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摘要: 作为功能基因组学的重要工具, 植物病毒表达载体已广泛用于植物基因的表达调控及功能分析。一方面, 病毒表达

载体作为瞬时表达技术在植物细胞内大量表达目标基因, 或是通过诱导基因沉默调控目标基因的表达水平; 另一方面,  植
物病毒表达系统为植物品种更新提供了不同于转基因的另一种技术, 特别是针对那些生命周期长, 缺乏成熟转基因技术的

植物, 病毒载体作为基因表达调控工具发挥着更重要的作用。目前认为, 利用植物病毒表达系统表达抗病基因, 或是诱导

植物产生抗病反应是对自然生态影响较少的一种病虫害防控技术。本文重点介绍目前在多年生水果及坚果作物上适用的

植物病毒表达载体, 讨论植物病毒表达技术在木本作物中的应用现状、特点及未来需要改进的地方。
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分子克隆与生物工程是推动植物科学发展的

两大技术, 其中基因表达与调控技术在物种遗传

改造、植物生理生化研究中发挥了重要作用。在

植物科学研究领域, 基因表达与调控技术主要分

两大类: 一是利用稳定表达技术, 即转基因技术, 
将目标基因导入到植物基因组内, 外源基因可随

植物基因组长期表达并遗传至后代; 二是利用瞬

时表达技术, 外源基因由瞬时表达载体在植物细

胞中(通常是细胞质中)进行表达, 并不随基因组遗

传至后代。这两种基因表达技术各有优缺点, 可
互为补充。植物病毒表达技术属于瞬时表达技术, 
目前已广泛应用于植物科学的各个领域。对于那

些遗传转化周期长, 成功率低, 遗传操作困难的植

物, 植物病毒表达技术在验证其基因功能和调控

基因表达方面, 发挥了尤为重要的作用。本文涉

及的多年生木本植物生命周期长, 不仅常规遗传

操作和分子育种时间远超草本植物, 而且其愈伤

组织再生能力低, 外植体培育相对困难, 农杆菌介

导的基因重组效率普遍较低, 使得转基因技术在

木本植物的功能基因组研究中受到限制(李浚明和

朱登云2002)。但是, 植物病毒表达技术可以不受

这些因素的制约, 在木本作物的生物学研究和病

虫害防控中发挥一定作用。虽然植物病毒表达技

术在木本植物中的应用刚刚起步, 但已表现出巨

大应用潜力。本文以苹果潜隐球状病毒(Apple la-
tent spherical virus, ALSV)为例, 介绍植物病毒表

达技术开发、应用及其使用特点, 讨论病毒表达

技术在果树生物学研究中的应用现状及前景, 以
期促进该项技术在木本作物生产研究中的应用。

1  植物病毒表达技术的发展现状

植物病毒表达技术是在分子克隆技术的基础

上发展起来的。DNA重组技术使得植物病毒反向

遗传操作成为可能。在反转录酶的作用下, RNA
病毒基因组可在体外转录合成DNA, 即cDNA 
(complementary DNA), 在对cDNA进行特异性改造

和克隆的基础上, 创造了兼具自我复制能力和表

达外源基因能力的病毒侵染性克隆载体。病毒侵

染性克隆是研究病毒基因功能, 探索病毒侵染、

复制、运动、基因功能、致病机理等病毒的生命

活动的重要工具(Baulcombe等1995; Takahashi等
2007; Tatineni和Dawson 2012; Tatineni等2011; Tati-
neni等2008; Salazar-González等2015)。最早的植

物病毒表达载体是将一些报告基因, 如荧光蛋白

基因组合进病毒基因组, 构建了嵌合外源基因的

病毒侵染性克隆, 用于实时观测病毒在寄主细胞

间的侵染和运动(Baulcombe等1995)。到目前为

止, 研究者已开发了一系列植物病毒表达载体。

这些植物病毒表达载体除用于植物科学的研究外

还用于商业生产, 小到微量的高价医药蛋白, 大到

批量工业生产所需要的初提酶蛋白都可应用植

物病毒表达技术来完成。例如, 近年来, 研究者

利用植物病毒表达技术表达抗原、抗体, 并将之

用于人类或其他动物疾病的诊治(Gleba等2004; 
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Canizares等2005; Li等2008)。因为外源基因嵌入

到病毒基因组内, 可随病毒基因组的复制而高水

平表达, 所以植物病毒表达技术的一个重要优点

是外源基因可以随着病毒的侵染而在短期内大量

表达。

迄今开发的植物病毒表达载体主要来源于侵

染草本植物的病毒, 如侵染茄科植物的马铃薯X病

毒(Potato virus X, PVX)、马铃薯Y病毒(Potato vi-
rus Y, PVY), 侵染单子叶植物的大麦条纹花叶病毒

(Barley stripe mosaic virus, BSMV), 以及可侵染多

种草本植物的TMV、烟草脆裂病毒(Tobacco rattle 
virus, TRV)和豇豆花叶病毒(Cowpea mosaic virus, 
CPMV)等(Karasev 2000; Kurth等2012)。这些病毒

得以开发和利用, 一方面归功于其在理论研究上的

深入, 另一方面归功于其在实验操作技术方面的突

破(Hefferon 2012; Lindbo等2001; Aguero等2012)。
而侵染木本植物的病毒无论是在基础理论研究, 还
是病毒人工接种操作技术方面都滞后于侵染草本

植物的病毒。如今, 木本植物病毒表达载体的研究

刚刚起步, 能够成功开发并应用于实验和生产的木

本植物病毒载体还非常有限。

2  苹果潜隐球状病毒表达载体的开发和应用

2.1  ALSV表达载体的构建

ALSV属豇豆镶嵌病毒科(Comoviridae), 樱桃

锉叶病毒属(Cheravirus), 1978年在日本首次被发

现。其病毒粒子为球状, 直径约为25 nm, 由3种外

壳蛋白(coat protein, CP) VP25、VP20和VP24组装

而成, 分别包裹2条正义单链RNA基因组(RNA1和
RNA2) (Li等2000)。ALSV具有不同的2种粒子组

分: M和B, 其中M含有2个分子量的RNA2, 而B含
有1个分子量的RNA1 (Li等2000)。基因组RNA1
全长6 813个核苷酸(nucleotides, nt), 3ʹ端带有多聚

腺苷酸poly(A), 全长基因组含有一个开放阅读框

(open reading frame, ORF), 编码一个分子量为243 
kDa的蛋白 (图1-A)。氨基酸序列分析发现此蛋白

含有蛋白酶伴侣蛋白、NTP结合的解旋酶活性中

心、半胱氨酸水解酶及RNA合成酶的保守基元

(motif), 推测其为病毒RNA复制酶。RNA2全长3 385 
nt, 3ʹ端也含有poly(A)。全长基因组含有一个ORF, 
编码一个分子量为108 kDa的多聚蛋白, 多聚蛋

白裂解后形成位于氮端的大小为42 kDa的运动蛋

图1  苹果潜隐球状病毒(ALSV)基因组结构及ALSV表达载

体构建图谱

Fig.1  Genomic organizations of ALSV RNA1 and RNA2 and 
schematic representation of ALSV based expression vector

A: ALSV野生型病毒基因组结构。ALSV包含2条单链RNA基

因组片段, RNA1长6 813 nt, 编码243 kDa的多聚蛋白, 含有蛋白酶

伴侣因子(protease cofactor, Pro-co)、NTP结合解旋酶(NTP-binding 
helicase, Hel)、半胱氨酸蛋白酶(cysteine protease, C-Pro)和RNA
聚合酶(RNA polymerase, POL)等4个保守蛋白基元。RNA2长为 
3 385 nt, 编码108 kDa的多聚蛋白, 经蛋白酶剪切后形成42 kDa
的运动蛋白(42KP)以及25 kDa (Vp25)、20 kDa (Vp20)和24 kDa 
(Vp24)三种外壳蛋白。B: ALSV侵染性克隆基础上构建的病毒表

达载体。ALSV基因组5′端加入花椰菜花叶病毒启动子序列(cauli-
flower mosaic virus 35S promoter, P35S), 3′端加入胭脂碱合成酶终

止子序列(nopaline synthase terminator, Tnos)。

白(movement protein, MP), 位于碳端的3个CP蛋白

VP25、VP20和VP24 (图1-A)。研究表明ALSV经

嫁接或昆虫介体传播, 不经花粉和种子传播(Li等
2000; Yoshikawa等2006; Isogai等2006; Nakamura
等2011)。在自然状态下, ALSV主要侵染苹果、

梨、樱桃等蔷薇科植物, 为潜隐性侵染, 通常不引

起寄主植物发生病理学变化(Li等2000)。这些特

点使得ALSV成为木本植物病毒表达载体的合适

选择。

创制植物病毒表达载体的关键技术是获得可

在cDNA水平上改造的病毒基因组遗传物质, 并可

将之成功转入所需的植物细胞, 使其仍保留病毒

在植物细胞中复制的能力。以RNA病毒为例, 完
整的遗传操作体系包括从侵染的植株上分离纯

化、获得病毒基因组遗传物质, 利用反向遗传学
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技术(reverse genetics)构建病毒cDNA克隆, 在
cDNA克隆基础上进行病毒基因组改造, 并将改造

后获得的病毒遗传物质导入到植物细胞中, 从而

获得具有侵染能力的重组病毒。就ALSV而言, 获
得基因组遗传物质RNA1和RNA2后, 利用反向遗

传学技术, Li等(2000)首次构建并获得了ALSV侵

染性cDNA克隆, 在此基础上, Li等(2004)将外源基

因嵌合进ALSV基因组RNA2中(图1-B), 获得可表

达外源基因的ALSV侵染性cDNA克隆, 将体外合

成的病毒基因组RNA导入模式植物昆诺黎(Cheno-
podium quinoa)或寄主植物苹果树原生质体细胞

中, 重组病毒都可在这些细胞中复制, 并表达外源

蛋白, 如绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, 
GFP) (Li等2004)。然而, 与大多数草本植物病毒表

达载体不同, 无法用体外转录产物或农杆菌(Agro-
bacterium tumefaciens)介导的方法直接将ALSV- 
cDNA导入到苹果树植株中。目前采用的方法是

先将ALSV-cDNA侵染性克隆经农杆菌介导接种至

昆诺黎幼苗, 重组病毒经昆诺黎体内孵育后再经

摩擦接种或嫁接的方式导入苹果树幼苗。ALSV- 
cDNA携带的外源基因(如报告基因GFP)随病毒的

系统性扩散而得以表达, 因而在未接种病毒的新

生叶片中也可检测到大量外源蛋白(Li等2004)。
2.2  ALSV超表达载体

植物病毒表达载体据其功能和使用目的, 主
要分为两类 ,  一类为过表达或超表达载体(over  
expression vector, VOX), 另一类为病毒诱导基因沉

默载体(virus induced gene silencing, VIGS), 两者都

是功能基因组学的重要工具。ALSV-VOX载体的

构建是建立在ALSV侵染性cDNA克隆的基础上

(图1), Li等(2004)在RNA2 cDNA克隆, 位于42 kDa 
(MP)蛋白及VP25 (CP)蛋白编码基因之间人工加

入谷氨酰胺(glutamine, Q)/甘氨酸(glycine, G)蛋白

酶酶切位点, 在2个Q/G蛋白酶酶切位点间插入外

源基因, 外源蛋白随病毒基因表达后经蛋白酶剪

切 ,  从RNA2生成的多聚蛋白链上释放出来(图
1-B)。此载体构建策略不仅保证了外源蛋白的完

整性, 而且尽可能减小外源基因对病毒生命活动

的影响(Li等2004)。最初ALSV-VOX用来表达的

外源基因为报告基因GFP, 用于观察ALSV在寄主

细胞中复制、运动等一系列病毒的生命活动。近

年来, 研究者用ALSV-VOX过量表达某些寄主基

因, 分析其在调控植物生理生化过程中的生物学

功能(Yamagishi等2011; Li等2010, 2013)。如Böhle-
nius等(2006)和Yamagishi等(2011)利用ALSV-VOX
表达载体过表达促开花因子(FLOWERING LO-
CUS T, AtFT)和抑制开花因子(TERMINAL FLOW-
ER 1, MdTFL1-1), 验证其在调控苹果树生理周期

中发挥了重要作用。ALSV表达载体在制备免疫

抗体的研究中也取得了一系列进展。Li等(2014)
利用DNA重组的方式将异源病毒的抗原决定簇基

因与ALSV外壳蛋白基因融合, 产生的融合蛋白携

带有异源病毒的抗原小肽, 并跟随ALSV外壳蛋白

一起组装到ALSV病毒粒子上, 提纯ALSV重组病

毒粒子, 免疫温血动物(如兔子等)便可获得高效价

的特异性抗体。目前, 利用此方法已成功获得西

葫芦黄花叶病毒(Zucchini yellow mosaic virus, 
ZYMV)和口蹄疫病毒(Foot-and-mouth disease virus)
的高效特异抗体(Satoh 等2014)。这些成功的案例

表明ALSV不仅在植物生物学研究方面, 而且在医

药生物工程方面都具有非常好的应用前景。

2.3  ALSV基因沉默表达载体

基因沉默是生物体内普遍存在, 且进化上高

度保守的一种基因表达调控机制。利用病毒载体

诱导特异序列的基因发生沉默, 从而抑制其表达

是植物生命科学研究领域调控基因表达的常用策

略。诱导生物体内发生基因沉默的因子为非正常

RNAs (abnormal RNAs), 多为双链RNAs (double 
strand RNAs, dsRNA), 其来源或为生物体内基因

组的转录产物, 或为侵入的病毒、类病毒的基因产

物, 或者是可在细胞间运动的小RNAs (small RNAs, 
sRNAs), 其分子机制涉及到一系列核酸酶和各种

介导基因沉默的RNAs。其中, 病毒诱导的基因沉

默是由病毒复制过程中的中间体dsRNA为诱导起

始因子, 经类似RNAase III家族的特异性核酸内切

酶(dicer-like protein, DCLs)催化降解成21~25 nt的
小干扰RNA (small interfering RNAs, siRNAs)。
siRNAs根据序列特异性反向互补于目标基因的

mRNA, 在其引导下DCLs对目标RNA进行特异性

的剪切(Baulcombe 2004; Eamens等2008; Martínez
等2013)。ALSV-VIGS的构建原理与ALSV-VOX
一致, 也是在ALSV RNA2 cDNA片段上位于42 
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kDa (MP)蛋白及VP25蛋白编码基因之间人工加入

Q/G蛋白酶酶切位点, 在2个Q/G蛋白酶酶切位点间

插入目标基因(图1-B) (Igarashi等2009)。ALSV-
RNA1和携带目标基因片段的ALSV-RNA2的侵染

性克隆导入到植物细胞后, ALSV-VIGS诱导目标

基因发生基因沉默, 从而抑制目标基因的表达(Iga-
rashi等2009)。迄今, ALSV-VIGS表达载体已在烟

草、大豆、苹果等几种植物体内成功使用(Iga-
rashi等2009)。
2.4  ALSV表达载体的特点

植物病毒表达载体的稳定性是评判其好坏的

重要指标。目前认为植物病毒表达载体不稳定的

主要原因有两种, 一是病毒与寄主相互作用过程

中, 促进病毒基因组分子变异的选择压力比较大, 
加之病毒复制酶缺乏校对功能, 病毒RNA在复制

过程中错误率较高, 导致病毒载体基因组分子变

异高, 侵染活性不稳定; 二是病毒表达载体在复制

过程中发生的基因组片段重组现象, 由于表达载

体内插入的外源基因不是病毒生命活动所必须, 
所以复制过程中有可能会通过基因组重组的方式

将其剔除。例如早期开发的PVX和TMV表达载体

都存在外源插入基因片段丢失的现象(Chapman等
1992; Rabindran和Dawson 2001)。分析发现病毒

基因序列中重复序列越多, 重组率便越高, 病毒载

体就越不稳定(Donson等1991)。相比较而言, ALSV
为潜隐型病毒, 侵染植物寄主后通常不会导致病

害发生, 产生病症, 暗示其与寄主相互作用过程中, 
所受到的选择压力较小, 分析发现不同的ALSV分

离株遗传变异不大, 保守性相对较高(Li等2000)。
Yoshikawa等人根据ALSV开发的病毒表达载体在

使用中都表现出非常好的稳定性, 插入外源基因

片段发生剔除的概率小,  针对不同植物使用时, 
ALSV载体都可稳定表达, 在某些植物体内甚至可

稳定表达2年以上(Li等2004; Sasaki等2011)。
ALSV的这种稳定性一方面得益于病毒稳定性高, 
另一方面ALSV载体插入的外源基因表达后自病

毒编码多聚蛋白MP和VP25间裂解下来, 外源基因

的表达不会显著影响病毒基因的功能和病毒侵染

复制能力。另外, 携带外源基因的ALSV表达载体

病毒与野生病毒相比, 它们在病毒复制和运动等

方面并没有显著差别, 这使得ALSV表达载体具有

相当的竞争能力, 当出现病毒载体丢失外源基因

恢复为野生型病毒时, 载体病毒可与之竞争, 仍然

可以拥有一定数量的群体。而一般情况下, 病毒

表达载体的竞争能力要弱于野生型病毒。例如, 
以TMV表达载体, 其竞争力要远低于野生型病毒, 
病毒载体的细胞间运动和系统性长距离运动能力

都显著低于野生型病毒, 因而, TMV表达载体很容

易在竞争中失利, 寄主细胞很快会被丢失外源基

因的野生型病毒占据(Rabindran和Dawson 2001)。
ALSV病毒表达载体适用的植物比较广泛, 除

可应用于蔷薇科的木本植物外, 还适用于多种草

本植物(Igarashi等2009; Yamagishi等2009)。Iga-
rashi等人通过实验证实ALSV-VIGS可在模式植物

烟草、拟南芥, 经济作物番茄、豆科, 葫芦科等多

种植物中高效诱导基因沉默(Igarashi等2009; Yam-
agishi等2009)。另外, ALSV表达载体应用灵活, 可
以同时进行两个或两个以上基因的表达调控。如

Yamagishi等(2014)利用ALSV构建了双基因的双

向表达调控系统(ALSV-AtFT/MdTFL1), 即ALSV-
VOX表达载体过表达促开花因子AtFT, 同时用

ALSV-VIGS载体抑制开花因子MdTFL1-1的表达。

ALSV- AtFT/MdTFL1病毒表达载体侵染苹果树幼

苗约2个月后, 苹果树幼苗即可开花, 几个月后结

果, 可显著缩短苹果树的生命周期(指种子开始萌

发到下一代种子成熟的时间 ,  苹果树一般需要

5~12年), 促进新品种的培育(Yamagishi等2014)。
3  其他应用于木本植物的病毒表达载体

除ALSV表达载体外, 柑橘衰退病毒(Citrus 
tristeza virus, CTV)、柑橘叶斑病毒(Citrus leaf 
blotch virus, CLBV)、洋李痘马铃薯Y病毒(Plum 
pox potyvirus, PPV)和葡萄病毒A (Grapevine virus 
A, GVA)等几种侵染木本植物的病毒已成功开发并

应用于相关研究和生产中(Dawson等2015; Agüero
等2012, 2014; Kamencayová等2014; Lovato等
2014)。这些病毒载体的野生病毒都具有一个共同

点, 即它们的致病力弱, 多为潜隐性病毒, 侵染寄

主植物后, 通常不引起病害和病症或仅引起轻微

病症(Dawson等2015)。例如CTV病毒表达载体开

发自柑橘衰退病毒T30分离株, 其致病能力很弱, 
侵染柑橘后不表现病症, 而致病力强的柑橘衰退

病毒株系T36则不适用于病毒载体的开发。虽然, 
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这些病毒都可经昆虫介体或嫁接进行传播, 但它

们侵染细胞具有不同的组织特异性, 如ALSV、

CLBV和PPV可在维管组织和叶肉细胞中扩散, 而
CTV和GVA具有组织局限性, 病毒仅在韧皮部细

胞中进行繁殖和扩散(Soler等2015)。通常, 具有组

织局限性的病毒载体, 其表达外源基因的能力也

会受到限制, 但可通过相应的基因工程技术加以

克服, 例如在外源基因的末端添加信号肽, 促使外

源基因表达产物快速运输至细胞间隙, 随细胞间

隙的液流进行系统性扩散。

ALSV、PPV和GAV主要用于核果类、苹

果、葡萄等木本植物的病毒表达载体。PPV是马

铃薯Y病毒家族成员, 基因组为单链正义RNA, 基
因组全长约10 kb, 含有一个ORF, 编码一条多肽链, 
由自身编码的蛋白质内切酶进行切割, 最终形成

13个成熟的基因产物。研究发现PPV病毒表达载

体在桃树和杏树上可长期稳定表达GFP。GAV是

Flexiviridae病毒家族的成员, 研究者将启动子序列

插入到GAV编码运动蛋白基因序列前, 使GAV病

毒复制时产生一个额外的亚基因组, 从而用来表

达外源基因。此载体在模式植物本氏烟(N. benth-
amiana)和葡萄植株上都可稳定表达外源基因GFP 
(Haviv等2006; Muruganantham等2009)。CLBV和

CTV是应用于柑橘树的病毒表达载体。CLBV在

分类上属于Betaflexiviridae家族, 其基因组为8.7 kb
大小的单链RNA, 含有3个开放阅读框, 分别编码

病毒的RdRP、MP和CP (Vives等2002)。在CLBV
侵染性克隆基础上, 研究者构建出高效表达外源

基因的VOX载体或诱导基因沉默的VIGS载体

(Agüero等2012, 2014)。CTV在分类上隶属于长线

型(Closteroviridae)病毒家族(Karasev等1995; Albi-
ach-Mart等2000; Jacobsen和Schouten 2007), 病毒

基因组为单链RNA, 长约20 kb。CTV在基因组结

构及基因表达策略上都相对复杂, 理论上CTV含

有10条亚基因组, 编码12个基因产物(Ayllón等
2003)。CTV病毒载体构建策略是外源基因插入在

CP 与CPm之间, 随CP基因一起表达(Ayllón等2004, 
2005)。虽然CTV侵染复制具有韧皮部局限性, 但
与全细胞侵染的TMV相比, 其表达外源基因(GFP)
的能力没有明显差异(Ayllón等2005)。目前, CTV
表达载体不仅是研究病毒侵染循环等生命活动的

重要工具, 也广泛用于柑橘的抗病育种和田间病

虫害防治(Dawson等2015)。
4  讨论

最初, 植物病毒表达载体主要被用来研究植

物-病毒相互作用, 分析病毒侵染、复制、扩散等

理论问题。然而近年来, 植物病毒载体也逐渐应

用到了抗病育种、病害综合防治等农业生产中, 
特别是针对那些短时间暴发流行的重要病害, 如
CTV表达载体被用来防治柑橘黄龙病(huanglong-
bing, HLB)。最初研究者利用CTV表达载体筛选

抗黄龙病基因, 然后利用生物技术将抗病基因转

入柑橘植株内, 以培育出相应的抗病品种, 但是从

利用转基因技术获得稳定表达抗病基因的植株到

获得商品生产安全许可, 一般需要15年以上的时

间, 之后从推广抗病苗木到果园成熟则需要另外

10~15年, 因而对柑橘产业来说, 此法难解燃眉之

急。于是, 研究者利用CTV表达载体在柑橘植株

内获得长期、稳定表达的抗黄龙病外源基因, 成
功抑制了黄龙病的发生和蔓延。因而在成功获得

抗病品种前, 病毒表达载体可替代转基因策略进

行病害防治。CTV可经嫁接传播, 易于操作, 因而

CTV介导的抗黄龙病技术很容易在田间推广。目

前在北美地区, 很多未感染黄龙病的柑橘植株也

预先接种CTV表达载体(携带抗黄龙病的基因)以
预防黄龙病的侵染(Dawson等2015)。

不仅VOX可以表达抗病基因, 用于木本作物

病虫害防治, VIGS诱导的基因沉默也能用来进行

病虫害防治。基因沉默现象是植物长期进化形成

的一种固有的生物免疫系统, 是植物体用来防止

外来遗传物质干扰自身基因组功能和稳定性的重

要抗病机制。细胞内一旦诱导发生基因沉默, 生
成的siRNAs便在寄主细胞内扩散, 并可通过植物

维管系统进行快速的系统性扩散, 特异性的抑制

靶标基因的表达(Baulcombe 2004; Eamens等2008; 
Martínez等2013)。在生产中研究者经常使用特异

性表达异源病毒的基因组片段来抵抗强致病力病

毒的侵染。除此之外, 最近研究发现, 丝状菌, 如
真菌(fungi)和卵菌(oomycetes)在侵染植物时, 可以

和寄主植物交换siRNAs, 也就是说siRNAs可以在

不同物种间进行跨界扩散。因而, VIGS可以靶标

到丝状病原菌的遗传物质, 干扰其稳定表达, 从而
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抑制病原菌对植物的侵害(Panwar等2013; Helber
等2011; Vega-Arreguín等2014)。目前, 研究者利用

病毒表达载体在植物体内诱导产生靶标到丝状菌

侵染或毒性相关基因的siRNAs, 已经取得了很好

的抗病效果(Taki等2013; Tamura等2013)。
作为重要的基因工程技术工具, 植物病毒载

体可显著缩短木本植物育种的时间而得到很多育

种家的关注。一般木本植物的幼树期比较长, 传
统杂交育种的周期远远长过草本植物。重要的是

很多优良品种的杂交亲本不清晰, 为保持品种的

重要性状不丢失, 比较好的方法是将改良基因通

过转基因的方式插入到目标植物的基因组中, 从
而获得新的改良品种。然而很多木本植物如苹果, 
樱桃、梨、桃子等缺乏高效的再生系统, 遗传转

化效率也相对较低, 获得的转基因植株需要1年时

间才长成幼苗, 需要更长的时间(5~20年)去验证转

基因的功效。而病毒表达载体完全可以弥补这一

缺憾, 它可快速检测和鉴定相关基因的功效, 从而

提高转基因的目的性和成功性。利用病毒表达载

体进行木本植物基因功能研究的优点有很多, 例
如基因表达的细胞环境比较一致, 所有的待选基

因都是在同样生物条件下进行表达, 而利用转基

因策略表达的基因, 每个转化个体都不相同, 需要

构建出很多不同的转基因株系, 才能评价待测基

因的功能, 需要投入更多的人力和物力。另外, 病
毒载体可成功接种任何树龄的植株, 根据不同的

时空需要进行基因的表达调控。由于木本作物为

多年生植物, 大多木本经济作物在生长中期或产

量最高时受到病虫害威胁, 因而相对应的抗病基

因可由病毒表达载体在适当时期转入成熟植株中

进行表达, 发挥其抗病功能。
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The use of plant virus-based expressing systems in woody crops
LI Huan, SUN Li-Ying*

State Key Laboratory of Crop Stress Biology for Arid Areas, College of Plant Protection, Northwest A&F University, Yangling, 
Shaanxi 712100, China

Abstract: As an important functional genomics tools, plant virus-based vectors have been widely used for the 
gene expression system and functional genetic analysis in plants. Plant viral vectors could be used to express 
foreign genes and then investigating their effects on the plants, or the other way, used for reverse genetic analy-
sis by inhibition of the cellular gene expressions through the induction of RNA silencing. The plant virus-based 
vector system is especially important because there are many crop plants with long life cycles or no efficient 
conventional gene transformation technique available. Thus, the plant virus-based vectors provide the research-
ers with an alternative yet convenient experimental tool. In addition, plant viral vector system could also be im-
plemented in the crop field to express the defense-related proteins that protect the plants against pathogens and 
pests. This novel crop protection approach seems to have an advantage over the chemical control method, due 
to its less negative impact on the bio-environment. This review focuses on viral vectors currently used in woody 
fruit and nut crops. The recent developments, features, and improvements of plant virus-based expression tech-
niques were also discussed. 
Key words: plant virus-based expressing system; woody crops; gene expression and regulation
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