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番茄病毒病是一种世界性的病害, 分布极其

广泛,危害十分严重,造成品质下降,产量锐减.自

1909年美国发现第一种番茄病毒 TMV(烟草花叶

病毒)以来 ,世界各地共相继报道了近 30 种可侵

染番茄的病毒[1]. 在我国 , 已发现在番茄上至少有

12 种病毒 ,其中 TMV和 CMV(黄瓜花叶病毒)是

最主要的毒原种类 ,面广量大 , 危害严重 , 其次是

PVX(马铃薯 X病毒 )和 PVY(马铃薯 Y病毒 ) [1].

一直以来, 抗病毒病育种是消除番茄病毒病威胁

的主要策略,但传统的育种艰苦费时,从而限制了

育种工作更快更深入地发展.

近 20 年来植物抗病毒基因工程的技术路线

已日趋成熟,与此同时,番茄抗病毒基因工程也有

了突飞猛进的发展. 目前 , 番茄抗病毒基因工程

上应用的方法主要包括:一是利用病毒来源基因;

二是利用来自植物的抗病基因; 三是利用核糖体

失活蛋白基因;四是利用 RNA干扰技术等. 本文

中就以上的方法对番茄抗病毒基因工程作一概

述.

1 病毒来源基因与病毒抗性

1.1 外壳蛋白基因介导的抗性

病毒外壳蛋白 ( coat protein, CP)介导的抗性

( coat protein- mediated viral resistance, CPMR) ,即

转基因植物因表达病毒的 CP 基因从而获得抗此

种病毒或相关病毒的能力. 在番茄抗病毒基因工

程中, 目前这种方法是应用最多也是比较成功的

抗病毒手段.

自从 Powel-l Abel 等 ( 1986) [2]将 TMV-CP 基

因导入烟草,获得了第一例抗 TMV的转基因植株

开始,已应用在番茄上的 CP基因有:苜蓿花叶病毒

CP 基因 (ALMV-CP) [3]、黄瓜花叶病毒 CP 基因
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(CMV-CP) [3～5]、烟草花叶病毒 CP基因(TMV-CP) [3,6]、

烟草卷叶病毒 CP 基因( TLCV-CP) [3]、番茄花叶病

毒 CP 基因( ToMV-CP) [3]、番茄黄色卷叶病毒 CP基

因 (TYLCV-CP) [3]、番茄斑萎病毒 CP基因(TSWV-

CP) [3]、马铃薯 Y病毒 CP基因(PVY-CP) [3]、马铃薯 X

病毒 CP 基因( PVX-CP) [3]、大豆花叶病毒 CP 基因

( SMV-CP) [3]、轮状病毒 CP基因( VP7) [7]等.

1.2 病毒移动蛋白基因与病毒复制酶基因

1.2.1 病毒移动蛋白基因

病毒移动蛋白(movement protein, MP)是一类

由病毒编码,与病毒在植物体内运转有关的蛋白.

基于病毒移动蛋白的特性 , 刘国胜等将 TMVL移

动蛋白基因转入番茄 , 移动蛋白基因与番茄的

Tm-2 基因互作表现出典型的 HR 抗性[8]. Hou 等

将菜豆矮化花叶病毒 ( BDMV) 野生型或突变的

BV1 或 BC1MP 基因导入到番茄中 , 结果表明 , 转

基因番茄表型不正常但能推迟 ToMV 的感染 [9].

Weber 等将 ToMV 30 kDa 移动蛋白导入到番茄

中 ,来研究 ToMV 30 kDa 移动蛋白与番茄中 Tm-

2 和 Tm-22抗性基因的互作关系[10].

MP 介导的抗性特点是 , 只有当转基因植株

表达失去功能的 MP时, 才能显示出抗性, 但是

MP基因介导的抗性却是广谱性的[11].

1.2.2 病毒复制酶基因

病毒复制酶( replicase)基因是病毒非结构蛋

白基因 , 它在病毒的复制中起着重要作用 .

Nunome 等将 CMV中切去顶端的复制酶基因通

过转基因技术导入到番茄中 , 获得了抗 CMV的

番茄材料 [12]. Praveen 等将 ToLCV同源的复制酶

基因结构导入到感染该病毒的番茄植株中, 这种

结构能够产生引起基因沉默的 dsRNA, 从而使感

染病毒的植株恢复抗性[13].

目前, 已有多种病毒的复制酶基因导入到植

物中,包括 TMV复制酶的通读序列,全长的、截短

的或突变的复制酶基因,但是,并非所有的复制酶

序列构建体转化植物都能获得抗性.

1.3 RNA介导的抗性

1.3.1 卫星 RNA

卫星 RNA( satellite RNA, satRNA)是指依靠

辅助病毒进行复制的 RNA分子,包装在由辅助病

毒基因组编码的外壳蛋白中.卫星 RNA对植物病

毒病的影响主要有 3种:一是加重症状;二是无调

节作用 ;三是减轻症状[14]. 根据第 3 种影响 , 人们

认为可以把卫星 RNA转入植物中从而获得抗病

毒的植株. 目前主要是利用 CMV的卫星 RNA获

得了抗病毒的转基因番茄[3, 15, 16].

但是, 卫星 RNA并不能彻底地抑制其辅助病

毒的复制,具有减轻症状作用的卫星 RNA一旦发

生突变会有加重病害症状的可能. 不过 , 鉴于其

具有生物安全性的优势,卫星 RNA会在番茄抗病

毒基因工程中发挥越来越大的作用.

1.3.2 反义 RNA 技术和缺陷干扰型 RNA技术

病毒反义 RNA( antisense RNA)技术是指能

与 mRNA 互补配对的单链 RNA. 转基因植物中

表达的反义 RNA核酸顺序与病毒基因组 RNA互

补配对,从而抑制病毒重要序列的表达,阻断病毒

的侵染. 应用反义 RNA技术, Praveen等( 2006)获

得了抗 CMV和 ToLCV的番茄材料 [17]. 这暗示着

反义 RNA技术对番茄病毒病可能是一个良策,既

安全又可使番茄获得对病毒较高的抗性.

缺陷干扰型 RNA( defective interfering RNAs,

DI-RNAs)是指那些直接来源于病毒的核酸序列 ,

其所含的基因比正常病毒基因短少, 但是核酸两

端以及复制起点等都和正常病毒相同的 RNA分

子. Gal-On 等( 1998)将 CMV的缺陷 RNA通过转

基因技术导入到番茄中 , 获得了抗 CMV的番茄

材料[18].

2 植物抗性基因( R基因)与病毒抗性

在番茄属里可供番茄育种工作者使用的抗

TMV或 ToMV的基因主要有 3 个即 Tm-1、Tm-2、

Tm-22( Tm-2a) , 它们最初来自 3 种绿果番茄 , 即秘

鲁番茄、多毛番茄和多腺番茄.

Ohmori 等利用 RAPD 标记番茄中抗 ToMV

的抗性基因 Tm-1[19]; Lanfermeijer 等通过转座子

标签法从番茄中克隆出持久抗 ToMV 的抗性基

因 Tm-22, 结果表明 Tm-22 编码的蛋白属于CC-

NBS-LRR 抗性蛋白 [20]; 姜国勇等将 Tm-22 基因

导入到与烟草中 , 结果证实转基因植株对ToMV

具有一定的抗性 [21]; Masuelli 等从番茄中筛选出

Sw-5 基因 , 能够抗多种番茄斑萎病毒属病毒 , 结

果表明 Sw-5 编码的蛋白也属于 CC-NBS-LRR

抗性蛋白 [22].

将从番茄中分离克隆的 R 基因导入到优质

的不含该基因的番茄品种中, 从而有可能提高其

抗病性. 但是, 植物 R 基因介导的抗病性通常具

有病原物生理小种特性, 不能介导对病原物的广

谱抗性,当新的病原致毒生理小种产生后,植物的
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抗病性将被克服[23].

3 核糖体失活蛋白基因与病毒抗性

核糖体失活蛋白 ( ribosome-inactivating pro-

teins, RIPs)是一类作用于真核细胞核糖体 , 抑制

蛋白质合成的毒性蛋白. 目前植物 RIPs应用在植

物抗病毒基因工程中的主要是商陆抗病毒蛋白和

天花粉蛋白.

3.1 商陆抗病毒蛋白基因

商陆抗病毒蛋白( pokeweed antiviral protein,

PAP)是从商陆属( Phytolacca L.)植物的植株体内

提取出来的一种碱性蛋白. 纯化自美洲商陆叶片

中的 PAP, 抗 7 种植物病毒 : TMV、CMV、ALMV、

PVX、PVY、CaMV和非洲木薯花叶病毒等[24],因此,

PAP 在防治植物病毒方面具有很好的应用前景.

李建国将 PAP和 PAP-c基因导入到番茄中,得到抗

TMV和 CMV的转基因番茄植株[25].

3.2 天花粉蛋白基因

天花粉蛋白( Trichosanthin, TCS)是中药天花

粉的有效的药用成分, 而天花粉是从多年生的植

物栝楼 ( Trichosanthes Kirilowii Maximowicz)块根

中提等取出来的. 近年来发现 TCS对艾滋病病毒

HIV、乙型脑炎、乙型肝炎、麻疹等病毒均有明显

的抑制作用, 所以天花粉蛋白也被认为是一种具

有广谱抗病毒作用的蛋白. 姜国勇等利用天花粉

蛋白基因和 GUS 基因偶联并导入番茄中,获得的

TCS-GUS 基因双表达转基因植株对 TMV 和

CMV 均表现出较高的抗性[26].

由于 PAP和 TCS具有广谱抗病毒的作用,因

此应用 PAP 基因和 TCS基因介导的优点就在于

只分别导入这两种基因就有可能使番茄获得广谱

的抗病毒特性, 因此在番茄抗病毒育种中具有非

常大的利用价值.

4 RNA干扰与病毒抗性

RNA 干扰 ( RNA interference, RNAi) 是正常

动植物体内的一种通过双链 RNA( dsRNA)来沉

默基因的自然现象, 这是一种转录后水平的基因

沉默 ( post-transcriptional gene silence, PTGS) 现

象,所以又称 RNA沉默( RNA silence) .

目前利用 RNAi 机制防御植物病毒的方式主

要有两种: 一是对已建立起成熟遗传转化体系的

作物而言,用转病毒基因反向重复结构(转录产生

dsRNA)来获取抗病毒转基因植物,且在所得抗病

毒转基因植物中既不存在有功能的病毒基因或蛋

白 , 也不存在转基因 mRNA的积累 , 符合人们对

生物安全性的高要求, Fuentes等将一个基因内区

发夹状的基因结构导入到番茄中,用来诱导转录

后的基因沉默以抑制 TYLCV的复制 , 结果表明

得到的转基因番茄植株对 TYLCV 免疫 [27]; 二是

Tenllado等建立的病原 dsRNA细菌表达系统 [28],

即用细菌发酵来生产病原 dsRNA, 当做生物农药

使用,可以满足未建立遗传转化体系的作物、多寄

主病毒或不能进行遗传转化的作物抗病毒, 赵明

敏等利用这种方法得出了瞬时表达的 siRNA能

够特异性干扰 TMV侵染的结果[29].

5 结语

近年来番茄抗病毒的研究进展迅速, 成绩喜

人.在以上的各种方法中,以病毒来源的基因介导

抗性所取得的成就最大, 但现在越来越多的人担

心这种策略可能引起的生物安全性问题; 植物 R

基因介导的抗性会随着病菌群体的变化, 抗病性

会很快丧失, 因此只有发现和克隆新的具有广谱

抗性和持久抗性的 R 基因 ,这种方法才能在番茄

抗病毒上发挥更有效的作用.

在自然情况下, 番茄很少只受一种病毒的侵

染 , 而不同病毒的混合侵染往往使病情加重 , 而

PAP 基因和 TCS基因都具有广谱抗病毒作用 , 因

此这种策略在番茄抗病毒基因工程中是非常有利

用价值的; 通过 RNAi 技术所得的抗病毒转基因

植物虽然符合人们对生物安全性的高要求 , 但

目前这种技术在番茄上的应用不多.这些方法几

乎都是通过得到转基因植株从而达到抗病毒的

目的.

采用以上的方法就有可能获得大量抗病毒甚

至是具有广谱抗病毒作用的转基因番茄品种 , 因

此, 番茄抗病毒基因工程一定会成为选育抗病毒

病番茄品种中最有效、最常用的手段之一.
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