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番茄花叶病毒移动蛋白和番茄抗病基因 ./011

的互作诱导烟草转化体程序性细胞死亡

姜国勇/，# 杨仁崔/"

（/ 福建农林大学作物遗传研究所 福州 ."$$$#）
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摘 要：番茄的抗病基因 !"#$$ 与番茄花叶病毒（B&H%）的移动蛋白 %& 基因是一对互作的基因，!"#$$ 基因和

!’%(3%&基因同时在烟草中表达，并分别获得单一基因整合的纯合转化体植株。病毒接种试验表明，!"#$$ 基因

转化体与 !"#$$ 番茄对 !’)*"*+,-./ 病毒的特异抗性结果一致；!"#$$ 转基因植株和 !’%(3%& 转基因植株杂交试验
及其农杆菌注射试验均证明：（/）!"#$$ 基因与 B&H%3%&在转基因烟草上保持“基因对基因”的互作关系；（#）在外
源乙烯的参与下，B&H%的移动蛋白与 !"#$$ 基因编码蛋白的互作能够诱导转化体程序性细胞死亡。这一结果为

今后研究 B43## 与 HI互作的分子机制奠定了基础。
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番茄花叶病毒（!’"*0’ "*/*,1 +,-./，B&H%）是一种严重危
害番茄的病毒，有 B&H%3$、B&H%3/、B&H%3#、B&H%3#5 等 ! 个
病毒株系能不同程度地感染番茄植株，而含有 !"#$$ 基因的

番茄能够特异地抗 B&H%3$、B&H%3/和 B&H%3#毒株而被广泛
地应用于栽培种（231’45-/,1’6 5/1.7560." H,’’>+）的遗传改良［/］。
!"#$$ 基因位于番茄第 @号染色体长臂近着丝点处，与 6+基
因紧密连锁，与另一抗病基因 0"3 # 和感病基因 0"3 #互为等
位基因［/，#］。近几年的研究表明，B&H%3病毒不同分离物的移
动蛋白拥有 !个氨基酸的差异，B&H%的移动蛋白在激发 B43
#和 !"#$$植株抗病反应时与其结构域中的差异氨基酸有

关。当移动蛋白（HI）中的 #.C和 #!!两个位点氨基酸的改
变，能使 !"#$$ 抗病基因失去功能［. K "］，番茄花叶病毒的移

动蛋白被认为是 !"#$$ 番茄抗病反应的激发子［!，"］，在分子

机理上，激发子通常是通过诱导寄主的程序化细胞死亡

（I+&9+544>? L>’’ M>5GF，ILM）来进行相互作用［1］。而 B&H%
是否 能 够 诱 导 含 有 !"#$$ 番 茄 产 生 超 过 敏 反 应

（N7*>+O>8O,G,P> Q>O*&8O>，NQ），并形成程序性细胞死亡
（ILM），一直受到研究人员的关注，虽然有相应的细胞学实验
和解释［!，"，0］，但是并没有见到直接的证据，因为感染的番茄

叶片上没有形成可见的坏死斑。为此，我们有兴趣利用转基

因烟草探讨不同 !’)*"’+,-./ 病毒与抗病基因 !"#$ 和 !"#$$

之间的互作，并从中解答 Q3基因与病毒之间的拮抗关系及
其诱发抗病的分子机制。本研究在转基因烟草接种病毒试

验的基础上，通过 B&H%移动蛋白基因（%&）烟草转化体和
!"#$$ 基因烟草转化体植株的杂交试验以及农杆菌注射试

验，直接证明 B&H%移动蛋白基因 %& 在与 !"#$$ 基因编码

蛋白的相互作用时，能够诱导寄主细胞的程序性死亡，这对

于研究 !"#$$ 植株抗病反应及其分子机制具有积极意义。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 主要试剂和仪器：2E !*8 酶、?-BI购自 B5R5Q5；限制
性内切酶购自于 I+&4>95 L&+*&+5G,&8；H2S（#3（-3吗啉代）乙烷
磺酸和 )S（乙酰丁香酮）均为 S,945 公司产品；ILQ 扩增引
物、烟草种子 SQ/均由荷兰格罗宁根大学 TUU研究中心提
供。ILQ扩增仪为 I2QRV- 2WH2Q 公司产品，型号为 M-)
BF>+45’ L76’>+ !C$。
!"!"# HS培养基：每升含有 H=+5OF,95 X SY&&9 H>?,5 !Z!#9
（大量元素、微量元素和有机物，M=6F>;5 公司产品，BF>
->GF>+’58?O），蔗糖 .$9，琼脂粉 C9，*N "ZC。
!"!"$ 试验材料：!"#$$ 转基因烟草和番茄花叶病毒 HI的
转基因烟草由叶盘法转化获得［#］，!@3#03/、!03#.3/# 和 #".3
#@3@是经过卡那霉素筛选、ILQ扩增和病毒接种获得的单基
因整合的 B#代纯合转化体，用于病毒的抗性鉴定和杂交试
验。!03#.3/#和 !@3#03/分别为农杆菌株 BH!0和 BH!@的 B#
代纯合转基因植株，BH!0含有 #"C1[*的 !"#$$ 基因 \QD、自
主启动子以及 //$@[* 的 L3末端，并与 940! 报告基因和
9’/3末端相连接；BH!@含有 #"C1[*的 !"#$$ 基因 \QD和 ."S
启动子，B3M-) 结构图参见文献［#］，#".3#@3@ 为 BH". 转化
体，BH".由 *BH#".转化农杆菌 WU)!!$!获得，含有 ."S启动



子和番茄花叶病毒的移动蛋白基因 !"（图 !）。"#$% 、"#$&
和 "#’(均有荷兰格罗宁根大学 )* +,-./01/23/0博士构建。

图 ! 双元载体质粒 "#$%&’的 #()*+结构图
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!,% -./扩增
CDE扩增使用的方法、成分以及反应条件参见文献［B］，

引物分别为 C0EF5’(!:’(B（)：’G:=D=D5D""5"D"=D"DD===:
(G，E：’G:5D5""5"D== D="==5="D5:(G），C0EF5’B&:’(H（)：
’G:""D==5==D"="5=555"D==:(G，E：’G:"D""==5=""5=="
DD"5""5D:(G）以及 C0EF5H(&:H$H（)：’G:D"DD="D5""D=D=D"
D5""=D":(G，E：’G:D"5"D===5"D"5=5===D""D:(G）。
!,’ 病毒接种、鉴定和分析

$个 #$%&’$()*+, 病毒株系的分离物人工接种到 $ 叶龄
的烟草和番茄上部叶片上，!周后，取其上部的另一叶片，匀
浆并涂抹到心叶烟（-).$/)&0& 12+/)0$,& +）叶片上鉴定坏死斑，
重复 (次。$个毒株均由国际植物研究中心（I,4/-2-4/-，9J/
</9J/0K,-L8）提供，它们是分离物 "#M:N!（毒株 "#M:H）、
"7#M:5LO（毒株 "7#M:H）、"7#M:5/E7（毒株 "7#M:B）和
"7#M:5#P’（毒株 "7#M:B,）。"7#M和 "#M病毒分离物或变
异株的数据分别来源于 5/-Q,-R数据库和参考文献［( S ’］。
!,0 杂交试验
开花前，在转 #’344 基因烟草植株去雄蕾后，然后用番

茄花叶病毒的转 !" 基因烟草的花粉授粉，收集杂交种子，
消毒后，播种于 #T U !HH14V+的卡那霉素培养基上，诱导种
子萌发，计算发芽率。发芽的种子播种于温室，二叶时取叶

片提 ;<=，检测发芽种子的目的基因，重复两次。植株 ;<=
的提取和 CDE扩增方法见文献［B］。
!,& 农杆菌注射试验

BWX过夜培养农杆菌 "#$%、"#$& 和 "#’( 至 56 值为
!YH S !Y’，离心收集菌体，用 ##=2重新悬浮细菌，注射菌液
于烟草叶片，以注射 ##=2为对照，B$J以后放入含有!H!+V+
乙烯的光照培养室中，分别于第 (、$、’天以后观察记录实验
结果，重复 (次。

##=2的组成是：#T U !Y&B4V+ B:（<:吗啉代）乙烷磺酸
（#ZT）U !H!+ BHH117K 乙酰丁香酮（=T），6[ \ ’YP。

% 结果

%,! !"#$$ 和%&基因烟草转化体的筛选及其特异抗性的
鉴定

#’344 基因和!" 基因转化体自交，其后代分离植株个
体，收获种子依次通过卡那霉素、CDE扩增和病毒接种鉴定
转化体，均证实 #’344 基因转化烟草的 $&:B%:! 、$%:B(:!B和
B’(:B&:&自交后代 )!植株个体呈 ( ] !比例分离。表明烟草

转化体的 #’344 基因和烟草花叶病毒的!"基因已经分别以
单拷贝整合到受体植株核基因组中。转 #’344 基因烟草 $&:
B%:!和 $%:B(:!B均对 "#M、"7#M:H、"7#M:B毒株表现抗性和
对 "7#M:B,毒株的分离物表现感病；非转化体烟草 TE!和含
有 !"基因烟草转化体植株 B’(:B&:&对上述的 $个毒株均表
现感病。表明 #’344 基因和!"基因能够在烟草转化体上表
达并稳定遗传。含有 #’344 基因的转化体对 "#M和 "7#M
病毒的不同毒株具有特异抗性。同样，"#M和 "7#M病毒的
不同毒株对含有 #’344 基因的转化体具有专一的侵染性

（表 !）。

表 ! 不同基因型烟草植株对 #$1和 #2$1病毒的抗性

",>K/ ! E/8289,-A/ 97 "#M ,-L "7#M 2- L2892-A9 4/-79?6/ 97>,AA7 6K,-98

CK,-98 5/-/9?6/ "#M:H "7#M:H "7#M:B "7#M:B,

TE! ^ ^ V ^ ^ T T T T

$&:B%:! #’344 7 #’344 E E E T

$%:B(:!B #’344 7 #’344 E E E T

B’(:B&:& !"V!" T T T T

E：E/8289,-A/；T：TF8A/692>K/*

%,% !"#$$ 转基因烟草与 !’%(#%& 转基因烟草的杂交种
子丧失发芽能力

基于过去的研究，番茄花叶病毒的移动蛋白被认为是

#’344 番茄抗病反应的激发子，"7#M:#C激发 "1:BB 的抗病
反应［$，’］。通过番茄花叶病毒移动蛋白 #C的突变也验证了
#C与激发番茄 "1:BB 的抗病反应直接相关［’］，但是没有提
供直接的证据证明移动蛋白 #C能够通过寄主细胞的程序化
死亡（CD;）诱导寄主细胞死亡。在分子机理上，如果病原菌
激发子激发寄主的抗病反应能够诱导寄主的程序化细胞死

亡（CD;），那么这两个基因的互作就能够诱导寄主个体的死
亡，通过基因转化体的杂交试验实现两个对应基因的重组和

共同表达，可以直接验证两个对应基因的互作，以及程序化

细胞死亡的发生如何，也就是说，如果移动蛋白 #C能够在
#’344 转基因烟草的杂交植株后代表达，则基因表达所引起

的超过敏性反应会引起杂种胚的细胞死亡而失去发芽能力。

我们利用纯合的 #’344 转基因植株和 #$!83!" 转基因植株
进行杂交试验，通过检测杂交后代的种子发芽率来验证二者

的相互作用。试验结果表明，转基因烟草的 (个株系 $&:B%:
!、$%:B(:!B和 B’(:B&:&在含有卡那霉素的培养基上拥有 &H_
左右的发芽率，而 $&:B%:!、$%:B(:!B分别与 B’(:B&:&的杂交试
验中仅仅获得了 !’YW%_和 B’Y(%_的发芽率，如果考虑非转
化体配子和单一基因配子形成杂种的比例，我们估算发芽率

低于 ’YH_，表明移动蛋白 !" 基因与 #’344 基因重组以后，

其编码蛋白的相互作用能够诱导寄主细胞死亡，使得杂种失

去了生活力，从而大大降低了转化体杂种的发芽率，CDE检
测表明，发芽的杂种并不同时含有 #’344 和!"基因，或者不
含有任何 #’344 和!"基因（表 B）。
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表 ! "#$%&!"和 !"#$$ 转基因烟草杂交试验

!"#$% & ’()**+,- .%*.* /)( !)012%& ",3 !"#$$ .(",*-%,+4 .)#"44)

!56%* 7%(8+,".%3
*%%3*9!%*.%3 *%%3*

7%(8+,".+),
(".+)
9:

;’< !%*.

!" = %& =

>?2&@2A BA9BB ?&C>D EF G
>@2&D2A& AHA9AAB F@CHB ?B G
&ED2&?2? F@9?& ?>CEB G F&
>?2&@2A I &ED2&?2? AH9BD AECF@ D D
D>@2&D2A& I &ED2&?2? A@9B@ &ECD@ D E

!’( #$%&& 基因和!"基因的瞬间表达能够诱导叶肉细胞
程序性细胞死亡

利用农杆菌注射的方法将 !"#$$ 基因和%&基因同时转
化烟草叶肉细胞，其编码蛋白能够在转化细胞中获得表达，

若 %&是 !"#$$ 基因编码蛋白的激发子，就能够诱导 !"#$$

基因细胞的超过敏反应（J56%(*%,*+.+K% <%*6),*%，J<），并引起
程序性细胞死亡，在被转化的叶片上形成坏死斑。由于烟草

与番茄的遗传背景不同，!"#$$ 基因的烟草转化细胞在与 0;
的相互作用时需要乙烯（AH!L9L）的参与，才能诱导形成可见
的坏死斑［?，AH］。在农杆菌注射后的第 D 天到第 E 天观察发
现，只有 !0>?与 !0ED、!0>@ 与 !0ED 同时注射的部分能够
诱导形成坏死斑，并且在乙烯的持续性刺激之下，坏死斑症

状的形成由点到面、逐步扩大；而单独注射 !0>? 、!0>@ 和
!0ED以及 00M+溶液的部位，其被转化的细胞因为自身不能
被诱导，也没有两者之间的互作，尽管受到乙烯的持续性刺

激也不能形成坏死斑（图 &）。这一结果进一步表明，!"#$$

基因和%&基因的互作符合“基因对基因”的相互关系，可以
在转基因烟草叶片上表现出来，烟草叶片上的瞬间表达能够

诱导转化细胞的程序性细胞死亡。

图 ! 烟草叶片的农杆菌注射试验

N+-O& !%*. (%*P$. )/ E 3"5* "/.%( "-()2+,/+$.(".+),

M：!0>?；Q：!0>? = !0ED；’：!0ED；R：00M+；"：!0>@；

#：!0>@ = !0ED；4：!0ED；3：00M+O

( 讨论

!"#$$ 基因的编码蛋白对 !01、!)012H 和 !)012& 等 D
个毒株的分离物表现抗性和对 !)012&"毒株的分离物表现
感病，与含有 !"#$$ 基因的番茄植株对 !)01病毒不同株系
的特异反应结果一致［@］，表明含有 !"#$$ 基因的烟草纯合转

化体具有单基因整合和遗传特性，!"#$$ 基因的表达具有抗

病特异性和功能完整性。有关抗病基因与无毒基因编码蛋

白之间的反应，7"#(+%$ 和 <)$/%［B］提出“受体2配基（<%4%6.)(2
L+-",3）”模型，他们认为，寄主植物被诱导的一系列抗病反应
是由于病原物 MK(蛋白（L+-",3）直接与寄主 <蛋白的受体部
位（<%4%6.)(）相互作用的结果。这一模型表明在 MK(蛋白与
<蛋白之间存在一个互作位点，这个互作位点应该是编码蛋
白中相互对应的特异结构域或氨基酸。如果将 !’()"’*+,-.
病毒的 >个毒株 Q区和 ’区的氨基酸序列进行比较（图 D）就
会发现，!)012&" 与 !)012H、!)012& 两个毒株的差异在于
&>&和 &>F位点的氨基酸不同，!)012&"毒株在这两个位点分
别是带正电荷的精氨酸（<）和带负电荷的谷氨酸（S），而
!)012H、!)012&两个毒株则分别为不带有电荷的丝氨酸（T）
和带有正电荷的赖氨酸（U），这种氨基酸的差异显然影响了
!)012&"毒株的磷酸化过程，使得病毒蛋白复合体不能有效
地通过寄主细胞的胞间道。!’()"’*+,-. 病毒不同分离物的
差异特性和 !"#$$ 基因植株对病毒的特异抗性证明，移动蛋

白特异位点的氨基酸差异决定了病毒不同分离物的致病特

性，及其与寄主的感抗关系，V%#%(［E］在番茄上的研究中曾经
分析了这一点，我们在烟草上实施的杂交试验和互作试验直

观地确认了这种“基因对基因”互作关系。

图 ( #’()$’*+,-. 病毒移动蛋白的 )个毒株 *区和 +区的氨基

酸序列的比较

N+-OD M8+,) "4+3* "$+-,8%,.* /)( 0; R)8"+, Q ",3 ’ )/ !’()"’*+,-.

!"#$$ 基因番茄对 !’()"’*+,-. 病毒的抗性在常温条件
下表现为系统获得性抗性，其症状并不像含有 / 基因的心
叶烟（/+0’1+)2) 34-1+2’.) L）那样，具有明显可见的过敏性坏死
斑，但是在高温（ W &FX）条件下，可以在衰老的叶片上观察
到呈超过敏反应状的坏死斑［@］，所以 !)01是否能够诱导含
有 !"#$$ 基因的番茄植株产生超过敏反应，并形成程序性细

胞死亡（;’R），一直受到研究人员的关注，有人曾提供了具有
一定说服力的细胞学实验证据，但有些学者解释说［@］，从植

物病理学意义上看，番茄花叶病毒的移动蛋白（0;）激发 !"#
$$ 番茄的抗病反应是通过诱导寄主细胞的程序化细胞死亡

（;’R）来实施的，也就是说，移动蛋白 0;能够通过诱导 !"#
$$ 转基因烟草植株的超过敏性反应（J<），引起寄主单个细
胞的死亡，而形成没有坏死斑症状的系统获得性抗性（TM<）。
农杆菌注射和杂交试验的结果清晰地验证了上述的病理学

解释，在乙烯的持续诱导下，同时表达的 !"#$$ 基因与 !’%5#
%&基因相互作用以后能够诱导烟草叶片的细胞死亡———乙
烯可以诱导氧粒子自由基（<YT）的发生和可见的坏死斑
（J<）［F］，并诱导 &62 A)基因的表达［?］，而同时表达 !"#$$ 基

因与 !’%5#%&基因的种胚因两者互作而致死，失去发芽能
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力。尽管杂交试验中的杂种发芽率并不为 !，原因也可以解
释，当转化体杂交和外源基因重组时，非转化体配子和单一

基因配子重组形成的杂种不可能也不会诱导产生细胞凋亡，

部分杂种也就拥有一定的生活力和发芽势。因此试验结果

证明，（"）!"#$$ 与 !%&’#&( 基因具有“基因对基因”的互作
关系；（#）$%&’的移动蛋白能够诱导含有 !"#$$ 基因植株及

其细胞的程序性细胞死亡。诚然，$%&’ 的移动蛋白诱导
!"#$$ 基因植株细胞死亡的机理及其相关的信号转导途径

有待于进一步的深入研究。
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正 体 和 斜 体

参照《中国科学院自然科学期刊编排格式规范》、国家标准 UW00", / J0和《中国学术期刊（光盘版）检索与评价数据规范》
等要求，对本刊经常遇到的一些格式作如下规定：

"+ 物种的学名：菌株的属、种用拉丁文斜体，属的首字母大字，其余小写；属以上用拉丁文正体。病毒目、科、亚科、属的接
受名一律斜体，名称的首字母大写；种名用斜体，第一个词的首字母要大写，除专有名词外，其它词首字母一律用正体。

#+ 限制性内切酶：内切酶前 ,个字母用斜体，后面的字母和编码正体平排，如 D1"O!，E-,4"，(@0!，F14,RZ等。
,+ 氨基酸和碱基：氨基酸缩写用 ,个字母表示时，仅第一个字母大写，其余为小写，全部正体；用单字母表示时为大写正
体。碱基缩写均为大写正体。

-+ 质粒和载体：质粒一律用正体，首字母 8为小写，后面字母和数码平排，如 MWV,##、MUW_$G;M2W等。
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