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基于黄瓜花叶病毒基因组RNA２的
外源基因表达载体研究

朱　品,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:为了确定黄瓜花叶病毒(Cucumbermosaicvirus,CMV)基因组 RNA２能否作为构建表达外源蛋白的载

体,实验构建 CMV 的 Fny株 系(CMVＧFny)RNA２ 中 ２b基 因 缺 失 载 体 pCB３０１ＧF２０９Δ２b和 携 带 绿 色 荧 光 蛋 白

(greenfluorescentprotein,GFP)基 因 载 体 pCB３０１ＧF２０９Δ２bＧgfp,并 分 别 将 含 有 质 粒 CMVＧFnyΔ２b 和 CMVＧ
FnyΔ２bＧgfp农杆菌混和物浸润接种寄主植物.结果表明:CMVＧFnyΔ２b在本氏烟产生轻微花叶症状并且病毒基因

组含量降低;在 CMVＧFnyΔ２bＧgfp侵染植株叶片中有绿色荧光的产生;番茄丛矮病毒沉默抑制子p１９加入有助于

CMVＧFnyΔ２b表达 GFP;在 RDR６含量减少的本氏烟 RDR６i中,与对照接种植株相比,CMVＧFnyΔ２bＧgfp 所产生的

GFP增加.研究获得基于 CMV基因组 RNA２所构建的外源蛋白表达载体 CMVＧCMVＧFnyΔ２b,并发现加入其它病

毒基因沉默抑制子有利于 GFP的表达.
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０　引　言

近十几年随着许多植物基因组测序的完成或即

将完成,急需一个好的载体或实验手段来探知植物基

因组中新基因或所预测蛋白的生物学功能[１Ｇ２].目

前,研究植物中功能未知的基因最常用的方法是通过

转基因技术在植物中表达其蛋白以证实其功能[３Ｇ４];
除此之外,借助植物病毒表达标靶基因也能有效证实

该基因的生物学功能.目前马铃薯 X病毒(Potato
virusX,PVX)和 烟 草 花 叶 病 毒 (Tobaccomosaic
virus,TMV)是最常用的植物病毒载体,但PVX和

TMV在植物中引起的症状反应都比较严重,有可能

干扰所表达标靶蛋白的生物学功能[５Ｇ６].因此构建一

个引起轻微症状的病毒载体,对植物功能基因组学研

究具有重要的意义.
黄瓜花叶病毒(Cucumbermosaicvirus,CMV)

是世界上最重要病毒之一,侵染的植物寄主超过

１０００多种,除了黄瓜、番茄和烟草等众多农作物

外,还侵染本氏烟和拟南芥模式植物[７Ｇ８].CMV
属于雀麦花叶病毒科(bromoviridae)病毒成员之

一,其 基 因 组 分 布 在 ３ 条 RNA 分 子 中,即

RNA１、RNA２ 和 RNA３.RNA１ 和 RNA２ 编 码

病毒复制相关蛋白,RNA３编码移动蛋白和外壳

蛋白[７Ｇ９].CMV 的 ２b蛋 白 是 一 基 因 沉 默 抑 制

子,由 RNA２亚基因组 RNA４A 编码,缺失２b基

因的 CMV能系统性地侵染烟草和拟南芥等寄主

植物,但病毒症状明显减弱[９Ｇ１０].因此,缺失２b
基因的 CMV是一较好构建外源蛋白表达载体的

候选病毒.
本文通过实验将含 CMV 的 Fny株系(CMVＧ

Fny)基因组 RNA２质粒pCB３０１ＧF２０９中的２b基

因缺失获得重组克隆pCB３０１ＧF２０９Δ２b,并构建携

带绿色荧光蛋白(greenfluorescentprotein,GFP)
载体pCB３０１ＧF２０９Δ２bＧgfp,将 CMVＧFnyΔ２bＧgfp
农杆菌混和物浸润接种于寄主植物,研究以 CMVＧ
FnyΔ２b为载体在不同条件下表达 GFP的情况.



１　材料与方法

１．１　载体与寄主

CMVＧFny农杆菌侵染性克隆pCB３０１ＧF１０９、２０９
和３０９由前人构建[７],番茄丛矮病毒(tomatobush
stuntvirus,TBSV)的基因沉默抑制子表达载体３５SＧ
p１９和农杆菌GV３１０１均保存于本实验室.寄主植物

为本氏烟(Nicotianabenthamiana)和依赖于 RNA的

RNA 聚 合 酶 (RNAＧdependentRNApolymerase６,

RDR６)下调表达的转基因本氏烟RDR６i,植物在２５℃
温室１６h光照/８h黑暗条件下培育至６Ｇ８叶期用于

病毒接种.

１．２　载体构建

以质粒pCB３０１ＧF２０９为模板,采用 Phusion􀆿
HighＧFidelityDNA MasterMix(NEB,American)
通过 引 物 对 F２０９F１８３７５′GCAATACCATCGT
CACCATGG３′/F２０９R２６５８MluⅠBamHⅠ ５′CG
ACGCGTGGATCCTCAAGACTCGGGTAACTC
CGCC３′获得PCR产物１,采用引物对 F２０９F２７５３
MluⅠ５′CGACGCGTACCTCCCCTTCCGCATCT
CCCT３′/F２０９R２９７６５′ACGGACCGAAGTCCTT
CCGAAG３′获得PCR产物２;PCR产物１和PCR
产物２割胶回收后分别经 NcoⅠ/MluⅠ与 MluⅠ/

BlnⅠ双酶切,并连接到经 NcoⅠ/BlnⅠ酶切的载体

pCB３０１ＧF２０９中,获得重组克隆pCB３０１ＧF２０９Δ２b.
以质 粒 pCB３０１Ｇgfp 为 模 板,通 过 引 物 对 gfpF
BamHⅠ５′CGGGATCCATGAGTAAAGGAGAA
GAACTTTTCAC３′/gfpR MluⅠ ５′CGACGCG
TTTATTTGTATAGTTCATCC ATGCCA ３′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 pCB３０１Ｇ
F２０９Δ２b中,获得pCB３０１ＧF２０９Δ２bＧgfp,上述载体

构建过程中所使用的限制性内切酶为大连TAKARA
公司产品.所有的克隆经测序验证其正确性.

１．３　农杆菌转化与病毒接种

质 粒 pCB３０１ＧF２０９Δ２b 和 pCB３０１ＧF２０９Δ２bＧgfp
通过冻融法分别转入农杆菌GV３１０１,并PCR鉴定上述

质粒转化的农杆菌.pCB３０１ＧF１０９、pCB３０１ＧF２０９Δ２b、

pCB３０１ＧF２０９Δ２bＧgfp、pCB３０１Ｇ３０９以及３５SＧp１９的农杆

菌的活化与扩大培养参考刘妮娜等[１１],菌体经离心收集

后用浸润缓冲液(１０mmol/LMgCl２,１０mmol/LMES和

２００mmol/LAcetosyringone)分别调至浓度为 OD６００＝
０．５,室温黑暗下放置３~４h.各个接种处理的农杆菌混

和液经无针头１mL注射器浸润接种至本氏烟叶片中.

１．４　CMV基因组的RNA杂交

分别采集各个病毒接种处理的寄主植物叶片,
并取０．１g用于植物总 RNA 的提取.用 Trizol
(Invitrogen,American)提取植物的总RNA,具体方

法参考产品使用说明书.CMV 基因组杂交方法参

考地高辛标记检测试剂盒II(Roche,Switzerland)
的产品使用说明书,杂交探针为互补于 CMV 基因

组RNA１Ｇ３的３′端非编码区保守区域,并用地高辛

标记,其序列为 ５′GACTGACCATTTTAGCCGT
AAGCTGGATGGACAACCCGTTCＧDIG３′.

１．５　蛋白 Westernblot检测

分别采集各个处理的寄主植物叶片,用含２％

βＧ巯基乙醇的磷酸缓冲液提取植物的总蛋白.蛋白

转膜及GFP抗体(Abcam,American)的杂交检测方

法具体参照文献[１２].

２　结果与分析

２．１　CMVＧFnyΔ２b在本氏烟中的症状反应

为了研究CMVＧFny的２b基因缺失后,病毒能

否系统性侵染本氏烟,实验构建CMVＧFny基因组

图１　CMVＧFnyΔ２b载体示意图及其在

寄主植物中的症状
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RNA２缺失２b基因的载体pCB３０１ＧF２０９Δ２b(图１
(a)),并将含有pCB３０１ＧF１０９、pCB３０１ＧF２０９Δ２b和

pCB３０１ＧF３０９农杆菌混和物浸润接种于寄主植物,

７d后CMVＧFny引起本氏烟叶片皱缩和矮化;CMVＧ
FnyΔ２b侵染的植株无明显的症状反应,与对照接种

本氏烟的表型相类似(图１(b)).CMV基因组 RNA
杂交结果表明:２b基因缺失后,CMVＧFnyΔ２b能系统

性侵染寄主植物,但病毒基因组 RNA 大大降低(图

１(c)).

２．２　以CMVＧFnyΔ２b为载体表达 GFP
为了确定CMVＧFnyΔ２b能否作为外源蛋白的

表达载体,本文将pCB３０１ＧF１０９、pCB３０１ＧF２０９Δ２bＧ
gfp 和 pCB３０１Ｇ３０９农杆菌混和物接种到本氏烟

中.接种３d后 CMVＧFnyΔ２bＧgfp 浸润的叶片有

荧光呈现(结果未显示),７d后 CMVＧFnyΔ２bＧgfp
所侵染本氏烟上部非接种叶片呈现绿色荧光现象,
而CMVＧFnyΔ２b所侵染寄主植物的接种叶和系统

叶均无荧光产生(图２(a)).寄主植物中的蛋白分

析结果表明,CMVＧFnyΔ２bＧgfp侵染的植株中存在

GFP,而对照接种植物中检测不到 GFP(图２(b)).

图２　以CMVＧFnyΔ２b载体在本氏烟中表达 GFP

２．３　沉默抑制子p１９对CMVＧFnyΔ２b表达GFP影响

由于 缺 失 基 因 沉 默 抑 制 子 ２b 蛋 白,CMVＧ
FnyΔ２b能侵染寄主,但病毒基因组含量低.为了

确定CMVＧFnyΔ２bＧgfp接种过程中加入其它病毒

的基因沉默抑制子能否提高其在本氏烟中 GFP表

达 量,本 文 将 含 质 粒 pCB３０１vF１０９、pCB３０１Ｇ
F２０９Δ２bＧgfp、pCB３０１Ｇ３０９及３５SＧp１９农杆菌混和

后接种于本氏烟中,结果表明:沉默抑制子p１９加入

有利于 CMVＧFnyΔ２b表达 GFP,接种叶中荧光强

度明显高于对照接种(图３(a));由于p１９蛋白是瞬

时表达而不能移动至植株非接种叶片,因此在本氏

烟系统叶中,两者荧光强度没有明显差别 (图 ３
(b)).RNA 杂交和 Westernblot结果进一步证

实,p１９蛋白提高 CMVＧFnyΔ２b在接种叶 GFP表

达量而系统叶无明显的影响(图３(c)—(d)).

图３　沉默抑制子p１９提高CMVＧFnyΔ２b
载体在本氏烟中 GFP表达量

２．４　以本氏烟 RDR６i为寄主植物有利于 CMVＧ
FnyΔ２b表达GFP

依赖于RNA的 RNA聚合酶６(RNAdependent
RNApolymerase６,RDR６)参与植物抗病毒反应过

程,寄主中RDR６含量减少,造成病毒症状反应加重

和病毒基因组 RNA 含量提高[１３].为了确定 CMVＧ
FnyΔ２bＧgfp在本氏烟 RDR６i中 GFP表达量是否增

加,本 文 将 pCB３０１ＧF１０９、pCB３０１ＧF２０９Δ２bＧgfp 和

pCB３０１Ｇ３０９农杆菌混和物分别接种于本氏烟和本氏

烟 RDR６i中.７d后,CMVＧFnyΔ２bＧgfp 在 本 氏 烟

RDR６i大部分叶片中均产生明显的荧光,而对照接种

的植 物 中,少 数 叶 片 呈 现 明 显 荧 光 (图 ４(a)).

Northernblot和蛋白杂交结果显示:在本氏烟RDR６i
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为寄主植物中,CMVＧFnyΔ２bＧgfp的基因组 RNA和

GFP含量均明显增加(图４(b)Ｇ(c)).

图４　以为本氏烟 RDR６i为寄主有利于

CMVＧFnyΔ２b表达 GFP

３　讨　论

通过植物病毒为载体表达外源蛋白不需要经过

转基因过程,实验操作简单,可在短时间内高含量表

达目的蛋白.因而,植物病毒载体在植物功能基因

组学研究方面发挥了非常重要的作用[５,１６].目前基

于植物病毒所开发的表达载体,由于用外源靶标蛋

白代替病毒的某个功能蛋白,往往造成病毒不能系

统性地侵染整个寄主植物,外源蛋白的表达仅仅存

在于病毒接种的部位[５Ｇ６,１６].利用２个外壳蛋白启

动子构建策略而构建 TMV 和PVX表达载体能系

统性移动至整个寄主植物,但由于 TMV和PVX在

本氏烟等寄主植物中症状均比较严重,并且者两个

病毒均不能侵染拟南芥,限制了表达载体 TMV 和

PVX更为广泛的应用[５].CMVＧFny能侵染拟南

芥、本氏烟和番茄等实验模式植物,但引起寄主植物

产生严重的症状反应[９Ｇ１０,１４Ｇ１５].本文中,由 CMVＧ
Fny基因组 RNA２中的２b基因缺失而 CMV 构建

的CMVＧFnyΔ２b在本氏烟中的症状反应表现为轻

微花叶(图１b),并且利用CMVＧFnyΔ２b中的２b基

因启动子序列在本氏烟中可系统性地表达 GFP(图

２a).因此CMV 可作为表达外源蛋白载体的候选

病毒.CMV的２b蛋白在病毒侵染过程中起基因

沉默抑制子作用,抵御寄主植物对病毒基因组 RNA
的降解[９Ｇ１０].本研究发现:在CMVＧFnyΔ２b接种过

程中加入其他病毒基因沉默抑制子,可提高 GFP的

表达量(图３(a));并且以抗病毒反应受到抑制的本

氏烟RDR６i为寄主植物有利于CMVＧFnyΔ２b表达

GFP(图４(a)).因此以缺失２b基因的 CMV 突变

体表达外源蛋白,可以外源加入其它病毒基因沉默

抑制子或以基因沉默途径受到抑制植物突变体为寄

主,以提高病毒外源蛋白表达量,从而更好地研究植

物基因功能.

４　结　论

本文获得 CMV 基因组 RNA２中的２b基因缺

失的病毒CMVＧFnyΔ２b,发现该病毒在本氏烟引起

的轻微的症状反应,并确定CMVＧFnyΔ２b能在本氏

烟整个植株中表达 GFP;证实 CMVＧFnyΔ２bＧgfp
接种过程中加入外源沉默抑制子可提高 GFP表达

量及以本氏烟RDR６i为寄主有助于CMVＧFnyΔ２bＧ
gfp表达 GFP.
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StudyonExogenousGeneExpressionVectorBasedonCucumber
MosaicVirusGenomeRNA２inNicotianaBenthamiana

ZHUPin,CHANGFaguang,DUZhiyou,LIAOQiansheng
(CollegeofLifeSciences,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:InordertoverifywhetherCucumbermosaicvirus(CMV)genomeRNA２couldserveasthe
vectortoexpressexogenousprotein,２bgenedeletionvectorpCB３０１ＧF２０９Δ２bandpCB３０１ＧF２０９Δ２bＧgfp
carryinggreenfluorescentprotein(GFP)inCMVFnystrainRNA２wereconstructedintheexperiments．
Theagrobacterium mixturescontainingplasmidsCMVＧFnyΔ２bandCMVＧFnyΔ２bＧgfp wasrespectively
inoculatedintothehostplant．TheresultsindicatethatCMVＧFnyΔ２bgeneratedslightmosaicsymptomin
Nicotianabenthamianaandthelevelofviralgenomereduced．Greenfluorescenceemergedintheplant
leavesinfectedbyCMVＧFnyΔ２bＧgfp．Thepresenceofgenesilencingsuppressorproteinp１９fromTomato
bushstuntvirusintheinoculumofCMVＧFnyΔ２bＧgfpcontributedtoGFPexpressionbyCMVＧFnyΔ２b．
In N．benthamiana RDR６iwithreduced RDR６accumulation,GFP generated by CMVＧFnyΔ２bＧgfp
increased,comparedwiththecontrolplant．Inthisstudy,exogenousproteinexpressionvectorCMVＧ
FnyΔ２bbasedonCMVgenomeRNA２wasgained,anditwasfoundthattheadditionofothervirusgene
silencingsuppressorcontributedtoGFPexpression．

Keywords:Cucumbermosaicvirus;genomeRNA２;expressionvector;greenfluorescentprotein
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