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摘　要　以烟草花叶病毒 (TM V ) ö烟草为测试体系,研究了天然物 PZ1 抗病毒 TM V 作用机理。在离体及活

体条件下, PZ1 均可抑制病毒核酸与植物核糖体结合。在活体条件下, PZ1抑制 TM V 2RNA 及 TM V 蛋白质合

成。实验结果表明 PZ1 的主要作用靶标为 TM V 2RNA。
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Stud ies on the M echan ism of An tiv ira l (TM V ) Active
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Abstract　T he an t ivira l m echan ism of natu ra l p roduct PZ1 w as studied by TM V ötobacco

system. T he an t ivira l (TM V ) act ive compound PZ1 w as iso la ted from Ch inese m edicine

p lan t. PZ1 inh ib ited the com b inat ion of vira l RNA w ith p lan t ribo som e bo th in v itro and in

v ivo. It a lso inh ib ited the syn thesis of TM V 2RNA and TM V p ro tein in v ivo. T he resu lts

assum ed that the m ain target of PZ1 w as TM V 2RNA.
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m echan ism

从不同科属的植物中筛选抗植物病毒的天然物,即用不同溶剂提取供试植物材料并对得

到的粗提物进行生物测定。对生物活性高的粗提物进一步纯化分离出单一组分。经 IR ,NM R ,

M S 鉴定其分子结构,发现 PZ1 活性最强,可抑制烟草花叶病毒 (TM V )增殖,故进一步探讨其

作用方式。

1　材料及方法

1. 1　材料及设备

烟草花叶病毒 (TM V )在普通三生烟上繁殖,磷酸缓冲液提取,蔗糖密度梯度离心纯化,电

子显微镜检查其纯度。

供试生物材料为普通三生烟 (N icotiana tabacum cv.“Sam sun”) ,其叶肉细胞原生质体用
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纤维素酶及离析酶从烟草叶肉细胞中分离[1 ]。大麦胚芽,购于 Sigm a 公司。

供试药剂 PZ1 从紫草中提取,经 TL C 纯化后,用 IR ,NM R 及M S鉴定分子结构。

同位素标记试剂32P2A T P 购于华美公司。 3H 2亮氨酸和3H 2尿苷购于 Sigm a 公司。

实验仪器为H 55 H ITA CH I超速离心机。L KB 液闪计数仪 (Beckm an 公司生产)。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　PZ1 对核酸与核糖体结合的影响

1. 2. 1. 1　离体实验　从纯化的 TM V 粒子中分离出病毒RNA [2 ] ,从烟草叶肉细胞中分离出

植物mRNA ,并且将其末端用32P2A T P 标记。从大麦胚芽中分离出植物核糖体。将病毒RNA

与植物核糖体混合,建立RNA 与核糖体反应体系[3 ]。实验分为 2部分:①各种RNA 单独存在

(32P2TM V RNA 或32P2烟草mRNA ) ;②2种RNA 混合存在 (32P2TM V RNA 和非标记的烟草

mRNA或非标记的 TM V 2RNA 和32P2烟草mRNA )。在加入核酸的同时,向处理样品中加入待

测药剂,于 28 ℃保温 10 m in,使核酸与核糖体结合,而后经 15%～ 30%蔗糖密度梯度离心,分

离未与核糖体结合的核酸,用液闪计数器测定与核糖体结合的RNA 放射性强度,计算结合率

及药剂抑制率。同时设置对照 (即不加药剂处理)。

1. 2. 1. 2　活体实验　将末端标记的 20 ΛgõmL - 1　32P2TM V RNA 导入烟草叶肉细胞原生质

体,在导入缓冲液中向处理样本中加入待测药剂。导入后提取原生质体的核糖体,由液闪计数

器测定核糖体上结合的RNA 放射性强度,计算与核糖体结合的 TM V 2RNA 含量及药剂抑制

率。

1. 2. 2　PZ1 对病毒核酸及蛋白质合成的影响　将烟草叶片用TM V 感染 6. 5 h 后,取叶盘,分

别在含有3H 2尿苷及3H 2亮氨酸的培养液中培养,向处理样品中加入 0. 1% PZ1,同时设置对照

试验。40 h 后用放射性免疫法[4 ]检查病毒核酸及病毒衣壳蛋白的放射性强度,计算药剂对病

毒的抑制作用。

1. 2. 3　PZ1 对 TM V 增殖的影响　用超声波法将 TM V 导入烟草带壁细胞[6 ] ,在含有 10 m gõ

L - 1 PZ1 的培养基中培养,培养 48 h 及 96 h 检测病毒浓度及叶绿素含量[7 ] ,同时设置对照试

验。其中,病毒浓度用 EL ISA 法测定[2 ] ,用酶标仪 (D G23022A 型)读 490 nm 波长处的吸光值,

用A 490表示。

药剂对 TM V 破坏叶绿体的抑制率=〔1- (w 1- w 2) ö(w 1- w 3)〕×100%

式中:　w 　叶绿素含量, w 1　健康对照样品, w 2　药剂处理样品, w 3　感病植株样品。

用 TM V 接种烟草植株, 6. 5 h 后喷施 0. 1% PZ1, 30 d 后检测植株病毒浓度。

2　结果及讨论

2. 1　PZ1 对核酸与核糖体结合的影响

当 TM V 2RNA 或烟草mRNA 单独存在时, PZ1 对 TM V 2RNA 及对寄主mRNA 与核糖

体结合,均有一定抑制作用,但 PZ1 对病毒的抑制率大于对寄主的抑制率 (表 1)。在实际侵染

过程中,病毒RNA 和寄主RNA 竞争与寄主核糖体相结合,当使 2 种RNA 共处于一个反应

体系中时,病毒RNA 的竞争能力远远超过寄主RNA 的竞争能力,两者的结合率分别为 74%

及 26% ,施入药剂后病毒RNA 的结合率从 74%下降为 27% ,寄主的mRNA 结合率从 26%上

升为 38% ,这说明药剂不但可以选择性地抑制病毒RNA 与寄主核糖体结合,而且可以加强
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mRNA的竞争能力。为验证实验结果,向原生质体中导入32P2TM V 2RNA ,同时加入 PZ1,观察

在药剂存在时 TM V 2RNA 导入量及与核糖体结合率的变化 (表 2)。

表 1　PZ1 对核酸与核糖体结合的影响

处　理
药剂含量

w öm gõL - 1

结合率 Υö%

TM V 2RNA 烟草mRNA

TM V 2RNA 或
烟草mRNA
单独存在

0 100 100

1 62 85

10 44 63

TM V 2RNA 和
烟草mRNA
混合存在

0 74 26

1 27 38

表 2　PZ1 对 TM V 2RNA 在原生质体中

与核糖体结合的影响 Υö%

药剂
含量

w öm gõL - 1

TM V 2RNA
导入率

导入
抑制率

结合率
结合
抑制率

0 95. 13 0 94. 85 0

1 76. 37 19. 72 3. 72 96. 08

10 76. 64 19. 43 0 100. 00

　　对照组用 20 ΛgõmL - 1 TM V 2RNA 感染烟草原生质体,其中 95. 13%的 TM V 2RNA 进入

原生质体,绝大部分 TM V 2RNA (占总量 94. 85% ,占进入原生质体的 TM V 2RNA 的99. 71% )

与寄主核糖体结合。烟草原生质体中已存在本身的mRNA ,这说明TM V 2RNA 与寄主mRNA

的竞争能力是很强的。当 PZ1 存在时, PZ1 只抑制 20%左右的RNA 进入烟草原生质体,但却

抑制了大部分 TM V 2RNA 与寄主核糖体结合。TM V 2RNA 与寄主核糖体结合后,抑制寄主正

常的生理活动,使原生质体死亡加快,如果在原生质体培养液中加入 PZ1 1 m gõL - 1时,使感染

TM V 的原生质体存活率上升,这些都说明 PZ1 可以加强寄主mRNA 与 TM V 2RNA 的竞争

能力,从而看出活体实验与离体实验结论相同。

2. 2　PZ1 对病毒核酸及蛋白质合成的影响

为考察 PZ1 对病毒核酸及蛋白质合成的影响,对已感染病毒的寄主用3H 2尿苷及3H 2亮氨
酸标记。无论感染病毒与否,原生质体在培养过程中都会有部分死亡,感染病毒的原生质体死

亡更快。为准确分析 PZ1 对病毒核酸及蛋白质合成的抑制作用,用叶盘做为实验材料,以排除

因处理及对照样本原生质体死亡率不同带来的误差。在被 TM V 感染 6. 5 h 后的烟草上取叶

盘,将叶盘分别放在含有3H 2亮氨酸及3H 2尿苷的培养液中培养,同时加入药剂, 40 h 后用放射

性免疫法测定 (表 3)。

从表 3可以看出, PZ1 可以抑制病毒核酸及蛋白质的合成。TM V 感染寄主,其RNA 与寄

主核糖体结合后,合成初期蛋白质,而后合成间期RNA (R F, R I) ,继而合成模板RNA ,最后

合成移动蛋白质 (30 kD )及衣壳蛋白质 (17. 5 kD ) ,组成新的病毒粒子[5 ]。虽然用放射性免疫法

测定的只是衣壳蛋白质及RNA 的量,但实验结果与间期RNA 及其他蛋白质有关。值得注意

的是, PZ1 对两者的抑制率相近。可能 PZ1 直接作用于抑制 TM V 2RNA 合成,间接影响了蛋白

质的合成,至于 PZ1 如何影响RNA 及蛋白质合成,还需进一步探讨。

2. 3　PZ1 对烟草细胞 TM V增殖的影响

将 TM V 导入带壁烟草细胞 (图 1) ,在含有药剂的培养基中培养,于 48 h 及 96 h 取部分

细胞,检测药剂对病毒增殖的抑制率,同时检测药剂对植物叶绿体的保护作用 (表 4)。

从表 4中可以看出, PZ1 可以抑制 TM V 在烟草细胞中增殖,由此也抑制了 TM V 对寄主

叶绿体的破坏作用。将感病细胞在固体培养基上培养,感病细胞未能分化产生再生植株,而药

剂处理的感病细胞像健康细胞一样,能正常地分化产生愈伤组织,再生为正常植株 (图 2)。
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表 3　PZ1 对 TM V 的RNA

及蛋白质合成的影响

项 目
放射性强度 (CPM )

对照 药剂处理

抑制率

Υö%

RNA 2 260. 3 422. 6 81. 30

蛋白质 8 427. 0 1 563. 3 81. 45

表 4　PZ1 对烟草细胞中 TM V 增殖的影响

项　目
48 h

A 490
叶绿素含量
w öm gõg- 1

　
96 h

A 490
叶绿素含量
w öm gõg- 1

健康细胞对照　0. 02 18. 26 　0. 02 17. 15

感病细胞对照 0. 90 15. 72 0. 96 14. 96

药剂处理 0. 21 18. 01 0. 19 16. 98

抑制率 Υö% 78. 41 90. 15 81. 91 92. 24

在整株植物上喷施 PZ1 同样抑制了 TM V 的增殖。用 TM V 接种烟草叶片, 6 h 后喷施

0. 1% PZ1, 30 d 后检测植株 TM V 含量, EL ISA 值下降 48%。

以上试验表明, PZ1 可抑制 TM V 增殖,其药剂作用方式主要是抑制 TM V 2RNA 与核糖

体结合,并抑制TM V 2RNA 合成,从而抑制了病毒蛋白质的合成。用细胞生物测定体系进行实

验时, PZ1 作用效果高于整株试验,这说明 PZ1 的内吸传导作用较差,有待进一步改进。

图 1　用超声波法把 TM V 粒子

导入带壁烟草细胞
(箭头表示电镜下观察到的子代病毒粒子)

图 2　药剂使被病毒感染的带壁烟草

细胞分化为再生植株
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