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·专论与综述·

分子靶标烟草花叶病毒外壳蛋白的
结构生物学研究进展

李向阳， 陈 卓， 杨 松， 宋宝安 *

( 贵州大学 精细化工研究开发中心，绿色农药与农业生物工程国家重点实验室培育基地 /教育部重点实验室，贵阳 550025 )

摘 要:病毒外壳蛋白( CP) 是烟草花叶病毒( TMV ) 基因结构的重要组成部分，其主要功能除保护
核酸物质不被降解外，还与 TMV 的远距离移动及寄主症状有关。目前研究较多的是 CP 基因介导
的抗性、药剂干扰 CP 的聚合等，而有关靶标 CP 与药剂的作用机理尚未有系统全面的报道。从结
构生物学的角度出发，详细介绍了 TMV CP 在电镜及单晶衍射技术下的三维结构; 比较了国内已
报道的 CP 的基因序列; 综述了 CP 在基因工程领域的应用及其受药剂分子的干扰作用等方面的研
究进展。以毒氟磷药剂为例，分析了其可能作用于 TMV CP 的分子机理，预测了毒氟磷小分子与
TMV CP 大分子可能的作用位点。有助于进一步研究和发现新型抗 TMV 药剂。
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Research progre ss of structure biology of tobacco mosaic
virus coat prote in as molecular targe ts
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Abstract : Coat protein( CP) is an important part of the genomic structure of the tobacco mosaic virus
( TMV ) ，its main function not only includes the protection of DNA from degradation，but also has a
close relationship w ith the TMV long-distance movement and host symptoms． Presently，the study of
TMV CP mainly focus on CP-mediated resistance，interference the polymerization of CP by agent and
so on，while the mechanism of agent action w ith target CP has not been comprehensively reported． From
the perspective of structural biology，the three-dimensional structure of TMV analyzed by electron
microscopy and diffraction techniques using TMV CP as a molecular target w as detailed; the CP gene
sequences which had been reported in China w as compared; the progress of applying TMV CP in
genetic engineering and interfering of agent molecules w ith CP were review ed． M oreover，the possible
mechanism of agent( dufulin) on TMV CP was analyzed and the active sites betw een dufulin molecule
and macromolecules of TMV CP were forecasted，which w ould facilitate further research and
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developing novel anti-TMV agents of tobacco ．
Key words : tobacco mosaic virus ( TMV ) ; coat protein ( CP ) ; molecular target; structural biology ;
research progress

由烟草花叶病毒( tobacco mosaic virus，TMV )
引起的病害给农业生产造成了极大的损失，据有关

专家估计，全球每年因该病毒危害造成的损失达

1 亿多美元［1–2］。研究和探索防治烟草花叶病毒病
的新技术、新途径已成为众多研究者普遍关注的焦
点。作为单链正义的 RNA 病毒，TMV 基因组核酸
全长 6 395 个核苷酸，依次由 5’端非编码区、
126 /183 kDa 复制酶、30 kDa 运动蛋白基因编码区、
17． 6 kDa 外壳蛋白基因编码区和 3’端非编码区组
成( 图 1 ) 。其中，17． 6 kDa 蛋白由亚基因组翻译而
来，为 TMV 的外壳蛋白( coat protein，CP ) ，其功能
除了保护 TMV 体内的核酸物质不被降解外，还与
病毒远距离移动及寄主症状有关［3］，可以作为药剂

作用的分子靶标。药剂进入生物体内后，以某种蛋
白质或核酸等作为其作用的位点，该作用位点即为

分子靶标［4］。选择药剂分子靶标时要考虑到靶标
的有效性及副作用［5］。目前，有关以 TMV CP 作为
分子靶标的研究报道大多集中在药剂小分子干扰了

受体靶标 CP 的聚合上，而有关药剂与靶标 TMV
CP 作用机理的研究尚处于起步阶段，对药剂分子与
靶标 CP 直接作用的分子机理亦未有系统、全面的
报道。

图 1 烟草花叶病毒的基因组结构［3］

Fig ． 1 The genomic structure of TMV［3］

目前利用 TMV CP 的结构生物学技术进行抗
病毒研究已成为植物病毒学家关注的新热点。对分
子靶标 CP 的结构和功能的认识，可以很好地带动
植物抗病毒的相关理论和应用实践研究。本文从生
物化学、分子生物学、结构基因组学和结构生物学等
角度出发，综述了分子靶标 CP 在结构和功能方面
的研究进展，并运用 EST 数据库工具、Clustalx 多序
列比对分析软件等对 TMV CP 序列进行了分析，运
用 PDB 数据库进行了蛋白的空间结构模拟，运用
Dock、Discovery Studio 等分子对接软件对分子靶标

CP 与新型抗植物病毒药剂毒氟磷( dufulin) 的作用
进行了模拟对接，以助于进一步了解抗烟草病毒药

剂的分子作用机理。

1 TMV 及 TMV CP 的结构生物学研究

1974 年，Stubbs 等［6］通过电镜技术发现 TMV
病毒由 2 130 个相同的蛋白亚基和 1 个约 6 400 个
核苷酸的单股 RNA 组成。其中，围绕单股 RNA 的
蛋白亚基包含 158 个氨基酸残基，且蛋白亚基具有
螺旋形结构，其螺距为 2． 3 nm。随后，在 1976 年，
Champness 等［7］用多重同晶置换和非晶体学对称的
方法获得了磁盘状的 TMV 电子云密度图，发现连
接在亚基间的轴线恰是 RNA 开放型结构的轴线。
近年来，电镜技术已逐渐用于测量“脆弱”( freeze-
fractural) 病毒的精细结构。2007 年，Sachse 等［8］以
蛋白的螺旋和折叠等精细结构为研究对象，利用低

温电镜技术建立病毒粒子的三维结构，采用经电镜

校正电子云密度模型图的空间细化策略来构建

TMV 的原子模型，将该模型用于研究 TMV 的较低
的半径区域，即残基 88-109，经过处理后该区域表现
出更有序的二级结构模型，可以清晰且直观地看出

TMV 的结构和 TMV RNA 及 TMV CP 的相互关系
( PDB 登陆号: 2OM3 ) 。与早期的螺旋结构相比，
Sachse 研究发现: 通过低温电镜技术获得的 TMV
精细结构中，TMV RNA 的磷酸骨架像三明治一样
夹在 2 个精氨酸的侧链之间，增强了 TMV CP 和
TMV RNA 之间的相互联系; 而一簇 2 个或 3 个羧
基端处于疏水环境中，与邻近的亚基相区别。
Sachse 最先揭示了 TMV CP 的生命活动与 TMV 特
殊结构的疏水性有关，并推测这种羧基的功能可能

与 TMV 的解螺旋和组装有关( 图 2 ) 。
20 世纪 50 年代，X-射线晶体衍射技术使人

们在原子水平上测定病毒的结构成为可能，加深

了对 TMV CP 与 TMV RNA 相互作用关系的认识。
1989 年，Namba 等［9］通过纤维衍射的方法确定了蛋
白质与核酸的相互作用，发现 TMV 结构模型包含
了非氢原子的 RNA 和蛋白、71 个水分子和 2 个钙
离子的结合位点，病毒在磷酸-羧酸对以及羧酸-羧
酸对之间的静电排斥力下解除自组装，由磷酸-羧酸
对和至少一对羧酸-羧酸对作用于钙离子结合位点，
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图 2 低温电镜下观察到分辨率为 0． 45 nm ( 4． 5  ) 的 TMV CP、RNA 及 TMV CP 与 RNA 的相互作用关系［6–8］

Fig ． 2 Density map of TMV CP，RNA and the interaction betw een TMV CP and RNA at about

0． 45 nm ( 4． 5  ) resolution analysis w ith electron cryo-microscopy［6–8］

注: ( A ) 平行于 α 螺旋的由 16 个单个亚基组成的密度图和原子叠加效果; ( B ) 包括 RNA 的邻近的亚基平均结构; ( C ) PDB 数据

库中的单个 TMV 亚基结构图; ( D ) CP 亚基高半径区域强疏水区的侧链密度( Phe12，Trp17，Phe62，Tyr139，Phe144 ) 图; ( E ) RNA

位于 CP 亚基低半径区域的 4 个螺旋之间; ( F) RNA 交联于“三明治”结构中带负电荷的磷酸基团的 Arg 92 和 Arg 90 之间。

Note: ( A ) Density map of a single turn comprising 16 subunits and superimposed atomic coordinates view ed parallel to the helical axis．

( B ) The average structure and adjacent subunits including RNA． ( C ) A single TMV subunit chart from PDB ( 2OM3 ) ． ( D ) Hydrophobic

cluster w ith strong side-chain density ( Phe12，Trp17，Phe62，Tyr139，Phe144 ) at higher radius of the CP subunit． ( E ) RNA located

betw een four-helix bundles of low er and upper subunit neighbors at low er radius． ( F) Upon RNA binding Arg 92 sw itches conformation to

sandw ich the negatively charged phosphate groups w ith Arg 90．

该作用方式与特异性的核苷酸和 2 个鸟嘌呤的特定
氢键共同识别 TMV 鸟嘌呤残基上的自身 RNA。该
研究对 TMV RNA 与 TMV CP 的关系有了进一步
的了解。1992 年，Pattanayek 等［10］向 PDB 数据库提
交了 TMV 单晶衍射数据信息，标志着对病毒的研
究已经进入到了单晶衍射的精细结构研究阶段。
1999 年，Stubbs［11］通过单晶衍射的方法发现 TMV
CP 亚基呈螺旋状排列、镶嵌在 RNA 螺旋链上，1 个
CP 的亚基和 3 个核苷酸相结合，并同时发现 1 个完
整的 TMV 粒子上的 4 个 CP 亚基和 RNA 链上的
12 个核苷酸交联在一起。该结构特征在电子云密
度图中清晰可见( 图 3 ) 。
随着病毒学家对 TMV 结构研究的深入，近年

来在其结构组装行为研究等方面也取得了新的进

展。2006 年，Willem 等［12］发现 TMV 粒子水溶液中
的 CP 和 RNA 在适当的温度、pH 值和离子强度下
可以进行 CP 磁盘的自组装和螺旋自解聚，他们发
现在温度函数 T 为 273 K、盐离子浓度为 0． 1 mol /L、

pH 为 7． 0 的条件下，TMV 粒子的磁盘处于稳定的
自组装状态。该理论的定量验证为 TMV 的自组装
行为奠定了理论基础。
随着对 TMV 结构解析研究的深入，材料学家

发现，TMV CP 的超结构可应用于纳米领域。他们
把主要的关注点集中到 TMV CP 本身极其规律的
螺旋堆积方式上，将 TMV CP 作为氧化物及金属附
着的模板，通过修饰病毒内外表面 CP 上特殊的氨
基酸，使 CP 带有诸如导电性、聚合性等特征。2010
年，Dedeo 等［13］报道了利用 N-末端氨基作用 /肟化
方法，可以重新将 TMV CP 的 N 和 C 端定位到一个
新的磁盘突变中心，形成较稳定的突变磁盘结构，

大大提高了这一材料组装形式的实用性。此外，
TMV 等生物纳米粒子具有可控功能化［14］、可控组
装化等特性［15］，这些特性在制备细胞培养基材料以

及药物输送［16］等领域具有重要作用。同时，使用
TMV 模板合成无机-有机纳米管，利用 TMV CP 中
的 Glu、Asp、Arg 和 Lys 等残基进行无机物质的矿
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图 3 X-射线衍射下 TMV CP 亚基与 TMV RNA 的相互作用及 4 个 CP 亚基电子云密度图［9–10］

Fig ． 3 The interaction of TMV RNA and TMV CP subunits under X-ray diffraction and

the electron density map of the four CP subunits［9–10］

注: ( A ) 16 个 TMV CP 亚基组; ( B ) 单个 TMV CP 亚基; ( C ) TMV CP 亚基连同具有代表性的 6 个核苷酸骨架的丝带图; ( D ) 用
球和棒图代表侧链与磷酸基团的相互作用，α-螺旋包括 Arg41，且 Arg41 通过 α-偶极螺旋来稳定磷酸基团上的负电荷; ( E ) TMV

的 4 个亚基电子云表面密度图，红色为带负电荷的区域，蓝色为带正电荷的区域。
Note: ( A ) 16 flats in the TMV CP subunit group． ( B ) A single TMV CP subunits． ( C ) Ribbon diagram of tw o subunits of the TMV
CP，together w ith a skeletal representation of six nucleotides． ( D ) Side chains interacting w ith the phosphate groups are shown as ball-
and-stick models; the α-helix that includes Arg41 which stabilizes the negative charge on a phosphate group through its helix dipole．
( E) Electrostatic surface potentials of four subunits of TMV，view ed from inside the virus w ith the viral axis vertical． Negatively charged
areas are shown in red，positively charged areas in blue．

化［17–20］亦有着特殊的价值。

病毒外壳蛋白具有千变万化的形态和大小，且

具有大规模生产的可操作性，在不久的将来或许会

成为生产纳米功能材料的天然工厂。

2 靶标 TMV CP 的保守区基因组序列

如何科学地获取 TMV CP 的基因组序列曾困

扰了分子生物学家多年。直到 1982 年，Goelet

等［21］的研究结果揭示，寡核苷酸引物可以被用来产

生 cDNA 文库，覆盖 TMV 的整个 RNA 序列。经过
一系列的分子克隆实验和测序分析，他们获得了完

整的 TMV RNA 序列。实验还表明，该病毒是由基
因组 3’末端转录产生一到多个亚基因组 RNA，从
各个亚基因组 5’端的开放阅读框架翻译出的功能
性蛋白具有相同的羧基端序列。TMV CP 就是由
TMV 的一个亚基因组 RNA 编码的，可通过亚基因
组 RNA 策略和通读蛋白策略来获得 TMV CP。

自从 Goelet 等［21］率先确定了 TMV-vulgare 株

系基因组全序列以来，目前国外已经有 TMV-U1、
TMV-Ob、TMV-Cr、TMV-Type、TMV-China、TMV-
Rakkyo 等 20 多个 TMV 株系基因组全序列相继被
确定［22］，浙江大学周雪平等［23］则报道了 TMV-B 株
系的全序列。笔者等从 GeneBank 上获取了我国报
道的 5 种 TMV CP 基因序列，使用欧洲生物信息研
究所( EBI) 在线数据库 Clustalx 1． 83 分析软件对这
5 种基因序列进行分析，发现其同源性和一致性都
在 93% ～ 99%之间( 图 4 ) ( 待发表) 。由此可看出，
TMV CP 基因序列在同一病毒不同株系中是保守
的，这一结果表明完整的 TMV CP 基因序列具有重
要的研究价值。

3 靶标 CP 与寄主烟草的结构生物学研究

在 CP 的结构解析中，主要研究热点集中在
TMV CP 基因介导的抗性方面。早在 1929 年，
Mckinney［24］就报道了交叉保护( cross protection) 这
一现象。直到 1964 年，裴美云等［25］才证明病毒株
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图 4 五种 TMV CP 基因序列比对结果［22–23］

Fig ． 4 The alignment results of five TMV CP gene sequences［22–23］

注: A、B、C、D 和 E 分别代表 5 种 TMV CP 基因序列，其 GenBank 登录号分别为 GQ370524． 1、GQ370523． 1、DQ352454． 1、

DQ352813． 1 和 AY555269． 1。

Note: A，B，C，D and E represent five kinds of TMV CP gene sequence，the GenBank accession number w ere GQ370524． 1，

GQ370523． 1，DQ352454． 1，DQ352813． 1，and AY555269． 1，respectively ．

系间的交叉保护作用与 CP 有关。1985 年，Sanford
等［26］率先提出病原体引发抗性 ( pathogen derived
resistance，PDR) 的概念。同年，Sanford 等［27］提出
了利用 CP 介导的病毒抗性( coat protein-mediated
viral resistance，CP-MVR) 的设想。1986 年，Beachy
等［28］将这一设想付诸实践，首次将 TMV CP 基因插
入修饰过的农杆菌质粒中，并置于花椰菜花叶病毒

35S 启动子下，经农杆菌侵染而将 TMV CP 基因转
入烟草并成功获得了抗 TMV 侵染的转基因植株。
这一突破性的研究成果证实了病原体引发抗性的概

念，并且标志着植物抗病毒基因工程的诞生。
1988 年，Register 等［29］根据从 TMV CP 基因获

得抗病毒植株的实验结果，得出了有重要意义的结

论: 抗性水平与 CP 的表达量呈正相关; 抗性与接种
的病毒浓度有关，接种高浓度病毒能克服 CP 基因
介导的抗性; 抗性只对病毒粒子起作用，一般不抗裸

露的病毒 RNA 的攻击。到 1999 年，Beachy 等［30］

研究 发现，CP 介导的抗性 ( coat protein-mediated
resistance，CP-MR) 可导致 TMV CP 组装受阻，并预
测 CP-MR 可导致 TMV CP 亚基因组的基因发生改
变，从而使部分功能蛋白发生改变。他使用模拟电
镜的方法给出了该结构的剖面图( 图 5 ) 。
近年来，随着人们对靶标 CP 与寄主烟草微观

分子机理研究的逐步深入，有关 TMV CP 融合表达
的研究也取得了一些新进展，使对靶标 CP 与寄主
烟草的分子作用机理有了新的认识。2006 年，
Borovsky 等［31］通过通读蛋白策略 ( using a read-
through strategy ) 将昆虫的十肽激素 TMOF 基因融

图 5 计算机辅助设计模型表明转基因 TMV 的外壳
蛋白( 橙色，上) 和感病病毒之间的相互作用( 灰色，

下) 与外壳蛋白介导的抗性有关［30］

Fig ． 5 Computer-assisted graphic representation of
a model that show s the predicted interactions

betw een transgenic TMV CP( orange，upper) and
challenge virus( grey，low er) that w ere involved

in coat protein-mediated resistance［30］

合到 TMV CP 的 C 终端基因上，诱导 CP 的表达和
CP-TMOF 的嵌入( 图 6 ) ，并将此病毒颗粒感染烟
草，发现植物内 RNA 积累的 TMOF 可溶性蛋白达
到总蛋白的 1． 3%。用感染后的烟草叶片喂食烟芽
夜蛾 Heliothis virescens，发现其可抑制虫体内胰蛋
白酶的活性，诱导幼虫发育不良，甚至导致幼虫生长

停止，最后死亡。由于 TMV 具有广泛的寄主范围，
在植物中表达融合 TMOF 的 TMV CP，可使植物产
生介导抗性来抵御农业害虫和控制蚊虫媒介。
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图 6 在烟草花叶病毒的病毒粒子中表达 Aedes
trypsin-modulating oostatic 因子［31］

Fig ． 6 Expression of Aedes trypsin-modulating
oostatic factor on the virion of TMV［31］

注: ( A ) TMV-TMOF 的基因组包含一个通读阅读序列，TMV-
U1 开放性阅读框体现了 126 和 183 kDa 的复制酶，30 kDa 运
动蛋白和病毒 CP 被融合为通读序列，胰蛋白酶裂解位点和 A ．
aegypti( 埃及伊蚊) TMOF 序列构建在 5’端末尾、T7 启动子
后。TMV-TMOF RNA 用 T7 RNA 聚合酶启动，在心叶烟中组
装。( B ) 丝带图表示 TMV CP 与 A ． aegypti TMOF 融合。融
合蛋白的 C 端在 TMOF 的羧基端，TMV CP 用黄色表示，N 端
是 NH2。蓝色部分 TMOF 的 165 位红色的精氨酸胰蛋白酶阻

止了左端螺旋的形成。
Note: ( A ) Genome organization of TMV-TMOF containing a
read-through sequence． TMV-U1 ORF representing the replicase
of 126 and 183 kDa ( 126K /183K ) ，the cell-to-cell movement
protein 30 kDa( 30K ) ，and the viral coat protein ( CP) was fused
to a read-through sequence ( 5-TAGCAATTA-3 ) ，a trypsin
cleavage site( IEGR) ，and an A ． aegypti TMOF ( YDPAPPPPPP )
sequence behind a T7 promoter at the 5 end of the construct． The
TMV-TMOF RNA was transcribed by using T7 RNA
polymerase，and the transcribed RNA was mechanically inoculated
onto Ni． tabacum( L ) cv ． xanthu． ( B ) Ribbon draw ing by means
of MOLSCRIPT of TMV CP fused to A ． aegypti TMOF． The
TMV CP is shown in yellow，and the N terminus is shown as
NH2 ． TMOF exhibiting a left-handed helix is shown in blue w ith

a trypsin cleavage site at Arg165 in red． The C terminus of the
fusion protein is at the carboxyl end of TMOF( COOH) ．

为了研究 TMV CP 截短型和突变型融合表达
介导的抗性，2006 年马铮等［32］对野生型 TMV CP

的羧基端序列进行了一系列的缺失突变，观察到

TMV-U1 株系在其 CP 羧基端序列缺失 6 个氨基酸
( 保留 152 个氨基酸) 的情况下，仍能较强地系统侵
染烟草并高水平表达 CP，表明 CP 羧基端 6 个氨基
酸序列并非 TMV 感染和复制所必需的。该研究结
果还对利用 CP 羧基端缺失型病毒载体表达外源多
肽有一定的启示性。2007 年，Bendahmane 等［33］利
用限制病毒组装和运动蛋白积累的方法，突变 CP
亚基接口处的氨基酸残基上的 Glu50 和 Asp77，并
用突变后的 CP 分别转染心叶烟和 By-2 细胞，使其
在心叶烟和 BY-2 细胞中表达。结果发现，突变的
CP 高度地干扰了病毒或 CP 相关复制酶的积累( 图
7 ) 。从晶体结构可以明显地看出，TMV CP 上的氨

基酸残基 Glu50 和 Asp77 能影响 TMV CP 在心叶
烟上的组装和复制，这为创制新的农药化合物提供

了有利的作用靶标。

图 7 在 TMV 侵染心叶烟中发生突变的 CP 的
多种氨基酸可产生 CP 介导的抗性［33］

Fig ． 7 Coat protein-mediated resistance to TMV
infection of Nicotiana tabacum involves multiple

modes of interference by CP［33］

注: ( A ) 丝带图代表 CP 亚基上的属于病毒转角的双重螺旋
alpha-carbon 骨架，N 端和 C 端位于环外，N 端的残基 Glu50、
Asp77 和 Thr42 已在图上标出; ( B ) 电脑设计图代表 5 /2 个
TMV CP 亚基的病毒螺旋，TMV CP 的 N 端和 C 端排列在亚
基因组的外表面。
Note : ( A ) Ribbon representation of the alpha-carbon backbone of
tw o CP subunits belonging to tw o superimposed helical turns of
TMV virion，the N and C termini located at the outer radius of the
virus w ere indicated． The position of the interacting carboxylate
residues Glu50 and Asp77 and of the Thr42 residue is shown．
( B ) Computer graphic representation of tw o and half virion
helical turns of CP subunits． The N-terminus and the C-terminus
of the CP molecules lie on the external surface of the assembled
subunits．

为了研究 TMV CP 双基因融合表达介导的抗
性，2009 年刘丹等［34］找到了 TMV CP 和 PVY CP
基因的部分保守序列，将该保守序列进行双基因融

合，此双基因即为 RNAi 的靶序列。用限制性内切
酶将此双基因从 pMD18-T 载体上切下，正反向连接
到 pUCCRNAi 载体上，经酶切鉴定后，定向连接到
含超强启动子的 pC2300-35S-OCS 表达载体上，利
用冻融法将此表达载体导入只含辅助质粒的根癌农

杆菌 Agrobacterium tumefaciens 中，构建含靶序列反
向重复结构的 RNAi 双元载体系统。提取转化质
粒，经酶切验证鉴定表明 TMV CP 和 PVY CP 基因
植物表达双元载体构建成功。用其转化烟草，获得
了 3 株对 TMV 和 PVY 抗性显著提高的转基因烟草。

4 靶标 CP 与药剂的结构生物学研究

与通过植物病毒 CP 基因介导的抗性来增强植
物的抗病能力相比，利用药剂分子直接作用于靶标

CP 来抵御 TMV 对植物的侵染的结构生物学研究
相对较少。病毒对植物产生危害的过程分为侵染寄
主、体内复制和症状表现 3 个阶段，而病毒 CP 的作
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用即是在核酸注入寄主后进行体内复制。药剂分子
发挥作用包括两部分: 一是当病毒 CP 在寄主体内
形成但尚未表达前抑制病毒的组装; 二是在寄主表

现出症状时，通过寄主破坏病毒的 CP，促使病毒的
核酸物质被 RNA 酶降解。以下分别从植物源活性
物质作用于 TMV CP 和高活性化合物作用于 TMV
CP 两方面进行论述。
4． 1 作用于 TMV CP 的植物源活性物质
自 1914 年报道商陆 Phytolaccacea acinosa 汁

液中存在抑制 TMV 活性的物质［35］以来，1925 年，
Duggar 等［36］ 首 次 报 道 了 商 陆 抗 病 毒 蛋 白
( pokew eed antiviral protein，PAP ) 具有抑制 TMV
侵染的作用，并于随后发现美洲商陆中还含有另外

3 种具有生物活性蛋白的相似物，它们都具有核糖
体失活蛋白的活性，能够抑制病毒 CP 的合成。黄
酮( flavonoids) 是一类具有多种生物活性的物质，
在植物中分布广泛，许多种类的黄酮都具有抗植物

病毒活性。1991 年，French 等［37］研究表明，黄酮类
物质对 TMV 的抑制作用主要是通过减弱病毒 CP
亚基间的相互作用，使病毒 RNA 暴露，导致其对寄
主 RNA 酶的敏感性增强而实现的。从杠板归
Polygonum perfoliatum 与假槟榔 Archontophoenix
alexandrae 种子中提取的总单宁对 TMV 也具有明
显的抑制作用［38］。2003 年刘国坤等［39］发现，TMV
CP 与单宁混合后，在蛋白的聚丙烯酰胺凝胶电泳中
表现为结合现象，单宁对 TMV 体内复制的抑制效
果不明显，在接种 TMV 前后施用单宁并未降低
TMV 的侵染力，表明这 2 种植物单宁对 TMV 的抑
制作用可能是由于其与 TMV CP 结合而引起病毒
侵染力下降或是影响了病毒 CP 对侵染位点的识
别。2006 年，Ko 等［40］ 进 行 了马蓝 Strobilanthes
cusia 活性成分分离鉴定和抗病毒活性测定，发现
其活性成分双裂孕烷甾体 ( seco-pregnane steroid
glaucogenin) 化合物对 TMV CP 具有较强的抑制作
用( 图 8 ) 。
为了明确双裂孕烷甾体化合物抑制 TMV 的活

性，Li 等［41］以烟草原生质体 BY-2 细胞为研究对
象，通过 Western 印迹杂交( western blot ) 技术，发
现双裂孕烷甾体化合物 1 ( 图 8 ) 在 50 nmol /L 下能
完全抑制 TMV CP 的表达。同时为了验证该化合
物对烟草活体内 TMV CP 表达的抑制作用，Li
等［41］通过 GFP( green fluorescent protein) 方法标记
TMV，并用该病毒侵染普通烟叶 K326，发现经双裂
孕烷甾体化合物作用后，感染 TMV 的烟草在长波

图 8 从马蓝( 1、2) 和板蓝根( 3 ～ 5) 中分离出的
抗病毒化合物双裂孕烷甾体结构［40］

Fig ． 8 Structures of the antiviral seco-pregnane
steroid and its glycosides isolated from S． cusia
( 1 and 2 ) and C． paniculatum( 3 － 5 ) ［40］

长紫外光下产生的绿色荧光点较少，且局限在被侵

染的叶片上，而未经双裂孕烷甾体化合物作用的烟

草，其病毒侵染叶和上位叶均出现绿色荧光点，表明

双裂孕烷甾体化合物能通过抑制 CP 的表达来抑制
依赖于 CP 的病毒的长距离移动，以降低 TMV 的复
制率，减少病毒的系统性感染。为了明确双裂孕烷
甾体化合物抗 TMV 作用的机理，Li 等［41］还通过
TMV 侵染 BY-2 原生质体细胞，采用 Northern 印迹
杂交( northern blot) 技术研究了双裂孕烷甾体化合
物芫花叶白前皂甙元( C． glaucogenin) 和瑶山竹皂甙
元( C． paniculatumoside ) 对 CP 亚基因组( subgenomic
RNA，sgRNA ) 、I2 sgRNA 和 genomic RNA 表达的
影响，发现随着双裂孕烷甾体化合物浓度增加至

50 nmol /L，在 TMV 侵染 BY-2 原生质体细胞 4 h
后，双裂孕烷甾体化合物能完全抑制 CP 亚基因组
RNA 的表达，而对基因组 RNA 不产生影响。对该
结果通过普通烟 K326 活体试验进行验证，发现双
裂孕烷甾体化合物也能抑制 CP 亚基因组 RNA 的
表达。因此，Li 等认为双裂孕烷甾体化合物的作用
靶标为 TMV CP 亚基因组 RNA ( 图 9 ) 。
娃儿藤碱( tylophorine) 是发现于沙漠植物萝摩

科鹅绒藤属牛心朴子草 Cynanchum komarovii 中的
有效成分。2002 年，姚宇澄等［42］进行了牛心朴子
草活性成分分离、鉴定及农药生物活性测定，结果表
明，7-脱甲氧基娃儿藤碱( antofine) 对 TMV、马铃薯
Y 病毒( potato virus Y，PVY ) 和芜菁花叶病毒 ( tunip

793



农 药 学 学 报 Vol． 12

图 9 双裂孕烷甾体化合物抗 TMV 的分子作用机理［41］

Fig ． 9 The anti-TMV molecular mechanisms of seco-pregnane steroid［41］

注: ( A 和 B ) 采用 Western 印迹杂交技术研究双裂孕烷甾体化合物芫花叶白前皂甙元( C． glaucogenin ) 和瑶山竹皂甙元
( C． paniculatumoside ) 对感染 TMV 的原生质体细胞的 TMV CP 的抑制作用; ( C ) 采用 Northern 印迹杂交技术，观察双裂孕
烷甾体化合物抑制 BY-2 原生质体细胞中 CP sgRNA、I2 sgRNA 和 genomic RNA 表达的影响; ( D ) 采用 Northern 印迹杂交

技术，观察双裂孕烷甾体化合物抑制普通烟 K326 的 CP sgRNA、I2 sgRNA 和 genomic RNA 表达的影响。

Note: ( A and B ) Effects of C． glaucogenin and C． paniculatumoside on accumulation of TMV CP in protoplasts． ( C ) Northern
blot analysis of viral RNAs w ith the CP gene sequence as a probe． ( D ) Northern blot analysis of the effect of C．
paniculatumoside on expression of TMV RNAs in N． tabacum cv ． K326 plants．

mosaic virus，TuMV ) 均有不同程度的抑制活性。
2005 － 2009 年，南开大学席真等［43–46］研究确定了牛
心朴子草主要活性成分为 7-脱甲基娃儿藤碱，即安
托芬( antofine) ，并通过荧光测定、电镜等手段研究了
安托芬与 TMV RNA 及起始位点 RNA ( oriRNA ) 的
相互作用，发现安托芬可高效抑制 TMV 病毒组装。
随后，席真等对安托芬作用靶点的分子对接研究发

现: 安托芬结合于 TMV 病毒组装起始位点 RNA
Loop 中，与 G1 和 A3 碱基形成“三明治”型复合物，
占据 TMV 正常组装的 CP 结合位点，阻碍病毒颗粒
的组装，从而抑制其侵染。2009 年，何灿兵［47］以间
接法测定六角仙 Rostellularia procumbens 提取物对
TMV CP 抗原位点的影响，发现其对 CP 抗原位点
作用显著，阳性对照 OD 405值与处理以及阴性对照

OD 405值的比值均大于 2，表明六角仙提取物对 CP
的抗原决定簇可能具有某种影响，阻碍了抗体与 CP
抗原位点之间的结合，影响了 TMV CP 在寄主体内
的合成，使病毒粒体发生钝化或降低病毒粒体与寄

主侵染位点的识别能力，导致病毒侵染力下降。
4． 2 作用于 TMV CP 的高活性化合物
为了探讨药剂如何作用于 CP，干扰病毒粒子的

装配过程，1996 年江山等［48］研究了多种植物病毒
防治药剂对 TMV CP 聚合过程的影响，发现 C9-16
烷基单磺酸 ( E30 ) 对其的抑制作用最强，其次是
3 种碱基类似物: 2，4-二氧代六氢-1，3，5-三嗪

( DHT ) 、二乙酰均三嗪-2，4-二酮( DADHT ) 和病毒
唑。这些药剂与病毒的相互作用阻碍了 TMV CP
与 RNA 的 组 装，从 而 起 到 防 治 病 毒 的 作 用。
2008 年，笔者等［49］合成了 14 个 1-取代-5-取代苯硫
基-4-吡唑醛肟酯衍生物，室内心叶烟半叶枯斑法试
验表明，其中吡唑衍生物 4i 对 TMV 具有较高的钝
化活性。同年，笔者等［49］进一步分离纯化了 TMV
RNA 和 CP 组分，通过荧光光谱和紫外波谱研究发
现，4i 与 TMV CP 作用后，在波谱上引起了荧光淬
灭和红移，而与 TMV RNA 和花菁类染料作用后却
没有明显的波谱特征改变，提示吡唑衍生物 4i 抗
TMV 的作用靶标位于 CP 上，可能产生和 CP 的特
异亲合，从而抑制病毒的增殖和转移( 图 10 ) 。

5 分子靶标导向的抗植物病毒药剂研究新
技术

目前，农药创制正在充分借鉴医药创制研究的

成功模式，如分子靶标导向的药剂合理设计、定量结
构-活性关系( QSAR) 的计算机辅助农药分子设计、
蛋白的空间结构模拟、药剂与靶标的分子对接，以及
化学生物学结合结构生物学进行药剂与分子靶标相

互作用模式的研究等都已先后在新农药的创制中得

到应用。
2002 年，笔者等［50–52］创制出高效的抗 TMV 药

剂毒氟磷( dufulin) ，该药剂属 α-氨基烷基膦酸酯类
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图 10 吡唑衍生物合成路线及作用机制［49］

Fig ． 10 Synthesis path and the mechanism of pyrazole derivatives［49］

注: ( A 和 B ) 吡唑衍生物的合成路线图; ( C 和 D ) 吡唑衍生物 4i 与 TMV CP 4S 和 20S 亚基作用的荧光滴定实验。
Note: ( A and B ) Synthetic path of pyrazole derivatives． ( C and D ) Interaction of pyrazole derivatives 4i and TMV CP 4S and 20S
subunits by fluorescence titration．

化合物，已获农业部农药临时登记证，成为了我国第

一个具有自主知识产权的、仿生合成的抗病毒药剂
品种( 图 11 ) 。相关文献资料［53–55］表明: 该药剂作
用靶点可能在 TMV CP 上，且药剂毒性低，对环境
生物友好; 毒氟磷在黑土中的吸附常数为 45． 8，按
照国内《化学农药环境安全评价试验准则》对农药
在土壤中吸附性的等级划分标准，其在黑土中的吸

附性为Ⅲ级( 中等吸附) ，毒氟磷抗 TMV 的活性优
于 20%盐酸吗啉胍·铜( moroxydine hydrochloride
copper acetate) 等多种市售的抗植物病毒药剂。

图 11 毒氟磷分子结构［51］

Fig ． 11 Molecular structure of dufulin［51］

注: ( A ) 毒氟磷的化学结构式; ( B ) 毒氟磷的晶体结构式。

Note: ( A ) The chemical structure of dufulin． ( B ) The crystal

structure of dufulin．

2006 － 2010 年，笔者等［56–57］为探明毒氟磷的分
子作用机理，以普通烟 K326-TMV 为研究模型，通
过 Real-time PCR 和半定量 PCR 方法，发现毒氟磷
可诱导 烟 草 病 程 相 关 蛋 白 ( pathogenesis-related
proteins，PRs) 基因 PR-1a 和 PRs 蛋白表达上调; 通
过酶生物化学试验发现，毒氟磷可在一定时间内诱

导烟草防御酶活性增强，表明其可激活烟草产生系

统获得性抗性( systemic acquired resistance，SAR ) ;
笔者等采用高灵敏度和高重复性的荧光标记二维凝

胶电泳( two dimensional-difference gel electrophoresis，
2D-DIGE) -质谱联用技术及生物信息学方法和专
业软件来寻找毒氟磷诱导普通烟 K326 的差异靶标
蛋白，发现其可激活水杨酸( salicylic acid，SA ) 信号
通路，使下游的 PR-1a 蛋白表达增加。这一系列分
子作用机理研究结果表明，毒氟磷属于一种新型抗

植物病毒免疫激活剂。随着对 TMV CP 结构的深
入了解，笔者根据 PDB 数据库中已报道 TMV CP 的
晶体结构 ( PDB 登录号: 2TMV ) ，利用 Discovery
Studio 分子对接软件进行了分子的模拟对接，令人
兴奋地发现毒氟磷苯并噻唑环上的 N 与 TMV CP
的 Thr 89 侧链部分 O—H 上的氢原子形成了较强
的氢键，且毒氟磷膦酸酯部分乙氧基上的 O 与
TMV CP 的 Arg 113 侧链残基上的 N 和 H 形成了
氢键作用( 未发表) ( 图 12 ) 。为探明毒氟磷分子与
TMV CP 这一交联现象是否会影响到 TMV CP 的
结构、占据 TMV 正常组装 RNA 的结合位点，笔者
进行了 TMV CP 的体外克隆、表达与纯化 ( 未发
表) ，正在尝试进行 TMV CP 晶体和 TMV CP 与药
剂毒氟磷复合物的晶体培养，以期更进一步研究 CP
与毒氟磷之间的相互作用关系。

6 结语

综上所述，目前抗 TMV 药剂分子靶标的结构
生物学研究主要集中在靶标 CP 与寄主烟草之间的
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图 12 抗病毒药剂毒氟磷与靶标 TMV CP 的
对接结果［56–57］

Fig ． 12 The binding of anti-TMV agent dufulin
w ith the protein target TMV CP［56–57］

注: ( A ) 毒氟磷与靶标 TMV CP 对接的丝带模型图; ( B ) 毒氟磷
与靶标 TMV CP 对接的表面模型图。
Note: ( A ) The ribbon model diagram of anti-viral agents dufulin
binding the molecular target TMV CP． ( B ) The surface model
diagram of anti-viral agents dufulin binding the molecular target
TMV CP．

相互关系上。如靶标 CP 介导的抗病性研究，包括
靶标 CP 插入外源基因融合表达介导的抗病性研
究、靶标 CP 截断型和交叉型外源基因融合表达介
导的抗病性研究等，这些研究成果对诱导烟草产生

抗病性具有重要作用。同时，TMV 作为一种模式病
毒，其 CP 结构、RNA 结构、CP 与 RNA 之间的相互
作用关系以及 CP 在基因工程领域的应用等也是目
前研究比较深入的。以晶体结构 CP 为抗 TMV 药
剂的分子靶标，建立基于 CP 分子靶标的结构生物
学模型，获得高活性的、广谱抗病毒的药剂，对指导
农业生产中该病害的防治具有重要意义。

谨以此文敬贺李正名院士八十华诞!
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