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摘要:植物细菌性病害常常给农业生产造成严重损失 ,利用基因工程手段提高植物的抗病性是抗

病育种新的研究热点 。本文论述了就目前植物抗细菌病害基因工程研究现状 ,着重论述了植物抗

细菌基因工程研究的基本策略 、植物抗细菌基因工程取得的主要成绩及植物抗病相关基因工程研

究进展 ,并在此基础上指出了植物抗病基因工程存在的问题和今后研究的重点 。
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Abstract:Plant bacterial diseases cost g reat loss every year.To enhance plant resistance to bacte-

rial diseases through genetic eng ineering is an effective w ay .This paper summarized the basic

st rategies and main achievements in plant bacteria-resistance gene engineering including the dis-

ease-resistance related gene enginee ring and discussed the problems existed in plant gene engeer-

ing of disease-resistance and the impor tance w e should research in futwe.
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　　全世界细菌性作物病害约有 500多种 ,我国主

要的细菌作物病害有 60 ～ 70种 。细菌性病害常造

成严重损失 ,据估计 ,全世界马铃薯每年因细菌性病

害减产 25%。对于这些细菌性病害的防治通常是

比较困难的 ,可用于化学防治的高效低毒杀细菌农

药较少 ,防效往往不能令人满意 ,而且还会造成环境

和农产品的污染[ 1] 。为了提高农作物产量和品质 ,

植物病害的控制显得尤为重要 。

传统的抗病遗传育种由于其周期长 ,工作量大 ,

很难满足目前需要。随着分子生物学理论与技术的

不断发展以及人们对植物抗病分子机制了解的逐步

深入 ,人们有目的的操纵基因获得广谱抗病品种成

为可能 。近年来 ,植物抗病基因工程取得了许多突

破 ,显示出诱人的前景 。

1　植物抗细菌病害基因工程的基本策略
近年来 ,植物抗病反应机制及植物病原菌致病

机理的深入研究 ,为植物抗病基因工程策略的制定

提供了基础和依据 。植物和病原菌的相互作用经历

识别 、信号传递和防卫反应 3个环节后 ,最终的互作

表现为感病或抗病则取决于植物和病原菌双方的特

性 。所以植物抗病基因工程可以通过下面不同的技

术路线来实现。
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1.1　植物抗病基因及病原物无毒基因的利用

根据基因对基因理论 ,只有当植物中抗病基因

产物与病原菌中相对应的无毒基因产物相互识别后

才能诱导抗病反应。在植物抗病基因的利用上可以

从以下几方面考虑。首先 ,根据已有的 R基因结构

特征设计新的 R基因。对已有的 R基因研究资料

发现 , R基因都是高度保守的 ,它们具有共同的功能

区域 ,在无毒基因的利用上 ,研究较多的是植物病原

菌无毒基因的转基因 。另外 ,也可以把病原菌的无

毒基因和与之相对应植物的抗病基因一起导入植物

中 ,在特定的条件下可刺激两者同时表达 ,相互作用

后激发植物的抗病反应。与植物抗病信号传递有关

基因的利用是获得植物广谱抗病的一种有效策略 。

不同植物的抗病过程可能涉及到许多不同的信号传

递通道 ,而在不同信号的传递过程中 ,可能存在着共

同的枢纽基因 ,这些基因对下游的多种防卫反应起

重要的调控作用 。

目前在拟南芥中已鉴定了多个系统获得抗性

(SAR)发生改变的突变体
[ 2 , 3]

, 并克隆了多个对植

物防卫反应具有调控作用的基因 ,如 NPRI等。

1.2　导入植物防卫反应病程相关蛋白基因 ,增强植

物抗病性

在植物抗性中 ,抗病基因只是一个效应因子 ,它

是通过激活防卫反应起抗病作用的 。因此可以直接

导入植物防卫反应基因 ,使其在植物中表达 ,从而提

高植物抗病能力。植物的防卫机制极其复杂 ,主要

包括蛋白 、水解酶类和植保素的产生等 ,相关基因都

可以通过分子操作导入植物中 。

1.3　导入降解病原菌致病因子的基因

植物病原菌产生的毒素是一类重要的致病因

子 ,但产毒素菌却具有自身保护机制 ,使其免受毒素

的毒害。人们设想从病原菌中克隆降解毒素基因 ,

并把这种基因导入植物 ,使转基因植物能抵抗毒素

菌产生的侵染 ,提高植物的抗性。

1.4　导入其他抗菌蛋白 (肽)基因以增强植物抗

病性

1.4.1　抗菌肽　抗菌肽对细菌病害的作用效果较

好 ,它的作用机制为:通过抗菌肽分子多聚体插入细

胞膜形成离子通道 ,导致细胞膜内外的离子浓度失

控而杀死细胞 ,一些真核细胞对抗菌肽不敏感 。抗

菌肽的广谱杀菌能力使其成为植物抗细菌病害基因

工程的一种有用策略 ,转抗菌肽基因工程主要集中

于双子叶的烟草和马铃薯以及单子叶的水稻 。

1.4.2　硫素　离体条件下 ,硫素对一些植物病原菌

有毒性 ,被认为与植物对病原细菌的抗性有关。

2　目前抗细菌基因工程取得的成就
2.1　解毒基因工程

2.1.1 　抗菜豆毒素的转基因工程 　菜豆毒素

(phaseolotox in)是由菜豆晕斑病菌(P.syringae

pv.phaseo licola)产生的非寄主专化性毒素。病原

菌的侵入与褪绿症状的出现有关 ,系统侵染是莱豆

毒素在寄主植物上直接作用的结果。菜豆毒素抑制

精氨酸生物合成有关酶 ,即鸟氨酸氨甲酰基转移酶

(OCTase)的活性 ,从而也抑制了鸟氨酸氨甲酰基磷

酸盐向精氨酸的转化 ,在感病的植物体中 ,毒素被肽

酶水解形成一个不可逆抑制剂 ,在受侵组织中这种

抑制剂为毒素存在的主要形式[ 4] 。

产菜豆毒素的 P .s .pv.phaseolicola 对毒素不

敏感。病原菌对毒素的这种抗性是通过合成另一个

不被莱豆毒素抑制的 OCTase (OCTase R)来实现

的 。编码这种对莱豆毒素不敏感 OCT ase的基因是

argK ,该基因已从 P.s .pv.phaseo licola 中得到克

隆并测序。将 argK 基因导人植物基因组中可以使

转基因植株获得对莱豆毒素的抗性。

在植物细胞中 OCTase 位于叶绿体上 ,为获得

在此细胞器上表达抗性的 OCT ase 转基因植株 ,

Dela Fuente 等 [ 5] 构建了一个嵌合基因 ,将 argK 的

编码序列融合到核酮糖双磷酸羧化酶(一个在叶绿

体中有活性的核编码蛋白)的小亚基的转运肽上 ,受

CaMV 的 35S 启动子控制 ,将构建成的基因转入烟

草和菜豆 ,获得的转基因烟草和莱豆植株表现出较

对照高 1 ～ 10倍的 OCTase活性。

2.1.2　抗烟草毒素的转基因工程　引起烟草野火

病的 P.s .pv .tabaci产生一个二肽的毒素 ,即烟毒

素(tabtoxin)。该毒素含有一个不常见的 β -内酰

胺氨基酸和丝氨酸或苏氨酸。H .Anzai 等分离到

了抗烟毒素的基因 ,它是通过筛选在含烟毒素的基

本培养基上能够生长的 P.s .pv.tabaci基因文库克

隆获得的 ,该基因即为 tt r 基因(tabtoxin resistance

gene),它编码一个酶 ,通过乙酰化反应使烟毒素或

R一内酰胺失活。将 t tF 基因与 CaMV35S 启动子

融合成嵌合基因 ,通过根癌土壤杆菌介导的转化法

导入烟草中 ,所获得的转基因烟草植株中 ttr基因表

达水平很高 ,对 tabto xin 处理及病原菌的侵染均表

现出了良好的抗性[ 6] 。

2.2　抗菌蛋白(肽)基因工程

2.2.1　转抗菌肽基因工程　用花粉管导入法 ,李乃

坚等(1998)[ 7] 以质粒 pRS505为载体 ,以 Nopal ine
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和Bar 基因为选择标记 ,在肌动蛋白基因启动子

rbcS和 CaMV35S 启动子调控下 ,将长度为 159bp

的抗菌肽 B基因构建成 pCB5质粒 。用 SSC 溶液

将 pCB5质粒 DNA 稀释成 100 g/mL 的溶液 ,在烟

草开花期 ,选择开花后 24 ～ 30 h 的健康小花 ,将花

柱剪去 2/3。用微量注射器从剪口处慢慢插入 ,使

深度达 10 mm ,轻轻地注入 10μL DNA 稀释液 ,再

轻轻拔出注射器 ,经注射的子房用小纸筒套好 ,10d

后取下纸筒 ,收获种子。将转基因种子播于苗床 ,在

小苗生长至 6片真叶时浸根接种青枯病细菌 ,测定

其抗病性 。结果转基因植株表现出较好的抗病和推

迟发病的特点
[ 8]
。

从昆虫惜古比天蚕娥的血淋巴中分离到了一些

裂解肽 ,这些低分子量的 (约 400)肽具有杀死植物

病原细菌的活性。 J.M .Jaynes等(1993)[ 9] 根据获

得的肽设计合成了能表达这种裂解肽的人工基因

S hiva-1 ,并构建了含有该基因的载体(以马铃薯蛋

白酶抑制剂的创伤诱导启动子调控),将该基因转入

烟草 。用 R.solanacearum 强毒株接种时 ,转基因烟

草的 R1 子代幼苗较对照明显推迟了青枯病症状的

出现 ,降低了病害严重度和死苗率 。而将同样的转

基因植株用浸根的方法接种病原菌时 ,则表现出与

对照未转基因植株相同的感病性。这种抗性差别是

由嵌合基因所用启动子的特性所决定的 。

用编码天然裂解蛋白 attacinE的基因转化对梨

火疫病(E.amy lovora)感病的苹果砧木 ,获得的转

基因苹果植株在接种 E.amy lovora时表达 at tacinE

裂解肽 , 并推迟发病 , 使病害明显减轻(Norelli ,

1993)。

Cecropin是研究较多的来自蚕的一种抗菌肽 ,

对青枯病菌 、水稻白叶枯病菌和水稻条斑病菌都有

一定的杀菌效果 。转基因植物研究也取得了较大成

功。贾士荣等(1994)和 M .Hassan 等(1993)
[ 10]
向

马铃薯中导入 cecropin基因后提高了马铃薯对青枯

病的抗性 。 J.M .Jaynes等(1993)将 cecropinB 的

基因转入烟草后获得的转基因植株提高了对由 R.

solanacearum 引起的病害的抗性 。中国水稻所黄大

年等(1997)分别以水稻 A ctI 启动子和 CaMV35S

启动子启动的 cecropinB 和 cecropinD 的基因通过

基因枪法导入水稻幼胚 ,获得的转基因水稻植株可

明显提高对水稻白叶枯病菌的抗性 ,他们同时也获

得了高抗水稻细菌性条斑病和水稻白叶枯病的高抗

株系 。

2.2.2　转硫素基因的基因工程　M .J.Garmona 等

(1993)将来源于大麦基因组克隆的α-硫素基因和

来源于小麦 cDNA 克隆的 α-硫素基因在 35S

CaMV 启动子的调控下构成嵌合基因转化烟草 ,获

得了较对照有不同表型的转基因烟草植株 。转基因

植株接种 P.s .pv.tabaci 后发现 ,对照株和低表达

转基因株在接种点形成了 55%～ 75%的坏死斑 ,而

较高表达水平的转基因烟草在接种点只形成了 5%

～ 30%的病斑 ,且发现病菌的生长也被强烈抑制 ,但

并未完全被抑制。

2.3　植物抗病相关基因工程

2.3.1　水稻抗白叶枯病的转基因工程　水稻抗白

叶枯病基因克隆进展较迅速 ,从水稻中克隆了抗白

叶枯病的 2 个基因 , 即 Xa21 和 Xa1[ 11 ～ 13] 。G..L

Wang[ 14] 等(1996)通过微弹轰击法将水稻抗白叶枯

病菌基因 Xa21导入感病品系 O.sat iva sp.Japoni-

ca Var Taipei309 ,测定了来自印度 、印度尼西亚 、哥

伦比亚 、中国 、菲律宾 、尼泊尔 、朝鲜和泰国 8个国家

的 32个水稻白叶枯病菌菌株在 T1转基因系 、受体

品种 TP309以及原初抗病品种 IRBB21 上的致病

表型变化 。结果发现 ,其中 29个菌株在 T1 植株和

IRBB21上均不能引起感病反应 ,而且转基因植株

至少对 16个菌株的抗性较原初抗病品种 IRBB21

有所提高 ,这可能是由于转基因植株中 Xa21基因

的拷贝数较高所致 。

2.3.2　番茄抗斑点病的转基因工程　番茄抗斑点

病的基因存在于一个多基因的基因家族中 。研究较

清楚的抗病及相关基因有 Pto 、pr f 、Fen 和 Pti
[ 15 ～ 17]等 。

2.3.3　NPR I 的转基因工程 　NPR I 基因(non-

expresser of PR基因),也被称为 NIMI (nonimmu-

ni ty)基因或S AI l(salicy lic acid insensi tivity)基因 ,

是从拟南芥植物中克隆得到的。它是导致包括

SAR及局部获得抗性在内的一般获得抗性反应发

生的 SA 信号传递过程中的一个重要调节因子。

NPR I 基因的突变将使植物即使在 SA R诱导因子

预处理后也失去对毒性病原真菌和细菌的抗性 。

Cao
[ 18]
等用作图克隆法获得了拟南芥的 NPR I

基因 ,它编码的蛋白含有一个 anky rin 重复结构 ,

anky rin重复结构已被发现存在于动物免疫反应调

控蛋白中。Cao 等通过表达 NPR I 蛋白的策略获得

了广谱抗病的拟南芥植株 。NPR I 基因是植物防卫

反应调控基因 ,它的转基因研究给植物抗病性研究

带来了新的视点 ,在实践中具有重要意义 。令人振

奋的是 NPR i蛋白类似物在多种经济上重要的植物
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中得到鉴定 , 其中包括 can01a 、大白菜 、花茎甘蓝

(broccoli)、烟草 、番茄 、马铃薯 、玉米和小麦 ,并已从

烟草和番茄中分离到了与 NPR I 基因同源的 cDNA

克隆 ,它们编码的蛋白与拟南芥 NPR I 蛋白具有

70%氨基酸同源性 , 这些现象的发现为拟南芥

NPR I 基因在其他植物基因工程上的应用提供了

依据 。

3　植物抗病基因工程的应用及存在的
问题
随着分子植物病理学的研究深入及生物技术的

发展 ,越来越多的病原菌致病基因及植物抗病相关

基因得到克隆 ,其中不少基因已被用于植物转基因

研究以期提高植物的抗病性 ,并取得了不少令人惊

喜的成就 ,尤其是植物抗病基因的转基因为植物的

抗病育种提供了一条捷径 。目前 ,转基因工程研究

仍然存在着一些问题 ,抗病基因工程要获得深入发

展 ,加强以下方面的研究是十分必要的 。

3.1　加强植物个体发育的研究 ,阐明形态变化 ,组

织分化世代交替的调控机制和发生过程 。

3.2　加强植物体内基因表达调控的研究 ,阐明各类

基因的功能 ,结构 ,表达机制。

3.3　加强植物体内修饰限制系统的研究 ,探讨植物

和外界生物之间胁迫和适应的原理 。

3.4　加强植物和病原物相互作用的分子机理的研

究[ 19 , 20] 。
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