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和病毒分子生物学基础研究中的应用

花 鸟主 t午 ~11.

(中山大学生物工程中心广州， 510275) 

农杆菌-病毒侵染( Agroinfection )， 是指 染， 说明病毒感 染 是由于 T-DNA 的转 移所

农杆菌 Ti 质位载体将病毒或类病毒分子导入 致。

植物并形成侵染，它是由 Grimsley 等 人于 '含病毒基因组的 T-DNA转移到植物细胞，

1986 年首次建立并逐步发展起来的(1)。近年 使植物发生病毒感染的另一种可能方式则是通

来， 这一方法已受到学者们的重视，并巳开始 过整合过程。即 T-DNA 整合至植物基因凯中，

用来研究植物及病毒分子生物学中的一些基础 转化的细胞增殖并分化形成转基因植株。 这样

问题。本文试就农杆菌-病 毒侵染及其可能的 转化植株的每个细胞核 DNA 都会携带有病毒

应用作一探讨和展望。 序列。随着植物基因组的复制转录，就会产生具

-、农杆菌-病毒僵染方法简介

农杆菌-病毒:侵染是利用农杆菌 Ti 质粒上

的 T-DNA 区， 能将插在其中的外源基因转移

到植物细胞中的特性而设 计的[ Z ， 3 1 ， 将一个或

多个病毒 DNA 分子克隆到 T 区， 通过农杆菌

介导使病毒基因组进入植物细胞，随后发展成

系统侵染。

Grimsley 等 (1)将-一个以上的病毒基因组

串联并插入 Ti 质粒的 T-DNA 中， 然后 利用

含有这一质粒的农杆菌感染受体植株。由于载

体中存在完整的病毒基因组， 重复的基因组可

以发生同源重组产生环状、 完整的病毒 DNA ，

或通过 T-DNA 的复制产生完整的病毒粒

子，于是在受体植株中 发生病毒的系统侵染

( 图 1 )。利用这一方法将病毒或类病毒导入

植物细胞的优点是不必制备核酸或由 昆虫介

导。而且效率极高，比直接用核酸 感染高许

多个数量级。 Grimsley 等 [ 1]将 1. 4 个 CaMV

基因组插在 T-DNA 中，通过农杆菌-病毒侵

染的方法使芜苦发生了病毒感染。但把 CaMV

基因组置于其它质粒之中时， 它则不能发生感

活性的病毒粒子， 脱离植物基因组而发生系统

感染。 烟草 花叶 病毒(TMV )是 RNA 病毒。

Yamaya 等 [ 4)将 TMV 的 cDNA 克隆通过农杆

菌-病毒侵染的方法转化烟草， 在 转化植株中

观察到了正常的 TMV。表明整合的 TMVcDNA

通过植物启动子转录后， 产生出具有病毒活性

的 RNA 分子 ， J}\.植物基因组中脱离出来。

由于农杆菌-病毒侵染方法具有高效率、

高灵敏度等优点， 目前人们已利用它来研究一

些分子生物学的基础问题。

二、农杆菌-病毒 侵染在植物分子生

物学研究中的应用

1.病毒可作为 T-DNA 转移的标记物

在农杆菌的转化实验中，过去常以肿瘤特

ä.(激素自主性生长特性)、冠瘦碱合成等作为

分析 T-DNA 转移的指标。 近几年来，人们则

主要以标志基因的抗性或报告基因(如 GUS 、

CAT、 NPT II 等)的表达作为指标。而农杆菌

病毒侵染则提供了一个非常灵敏的方法。因为

从理论上讲，利用这一方法转化后，只要能形成

一个完整的病毒粒子， 即可使植物发生系统感
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图， CaMV 病毒的感接途径

左边为天然情况下 CaMV 正常的感染途径和生活史。 右边为实验室中 3 种
机械接种途径。 其中第三种途径即为农杆菌-病毒侵染。

染。这样人们可用可见的病毒症状表现作为标

记， 来快速判断 T-DNA 是否成功地转移了。

不过， 由于农杆菌-病毒侵染不需将 T-DNA

整合进植物基因组， 病毒即可脱离出来发生系

统感染。因此， 这一方法适 于快速鉴别 T

DNA 的转移，但不能说明 T-DNA 的 整合过

程。

2. 用于研究农杆菌宿主范围的问题

长期以来，人们普遍认为农杆菌不能感染

禾谷类单子叶作物。然而， 利用农杆菌-病毒

侵染所获的结果表明 ， 根癌农杆菌也能感染禾

谷类作物。例如， Grimsley 等 [5]把串 联 的

MSV 基因插入到 T-DNA 中， 然后感染玉米

植株。结果观察到被感染的植株中表现出了病

毒症状， 并且还发现分生组织对农杆菌-病毒

侵染最敏感[6]。类似的，利用该方法， 在水稻

和小麦中也观察到了病毒侵染现象[7 ， 8 ]。这些

结果至少说明， T-DNA 是能够转移到单子叶

植物细胞中去的。也许是由于单子叶植物基因

组在进化上的特殊性， 使得转进的 T-DNA 不

易整合，或不易表达而无明显表型。

3. 用于研究 T-DNA转移的机制

如前所述， 由于病毒可以作为 T-DNA 转

移的标记物， 所以， 农杆菌E病毒侵染 可被用

来研究 T-DNA 的转移机制。

Grimsley 等问通过农杆菌-病毒侵染将玉

米条纹病 毒( MSV )DNA 和 CaMV DNA 分别

转移到玉米和芫菁中。他们 的工作表明 ， T

DNA 转移至芜菁和玉米的过程基本上是相似

的，只是 T-DNA 转移至玉米中 virC 蛋白 的

作用是绝对必需的， 而转移至芫菁的过程中，

virC的作用并非绝对必需。而且，不需外加诱

导物即能使 T-DNA 转移至单子叶植物玉米，

使玉米发生病毒感染。

目前人们偏向于接受 T-DNA 转移的中间

形式是单链 T-DNA 核酸蛋白复合体的观点。
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固 2 A.携带有 CaMV 基因组的 T-DNA 整合进植物基因组后的结构[ IOJ 。

CaMV顺序分别表示为 2 回回 (D/H 株):区翅 (4 1 84' 株)和幽幽 (S 株 ) ， 其中的空箭头表示

CaMV 开放读格基因。…+表示用病毒启动子可能得到的转录本。

B. 通过分子肉同源重组形成活性病毒的-个可能结构。
C . 囱同源区不同部位发生重组后所形成的不同结构的病毒 DNA。

然而 ， Grimsley 等发现， pE AP 37 和 pEAP 38 

(两者仅 MSV 基因组取向相反 )却 具有相同的

功能， 这或者说明该病毒的 " + 川"链具有相

同的功能，或者则是 T-DNA 的转移是以双链

形式进行的。这些都尚需进一步的研究。

4 . 用于研究基因重组

Gal 等 [10]首次报道了以 CaMV 系 统来研

究高等有机体中的染色体重组。 他们将来 自不

同株系的 CaMV 基因片段克隆至 pEAP 21 中 ，

通过农忏菌-病毒侵染将病毒基 因组整合到蔓

菁基因组中，由重组产生了有活性的 CaMV 病

毒粒子(图 2 )。这一系统可以通过病毒症状的

出现来统计重组频率。由于同源区段来自两个

不同的 CaMV 株系，因此不同的重组后病毒 也

就可能根据不同的症状来区分。它较以前的其

他系统确有一些明显的优点， 如具有明显的表

型、 通过肉眼可统计重组事件的发生、 检测较

灵敏及易于区分不同的重组等。这些优点使我

们能分析不同的交换事件及推测重组的中间结

构。

5. 用于抗病毒植物的研究

卫星病毒为 RNA 分子，它只有在相应的

辅助病毒存在下才能复制，而同时卫星病毒又

能减缓辅助病毒本身的 致病作用。 Harrison

等 [ 11] 将 黄 瓜花叶 病毒(CMV )卫星 RNA 的

cDNA 通过农杆菌-病毒侵染将其转移并整合

到烟草基因组中。在转化的烟草植株上接种

Clv1V 病毒。 结果卫星 RNA 在植株中传播， 而

CMV 的复制大大降低， 在转 化植株和有性后

代中病毒症状也大大地减轻。因此， 人们可以

利用病毒卫星 RNA， 通过遗传 工程 的手段，

来提高植物的抗病性。

6 . 用于研究外源基因的醋间表达

目前在瞬间表达研究中， 多采用直接导入

DNA 的方法，如 PEG i去 ， 电激导入法等 [ 12] 。

常 以原生质体或培养的细胞及细胞团为受体，
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通过检测报告基因的表达来了解相连基因的表

达情况及有关 DNA 序列 在基因 表 达中的作

用。 一般常用的报告基因有 cat 基 因 、 neo 基

因 、 GUS 基因等。对报告基因的评价通常以

灵敏度和检测难易为指标。由于农杆菌-病毒

侵染可以将病毒 DNA 引入细胞， 并使植物发

生系统感染， 产生肉眼可见的症状，因此可以

病毒基因为报告基因研究病毒基因或克隆至病

毒分子中的外源 DNA 的瞬间表达。 构建含部

分或全部蕃茄金黄花叶病毒 ( TGMV)A 组分基

因组的质粒，通过农杆菌-病毒 侵染在矮牵牛

叶盘中可检测到病毒蛋白 的 瞬时表达[ 1 3J 。 由

于农杆菌-病毒侵染可以 植株为受休，所以还

可以研究外源基因在不同器官、不同发言时期

的特异性表达。

三、农杆菌-病毒僵染 在病毒学研究

中的应用

由于农杆菌-病音侵染可 以不依靠昆虫载

体或制备核酸而使植物发生病毒感染， 因此该

系统为病毒学的研究开辟了一条新途径。

双子座病毒具有成双的颗粒，它是一类单

链 DNA 植物病毒[ 14 J 。 这类病毒中有的具有两

种不同的分子， 成双颗粒中的每一个都只携带

病毒基因组中的一利l组成分子，只有当它的两

种DNA 混合时才具有感染力。应用农杆菌-病

毒侵染技术可研究两种组成分子各自的作用 。

Rogers 等[ 15J将含有 TGMV 基 因组任一组分

011] TGMVA 或 TGMVB)的 Ti 质粒 DNA 转

化矮牵牛的组织， 经培养再生了形态正常的植

株。 Southern 斑点杂交分析表明，在 TGMVA

植株中， 除了在其核基因组中具有串联重复的

TGMVA 序列之外，还有游离的(非整合的)单

链或双链的TGMVA单体环形分子。将TGMVA

和 TGMVB 植株进行杂交， 子代中 1/4 植株出

现明显的病毒症状。这些实验表明 ， TGMVA 

编码着有关病毒复制的全 部功能， 而 TGMVB

则编码表现病毒症状的功能，但它的复制则需

要TGMVA 的参与，同时还表明 己整合的病毒

基因组可以以某种方式重组并脱离核基因组。

最近 ， Klínkenberg 等[川]用农杆菌-病毒

侵染将非洲 木薯花叶 病毒(ACMV )DNA 导入

本塞姆氏烟草 ( Nicotiαna benthamiana )。病毒

分布于茎、叶和根， DNA A 的 量达到同时用

DNA A、 B 感染的 5 %，在新生叶中也发现

病毒粒子。说明 DNA B 不是病毒包装所必需

的。大多数的病毒 DNA 是单链形式的，它们

可能是包裹在病毒粒子中，在新生叶中还存在

双链 DNA 的形式。 这些结果与以前报道的把

ACMV DNA 通过农杆菌-病毒侵染导入克和j

夫兰氏烟草(N . Clevelandii) 的结果不同。在以

前的报道中， 若植物 中不含 ACMV DNA B 

组 分，则 在新 生叶 中无法检测到 ACMV

DNA(17) 。

在应用农杆菌-病毒侵染技 术以前，要把

克隆了的双子座病毒 DNA，如 玉米条纹病毒

(MSV)、小麦矮化病毒(WDV)或马唐属条纹

病毒(DSV)重新引入各自的宿主植物是不可能

的，因为它们裸露的 DNA 不能感染植物。所

以尽管这些 病毒 DNA 的核酸顺序已被确

定[ 8 ， 1 8-zl ] ， 但却不知道这些克隆了的 DNA 是

否具有生物活性，而且也不可能用体外突变技

术来研 究病毒生活史。 1987 年， Grimsley 

等问首次应用农杆菌-病毒侵染成功地将克隆

的 MSV DNA 重新 导入玉米。随后克隆的

DSV、 WSV DNA 也通过这一技术成功地重新

引入各自的宿主植物( 8 ，叫 ， 证明了这一方法的

可行性。克隆了的双子座病毒的单体可引固其

宿主，开辟了以下研究的可能性: (1)用体外

突变技术研究病毒生物学J (2) 用双子座病毒

研究禾谷类基因的表达J ( 3 ) 研究农杆菌和禾

谷类的相互作用。

在自然界中，水稻东格鲁病是由两种病杏

引起， 目p水稻东格鲁 球形病毒(RTSV)和水稻

东格鲁杆状病毒(RTBV )o Dasgupta 等[7 J将超

过一个基因组单位长度的 RTBV DNA 拷贝克

隆在农杆菌双质粒载体 pBin 19 上，转化水稻

植株。 含有 RTBV DNA 的水稻表现了明显的

东格鲁病症，存在着病毒 DNA 和杆状颗粒。
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若绿色 叶蝉先吃了 RTSV 感染的植株再吃

RTBV 感染的植株，病毒 粒子还可通过它

传播至IJ健康植株上。这些 结 果说明， RTBV 

可以独立于 RTSV 复制， 在植株内传播并 产

生病症， 而 RTSV 则负责病毒在植 物间的传

播。

应用农杆菌-病毒侵染 技术把 RTBV 引入

水稻使植物发生感染要比常规地通过昆虫传播

简单得多。 感染后的水稻可以作为病毒源生产

特异的抗血清，是传统抗血清生产的一大改进。

农杆菌-病毒侵染技术还 开辟了 RTBV 基因组

体外突变分析的可能性， 今后它将成为 RTBV

和东格鲁病基因分析的重耍手段。

四 、 农杆菌-病毒侵染系统应

用的展望

目前农杆菌-病毒侵染 技术 已比较成功地

应用于植物分子生物学及病毒学研究的一些领

域。由于应用这一技术能使禾谷类发生病毒感

染， 因此农杆菌转化重要 粮食作物也是可能

的。 这一方法今后的发展将着重于细菌和植物

的相互作用及病毒学的研究。随着这些基础问

题的深入研究， 将能够使我们构建高效表达、

超感染的病毒载体， 而且还可以通过转化编码

病毒控制顺序或反义 mRNA 的病毒基因组来

使植物获得抗性。 那时， 病毒将是一个有用的

基因资源，它可指寻目 的基囚的高效表达。

摘 要

农杆菌-病毒侵染即为农杆菌 Ti 质粒介导

的病毒基因组向植物细胞中的转移， 并使其发

生系统感染。它具有高敏、高效和易于检测等

特点， 已被用来研 究农杆菌 T-DNA 转移机

制 、 农杆菌宿主范围 、 基因重组、 外源基因瞬

间表达及病毒分子生物学等方面的基础理论问

题。本文综述了该方法用于植物和病毒分子生

物学革础研究的进展'陈况，并讨论了其应用前

景。
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