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关于二羧酸－三羧酸盐载体蛋白负调控
黄瓜花叶病毒积累的初步研究

高双玉,杜志游
(浙江理工大学生命科学学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:黄瓜花叶病毒(Cucumbermosaicvirus,CMV)的复制场所位于液泡膜,但是参与调控CMV复制的寄主

蛋白因子有待进一步研究.植物二羧酸Ｇ三羧酸盐载体蛋白(DicarboxylateＧtricarboxylatecarrier,DTC)为线粒体膜

和液泡膜定位的跨膜蛋白,参与二羧酸盐和三羧酸盐的跨膜转运.为了探索 DTC在 CMV复制中的调控作用,通过

基于烟草脆裂病毒(Tobaccorattlevirus,TRV)的基因载体下调本氏烟体内DTC２(NbDTC２)的 mRNA 水平,并通

过 GFP荧光和 Westernblot分析DTC２下调表达后对 CMVΔ２bＧeGFP积累量的影响,发现 NbDTC２的下调表达增

加 CMV的积累水平;同时分析本氏烟DTC２的瞬时过表达对 CMVΔCPＧeGFP积累的影响,通过观察eGFP荧光和

Westernblot检测,发现NbDTC２的过表达在一定程度上抑制病毒的积累.以上结果表明:DTC２负调控CMV的积

累,可能参与植物对病毒的防御.
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０　引　言

黄瓜花叶病毒(Cucumbermosaicvirus,CMV)
是属于黄瓜花叶病毒属(Cucumovirus)的典型成

员,作为模式病毒已用于病毒致病性、病毒与寄主互

作和病毒进化等方面的研究[１].CMV 是一种经济

型重要的 植 物 病 毒,能 侵 染 近 １０００ 种 植 物[２Ｇ３].

CMV是一种正义单链RNA病毒,其基因组是由三

条正 义 单 链 RNA 组 成,按 照 大 小 依 次 命 名 为

RNA１、RNA２和 RNA３.CMV 基因组每条 RNA
链的 ５’Ｇ端 均 具 有 帽 子 结 构,且 ３’Ｇ端 具 有 类 似

tRNA 的 结 构 (tRNAＧlikestructure,TLS)[４Ｇ５].

RNA１是单顺反子,编码具有甲基转移酶结构域和

解旋酶结构域的１a蛋白.RNA２编码含 RNA 聚

合酶活性的２a蛋白,并通过其亚基因组 RNA４A编

码具有沉默抑制作用的２b蛋白[６Ｇ７].CMV１a和２a
蛋白负责CMV 的复制.免疫组化实验显示 CMV

１a和２a蛋白定位于植物的液泡膜,由此推断CMV
的复制场所为液泡膜[８].RNA３编码两个开放阅读

框(Openreadingframe,ORF),其５’端ORF编码移动

蛋白(Movementprotein,MP),负责病毒的胞间移动

和长距离移动[９].第二个 ORF则通过其亚基因组

RNA４编码外壳蛋白(Coatprotein,CP),负责病毒基

因组的包装和参与病毒的长距离移动[１０Ｇ１１].
植 物 内 源 的 二 羧 酸Ｇ三 羧 酸 盐 载 体 蛋 白

(DicarboxylateＧtricarboxylatecarrier,DTC)定位于

线粒体膜和液泡膜,负责二羧酸盐和三羧酸盐的跨

膜转运[１２],参与氨基酸的初步合成、脂肪酸的代谢和

类异戊二烯的生物合成等代谢途径[１３Ｇ１５].拟南芥仅

编码１个DTC基因,而烟草则编码４个DTC基因,
分别为 NtDTC１、NtDTC２、NtDTC３和 NtDTC４[１６].
目前关于 DTC蛋白的功能研究较少,尚未见有关

该蛋白参与生物胁迫的报道.为了探索 DTC蛋白

在病毒侵染方面的是否具有一定作用,本文通过烟



草脆裂病毒(Tobaccorattlevirus,TRV)诱导的基

因沉默和植物中瞬时过表达方法,分析本氏烟中

NtDTC２下调表达与过表达对CMV编码蛋白的积

累量影响,初步确定 NtDTC２在 CMV 侵染寄主中

的作用.

１　材料与方法

１．１　试剂

Q５超 保 真 DNA 聚 合 酶 购 于 New England
BioLabs公司、限制性内切酶购于 ThermoFisher
Scientific公司、凝胶回收试剂盒及质粒小提试剂盒

购于Axygen公司、RTＧPCR试剂盒购于天根生物科

技有限公司、eGFP抗体购于SantaCruzbiotechnology
公司,常规生化试剂购于上海生工生物技术有限公

司和Sigma贸易有限公司.
１．２　材料

本氏烟(Nicotianabenthamiana)幼苗于植物生长

室中恒温培养,温度为２５℃,光周期为１６h/８h(光
照/黑暗),待幼苗培养至两周以上用于农杆菌浸润.

CMV基因组 RNA１、RNA２、RNA３的侵染性克

隆pCB３０１ＧR１、pCB３０１ＧR２和pCB３０１ＧR３为实验室前

期构建和保存,构建方法参考文献[１７].增强型绿色

荧光蛋白(Enhancedgreenfluorescentprotein,eGFP)
替换 ２bORF 的 侵 染 性 克 隆 pCB３０１ＧR２ＧeGFP 和

eGFP替换CPORF的侵染性克隆pCB３０１ＧR３ＧeGFP,
由本实验室构建和保存.病毒诱导的基因沉默载体

pTRVＧRNA１(TRV１)、pTRVＧRNA２(TRV２)由清

华大学刘玉乐教授实验室提供.
１．３　植物总RNA提取

利用液氮将０．１g叶组织研磨粉碎,然后加入

１．０mL RNA 提取溶液 (５０ mmol/LpH 值 ５．２
NaAC,１０mmol/LpH 值８．０EDTA 和１％SDS),继
续研磨至匀浆.吸取匀浆至RNaseＧfree的１．５mL离

心管中,加入等量的水饱和酚,涡旋混匀;在４ ℃,

１２０００r/min条件下离心６min.之后吸取上清,按
照３∶２的比例加入苯酚/氯仿混合液(１∶１混合),
涡旋混匀;在４ ℃,１２０００r/min条件下离心６min
后,吸取上清,然后用３倍体积的无水乙醇和１/１０
体积的３mol/LNaAC(pH 值５．２)沉淀RNA.最

后,用 DEPC水溶解 RNA,利用 Nanodrop测定所

提RNA的浓度和纯度.

１．４　质粒的构建

通过常规的克隆方法构建DTC２的 VIGS沉默

质粒.实验方法为:利用oligo(dT)１２作为反转录引

物,逆转录合成本氏烟总 RNA 的cDNA,并用特异

的引物进行 PCR扩增.RTＧPCR具体步骤根据天

根生物科技有限公司 RTＧPCR试剂盒提供的说明.
以合 成 的 cDNA 作 为 模 板,利 用 VIGS 引 物 对

VIGSNbＧDtc２F/VIGSNbＧDtc２R(表１)扩增片段

DTC２VIGS,经过BamHI和SmaI消化后克隆至

预先用相同限制性内切酶处理的载体pTRV２,经挑

取单斑鉴定后提取质粒pTRV２ＧDTC２.构建瞬时

过表达本氏烟 DTC２的质粒p３５SＧDTC２.具体构

建方法为:以本氏烟 cDNA 为模板,利用引物对

Dtc２ＧOEＧF/Dtc２ＧOEＧR(表１)扩增 DTC２全长编码

序列,经EcoRI和BamHI消化后克隆至预先用相

同限制性内切酶处理的质粒p３５SＧFlagＧHA,获得重

组克隆质粒p３５SＧDTC２.所有质粒需经序列测定

以保证序列的准确性.质粒转化农杆菌,挑斑鉴定

后,保存于－８０℃.
表１　构建质粒的引物序列

引物名称 引物序列(５’－３’)

VIGSNbＧDtc２F AAGGATCCTTATGTGGTCTTACTGCTGG
VIGSNbＧDtc２R

Dtc２ＧOEF

Dtc２ＧOER

AACCCGGGTACTACTGTAGCAGCCTCACCCAA

AGAATTCGGCTGCTGAAGTAGAATAC

AAGGATCCTCCCTCACGACGTCCA

１．５　农杆菌浸润接种

取５０μL保存于－８０℃的农杆菌(含相应的质粒)
于含有抗生素利福平(３０mg/L)、庆大霉素(５０mg/L)
和卡那霉素(５０mg/L)的５mL的LB液体培养基中,
于２８℃摇床,２２０r/min的条件下培养１６h对菌种进

行菌种活化和扩大培养,离心收集各个农杆菌的菌

体,最 后 将 菌 液 悬 浮 于 浸 润 缓 冲 液 (１０ mmol/L
MgCl２、１０mmol/LMES和２００mmol/L乙酰丁香

酮)中.利用分光光度计测量菌液在６００nm 下的

OD值,调整 TRV１、TRV２ＧDTC２、TRV２菌液 OD
值为０．２,调整３５SＧDTC２、３５SＧFlagＧHA、pCB３０１Ｇ
R１、pCB３０１ＧR２、pCB３０１ＧR３、pCB３０１ＧR２ＧeGFP 以

及 pCB３０１ＧR３ＧeGFP 菌 液 OD 值 为 ０．５.按 照

TRV１与 TRV２ＧDTC２、TRV１与 TRV２的组合将

菌液等体积混合.混合后的菌液于暗处放置２~３h,
通过注射器接种于４~５叶期本氏烟.CMV 注射

后５d,在紫外灯下观察 GFP荧光,并拍照保存.

１．６　本氏烟总蛋白提取及 Westernblot检测

从０．２g叶组织中提取植物总蛋白,具体操作

方法参考文献[１８].蛋白样品需经酶标仪定量后,
通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分离.利用转膜仪,在电

压１００V 的条件下转膜１h,将蛋白质转移至硝酸

纤维素膜.为了分析 CMV 编码的eGFP 的积累

量,利用eGFP多克隆抗体进行蛋白杂交检测.结
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合一抗和二抗后,分别在 TBST 中洗膜三次,每次

１０min,之后在 TBS中洗膜１０min.利用 ECL检

测膜并通过 X射线胶片的放射自显影来显现蛋白

的特异性条带.

２　结果与分析

２．１　pTRV２ＧDTC２重组克隆的构建

从本氏烟中提取植物总RNA,通过反转录得到

本氏烟的cDNA,以cDNA 为模板,利用 VIGSNbＧ

Dtc２F/VIGSNbＧDtc２R引物对扩增 DTC２VIGS
的DNA片段,片段预期大小约３００bp.PCR产物

的电泳结果如图１(a)所示,PCR产物的扩增片段位

于略高于２５０bp条带的位置处,其大小与预期片段

大小相符.将 PCR 扩增获得的目的 DNA 片段经

BamHI和SmaI酶切,克隆至pTRV２载体,获得

pTRV２ＧDTC２重组质粒,其电泳结果如图１(b)所
示.重组质粒经PCR鉴定和测序,确定重组质粒含

有目的片段的插入,且序列未见任何的突变.

图１　pTRV２ＧDTC２质粒的构建

２．２　pDTC２ＧOE质粒的构建

以本氏烟的cDNA 为模板,利用 Dtc２ＧOEＧF/
Dtc２ＧOEＧR引物对扩增 DTC２的全长cDNA,片段

大小约８００bp,PCR 产物的电泳结果如图２(a)所
示.PCR扩增产物位于７５０~１０００bp条带之间,与
预期的片段大小相符.将PCR扩增获得的 DTC２Ｇ

OE片段经限制性内切酶EcoRI和BamHI消化

后,克隆至载体p３５SＧFlagＧHA,获得过表达重组质粒

p３５SＧDTC２.电泳检测质粒p３５SＧDTC２如图２(b)所
示,电泳图显示质粒p３５SＧDTC２的大小与预期相

符.质粒经PCR检测和序列测定,确定为含有目的

片段的阳性克隆.

图２　p３５SＧDTC２质粒的构建
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２．３　TRV下调的DTC２mRNA对CMV积累的影响

为了 沉 默 本 氏 烟 体 内 的 DTC２ mRNA,将

TRV１和 TRV２ＧDTC２混合注射入本氏烟叶片,并
以混合注射 TRV１和 TRV２作为阴性对照.注射

后１２d,在注射叶的上部叶片接种CMVΔ２bＧeGFP.
接种病毒５d后,在紫外灯下观察各个处理的绿色

荧光,结果如图３所示.与阴性对照组 TRV２处理

的植株相比,CMVΔ２bＧeGFP在 TRV２ＧDTC２处理的

叶组织中呈现更强的绿色荧光.在接种病毒后５d,
采取病毒接种叶,并提取其总蛋白;以 Rubisco为二

磷酸核酮糖氧合酶,作为植物内参蛋白用于确定蛋

白的 上 样 量,通 过 Westernblot检 测 接 种 叶 中

eGFP的 积 累 量,结 果 显 示:eGFP 的 积 累 量 在

TRV２ＧDTC２处理的叶组织中比对照组提高４８％
(图４),因此DTC２的下调表达促进 CMV 携带的

eGFP蛋白的积累,初步说明DTC２对CMV侵染本

氏烟具有负调控作用.

图３　紫外灯下观察DTC２下调后CMVΔ２bＧeGFP
病毒产生的 GFP荧光

图４　Western杂交检测DTC２下调对后

CMVΔ２bＧeGFP病毒蛋白积累量

２．４　DTC２的过量表达对CMV积累的影响

为了进一步分析DTC２对CMV积累的负调控

作用,本文通过农杆菌介导的瞬时过表达方法,测定

DTC２的过表达对CMV积累的影响.在同一叶片

上注射３个浸润斑,分别为 Mock(只接种浸润缓冲

液)、Vector(３５SＧFlagＧHA)和３５SＧDTC２.浸润３d
后,在原来的浸润斑的位置接种 CMVΔCPＧeGFP,
Mock组仍只接种浸润缓冲液.病毒接种３d后,在
紫外灯下观察绿色荧光的强度,结果如图５所示.
在 Vector和３５SＧDTC２处理的区域均出现明显的

GFP绿色荧光,表明 CMVΔCPＧeGFP接种区域已

有效地复制和翻译.与对照 Vector相比,过量表达

DTC２蛋白的注射斑的绿色荧光相对较弱.病毒接

种３d后分别采取每个注射斑的叶片样品,利用

Westernblot检测eGFP的积累量.结果显示,本
氏烟中过量表达DTC２蛋白后,CMV 携带的eGFP
的积累量与对照组相比减少２４％(图６),这表明

DTC２对CMV确实具有一定的影响,进一步说明

DTC２对CMV有一定的负调控作用.

图５　紫外灯下观察DTC２过表达对CMVΔCPＧeGFP
产生 GFP荧光的影响

图６　Western杂交检测 DTC２过表达对CMVΔCPＧeGFP
产生的 GFP蛋白积累量的影响

３　讨　论

就 DTC蛋白的功能而言,除了跨膜转运二羧

酸盐和三羧酸盐的功能之外[１５],尚未有其它功能的

报道.本文通过基因沉默和过表达本氏烟DTC２,
初步确定DTC２负调控CMV的积累.寄主因子负

调控病毒积累的途径包括降低病毒 RNA 的翻译和

复制效率以及降低病毒 RNA 的体内稳定性.拟南

芥编码的 RNA 结合蛋白 APUM５通过结合 CMV
RNA的３’UTR,抑制病毒 RNA 的翻译,从而负调

控病毒的积累[１９].siRNA 介导的抗病毒沉默是降

低CMVRNA稳定性的主要途径,但是,CMV通过

其编码的RNA 沉默抑制子２b蛋白竞争性地结合

siRNA,能 有 效 地 抑 制 寄 主 的 抗 病 毒 RNA 沉

默[２０Ｇ２１].由于本氏烟DTC２与CMV的复制场所均

位于液泡膜,本氏烟 DTC２可能参与调控 CMV 的

翻译或复制.除了寄主的蛋白因子之外,膜脂质也

参与病毒的复制,并扮演重要的角色.磷脂酰乙醇
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胺 (Phosphatidylethanolamine,PE)和 卵 磷 脂

(Phosphatidylcholine,PC)分别正调控番茄丛矮病

毒(Tomatobushystuntvirus,TBSV)和雀麦花叶病

毒(Bromemosaicvirus,BMV)的复制[２２Ｇ２３].DTC
介导的二羧酸盐和三羧酸盐的跨膜转运能够参与脂

肪酸的代谢途径[１４Ｇ１５].因此,本氏烟DTC２的下调

表达或过表达有可能影响植物体内脂质的合成代

谢,从而间接地影响CMV的积累,关于 DTC２调控

CMV积累的分子机制仍有待进一步的研究.

４　结　论

本文通过构建 DTC２的沉默载体以及过表达

载体,在本氏烟中下调表达或过表达 DTC２ 后,
Westernblot分析CMV 编码的 GFP量的变化,主
要结论如下:

a)本 氏 烟 DTC２ 下 调 表 达 促 进 CMVΔ２bＧ
eGFP的积累;

b)本氏烟DTC２过表达抑制 CMVΔCPＧeGFP
的积累.

基于以上结果,初步确定本氏烟 DTC２蛋白在

植物中负调控CMV的积累,DTC２调控CMV侵染

寄主植物的分子机制有待于进一步研究.
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PreliminarystudyonthenegativeregulationofCucumbermosaicvirus
accumulationbydicarboxylateＧtricarboxylatecarrier

GAOShuangyu,DUZhiyou
(CollegeofLifeSciences,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:ThereplicationsiteofCucumbermosaicvirus(CMV)islocatedonvacuolarmembrane,but
thehostproteinfactorsinvolvedinCMVreplicationneedfurtherstudy．PlantDicarboxylateＧtricarboxylate
carrier (DTC)isthetransmembraneproteinthatlocatesthe mitochondrial membraneandvacuole
membrane,andisresponsiblefortransportationofdicarboxylateandtricarboxylate．Toinvestigatethe
regulationroleofDTCinCMVreplication,mRNAlevelofDTC２(NbDTC２)inNicotianabenthamian
wasloweredthroughthegenophoreofTobaccorattlevirus(TRV)．TheinfluenceofCMVΔ２bＧeGFP
accumulationafterdownＧregulationofDTC２wasanalyzedwithGFPfluorescenceandWesternblot．Itwas
foundthat,thedownＧregulationofNbDTC２increasedtheaccumulationlevelofCMV．Meanwhile,the
influenceoftransientoverexpressionofDTC２onaccumulationofCMVΔCPＧeGFP wasanalyzed．The
resultsof GFP fluorescence and western blot showed that overexpression of NbDTC２ inhibited
accumulationofthevirustosomeextent．Theaboveresultsindicatethat,DTC２negativelyregulates
CMVaccumulation,whichmayparticipateinthedefenseagainstCMV．

Keywords:Cucumbermosaicvirus;replication;dicarboxylateＧtricarboxylatecarrier
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