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　　植物病毒病害给农作物生产造成了严重危害 ,

传统的防治方法远远无法满足生产的要求。近 20

年来 ,随着基因工程技术的发展 ,为防治植物病毒病

开辟了新的途径。1986年 , Powell-Abel等将烟草

花叶病毒(TMV)的外壳蛋白基因转入烟草 ,获得第

1例抗 TM V 转基因植株[ 1] 。自此以后 ,发展了多

种植物抗病毒基因工程策略 ,应用较多的基因有病

毒来源的外壳蛋白基因 、复制酶基因 、移动蛋白基因

等;非病毒来源的植物的抗病基因 、毒素蛋白基因以

及来自动物的抗体基因等 。

在高等脊椎动物细胞内 ,干扰素(IFN)细胞因

子家族能诱导细胞产生抗病毒状态 。在病毒侵染发

生后 ,受病毒侵染的细胞产生并分泌α或 β干扰素 ,

干扰素结合在细胞表面的受体上 ,激活 jak -STAT

信号转导途径诱导干扰素刺激基因 ,这些基因产生

一些蛋白质行使干扰素的功能 ,包括抗病毒功能。2

-5A 系统就是由干扰素诱导的一种抗病毒途径 ,此

途径广泛存在于爬行动物 ,鸟类和哺乳动物中。

2-5A(本文以 2 -5A 表示所有 2′-5′连键的

寡聚腺苷酸)系统中 ,2′-5′寡腺苷酸合成酶(2 , 5-

oligoadenylate synthetase , 2 -5 OASE)是干扰素诱

导产生的最重要的一种酶 ,此酶激活 Ribonuclease L

(RNaseL),行使抗病毒功能。作者综述了 2-5A系

统的基本特性及其在植物抗病毒中的应用 。

1　2-5A系统基本特性

2-5A 系统主要由 2种酶组成:2-5 OASE和

RNaseL。2-5A 有很多重要生物功能 ,近年来的研

究结果表明 , 2 -5A 可能是超出仅作为干扰素功能

介导物的一种多功能细胞调节因子
[ 2]
。

1.1　2 -5 OASE和 RNaseL

1 976年Roberts等报道 , IFN处理细胞的抽提
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抗白粉病基因的分子标记配合使用 ,可以在较短的

时间内选育含 2个以上抗白粉病基因的聚合品种 ,

在小麦抗白粉病基因的分子检测和育种实践中具有

重要的应用价值 。
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物能产生一种低分子量的蛋白质生物合成抑制剂

(LM WI),此后 ,通过化学和酶学方法证明此 LMWI

是一类连键为 2′-5′磷酸二酯键的多聚腺苷酸化合

物。它是由 IFN 诱导的 2 -5 OASE 合成的 , 2 -5

OASE需要双链 RNA 存在时 ,才能诱导产生 2 -

5A 。另一个就是依赖 2-5A 的 RNaseL ,RNaseL 是

一种动物细胞内潜在的核酸内切酶 ,广泛存在于人 、

鼠 、兔 、爬虫等的器官 、组织和培养细胞。2 -5A 激

活 RNaseL , RNaseL 降解病毒 RNA ,阻止病毒复制 ,

达到抗病毒的目的。

1.2　2-5A 系统的作用途径

2-5A -RNaseL 作用途径就是:在双链 RNA

存在时 ,2-5 OASE 被激活 ,以细胞中的 ATP 和单

链 RNA 为底物 ,合成一种特殊结构 ,激活 RNaseL ,

RNaseL降解 mRNA 和 rRNA ,从而抑制蛋白质的

生物合成 。该途径是 IFN 和 2 -5A 发挥生物效应

的主要途径。因为病毒感染的细胞通常都含有激活

2-5 OASE的双链 RNA ,单链 RNA 病毒的生命周

期中也含有双链 RNA 的中间体 。RNaseL 可降解

经干扰素治疗的被病毒感染的细胞中的 RNA , 目

前 ,已证实了哺乳动物细胞 2 -5A 系统可以抑制细

小核糖核酸病毒 、脊髓灰质炎病毒和脑炎灰质炎病

毒的复制 。

2　2-5A系统在植物抗病毒中的应用

干扰素的抗病毒功能在动物中已有很多的应

用 ,但是植物中没有类似哺乳动物那样的 2-5A 系

统。Kerr等人的研究表明 ,在烟草属植物中检测不

到 RNaseL 的存在 , 在烟草花叶病毒(TMV)侵染

的 、经干扰素处理的 ,或者 poly(I)、poly(C)处理的

植物中都没有检测到 2 -5A 合成酶和 2 -5A[ 3] 。

但是 ,由于很多植物病毒都是 RNA病毒 ,它们在寄

主细胞中复制时 ,都会产生双链 RNA 中间体 。因

此 ,人们就设想干扰素作用于植物时是否会产生类

似动物细胞那样的抗病毒特性 。近年来的研究发

现 ,外源人的α或 β 干扰素具有保护植物免受某些

病毒侵染的作用 ,因此 ,利用基因工程技术 ,将外源

IFN基因导入植物体内 ,就有可能培育出具有抗病

毒特性的转基因植物 ,达到广谱抗病毒的目的 。

人体干扰素(HuIFN)能在某些植物中诱导对病

毒的抗性 。Orchansky 等(1982)[ 4] 发现 , HuIFN 能

降低 TM V对 Sam sun烟草叶碟和原生质体的侵染 。

Rosenberg 等(1985)也证实 ,H uIFNα能抑制不同品

种的烟草原生质体中 TMV 的增殖 。Sela 及其同事

(1982)也在普通烟-TM V 系统中发现经基因工程

改造的 HuIFN 具有同天然 HuIFN 相类似的效应。

Vicent等(1987)报道 ,除 HuIFNα外 ,HuIFNγ也能

显著地抑制 TMV 对蔓陀萝(Datura stramonium)

的侵染 。

Yair Devash(1982)[ 5]等报道 ,干扰素诱导动物

细胞产生的 2′-5′寡聚腺苷酸能保护植物免于

TM V的侵染 。当用 2′-5′寡聚腺苷酸处理植物后 ,

通过酶联免疫吸附测定 , 发现 TM V 增殖可减少

80 %～ 90%,但 2-5A 必须早于病毒侵染使用才能

获得抗病毒活性 ,而且在接种 6h后活性最强 。

Yair Devash(1984)[ 6]等用病毒侵染试验和酶联

免疫吸附测定方法 ,分别在 TM V侵染的烟草叶碟 、

原生质体和烟草植株上 ,用 5′端去磷酸化的 2′-5′

腺苷酸三体复合物和具有 2′-5′三体复合物的类似

物进行处理 ,发现二者都可以抑制 TMV 的复制。

在烟草原生质体上的试验表明 , 用 1 ×10
-8

mol/L 2′-5′腺苷酸三体复合物作用于原生质体 ,

72 h后能抑制 53%的 TMV 复制 。浓度为 1 ×10
-7

mol/L 时 ,2′-5′腺苷酸三体复合物和 2′-5′-虫草

苷-3′-脱氧腺苷三体复合物抑制病毒复制分别可

达 93 %和 96%。

在完整植株上的试验表明 , 2′-5′腺苷酸三体

复合物及其类似物都可抑制 TMV 的复制 。当用

10
-6

mol/L 的 2′-5′腺苷酸三体复合物处理受

TM V侵染的 N .glutinosa叶片时 ,对病毒复制的抑

制可达 89 %～ 99%。

在烟草叶碟上的实验表明 ,用200 nmol/L 的 2′

-5′腺苷酸三体复合物可以完全抑制 TMV 复制 60

h ,96 h后抑制活性完全消失。

T ruve(1993)
[ 7]
等将一种来自大鼠的 2 -5

OASE 基因和花椰菜花叶病毒(CaMV)的 35S 启动

子连接到植物表达载体 pHTT202 上 ,用农杆菌介

导法转化马铃薯 ,获得的转基因植株 ,经 Southern

杂交和 Northern 杂交 ,证明了 2 -5 OASE 基因在

转基因马铃薯中的整合和表达 。大田条件下 ,用非

转基因马铃薯和表达马铃薯 X 病毒(PVX)外壳蛋

白(CP)基因的转基因马铃薯作对照进行试验 ,发现

转 2-5 OASE 基因和 PVX CP 基因的转基因植株

都能抑制 PVX的侵染 ,表现在转基因马铃薯叶片和
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块茎中 PVX病毒浓度要低于非转基因植株 ,但同时

也发现 ,表达 2-5 OASE基因的转基因马铃薯叶片

和块茎中的病毒浓度要低于表达 PVX CP 基因的转

基因植株 。

研究发现 ,只表达鼠 2 -5 OASE 基因 ,而没有

表达 RNaseL 基因的转基因马铃薯对 PVX 的侵染

只是部分抑制而不是在所有转基因植株中都能产生

抗性 ,因此 ,人们开始尝试把 2 -5A 系统中的 2 种

酶 2-5 OASE和 RNaseL 的基因都转入植物中。

M itra 等人
[ 3]
把人 2 -5 OASE 基因和人

RNaseL基因和花椰菜花叶病毒(CaMV)的 35S 启

动子连接到双元植物表达载体 pAM 2200 上 , 用农

杆菌介导法转化烟草 ,获得转基因植株 。经 South-

ern blot 、Northern blo t和Western blot鉴定 ,转基因

植株同时存在 2-5 OASE与 RNaseL 。用 TM V 、苜

蓿花叶病毒(A LMV)和烟草蚀纹病毒(TEV)接种

转基因植株 ,并设单独表达 2 -5 OASE 、RNaseL 和

植物表达载体 Pam2200 的转基因植株作为对照 。

试验结果表明 , 表达人 2 -5 OASE 基因和人

RNaseL 基因的转基因烟草能抑制病毒的侵染 ,而且

不管 ALMV 病毒浓度高低 ,只在接种叶片上产生症

状;当接种 TEV 病毒时 ,病毒虽然能向未接种的叶

片转移 ,但 TEV 的数量有很明显的减少 。

另外 ,Ogaw a[ 8]也报道 ,同时含 2 -5 OASE 与

RNaseL 的转基因烟草杂交后代 ,能对 TMV , 黄瓜

花叶病毒(CM V)和马铃薯 Y病毒(PVY)的侵染产

生抗性。并能完全抑制 CM V的侵染 ,只在 CMV 接

种叶片上形成坏死斑;PVY 侵染后 ,也只在接种叶

片上形成坏死斑 , 病毒数量没有增加。但是当用

CM V 或 PVY 侵染单独表达 2 -5 OASE 或 RNase

L 的转基因植株时 ,则能形成典型的症状 。

我国学者陈炬等[ 9]首次把人 IFN α基因在烟草

植株中表达成功 。随后也有人在水稻等作物上进行

了尝试 ,证明干扰素基因能在植物细胞中表达 ,并使

植物产生抗病毒性
[ 9～ 12]

我们也构建了 2-5A基因和 RNaseL 基因的植

物表达载体 ,在农杆菌介导下 ,对番茄和辣椒进行转

化 ,目前已获得转基因植株 ,正在进行抗病性鉴定 ,

期望能获得具有抗性的转基因植株 。

我国是个农业大国 ,每年由于病毒病危害造成

的损失难以计数 。植物抗病毒基因工程给植物病毒

病的防治提供了新的途径 。相信随着越来越多的抗

病毒基因的克隆和利用 ,抗病毒转基因植物将会得

到更广泛的应用。
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