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黄瓜花叶病毒!"#$载体在烟草细胞中表达外源基因

雷万里 方荣祥" 张国华
（中国科学院微生物研究所植物生物技术开放实验室，北京 !$$$2$）

摘 要 为了探讨利用黄瓜花叶病毒（AB%）构建表达载体的可行性，分离了山东株（CD）AB%E)F1的全长

@D)F。测定其全序列后，采用定点突变的方法在衣壳蛋白（AG）基因起始密码子处改造出一个3&#"位点，可将外

源基因引入3&#"位点和AG基因终止密码子上游附近的4"("或5+,"位点而置换掉AG基因。分别用绿色荧光

蛋白（H8G）基因、#0葡糖醛酸酶（HIC）基因以及小鼠二氢叶酸还原酶（DJ8E）基因1种报告基因置换AG基因。将

8,/株AB%E)F!、E)F#和CD0AB%嵌合E)F1的@D)F分别插入KA+??载体的17C启动子和终止子之间，将

构建的置换型载体直接以质粒的方式转染烟草原生质体，表达了1种报告基因。
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由于可以快速高效表达外源蛋白，以及研究植

物与病原体的相互作用，植物病毒载体应用得越来

越广泛［!］。黄瓜花叶病毒（AB%）属于雀麦花叶病

毒（NB%）科黄瓜花叶病毒属，可侵染27科!$$$多

种植物［#，1］，适于构建植物病毒载体。AB%基因组

由三个正链E)F分子组成，按分子量由大到小的

顺序命名为E)F!、E)F#和E)F1［1］。E)F!
和E)F#编码AB%E)F依赖性E)F聚合酶的

重要组分!+和#+蛋白［4］，不需要E)F1的存在即

可独立复制［7］，预示着E)F1上编码移动蛋白（1+）

和衣壳蛋白（AG）的基因都可被外源基因置换。鉴

于置换AG基因比置换1+基因更能高效地表达外

源基因［3］，因此用AB%构建载体时，宜用外源基因

置换AB%的AG基因。我们用1种报告基因分别

置换山东株（CD）AB%E)F1的AG基因，将嵌合

CDE)F1和8,/株的E)F!与E)F#的@D)F
分别克隆在17C启动子和终止子之间构建成置换型

载体，以D)F的方式直接转染烟草原生质体，表达

了三种报告基因，表明AB%可用于构建表达载体。

% 材料与方法

%&% 质粒

KH:B05载体为G.&;6>+公司产品；KA+??#质

粒［"］由丁守伟博士惠赠；含H8G基因的KNO)17C0

61-7:E质 粒［2］由 J+?6’&==博 士 惠 赠；含8,/株

AB%E)F!和E)F#全长@D)F的质粒8,/!$M
与8,/#$M由E<PP&等构建［M］，中国农业大学于嘉林

教授提供；含#0糖醛酸酶（HIC）基因和小鼠二氢叶

酸还原酶（DJ8E）基因的质粒由本实验室保存。

%&’ 细胞系及毒株

烟草NQ0#悬浮细胞系由本实验室保存；山东

株黄瓜花叶病毒（CD0AB%）分离自山东大田感病烟

草，本实验室保存。

%&( 引物

构建AB%载体所用引物的名称及其序列见表!。

%&) *"+,-./#$(全长!"#$克隆及序列测定

CD0AB%病毒粒子提纯及E)F提取方法参见

文献［!$］。比较H6,N+,R中AB%E)F1序列同

源性，根据7S端和1S端的保守序列分别合成引物E7
和E1，按文献［!!］进行E)F直接测序和用H<T@&0
NEU公司试剂盒进行1SEFA:测定CDE)F1的

7S和1S末端序列。根据测得的末端序列合成引物

G7与 G1，通 过 E50GAE 合 成 CDE)F1全 长

@D)F，克隆到KH:B05载体中，命名为K581。

利用D)FCOC对H6,N+,R中AB%毒株E)F
1部分及全序列酶切位点进行分析，采用多种限制

酶进行酶解，构建出CD0AB%E)F1全长@D)F的

物理图谱，并据此进行亚克隆（图!）：利用5+,"酶



表! 构建"#$载体所用引物

%&’()! *+,-)+./.)012324.1+/31"#$)56+)..,247)312+

!"#$%" &%’(%)*%

+, ,-./001122///200/1.3-

+3 ,-.112100/100/2011/022.3-

!, ,-.01/021//1011/00/0121.3-（4）

!3 ,-.022/100122101001/1/.3-（5）

6 ,-.2102/211/120/1///1012//10.3-（3）

& ,-.2200222/10/1202/02.3-

27 ,-.//120/12//2/01//1011111010.3-（3）

28 ,-./0102/2//2010/10/1211121/1.3-（9）

2(:7 ,-.//120/12//2/01//1011111010.3-（3）

2(:8 ,-./0102/2//2010/10/1211121/1.3-（9）

87 ,-.//120/1221102/00/112//0.3-（3）

88 ,-./0102/211/1/0112/1200111110.3-（9）

;7 ,-.2111/111/0//2/2021/0.3-

;48 ,-./2/2101/2/0//102/2.3-（,）

;58 ,-.10010222/212102/0/00.3-（<）

+%:="#*=#>)%)?>)(*@%A:%"%*>B)#=#>):%’(%)*%:A??%?#)=C%D"#$%":

A"%()?%"@#)%?：（4）!"#EF；（5）$#%GF；（3）&’(F；（9）)*+F；（,）),#F；

（<）!#-F。

切D1;3，回收3个片段，带有D2H6.1载体骨架的

片段自连即为一个亚克隆；另外两个片段克隆进

DE@(%:*"#D=&I载体（&="A=AB%)%）的!#-!位点，用

!#-!和!.#!酶切含较大片段的DE@(%:*"#D=&I载

体，回收含+J/3*8J/序列的两个小片段，分别

克隆进!#-!和/.++K酶切的DE@(%:*"#D=&I。采

用双脱氧链末端终止法测定各亚克隆的序列，在此

基础上合成L个引物（&84至&8L，见图4），挑取两

图4 &8.06K+J/3全长*8J/测序策略

;#BM4 &%’(%)*#)B:="A=%BN>O=C%O(@@.@%)B=C
*8J/O">$&8.06K+J/3

&%’(%)*#)BD"#$%":：!7)#P%":A@D"#$%":1Q，13>"&!<M

"&N)=C%=#*:D%*#O#*D"#$%":M

&84：,-.202012/1//020.3- &85：,-.//02/22220022.3-

&83：,-.1202020/212/210.3- &89：,-.1/020/102///20.3-

&8,：,-.2/211//1K0011120.3-&8<：,-./120202///0//20110.3-

&8Q：,-.122/1011//2/210.3- &8L：,-.2/220/001112.3-

个全长*8J/克隆进行序列测定，以确保获得完整

的&8+J/3序列。实验中所用限制酶均为J%R
H)B@A)?E#>.SAT:公司产品，&%’(%)A:%K%":#>)5UV
测序 试 剂 盒 为 7&E 公 司 产 品，".3,&.?/1! 为

8(!>)=公司产品。

!89 :;<"#$=>?@置换盒的构建及引入报告基因

以D1;3为模板，按照0@>)=%*C定点突变试剂

盒说明书用突变引物6和选择引物&进行定点突

变，在&8+J/3*8J/的0!基因起始密码子处造

出一个&’(!位点。由于D2H6.1载体含有一个

&’(!位点，将改造后的*8J/转移到预先消除了

)*+!位点的DE@(%:*"#D=&I中，构建的置换盒命名

为D&83（图5）。

图5 由&8.06K+J/3*8J/构建的置换盒（D&83）和

引入报告基因示意图

;#BM5 +%D@A*%$%)=*A::%==%*>):="(*=%?R#=C06K+J/3*8J/
&=#DD@%?T>W：=C%06K0!*>?#)B:%’(%)*%；%$D=NT>W：=C%"%D>"=%"

B%)%*>?#)B:%’(%)*%；J：&’(!；X：)*+!；&：!#-!；

JJJ：=C%:%*>)?*>?>)>O=C%"%D>"=%"B%)%；=C%A:=%"#:Y（#）

"%D"%:%)=::=>D*>?>)>O=C%"%D>"=%"B%)%

以各母源质粒为模板，用引物27／28、2(:7／

2(:8和87／88对2;!、27&和8G;+基因进行

!0+扩增，扩增产物先分别克隆到D2H6.1载体

中，用&’(!和)*+!切出，连接到相应酶切处理的

D&83中置换掉0!基因，并通过&’(!酶切和19
8J/聚合酶处理成平端后自连，恢复各报告基因的

起始密码子（图5）。

!8A "#$载体构建

为了方便克隆，将DE@(%:*"#D=&I中的多克隆

位点用01"!和!#.!切出，连接到D0A::5中，命

名为D0A::I&（图3）。以;)N4VZ为模板，用引物

;7和;48进行!0+，分离;)N+J/4,-*8J/
（3LLTD），产物经198J/聚合酶处理成平端后用
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!"#!酶切，连接到!"#$$%&的$%&!和!"#!位

点之间。’()*+,经’(%!酶切、-./01聚合酶削

平后，用 !"#!酶 切；同 时 将!2345$678!9&% 用

)*%!酶切、-./01聚合酶补平和!"#!酶切。

把’():01*;<6/01克隆到处理好的!2345$678!9
&%中，再用!"#!和$#+!切出连接到!"#$$%&中

’():01*的=<6/01之后。含’():01*全长

6/01的克隆命名为!"#$$’*。

图; 克隆载体!"#$$%&的结构示意图及构建的">?载体体系

’8@A; &97469475BC9D563B(8(@E569B7!"#$$%&#(FC433G35(@9D6/0163B(5$BC’()G">?:01$*#(F
H#(F9D56D8I5786&/G">?:01;J89D"K@5(575!3#65FL)75!B7957@5(5$

1A>B35643#7$97469475BC63B(8(@E569B7!"#$$%&A&%G>"&：I4398!3563B(8(@$895$C7BI!2345$678!9&%A

2A">?GL#$5F5M!75$$8B(6#$$5995$7535#$5FL)7535E#(95(FB(4635#$5F8@5$98B(L5CB758(B643#98B(A

;=&K：;=&!7BIB957J89D9D5F4!386#95F5(D#(657；;=&-：;=&957I8(#9B7A

以’()H+,为 模 板，用 引 物’N和’H/进 行

K":，分离’():01H=<端6/01（*O+L!），产物经

-./01聚合酶处理成平端后用$#,!酶切，连接

到!"#$$%&的$%&!和$#,!位点之间。用$#,!
和’(%!酶切’()H+,，将’():01H;<6/01克隆

到用$#,!与’(%!酶切处理的!2345$678!9&%中，

再用$#,!和$#+!切出连接到!"#$$%&中’()
:01H的=<6/01 之 后。含 ’():01H全 长

6/01的克隆命名为!"#$$’H。

通过 $#+! 酶 切 和 -./01 聚 合 酶 处 理

!"#$$%&以缺失$#+!位点，随后用-#.PQ和’/&
"切出含有;=&终止子的序列，连接到!N"*,的

-#.PQ和$.#!位点之间。用$0#2Q和-#.PQ
从!&/;中 切 出;种 嵌 合6/01，分 别 克 隆 到

!"#$$%&的$%&!和-#.PQ位点中，再用120F#
和-#.PQ切出，将含有;=&启动子的嵌合6/01
克隆到!N"*,中的;=&终止子之前，分别命名为

!"#$$&/;：R’K、!"#$$&/;：RN& 和 !"#$$&/;：

/P’:。

!"# 置换型载体的测试

烟草悬浮细胞2SGH的培养及原生质体的制备

参见文献［*H］；根据/#II等的方法［*;］进行KTR
介导转染；按照&#4(F57$等的方法［*.］进行电击转

染。转染 时 将 含 有 嵌 合:01;6/01的 质 粒 用

120F#和 $#+!进 行 酶 切，与 ’/&"酶 切 的

!"#$$’H和!"#$$’*质粒按*+$@、*H$@和*.$@的比

例混匀，接种体系见图;。以*+$@酶切处理的含相

应嵌合:01;6/01的质粒做为阴性对照转染原

生质体。接种时加入*+$@鲑精/01或不加鲑精

/01，以分析其对转染效率的影响。用RN&报告

基因验证">?载体时，以!2QHH*作为阳性对照，

以含荧光蛋白酶（UN"）基因的质粒作为内标。分

析 小 鼠 的 /P’: 基 因 时，向 培 养 基 中 加 入

HV=$IB3／U氨甲基蝶呤筛选转染了">?6/01载

体的原生质体。

培养H.D后，取*+$U转染的原生质体于荧光

H. 生 物 工 程 学 报 *W卷



显微镜（!"#$%&’，()*+,）下检测-./并拍照记录。

-01活性测定参见234435’67的方法［89］。根据细胞

在选择培养基中的存活情况结合:;*/<:分析是

否存在含=>.:基因的嵌合1=*<?@:ABC来判

定是否表达了=>.:。在阴性对照细胞全部死亡

后，提取转染了<?@载体的所有存活原生质体中

的:AB（方法参见文献［8+］），经无:AD’3的=AD’3
（/56$3ED）处 理 后，用 引 物==进 行 逆 转 录，并 与

1=F一起进行/<:扩增。

! 结 果

!"# $%&’()*+,-全长.%+,序列分析及置换

盒的构建

根据测序结果得知，1=*<?@:ABC全长GG8H
个核苷酸，CD基因从8GG位到H9I位核苷酸，编码

GFH个氨基酸；</基因从8G+G位到8H89位核苷

酸，编 码G8I个 氨 基 酸。测 得 的 序 列 已 登 录 到

==(2，获得登记号B(,,IFFF。同源性比较结果显

示1=*<?@:ABC与.7#*<?@和J*<?@:ABC
同源性分别为HCK与FLK，根据目前公认的亚组分

类标准［8F］，1=属于第M亚组。:66’’N7OP等［8I］根据

-37(D7P中所有<?@:ABC部分以及全序列构建

出进化树，发现可将<?@划分为MB、M(和MM三个

亚组，1=被划分到M(亚组。

在获得序列的基础上，设计引物进行定点突变。

突变引物?将</基因第二个密码子的碱基-和<
分别突变为<和;（图G，黑体加框显示），从而改造

出一个!"#!位点（黑体黑示）。外源基因可以插入

!"#!和靠近</基因终止密码子的$%&!或’()!
位点（分别位于</基因终止密码子上游FI与9G
个核苷酸），从而将1=*<?@:ABCO=AB构建成

一个置换盒。

!"! 置换型载体的构建

将C种报告基因分别插入%1=C的!"#!和

$%&!位点置换掉</基因，再用!"#!酶切和;L
=AB聚合酶处理，恢复了各自的起始密码子（图

G）。将嵌合1=:ABC及.7#:AB8和:ABG的

O=AB9Q端以平端的方式连接到%<D’’R1载体的

’*+!位点之后，可以确保转录出的病毒:AB9Q端

没有附加碱基。

!"- 置换型载体的测试

由植物病毒构建的置换型载体一般用体外转录

的病毒基因组:AB转染原生质体，验证构建载体

的可行性。我们直接利用克隆在C91启动子和终止

子之间的病毒O=AB，通过转染原生质体，也表达了

C种报告基因。=N7E等［8H］发现直接利用J*<?@
O=AB时，用限制酶酶切释放含C91启动子和终止

子的病毒O=AB，可以增加侵染能力，因此接种前将

<?@载体的C个组分都用相应的限制酶进行了酶

切处理（图C）。

携带-./基因的<?@载体转染烟草原生质

体后，荧光显微镜下表达-./的细胞呈现翠绿色，

很容易和未表达-./的原生质体区分开来（结果未

列出）。通过计算转染原生质体中表达-./的细胞

数可以得到转染效率。电击与/S-介导两种方式

的转染效率都较低，介于8／89,"8／G,,。加入鲑精

=AB后，转染效率未见改变。

活性分析证实<?@O=AB载体表达了-01。

虽然加入鲑精=AB未能提高转染效率，但-01的

相对活性增加了近8倍（图L），或许是鲑精=AB保

护了接种的<?@载体组分不被宿主细胞降解。同

时<?@载体能表达-01，显示可以容忍较大的外

源基因，因为-01基因的大小是</基因的GTI
倍。从图L可知，<?@载体的表达水平较低，与

%(MGG8的表达水平相似。不过<?@载体需要C个

组份同时转入一个细胞才能表达外源基因，而一旦

转录出病毒基因组:AB（包括嵌合:AB），又能在

细胞质中复制而扩增了外源基因，因此不能直接比

较二者的表达水平。

图L 含-01基因的<?@载体与%(MGG8在原生质体中的

表达水平（以经过U0<活性校正的-01相对活性表示）

.NEVL SW%53’’N6764-01N7X6YDOO6%56X6%"D’X’
456$<?@Z3OX65（-01）D7[%(MGG8

;\353"DXNZ3DOXNZNXN3’64-01D53OD"O&"DX3[Y#765$D"N]DXN67 N̂X\X\3

"&ON435D’3DOXNZNXN3’V;6YDOO6(_*G%56X6%"D’X’ 3̂53X5D7’43OX3[

N̂X\（8）65 N̂X\6&XOD55N35=AB（G）V

在含GT9#$6"／U氨甲基蝶呤的培养基中，阴性

对照细胞在第L天就全部死亡，而转染<?@载体
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的原生质体中有少数细胞可存活至第!天终止实验

时，看来"#$%&’(载体表达了&)*+，并赋予这

些细胞对氨甲基蝶呤的抗性。+,-."+结果（未列

出）也显示转染"#$%&’(载体的存活原生质体

中，存在含&)*+基因的嵌合/&-"#$+’(0。

! 讨 论

我们在前期实验中发现，*12+’(3和+’(4
%&’(的体外转录产物可以支持/&-"#$+’(0
在原生质体中的增殖并表达".（结果未列出），因此

在本实验中应用*12+’(3和+’(4的%&’(与

嵌合/&+’(0的%&’(一起构建"#$表达载

体。通过转染原生质体，证实节段重配（5678619:6-
;55<:98619）的"#$+’(基因组的0个组份%&’(
可做为载体表达外源基因。这是首次直接利用克隆

在0=/启动子和终止子之间的"#$%&’(载体在

原生质体中表达外源基因的报道。直接操作克隆在

0=/启动子和终止子之间的病毒%&’(，不仅比通

常采用的操作体外转录的+’(更方便快捷，而且

可以确保在宿主细胞核内转录而来的基因组+’(
分子=>端没有附加碱基，而通常一个附加碱基就能

导致一些植物正链+’(病毒（如?#$）复制水平

下降3@@@倍左右［4@］。

/;A1B6:5等［3C］通过电击法用野生型"#$基因

组+’(转染原生质体时，转染效率高达D@E，我们

采用电击和.FG介导两种方法直接用%&’(转染

原生质体时，效率都很低。虽然"#$的%&’(克

隆在0=/启动子之后可以避免转录出的病毒基因组

+’(=>端带有非病毒基因组的碱基，但不能避免转

录产物0>端携带很长非病毒的核酸序列，而0>端携

带其它序列也能影响病毒基因组+’(分子的复

制，例如0>端携带非病毒碱基数超过C4个时，?#$
+’(就不能复制［43］。由H";55载体转录而来 的

"#$+’(0>端携带来自0=/终止子的序列（超过

3DC个核苷酸），可能也影响了病毒基因组+’(分

子（包括嵌合+’(0）的复制而表现出很低的转染

效率。此外，用%&’(直接转染时，0个%&’(组份

必须同时转入一个细胞，转移进去的0个组份都必

须进入细胞核，必须都能获得转录并运输到细胞质

中，才能启动+’(分子复制和表达外源基因，这些

都可能导致转染效率较低，并表现出较低的表达水

平。不过用原生质体表达外源基因本来就存在产量

低而成本高的问题，因此一般也只用于验证构建载

体的可行性［3］。因此，尽管直接用"#$%&’(载

体转染原生质体的表达水平有限，但我们的实验结

果证实了"#$可以构建为表达载体。若能反式提

供".，构建的置换型载体有望以互补型载体的方式

接种植株，由转基因表达的".协助置换型"#$载

体在接种植株内系统移动，从而在植株水平上大量

表达外源基因。
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综述专栏稿约

《生物工程学报》自!@@A年恢复开辟“综述”专栏以来，一直受到广大读者的关注。但是，在编辑部筛选大量综述稿件的过

程中，也发现具备新颖、全面和有一定高度的文章较少。当今生物技术的发展日新月异，像生物芯片、人类基因组、基因治疗、

干细胞培养、克隆技术等，无一不是读者最关心的热点和前沿问题。我们真诚地欢迎生物技术各领域的专家、学者，结合自己

的工作，对本领域最新的科研动态、发展方向，或者是学术争鸣，加以客观的评述及报道。文章不需太长，DLLL字以内最好，需

要有中英文摘要。特别优秀的文章我们将在C个月内刊出，稿酬从优。

来稿请在信封及论文题目的右上角注明是“综述”，以便尽快送审。

欢 迎 踊 跃 投 稿！
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