA都有 抗 性 ， 此 

外，仅烟草蚀纹病毒 (TEV)外壳蛋白基因 RNA就可使植物具有抗性。 这些表 明对于 

不同的病毒外壳蛋白基因介导的抗性有不同的机制。 

外壳蛋白基因策略是目前一种较成熟的抗病毒策略，然而大多只表现延迟的抗病静 

力，对多年生植物效果可能 更差，其抗性有待于提高。 
一 般认为外壳蛋白策略有较小的危险性，但推广前仍应该对其危 险性进行褫}定评估 

2． 病毒卫星 RNA基 因策略 

卫星 RNA是一类依赖于辅助病毒才能复制的低分子量 RNA，它能改变辅助病毒 引 

起的症状，在许多事例中，可抑制病毒的复制并减轻病毒引起症状。1983年田波等基于 

卫星 RNA是 病毒的分子寄生物的观点，用卫星 RNA作为生防制剂控制 CMV引起的病 

害获得成功 ” 。 在这项工作的启发 下， 人们开始了用卫星 RNA基因的策略获得 抗 

病毒基因工程植株的研究， 目前已将 CMV卫星 RNA的双体基因和单体基因及烟草 环 

斑病毒 (TobRV)卫星 RNA基因导入植物， 转基因植物均表现出对相应病毒较高的抗 

性 。～⋯ 。 

卫星 RNA基 因的抗病机制还不清楚，一般认为其作用机制是卫星 RNA与 病 毒 基 

因组 RNA争夺病毒 RNA复制酶，从而干扰了病毒基 因组RNA的复 制 “。然而CMV 

卫星 RNA可减弱番茄不孕病毒 (TAV)引起的症状但并不抑制 TAV的复制f” ， 烟草 

环斑病毒的卫星 RNA(SToRV)不能依赖樱桃卷叶病毒 (CLRV)复制但仍减弱 CLRV 

引起的症状并抑制 CLRV的复制 ”，此外所有加重症状的卫星 RNA都依赖于 辅 助 病 

毒复制，这些事实暗示了卫星 RNA策略的抗病机制涉及卫星 RNA与植物组分 间 的 直 

接或 问接的相互作用。 

最近 Kaflfler等发现带有卫星 RNA的 CMV—S株系侵染的番茄可 以 缓 解 PST'V侵 

染的症状 “，这为通过植物基因工程的手段堵育抗类病毒植物带来了希望。 

用： 星 RNA策略抗病毒有明显的优点， 即 只需低水平的表达卫星 RNA且不需产 

生新的异源蛋白就可使植物产生较高水平的抗性，避免了高表达和异源蛋白的产生对植 

物的不利影响，且对多年生植物可能有较好的抗性。 

但也应注意刊，卫星 RNA策略存在着一定的局限性， 其中最大的问题是存在一定 
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的潜在的危险性。 目前，卫星 RNA控 觚 症状产生的研究已取得较大进展 “ ， 将来 

人们可能设计出失去包壳入辅助病毒能力、失去在植物内转运能力或失去突变成致病能 

力的 良性卫星 RNA。可以相信，解决卫星 RNA存在的潜在危险性是完全可能的。 

3． 病毒反义RNA的策略 

反义 RNA对原 核及真核 细 胞基因 的表达有抑{li 作用，人们也尝试用反义 RNA策 

略获得 抗病毒的转基因植物，然而用反义 RNA策略对付 TMV、CMV、PVX等 RNA植物 

病毒的 效果 并不 理想， 工程植株仅表现很弱的抗病性 14,38] 这可能是 因为反l兑 RNA 

只能在细胞质 中起作用的结果。通过提高反义 RNA在植物中的表达， 如提高启动子曲 

强度，或利用复制型载体，则可能使植物产生对 RNA病毒较高的抗病性n然而 转 TEV 

外壳蛋白基因反义 RNA的植物表现出对 TEV高度的抗性 ， 其机理被认为是抑制 了 

TEV RNA的复制，其进一步的机理还有待研究。应用反义 RNA策略针对 DNA植物病 

毒， 使反义 RNA在细胞质和细胞核 中都起作用， 则有可能得到满意 的抗病效果·A． 

G．Day成功地 用反义 RNA策略获得 了高抗双生病毒番茄黄花叶病毒 (TGMV)的转 

基因烟草⋯]， 暗示了反义 RNA策略对付 DNA植物病毒是一个好策略，既安全又可使。 

植物产生较高的抗性。 

4． 正义 RNA(Sense RNA)策略 

解释交叉保护的一种机制是病毒 义 RNA能够干扰病毒的复制 ”。 Gol emboski 

等将 TMV U1株系的 54KD蛋白正义序列导入烟草， 获得的转基因植 株 对 TMV及 其 

RNA有极高的抗性，对 TMV YSI株也有较高的抗性， 但对亲绿关系稍远 的 TMV if2 

株系没有同等的抗性⋯ 。 最近 KaWChuk等报道 了马铃著卷叶病毒 和 烟 草 蚀 刻 病 毒 

(TEV)的正义 RNA可赋予植物高度的抗病性 ,sr-Ss} 其抗病毒机制还不请楚， 但 

有人认为是在 RINA水平上起作用，以某种方式干扰病毒的复制或装配。 
一 些病毒正义 RNA序列的转基因植株对一些 RNA病毒表现出很高的 抗 性， 展示 

了正义 RNA策略诱人的前景，其机制需进一步研究。 

5． 核酶 (Ribozyme) 、 

核酶是一类具有崔化功能的 RNA分子 ”。目前，已知有几类核酶可顺序专一地切 

割 RNA C⋯，这为培育抗病毒植物提供了另一种希望。然而到目前 为止，尚未见转核酶 

基因的植物抗病毒的报道， 这可 能与核 酶在细胞中的定位 及反义 RNA(包括核酶 )和 

靶 RNA的杂交体在动力学 上有一种瓦解倾向有关。要使植物达到令人满意 的 抗 病 效 

果， 首先要解决这两个问题， 这要求切割胞质 病毒 (大多植物病毒 )RNA的核酶在细 

胞质 中浓度高 ，病毒复制型载体，tRNA表达盒等有可能为此提供答案。利甩梭酶策略有 
一 定的危险性，即有可能非特异地切割植物细胞 RNA。 利用核酶策略也有一 定优点 t 

由于一些病毒基因是相当保守的，利用核酶策略有可能产生较为广谱的抗性，核酶策略 

是一个值得研究的策略。 

二、复合基因策略是 目前提高工程檀株抗性的有效途径 

目前一般采用的单基因抗病毒策略都 有一定程度的局限性，或者抗性不高·或者范 

围较小。或者两者兼有，我们认为复古基因策略是目前解决这些问题的一个有效造霜 l 
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1． 多种抗性基 因控制一种病毒 

我们将 CMV卫星 RNA基因和 CMV外壳蛋白基因的表达盒串在一起导入烟草，获 

得 转基因植株，结果表明工程植株能稳定表达外壳蛋白和卫星 RNA，攻毒测定表 明 转 

双基因的工程植株的 CMV浓度 病情 指数都 比正常对照烟草 和单独转卫 星 RNA基 因 

的工 程植株低很多。即使使用浓度很高的病毒 接种，90天后仍有5O 左右的植株不表现 

任何症状，这也大大高于单弛转 CP基因的工程植 橡 ”。 

从我们的结果看，将两种或多种不 同抗病机制的策略结台起来，可提高植物抗性是 

肯嚏 的。 

2 多种抗性 基因控制病毒 的混合侵染 

大多植物受到多种病毒的侵染，同时多种病毒的混合侵染 引起的病症比一种病毒侵 

染引起的症状要严重得多。 马铃薯 X病毒 (PVX)及马锋薯 Y病毒 (PVY)是危害马 

铃薯生产的主要病毒病源， Lawson将 PVX和 PVY的外 壳蛋白基因的裘达盒 串连在一 

超同时导入马铃薯中 ，研究表明工程植株能稳定转录和翻泽 PVY和PVX外壳蛋 白基因， 

且表现对 PVY，PVX的高度抗性，攻毒36天后，对照植物80 表现症状， 但其中一个 

转化系植株几乎不表现任何病症，且表现出对 PVY通过机械接种和蚜虫传染的抗性 4 。 

上述结果表明多种抗性 基因策略是控 制多种 病毒的混台侵染的一种有效手段。 

3． 抗病毒介体基 因与抗病毒基因结合的策略 

在 自然界中，病毒主要是通过昆虫、真菌和线虫传播，阻断传播途径，必将大大地 

有利于控制病毒病的发生。将抗虫基因和抗病毒基因同时导入植物则可能得到既抗虫又 

抗病的植物，尤其是大田种植抗病毒介体的植物会增强抗病的效果。 

三、新的抗翥毒肇略的探讨 

目前普遍采用的抗病毒策略有一定的效果，但总的来说毋不十分理想，一是抗性不 

高，二是有些存在一些安全性方面的问题，三是抗性范围较小。 目前人们正在探索新的 

抗 病毒策略。 

1． 针对病毒 本身的抗病策略 

抗病毒就是阻断病毒的增殖和传播，即阻断病毒的脱壳 病毒基因的表达、病毒基 

因产物的加工、病毒的复制、病毒的装配和病毒的转运等步骤。 ’ 

(1)针对病毒的传播和脱衣壳步骤 如前所述，在 自然界中，病毒主要是通过 

昆虫、真菌 线虫传播的。病毒与其介体是极其专一的，涉及病毒的基因产物，例如， 

PVY的 56KD 对蚜虫传播是必须的 ，封闭这些蛙因的表达或将这些产物失活，将使 

PVY丧失蚜虫传播的能力。这样的转基 因植物虽然对病毒没有抗性 ，但可控制病毒的传 

播，在大而积的种植中，这种转基因植物可能是无病的，如和抗病基 因结合起来，可能 

效果 更好 ， 

病毒脱衣壳的机制仍不清楚，对病毒脱壳机制的深入了解，则有可能设计出相应的 

抗病毒 策略 。 

(2)针对病毒的基因表达 病毒基 因组是通过植物的核糖津进行酗译的，在众 

多的 RNA和 DNA病毒 中，可能同时存在几种翻译和表达策略。对于正链 RNA病毒， 
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至少存在下列几种翻译策略t①基因组分段 J②形成亚基因组‘“ ， ③翻译通读( } 

④核糖体移码 }⑤多聚体蛋白的加工[． 。 剥这些翻译策略机制的研究和了解就可能 

设计出相应的策略阻断病毒的基因表达，达到抗病毒的目的。 

(3)针蒯病毒基 因产物的加工及病毒 的复制 有些病毒的基因组 RNA先翻 译 

成一个多聚蛋白，然后用自己编码的蛋白酶加工成各个蛋白，封闭此蛋白酶的表达组就 

阻断了这个翻译后的加工过程 还有一些病毒需要在基因组的 5 端加 Vpg[．”或在 3 端 

加上 tRNA等 ，才能使基因组有效地表达或复制， 了解这些加工机理， 就可能特异 

地阻断这些过程，从而阻断病毒基因组的表达或复制。 

病毒的复制是极其复杂的过程，例如正链 RNA病毒，需经过正链RNA到负链RNA 

再到正链 RNA的阶段，对于 参与这些过程中关键 RNA序列和蛋白因子的深入了解可 以 

设计 出相应的抑制病毒 的策略，达到抗病毒的 目的。 

(4)针对病毒转运和释放 

病毒对植物的系统侵染以两种方式进行，一是细胞的短距离转运，二是通过维管束 

的长距离转运。 已经知道在 细胞间的短距离转运，由病毒编码 的 运动蛋白 (Movement 

protein)参与， 同时也有寄主 编码的蛋白参与，这 些已被很好她综述 “ ，对病毒在 

植 物中的长距离转运知道得很少，一旦知道这些机制，就有可能设计相应的策略阻断病 

毒产物表达，限制病毒在植物体内的转运，达到抗病毒的 目的。 

2． 植物编码的抗性 

在自然界中，植物编码的抗性是非常普遍的，很多植物抗多种病毒。除了病毒介体 

抗性之外，植物编码的抗性在三个水平上起作用，即对病毒复制的抑制，对病毒转运的 

抑制及超敏反应。 

(1)对病毒复制的抑制 

a
．  对病毒加工过程的抑制 许多植物编码一些蛋白，抑制病毒 的加工过程．从 

而抑制病毒的增殖，如豇豆 Arlington株系对豇豆花叶病毒具有高度的抗 性。 研 究 表 

明，豇豆 Arllngton株系植物编码一种蛋白酶抑制剂， 专 一她抑制 CPMV翻译的 大 蛋 

白的加工⋯ 。 

b．对病毒 RNA复制的抑制 研究表 明， 一些植物通过抑制病毒 RNA的复制， 

而对病毒有高度抗性。 巳知含 Tra—l基因的番茄对 TMV有抗性 。舍 Ry和 Rx基因 

的马铃薯分别对 PVY及 PVX有极端抗性 ， 甚至用接种和酶联免疫分析的方法在 

植物中都检测不到病毒 这些基因的分离必将大大推动抗病毒基因工程的发展。 

(2)对病毒转运的抑 

a
． 通 过对细胞的杀伤抑制病毒的转运 许多植物受到病毒侵染时， 侵染部位的 

细胞通过一定的机制死亡，从而将病毒限制在单细胞或局部水平上， 不能造成 系 统 侵 

染。如 巳知商陆等植物编码一类核糖体灭活蛋白，人们推测这种蛋白抑制被病毒侵染细 

胞中的核糖体，进而 杀死这些细胞，阻止了病毒在植物中的转运，从而使植物具有抗病 

性 。单基因控制的过敏反应抗性也属这一类 ‘ 。 

b
． 不杀伤宿主细胞而抑制病毒转运 有些植物编码参与病毒转运 的 蛋 白 抑 制 

剂，或在正常情况下参与病毒转运的宿主蛋白因子突变，从而宿主蛋白因子与病毒运动 
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蛋白之间的相互关系改变，抑制了病毒的转运，表现为抗病，例如含有 Tm一2或 Tm一2‘ 

基因的番茄对 TMV有抗性，研究表明，抗性是由于阻断了 TbfV短距离运输[i”， 对这 

些抑制剂蛋白或突变的宿主蛋白因子的了解，有可能培 育出抗病植物。 

(3 )超敏反 应 (Hyper sen8itive reaction) 

植物受到病毒等侵染时，可 以诱发植物产生超敏反应，将病原物限制在被侵染的部 

位，且经常伴随坏死，并对相关与非相关病毒 、细菌、真菌及昆虫均产生抗性。 

超敏反应中伴随着大量的酶类和代谢物的产生””， 其中一定有一些涉及抗病毒 效 

应。一般认为，细胞多聚物，如富羟脯 氨酸的糖蛋白、术质素、木栓质或多聚糖合成的 

增加可能使植物产生对病毒的抗性 ”。 

其它一些诱导蛋 白如 PR一1、PR—S、GRP等功能尚不清楚， 被认为与抗病毒 活 性 

有关，然而 PR—la、PR—S或 GRP的转基因植物对 TMV和ALMV没有任何抗性 ， 

这表明单独的 PR—la、PR一1b、GRP对病毒无效。 

另两类与超敏反应有关的蛋白组是抗病毒因子 (AVF)及病毒复制抑制剂 (IVP) 
[●‘一⋯

a 

超敏反应诱发的抗性是对 多种病原物的抗性，对超敏反应的深入研究有可能发展出 

安全、高效、广谱的抗病毒，抗细菌、抗真菌策略， 目前我们正在进行此类工作。 

植物抗病毒基因可 以将病毒复制降低到极低的水平而不影响正常的植株发育过程， 

这对植物病毒的控制极有价值。 

3．其它抗病毒策略 

(1)抗体基因策略 目前已在转基因烟草 中同时表达了一些抗体的重链和轻链 

基因， 表达产物能组装成有话性的抗体” ⋯， 这种技术在植物生物学方面具有重要的 

意义。田波曾提出将植物病毒的抗体基因转入植物内，使其在体内表达抗体以阻断病毒 

的功能，达到使植物抗病毒的目的。当然这一设想也适用于抗支原体、细菌和真菌等引 

起的病害[1 。 

(2)核酸酶作为控制病毒病的策略 利用核糖核酸酶基 因在花药绒毯层细胞的 

特异表达而降解该处细胞的 RNA已获 得了雄性不育的转基因植物[1 ， 我们认为利 用 

核酸酶基因在被病毒侵染的细胞中的特异表达从而特异地降解病毒核酸及被病毒侵染的 

细胞的核酸也能够获得抗病毒植 物。 

最近．Natsoulis等提 出了另一种抗病毒设想 ， 这种设想也可能适用于抗植物病 

毒，这一策略的核心是将病毒的外壳蛋白与核酸酶连接在一起构成融合蛋白，它具有病 

毒外壳蛋白的包壳功能又具 有核酸酶活性 。当形成病毒粒时，这种融合蛋 白有可能渗入 

这种病毒粒子的衣壳中，并在特定的条件下特异地降解病毒的核酸，达到抗 病 毒 的 目 

的。这种设想的潜在 问题是核酸酶有可能对植物产生毒性，选择特别的核酸酶，如cB“ 

激活的核酸 SN(Staphylococca1 nuclease)有可能解决这个问题。 

(3)表达卫星病毒及缺陷病毒 RNA(DI RNA)的策略 卫星病毒 (Satellite 

virus)及缺陷病毒RNA(Defectire interfering RNA)依赖于辅助病毒才能增殖 ， 

卫星病毒 及缺陷病毒 RNA町能抑制辅助病毒的复制， 改善或减 轻捕助病 毒 引 起 的症 

状，其转基因植物可能是抗病的。 
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(4)表达弱毒病毒全长 RNA的策略 Yamaya等分别将 TMV强致病株 L爰弱 

毒株L A的全长RNA的cDNA导八番茄得到了转基因植株。从两种转基因植物中均可提 

取到有侵染性的病毒粒子。 转基因 L植株呈现典型的花叶症状，而 转基因 L A植物不 

表现或仅表现很轻的花叶症状 ，且表现 出对 TMV致病株 L及其 RNA较高的抗性” ” 。 

表达其他病毒弱毒全长 RNA的转基因植物也可能有较高的抗性。 

这种策略产生的转基因植物虽然抗性较高，然而具有经典交叉保护的一切缺点，作 

为一种抗病毒策略值得商讨。 

(5)表达干扰素基因的策略 人的干扰素在人体上具有广谱的抗病毒作用，已 

经发现外源的 0一或 一干扰素具有保护植物免受某些病毒侵染的作用 ”， 将干扰 素 基 

因导八植物也可能培育出抗病毒的植物品系。我国已经将人的 0一干扰素基因导 人 烟 草 

和水稻中井得到了表达，表达的干扰素具有抗病毒活性 ” ， 但 转基因植物是否具 有 

抗植物病毒的能力尚需进一步的工作。 

抗病毒植物基因工程是一个很大的研究领域， 目前普遍采用的抗病毒基 因及其策略 

仅仅是这一领域的一个开端，随着病毒 分子生物学、植物分子生物学、植物生理学及病 

毒与植物、病毒与传播介体 介体与植物问的相互关系的研究，一定会有更多的、安全 

有效的抗病毒基 因及策略将被发现。 

外壳蛋白基 因、卫星 RNA基因及正义 RNA序列在温室条件下作为抗病毒基因已被 

证实是有效的，反义 RNA针对DNA病毒和 PVY病毒组的 TEV也被证实是有效的，针 

对大多数RNA病毒的反义 RNA及核酶可能需要扩增到 较高的水平才能有效，tRNA表 

达盒、病毒复制型表达载体有可能为这个问题提供答案。 

目前表达抗病毒基因的启动子大多为 CaMV 35S启动子， 属于组成型表达， 然而 

异源基因的组成型高表达可能对植物不利。用病毒诱导的启动子高表达抗病毒基因将是 

很有价值的。 

植物基 因工程的发展必将大大推进农牧业 的发展 在不 久的将来，抗病毒基 因工程 

植物也将在大田中推广。然而我们应看到，目前普遍采用的抗病毒基因及其策略还有一 

定的局限性和一些潜在的危险性，在进行推广时， 一定要慎重。 一方面 测定在 大田条 

件下的抗病性，另一方面要注意它的潜在危险性。对于提高抗病性，前面已有详尽的论 

述 。对于安全性，有四点需要强调，一是抗性寄主植物编码的序列与侵染的病毒桉酸有 

发生重组的可能性 二是这种重组有产生更强的毒株的可能性I三是对于食用植物，抗 

性基因的产物不能对人畜有毒 ，四是应当注意一些生态 问题。 

植物的品质是各种性状的综合，抗病毒植物基因工 程必须与常规宵种系 统 结 合 起 

来，才能真正地应用于生产，达到高产、优质、抗病的目的。 
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