
!" 卷 # 期

$%%! 年 & 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-. $%%!

收稿日期：$%%%/!!/$"，修回日期：$%%!/%$/%0。

基金项目：国家自然科学基金（#01%%%%!）资助。

" 通讯作者。23)：14/!%/4$&$$!%"；5-6：14/!%/4$&4%0!$；7/8-9)：:3;<66= >?;* 98* -@* @;

马铃薯 ! 病毒 "#/$%& 中心区域在病毒协生作用中的主导地位

鲁瑞芳 李为民 王海云 郭 明 彭学贤"

（中国科学院微生物研究所植物生物技术开放实验室，北京 !%%%1%）

摘 要 利用 ABC 方法获得了马铃薯病毒中国株系（A’D/B）EB/AF( 基因的 & 个缺失突变体，构建了相应的植物表

达载体。通过土壤农杆菌（31*(4+0/%*#)5 /)5%-+0#%$&）介导法转化了烟草品种 G#$4（6#0(/#$+ /+4+0)5 @H* G#$4 ）。ABC 和

I(?JK3F; L)(J 分析证明了 EB/AF( 基因及其缺失突变体已整合到烟草基因组中，M3>J3F; L)(J 表明它们在转基因烟草中

得到了表达。侵染性试验发现 EB/AF( 中心区域介导转基因烟草中 A’D/B 和黄瓜花叶病毒（B,’）、A’D/B 和马铃薯

N 病毒（A’N）之间的协生作用，从而明确了 A’D/B EB/AF( 中心区域为病毒协生作用的功能区域。

关键词 马铃薯 D 病毒，EB/AF( 基因，突变，中心区域，协生作用
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在自然界植物病毒协生作用发生普遍，是植物

病毒病为害和流行的主要原因之一。据不完全统

计，它已经存在于 !4 个病毒属 #O 种病毒以及类病

毒、卫星病毒、卫星 C+R 等亚病毒中［! S 1］。植物病

毒协生作用通常发生在亲缘关系较远的两种病毒之

间，但最近在同属病毒之间也发现了协生现象［4 S 1］。

协生作用的显著特点是加重病害症状，导致新病害

的发生和流行。!00" 年由于病毒的复合感染使非

洲木薯花叶病在乌干达大流行，严重地限制了木薯

的生产［"］。玉米致死性坏死病、大豆顶枯病、马铃薯

种薯退化病等均由病毒协生作用所致［!，$，O］。协生作

用还会扩大病毒的寄主范围，影响病毒的致病性。

玉米品种 +$1 和 E1O 抗小麦条纹花叶病毒（MK3-J
>JF3-T 8(>-9@ F.8(H9F?>，MI,’），当玉米褪绿斑驳病

毒（,-9U3 @K)(F(J9@ 8(JJ)3 8-@K)(8(H9F?>，,B,’）混合

感染时，MI,’ 则能够克服寄主的抗性并建立系统

侵染［O］。

随着分子生物技术与细胞学的迅速发展，人们

对协生作用的研究逐渐由表观形象描述深入到细胞

水平乃至分子机理的探讨。新近的研究发现协生作

用中一种病毒调控另一种病毒的复制和运输［!，&，0］。

马铃薯 D 病毒属（A(J.H9F?>）成员参与的协生作用中，

A(J.H9F?> 通常作为激发病毒促进另一种异源病毒的

复制，而 A(J.H9F?> 复制水平不变或稍有降低［!，0 S !!］。

如马铃薯 D 病毒（A(J-J( D :(J.H9F?>，A’D）和马铃薯

N 病毒（A(J-J( N :(J36H9F?>，A’N）之 间 的 协 生 作 用

（A’DVA’N）中，发现 A’D 促进 A’N 的侵染，使 A’N
的为害加重，而 A’N 对 A’D 则无影响，即 A’D 介导

A’DVA’N 的协生作用［!，0，!!］。然而仅在三例协生作

用中，A(J.H9F?> 的病毒成为受益者，在寄主中病毒滴

度较单独侵染时明显增加［$，#，!$］。

本文以 A’D 中国株系（A’D/B）EB/AF( 基因［!#］

为材料，通过 ABC 等方法获得了 A’D/B EB/AF( 基因

& 个缺失突变体，明确了 A’D/B EB/AF( 基因介导

A’D W A’N 协生作用的功能区域。

’ 材料和方法

’(’ 植物材料、毒源和抗血清

烟草品种 G#$4（6#0(/#$+ /+4+0)5 @H*G#$4）、马铃薯

N 病毒（A(J-J( N :(J36H9F?>，A’N）、黄瓜花叶病毒（B?/
@?8L3F 8(>-9@ @?8(H9F?>，B,’）为 本 实 验 室 保 存。

A’N 抗血清购自美国 R2BB 公司，A’D/B EB/AF( 的

抗血清由本实验室制备［!#］。

’() 菌种和质粒

大肠杆菌 XE&!（7&0"%*#0"#+ 0(,# XE&!）、土壤农

杆菌（31*(4+0/%*#)5 /)5%-+0#%$&）YZROO%O、质粒 :Z)?3/
>@F9:JIG 由本实验室提供。:Z9;O#1、:ZIGEB 和 :Z9;/
EB 均由本实验室构建。



!"# 寡聚核苷酸引物

根据我们已经获得的 !"#$% &%$!’( 基因的核

苷酸序列［)*］设计了 + 个寡聚核苷酸引物，由上海生

物工程公司合成。+ 个寡聚核苷酸引物的序列和在

基因中的位置见表 )。

!"$ %&’() *)(%+, 基因缺失突变体的克隆

以质粒 ,-./&%［)*］的 012 为模板，利用高忠实

性的 345 !6789 聚合酶并按表 ) 中的引物组合进行

!%: 扩增。!%: 的反应条件为 ;<=)>?@，AA=)>?@，

BC=)>?@，*D 个循环。将 !%: 产物经 3<012 聚合酶

补平后，再 用 !"#&9 酶 解，然 后 分 别 克 隆 到 载 体

,-67E8F’?,G./ 的 !"#&9 和 $%&:" 位点。转化 0&A!
感受态细胞。经酶切鉴定和测序筛选阳性克隆。所

获得的克隆依次命名为 ,-./1、,-./H、,-./1H、

,-./% 和 ,-./H%。

!"- %&’() *)(%+, 基因缺失突变体植物表达载

体的构建

首先 用 ’("9 酶 解 ,-./1、,-./H、,-./%、,-$
./1H 和 ,-./H%，然后经 3<012 聚合酶补平，再用

!"#&9酶切，回收目的片段；,-?@<*I 经 )"( 9 酶解、

补平后，再用 !"#&9 酶解，回收后分别与上述目的

片段连接。!%: 扩增和酶切鉴定筛选阳性克隆。

表 ! 寡聚核苷酸引物的序列及其在 %&’() *)(%+, 基因中的位置

./012 ! .32 45612,7892 :2;52462 /49 87: <,:878,4 84 %&’() *)(%+, =242 ,> :8? ,18=,45612,7892 <+8@2+:

!’?>E’ 17F6E(G?JE 8E57E@FE (K (6?L(@7F6E(G?JE ,’?>E’ !(8?G?(@ ?@ &%$!’( LE@E !4?’ (K ,’?>E’8

) AM%3NN23%%2%%223N3%N223N%%N22%2233333N*M ) O CD@G )，C

C AMN3332%2N%3N2N%%2%%3N%%*M <<; O +C@G

* AM32NN23%%2%%23NN3NN%3%2N%3N2N3*M <A* O <+;@G *，<

< AM%333233NN3%2%%2%3233N%%*M ;A+ O ;B*@G )，<

A AM32NN23%%2%%23NNN%2232N3NN3N2%%2*M ;<+ O ;+C@G A，+

+ AM33N3%N2%3322%%22%3%323223N333332*M )*<; O )*+I@G *，+

!"A 烟草转化

以 < P A 片叶龄的烟草叶片为转化受体，采用叶

盘法转化烟草。

!"B 再生植株的 %)C 和 D,5732+4 01,7 分析

按 %32- 法提取植物总 012。!%: 的反应条件

同前。.(7GQE’@ R6(G 分析按 !’(>EL4 公司 !’(>E’$4$
LE@E 64RE6?@L 8S8GE> 说明书标记 !"#$% &%$!’( 基因

的探针。

!"E 转基因植物 F2:72+4 01,7 分析

叶片经液氮处理研成粉末，再加入提取缓冲液

研成 匀 浆，)C DDD ’T>?@离 心，取 上 清 液 进 行 .0.$
!2NU。用半干转移仪（-?($:4J）把蛋白转移至 1%
膜。然后进行免疫反应。多抗为 !"#$% &%$!’( 基

因原核表达产物制备的兔抗血清［)*］。以感染 !"#
的烟草和健康烟草的可溶性总蛋白分别为阳性和阴

性对照。

!"G 攻毒试验和酶联免疫分析

待幼 苗 长 至 < P A 片 叶 龄 时，分 别 磨 擦 接 种

!"V、%H"，同时以非转基因烟草 /*C+ 为对照。重

复一次。接种 !"V 后 ) 周内每天采集接种叶上面

的第一片叶片 )DD>L，进行间接酶联免疫（UW9.2）检

测。!"V 抗血清的工作浓度为 ) X)D+，二抗碱性磷酸

酶标记羊抗兔的工作浓度为 ) X ADDD，反应底物为对

苯磷酸。在 -?($:4J 酶联仪 H(JE6 AAD 上读数。

H 结果和讨论

H"! %&’() *)(%+, 基因缺失突变体的克隆

以质粒 ,-./&%［)*］的 012 为模板，利用 + 个人

工合成的寡聚核苷酸引物进行 !%: 扩增，获得 A 种

!%: 产物，其大小与预期的相当。按前述方法，将 A
种 !%: 产物克隆到 ,-67E8F?,G./ 的 !"#&9 和 $%&:"
位点。通过酶切鉴定和序列测定结果表明阳性克隆

,-./1、,-./H、,-./%、,-./1H 和 ,-./H% 中外源

插入片段的大小分别为 <+CR,、AC)R,、<CCR,、;B*R,
和 I)AR,。

H"H %&’() *)(%+, 基因缺失突变体植物表达载

体的构建

对 ,-./1、,-./H、,-./%、,-./1H 和 ,-./H%
酶解和补平后，回收目的片段，并将它们分别克隆到

植物表达载体质粒 ,-?@<*I 的相应位点，筛选得到
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的重组质粒依次命名 !"#$%、!"#$&、!"#$’、!"#$%&
和 !"#$&’（图 (）。上述 ) 种植物表达载体质粒和

!"#$*’ 分别转化土壤农杆菌（ !"#$%&’()#*+, (+,)-&.
’*)/0）+",--.-，经 /’0 和酶切鉴定，得到了含对应质

粒的 1 种农杆菌工程菌。

图 ( /234’ *’4/56 基因及其缺失突变体植物

表达载体的构建图

7#89( ’6$:;5<=; 6> !?@$; AB!5A::#6$ CA=;65 =6$;@#$#$8 /234’
*’4/56 8A$A 65 #;: DA?A;#6$ E<;@$;

!"# 再生植株的 $%& 和 ’()*+,-. /0(* 分析

采用叶盘法转化烟草品种 FGH1（1*’$(*/& (&%&’+,
=C9FGH1）。当转化体的根系长至 H I G=E 时，将再生

植株移入土中，于温室继续培养。转 !"#$%、!"#$&、

!"#$’、!"#$%&、!"#$&’ 和 !"#$*’ 的再生植株分别命

名为 %、&、’、%&、&’ 和 *’，共移栽成活 H1J 株（K.）。

在检测的 (.H 株再生植株中，/’0 阳性率为 J.LHM。

植物总 N%, 用 2’$0O 酶解后，经电泳和真空转

移至 P4/56QA 膜上，1)R杂交过夜。S6<;TA5$ Q?6; 分

析结果表明转 /234’ *’4/56 基因及其 ) 个缺失突

变体的烟草均能与 *’4/56 基因产生特异的杂交信

号，而非转基因烟草则无任何杂交信号（图 H），说明

/234’ *’4/56 基因及其 ) 个缺失突变体均整合到烟

草染色体中。

!"1 $234% 5%4$-( 基因及其缺失突变体在转基

因烟草中的表达

利用 /234’ *’4/56 的兔抗血清对 ()J 株转基

因烟草进行了 UA:;A5$ Q?6; 检测，JV 株为阳性，其中

%、&、’、%&、&’、*’ 分别为 HHWGJ、(1WGG、(-WH(、JW
()、(HWH.、(XWG( 株。部分阳性植株的 UA:;A5$ Q?6; 检

测结果见图 G，%、&、’ 在大约 (XYN，&’、%&、*’ 分

别在大约 G.YN、G)YN、).YN 处与 /234’ *’4/56 的抗

血清发生免疫反应，并形成了特异的条带（图 G）。

!"6 $234% 5%4$-( 基因缺失突变体 对 $27 和

%82 致病性的影响

/2Z 和 ’&2 两次接种转基因烟草 (.H 株和 (.V

图 H 转基因烟草的 S6<;TA5$ Q?6; 分析

7#89H S6<;TA5$ Q?6; @$@?[:#: 6> K. ;5@$:8A$#= ;6Q@==6 ?#$A:
( I 19 K5@$:8A$#= ;6Q@==6 !?@$;: AB!5A::#$8 !"%，!"&，!"’，

!"%&，!"&’ @$D !"*’，5A:!A=;#CA?[；X9 %6$;5@$:85A$#=

;6Q@==6；J9 !"SF*’ 3&,*OW45&O

图 G 转基因烟草的 UA:;A5$ Q?6; 分析

7#89G UA:;A5$ Q?6; @$@?[:#: 6> K. ;5@$:8A$#= ;6Q@==6 ?#$A:
( 9 K6Q@==6 #$>A=;AD Q[ /234’；H9*A@?;T[ ;6Q@==6；G I J9 K5@$:8A$#=

;6Q@==6 *’、&’、%&、&、% @$D ’

株。接种 ( 周后，转基因烟草 %、’ 和非转基因烟草

FGH1开始发病，出现明脉和花叶症状。接种后 G)D
内，%、’ 植株一直表现为花叶，而且症状严重度与

FGH1相近。在接种的转基因烟草 &、&’、%&、*’ 中

大部分植株比对照提前 H I GD 发病，并于 (. I (HD
后出现系统坏死，继而个别植株开始死亡。其中

UA:;A5$ Q?6; 阳性植株均表现典型的协生症状。&、

&’、%&、*’ 中的其它植株的系统发病时间和症状

类型与对照相同。攻毒试验结果表明除 %、’ 外，其

余转基因烟草均能介导 /23W/2Z、/23W’&2 的协生

作用。

接种 /2Z ( 周内对接种叶上面的第 ( 片叶进行

了 \+OS, 检测，结果发现接种后第 G 天只有 H 株转

/234’ *’4/56 基因烟草呈 \+OS, 阳性；第 - 天转基

因烟草 &、&’、%& 中也出现了 \+OS, 阳性株；第 )
天 1 种转基因烟草和非转基因烟草中均有 \+OS, 阳

性株，但转基因烟草中阳性株出现的频率高于非转

基因对照（表 H）。
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表 ! 转 "#$%& ’&%"() 基因及其突变体烟草

中 "#* 病毒的侵染速率

+,-./ ! +0/ 123/451)2 67//8 )3 5(,269/214 5)-,44) 7.,256 /:%
7(/66129 "#$%& ’&%"() 9/2/ )( 156 8/./51)2 ;<5,25 -= "#*

!"#$%
&’(% )* +)%,"#)-./’,")#

0 1 2 3 4 5 6

7 8901 8901 8901 8901 4901 6901 08901

: 8901 8901 8901 2901 6901 6901 01901

; 8900 8900 8900 8900 4900 5900 00900

7: 8902 8902 8902 3902 <902 <902 02902

:; 8903 8903 8903 4903 08903 01903 02903

=; 8908 8908 1908 <908 >908 08908 —

;? 8908 8908 8908 8908 1908 3908 08908

> 讨 论

在植物病毒协生作用中，+),(@"A.% 的病毒成员

介导的协生作用占居首位，它们能够与其它 < 个病

毒属的成员发生协生作用［0 B 2，08 B 01，03，04］。除了 CDE
与 CDF 间发生协生作用外［0，>］，C),(@"A.% 属的其它病

毒如烟草饰纹病毒（G)H’--) $,-I +),(@"A.%，GJD）、烟

草 脉 斑 驳 病 毒（ G)H’--) @$"# K),,/"#L +),(@"A.%，
GD:D）、甜椒斑驳病毒（C$++$A K),,/$ +),(@"A.%，C$+M
:)D）等也能与 CDF 发生协生作用［08，00，05］。D’#-$ 等

人（0>>4）用 CDF 分别接种转 GD:D ;C、;N、7N’、7N’M
L/#=、;NM5?&M7N’M7NHM;C、C0M（=;MCA)）MC2 基因或基

因片段的烟草，结果发现只有 C0M（=;MCA)）MC2 的转

基因植株出现明脉、坏死等协生症状，其余仅表现轻

微的花叶症状［08］。CA.%% 等人以表达 GJD C0M（=;M
CA)）的转基因烟草为材料，进一步证明 GJD C0M（=;M
CA)）提高了 G:D 和 ;:D 在转基因烟草中的基因组

O7P% 的积累。然后利用 CDF 侵染性克隆构建了 2
种嵌合载体：CDFMGJD4Q端序列（C0M（=;MCA)）和部分

C2）、CDFMGJD =;MCA) 和 CDFMGJD #)=;MCA)（=;MCA)
基因无起始密码子），通过侵染性实验和分子检测证

明 =;MCA) 蛋白，并非它的 O7P，介导 CDF R GJD 协生

作用，同时证明 C0、C2 对于 CDF9GJD 协生作用是非

必需的［00］。然而他们没有回答 GJD =;MCA) 基因哪

个区域介导协生作用。

0>>6 年，SI" 等人对 GJD C0M（=;MCA)）基因编码

区进行了突变，通过插入 !"#N 位点，得到了 5 种不

同的突变体。CDF 的攻毒试验结果发现突变位点位

于 C0、=;MCA) 7 端的转基因植株表现协生症状，而

位于 =;MCA) 中心区域 1 个突变体的转基因植株仅

呈现轻微症状。说明 GJD =;MCA) 的中心区域介导

CDF9GJD 协生作用，而 C0、=;MCA) 7 端对协生作用

无影响。用 GJD =;MCA) 7 端缺失 55 个氨基酸残基

的缺失突变体 GJDM1T$/ 和 CDF 共同侵染烟草，结果

也支持 GJD =;MCA) 7 端在介导 CDF9GJD 协生作用

和反式激活 CDF 复制均没有作用［05］。本研究通过

对 CDEM; =;MCA) 基因和 4 种缺失突变体在 CDF9
CDE协生作用中的作用，发现除转基因烟草 7、;
外，其 余 转 基 因 植 物 均 能 够 介 导 CDF9CDE、;:D9
CDE 的协生作用，即 CDEM; =;MCA) 基因的中心区域

为介导协生作用的功能区，在协生作用中起主导作

用。关于 CDEM; =;MCA) 中心区域两个保守区的定点

突变对 CDF9CDE 协生作用的影响我们将另文报道。

C),(@"A.% =;MCA) 是一种多功能蛋白［06］。它的 7
端控制介体传播和病毒的复制；; 端具有蛋白酶活

性，以顺式方式催化自身的断裂；中心区域则参与病

毒细胞间和长距离运输。对转基因植株上部叶片的

J!NSP 检测发现凡是含有 CDEM; =;MCA) 基因中心区

域的突变体在接种后第 3 天均检测到了 CDF 病毒

粒体，而突变体 7、; 与非转基因烟草在第 4 天才检

测到 CDF，推测 CDEM; =;MCA) 中心区域具有促进

CDF 运输的作用。利用绿色荧光蛋白（UVC）作为报

告基因研究植物病毒在寄主体内的移动情况具有直

接、快速的优点［0<］，将含有 UVC 的 CDF 侵染性克隆

通过农杆菌感染上述 5 种转基因烟草的工作正在进

行之中。
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综述专栏稿约

《生物工程学报》自 G##% 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，SOOO 字以内最好，需

要有中英文摘要。特别优秀的文章我们将在 I 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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