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摘 要% 双链 EFG能诱导转录后的基因沉默3 是生物抵御病毒入侵、维持自身基因稳定的一种自我保护机制 B
把源自病毒的基因构建成反向重复结构转入植物体内3 其转录出的 EFG会通过分子内序列互补形成双链3 将
入侵病毒的同源序列降解3使转基因植株获得对病毒的高抗性 B EFG干扰型抗病毒转基因植株中3转病毒基因
的 9EFG不存在或存在量很少3 也不会翻译成有功能的病毒蛋白3 因此不存在病毒 EFG重组、异源包装及协
生作用的潜在风险3 具有较高的生物安全性 B 双链 EFG抗病毒转基因正在成为一种高效、安全的植物抗病毒
策略 B
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真核细胞中出现的双链 EFG 会引起同源
9EFG降解3 抑制相应基因的表达3 称之 EFG干
扰 *EFG;3 EFG ;AI5J>5J5AC5 - B EFG干扰已作为关
闭基因的新技术广泛用于功能基因组的研究3 并
逐步用于农作物抗病毒基因工程 B

! 双链 "#$ 诱导基因沉默的生物学意
义及其应用

发现双链 EFG 能够导致基因沉默最初源于
对线虫 * KB !"!#$%& -的研究 B (’’2年3 康乃尔大学

第 (# 卷 第 ! 期 *专辑 - 生命科学研究 LD6B (# FDB ! * 0M5C;:6 N@@O5 -
"##$年 ("月 P;>5 0C;5AC5 E5@5:JCQ R5CB "##$

白云凤，王小琦，白冬梅，郭志华，张维锋

*山西省农业科学院 作物遗传研究所3中国山西 太原 #+##+( -

双链 "#$和植物对病毒的抗性
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的 %&’等 ( ) * 给线虫注射反义 +,-以阻断 !"#$%
基因的表达. 同时注射正义 +,-作对照. 以期观
测到基因表达的增强 . 结果二者都同样切断了
!"#$%基因的表达途径 / )001年.华盛顿卡耐基研
究院的 2345 等 ( 6 *经过大量工作. 证实了前述的正
义 +,-或者反义 +,-抑制基因表达. 都是由于
体外转录得到的单链 +,- 中污染了微量双链
+,- 所引起 / 当他们将体外转录得到的单链
+,-纯化后注射线虫. 发现基因效应十分微弱.
而经过纯化的双链 +,-却能高效特异地阻断基
因表达. 这是双链 +,-对基因表达的干扰. 他们
称之为 +,-干扰 / 随后在果蝇、老鼠和人细胞中
也发现类似现象 ( 7 8 " * /
双链+,-干扰基因表达也存在于植物界 / 9:&;<=

等 ( > *把与花发育相关的 !个基因 # ;=;?’&@. AB;C;D
E;7. ;F5E;B;)和 F543;<E:3; $ 的双链 +,-表达载体
导入拟南芥 # &#"’()!*+* ,-".+"/" $ . 获得了功能丧
失或降低的突变体. 表型与通过其他方法鉴定的
突变体类似 / 植物界发现的类似现象也被称为
“共抑制” # A’D@&F45@@3’< $ 或“转录后基因沉默”
# GH%I. F’@EE4;<@A43FE3’<;B =5<5 @3B5<A3<= $ /
通过广泛研究.现已明确双链 +,-的作用机

制 ( J * / 生物细胞内出现双链 +,-后. 细胞内的
K3A54酶 #+<;@5LLL 家族中特异识别双链 +,-的一
员 $将其切割成 6) 8 6"<E的 @3+,-# @?;BB 3<E54M54D
5<A5 +,-.一种小分子双链 +,-片段 $ / @3+,-解
双链. 其反义链通过碱基配对与 ?+,-杂交. 然
后进入两条途径N ) $ +LI9#+,-D3<O&A5O @3B5<A3<=
A’?FB5P. +,-诱导沉默复合物. 具有核酸酶的作
用 $ 将 ?+,-切断. 使 ?+,-丧失功能Q 6 $ 在
+O+G#+,-DO5F5<O5<E +,- F’BR?54;@5. +,-依赖
性 +,-聚合酶 $ 作用下. 反义链作为引物通过类
似 G9+的扩增作用再次形成双链 +,-.新的双链
+,-又被 K3A54切割产生次级 @3+,-. 使 +,-干
扰产生强大的扩增效应 /
植物体内. 双链 +,- 引起基因沉默的信号

# @3+,-$ 可通过胞间连丝在细胞间扩散或通过维
管系统长距离扩散到整个植株 ( 1 8 )S * . 引起基因的
系统沉默 /
双链 +,- 干扰的生物学意义主要在于维持

基因组的稳定N ) $ 保护植物免受病毒侵染 / 多数
病毒侵染生物体后. 会产生双链 +,- 复制中间
体. 这种双链 +,-就可激发生物体内的 +,-干
扰机制. 将病毒核酸降解Q 6 $ 抑制转座子运动 /

线虫的一些 +,-干扰突变株表现出内源性转座
子的运动增加 ( ))，)6 * / 抑制转座子运动可能是 +,-
干扰的在生物体内的一项自然功能 /

! 双链 "#$激发的植物对病毒的抗性

植物病毒病是重要的植物病害. 每年由此造
成的产量损失约占粮食总产量的 )ST / 危害病毒
种类也很多.仅以马铃薯命名的就有 )>种 / 已知
多数植物病毒是正单链 # U II $ +,-病毒. 侵染细
胞后以其基因组 +,- 为模板转录产生负链
+,-. 形成双链 +,-复制中间体 #+L. 45FB3A;E3C5
3<E54?5O3;E5 $ . 这种双链中间体会激发植物体
+,-干扰机制. 把入侵病毒的 +,-降解. 终止病
毒的复制.将其限制在入侵部位.使植物表现出一
种后生免疫状态 ( ))，)6 * / 植物本身固有的这种抗性
机制可以限制或阻止病毒的再次入侵. 而且沉默
信号 @3+,-可以传导到其它部位. 使远离侵染部
位的组织也产生对该病毒的抗性 /
双链 +,- 干扰是植物本身固有的抗病毒防

御机制. 如果病毒不能逃避或抑制这种机制对它
的影响. 就不能在植株上生存 / 如果病毒只能逃
避或抑制这种机制对它的影响. 但不能阻止沉默
信号的传导. 那么病毒局部侵染或系统侵染的能
力就会大大消弱 / 为了自身繁衍. 在和植物共进
化的过程中. 病毒通过编码一些蛋白质来抵制寄
主植物的防御系统. 达到在植物体内侵染繁殖的
目的 / 如黄瓜花叶病毒 # A&A&?V54 ?’@;3A C34&@.
9WX$编码的 6V蛋白至少部分能阻止基因沉默的
起始 ( )7 * .阻止 ( )! *或延迟 ( )" *沉默信号的扩散 / 6V蛋
白有一个核定位信号. 表明基因沉默可能是在核
中被阻断的 ( )> * / 马铃薯 Y病毒 # F’E;E’ C34&@ Y.
GXY$ 编码的辅助成分蛋白酶 # :5BF54DA’?F’<5<E
F4’E5;@5. Z9DG4’ $ . 能逆转已经建立起来的沉默反
应 ()J *. 有助于病毒在植株体内的传播和积累 / 用
Z9DG4’作诱饵. 利用酵母双杂交系统分离到了一
种与钙调蛋白有关的蛋白质 4=@D9;W()1*. 说明基因
沉默的抑制可能与钙离子介导的信号通路有关 /
番茄丛矮病毒 # E’?;E’ V&@:R @E&<E C34&@. H[IX$ 编
码的 F)0 蛋白能与 +,- 干扰过程中出现的 @3+D
,-结合. 阻止其扩散 ( )0 * / 甜菜坏死黄脉病毒
# [,YXX$ 编码的 G)!蛋白和水稻黑条矮缩病毒
#+[IKX$ 编码的 I>蛋白均能够强烈抑制转基因
本生烟 # )>9$中由同源序列引起的 =MF基因沉默.
说明它们可能是由病毒编码的 +,- 沉默抑制因

白云凤等：双链 +,-和植物对病毒的抗性
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子 % 其中& ’()*+)"基因对植株体内基因组 *,-
甲基化过程的抑制作用更为强烈 . #$ / % 中国番茄黄
化曲叶病毒 01$分离物 2 30455,+601$ 7 和烟草
曲茎病毒 089 分离物 2 3:5)+6089 7 的 -5# 和
-5!蛋白亦能抑制 ;<=的局部沉默& 为 ’,-沉
默的抑制子 . #1 / %

! 双链 "#$ 在植物抗病毒基因工程中
的应用

植物与病毒的协同进化犹如一场战争 % 植物
抗病毒基因工程的目的在于通过基因操作给植物

导入一些有用的基因& 赋予或增强植物对病毒的
抗性 %
利用病毒基因抗病毒是植物基因工程的重要

途径 % 1>?9年& )@ABCDE和 FCGAHICAJ提出了来源于
病原抗性 2 =*’7的概念 . ## / & 1>?"年& (J@KGL研究
小组首次证实表达烟草花叶病毒 2 3M+7外壳蛋白
的转基因植物对其供体病毒产生抗性& 随后出现
了许多抗病毒转基因报道& 所转基因包括病毒外
壳蛋白、移动蛋白、复制酶蛋白基因的全序列或部

分序列&或者是反义序列&转基因植物在阻止或降
低病毒侵染方面均收到了一定效果& 但较难获得对
相关病毒高抗或免疫的植株 % 双链 ’,-诱导基因
沉默为植物的抗病毒基因工程提供了新思路 % 根
据双链 ’,-作用原理&植物体内表达的源自病毒
的 ’,- 如果形成双链结构 & 就会激发植物的
’,-干扰机制& 把该双链 ’,-降解成 HN’,-& 进
而引导核酸酶将入侵病毒的同源 ’,- 降解 % 双
链 ’,-是否比传统的转基因 2正义基因、反义基
因 7能获得更好的抗病效果呢？O@IJDGCPHJ等做出
了令人信服的实验结果 .#8/ % 他们将马铃薯 0病毒
蛋白酶 2QDC7 的正义基因、反义基因和正义基因 R
反义基因分别导入烟草& 结果表明导入同时导入正
义基因和反义基因的抗病或免疫株率明显高于单

纯转正义或单纯转反义基因& 且抗病或免疫性符合
孟德尔分离规律&说明获得的抗病性是稳定遗传的%
他们将转正义基因和反义基因的感病株杂交& 后代
出现了一定比率的抗病或免疫株& )CPIGJDA杂交表
明同时含正义基因和反义基因的植株均表现抗病

或免疫& 而只包含正义基因或反义基因的植株均表
现感病 % 将转正义基因的感病株自交或相互杂交&
后代均表现感病& 转反义基因的也一样 % 研究结果
表明& 导入正义基因 R反义基因的植株体内转录出
的 S’,-形成的双链结构诱导了入侵病毒同源序

列的降解& 使转基因植株获得了对病毒的免疫性 %
随后该研究组将 =+0的 =DC基因构建成反向重复
序列表达载体导入烟草 .#! /&该序列的转录产物是一
种自我互补的发夹状双链 ’,-2G@NDQNA ’,-&
GQ’,-7% 结果表明转基因植株对 =+0的抗病株率
远远高于转正义或反义基因的抗病株率& 且抗病性
达免疫水平 % 该研究组进而把大麦黄矮病毒
2:@DTJL LJTTCU EU@DB TPIJCVNDPH6=-+7 的分离物
2(0*+6=+-7 多聚蛋白酶基因的反向重复序列
2GQ(0*+QCT7 导入大麦 .#9/& 含转基因植株的免疫
率近乎 1$$W & 且免疫性状以简单的孟德尔方式
遗传 % MNHHNCP等 . #" / 把马铃薯 0病毒编码外壳蛋
白的基因片段的反向重复序列导入马铃薯推广品

种“)QPAI@”& 19株转基因植株中有 18株对 =+0
病毒的 8个株系 =+0,、=+0X和 =+0,3,都具有高

抗性 % =+Y的侵染与否不影响转基因植株对 =+0
的高抗性 % 抗病转基因植株在接种 =+0 病毒前
就已检测到了来自转基因的 HN’,-H& 表明 ’,-
干扰机制在病毒入侵前就已启动 % 朱俊华等 . #Z /

把 =+0 外壳蛋白基因片段的反向重复序列导入
烟草& 获得了对 =+0免疫的植株& 免疫株率远远
高于转正义基因 %

3JATT@EC等 . #? / 的研究结果为双链 ’,-介导
的抗病性提供了直接的实验证据 % 他们体外转录
合成辣椒轻微斑驳病毒 2 =MMC+7 9! [*@蛋白基
因的双链 ’,- 和烟草蚀纹病毒 2 3\+7 的双链
’,-& 用 =MMC+与其双链 ’,-混合侵染烟草的
半个叶片&被侵染叶片没有出现任何病症&而只用
=MMC+ 或用 =MMC+ 与其正义 ’,- 的混合物或
=MM$+与其反义 ’,-的混合物侵染& 或用 =M6
MC+与 3\+的双链 ’,-的混合物侵染的另半个
叶片&则出现了明显的感病症状&表明抗病性是双
链 ’,-作用的结果& 并且双链 ’,-作用具有序
列特异性 % 该实验还发现双链 ’,- 的干扰程度
与双链 ’,-的长度有关& 长度为 >>Z AI和 9>" AI
时干扰效果好& 819AI时则效果微弱 % 该实验也从
另一方面证明了双链 ’,- 介导的抗病性具有高
效性和序列特异性及双链 ’,-的长度依赖性 %
转基因抗病植株异位表达的病毒特异性双链

’,-模拟病毒感染而激发了植物体内的 ’,-干
扰机制& 阻止了病毒的复制和繁殖 % 与自然界病
毒侵染不同的是&转基因转录出的 ’,-会通过分
子内的序列互补自发形成双链结构& 不需 ’E’=
的参与& ’,-干扰机制在病毒侵染之前就已经启
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动 % 如果病毒侵入植株体内&立即就会被 ’()*降
解 % 转基因植株的每个细胞都会产生双链 ’+,&
不需要沉默信号的系统扩散& 也就不会被病毒编
码的抑制子所抑制 % 因此&双链 ’+,干扰型转基
因植株更易获得高抗性 % 另一方面& 病毒基因的
反向重复序列转入植物以后形成的双链 ’+, 会
被植物体内的 -./01 酶降解成 23 4 2567 的 8.’9
+,& 转病毒基因的 :’+,不存在或存在量很少&
也不会翻译成有功能的病毒蛋白& 因此不存在类
似于传统的植物抗病毒载体转化所引起的病毒

’+,重组、异源包装及协生作用的潜在风险& 具
有较高的生物安全性 %
获得 ’+, 干扰型抗病毒转基因植物无疑是

高效、安全的抗病毒策略&但是有些重要的植物种
类或某些优良品种往往不易转化成功 % 为了克服
这个障碍& ;06<<=>?等 @ 2A B 做了一个令人感兴趣的

实验 % 他们在大肠杆菌改良菌株 C;335 #’6=80 (9
((缺陷型 $中用 (D;E诱导表达出大量的源自辣椒
轻微斑驳病毒 # DFF?G$基因序列的双链 ’+,&用
该菌株的裂解液喷撒烟草& 几天后接种 DFF?G&
植株表现出抗病性 % 这项研究启发我们能否用工
厂化生产表达源自病毒序列的双链 ’+,细菌制
剂喷洒植物&防治植物病毒病&甚至同时防治多种
植物病毒病 %
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