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农业生物技术                                                               

翻译后修饰可能影响黄瓜花叶病毒 2b 蛋白抑制子活性

及稳定性 

李沫 1,3，贾燕涛 1,2，方荣祥 1,2 
1 中国科学院微生物研究所 植物基因组学国家重点实验室，北京 100101 
2 国家植物基因研究中心，北京 100101 
3 中国科学院研究生院，北京 100049 

摘  要: 黄瓜花叶病毒 (Cucumber mosaic virus，CMV) 编码的 2b 蛋白具有 RNA 沉默抑制子功能，为了研究翻译后修

饰对 2b 功能的影响，利用反向 PCR 定点突变方法对 CMV-Q 株系 2b 蛋白的 1 个预测的磷酸化位点 (S40) 和 2 个预测

的泛素化/SUMO 化位点 (K22，K39) 进行了点突变，同时将点突变体插入植物表达载体。通过农杆菌共注射法对 3 个

2b 突变体的抑制子活性进行了分析，结果证明，当 S40 突变为 A (2bS40A) 后，2b 抑制局部和系统沉默的活性均大幅降

低；当 K22 突变为 R (2bK22R) 后，2b 的抑制子活性无明显变化；而将 K22 和 K39 均突变为 R (2bK22R/K39R) 后，2b 抑

制系统沉默的活性则大幅减弱。对叶片中 2b 突变体的蛋白含量的 Western blotting 检测表明，与野生型 2b 蛋白相比，

2bK22R 在植物中积累水平变化不大，而 2bS40A 和 2bK22R/K39R 的蛋白积累量则明显降低，说明 K39 和 S40 位点在维持 2b

蛋白的抑制子活性及其在植物细胞中的稳定性方面起重要作用。 

关键词 : 黄瓜花叶病毒，2b 蛋白，翻译后修饰，抑制子活性，蛋白稳定性 
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Abstract:  To gain insights into the function of potential post-translational modifications on the activity of the Cucumber mosaic 
virus (CMV)-encoded silencing suppressor protein 2b, one predicted phosphorylation site (S40) and two predicted 
ubiquitination/sumoylation sites (K22 and K39) in CMV-Q2b protein were individually or simultaneously mutated by site-directed 
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mutagenesis methods. These Q2b mutants were inserted into plant expression vectors, expressed in plant leaves, and then analyzed 
for their silencing suppressor activities. The results showed that S40A mutation greatly impaired both the local and systemic silencing 
suppressor activity, and the K22R mutation has no significant effect on the suppressor activity, while the K22R/K39R double 
mutation reduced the systemic silencing suppressor activity. To test if the decrease of suppressor activity were due to protein 
accumulation changes, western blot were performed to moniter the protein level of Q2b mutants. The results indicated that mutations 
of both K22 and K39 to R or S40 to A all significantly reduced the accumulation of the Q2b protein in plants, while the single 
mutation of K22 to R did not alter the accumulation of Q2b protein, suggesting that two potential post-translational modification 
sites, K39 and S40, contribute to the suppressor activity and stability of 2b protein in plant cells. 

Keywords:  Cucumber mosaic virus, 2b protein, post-translational modifications, suppressor activity, protein stability 

黄瓜花叶病毒 (Cucumber mosaic virus，CMV) 

是雀麦花叶病毒科黄瓜花叶病毒属的典型成员，为

单链正义三分体 RNA 病毒[1-2]，是寄主种类最多、

分布最广、对农作物危害最为严重的植物病毒之一。

CMV RNA2 编码的 2b 蛋白通过 RNA2 产生的亚基

因组 RNA4A 表达[3]。RNA 沉默系统是植物重要的

抗病毒防御机制，针对这套防御机制，病毒进化出

抑制子蛋白来帮助自身成功侵染寄主。2b 是 CMV

的 RNA 沉默抑制子[4]，可以抑制寄主 RNA 沉默系

统对病毒 RNA 的降解，促进病毒在寄主植物内的长

距离运动[5]和细胞间运动[6]，还可抑制水杨酸介导的

病毒抗性[7]，干扰 RNA 引发的 DNA 甲基化[8]。据

文献报道 2b可以通过与 AGO1蛋白相互作用抑制其

对 RNA 剪切来行使抑制子功能[9]，或结合小分子

RNA[10-11]和 AGO4 蛋白[12]从而抑制 RNA 沉默。这

些研究为阐明 2b 的功能机理提供了证据。 

研究发现，2b 蛋白序列中的一些关键结构域和

氨基酸位点能够影响 2b 的活性。将 CMV Q 株系 2b 

(Q2b) 中 22KRRRRR27 序列全部用 A 替换，则抑制

系统沉默的活性丧失 [13]；将 CMV Fny 株系 2b 

(Fny2b) 序列中 22KKQRRR27、33RRER36 和 39KSPSE43

中的任一区段缺失，突变体均不能抑制局部沉默，

并且结合 siRNA 能力减弱 [12]；CMV SD 株系 2b 

(SD2b) 缺失 64ELIEMYHH71 区段后，抑制子活性仅

为缺失前的 1/18[14]；将 CMV CM95R 株系编码的 2b

蛋白序列中 R46 突变为 C 后，抑制子活性减弱，结

合 siRNA 能力减弱[11]。抑制子活性减弱往往伴随结

合 siRNA 能力的减弱，由此可见，与 siRNA 结合是

2b 行使抑制子功能的一个重要途径。 

Q2b 是比较弱的 RNA 沉默抑制子。Q2b 蛋白序

列中的 39KSPSE43 区段是一个保守的 CKⅡ磷酸化识

别基序[13]，在几乎所有 2b 蛋白序列中都存在，预测

S40 位点可能为磷酸化修饰位点。磷酸化是植物蛋

白最主要的翻译后修饰，在防御信号级联反应中起

重要作用。Q2b 中仅含 2 个赖氨酸残基  (K22，

K39)，分别位于核定位信号区[13,15]和磷酸化区[13]。

赖氨酸往往是泛素化或 SUMO 化等翻译后修饰位

点，被修饰蛋白的功能活性常常通过亚细胞定位改

变或蛋白降解等过程得以调控。为了研究植物翻译

后修饰系统是否通过针对 2b 的修饰而抑制 2b 活性、

保护自身不被病毒感染，或者 CMV 是否利用寄主

植物的翻译后修饰系统激活 2b 的活性帮助病毒感

染，将上述 S40、K22 和 K39 位点分别突变，并对

突变体的功能活性进行检测分析。结果显示，这些

潜在翻译后修饰位点参与调控 Q2b 的抑制子活性及

蛋白稳定性。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料 
本名烟 Nicotiana benthamiana 种子为本实验室

保存，GFP 转基因本名烟株系 16c 种子为英国剑桥

大学植物学系 Dr. David Baulcombe 惠赠。所有植物

都在土中萌发，之后移入小盆，在温室中培养，温

度 25 ℃，16 h 光照，8 h 黑暗。待生长有 5~6 片成

熟叶片时即可用于农杆菌注射。 
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1.2  质粒载体与菌株 
含 Q2b 表达框的载体 p35S-Q2b-3HA 为本实验

室构建。二元载体 pCAMBIA1300 和含有 GFP 表达

框 (35S:GFP) 的二元载体 pCAMBIA1302 为 Dr. R. 

Jefferson 惠赠。大肠杆菌菌株 E. coli JM109、

XL-BLUE 和农杆菌菌株 A. tumefaciens EHA105 为

本实验室保存。 

1.3  Q2b 定点突变体表达载体的构建 
基因定点突变试剂盒购自 STRATAGENE。按使

用说明设计引物，以 p35S-Q2b-3HA 为模板进行反

向 PCR，反应条件为：95  5 min℃ ；95  30 s℃ ，55  ℃

30 s，72  10 min℃ ，24 个循环；72  10 min℃ ；4  ℃

5 min。所得产物用 Dpn I 消化，37  1℃  h，转化

XL-BLUE 感受态细胞，在含氨苄青霉素 (100 µg/mL) 

的 LB 平板上筛选阳性克隆，测序确定是否正确突变。 

从正确克隆提取质粒，用 Hind Ⅲ消化，从琼脂

糖凝胶中回收含 C 末端 3HA 标签的 Q2b 及其突变

体表达框片段，与用 Hind Ⅲ消化的 pCAMBIA1300

载体连接，转化 JM109 感受态细胞，在含卡那霉素 

(50 µg/mL) 的 LB 平板上筛选阳性克隆，菌落 PCR

并提质粒 Hind Ⅲ酶切鉴定其是否正确。正确克隆即

为 C 末端含有 3HA 标签的 Q2b 及其定点突变体的

植物表达载体。本文中所指的 Q2b 及其突变体蛋白

均含有 C 末端 3HA 标签。 

1.4  农杆菌注射及 GFP 观察记录 
用重组植物表达载体转化根癌农杆菌 EHA105

感受态细胞，在含利福平 (30 µg/mL) 和卡那霉素 

(50 µg/mL) 的 LB 平板上筛选转化子，菌落 PCR 鉴

定正确后，转入含利福平 (30 µg/mL) 和卡那霉素 

(50 µg/mL) 的液体 LB 培养基，28 ℃、220 r/min 振

荡培养 24 h。取 20 µL 转入 3 mL 新鲜液体 LB 培养

基 (含卡那霉素 50 µg/mL，MES 10 mmol/L，乙酰

丁香酮 20 µmol/L)，28 ℃、220 r/min 振荡培养 12 h。

3 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，用接种缓冲液  

(10 mmol/L MgCl2， 10 mmol/L MES pH 5.6，

100 μmol/L 乙酰丁香酮) 重悬，调整菌液浓度至

OD600 为 1.0。25 ℃静置 3 h 后注射叶片。选择本名

烟或 16c 植物顶端第 2 片和第 3 片平展的叶片，用

无针头的针管将菌液注入叶片背面表皮。注射后的

植物继续在 25 ℃、16 h 光照、8 h 黑暗条件下培养。

用 100 W 的手提长波长紫外灯  (CA Black Ray 

model B 100AP) 于暗处照射注射叶片和整株植物，

观测 GFP 的绿色荧光。使用 Canon EOS400D 数码

相机拍照，镜头加 UV 镜和黄色滤光片。 

1.5  Western blotting 分析 
提取叶片总蛋白，用 10％ Bis-Tris-聚丙烯酰胺

凝胶在 MES-SDS 电泳缓冲液中进行电泳分离，将胶

内蛋白湿法转至 PVDF 膜 (Millipore) 上，条件为恒

压 80 V，100 min。用抗 GFP 的兔来源多克隆抗体

或抗 HA 的鼠来源单克隆抗体孵育，再用碱性磷酸

酶标记的羊抗兔或羊抗鼠抗体 (Promega) 孵育。用

BCIP/NBT 系统 (Promega) 显色。每组实验均重复

5 次以上，选择其中最显著的效果图。 

2  结果 

2.1  S40 位点突变后 Q2b 抑制子活性下降 
通过农杆菌共注射将 GFP 和 Q2b 或 Q2bS40A 在

野生型本名烟叶片中共表达，3 d 后在紫外光下拍照

记录注射叶片中 GFP 的表达情况以检测 Q2b 及

Q2bS40A 抑制局部沉默的活性[4,16]，并通过 Western 

blotting 检测叶片浸润部位中的 GFP 表达量。结果

显示，当 S40 突变为 A 后，Q2bS40A 抑制局部沉默的

活性大幅削弱 (图 1)。与单独表达 GFP 的叶片相比，

与 Q2b 共表达的 GFP 荧光明显更强，说明野生型

Q2b 具有抑制子活性。而与 Q2bS40A 共表达的 GFP

荧光和与 Q2b 共表达的 GFP 荧光相比减弱许多，接

近于单独表达的 GFP 荧光 (图 1A)。同时，Western 

blotting 结果也同样显示，与 Q2bS40A 共表达的 GFP

蛋白积累量明显少于与 Q2b 共表达的 GFP 蛋白  

(图 1B)。其中野生型本名烟叶片被用作阴性对照 

(CK-)，转 GFP 基因本名烟株系 16c 叶片被用作阳性

对照 (16c)。 
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图 1  S40 位点是 Q2b 局部沉默抑制子活性所必需 
Fig. 1  S40 is essential for the local silencing suppressor 
activity of Q2b. (A) GFP fluorescence co-expressed with 
Q2bS40A is weaker than that co-expressed with Q2b. (B) 
Accumulation level of GFP co-expressed with Q2b or Q2bS40A 
in Nicotiana benthamiana leaves. 
 

通过农杆菌共注射将 GFP 和 Q2b 或 Q2bS40A 在

16c 植物叶片中共表达，每组 6~10 株植物，取 8 dpi、

10 dpi 和 12 dpi 这 3 个时间点记录注射后 16c 植株

上系统沉默的发生情况，平行重复 3 次，计算沉默

率以反映 Q2b 或 Q2bS40A 抑制系统沉默的活性[16]，

在 10 dpi 于紫外光下拍照记录两组共注射植株发生

系统沉默的情况。结果显示，在 8 dpi 时 Q2b 抑制

沉默效率接近 100％，与之共表达的 GFP 仅使 3％

的 16c 植株发生 GFP 系统沉默，而此时 Q2bS40A 抑

制沉默效率只有 48％，即与之共表达的 GFP 使 52％

的 16c 植株发生 GFP 系统沉默；在 10 dpi 时，

Q2bS40A 几乎不能抑制 GFP 系统沉默，抑制沉默

效率降为 19％，而此时 Q2b 仍有 88％的抑制沉默

效率，只有 12％的 16c 植株发生 GFP 系统沉默  

(图 2A)。此外，在 10 dpi 时 Q2bS40A 与 GFP 共注射

的 16c 植株顶部新生叶片叶脉呈红色，显示该处 GFP

发生系统沉默，而 Q2b 与 GFP 共注射的 16c 植株顶

部新生叶片叶脉呈绿色，表明 GFP 未发生系统沉默 

(图 2B)。 

 

 

图 2  S40 位点是 Q2b 抑制系统沉默所必需 
Fig. 2  S40 is essential for Q2b suppression of systemic 
silencing. (A) S40A mutation reduces the Q2b’s ability to 
suppress systemic silencing. (B) Q2b S40A mutant can not 
suppress systemic silencing of GFP. 
 

综合以上结果可知，S40 位点对于 Q2b 的抑制

子活性是必需的，将 S40 突变为 A 后，Q2b 抑制局

部沉默和系统沉默的活性均大幅减弱。丝氨酸是潜

在的磷酸化修饰位点，但是，是否是由于该位点的

磷酸化修饰影响了 Q2b 的抑制子活性还需要进一步

的实验证据。 

2.2  K39 位点突变后 Q2b 抑制系统沉默活性下降 
利 用 同 样 的 方 法 ， 分 别 检 测 Q2bK22R 和

Q2bK22R/K39R 突变体抑制植物局部沉默和系统沉默的

活性，与 Q2b 的抑制子活性进行比较。 

局部沉默活性检测发现，当 K22 突变为 R 后，

与 Q2bK22R 共表达的 GFP 荧光和与 Q2b 共表达的

GFP 荧光相比差异不明显，而当 K22 和 K39 均突变

为 R 后，与 Q2bK22R/K39R 共表达的 GFP 荧光和与 Q2b

共表达的 GFP 荧光相比明显增强。同时，提取叶片

浸润部位总蛋白，用 GFP 抗体作 Western blotting 检

测 GFP 表达量，计算 4 组样品 5 次实验的 GFP 表达

量平均值。 
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统计数据显示，Q2bK22R 抑制局部沉默的效果和

Q2b 相比没有特别明显的差异，而 Q2bK22R/K39R 抑制

局部沉默的效果则要好于前两者，与之共表达的

GFP 增加了约一倍 (图 3)。这与观察到的 GFP 荧光

结果接近，暗示 K39 位点可能对 Q2b 抑制局部沉默

活性有负调控作用。 

 

图 3  K22R 与 K39R 突变对 Q2b 抑制局部沉默活性的影响 
Fig. 3  Influence of K22R and K39R mutation on the local 
silencing suppressor activity of Q2b. Q2b, Q2bK22R and 
Q2bK22R/K39R all differentially increased the accumulation levels 
of the co-expressed GFP proteins. 
 

系统沉默抑制活性检测结果比较复杂。从共注

射植物沉默率统计结果中可以看到， K22R 和

K22R/K39R 两种突变都使得 Q2b 抑制 GFP 系统沉

默活性下降，沉默率在 10 dpi 时均超过 50％ (图 4B)。

但是，和 Q2b 一样，Q2bK22R 仍可抑制顶部新叶中

GFP 的沉默，使 GFP 沉默局限在部分叶片的叶脉部

位，整株植物在紫外光下呈绿色；而 Q2bK22R/K39R 则

不能抑制顶部新叶中 GFP 的沉默，整株植物在紫外

光下呈红色 (图 4A)。因此，K39 位点是 Q2b 抑制

系统沉默所必需的。我们推测该位点潜在的翻译后

修饰对 Q2b 抑制系统沉默有重要作用，但是 K39 位

点单突变的影响还需进一步的试验证明。 

2.3  K39 和 S40 位点突变影响 Q2b 在植物中的积

累量 
用农杆菌注射法将 Q2b 及其突变体的植物表达

载体转入本名烟叶片，3 d 后，提取叶片浸润部位总

蛋白，通过 Western blotting 检测在叶片中表达的

Q2b、Q2bK22R、Q2bK22R/K39R、Q2bS40A 四种蛋白的积

累量，结果显示，在浸润叶片中，Q2bK22R 和 Q2b

相比没有变化，均可以被检测到，而 Q2bK22R/K39R 和

Q2bS40A 则不能被检测到  (图 5)。这一结果暗示，

K39 和 S40 这 2 个潜在翻译后修饰位点对 Q2b 蛋白

的积累量起关键作用，有可能影响 Q2b 在植物中的

稳定性。 

 

 

图 4  K39 位点是 Q2b 抑制系统沉默所必需 
Fig. 4  K39 is essential for Q2b suppression of systemic 
silencing. (A) K39R mutation reduces the Q2b’s ability to 
suppress systemic silencing of GFP. (B) K22R and K22R/K39R 
mutants of Q2b exhibit reduced ability to suppress systemic 
silencing.  

 
图 5  K39 和 S40 位点是 Q2b 在植物中稳定表达所必需 
Fig. 5  K39 and S40 residues are essential for stable expression 
of the Q2b protein in plants. Accumulation level of Q2b, 
Q2bK22R, Q2bK22R/K39R and Q2bS40A in Nicotiana benthamiana 
leaves. 
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3  讨论 

目前 CMV 编码的 2b 蛋白作为 RNA 沉默抑制

子已研究得较为深入，其行使功能的部分机理包括

与 AGO 蛋白结合及 siRNA 结合等功能也得到揭示，

但是在蛋白质翻译后修饰对其功能影响方面的研究

还很少。本研究着重对 2b 蛋白的潜在翻译后修饰位

点进行了分析，发现了 2 个位点对 2b 蛋白的沉默抑

制子功能至关重要。其中，S40 位点对 Q2b 抑制局

部沉默和系统沉默的活性都很重要，将其变为 A 后，

Q2bS40A 抑制子活性大幅下降；另外，K39 位点对

Q2b 抑制系统沉默活性也很重要，将其变为 R 后，

Q2b 抑制系统沉默活性基本丧失。 

丝氨酸是常见的磷酸化修饰位点，将丝氨酸突

变为丙氨酸可以阻断该位点的磷酸化修饰。磷酸化

对于植物病毒运动蛋白在细胞间运动是必要的[17]，

Q2b 也被认为具有部分运动蛋白的功能[5-6]，因此，

Q2bS40A 减弱的抑制子活性可能是因为磷酸化修饰

被阻断影响 2b 蛋白在细胞间运动所造成的结果。而

赖氨酸是泛素化或 SUMO 化等翻译后修饰发生的位

点，将赖氨酸替换为结构类似的精氨酸后并不会很

大程度上影响蛋白质的二级和三级结构，但是其泛

素化或 SUMO 化等翻译后修饰则被阻断。若该位点

的赖氨酸为多聚泛素化修饰位点，突变为精氨酸后

会导致蛋白不能被泛素-蛋白酶体途径降解，积累量

将提高；若该位点的赖氨酸为单泛素化修饰位点，

则突变为精氨酸后会改变蛋白的定位或活性。在我

们的研究结果中，K39 突变为 R 后，2b 蛋白积累量

下降，因此推测该突变可能阻断了单泛素化或

SUMO 化修饰，引发 Q2b 的蛋白定位或活性发生改

变，使 Q2b 抑制系统沉默的活性减弱。 

本研究结果证明，Q2b 的潜在翻译后修饰位点

对其抑制子活性非常重要。其中一种可能性是影响

其在植物中的积累水平。因为当将 S40变为 A 或 K39

变为 R 后，通过 Western blotting 在叶片中均检测不

到 Q2b 蛋白的存在。此前有文献报道，将 CMV Fny

株系编码的 2b 蛋白序列中潜在磷酸化区 39KSPSE43

整体缺失后，2b 蛋白在植物中的积累量下降，而只

将 S40 变为 A，2b 仍然能够正常积累，相应地，2b

抑制局部沉默的活性与其在植物中的积累量相关[12]。

在本实验中，S40 位点变为 A 后，Q2b 在植物中的

积累量下降，抑制子活性也减弱；K39 位点变为 R

后，Q2b 在植物中的积累量下降，但只有抑制系统

沉默的活性减弱，抑制局部沉默的活性似乎还有增

强。这就说明除了蛋白积累量之外还有其他因素在

影响 Q2b 的抑制子活性，我们推测该突变可能改变

Q2b 的翻译后修饰状态，有利其与 RNA 沉默效应元

件作用，从而增强其抑制局部沉默的活性。 

CMV 2b 蛋白的稳定性较差，无论在体内还是

体外都不容易检测纯化，这给针对它的研究工作带

来不少困难，全长 2b 蛋白的晶体结构至今未能被解

出。我们的工作立足于蛋白质翻译后修饰，在找出

对 2b 功能有影响的潜在翻译后修饰位点后，最终的

目标是明确 2b 蛋白在植物中的翻译后修饰状态。目

前，检测 2b 蛋白翻译后修饰状态的有效方法仍在探

索中，我们期待今后能够在这方面有所突破，从而

揭示翻译后修饰调控 2b 功能活性的分子机理。 
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