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假马鞭曲叶病毒和中国胜红蓟黄脉病毒 !"蛋白
是 #$%沉默的抑制子

熊 庆，周雪平"

（浙江大学生物技术研究所 杭州 &#%%$’）

摘 要：为了研究中国胜红蓟黄脉病毒（!"#$%&’( )#**+, -#./ 01./ -.$’2，EFGHIG）和假马鞭曲叶病毒（ 3&%41)&%$51#&%
*#%6 4’$* -.$’2，JK.LHG）H! 蛋白的功能，利用烟草脆裂病毒（ 7+8%44+ $%&&*# -.$’2，1MG）载体在本氏烟（ 9.4+&.%/%
8#/&1%(.%/%）中分别表达了这两种病毒的 H!蛋白，结果发现它们均能在本氏烟中引起类似于病毒侵染的症状，推
测 EFGHIG和 JK.LHG的 H!蛋白是病毒的致病因子；在 MIE沉默的抑制试验中，EFGHIG和 JK.LHG的 H!蛋白均能
够在表达 "65 基因的转基因本氏烟（#7B）上抑制由 "65 基因正义链引起的基因沉默的建立，证明它们都是 MIE沉默
的抑制子。
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MIE沉默（MIE N:2*CB:CO）是真核生物中一种
高度保守和序列特异的 MIE降解现象。MIE沉默
具有二类生物学效应：对内源 MIE转录和翻译的调
控；对外源核酸序列特异性的降解。在 MIE 沉默
中，双链 MIE（ANMIE）是一个关键的起始分子［#，$］，
双链 MIE被一种类似于 MI.N*!家族成员的 P:B*,
酶作用切割加工成 $# ( $! 个核苷酸的小干扰型
MIE（N:MIE）［&，!］，这类 N:MIE随即整合进入 MIE诱
导的沉默复合体（MQJH）中，指导其特异性地切割与
N:MIE具有相似序列的细胞内 9MIE［0，7］。MIE 沉
默在植物中具有防卫反应的作用，植物通过 MIE沉
默抑制外源核酸侵入，因而能够阻止病毒等的侵染，

而病毒为了能够对抗这种防卫反应，采取了相对策

略，即许多病毒编码抑制沉默的蛋白（沉默抑制子），

在 MIE沉默的不同阶段对其进行抑制［"］。
双生病毒作为一种植物病毒，同样在进化过程

中发展出了抵御植物抗病毒防卫反应的机制，双生

病毒通过编码 MIE沉默的抑制子来实现对寄主植
物的成功侵染。已有研究证明一些双生病毒编码的

EH$3H$蛋白和 EH!3H! 蛋白是 MIE 沉默的抑制
子［6 ( #%］，而现已报道的 MIE沉默抑制子几乎都是致
病因子。中国胜红蓟黄脉病毒（!"#$%&’( )#**+, -#./
01./% -.$’2， EFGHIG）和 假 马 鞭 曲 叶 病 毒
（3&%41)&%$51#&% *#%6 4’$* -.$’2，JK.LHG）是本实验室在

我国发现的双生病毒新种。本研究对 EFGHIG 和
JK.LHG的 0! 基因与致病性的相关性进行了研究，
证明这两种病毒的 H!蛋白既是致病因子也是 MIE
沉默的抑制子。

& 材料和方法

&’& 材料
&’&’& 植物材料：本氏烟（9.4+&.%/% 8#/&1%(.%/%）
由本实验室提供，转 "65 基因本氏烟株系 #7H由英
国 R=<C QCC*N中心 P.S.:A T.-2B=9+*教授提供。
&’&’( 质粒和菌株：农杆菌 H06 H#、烟草脆裂病毒

（7+8%44+ $%&&*# -.$’2，1MG）植物表达载体和 UM1L$
瞬时表达载体、含黄瓜花叶病毒（ 0’4’(8#$ (+2%.4
-.$’2，HVG）$+ 基因的植物表达载体 UT:C5$+ 由
P.S:A T.-2B=9+* 教授惠赠，含烟草蚀纹病毒（7+8%44+
#&41 -.$’2，18G）WH5X,=基因的植物表达载体 UJLR5
%%$"由美国 Y,*O=C州立大学 R.9*N H.,,:COK=C教授惠
赠；含 "65 基因的植物表达载体 UT:C59 Z)X058M由
英国剑桥大学植物科学系 R:9 W.N*2=[[ 教授惠赠。
质粒 UZ8V51 G*BK=,购自 X,=9*O.公司。
&’&’) 试剂：1MQ;=2购自 QCS:K,=O*C公司，MIE.N*5[,**
PIE.N*及反转录酶（N-U*,NB,:UK ,*S*,N* K,.CNB,:UK.N*）
购自 X,=9*O. 公司，XHM 试剂盒及限制性内切酶购
自 1.\.M.公司，各种抗生素购自 J:O9.公司。



!"# 载体构建
根据测定的 !"#$%# &’( 和 )*+,$# &’- 分离

物的全长基因组序列（基因库登录号 !./0-123 和
!./0-12/）设计两对特异性引物 &’-$/ 45&’-$/ 6、
&’($/ 45&’($/ 6（表 2），分别以 !"#$%# &’( 和
)*+,$# &’-分离物的全基因组为模板进行 7$6扩
增，将 7$6 产物割胶纯化回收并与 89:;<= #>?*@A
连接，得到克隆 89:;=<&’-$/ 和 89:;=<&’($/，对
这两个克隆进行序列测定，以保证所克隆基因序列

的正确。以 !"# ! 和 $"%&! 分别对 89:;=<
&’($/、89:;=<&’-$/进行酶切，酶切产物经纯化回
收后插入到经同样酶消化后的中间表达载体 86=,(
中，得到克隆 86=,(<&’($/ 和 86=,(<&’-$/，再以
&’(B"对 86=,(<&’($/ 和 86=,(<&’-$/ 进行单酶
切，将酶切产物纯化回收后插入到经 &’(B"消化后
的 =6# 的 6%!(［2C］载体中，最后得到克隆 =6#<
!"#$%#$/ 和 =6#<)*+,$#$/。将 86=,(<&’($/ 和
86=,(<&’-$/经 &’(B"酶切后的酶切片段与双元
表达载体 8DE’7,F)［22］相连接，从而获得 !"#$%#和
)*+,$# 的瞬时表达载体 8DE’<!"#$%#$/ 和 8DE’<
)*+,$#$/。以 &’(B"酶切没有插入 )/ 基因的
86=,( 载体的酶切片段与经 &’(B"消化的 =6#
6%!(（7=#CC）或 8DE’7,F)载体相连接作为实验中
所用对照载体。

表 ! 载体构建及半定量 $%&’($所用的特异性引物
=+GH> 2 7AEI>A JK>B L@A M>?*@A ?@’K*AJ?*E@’ +’B K>IE<NJ+’*E*+*EM> 6=<7$6
7AEI>A %J?H>@*EB> K>NJ>’?>K（-O!3O） 6>K*AE?*E@’ KE*>K
&’-$/ 4 !$!9!9$=$!=999!9$$$=$!=!= !"#!
&’-$/ 6 $!$99!=$$==!$!==!!9!9$$=$ $"%&!
&’($/ 4 !=!9!9$=$!=9!!9!=999!$=$$ !"#!
&’($/ 6 $9$99!=$$==!!=!=!==9!999$ $"%&!
I947-<:6 4 !$$$!9!=$!=!=9!!9!99 —

I947-<:6 6 ==999!=$===$9!!!999$ —

!") 农杆菌浸润接种
构建的载体 =6#<!"#$%#$/、=6#<)*+,$#$/、

8DE’<!"#$%#$/和 8DE’<)*+,$#$/ 通过电击转化的
方式导入农杆菌 $-1 $2。挑取含有重组质粒的农杆

菌于含抗生素（PI Q 6EL，2CC#R5I,）的 ,D液体培养
基中振荡培养 (/S，离心收集菌体，用含有终浓度为
2CII@H5, ;R$H(，2CII@H5, ;:)（8& -TU）和 2-C#I@H5,
乙酰丁香酮的无菌水溶液重新悬浮，调整菌液浓度

使其 *+UCC约为 2T-左右，室温下放置 (S；用 2I,注
射器针头在供试植物叶片背部剌 ( V 3小孔，一手按
住叶面小孔处，一手用无针头的针管将菌液沿小孔

慢慢注入叶片组织空隙中。=6#载体接种时，将含
$/ 基 因 的 6%!( 载 体（ =6#<!"#$%#$/、=6#<
)*+,$#$/）的农杆菌与含有 6%!2 的农杆菌等量混
合并在室温下放置 2 V (S后进行接种。接种植物置
于 (-W培养，观察 =6#<!"#$%#$/、=6#<)*+,$#$/
接种 , X -.(/0"%’"(" 后产生的症状，并在 F#灯下
观察 2U?转基因株系接种 8DE’<!"#$%#$/ 和 8DE’<
)*+,$#$/后 947的表达情况。
!"* +,’荧光观察和拍照
农杆菌浸润接种后不同时间利用手提式长波长

紫外灯（(-/’I，2CCY DH+?Z 6+[ I@B>H D 2CC !7，
F#7，F8H+’B，$!）在暗室中对转基因本氏烟的 947
荧光进行检测，用带有 F#镜和黄色滤光片的 %EZ@’
-CCC 数码相机进行 947荧光拍照。
!"- $./的提取

=6#<!"#$%#$/或 =6#<)*+,$#$/浸润接种 , X
-.(/0"%’"(" 2/B 后 采 收 植 株 的 新 叶，8DE’<
!"#$%#$/和 8DE’<)*+,$#$/ 浸润接种转基因本氏
烟 U V 1B 后剪取叶片的浸润部分，采集材料采用
=6\]@H一步法提取植物总 6%!。
!"0 $%&’($及半定量 ’($检测
抽提的植物总 6%! 加入 -#, ^==、(#, (I@H5,

;R$H( 和 2#, 6%!+K><LA>> ^%!+K> 3_W处理 (S，处理
完毕后用酚5氯仿回收纯化，然后取 (#R 6%! 加入
@HER@ B（=）引物和反转录酶进行 ?^%!第一链的合
成。再以 ?^%!为模板，利用特异性引物（表 2）对
其进行 7$6扩增，在半定量 7$6中以延长因子< 2<!
（:H@’R+*E@’ L+?*@A 2<+H8S+ 2 R>’>，12< 2<!）作为半定量
6=<7$6的内参。分别在 2-、21、(2、(/、(_ 和 3C 个
7$6循环时取出 _#, 7$6反应产物。

# 结果

#"! /12(.2 和 3456(2 的 !* 基因是致病的决
定因子

为了明确 )/ 基因是否是一个致病决定因子，
我们分别构建了 =6# 表达 !"#$%# 和 )*+,$# )/
基因的载体。经过改造后的 =6#载体仅能在植株
上引起轻微的症状并能够侵染植物的分生组织［2(］，

因此本研究选用 =6# 作为表达 )/ 基因的病毒载
体。将含有 =6#<!"#$%#$/或 =6#<)*+,$#$/载体
的农杆菌浸润接种本氏烟，2CB 后接种植株都出现
了叶片卷曲、叶片皱缩、畸形等类似于病毒侵染所产

生的症状，2-B后接种植株的叶片出现坏死斑同时
伴随有部分叶脉的坏死；而在接种了对照空载体的

C/ ‘\a%9 bE’R ./ "3 X 54#/" 5’#67-’7378’#" !’(’#"（(CC_）/_（2）



植株中，除了 !"#病毒载体本身所引起的轻微症状
外，没有表现出任何明显的症状（图 $）。同时发现
植株在接种后所产生的症状是系统性的，即症状不

仅局限于接种叶片，在植株的新叶上也能观察到，这

表明即使 !%基因单独进行表达也能对植株的生长
发育造成明显的影响。

为了分析浸润接种的植株中 !%基因的表达情
况，在接种 $%&后，对表现出症状的植株以及对照植
株分别提取了植物总 "’(，并以 ()#*’#和 +,-.*#
的特异性引物作了反转录 /*"（"!0/*"）扩增，结果
在表现症状的植株中，都能扩增到一条 12234大小
的特异性条带，而在对照植株中则没有扩增到条带

（结果未显示），因此证明 ()#*’#和 +,-.*# !%基
因都在植株中得到了表达。

图 ! 表达 "#$%&$ 和 ’()*%$ !+的 ,-$病毒载体接
种本氏烟后诱导产生的症状

5678$ +9:4,;:< ;= " 8 #$%&’()*(%( 4>-?,< 6?=@A,@& B6,C !"# A;?<,DEA,<

@F4D@<<6?7 !% 7@?@ ;= ()#*’# ;D +,-.*#8 (：5D;: >@=, ,; D67C,，" 8

#$%&’()*(%( 4>-?,< 6?=@A,@& B6,C !"#0+,-.*#*%，!"#0()#*’#*% -?&

A;?,D;> G@A,;D；H：5D;: >@=, ,; D67C,，" 8 #$%&’()*(%( >@-G@< 6?;AE>-,@&

B6,C !"#0+,-.*#*%，!"#0()#*’#*% -?& A;?,D;> G@A,;D 8

./. 0123+ !+和 01. !+是 -&"沉默的抑制子
为了确定 ()#*’#和 +,-.*# !%基因能否抑制

"’(沉默，我们又构建了表达 !% 基因的瞬时表达
载 体 4H6?0()#*’#*% 和 4H6?0+,-.*#*%。 将
()#*’#和 +,-.*# !%的瞬时表达载体与 1I+启动
子驱动的 +,- 正义链表达载体（4H6?0:J5/I0K"）共
同浸润转 +,- 基因的本氏烟，由于外源 +,- 基因的
引入将引起转基因植株内的 +,- 基因发生沉默，因
此浸润区将在紫外灯下发出红光，但如果与之共浸

润的基因具有 "’(沉默的抑制功能，植株的浸润区
在紫外灯下仍将保持 J5/ 所特有的绿色荧光。浸
润 L M N& 后，以对照载体与 4H6?0:J5/I0K"共浸润
的浸润区由于 J5/的 :"’(被降解在紫外灯下呈

现红色；而以 4H6?0()#*’#*% 或 4H6?0+,-.*#*% 与
4H6?0:J5/I0K" 共浸润后，浸润区在紫外灯下能观
察到类似 *O# P3基因及 !K# Q*0/D;基因的农杆菌
与 4H6?0:J5/I0K" 共浸润后发出的绿色荧光（图
P）。这些结果表明，()#*’#和 +,-.*# *%蛋白是由
+,- 正义链引起的基因沉默的抑制子。

图 . ’()*%$和 "#$%&$编码的 %+蛋白抑制 "#$ 基因
的局部沉默

5678P +E44D@<<6;? ;= +,- >;A-> <6>@?A6?7 39 *% 4D;,@6? ;= +,-.*# -?&

()#*’#8!C@ >@-G@< ;= +,- ,D-?<7@?6A $LA 4>-?,< B@D@ A;06?=6>,D-,@& B6,C

*% <E44D@<<;D A;?<,DEA,< -?& 1I+：J5/ A;?<,DEA,，,C@ !K# Q*0/D; -?&

*O# P3 <E44D@<<;D A;?<,DEA,< B@D@ E<@& -< A;?,D;><8 !C@ 4C;,;7D-4C<

B@D@ ,-R@? -, N &-9< 4;<,06?=6>,D-,6;?8

利用半定量 /*"对浸润区 J5/的 :"’(水平
进行了检测，结果发现对照载体与 4H6?0:J5/I0K"
共浸润后，浸润区 J5/ 的 :"’( 水平明显比 4H6?0
()#*’#*% 或 4H6?0+,-.*#*% 与 4H6?0:J5/I0K" 共
浸润后的浸润区 J5/ :"’(的积累水平要低，而作
为 "’(定量标准的内参基因 ./0 $0!的 :"’(水平
在不同浸润组合的植株中都是相同的（图 1）。

4 讨论

0!%基因在双组份双生病毒中的功能具有多样
性，即在不同的双生病毒中，0!%基因很可能具有不

$%熊 庆等：假马鞭曲叶病毒和中国胜红蓟黄脉病毒 *%蛋白是 "’(沉默的抑制子 8 S微生物学报（P22N）%N（$）



图 ! "#$ %&’()*（+）、,-./&$ &0（++）和 12$&3$ &0（+++）抑制 !"#基因沉默的本氏烟植物的半定量 4"’(&4检测
!"#$% &’(")*+,-.".,."/’ 01)230 ,-,456"6 6789"-# .7’ ’::’;. 8: 6+<<=’66"8- 8: !"# 6"4’-;"-# 9".7 1>? @3)2=8（A），&.,B3? 3C（D）,-E AF?3G? 3C（3）

"- $ $ %&’()*+,*’* $（,）230 <=8E+;.6 :8= ’48-#,."8- :,;.8= H),4,<7,（-.) H)!）E’="/’E :=8( $ $ %&’()*+,*’* 4’,/’6 ,#=8)"-:"4.=,.’E 9".7 <D"-)(I!2J)>0

,-E .7’ ;8-.=84 /’;.8=（4’:.）8= 9".7 <D"-)(I!2J)>0 ,-E 1>? @3)2=8（A，="#7.），<D"-)(I!2J)>0 ,-E &.,B3? 3C（D，="#7.）8= <D"-)(I!2J)>0 ,-E

AF?3G? 3C（3，="#7.）$ I’-’ -.) H)! 6’=/’E ,6 ,- "-.’=-,4 ;8-.=84 :8= 0GA *+,-.".5 "- 01)230；（K）230 <=8E+;.6 8: !"# #’-’ :=8( 6"4’-;’E $ $

%&’()*+,*’* 4’,/’6 ,#=8)"-:"4.=,.’E 9".7 <D"-)(I!2J)>0 ,-E .7’ ;8-.=84 /’;.8=（4’:.）8= -8-)6"4’-;’E $ $ %&’()*+,*’* 4’,/’6 ,#=8)"-:"4.=,.’E 9".7 1>? @3)

2=8（A，="#7.），<D"-)(I!2J)>0 ,-E &.,B3? 3C（D，="#7.）8= <D"-)(I!2J)>0 ,-E AF?3G? 3C（3，="#7.）$ B,-’6 H L M ;8==’6<8-E .8 <=8E+;.6 :=8( 230

;5;4’ -+(K’=6 HJ，HN，OH，OC，OP ,-E %QRB,-’ P =’<=’6’-.6 .7’ -’#,."/’ ;8-.=84 $ B,-’ S =’<=’6’-.6 (84’;+4,= (,66 (,=T’= $

!熊 庆 $海南杂草双生病毒的分子鉴定及病毒致病性研究 $浙江大学博士学位论文 $ OQQJR

同的功能，迄今为止，/0C 基因的功能还不是很明
确［HQ］。但在多数单组份双生病毒中，0C基因是一
类主要的致病因子。在转基因植物中表达烟草曲叶

病毒（12%*332 4&*" 3564 7,658，18B3?）的 0C基因可以
诱导植物产生类似病毒侵染的症状［H%］；番茄黄曲叶

病毒（12+*(2 9&442: 4&*" 3564 7,658，1FB3?）的 0C基因
则与病毒在寄主植物中的移动有关［HC］。由于本研

究中所采用的两种病毒 AF?3G?!和 &.,B3?［HJ］都已
被证实是单组份病毒，因此为了确定病毒的 0C 基
因是否与致病有关，我们对 AF?3G? 和 &.,B3? 0C
的基因功能进行了研究，在寄主植物中单独对上述

两种病毒的 0C基因进行表达都能诱导植物产生相
应的症状。浸润接种 AF?3G?或 &.,B3? 0C基因的
本氏烟产生的症状极其相似，都表现为叶片卷曲、畸

形，叶片坏死，这与已报道的甜菜曲顶病毒（ ;&&(
35649 (2# 7,658，D31?）0C 基因［HM］的功能类似，因此
AF?3G?或 &.,B3?的 0C基因很可能也参与了寄主
植物细胞分裂的调控。10?病毒载体可以在寄主中
高水平表达 AF?3G?或 &.,B3?的 0C基因，而在正
常情况下 0C基因的表达会受到病毒基因组中其它
基因的调控［HP］，因此单独在植物中表达 0C 基因引
起的症状较严重。对 AF?3G?或 &.,B3? 3C蛋白的
氨基酸序列进行比较发现，它们之间的同源性很低，

但是它们在功能上却具有趋同性，与此相反的是番

茄曲叶病毒（12+*(2 4&*" 3564 7,658，1B3?）的 0C基因

与 1FB33G?的 0C基因具有极高的同源性，但它们
却表现出不同的功能，在植物中表达 1B3?的 0C基
因可以引起植物叶片皱缩、畸形，而表达 1FB33G?
的 0C基因却不能影响植物细胞周期的调控，在本
氏烟中以 2?U载体表达 1FB33G?的 0C 基因并不
能引起明显症状［HN］。

为了证明 AF?3G? 和 &.,B3? 3C 蛋白是否是
0GA沉默的抑制子，我们对它们作了沉默抑制分
析，表达 AF?3G?或 &.,B3? 0C基因的瞬时表达载
体都能抑制 !"# 基因的局部 0GA沉默，使浸润区在
紫外灯下仍保持 I!2蛋白所特有的绿色荧光。利
用 01)230对浸润区 I!2蛋白 (0GA进行的检测表
明 AF?3G?和 &.,B3? 3C蛋白均能阻止沉默中 I!2
蛋白 (0GA 的降解，根据以上结果，我们认为
AF?3G?和 &.,B3?的 3C蛋白是 0GA沉默的抑制子。

0GA沉默在植物与病毒的进化过程中具有十
分重要的作用，作为植物来说，它需要一种机制来保

护自身不受病毒侵染，病毒为了成功侵染寄主，相应

的也需要一种机制来对抗寄主植物的防卫反应，因

此在 0GA沉默与沉默的抑制间存在着一种平衡，这
种平衡极大地影响了病毒与寄主间的互作［HV］。对

沉默以及沉默抑制机制的了解具有极其重要的意

义，因此为了更好地了解及应用 0GA的沉默与沉默
抑制，我们必须对病毒的致病机理及病毒与植物间

的互作展开深入研究。
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