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转基因植物抗病毒策略及其风险分析
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摘要:简要讨论了近年来植物抗病毒基因工程的几种策略 ,主要有:外壳蛋白介导的抗性策略 、复

制酶介导的抗性策略 、运动蛋白介导的抗性策略 、RNA 干扰介导的抗性策略。分析了几种抗病毒

策略可能存在的潜在风险 ,主要包括:异源包壳 、重组 、协生 、RNA 干扰介导的抗性被含有沉默抑制

子的病毒侵染后攻破等 ,并根据风险产生的机制分析了各种风险产生的原因 ,提出一些减少风险的

方法 。
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Abstract:The st rategies of plant anti-vi rus genet ic engineering in recent years we re briefly dis-

cussed.These st rategies mainly include coat pro tein-mediated resistance st rategy , replicase-medi-

a ted resistance strategy , movement pro tein-mediated resistance st rategy and RNA inte rference-

mediated resistance strateg y.In addit ion , the po tential ri sks o f these st rategies were also ana-

ly zed , mainly including heterolo gous encapsidation , recombination , synergism , and broking of

RNA interference by vi rus-encoded RNA silencing suppresso r.Based on the mechanisms of risk

product ion , the reasons were analy zed and seve ral ef fective methods w ere also developed to re-

duce the risks.
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　　植物病毒病是农业生产上最严重的病害之一 ,

有“植物癌症”之称。近年来 ,作物病毒病发生的面

积和种类不断扩大增多 ,给农业生产造成了巨大损

失 ,传统的防治方法已无法从根本上解决病毒病的

危害问题
[ 1]
。随着基因工程的发展 ,植物转基因技

术也日益成熟 ,为防治病毒病开辟了新的途径[ 2] 。

目前 ,人们已经发现和提出许多转基因抗病毒策略 ,

主要包括利用病毒外壳蛋白介导的抗性途径 、利用

病毒复制酶介导的抗性途径 、利用运动蛋白介导的

抗性途径和利用 RNA 干扰介导的抗性途径 ,并把

这些策略应用于改善植物的抗病性 ,取得了明显成

效 。例如 ,针对玉米矮花叶病毒(MDMV)培育的转

基因玉米植株或品系均表现出明显的抗病性[ 3] ;美

国批准在夏威夷商业化种植的抗番木瓜环斑病毒

　河南农业科学 , 2011 , 40(2):19-24
　Journal of Henan Agricultural Sciences

DOI :10.15933/j.cnki.1004-3268.2011.02.009



(PRSV)的转基因番木瓜 ,解决了长期困扰番木瓜

生产的环斑病毒病问题 ,给农业生产带来了一定的

经济效益和社会效益
[ 4]
。

然而 ,就在转基因抗病毒展现出诱人的前景时 ,

人们对抗病毒转基因植物释放的安全性问题的关注

也越来越多。鉴此 ,就当前常用的主要转基因抗病

毒途径作一介绍 ,并对抗病毒转基因植物可能存在

的潜在风险进行探讨 。

1　植物抗病毒基因工程的主要方法

1.1　利用病毒外壳蛋白介导的抗性

利用病毒外壳蛋白介导的抗性途径是研究最

早 ,也是目前比较成熟的抗病毒途径。该途径主要

是通过体外克隆病毒的外壳蛋白(coat protein ,CP)

基因 ,体外重组并构建表达载体 ,然后将重组的 CP

基因转化到植物细胞内 ,使其在植物体内表达 ,当入

侵病毒的裸露核酸进入植物体后 ,它们立即被植物

细胞中的自由 CP 重新包裹 ,阻止了入侵病毒核酸

的翻译和复制 ,从而使转基因植物获得抗病毒的能

力。典型的转基因抗病毒例子就是转化烟草花叶病

毒(TMV)外壳蛋白基因诱导植物抗病毒的试验 ,该

研究首次成功将 TMV 的 CP 基因导入烟草 ,培育

出能稳定遗传的抗 TMV 烟草植株 ,开创了植物抗

病育种的新领域
[ 5]
。此后 ,这一策略被广泛应用于

其他众多的转基因植物。

田间试验证明 ,转外壳蛋白基因的植物从不感

病到推迟和延缓症状的产生 ,表现出不同程度的抗

病性 。在某些情况下 ,转化一种病毒的外壳蛋白基

因可以抵抗不同菌株以及近缘病毒的侵染[ 6] 。这种

策略的抗性机制 ,可能是转基因外壳蛋白和侵染病

毒外壳蛋白之间发生相互作用:①转 TMV 外壳蛋

白基因的植物对病毒粒子的侵染表现高抗 ,但是对

病毒 RNA 或萃取过的病毒没有抗性[ 7] ;②转外壳

蛋白基因的植物介导对亲缘关系近的病毒抗性比亲

缘关系远的病毒抗性强
[ 8]
;③转外壳蛋白突变体基

因影响蛋白二级结构间的静电相互作用力 ,表明改

良外壳蛋白产生的抗性需依照它们自身的组装能

力
[ 9]
。Asurmendi等

[ 10]
认为 ,外壳蛋白介导的抗性

水平与外壳蛋白的聚集状态有关 ,受蛋白四级结构

而不是二级结构的调节。

虽然目前对外壳蛋白介导的抗性机制仍不完全

清楚 ,但人们已成功把这种途径应用于多种植物的

抗病性研究。Murry 等[ 11] 将 MDMV 的 CP 基因导

入玉米 ,获得了抗 MDMV 的转基因玉米 。杨荣昌

等
[ 12]
通过农杆菌介导法获得了 42株转黄瓜花叶病

毒(CMV)CP 基因的番茄植株 ,通过苗期人工接种

CMV鉴定 ,转基因植株表现出一定的抗性 。

1.2　利用复制酶介导的抗性

病毒复制酶是指由病毒编码的能特异合成病毒

正负链 RNA 的 RNA 聚合酶(RdRp),其核心功能

是合成全长的病毒基因组 RNA ,一般是在病毒核酸

进入寄主细胞并结合到寄主核糖体之后形成。复制

酶介导的抗性可能是由于转基因植株所表达的复制

酶反向调控了病毒的复制 ,使复制率降低 ,或转基因

植株表达突变或缺失的复制酶与野生型的病毒复制

酶产生竞争而干扰病毒的复制 。1990 年 , Go lem-

booki等[ 13] 首次将 TMV 54 kD蛋白基因转入烟草 ,

发现转基因烟草对 TMV表现极强的抗性。此后 ,通过

复制酶介导从而使转基因植物获得对病毒抗性的方法

便被广泛应用于植物抗病毒基因工程研究中。

对于这种抗性的机制 , Lomono sso ff 等[ 6] 认为

是转入的 mRNA 与病毒的复制酶进行无效结合抑

制了复制酶的正常功能 ,或者是 mRNA诱导了植物

的自然抗病性。Car r等[ 14] 认为 ,转基因植物表达的

复制酶蛋白在病毒的侵染过程中作为一种调节蛋白

发挥正常功能 ,打破了正 、负链复制的平衡 ,或者干

扰了控制复制酶活性的反馈抑制途径 ,影响了复制

酶复合体的装配。

复制酶介导的抗性涉及 RNA 水平和蛋白表达

水平 ,显示了其抗病机制的复杂性 ,还需进一步的研

究 ,但通过这种途径获得对病毒的抗性己经在许多

病毒上得到了验证 。Braun等[ 15]通过将 RdRp基因

在转基因植物体内表达诱导了烟草对马铃薯 X病

毒(PVX)的抗性 。雷海英等[ 16] 将 MDMV 复制酶

基因通过花粉介导法转化玉米成功获得了抗矮花叶

病的玉米株系。

1.3　利用运动蛋白介导的抗性

运动蛋白介导的抗性 ,是指人们应用转基因技

术将功能异常的运动蛋白(movement protein ,MP)

转入植物后 ,植物对病毒表现出广谱抗性的现象。

病毒在植物体内细胞间的移动和扩散依赖于运动蛋

白与胞间连丝的结合 ,如果能够干扰或阻遏运动蛋

白与胞间连丝的结合 ,就可以阻止病毒的转移 ,将已

经侵入植物体内的病毒局限在最初的侵染部位 ,从

而达到抗病毒的目的。

Cooper等[ 17] 将缺失突变的 TMV MP 基因转

入烟草 ,转化植株不仅对 TMV 具有较高抗性 ,而且

对多种不相关病毒也都表现抗性 , 由此认为这种抗

性机制是由于突变 MP 占据了植物病毒正常 MP 与

寄生细胞胞间连丝的结合位点 ,干扰了 TMV 正常
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MP 的活性 ,从而使植物获得了对病毒的广谱抗性 。

Maly shenko 等[ 18] 在烟草中表达雀麦花叶病毒

(BMV)的 MP ,也能获得对 TMV的抗性 ,可能是由

于烟草并不是 BMV 的宿主 ,转入的 BMV MP 在烟

草中的功能是异常的 ,干扰了 TMV 的正常转移 ,从

而使烟草产生抗性。

1.4　利用 RNA干扰介导的抗性

RNA 干扰(RNA interfe rence , RNAi)是指双

链 RNA(double-st randed RNA , dsRNA)在细胞内

特异性地诱导与之同源互补的 mRNA 降解 ,使相应

基因的表达关闭 ,从而引发转录后水平基因沉默的

现象 。植物中 RNA 沉默是植物抵抗外来核酸(病

毒)入侵 ,并保护基因组完整性的一种防御机制。植

物病毒主要依赖于寄主的复制转录体系完成自身的

繁殖和侵染 ,导致植物感病 。在相对中性的自然界

中 ,植物体天然的 RNAi系统不能起到完全或较高

水平的抵御某种病毒侵染的作用 ,而如果人为地将

某种病毒的某一序列设计成双链结构 ,导入植物体

内 ,使之表达可诱发 RNAi 的 dsRNA ,通过诱导的

RNAi强化植物体内天然的 RNAi抗病毒机制 ,就

有可能获得较高抗性的转基因植物 ,从而达到延迟

和减轻病毒病害的目的。

人们在研究蛋白介导抗性时发现 ,植物对病毒

的抗性与转基因编码的病毒蛋白的表达没有必然的

联系 ,即使在病毒蛋白表达量很低甚至不能检测到

的情况下对病毒抗性仍然很强 ,后来研究发现 ,这是

一种在转录水平上专一性敲除 RNA 序列的抗病毒

新方法 ,即 RNA 干扰或 RNA 沉默
[ 19]

。基于这种

RNA 序列专一性降解理念 , Lindbo 等[ 20] 提出了

RNA 介导的抗病模型 ,认为转基因 RNA 专一性诱

导病毒基因组中与自身序列相同的病毒 RNA 降

解 ,从而使植物表现出对病毒的抗性 。此后 , Ham-

il to n等[ 21] 证实并补充了这种模型 ,认为转基因后产

生的小干扰 RNA(small interfering RNA , siRNA)

是促使病毒 RNA 序列专一性降解的决定因素 。

Smith等[ 22] 研究发现 ,相比于单链正义或反义 RNA ,

双链 RNA 尤其是发夹式结构的 RNA(hpRNA)对

RNA 沉默的效率有非常显著的提高。如果在反向

重复序列间加入一段非编码序列如内含子 , 转录后

形成含有内含子的长双链 RNA 发夹结构 ,其在植

物体内 Dicer 酶作用下被切割成 21 ～ 23个核苷酸

的特殊小双链 RNA ,更能有效地引发 RNAi反应 。

基于 RNA 干扰技术的原理 ,人们将病毒的某

一序列设计成双链结构导入植物体内使之表达 , 通

过 RNA 干扰机制对病毒基因组的特异性切割降

解 ,有效地提高了植物的抗病毒能力。马中良等[ 23]

根据水稻矮缩病毒(RDV)序列 , 构建了相关的

RNAi载体 ,导入水稻中 ,发现转化植株对 RDV 有

很高的抗性 。赵明敏等[ 24] 以 TMV CP 基因为靶

位 ,设计合成干扰序列结构导入烟草中 ,结果表明 ,

干扰序列对 TMV 有明显的抑制作用 。

综上 4种转基因抗病毒途径可以看出 ,在一定

时期内它们在改良植物病毒抗性方面都发挥了重要

作用 ,呈现出了传统抗病毒方法无法比拟的优越性。

然而 ,随着更为深入的研究发现 ,不同的方法均有一

定的优点和不足。Register 等[ 7] 研究表明 ,外壳蛋

白介导的抗性主要是在侵染发病早期起作用且只是

推迟发病 ,对于反复感染的田间作物以及多年生植

物不能有效地控制病毒病 ,对于高剂量的接种病毒

以及裸露的 RNA 病毒不起作用 。Maly shenko

等[ 1 8] 研究表明 ,复制酶介导的抗性能抵抗高剂量的

接种病毒及裸露的病毒 RNA 且具有持久性 ,但作

用范围相对较窄 ,具有明显的株系特异性 。Lapidot

等[ 2 5] 研究表明 ,运动蛋白介导的抗性表现在病毒侵

染的中晚期 ,其不干扰病毒的早期侵染 ,并且只有缺

陷型或异源的 MP 才能介导植物对病毒的抗性 ,功

能完整的 MP 不但对病毒侵染不起作用 ,甚至还提

高对病毒的敏感性。相对于以上 3 种抗病毒途径 ,

RNA干扰介导的抗病毒策略是最近发现的一种新

策略 ,它不但具有抗病能力强 ,抗性不易被高剂量的

接种病毒攻破等优点 ,而且转基因后不在植物体内

产生蛋白质 ,从而避免了外源蛋白在植物体内的积

累 ,减少了异质壳体化的潜在风险且抗病性持久 ,抗

性一旦获得 ,可终身保持并可稳定遗传[ 26] 。

2　植物抗病毒转基因研究和应用中的
安全问题

自 20 世纪 80年代以来 ,植物抗病毒基因工程

研究不论在深度上还是广度上都进展非常迅速 ,其

应用前景十分引人瞩目 ,然而就在它诱人的前景初

见端倪时 ,人们对抗病毒转基因植物释放的安全性

问题的关注也越来越多。目前 ,已有很多研究提出

抗病毒转基因植物释放可能对生态环境存在着潜在

风险 ,主要集中在异源包壳 、重组 、协生 、RNA 干扰

介导的抗性能被含有病毒抑制子的病毒侵染所攻破

等几个方面 。

2.1　异源包壳

异源包壳是指一种病毒的基因组在装配成粒子

的过程中被其他病毒的外壳蛋白包裹的现象 ,其潜

在的风险是可能会导致病毒由新的传播方式或新的
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传播介体传播 。Chen等[ 27] 曾报道 CMV 的外壳蛋

白包装 TMV 的基因组 ,结果原先不能被昆虫传播

的 TMV 可以被昆虫传播 ,引起烟草花叶病发生 。

Jarvis等[ 28] 报道 ,含一种马铃薯 Y病毒组病毒外壳

蛋白基因的转基因烟草被另一种马铃薯 Y 病毒组

病毒感染后 ,转基因植物上除了出现正常的感染病

毒外 ,还有一种由转基因植物合成的外壳蛋白包装

的病毒 。然而 ,有研究表明 ,由于转基因表达的 CP

量很低 ,侵染病毒本身的 CP 量却很高 ,因而病毒基

因组通常包裹在自身的 CP 内 ,异源包壳发生的概

率极小 ,即使侵染的病毒获得了转化 CP 的特性 ,因

异源包壳的病毒只能被新的介体传播一次 ,可能的

危害也是很低的
[ 29]

。

2.2　重组

病毒之间的重组或相似核苷酸之间的交换 ,都

可导致新病毒产生 。大多数植物病毒是单链 RNA

病毒 ,虽然很少发生 RNA-RNA 之间的重组 ,但并

非不能发生。在抗病毒转基因植株中 ,转入的病毒

CP 基因与感染病毒基因的相关核苷酸之间会发生

重组 ,可能产生新的病毒 。G reene 等
[ 30]
报道 ,将豇

豆褪绿花叶斑驳病毒(CCMV)的 CP 基因部分序列

转化本氏烟(N.benthamiana)后再接种 CCMV 的

缺失突变体(该突变体不能在本氏烟上产生系统侵

染),突变体病毒能重组而恢复其功能。Bo rja等
[ 31]

发现 ,番茄丛矮病毒(TBSV)CP 突变体和转基因

CP 之间由于发生了重组而导致野生型病毒的再生。

然而 ,Falk 等[ 32] 认为 ,转基因植株中的 RNA 与野

生病毒 RNA 基因组之间重组率很低 ,即使发生了

重组 ,新的重组病毒在整个病毒侵染周期的一系列

过程中 ,也不会有更高的生活力 ,抗病毒转基因植物

中 ,发现有重组产生的几乎都是运用病毒的部分缺

失突变体接种转基因植物而产生的 ,这很可能是由

于过高的选择压力造成的 。

2.3　协生

病毒的协生作用是指病毒复合侵染后能引起病

害症状加重 ,并导致至少一种病毒在植物中的浓度

增加 。Taliansky 等[ 33] 报道 ,番茄不育病毒(TAV)

单独侵染黄瓜时仅局限在接种的叶片 ,但和 CMV

共同侵染时就能够变成系统侵染 ,认为造成这种现

象的原因是病毒的协生作用。协生作用可使转基因

植物成为病毒的系统寄主 ,或使病毒在转基因植物

组织中的浓度增高 ,加重病毒病的症状。通常认为

协生作用的分子基础是互补 ,但最近有研究表明 ,某

些协生作用的分子基础不是互补。Pruss 等[ 34] 发

现 ,表达马铃薯 Y病毒属病毒 P1/HC-Pro 的烟草

接种 PVX 、CMV 或 TMV 也能产生协生作用 ,并证

明这种协生作用是由于 RNA 沉默机制受到抑制造

成的。从生物安全性考虑 ,由这种协生作用引起的

风险可通过不用病毒的沉默抑制子基因而避免 。

2.4　RNA干扰介导的抗病性被攻破

植物病毒为克服 RNA 沉默实现成功侵染 ,能

够编码一些具有沉默抑制功能的蛋白质 ,称为 RNA

沉默抑制子 。RNA 沉默抑制子能够影响 siRNA 的

代谢或影响沉默信号的系统性传播 ,进而抑制 RNA

干扰介导的抗病性 。Savenkov 等[ 35] 用含有 RNA

沉默抑制子的病毒侵染由 RNA 沉默机制介导的抗

病毒转基因植物 ,结果该病毒对 RNA 沉默产生了

抑制作用 ,导致转基因 mRNA 的积累增加 ,抗病性

丧失 。Guo 等[ 36]研究发现 ,CMV 编码的 2b 蛋白能

够通过阻断 RNA沉默信号的传递而抑制沉默的扩

散 。还有研究表明 ,甜菜黄化病毒(BYV)的 p21蛋白

和番茄丛矮病毒的 p19蛋白能够结合并灭活 siRNA ,

进而抑制 RNA 干扰
[ 37]

。因此 ,在应用 RNA 干扰

介导的抗病毒策略时应充分考虑病毒的特性 ,在某

一种植区内如有与转基因植物共存的含有沉默抑制

子的病毒 ,可通过构建抗侵染病毒和沉默抑制子病

毒的双抗载体转化植物 ,以避免转基因植物大田释

放后 ,沉默抑制子抑制 RNA 干扰的成效 ,降低植物

的抗病性[ 38] 。

3　转基因抗病毒工程的发展前景与
展望

通过众多科学家多年的努力 ,植物抗病毒研究

已经取得了长足的进展 ,尤其是近年来 RNA 干扰

介导抗病毒方法的应用更加促进了抗病毒转基因工

程的发展。目前 ,人们通过应用各种抗病毒策略 ,成

功获得了很多不同程度抗病性的转基因植株 ,有的

已进入了商业化阶段。植物抗病毒基因工程已成为

改良植物病毒抗性的重要手段 ,给农业生产注入了

新的活力 ,其应用前景十分引人瞩目 。但是现在转

基因抗病毒工程还有许多问题需要解决 ,比如 ,各种

抗病毒策略的抗病机制还不是十分清楚 ,目前人们

对转基因抗病毒的研究多在实验室 ,抗病毒植株的

大田抗性尚待观测 。此外 ,弄清楚各种抗病毒方法

的局限性和潜在的风险 ,尤其是 RNA 介导的病毒

抗性被病毒编码的沉默抑制子攻破的机制和沉默抑

制子的应用等研究方向上更是给科学家提供了更多

的研究空间 。

针对目前抗病毒转基因作物的研究现状 ,应加

强开展各种抗病毒策略的基础研究 ,探讨抗性机制 ,
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以求更准确有效地导入合适的外源基因 ,以及应用

作用于病毒侵染早期的 CP 基因介导的抗病性 、广

谱的运动蛋白介导的抗病性与作用于侵染后期的复

制酶基因介导的抗病性相结合的方法来获得广谱

的 、高度的抗性 ,和为克服 RNA 干扰介导的抗病性

抗病谱窄的缺点 ,挖掘抗病毒新方法 ,如将不同种类

的病毒不同长度的基因片段连接在一起共同转化植

物或将不同种类的病毒构建到一个发夹结构中转化

植物 。大力发展能够快速准确检测抗病毒转基因作

物释放的生态风险的新方法和新技术 ,建立抗病毒

转基因作物的安全性评价技术体系 ,构建严密的 、科

学的 、合理的风险评估试验设计和试验程序 ,对抗病

毒转基因作物的商业化大面积释放可能存在的潜在

风险进行长期的监测监控研究 ,为抗病毒转基因作

物的研究开发和控制商业化释放等方面积累足够充

分的数据和资料 。

总之 ,只要加大抗病毒转基因方法研究的广度

和深度 ,加强风险监管和监控 ,完全可以控制抗病毒

转基因技术可能带来的负面影响 ,使抗病毒转基因

工程更好地应用于农业生产和服务人类 。
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