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　　摘　要：为了确定复制酶１ａ在寄主植物中的含量对黄瓜花叶病毒（Ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ，ＣＭＶ）基因组复制

的影响，在本氏烟中瞬时表达ＣＭＶ复制酶１ａ和２ａ，构建ＣＭＶ的反式复制遗传体系，分析１ａ蛋白不同表达水平对

基因组Ｒ３－ｇｆｐ的影响。结果显示：瞬时表达载体ｐＣＢ３０１在寄主植物中表达１ａ和２ａ蛋白能复制ＣＭＶ基因组Ｒ３－

ｇｆｐ；在１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ侵染本氏烟中ＲＮＡ３和ＲＮＡ４含量低于Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ，１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ复制的效率低于Ｒ１Ｒ２Ｒ３－

ｇｆｐ；在１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ浸润接种的植物中，１ａ浓度接种提高，ＣＭＶ基因组ＲＮＡ３和ＲＮＡ４复制受到抑制。该构建反

式遗传复制体系为进一步研究ＣＭＶ复制的分子机理提供实验材料以及理论依据。

关键词：黄瓜花叶病毒；反式遗传；复制；本氏烟

中图分类号：Ｑ８１２　　　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　　　文章编号：１６７３－３８５１（２０２０）０３－０２６２－０５

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｖｅｒｓｅ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ
Ｃｕｃｕｍｂｅｒ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ

ＷＡＮＧ　Ｌｉｎ，ＣＨＥＮＧ　Ｘｉａｏｄｏｎｇ，ＬＵ　Ｒａｎ，ＤＵ　Ｚｈｉｙｏｕ，ＬＩＡＯ　Ｑｉａｎｓｈｅｎｇ
（Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ　Ｓｃｉ－Ｔｅｃｈ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ　３１００１８，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎ　ｏｒｄｅｒ　ｔｏ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｒｅｐｌｉｃａｓｅ１ａｉｎ　ｔｈｅ　ｈｏｓｔ　ｐｌａｎｔ　ｏｎ　ｇｅｎｏｍｅ
ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｕｃｕｍｂｅｒ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ（ＣＭＶ），ｒｅｐｌｉｃａｓｅ　１ａｏｒ　２ａｗｅｒｅ　ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｉｎ　Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ，ａｎｄ　ｒｅｖｅｒｓｅ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｓｙｓｔｅｍ　ｏｆ　ＣＭＶ　ｗａｓ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ　ｔｏ　ａｎａｌｙｚｅ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　１ａｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｎ　ｇｅｎｏｍｅ　Ｒ３－ｇｆｐ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｔｈａｔ　１ａａｎｄ　２ａｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｆｒｏｍ　ｔｒａｎｓｉｅｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐＣＢ３０１ｃｏｕｌｄ　ｄｒｉｖｅ　ｔｈｅ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＭＶ　ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｒ３－ｇｆｐ；ＲＮＡ３ａｎｄ　ＲＮＡ４
ｃｏｎｔｅｎｔ　ｉｎ　Ｎ．ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｂｙ　１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ　ｗａｓ　ｌｏｗｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｂｙ　Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ．Ｔｈｅ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｏｆ　１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ　ｗａｓ　ｌｏｗｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ　Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ．Ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｌａｎｔｓ　ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ　ａｎｄ　ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　１ａ２ａＲ３－
ｇｆｐ，１ａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．ＲＮＡ３ａｎｄ　ＲＮＡ４ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｗｅｒｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ．Ｔｈｅ　ｒｅｖｅｒｓｅ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ　ｐｒｏｖｉｄｅｓ　ｔｈｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ａｎｄ　ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ　ｂａｓｉｓ　ｆｏｒ　ｆｕｒｔｈｅｒ　ｓｔｕｄｙｉｎｇ　ｔｈｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｏｆ
ＣＭＶ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ｃｕｃｕｍｂｅｒ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ；ｒｅｖｅｒｓｅ　ｇｅｎｅｔｉｃ；ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ；Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ

０　引　言

黄 瓜 花 叶 病 毒 （Ｃｕｃｕｍｂｅｒ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ，

ＣＭＶ）为正义单链 ＲＮＡ病毒，属于雀麦花叶病毒

科（Ｂｒｏｍｏｖｉｒｉｄａｅ）的典型成员［１－２］；ＣＭＶ科侵染寄
主植物超过１０００多种，对烟草、番茄等众多蔬菜和
园艺作物造成严重危害［３］。ＣＭＶ 病毒颗粒呈球
形，包裹基因组ＲＮＡ；ＣＭＶ基因组由３条ＲＮＡ分



子组 成，分 别 为 ＲＮＡ１、ＲＮＡ２ 和 ＲＮＡ３［４－６］。

ＲＮＡ１和ＲＮＡ２分别编码１ａ与２ａ蛋白，组成病毒
复制酶的组分；ＲＮＡ２还通过亚基因组策略编码具
有众多功能的２ｂ蛋白；ＲＮＡ３编码运动蛋白３ａ和
病毒外壳蛋白（Ｃｏａｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＰ）［５－７］。

ＣＭＶ侵入寄主植物后脱去ＣＰ，将病毒粒子中
基因组 ＲＮＡ 释放于寄主细胞中［４，６］。ＣＭＶ 基因

ＲＮＡ１和ＲＮＡ２利用植物细胞的蛋白翻译系统，分
别表达出１ａ和２ａ蛋白［４，６］；在液泡膜上，１ａ、２ａ蛋
白与寄主中的蛋白因子组装成病毒复制复合体

（Ｖｉｒａｌ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｃｏｍｐｌｅｘ，ＶＲＣ）［８－９］。ＶＲＣ 以

ＣＭＶ基因组ＲＮＡ为复制模板合成负链ＲＮＡ，以
负链 ＲＮＡ 为 模 板 复 制 产 生 子 代 正 义 单 链

ＲＮＡ［４，６，８－９］。ＣＭＶ 复制产生的基因组 ＲＮＡ１和

ＲＮＡ２进一步翻译出１ａ与２ａ蛋白，并形成更多的

ＶＣＲ，不断驱动复制过程，从而使得ＣＭＶ的基因组

ＲＮＡ在寄主细胞中大量增殖［９－１２］。在番茄雀麦花
叶病毒（Ｂｒｏｍｅ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ，ＢＭＶ）复制过程中，
提高１ａ蛋白表达量使得ＢＭＶ在寄主植物细胞中
基因组积累量降低，并且１ａ蛋白增加量越多，病毒
基因组含量降低越明显［１３］。ＢＭＶ在寄主植物中有
效地完成侵染循环过程需要ＢＭＶ基因组的翻译和
复制存在着动态平衡关系，ＢＭＶ基因组ＲＮＡ１的５′
端非编码区域的Ｂ－ｂｏｘ顺式元件即调节复制酶１ａ
表达又控制ＲＮＡ１复制，在病毒基因组翻译过程和
复制过程中起桥梁连接作用，从而使得ＢＭＶ在植
物中高效率增殖［１３－１４］。在 ＣＭＶ 的复制循环过程
中，基因组ＲＮＡ既是蛋白翻译模板又是病毒复制
的模板，但调控基因组ＲＮＡ在翻译过程与复制过
程的分子机制目前还未见报道。
在寄主植物中，ＣＭＶ基因组 ＲＮＡ１与 ＲＮＡ２

首先是作为 ｍＲＮＡ 编码复制酶１ａ和２ａ，在病毒

ＶＲＣ中又作为复制模板合成更多的 ＲＮＡ１ 和

ＲＮＡ２，因此在ＣＭＶ侵染细胞中１ａ和２ａ蛋白含量
呈动态变化［８－９］。为了分析复制酶１ａ在ＣＭＶ侵染
过程中作用，本文以瞬时表达１ａ和２ａ蛋白载体为
材料，构建ＣＭＶ反式复制系统，确定１ａ蛋白表达
量与ＣＭＶ基因组复制量相关性，为进一步研究其
复制分子机理提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试　剂

ＣＳＰＤ化学发光检测试剂盒 ＤＩＧ　Ｈｉｇｈ　Ｐｒｉｍｅ
ＤＮＡ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　ａｎｄ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｔａｒｔｅｒ　Ｋｉｔ　ＩＩ购自美

国Ｒｏｃｈｅ公司，ＧＦＰ 抗体及检测试剂购自美国

Ａｂｃａｍ公司，地高辛标记的ＤＮＡ探针和其它常用
生化试剂购自上海生物工程有限公司。

１．２　病毒载体

ＣＭＶ基因组农杆菌侵染性克隆载体ｐＣＢ３０１－
Ｒ１、ｐＣＢ３０１－Ｒ２和ｐＣＢ３０１－Ｒ３－ｇｆｐ［１５］，ＣＭＶ 复制
酶 １ａ 和 ２ａ 蛋白瞬时表达载体 ｐＣＢ３０１－１ａ 与

ｐＣＢ３０１－２ａ［１６］，番茄丛矮病毒（Ｔｏｍａｔｏ　ｂｕｓｈ　ｓｔｕｎｔ
ｖｉｒｕｓ，ＴＢＳＶ）的基因沉默抑制子表达载体３５Ｓ－ｐ１９
和载体ｐＣＢ３０１，均保存于本实验－２０℃冰箱中，相
应的农杆菌菌株保存于－８０℃超低温冰箱。

１．３　植物
寄主植物为本氏烟（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ），

本氏烟播种７～１０ｄ后移栽，在光周期１６ｈ／８ｈ（光
照／黑暗）的条件下培养至６～８叶期，用于病毒农杆
菌接种。

１．４　ＣＭＶ农杆菌培养与浸润接种
分别将－８０℃保存的含质粒ｐＣＢ３０１、ｐＣＢ３０１－

Ｒ１、ｐＣＢ３０１－Ｒ２、ｐＣＢ３０１－Ｒ３－ｇｆｐ、ｐＣＢ３０１－１ａ、ｐＣＢ３０１－
２ａ和３５Ｓ－ｐ１９农杆菌进行活化、扩大培养、菌体收集
和农杆菌浸润接种，具体方法参考文献［１７］。

１．５　ＣＭＶ在寄主表达的ＧＦＰ的检测
分别采集病毒接种本氏烟叶片，并称取０．２ｇ

用于植物总蛋白的提取。总蛋白提取、蛋白电泳、蛋
白转膜以及ＧＦＰ的检测的具体方法参考文献［１５］。

１．６　ＣＭＶ基因组ＲＮＡ的Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析
分别采集病毒接种的寄主植物叶片，并提取其

总 ＲＮＡ，并通过 Ｎａｎｏｄｒｏｐ　２０００ 测定各个样品

ＲＮＡ浓度。ＲＮＡ转膜、预杂交、杂交以及地高辛信
号检测方法参考文献［１８］，ＲＮＡ杂交的探针为５′
ＧＡＣＴＧＡＣＣＡＴＴＴＴＡＧＣＣＧＴＡＡＧＣＴＧＧＡＴＧＧ－
ＡＣＡＡＣＣＣＧＴＴＣ－ＤＩＧ　３′，该探针序列互 ＣＭＶ 基
因组ＲＮＡ１～３的３′非编码区保守部分互补。

２　结果分析与讨论

２．１　寄主植物中瞬时表达１ａ和２ａ蛋白驱动ＣＭＶ
基因组ＲＮＡ３复制
载体 ｐＣＢ３０１－Ｒ３－ｇｆｐ 是采用基因ｇｆｐ 替换

ＣＭＶ 的 ＣＰ 基因策略构建，ｇｆｐ 表达蛋白的

ｍＲＮＡ是来源于基因组Ｒ３－ｇｆｐ 复制产生的亚基
因组ＲＮＡ４［１５］。为了分析在寄主植物中表达ＣＭＶ
的复制酶１ａ和２ａ能否启动基因组Ｒ３－ｇｆｐ 复制，
本文将农杆菌ｐＣＢ３０１－１ａ、２ａ、Ｒ３－ｇｆｐ 和３５Ｓ－ｐ１９
混和物浸润接种于本氏烟叶片（叶脉左边），同时以
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ｐＣＢ３０１－Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３－ｇｆｐ 和３５Ｓ－ｐ１９混和物接种为
对照（叶脉右边），在浸润接种３、５ｄ和７ｄ分别观察
寄主植物中绿色荧光、检测ＧＦＰ的表达水平以及分
析ＣＭＶ基因组积累量，结果如图１所示。图１（ａ）
为ＣＭＶ在本氏烟中表达ＧＦＰ后产生绿色荧光现
象，接种３ｄ，１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ 和Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ 浸润接
种区域均能观察到 ＧＦＰ 表达，１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ 和

Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ接种５ｄ在寄主植物中呈现荧光强度
与接种３ｄ相比明显增加；接种７ｄ，１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ和

Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ 产 生 的 荧 光 强 度 呈 下 降 趋 势；

Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ浸润接种区域所产生荧光强度均明
显高于１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ。以上结果表明，在本氏烟中表
达ＣＭＶ的１ａ和２ａ蛋白能驱动病毒基因组 Ｒ３－
ｇｆｐ复制，１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ 在寄主植物中的复制效率
低于 Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ。ＣＭＶ 在本氏烟中表达 ＧＦＰ
的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测结果如图１（ｂ）所示，由图１（ｂ）
可知，１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ 和 Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ 浸润接种叶片
中可检测到ＧＦＰ条带，进一步证实在植物细胞中表
达１ａ和２ａ蛋白能复制ＣＭＶ的基因组Ｒ３－ｇｆｐ；杂
交信号强度与紫外灯下观察到的绿色荧光亮度相一

致。图１（ｃ）为本氏烟中ＣＭＶ基因组ＲＮＡ积累量

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ结果，由图１（ｃ）可知：３、５ｄ和７ｄ，

１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ浸润接种寄主植物均能检测ＣＭＶ基
因组ＲＮＡ３和ＲＮＡ４，并且ＲＮＡ４含量变化与图１
（ａ）中绿色荧光强度及图１（ｂ）ＧＦＰ含量的变化相一
致；Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ接种区域中ＲＮＡ３和ＲＮＡ４的含
量均高于１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ接种区域中ＲＮＡ３和ＲＮＡ４
含量，其原因是Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ 侵染寄主植物后，在

１ａ和２ａ蛋白作用下 ＲＮＡ１／ＲＮＡ２经过复制后产
生更多的子代ＲＮＡ１／ＲＮＡ２分子，并进一步地翻译
出复制酶１ａ和２ａ，从而使得 ＣＭＶ 复制效率更
高［１６］；接种１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ 植物中 ＲＮＡ杂交无法检
测到ＣＭＶ的基因组ＲＮＡ１和ＲＮＡ２，因为在载体

ｐＣＢ３０１－１ａ与ｐＣＢ３０１－２ａ构建过程中，是将 ＲＮＡ１
和ＲＮＡ２中编码１ａ和２ａ蛋白的开放阅读框序列克
隆至载体ｐＣＢ３０１，浸润接种农杆菌ｐＣＢ３０１－１ａ与

ｐＣＢ３０１－２ａ本氏烟中产生１ａ和２ａ的 ｍＲＮＡ不含

ＲＮＡ１和ＲＮＡ２的非编码区域序列［１６，１９］。综上所
述，通过载体ｐＣＢ３０１在本氏烟中瞬时表达 ＣＭＶ
的复制酶１ａ和２ａ能复制基因组Ｒ３－ｇｆｐ，但由其驱
动Ｒ３－ｇｆｐ的复制效率低于ＲＮＡ１和ＲＮＡ２。

２．２　ＣＭＶ复制酶不同组合对病毒复制的影响
为了确定本氏烟中ＣＭＶ的１ａ蛋白含量与Ｒ３－

ｇｆｐ 复 制 效 率 相 关 性，分 别 将 Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ、

图１　瞬时表达复制酶１ａ和２ａ复制ＣＭＶ基因组Ｒ３－ｇｆｐ

Ｒ１２ａＲ３－ｇｆｐ、１ａＲ２Ｒ３－ｇｆｐ 和１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ 农杆菌
混和物浸润接种于寄主植物同一叶片的区域，侵染

３ｄ的结果如图２所示。紫外灯下观察显示，ＣＭＶ
在侵 染 区 域 产 生 绿 色 荧 光 亮 度 强 弱 依 次 为

Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ、 １ａＲ２Ｒ３－ｇｆｐ、 １ａ２ａＲ３－ｇｆｐ 和

Ｒ１２ａＲ３－ｇｆｐ，这表明寄主植物中１ａ含量高低影响
病毒表达 ＧＦＰ（图２（ａ））。图２（ｂ）为 Ｒ１Ｒ２Ｒ３－
ｇｆｐ，Ｒ１２ａＲ３－ｇｆｐ、１ａＲ２Ｒ３－ｇｆｐ 和 １ａ２ａＲ３－ｇｆｐ
在寄主植物中 ＧＦＰ的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析，结果表
明：在Ｒ１２ａＲ３－ｇｆｐ接种本氏烟中ＧＦＰ含量最低，

Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ产生的 ＧＦＰ量最高，与图１（ａ）中绿
色荧光强度相一致。图２（ｃ）为ＣＭＶ基因组ＲＮＡ
杂交分析结果，由图２（ｃ）可知：在 Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ、

Ｒ１２ａＲ３－ｇｆｐ、１ａＲ２Ｒ３－ｇｆｐ 和１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ 接种本
氏烟中，Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ 侵染寄主中能同时检测

ＣＭＶ的基因组ＲＮＡ１、ＲＮＡ２、ＲＮＡ３和～ＲＮＡ４；
在Ｒ１２ａＲ３－ｇｆｐ侵染植株中检测到 ＲＮＡ１、ＲＮＡ３
和ＲＮＡ４，并且其含量含量最低；在１ａＲ２Ｒ３－ｇｆｐ接
种本氏烟中检测到 ＲＮＡ２、ＲＮＡ３ 和 ＲＮＡ４，而

１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ侵染的寄主植物只能检测 ＲＮＡ３和

ＲＮＡ４。以上结果表明，ＣＭＶ 复制酶接种组合

Ｒ１Ｒ２、Ｒ１２ａ、１ａＲ２和１ａ２ａ均能复制基因组 Ｒ３－
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ｇｆｐ，但复制效率有明显差异。在 Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ、

Ｒ１２ａＲ３－ｇ　ｆ　ｐ和１ａＲ２Ｒ３－ｇｆｐ 侵染本氏烟中，ＣＭＶ
基因组ＲＮＡ１和ＲＮＡ２由于复制产生更多的子代

ＲＮＡ１和ＲＮＡ２分子作为１ａ和２ａ蛋白的 ｍＲＮＡ，
进而获得更多的复制酶［４，６，１６］，在Ｒ１２ａＲ３－ｇｆｐ接种
寄主植物中，病毒基因组 ＲＮＡ 含量明显低于

Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ 和 １ａＲ２Ｒ３－ｇｆｐ，其原因可能是在

ＣＭＶ复制循环过程中，过量表达１ａ蛋白抑制病毒
复制过程。在 Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ 和１ａＲ２Ｒ３－ｇｆｐ 接种
的本氏烟中，病毒基因组ＲＮＡ的含量没有明显差
别，其原因有待于进一步的研究。

图２　１ａ蛋白不同表达水平对ＣＭＶ基因组

Ｒ３－ｇｆｐ复制的影响

２．３　１ａ瞬时表达载体不同农杆菌接种浓度对Ｒ３－
ｇｆｐ复制的影响
为了进一步确定在寄主植物增加１ａ蛋白含量

抑制ＣＭＶ的Ｒ３－ｇｆｐ 复制，本文在菌液浓度均为

０．２ＯＤ６００的农杆菌ｐＣＢ３０１－２ａ、ｐＣＢ３０１－Ｒ３－ｇｆｐ和

３５Ｓ－ｐ１９混和物分别加入浓度为 ０．２、０．５、１．０
ＯＤ６００和２．０ＯＤ６００农杆菌ｐＣＢ３０１－１ａ，并浸润接种
于本氏烟叶片不同区域，病毒１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ 在寄主
植物产生绿色荧光表型、ＧＦＰ的表达水平以及基因
组ＲＮＡ３／ＲＮＡ４的含量如图３所示。接种３ｄ，随
着１ａ浓度的增加，１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ 在本氏烟中呈现绿
色荧光强度逐渐减弱，１ａ浓度为０．２ＯＤ６００，寄主植
物中产生的荧光最亮 （图 ３（ａ））。图 ３（ｂ）为

１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ在本氏烟中表达ＧＦＰ的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ
检测，结果表明：１ａ浓度为０．２ＯＤ６００时 ＧＦＰ含量
最高，１ａ浓度为２．０ＯＤ６００时ＧＦＰ含量最低，与图３
（ｂ）中１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ 在寄主植物呈现绿色荧光强弱
结果相一致。Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交检测表明：随着农杆菌

ｐＣＢ３０１－１ａ接种浓度提高，在本氏烟中由 Ｒ３－ｇｆｐ
复制所产生子代 ＲＮＡ３和 ＲＮＡ４含量降低（图３
（ｃ））。以上结果表明，１ａ蛋白的表达量高抑制

ＣＭＶ基因组ＲＮＡ的复制，导致寄主植物中基因组

ＲＮＡ３和 ＲＮＡ４复制量降低。Ｙｉ等［１３－１４］在ＢＭＶ
侵染性克隆Ｒ１、Ｒ２和Ｒ３的农杆菌混和物中分别加
入表达 ＭＰ、ＣＰ、１ａ、２ａ、ＮＳ３和 ＮＳ５Ｂ农杆菌，并浸
润接种至本氏烟中，发现１ａ的加入抑制ＢＭＶ 正
链／负连ＲＮＡ的合成，并且１ａ浓度越高，ＢＭＶ基
因组复制受抑制越明显。本文在１ａ２ａＲ３－－ｇｆｐ 接
种寄主植物中，１ａ农杆菌接种浓度提高使得 Ｒ３－
ｇｆｐ复制过程抑制，这与 Ｙｉ等［１３－１４］报道现象相一
致。至于过量表达复制酶１ａ抑制ＣＭＶ基因组的
复制分子机制，有待于进一步的研究。

３　结　论

本文采用瞬时表达复制酶１ａ和２ａ载体，构建

ＣＭＶ基因组Ｒ３－ｇｆｐ 在本氏烟中的反式遗传复制
体系，通过蛋白杂交和 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ分别检测

ＧＦＰ表达量和Ｒ３－ｇｆｐ复制水平，主要结果如下：

ａ）在本氏烟中瞬时表达复制酶１ａ和２ａ蛋白能
有效地驱动复制ＣＭＶ基因组Ｒ３－ｇｆｐ。

ｂ）病毒１ａ２ａＲ３－ｇｆｐ在寄主植物中的复制效率
低于病毒Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ｇｆｐ。

ｃ）在寄主植物中１ａ蛋白过量表达抑制ＣＭＶ
基因组ＲＮＡ复制。
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图３　不同接种浓度的１ａ对Ｒ３－ｇｆｐ复制的影响

本文所构建ＣＭＶ反式遗传复制体系为更深入
地研究１ａ蛋白调控病毒复制分子机理以及鉴定参
与病毒复制过程的寄主因子提供实验材料和理论

依据。
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