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以黄瓜花叶病毒为载体表达绿色荧光蛋白

卢　冉,常发光,杜志游,廖乾生
(浙江理工大学生命科学学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:为了构建基于黄瓜花叶病毒(Cucumbermosaicvirus,CMV)的外源蛋白表达载体,实验在获得CMV的

LS株系(CMVＧLS)农杆菌侵染性克隆(pCB３０１ＧR１,R２和 R３)的基础上,将 CMVＧLS基因组 RNA３的外壳蛋白(coat

protein,CP)基因置换成绿色荧光蛋白(greenfluorescentprotein,GFP)基因,研究以 CMVＧLS为载体在本氏烟中表

达 GFP基因的情形.农杆菌浸润接种结果表明,以 R１R２R３Ｇgfp为载体在寄主中的 GFP表达量远高于植物瞬时表

达载体pCB３０１产生的 GFP,番茄丛矮病毒基因沉默抑制子p１９加入有助于CMV表达 GFP,将移动蛋白(movement

protein,MP)缺失 C端的３３个氨基酸残基而构建表达载体 R１R２R３mpΔ３３Ｇgfp在寄主中的 GFP含量大大增加.农

杆菌菌液稀释接种的结果表明 R１R２R３mpΔ３３Ｇgfp接种 OD６００值为０．０１均能有效在本氏烟中表达产生 GFP.

关键词:黄瓜花叶病毒;农杆菌浸润接种;表达载体;绿色荧光蛋白

中图分类号:Q８１２　　 文献标志码:A　 文章编号:１６７３Ｇ３８５１(２０１６)０６Ｇ０９１７Ｇ０５　 引用页码:１１０７０４

０　引　言

植物生物反应器(Plantbioreactor)是指通过分

子生物学手段,利用植物悬浮细胞培养或植株为加

工场所,大规模生产具有重要功能的药用蛋白或工

农业酶的方法[１Ｇ２].利用农作物生产外源蛋白主要

有两种途径,一是通过转基因方法将外源蛋白的基

因整合到植物染色体中使得目的蛋白稳定性表达,
二是以病毒为载体在植物瞬时表达外源蛋白[２Ｇ３].
以植物为生物反应器生产外源蛋白,由于该技术操

作简单、成本低廉,具有广阔的研究前景和商业开发

价值[２Ｇ４].
烟草花叶病毒(Tobaccomosaicvirus,TMV)是

最早改造成表达载体植物病毒,成功用于表达流感

病毒血凝素抗原、艾滋病病毒膜蛋白抗原疫苗、疟疾

抗原等疫苗[５],除此之外,马铃薯 X 病毒(Potato
virusX,PVX)、番茄丛矮病毒(Tomatobushystunt
virus,TBSV)、芜 菁 花 叶 病 毒 (Turnip mosaic
virus,TuMV)等众多植物病毒用于构建载体表达

药用蛋白[６Ｇ８].由于病毒在植物中积累量高、复制

快、基因组小易操作等特点,以植物病毒载体表达外

源蛋白已经成为利用农作物生产药用蛋白的新平

台[３,６Ｇ７].
黄瓜花叶病毒(Cucumbermosaicvirus,CMV)

是世界上分布最广病毒之一,侵染８５个科３６５属中

的１０００多种植物,如黄瓜、烟草、番茄、白菜等重要

农作物[９Ｇ１０].CMV是正义单链 RNA 病毒,基因组

大小约８６００nt(nucleotide),分布在３条RNA分子

中,即RNA１,RNA２和 RNA３;RNA１和 RNA２编

码复 制 酶 １a 和 ２a 蛋 白,RNA３ 编 码 移 动 蛋 白

(Movement protein,MP)和 外 壳 蛋 白 (Coat
protein,CP)[１０Ｇ１１].本 研 究 将 CMV 的 LS 株 系

(CMVＧLS)基因组RNA１~３分别克隆到植物瞬时

表达载体pCB３０１中,获得 CMVＧLS农杆菌侵染性

克 隆;构 建 绿 色 荧 光 蛋 白 (Green fluorescent
protein,GFP)代替病毒CP的载体pCB３０１ＧR３Ｇgfp,
分析以CMV为外源蛋白表达载体在本氏烟中表达

GFP的情形.



１　材料与方法

１．１　质粒与寄主植物

CMVＧLS的 cDNA 克 隆 pUCＧLS１０９、２０９ 和

３０９、植物瞬时表达载体 pCB３０１ 和 pCB３０１Ｇgfp、

TBSV的基因沉默抑制子表达载体pCB３０１Ｇp１９和

农杆菌 GV３１０１均保存于本实验室.CMV 寄主植

物为本氏烟 (Nicotianabenthamiana),本氏烟在

２５℃温室１６h光照/８h黑暗条件下培育至５Ｇ７叶

期用于农杆菌浸润接种.

１．２　CMV农杆菌侵染性克隆载体构建

因CMVＧLS基因组R１和R２的５′端和３′的序

列超过３０个碱基相同,PCR扩增基因组 R１与 R２
的正反引物相同,为R１２F５′TTTCATTTGGAGA
GGGTTTATTCTCAAGAGCGTATGGTTC３′/５′
ATGCCATGCCGACCCTGGTCTCCTTATGGA
GAACCTG３′,分别以质粒 pUCＧLS１０９和２０９为

模 板, 采 用 Phusion􀆿 HighＧFidelity DNA
Polymerases(NEB,America)进行PCR扩增,目的

产物割胶回收.通过引物对 R３F５′TTTCATTT
GGAGAGGTAATCTTACCACTTTCTTTTCAC
G３′/R３R５′ATGCCATGCCGACCCTGGTCTCCT
TATGGAGAACCTG３′,以质粒pUCＧLS３０９,PCR
扩增获得CMVＧLS的基因组R３的全长基因.以限

制性内切酶StuⅠ和SmaⅠ(TAKARA,大连)对质

粒pCB３０１进行双酶切,获得线性化载体.CMVＧ
LS的基因组 R１、R２和 R３通过InＧFusionCloning
试剂盒(Clontech,America)连接到 pCB３０１载体

中,分别获得载体 pCB３０１ＧR１,pCB３０１ＧR２和.上

述正向引物中小写字母的１５个碱基是载体pCB３０１
的３５S启动子序列,反向引物中小写字母的１５碱基

与载体pCB３０１的核酶序列互补.
以质 粒 pCB３０１ＧR３ 为 模 板,采 用 Phusion􀆿

HighＧFidelityDNAMasterMix(NEB,America)通
过 引 物 对 R３F１８７７BamHⅠ MluⅠ ５′CGGGAT
CCACGCGTCCGTGTGTTTACCGGCGTCC３′/R
３R１２２９BamHⅠ ５′CGGGATCCTCCGTGTGTTT
ACCGGCGTCCGAAG３′获 得 大 小 为 ６２００bp 的

PCR产物;目的产物割胶回收后经BamHⅠ酶切连

接后,并转化到感受态细胞 DH５α(TAKARA,大

连)中,阳性克隆经BamHⅠ和 MluⅠ酶切鉴定后

确认获得CP缺失的载体pCB３０１ＧR３ΔCP.以质粒

pCB３０１Ｇgfp为模板,通过引物对 gfpFBamHⅠ５′
CGGGATCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTT

TCAC ３′/gfpR MluⅠ５′CGACGCGTTTATTT
GTATAGTTCATCCATGCCA３′进行PCR扩增获

得gfp全长基因,目的片段经BamHⅠ和 MluⅠ酶

切后克隆到载体pCB３０１ＧR３ΔCP中,获得pCB３０１Ｇ
R３Ｇgfp.以 pCB３０１ＧR３Ｇgfp 为 模 板,通 过 引 物

R３F２０９ ５′ GTGTGACCTAGGTCGACATCATT
GG３′/R３R８３６SpeⅠ５′GACTAGTCTAGTGCCC
AGACGCATTTTGATTAAG３′进行PCR扩增获

得６３８bp目的片段;PCR产物经SalⅠ/SpeⅠ双酶切后

克隆到载体pCB３０１ＧR３Ｇgfp中,获得移动 MP的３􀆳端

缺失３３个氨基酸残基载体pCB３０１ＧR３mpΔ３３Ｇgfp.
上述所有的克隆经测序验证其正确性.

１．３　农杆菌转化与浸润接种

CMVＧLS的农杆菌侵染性克隆载体 pCB３０１Ｇ
R１、pCB３０１ＧR２、pCB３０１ＧR３、pCB３０１ＧR３Ｇgfp 和

pCB３０１ＧR３mpΔ３３Ｇgfp通过冻融法分别转化到农杆

菌 GV３１０１中;含有上述质粒的农杆菌的活化与扩

大培养参考刘妮娜等[１２],菌体经离心收集后后用浸

润缓冲液(１０mmol/L MgCl２,１０mmol/L MES和

２００mmol/LAcetosyringone)调至浓度为 OD６００＝
０．５,室温黑暗下放置３~４h.用无针头１mL注射

器将病毒浸润接种至本氏烟叶片背面.

１．４　植物总蛋白的提取与 Westernblot检测

分别采集并称取各个处理的本氏烟浸润叶０．５
g,用１mL现配含２％βＧ巯基乙醇的１×TE缓冲液

提取植物的总蛋白.蛋白的转膜以及 GFP 抗体

(Abcam,America)的 检 测 方 法 具 体 参 照 袁 素 敬

等[１３].

２　结果与分析

２．１　CMVＧLS农杆菌侵染性克隆的构建

为了构建CMVＧLS的农杆菌侵染性克隆,通过

CMVＧLS基因组RNA１、RNA２和 RNA３的全长引

物,分别进行 PCR 扩增获得目的 DNA 片段,并通

过InＧFusion Cloning 技 术 连 接 到 TＧDNA 载 体

pCB３０１中,分别获得pCB３０１ＧR１,R２和 R３(图１).
上述质粒分别转入到农杆菌 GV３０１后混和共同接

种于本氏烟中,浸润接种７d,Westernblot分析寄

主植物非接种叶中的外壳蛋白 CP的含量(结果未

显示),这表明 CMVＧLS通过农杆菌浸润接种也能

有效侵染本氏烟.由于 CMVＧLS在本氏烟中症状

反应非常轻,CMVＧLS侵染引起寄主植物的症状反

应与pCB３０１空载体对照接种的植株无明显差别

(结果未显示).
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图１　CMV及其表达载体农杆菌侵染性克隆构建示意图

２．２　以CMVＧLS为载体表达绿色荧光蛋白

CMV编码５个蛋白,其中CP蛋白参与病毒颗

粒的形成,在寄主植物中的含量最高[１０Ｇ１１].本实验

中,构建用gfp基因代替cp 基因的载体R３Ｇgfp(图

１),研究以 CMVＧLS为载体表达外源蛋白的情形.
含有质粒pCB３０１ＧR１、R２和 R３Ｇgfp和TBSV 的基

因沉默抑制子p１９的农杆菌菌液混和后共同浸润接

种于本氏烟中,５d紫外灯下观察结果如图２a所示,

pCB３０１Ｇgfp与 R１R２R３Ｇgfp浸润接种的叶片中均

有荧光的产生,但前者在本氏叶中的荧光强度明显

弱于后者,而空载体对照处理的叶片中无荧光出现.
蛋白杂交的结果也表明 R１R２R３Ｇgfp在本氏烟中表

达 GFP量远高于pCB３０１Ｇgfp(图２b).

图２　以CMVＧLS为载体表达在本氏烟中表达gfp

２．３　沉默抑制子p１９对CMV表达绿色荧光蛋白的影响

CMV的 CP蛋白包裹病毒基因组 RNA,防止

RNA被寄主中 RNA 酶降解[１０,１１].载体 pCB３０１Ｇ
R３Ｇgfp是由gfp置换cp所构建,R１R２R３Ｇgfp在寄

主中缺少CP保护基因组RNA的作用,使得病毒基

因组含量低;而植物病毒基因沉默抑制子能有效地

抑制病毒基因组RNA受寄主中RNA酶的降解[５].
本试验中分析基因沉默抑制子p１９对CMV 在本氏

烟中表达 GFP 的影响,含有 pCB３０１ＧR１、R２、R３Ｇ
gfp与p１９农杆菌混和后共同接种于本氏烟中,以

R１R２R３Ｇgfp＋pCB３０１处理为对照.病毒接种７d,
荧光均匀地分布于 R１R２R３Ｇgfp＋p１９浸润的叶片

区域,对照接种的荧光主要在浸润叶的叶脉和浸润

区域的边缘出现(图３a);Westernblot检测结果表

明,在R１R２R３Ｇgfp浸润接种时添加p１９大大提高

病毒表达的 GFP含量(图３b).

图３　p１９对CMV载体表达绿色荧光影响

２．４　移动蛋白缺失C端的３３个氨基酸有利于

CMV表达gfp
　　CMV在寄主的细胞与细胞间移动除了 MP外,还
需要CP的参与,但CP的３􀆳端３３个氨基酸残基后,

CMV的胞间移动则不依赖于CP[１４].通过PCR方法

构建 MP的C端缺失３３个氨基酸残基的载体pCB３０１Ｇ
R３mpΔ３３Ｇgfp的 示 意 图 如 图 １ 所 示,含 有 质 粒

R３mpΔ３３Ｇgfp的农杆菌与R１、R２以及p１９共同浸润于

本氏烟叶片中;５d紫外灯观察结果如图４a所示,MP
的C端缺失了３３个氨基酸残基提高CMV所表达的

GFP含量,使得植株中的荧光强度明显高于对照处理.
本氏 烟 中 GFP 含 量 检 测 结 果 也 进 一 步 证 实 了

R１R２R３mpΔ３３Ｇgfp所表达的GFP量高于R１R２R３Ｇgfp.

图４　MP缺失C端的３３个氨基酸残基提高

CMV在寄主中的 GFP表达量
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２．５　接种浓度对CMV表达 GFP的影响

为了确定 CMV 载体在本氏烟中表达 GFP最

佳接种浓度,分别将含有 R１、R２、R３mpΔ３３Ｇgfp以

p１９农杆菌菌液调至 OD６００至０．５,共同混和后分

别稀释至２０、５０、１００、２００和４００倍,并浸润接种于

寄主植物中.紫外灯观察结果如图５a所示,５d病

毒接种浓度为０．５OD６００时,荧光最亮,随着接种浓

度的降低,荧光强度降低,但菌液稀释至２００倍在

CMV浸润区域荧光斑点零星分布;７d各个浸润区

域的荧光强度均有增加,菌液稀释２０倍接种与不稀

释接种的荧光强度没有明显的差别图５b,这表明

R１R２R３mpΔ３３Ｇgfp的菌液接种浓度为０．０１OD６００

时,GFP也能得到有效表达.

３　讨　论

以植物病毒为载体表达药用蛋白在国外已有众

多的报道,但国内学者所构建的能高效表达外源蛋

白的植物病毒载体非常有限[４,７].CMV 侵染寄主

植物超过１０００种,并且基因组结构较简单,是构建

植物病毒表达载体的很好候选病毒.CMVＧLS属

于CMV 亚组Ⅱ成员,在寄主植物中引起症状反应

轻,本实验室保存的 CMVＧLS的基因组cDNA 克

隆,通过体外转录成RNA后才能侵染寄主植物,而
由体外转录成本较高,并且实验操作过程繁琐.通

过花 椰 菜 花 叶 病 毒 (Cauliflowermosaicvirus,

CaMV)的３５S启动子转录产生RNA获得植物病毒

侵染性克隆的方法,具有具有简单、快速、成本低以

及侵染活性高等特点[７,１５].本研究首先将CMVＧLS
的基因组RNA 克隆到植物瞬时表达载体中,获得

该病毒的农杆菌侵染性克隆(图１),这为以CMV构

建外源蛋白的表达载体奠定基础.

图５　R１R２R３mpΔ３３Ｇgfp在不同农杆菌

接种浓度下表达 GFP的情况

将植物病毒改造成外源蛋白表达载体,前提是

不能影响病毒的在寄主中复制过程,因此在植物病

毒表达载体构建的过程中不得破坏复制酶相关区

域,目前大多数的植物病毒表达载体都是利用 CP
蛋白编码区域表达外源蛋白,如 TMV,PVX 以及

TBSV等[４Ｇ５,７Ｇ８].CMV 编码５个蛋白,其中 CP蛋

白在寄主中的含量最高,笔者在pCB３０１ＧR３的基础

上用gfp基因取代 CMV 的cp基因构建表达载体

(图１),R１R２R３Ｇgfp在本氏烟中的活性测定结果表

明以CMV为载体表达的 GFP,其含量远高于瞬时

表达载体 pCB３０１Ｇgfp所产生的 gfp(图 ２),因此

CMV可以用于构建表达外源蛋白的载体.在植物

病毒表达外源蛋白过程中,加入沉默基因沉默抑制

子有利于外源蛋白在植物中的表达[４,７],R１R２R３Ｇ
gfp＋p１９共接种后在本氏烟中的荧光亮度明显增

强(图３),因此以CMV为载体高效表达外源蛋白需

要额外基因沉默抑制子的加入.CMV 在寄主细胞

间的移动需要 MP和 CP的参与,而 MP的 C端缺

失３３个氨基酸残基后,病毒的胞间移动则不依赖于

CP,pCB３０１ＧR３Ｇgfp是将gfp代替cp而构建,因此

病毒R１R２R３Ｇgfp只局限在单个细胞中进行增殖.

mp 缺 失 ３３ 个 氨 基 酸 残 基 后 的 载 体

R１R２R３mpΔ３３Ｇgfp在本氏烟中的GFP表达量明显

高于对照接种(图４),其原因可能是 CMV 基因组

RNA的胞间移动有利于病毒的复制和增殖,病毒的

基 因 组 RNA 积 累 量 高 从 而 使 得 载 体

R１R２R３mpΔ３３Ｇgfp产 生 更 多 的 GFP.含 有 R１、

R２、R３mpΔ３３Ｇgfp农杆菌菌液稀释的结果表明,在
浸润接种的浓度 OD６００为０．０１时,GFP也能得到高

效表达(图５).病毒接种浓度低也能在本氏烟中表

达GFP,这说明CMV侵染本氏烟的效率高,降低了

实验成本,为大规模地表达其它外源蛋白奠定基础.
至于以CMV为载体在其它寄主植物表达 GFP或

在本氏烟中表达其它分子量更大的外源蛋白,有待

于进一步研究.
本研究中获得利用CMV表达外源蛋白的载体,发

现 MP缺失３３个氨基酸残基提高GFP的表达量,确定

CMV接种浓度为０．０１OD６００时也能有效表达GFP.
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GreenFluorescentProteinExpressionBasedonCucumberMosaicVirus
LURan,CHANGFaguang,DUZhiyou,LIAOQiansheng

(Collegeoflifescience,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Inthisstudy,Cucumbermosaicvirus(CMV),genomicRNAsofCMV LSstrainwere
insertedintoplantbinaryvectorpCB３０１respectivelytoobtainCMVＧLSTＧDNAinfectiousclones．Inorder
toconstructexogenousproteinexpressionvectorfrom CMV,coatprotein(CP)geneinCMVgenomic
RNA３wasreplacedwithgreenfluorescentprotein(GFP)andtheseedlingsofNicotianabenthamianawere
infiltratedwithmixturesofA．tumefacienscontainingplasmidpCB３０１ＧR１,R２andR３Ｇgfptoanalyzethe
levelofGFPexpression．TheresultsindicatedthattheaccumulationofGFPexpressedfromR１R２R３Ｇgfp
washigherthanthatfromtransientexpressionvectorpCB３０１Ｇgfpandtheadditionofsilencingsuppressor
proteinp１９fromTomatobushstuntvirusresultedinanincreaseintheamountofGFP．DeletionoftheCＧ
terminal３３aminoinCMVmovementprotein(MP)acidsledtohigherlevelofGFPexpressedfromvector
R１R２ R３mpΔ３３Ｇgfpintheseedlingsof N．benthamiana．The data ofinfiltration with bacterium
suspensionmixtureofdifferntdilutionsuggestedthatR１R２R３mpΔ３３Ｇgfpvectorcouldefficientlyexpress
GFPin N．benthamianainfected withinfiltrated with mixturesofA．tumefaciensatopticaldensity
(OD６００)of０．０１．

Keywords:Cucumbermosaicvirus;Agrobactiuminfiltrationinoculation;expressionvector;green
fluorescentprotein

(责任编辑:许惠儿)

１２９第６期 卢　冉等:以黄瓜花叶病毒为载体表达绿色荧光蛋白


