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黄瓜花叶病毒基因沉默载体的
病毒含量和症状分析
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摘 要:病毒诱导的基因沉默(Virus-inducedGeneSilencing,VIGS)已被广泛应用于植物

基因功能研究,具有操作容易、较短时间内即可观察到沉默效果、成本较低的特性.黄瓜花

叶病毒(CucumberMosaicVirus,CMV)VIGS载体已经应用于沉默辣椒、烟草、大豆等植

物基因,对于研究植物基因功能有重要作用.研究以CMV的Fny株系(CMV-Fny)RNA2
中2b基因 缺 失 载 体 CMV-F209△2b和 表 达2b基 因 N 端61个 氨 基 酸 的 载 体 CMV-

F2092b61aa为对象,插入不同长度的外源基因gfp片段后,分析CMVVIGS载体在本氏烟

植株上的病毒表达含量及诱导产生的病毒症状.结果表明,插入外源基因片段后,病毒外壳

蛋白(CoatProtein,CP)基因RNA表达水平均明显降低.携带不同长度gfp序列的重组病

毒CMVF2092b61aa-gfp100、CMVF2092b61aa-gfp200和CMVF2092b61aa-gfp350其CPRNA
含量比装载最适长度gfp序列的CMVF209△2b-gfp350高10倍左右,且同样不引发明显病

毒症状.由此可见,CMVF2092b61aa相比CMV-F209△2b更适合作为高效的VIGS载体,

且初步探明它的最适插入片段长度为200~350nt.
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Abstract:Virus-inducedgenesilencing(VIGS)hasbeenwidelyusedforplantgenefunctionala-
nalysis.Itiseasytooperate,toobservethesilencingeffectinshorttimeandlowcost.Cucum-
berMosaicVirus(CMV)hasbeensuccessfullydeployedasaVIGSvectorinplantssuchaschil-
i,tobaccoandsoybean,playinganimportantroleinplantgenefunctionalanalysis.Inthisstud-
y,GFPgenefragmentsofdifferentlengthswereinsertedintothe2bgenedeletionvectorCMV-
F209△2bandCMV-F2092b61aawithtruncated2btoanalyzethevirusexpressionlevelandin-
ducedvirussymptomsoftheseCMVVIGSvectorsinNicotianabenthamiana.Theresultsindi-
catedthattheaccumulationofCPRNAwassignificantlyreducedafterinsertingforeigngene
fragments.The CP RNA contentsofrecombinantviruses CMVF2092b61aa-gfp100,CM-
VF2092b61aa-gfp200,andCMVF2092b61aa-gfp350carryingdifferentlengthofGFPsequences
wereabout10timeshigherthanthatofCMVF209△2b-gfp350carryingtheoptimallengthof
GFPsequence,andtheyalsodidnotcauseobviousvirussymptoms.Therefore,CM-
VF2092b61aaismoresuitableasanefficientVIGSvectorthanCMV-F209△2b,anditsoptimal
fragmentlengthofinsertionhasbeenpreliminarilydeterminedtobe200~350nt.
Keywords:virus-inducedgenesilencing;cucumbermosaicvirus;2b;viruscontent

  病毒诱导的基因沉默(Virus-inducedGeneSilencing,VIGS)是指携带目的基因片段的病毒

侵染植物后在植物体内产生dsRNA,被宿主的RNA干扰(RNAinterference,RNAi)体系将携

带有植物基因片段的重组病毒的转录产物降解为21~30nt的siRNAs,然后siRNAs靶向降

解与其序列同源的植物内源靶基因的转录产物,瞬间下调靶基因的表达,从而使植物在2~3
周内快速出现功能缺失表型[1].它是一种转录后水平的基因沉默现象,病毒介导的基因沉默技

术与转基因介导的基因沉默技术因其双链RNA来源不同而作为RNA干扰(RNAi)技术的两个

分支存在.这种方法操作简便、快速、有效,适用于进行高通量操作,所以 VIGS成为进行大规

模靶基因功能筛选的重要研究工具,尤其对于那些难以进行转基因的物种.研究发现,至少有

50多种来自不同科属的病毒能作为各种模式植物和一些农作物的VIGS载体[2].
黄瓜花叶病毒(CucumberMosaicVirus,CMV)是一种球形的二十面体病毒,直径为28~

30nm,存在于细胞的细胞质和细胞核中[3].黄瓜花叶病毒属于雀麦花叶病毒科、黄瓜花叶病毒

属的一个典型成员.它可以感染1200多种植物,是自然界分布最广、宿主最多的植物病毒之

一[4].黄瓜花叶病毒是三分体病毒类型,其遗传信息库包括有3条正单链(RNA1、RNA2和

RNA3),可合成1a蛋白、2a蛋白、3a蛋白、外壳蛋白(CoatProtein,CP)等;2b蛋白翻译自亚

基因组 RNA4A,参与病毒细胞间移动、RNA沉默的抑制及对抗植物体SA诱导的抗性,也与

病毒症状的产生密切相关[5].2b蛋白是CMV最小的蛋白,只有约110个氨基酸,它是最早被

称为病毒 RNA沉默抑制子(ViralSuppressorofRNASilencing,VSR)的病毒蛋白,其 N 端

61个氨基酸就是抑制活性部位,对于结合siRNA双链是必需的[6-7].目前CMV病毒载体的研

究都已将CMV的RNAs1、2和3的全长cDNA片段分别连入pCB301等植物表达载体双35S
启动子的下游,构建CMV侵染性克隆,该侵染性克隆可以通过农杆菌浸润的方法接种至植物,

造成系统侵染[8].CMVVIGS载体的构建主要是对RNA2进行改造,去掉部分或全部2b基因

序列,引入终止密码子和 MCS,由于改造过程中,2b蛋白遭到破坏,降低了其对RNA沉默的

抑制,使其更适合于病毒诱导基因沉默[9-10].
姚敏等[8]的研究表明,2b缺失突变体CMV-FnyΔ2b在本氏烟上虽然早期有微弱的曲叶症

状,但中后期无任何症状,RT-PCR检测表明Fny2b缺失突变体可系统侵染本氏烟,这与Ding
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等[11]早期报道2b缺失后能够系统侵染普通烟相一致.2b基因缺失后,CMV-FnyΔ2b能系统性

侵染寄主植物,但病毒基因组RNA大大降低[12].程晓东等[10]用CMV不同株系的RNA2与

CMV-Fny基因组R1和R3进行组合接种,获得在本氏烟中症状轻的病毒组合F1TshR2F3,

TshR2的2b基因缺失3'端的95nt碱基(Tsh2VIGS)后病毒能系统性侵染寄主植物,但降低

病毒外壳蛋白(CoatProtein,CP)含量.2b基因完全缺失也有可能影响CMVVIGS载体在一些

植物上的复制和系统移动,导致无侵染性,所以报道的CMV载体一般保留了2b蛋白的N端

60~94个氨基酸序列[9].也有观点认为,保留的2b序列内含RNA沉默抑制子活性的功能域,

有可能会影响病毒诱导的基因沉默[9].向志丹等[13]的研究发现,基于沉默的效率和稳定性,完

全缺失2b基因的载体CMV-FnyΔ2b的最适插入片段是350nt左右.本试验分析了CMV-

FnyΔ2b载体插入350bp的gfp外源基因片段,以及 CMV-F2092b61aa载体分别插入100bp、

200bp和350bp的gfp外源基因片段,其病毒外壳蛋白RNA水平的变化,及诱导产生的病毒

症状的变化.

1 材料与方法

1.1 试验试剂

限制性内切酶、TaqPCR酶、Pyrobest􀳏DNA聚合酶、M-MLV反转录酶(RNaseH-)、重

组RNase抑制剂、T4DNA连接酶购于宝日医生物技术(北京)有限公司;DNA清洁回收试剂

盒、DNA凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购于爱思进生物技术(杭州)有限公司;2×qPCR

Mix(SYBRGreenⅠ)、引物购于北京擎科生物科技股份有限公司;Trizol试剂购于赛默飞世尔

科技(中国)有限公司;其他试剂购于生工生物工程(上海)股份有限公司.

1.2 寄主植物

本氏烟幼苗于25℃、16h光照/8h黑暗的植物培养室中培养,生长至5~7叶期接种病毒.

1.3 质粒及其构建

CMVFny基 因 组 RNA1-3 的 侵 染 性 克 隆(pCB301-CMVF109,pCB301-CMVF209 和

pCB301-CMVF309)和2b基因缺失质粒pCB301-CMVF209△2b-MCS由浙江理工大学赠与.

pCB301-F2092b61aa-MCS是以质粒pCB301-F209△2b-MCS为基础构建的.以本实验室已有的

pCB301-CMVF209质粒为模板,采用引物2bNcoIF2和2b61aaMluR通过PCR扩增2b61aa的

DNA序列片段,大小为750bp左右,pCB301-CMVF209△2b-MCS质粒用NcoI和 MluI双酶

切后,切下570bp左右片段后,约7400bp载体片段与同样经过酶切的PCR产物连接,获得

pCB301-CMVF2092b61aa-MCS质粒.
为了构建含不同长度的gfp基因片段的重组质粒,采用不同的下游引物与GFP350MluF组

合,PCR扩增获得100bp,200bp和350bp的gfp基因片段.经MluI和BamHI酶切,克隆至

预先经 MluI/BamHI酶切的pCB301-CMVF209△2b-MCS和pCB301-CMVF2092b61aa-MCS
质粒,构 建 产 生 重 组 质 粒 pCB301-CMVF209△2b-gfp350,pCB301-CMVF2092b61aa-gfp100,

pCB301-CMVF2092b61aa-gfp200和pCB301-CMVF2092b61aa-gfp350.所有重组质粒均测序正确,

CMV载体构建过程见图1.
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图1 CMV载体构建示意图

1.4 农杆菌浸润接种病毒

pCB301-CMVF109~F309,pCB301-CMVF209△2b-MCS,pCB301-CMVF2092b61aa-MCS,

pCB301-CMVF209△2b-gfp350,pCB301-CMVF2092b61aa-gfp100,pCB301-CMVF2092b61aa-gfp200和

pCB301-F2092b61aa-gfp350质粒采用冻融法转入农杆菌GV3101中,农杆菌浸润接种本氏烟参考

张斯(2014)的 方 法,农 杆 菌 GV3101(pCB301-CMVF109)、GV3101(pCB301-CMVF209,

pCB301-CMVF209△2b-MCS等)和GV3101(pCB301-CMVF309)等比例混合,用无针头注射器

浸润接种于6~7叶龄本氏烟中间叶位相对的两叶片,接种后的本氏烟25℃黑暗处理24h后,

继续25℃、16h光照/8h黑暗温室培养.

1.5 qRT-PCR分析接种烟草CMVCP基因mRNA含量

提取CMV,CMVF209△2b-MCS,CMVF209△2b-gfp350,CMVF2092b61aa-MCS,CMVF2092b61aa-

gfp100,CMVF2092b61aa-gfp200和CMVF2092b61aa-gfp350侵染本氏烟相同叶位系统叶的总RNA,并用

RNase-FreeDNase消化以除去 DNA.总RNA 经nanodrop初步定量和1×TBE琼脂糖电泳进

行质量检测.以本氏烟Actin为内参基因,CMVCP基因特异的qRT-PCR引物为F309CPqF2
和F309CPqR2,具体引物序列见表1.总RNA用 M-MLV反转录酶进行反转录,qRT-PCR按

照试剂盒的说明书进行.CP基因的mRNA相对表达水平通过2-ΔCt法计算获得.

表1 引物信息

引物名称 引物序列(5'~3') 用途

2bNcoIF2 CATGCCATGGCTGAGTTTGCCTG pCB301-CMVF2092b61aa-MCS质粒构建

2b61aaMluR ACTCCGCCACGTTCACATGATCCACTTGA TAGAACGGTAG
GFPMluF CGACGCGTGAGCTGAAGGGCATCGACT gfp片段克隆共用正向引物

GFP350BamHR CGGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCAT gfp350克隆

GFP200BamHR CGGGATCCTCGCCGATGGGGGTGTTC gfp200克隆

GFP100BamHR CGGGATCCTCTTCTGCTTGTCGGCCATG gfp100克隆

F309CPqF1 GAAGCTTGTTTCGCGCATTC qRT-PCR
F309CPqR1 CACCTATATCAGCGCGCATC qRT-PCR
NbActinF1 CCACATGCCATTCTCCGTCT qRT-PCR
NbActinR1 TCCCTGACAATTTCCCGCTC qRT-PCR
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1.6 数据处理与统计学分析

本研究所收集数据采用SPSS26.0软件进行分析.

2 结果与分析

2.1 CMVFny及重组病毒在本氏烟上的症状反应

将CMVFnyRNA2进行改造后,只表达2b基因N端61个氨基酸的病毒CMVF2092b61aa在

接种后的本氏烟上的病毒症状反应与CMVFny相比轻很多,植株无严重矮化和叶片卷曲症

状,只是幼叶呈现浓绿与淡绿不均匀的斑驳即轻花叶症状,而完全缺失2b基因的病毒CM-

VF209△2b则无明显病毒症状(图2).携带100bp~350bp的外源基因片段的重组病毒CM-

VF2092b61aa-gfp100,CMVF2092b61aa-gfp200,CMVF2092b61aa-gfp350和CMVF209△2b-gfp350
都不表现明显病毒症状反应(表2).

图2 本氏烟接种病毒或缓冲液(Mock)15d的症状

表2 CMVFny及重组病毒在本氏烟上的症状反应

病毒 本氏烟症状

CMVFny 植株严重矮化和叶片卷曲

CMVF2092b61aa 轻花叶

CMVF209△2b 无明显病毒症状

CMVF209△2b-gfp350 无明显病毒症状

CMVF2092b61aa-gfp100 无明显病毒症状

CMVF2092b61aa-gfp200 无明显病毒症状

CMVF2092b61aa-gfp350 无明显病毒症状

2.2 病毒在本氏烟上的含量分析

为了分析改造后的CMVVIGS载体CMVF209△2b,CMVF2092b61aa和携带外源基因片

段的重组病毒是否会影响病毒基因组含量,将100nt~350nt不等的外源基因片段插入改造后

的CMVVIGS载体,并将CMVFny、改造后的病毒载体及重组病毒CMVF2092b61aa-gfp100,

CMVF2092b61aa-gfp200,CMVF2092b61aa-gfp350和CMVF209△2b-gfp350通过农杆菌浸润法接
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种本氏烟.在接种后15d,通过荧光定量PCR方法,对成功接种的本氏烟相同叶位的上部系统

叶(非顶部叶片)中的CMVCP基因mRNA水平进行相对定量.结果如图3所示,与野生型病

毒CMVFny相比,改造后的病毒CMVF2092b61aaCP基因表达量下降了52%,而CMVF209△2b
下降96%;与CMVF2092b61aa相比,插入外源基因片段的重组病毒2b61aa-gfp100,2b61aa-gfp200和

2b61aa-gfp350分别下降了90%,32%和78%.已有报道CMVF209△2b作为基因沉默载体,最适

插入片段为350nt左右,而装载350nt片段后CP基因表达量下降了66%.CP基因的表达量

代表了病毒基因组 RNA 水平,以上结果说明,作为 基 因 沉 默 载 体,CMVF2092b61aa比

CMVF209△2b在本氏烟上病毒含量高10倍以上,且装载外源基因片段的2b61aa-gfp350和

2b61aa-gfp200其病毒量也是CMVF209△2b-gfp350的10倍以上.由于CMVF2092b61aa装载100~
350nt不等的外源基因片段后,在本氏烟上也不表现明显病毒症状,但其具有更高的表达量,将

会产生更高的沉默效率,所以比CMVF209△2b更适合作为基因沉默载体,且本研究初步发现

它的最适插入片段是200nt左右.

图3 qRT-PCR分析病毒侵染烟草中CPmRNA含量

3 结论与讨论

病毒诱导基因沉默(VIGS)已经成为一种常用的基因功能研究工具,大约有50多种病毒能

用于植物的基因沉默.其中,烟草脆裂病毒(TobaccoRattleVirus,TRV)、马铃薯X病毒(Po-
tatoVirusX,PVX)、苹果潜隐球形病毒(AppleLatentSphericalVirus,ALSV)等已经建立起

了稳定的用于双子叶植物基因沉默的体系.但是,在单子叶植物中,VIGS的应用还是非常有

限.黄瓜花叶病毒属于雀麦花叶病毒科、黄瓜花叶病毒属的一个典型成员.它可以感染1000多

种植物,因此是分布最广、宿主最多的植物病毒之一.CMV-Fny属于CMV中SubgroupⅠ,是

强致病性的株系.
本研究将CMV-Fny接种于本氏烟,7d后植株开始呈现叶片蜷曲、皱缩的症状,随后症状

还有加重的趋势,15d后植株还明显矮化.以植物病毒作为VIGS载体,首先该病毒载体在寄

主植物上引发的症状反应要轻微,以免引发的严重症状干扰目标基因沉默后植株表型.对

CMV-FnyRNA2进行改造后,2b基因完全缺失的载体CMVF209△2b在本氏烟上不表现明显

病毒症状,保留2b基因N端61个氨基酸的载体CMVF2092b61aa虽然表现一定的病毒症状,
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但插入100~350nt不等的外源基因gfp片段后,也都不表现明显病毒症状.由于缺失基因沉默

抑制子2b蛋白,CMVF209△2b能系统侵染本氏烟,但影响病毒CP含量,病毒基因组含量显

著降低,而CMVF2092b61aa的病毒基因组CPRNA含量高很多,这可能与2b蛋白其抑制活

性位于其N端61氨基酸有关.虽然装载外源基因片段后,病毒CP含量都明显降低,重组病毒

CMVF2092b61aa-gfp100,CMVF2092b61aa-gfp200和CMVF2092b61aa-gfp350均比装载最适长度

的CMVF209△2b-gfp350高很多,且同样不引发明显病毒症状.作为高效的VIGS载体,不仅在

寄主植物上引发的病毒症状轻微,且病毒表达含量高.所以,CMVF2092b61aa更适合作为高效

的VIGS载体,且它的最适插入片段是200~350nt.
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