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的 α 亚类有同源性。已知 NF-ICB/lκB ( NF , nuclear 

factor of human B cell )信号途径参与动物的许多抗

病反应，提示植物 SAR 信号途径可能是高等生物有

机体中古老的、普遍存在的防御机制[38] 。 对动 、植

物防御反应机制的进一步比较研究必将有助于加深

对植物防御反应的理解。

摘要

水杨酸和莱莉酸是介导植物防御反应的两种重

要信号分子。 它们的生物合成途径迥然不同 、对

PRs 以及防御反应的诱导方面具有相对独立性;虽

然两者之间存在若干相互拮抗现象，但它们在介导

植物防御反应中却又表现出一定的协同效应。 本文

综述了两者关系研究中的一些新进展，并提出该领

域亟待解决的有关问题， 以期为了解 、调控和利用植

物防御反应提供理论依据。
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核糖体灭活蛋白及其在植物抗真菌病基因工程中的应用

李巧丽袁月星黄样辉

(华东师范大学生命科学学院 上海 200062)

真菌病是造成作物减产的主要原因之一 ，是长

期以来作物育种学家一直在努力攻克的难题。虽然

在病害防治中采取了综合防治措施，并取得了一定

的成效 ，但各种方法都有其局限性，如化学防治造成

病原菌的耐药性和环境污染 ，传统抗病育种周期长，

而新品种又易被新的病原真菌毒性生理小种所淘汰
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等缺点。近年来随着分子生物学的迅速发展，抗病
基因工程应运而生，它为人们提供了一种既不污染

环境又稳定有效的防病方法。

植物界大量存在具有离体抑制真菌生长增殖能

力的蛋白质，相应基因在转基因植株中表达，可使这

些植株产生抗真菌能力。 核糖体灭活蛋白 ( Ribo­

some- inactivating proteins , RIPs)就是其中之一。 核

糖体灭活蛋白的最初得名是由于这些蛋白对动物核

糖体的灭活作用[1] 。虽然早在 19 世纪末期就已从

医麻籽中分离出了第二个 RIPs-蓝麻毒蛋白 ( ri cin) , 

但直到 1960 年发现 RIPs 对肿瘤细胞的毒性大于正

常细胞后，才发现了 RIPs 对蛋白质合成的抑制作

用，并进一步阐明了其作用机理。 不同的 RIPs 分别

对病毒、昆虫具有不同的抗性 ，有些 RIPs 可灭活真

菌的核糖体[2 ，3] ，因此分离 RIPs 基因并构建基因表

达载体 ，用于转基因植物，以提高植株的抗真菌病也

是人们研究的热点。 本文围绕 RIPs 在植物抗真菌

病基因工程中的应用，对 RIPs 的功能 、分类、分布、

生化及诱导表达特性、协同表达特性等进行了阐述。

一、 RIPs 的功能

植物核糖体灭活蛋白 ( Ribosome-inactivating 

proteins , RIPs)能够破坏真核或原核细胞的核糖体

大亚基 RNA，使核糖体灭活而不能与蛋白质合成过

程中的延伸因子相结合，从而导致蛋白质合成受到

抑制[4] 。根据 RIPs 的作用机制不同又分为两类:

大多数植物和细菌的 RIPs 是通过其 RNA N-糖背

酶(RNA N-glycosid出e)活性来实现其抑制蛋白质合

成的功能，而真菌中的 RIPs 则以其核酸酶(RN出e)

活性来起作用。 RIPs 的 N-糖昔酶活性具体表现为

它可以特异水解 28srRNA 的第 4323 位核昔酸的腺

瞟岭与核糖之间的 N-C糖昔键，干扰核糖体与延伸

因子 EF-Tu 和 EF-G 的结合，从而抑制蛋白质合成。

1987 年，日本科学家 Endo 等在研究菌麻毒蛋白 A

链(ricin A)时首次阐明了酶的这种作用机制[ I J] ， 这

在体外翻译系统中也得到了证实。 RNase 型 ::<IPs

专一水解真核细胞核糖体 28srRNA 第 4325 和 4326

位核昔酸之间的磷酸二醋键，如帚曲霉素( a­

sarcin) [6] 。离体研究表明， RIPs 能抑制病原真菌的

生长[7.8] 。谷物如大麦、小麦、玉米胚乳胞质中的

RIPs，不作用于自身核糖体，但是很容易修饰外源

核糖体，包括真菌的核糖体[9] ，这些都为 RIPs 的抗

真菌病基因工程提供了强有力的理论根据。

-、 植物 RIPs 的分类

根据分子结构和性质 RIPs 分为两类。 I 型

RIPs 只有一条多肤链，分子量大约 30kDa，如商陆

抗病毒蛋白 (pokeweed-antiviral protein , P AP) ，它是

第一个被发现的 I 型 RIPs ; 此外还有麦芽凝集素

(tritin) 、 苦瓜抑制剂(momordin) 、多花树毒蛋白

(gelonin) 、丝瓜素 (luffin )等，均为一条链的蛋白，对

无细胞系统的蛋白质合成有强烈的抑制作用，而对

完整细胞或动物毒性很小或无毒，称为单链核糖体

灭活蛋白 ，简称单链蛋白或单链毒素、半毒素 ;ll 型

RIPs是由 A、B 两条链组成的高毒性毒蛋白， 分子

量大约 60kDa ，如草麻毒蛋白 ( ricin) 、相思子毒蛋白

(abrin ) 等。 A 链与 I 型 RIPs 同源， 是毒性分子， B

链是凝集素，能结合到细胞膜表面并协助 A 链进入

细胞。 从结构和基因的分析表明， ll 型 RIPs 可能是

由 I 型 RIPs 进化来的[ 1 0] 。

三、 RIPs 在植物中的

分布和一般性质

RIPs 广泛分布于自 然界，含量丰富。 迄今为

止，人们已在许多植物(包括双子叶植物和单子叶植

物)中分离出 60 多种不同的 RIPs。在植物不同组

织(如根、叶、种子、乳汁)中都发现有 RIPs 的存在 ，

通常以种子含量较高，叶含量较少。在种子中的含

量相差也很大，有些含量很高，如肥皂草素(回por­

in) ，在肥皂草种子中的含量达到蛋白质总量的 7% 。

有时同一植物不同组织，甚至同一组织中同时存在

有几种不同的 RIPs ， 如肥皂草的叶子中含有肥皂草

素(回porin) -L1 、 L2 ，根中含有肥皂草素( saporin)­

Rl 、R2 、R3，种子中含有肥皂草素(回porin)-S5、s6、

s8、S9[ l l ] ;美洲商陆的春叶中含有商陆抗病毒蛋白

(PAP) ，夏叶中含有商陆抗病毒蛋白 - ll ( PAP-ll) , 

种子中含有商陆抗病毒蛋白-S(PAP-S) ;小麦种子

中含有 tritin-s ， 叶子中含有 trltiM[12]; 同一植物不

同品种间也有差异，即使在同种植物同种组织中，

RIPs 也经常以不同的亚型存在[13] 。 所发现的 E 型

RIPs 比 I 型少得多，而且除了 Cinnarrwnum cam­

phoza 和 Sambucus eLucus L. 外[4.l4] ，很少有 I 、 E

两种类型的 RIPs 在同一种植物中都存在。

单链蛋白的分子量大约 30kDa，为碱性蛋白，等

电，点在 pH8 以上。多数是糖蛋白，且糖蛋白类型相

差很大。 有少数不含糖，如 PAP、肥皂草素等。单

链蛋白性质较稳定，如石竹素(dianthin ) 和多花树毒
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蛋白 (gelo∞n巾1

燥，活性不变， g伊elo∞n川1让ln 与等量膜蛋白酶或胃蛋白酶

等水解酶处理过夜，活性不变[问1臼5.川.16叫6ω]0 II 型 RIPs 分

子量大约 60kDa ， A 链呈酸性或碱性。 同一植物不

同组织或者同一组织中的 RIPs 有一定的同源性，分

子量、等电点和氨基酸组成都很接近，但活性、含量、

表达特性及所需辅助因子有所不同 [ 1 0 .17 ] 。 以前认

为 RIPs 的产生并不是植物细胞生存所必需的[ 18 ] ，

后来发现 RIPs 可由多种因素诱导表达，如病原体λ

侵、环境压力(温度、渗透压 ) 、植物衰老等 ， RIPs 会

被诱导表达或其活性会增加 [ 19]0 RIPs 在植物中分

布如此广泛及其诱导表达特性，很自然让人想到它

们可能具有重要的生理功能 。

四、 RIPs 与 其他

防卫 蛋 白的协同表达

由于真菌成熟细胞菌丝体结构成分的复杂性，

单一几丁质酶或 ß- 1 ， 3 葡聚糖酶抑菌活性很弱，离

体生物检测得知， RIPs 与几丁质酶或 ß-1 ， 3 葡聚糖

酶具有很强的协同作用[7] 。 几丁质酶和 ß-1 ， 3 葡聚

糖酶可水解真菌的细胞壁，从而解除了 RIPs 进入真

菌细胞的屏障， RIPs 特异地使外源核糖体灭活，从

而抑制靶细胞蛋白质合成，真菌核糖体即可作为

RIPs 的靶目标[8] 0 1995 年， ]ach 等将大麦中三种

抗真菌蛋白基因-几丁质酶基因同日-1 ， 3 葡聚糖酶

基因 CHIIGLU 和几丁质酶基因同核糖体灭活蛋白

基因 CHIIRIP 协同在转基因烟草中表达，大大提高

了对土壤病原真菌立枯丝核菌 (Rhizoctinia solani) 

的抗性[20] 。

五 、 RIPs 在抗真菌病植物基因工

程中的应用及存在的问题

利用分子生物学手段将带有强启动子的 RIPs

基因转入某些植物，在转基因植株中组成型表达

RIPs ， 可有效增强其抗病性。 几丁质酶和 ß-1 ， 3 葡

聚糖酶的表达定位特点决定其不能有效地使植物免

受病害，而 RIPs 具有对不同真菌的广谱抗性，正日

益发展成为植物真菌病害防治的新途径 。

离体研究表明， 从大麦种子中纯化的 RIP 在

500μg/ml 的浓度下， 即可抑制立枯丝核菌的生长，

天花粉蛋白对 9 种不同的真菌都有抑制作用[21 ]0

1 992 年，Logemann 等将大麦胚乳 RIP 基因在马铃

薯创伤诱导基因 wunl 的启动子控制下转入烟草，明

显提高了烟草对立枯丝核菌的抗性[22] 。大麦种子

RIP 的转基因烟草在感染立枯丝核菌时，病情指数

与对照相比下降了 51 % [20 ] 。玉米胚乳胞质中 b-32

的转基因烟草[23) 以及表达商陆抗病毒蛋白 (PAP­

II )基因的烟草 [ 24 ) 同样在立枯丝核菌侵染时，抗病

性增强，转基因烟草生长发育正常 。 我们实验室巳

成功地将玉米胚乳 RIP 基 因转入烟草和矮牵牛。

体外粗蛋白抑菌圈实验和接种病原菌实验表明，与

对照相比，转基因烟草对油莱茵核菌 ( Sclerotin ia 

sclerotioru m) 、立枯丝核菌 (Rhizoctonia solani) 、镰

刀菌 ( Fusarium solani ) 、 灰 色葡萄抱 ( Botryis 

cinerea) 和烟草赤星病菌 (Alternaria alternata) 等

病原真菌都有明显的抑制作用(待发表)。转基因矮

牵牛的抗病能力正在进一步检测中 。 RIPs 具有对

多种病原真菌的抗性，在生产和园艺上具有潜在的

应用价值。

RIPs 与其他植物病程相关蛋白如几丁质酶、葡

聚糖酶有很强的协同作用 。 在抗病基因工程中，可

把几丁质酶 、葡聚糖酶的基因分别与 RIPs 的基因转

入植物，得到的转两种基因的植物比单独转 RIPs 基

因的植物可能具有更强的抗真菌活性。将作用机制

不同的抗真菌蛋白结合起来协同表达将拓宽转基因

植物的抗菌谱并提高抗性的遗传稳定性。

但是，也有实验表明，转基因植株的形态和生长'

特性也有不同 。 Eckart Gorschen 将从大麦 中提取

出的一种核糖体灭活蛋白 -]IP60 的 cDNA 转入烟

草，转基因烟草出现了生长畸形[25] 。表达商陆中一

种 RIP 基因的烟草抗病性增强，但生长缓慢，有叶

斑病，而且败育[26 ) 。 其原因可能是由于不同 RIPs

对不同植物的核糖体的敏感性不同所致。敏感性的

差异可能的原因有两个 : ( 1) 不同 RIPs 起作用所需

要的辅助成分不 同 。 天花粉蛋白 (Trichosanthin ，

TCS)需要 cd+[27] ; 多花树毒蛋白( gelonin) 的作用

受 Mg2 + 、 ATP 的 影 响[28] ; 与小麦 tritin-l 不同，

tritin-s 需要 ATP[ 12 ]0 (2) 核糖体蛋白以及它们所

维持的核糖体的构象的差异。最近 Katalin A. 等发

现酵母核糖体中大亚基的 L3蛋白是 PAP 作用所必
需的 [29 ] 。

至于 RIPs 的防御机制 目前尚不完全了解，据

Wang . p[24 ]等最新研究报道表明，转入 RIPs 基因的

植株抗真菌能力的增加除了 RIPs 本身的作用外 ， 还

可能是由于激活了植物的某些防御相关的信号传导

途径，启动了植物的防御系统。

但是 RIPs 也有灭活植物自身核糖体，杀死自身
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细胞的可能性，因此在正常情况下，植物必然会采取
措施防止这种自杀行为的发生[14.30]: (1)核糖体对

自身的 RIP 具有抗'性; (2) 以不具活性的核糖体前

体形式存在 ，必要时再加工成活性状态，如带有 C

末端扩展序列的肥皂草素 挝、TCS 是无活性的。 但

玉米胚乳胞质中 pro-RIP 酶原似乎并不是防止其自

身核糖体免受活性 RIP(αßRIP) 破坏的一种机

制[3l] ，至于 pro-RIP 在其中所起的作用并不清楚 ，

可能与植物的发芽等生理过程有关 ;(3)大多数双子

叶植物的 RIPs 是分泌性蛋白，这可能是保护自身核

糖体的一种机制; (4)RIPs 与自身核糖体是分离的，

如 PAP 定位于细胞壁与细胞膜之间的基质中，

回porin 积累在细胞间或液泡内 ，这种区室化分布就

防止了 RIPs对自身核糖体的作用 ;(5)单子叶植物

禾谷类如玉米胚乳 b-32 ，大麦 RIPs ， 小麦 tritin-s 存

在于细胞质中，与核糖体直接接触，但并不灭活自身

核糖体，推测可能是由于细胞质中一些可溶性因子 ，

如核糖体蛋白参与维持了核糖体的某种构象所
致[3] 。

摘要

真菌病往往使作物产量造成严重损失，也使农

产品品质下降。 植物核糖体灭活蛋白(Ribosome- in­

activating proteins ， RIPs)是一种作用于真核或原核

细胞的核糖体，抑制蛋白质生物合成的毒素。随着

对其作用机理、生化特性、表达调控的深入研究，核

糖体灭活蛋白基因转化植株显示出很高的抗真菌能

力，正日益发展成为植物真菌病害防治的新途径。

围绕 RIPs 在抗真菌病基因工程中的应用，本文对

RIPs 的功能、分类、分布及性质等进行了阐述。
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中国细胞生物学学会专业委员会

"2002 年学术活动信息"

·细胞工程和转基因生物专业委员会定于 5 月在厦门举行"转基因植物"讨论会，联系人 :西北大学贾敬芬、厦门大学田惠桥。

·细胞生长、分化专业委员会、免疫细胞生物学专业委员会、医学细胞生物学专业委员会定于 10 月在上海联合举行"干细胞生

物学" 、"肿瘤疫苗和抗体工程"讨论会。 联系人:中国医大宋今丹、中科院动物所丰美福、北师大何大澄。

·细胞信号转导专业委员会定于 10 月在武汉举行"植物细胞信号转导"讨论会，联系人:河北师大孙大业、中科院植生所薛红

卫。

(中国细胞生物学学会)
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