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要$该研究以甘蔗条纹花叶病毒"
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?@?AB

#的
C%

蛋白"

?@?AB*C%

#为诱饵!采

用酵母双杂交技术"

D
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/E>4

!

J!K?

#从甘蔗酵母文库中筛选到
#

个编码核酮糖
*#

!
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二磷酸羧化

酶%加氧酶"
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#大亚基的基因!命名为
!&01&2

'序列分析

表明!该基因开放读码框"
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#长度为
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!编码
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个氨基酸残基'

J!K?

和双分子荧

光互补"
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#实验表明!

?<MG<R

与
?@?AB*C%

存在互作关系'研究认

为
?@?AB*C%

与
?<MG<R

的互作可能是
?@?AB

侵染甘蔗导致花叶症状发生的分子基础'

关键词$甘蔗条纹花叶病毒&
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#是中国乃至

全世界最重要的糖料作物和能源作物之一!甘蔗糖

占中国食糖总量的
2!_

!占世界食糖总量的
'$_

!

甘蔗乙醇占世界生物质燃料乙醇的
&"_

'甘蔗花

叶病"

/9

;

5H<50>4:/5.<I./>5/>

!

?A]

#是严重危害

甘蔗生产的病毒性病害之一!在全世界各大蔗区普

遍发生(

#*+

)

'甘蔗感染花叶病后!叶片出现黄绿相

间*大小不一的条纹或斑驳&生长缓慢!植株矮小&品

质变劣!蔗糖结晶率下降&种苗萌芽率下降!分蘖减

少'当
?A]

发病率达
+"_

以上时!蔗糖产量损失
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的病原主要有
%

种!即甘蔗花

叶病毒"
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$%&$'(,-)$.&/.%")

!

?@AB

#*高粱花叶病

毒"
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3",,-)$.&/.%")

!

?HAB

#和甘蔗条纹花叶病

毒"

!"

#

$%&$'()*%($+,-)$.&/.%")

!

?@?AB

#!均属于马

铃薯
J

病毒科"

C:E

D

\.H.I5>

#'其中!

?@AB

和
?HAB

属于马铃薯
J

病毒属"

5-*
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?@?AB

于
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年在美国首次发现并报道!

#22)

年确定其属于
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年国际病毒分类委员会"
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#将其立为

该科新属!即禾病毒属"
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#'该病毒主要分布在孟加拉*印度*日

本*印度尼西亚*巴基斯坦等地(

)*2

)

!在中国甘蔗主产

区广西*云南*广东*浙江*福建等地普遍发生并广泛

传播(

#

!

#"

)

'

?@?AB

是单链正义
MV1

病毒!基因组结构与

5-*

6

/.%")

病毒相同!编码
##

个成熟蛋白(

'

!

##

)

!其中

C%

蛋白是
5-*

6

/.%.8$(

病毒中研究比较多的蛋白!

该蛋白功能复杂!参与病毒的复制*翻译*胞间移动

等过程(

#!

)

'病毒结构简单!必须借助寄主因子才能

完成侵染过程!因此!分离参与病毒复制*翻译*移动

和长距离运输等生物学过程的寄主因子基因对研究

病毒侵染的分子机制具有重要意义'本研究以
?@*

?AB

的
C%

蛋白为诱饵!利用酵母双杂交技术
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D
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D

/E>4
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J!K?

#!从甘蔗酵母文

库中筛选到
#

个编码核酮糖
*#

!

+*

二磷酸羧化酶%加

氧酶"

H.G96:/>*#

!

+*G./

L

8:/
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85E><5HG:=

D

65/>
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D

*

;
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!

M9G./<:

#大亚基基因!命名为
!&01&2

'利

用
J!K?

和双分子荧光互补"

G.4:6><965HN69:H>/*

<>0<><:4

L

6>4>0E5E.:0

!

Q.P@

#技术验证了
?<MG<R

与
?@?AB*C%

的互作关系!为探讨
?@?AB

侵染甘

蔗导致花叶症状的分子机理提供了实验证据'

#

!

材料和方法

=,=

!

实验材料

供试材料为甘蔗热带种原始栽培种
Q5I.65

!由

农业部福建甘蔗生物学与遗传育种重点实验室提

供!种植于温室内'本氏烟"

9.&-*.$'$1('*3$,.7

$'$

#种植于培养室内'

=,>

!

实验方法

=?>?=

!

甘蔗
&'(#)*"

大亚基基因克隆及生物信息

学分析
!

以
?@?AB

的
C%

蛋白为诱饵!利用
J!K?

方法从甘蔗
<]V1

文库"由农业部福建甘蔗生物学

与遗传育种重点实验室构建并保存#中筛选到一个

互作因子基因'将该克隆测序后!使用
V@QX

"

8E*

E

L

$%%

0<G.,064,0.8,

;

:\

%#站点上的在线软件
OMP

N.0I>H

预测开放读码框"

:

L

>0H>5I.0

;

NH54>

!

OMP

#!采

用
Q65/E

进行同源分析!筛选同源序列并用
@69/E56`

进行多序列比对!利用
A3W1$,"

构建进化树'

=?>?>

!

2*&(*7

与
2@256A$%

的
B>C2

载体构建及

互作验证
!

将
!&01&2

和
!:!;<75%

基因分别克

隆到
L

A]#2*̂

载体中!命名为
L

A]*?<MG<R

和

L

A]*?@?AB*C%

'使用
C@M

引物
?@*C%*

L

Q̂ *P

*

?@*C%*

L

Q̂ *M

!

?<MG<R*

L

CM%*P

*

?<MG<R*

L

CM%*M

"表
#

#!分别以含有目的基因的质粒
L

A]*?<MG<R

*

L

A]*?@?AB*C%

为模板!经
C@M

扩增得到含有

!

4

.

酶切位点的目的片段!回收并克隆到
L

A]#2*̂

载体'测序验证正确后!用
!

4

.

酶切!回收目的条

带!利用
^

$

]V1

连接酶将其分别与同样酶切回收

的酵母双杂交载体
L

Q̂ %*V

*

L

CM%*V

进行连接'连

接后转化大肠杆菌
]K+

#

!分别涂布于含有
RQ

%

[50

a

*

RQ

%

14

L

a的固体培养基上!

%'b

培养
#&8

!

挑单菌落分别在
RQ

%

[50

a

*

RQ

%

14

L

a液体培养基

中培养
&8

!提取重组质粒
L

Q̂ %*V*?@?AB*C%

和

L

CM%*V*?<MG<R

!采用酶切和
C@M

产物测序方法对

重组酵母表达载体进行鉴定与验证'

分别将重组质粒组合
L

Q̂ %*V*?@?AB*C%

与

L

CM%*V*?<MG<R

!阳性对照质粒组合
L

?̂U!*1CC

与
L

V9GW*P>&+

!阴性对照质粒组合
L

Q̂ %*V

与

L

CM%*V

!

L

Q̂ %*V*?@?AB*C%

与
L

CM%*V

!

L

Q̂ %*V

与
L

CM%*V*?<MG<R

转化酵母细胞!

%"b!+"H

%

4.0

培养至
O]

+$&

达到
",&

"

",)

!将转化后的酵母细胞
+

倍梯度稀释!在
?]*R>9

%

Ĥ

L

固体培养基上培养!培

养基表面涂布
#"

$

R!"4

;

%

4RZ*

;

56

!

%"b

倒置培

养
$

"

+I

'待菌落长到直径为
%

"

$44

左右后!挑

取单菌落转移到
#4R?]*̂H

L

%

R>9

%

K./

%

1I>

液体

培养基中培养!如果酵母生长!将其转移到
?]*̂H

L

%

R>9

%

K./

%

1I>

固体培养基上培养!培养基表面涂布

#"

$

R!"4

;

%

4RZ*

;

56

!观察菌落生长状况!验证蛋

白之间是否存在互作'

=?>?%

!

2*&(*7

与
2@256A$%

的
D#E@

载体构建及

互作验证
!

分别以克隆载体
L

A]*?<MG<R

*

L

A]*

?@?AB*C%

为模板!使用
C@M

引物
C%*Q.P@*P

*

C%*

Q.P@*M

!

?<MG<R*Q.P@*P

*

?<MG<R*Q.P@*M

"表
#

#进

行
C@M

扩增'

C@M

产物经琼脂糖凝胶电泳检测

后!回收目的片段!利用
W5E>F5

D

QC

反应将目的片

段克隆到
L

]OVM!!#

载体中'提取重组载体质粒!

用
;="

酶切!按照
W>E>F5

D

RM

反应体系!将
?@*

?AB

的
C%

基因克隆到
Q.P@

载体
L

35H6>

D;

5E>!"#*

''&

$

期
!!!!!!!!!!

朱海龙!等$甘蔗条纹花叶病毒
C%

蛋白与甘蔗
M9G./<:

大亚基互作的研究
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=

!

本研究使用的
$@&

引物

5̂G6>#

!

C@M

L

H.4>H/9/>I.0E8.//E9I

D

引物名称

CH.4>H054>

引物序列

CH.4>H/>

c

9>0<>

"

+d

#

%d

#

产物长度

CH:I9<E6>0

;

E8

%

G

L

?@?AB*C%*P 1̂ @W11̂ ŴW1WW1Ŵ ^̂ Ŵ@@

22"

?@?AB*C%*M @W@1@̂ ^̂ 1̂ WŴ @̂@̂ W1W@@

?@*C%*

L

Q̂*P 1̂ 1̂1@11WW@@1̂ 1̂@WW@@1̂ @W11̂ ŴW1WW1Ŵ ^̂ Ŵ@@

#"%$

?@*C%*

L

Q̂*M ^̂ W1@̂ 11WW@@W1WW@WW@@@@@W@1@̂ ^̂ 1̂ WŴ @̂@̂ W1W@@

?<MG<R*

L

CM%*P 1̂ 1̂1@11WW@@1̂ 1̂@WW@@1̂ Ŵ @1@@1@111@1W111@

#%)#

?<MG<R*

L

CM%*M ^̂ W1@̂ 11WW@@W1WW@WW@@W@̂ 1̂̂ @̂ 1̂ WŴ 1̂ @@1@@W@

?@*C%*QXP@*P WWWW1@11Ŵ ^̂ Ŵ 1@111111W@1WW@̂ @̂1̂ @W11̂ ŴW1WW1Ŵ ^̂ Ŵ@@

#"$!

?@*C%*QXP@*M WWWW1@@1@̂ ^̂ Ŵ 1@11W111W@̂ WWŴ @@W@1@̂ ^̂ 1̂ WŴ @̂@̂ W1W@@

?<MG<R*Q.P@*P WWWW1@11Ŵ ^̂ Ŵ 1@111111W@1WW@̂ @̂1̂ Ŵ @1@@1@111@1W111@

#%)2

?<MG<R*Q.P@*M WWWW1@@1@̂ ^̂ Ŵ 1@11W111W@̂ WWŴ @@̂ 1̂̂ @̂ 1̂ WŴ 1̂ @@1@@W

JV

中!将
!&01&2

基因克隆到
Q.P@

载体
L

35H6>

D;

*

5E>!"!*J@

中'

L

35H6>

D;

5E>!"#*JV

带有黄色荧光

蛋白"

J>66:FN69:H>/<>0<>

L

H:E>.0

!

JPC

#

V

端的

#'$

个氨基酸!

L

35H6>

D;

5E>!"!*J@

带有
JPC

的
&+

个氨基酸'采用液氮冻融法将重组质粒转化到农杆

菌
3K1#"+

中'

将转化的农杆菌转移到含有
+4RRQ

培养基

"

M.N

a

+"

$

;

%

4R

!

[50

a

+"

$

;

%

4R

#的试管中!

!)

b

!

!""H

%

4.0

培养过夜!使其终浓度
O]

&""

达到

#,"

'常温下!

+"""H

%

4.0

!离心
+4.0

!弃上清'加

入
#4R

侵染液"

]*

葡萄糖
!+"4

;

!

A3?+4R

!

V5

%

CO

$

+

#!K

!

O + 4R

!乙酰丁 香酮
+

$

R

!加

IIK

!

O

至终体积为
+"4R

#!重悬菌液!测量菌液

O]

&""

并将其调节至
",#

'取含有待互作验证的重

组质粒的菌液各
'+"

$

R

加入到
!4R

无菌离心管

中!混匀!放置
%

"

+8

'取生长旺盛*长有
+

"

'

片叶

片的本氏烟!选择两片大的叶片做好标记!在叶片背

面"

!

个叶脉间#注射菌液!正常条件下培养'

!

"

%

I

后取侵染叶片
#

"

!<4

!

!背面朝上!用德国莱卡

@̂??C!

激光共聚焦显微镜观察'

!

!

结果与分析

>?=

!

0"12"3

基因克隆及生物信息学分析

以
?@?AB

的
C%

蛋白为诱饵从甘蔗酵母文库中

筛选到
#

个编码
M9G./<:

的基因!生物信息学分析表

明!该基因
OMP

长度为
#%%'G

L

!编码
$')

个氨基酸

残基!是甘蔗
M9G./<:

大亚基!命名为
!&01&2

'根据

Q65/E

结果!选择禾本科
@

$

植物甘蔗*高粱"

!-%

#

3",

1.&-=&-%

#*玉米"

>($,$

6

)

#!

@

%

植物大麦"

?-%8(",

/"=

#

$%(

#*二穗短柄草"

@%$&3

6A

-8.",8.)*$&3

6

-'

#*小

麦"

B%.*.&",$()*./",

#和水稻"

C%

6

D$)$*./$

#

M9G./<:

的大*小亚基氨基酸序列做多序列比对分析'多序

列比对结果表明!本研究得到的
?<MG<R

与
V@QX

上公布的高粱
M9G./<:

大亚基 "

1QC"#$$),#

#相似

性最高!为
22,')_

!与甘蔗"

JC

,

"!$%)',#

#的相似

性为
22,+)_

!与玉米"

@11'"$#&,#

#的相似性为

22,#&_

!与水稻"

Q11""+%2,#

#的相似性最低!为

2%,'!_

'进化树分析结果表明!

M9G./<:

大*小亚

基分别聚在一起!形成
!

个明显不同的群!

@

%

植物

和
@

$

植物
M9G./<:

的大*小亚基形成不同的亚群

"图
#

#'

>?>

!

2*&(*7

与
2@256A$%

互作的
B>C2

验证

!&01&2

基因长度为
#%%'G

L

!其重组表达载体

质粒
L

CM%*V*?<MG<R

经
!

4

.

酶切后!电泳结果显

示在
#+""G

L

的位置出现单一条带!与预期相符'

?@?AB*C%

蛋白编码序列长度为
22"G

L

!其重组表

达载体质粒
L

Q̂ %*V*?@?AB*C%

经
!

4

.

酶切后!电

泳结果显示!在
#"""G

L

左右的位置出现单一条

带!与预期相符"图
!

#'测序结果也表明目的基因

插入到正确位置!说明载体构建成功'

重组酵母表达载体
L

CM%*V*?<MG<R

和
L

Q̂ %*

V*?@?AB*C%

共转化的酵母菌株
VAJ+#

在四缺

选择性培养基
?]*̂H

L

%

R>9

%

K./

%

1I>

上生长良好'

同时!作为对照的阳性对照菌株生长良好!阴性菌株

不能生长"图
$

#'

>?%

!

2*A&(*7

与
2@256A$%

互作的
D#E@

验证

C@M

扩增重组质粒
J0*?<MG<R

*

J<*?<MG<R

*

J0*?@?AB*C%

*

J<*?@?AB*C%

的插入片段!电泳

检测表明扩增产物长度与预期大小一致"图
%

#'测

序结果也表明目的序列插入到载体的正确位置!证

明载体构建成功'

剪取共侵染的本氏烟叶片!激光共聚焦显微镜

)'&

西
!
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!
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!
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学
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图
#

!

甘蔗和其他近缘禾本科植物
M9G./<:

蛋白的进化树分析

分支点数字表示
Q::E/EH5

L

验证中基于
)"""

次重复该节点可信度

P.

;

,#

!

C8

D

6:

;

>0>E.<5056

D

/./G5/>I:0M9G./<:54.0:5<.I/>

c

9>0<>/NH:4/9

;

5H<50>50I:E8>H

L

:5<>:9//

L

><.>/

8̂>094G>H5EE8>0:I>/H>

L

H>/>0E/E8>H>6.5G.6.E

DL

>H<>0E:NG::E/EH5

L

/\569>/G5/>I:0)"""H>

L

6.<5E.:0/

图
!

!

重组质粒
L

Q̂ %*V*?@?AB*C%

和

L

CM%*V*?<MG<R

的
!

4

.

酶切验证

P.

;

,!

!

M><:4G.050E

L

65/4.I

L

Q̂ %*V*?@?AB*C%

50I

L

CM%*V*?<MG<RI>

;

./E>IG

D

!

4

.>07

D

4>

A,#""G

L

]V165II>H

&

#

"

%,

L

CM%*V*?<MG<R

&

$

"

&,

L

Q̂ %*V*?@?AB*C%

下观察!结果表明!在本氏烟表皮细胞的核区出现强

烈的黄色荧光信号!证明了
?<*MG<R

与
?@?AB*C%

蛋白之间的互作关系"图
+

#'

%

!

讨
!

论

在高等植物中!

M9G./<:

由
)

个大亚基和
)

个

小亚基组成!大亚基由叶绿体基因组编码!小亚基则

由核基因组编码'

M9G./<:

在植物光合作用过程中

既参与
@O

!

的固定!也参与光呼吸代谢途径!是决

定植物净光合的关键酶(

#%*#&

)

'

M9G./<:

的含量*活

化程度等因素影响光合速率(

#'*#2

)

!其活化程度受

M9G./<:

活化酶"

H9G./<:5<E.\5/>

!

M@1

#

(

!"

)和磷酸

糖类物质调控(

!#

)

'磷酸糖类抑制物与
M9G./<:

结

合后!

M9G./<:

变成封闭型构象!其
V

端结构域中的

W69&"

*

6::

L

*&

中的
R

D

/%%$

和磷酸糖基键之间相互

作用!限制
M9G./<:V

端结构域的移动!导致
M9G.*

/<:

活性下降(

!!*!%

)

'

当
?@?AB

侵染甘蔗后!很可能由于
C%

蛋白与

图
%

!

用于
Q.P@

互作验证的重组质粒的
C@M

验证

P.

;

,%

!

C@M\>H.N.<5E.:0:NE8>H><:4G.050E

L

65/4.I/9/>I.0Q.P@

A,#""G

L

]V165II>H

&

#

!

!,J0*?<MG<R

&

%

!

$,J<*?<MG<R

&

+

!

&,J0*?@?AB*C%

&

'

!

),J<*?@?AB*C%

M9G./<:

大亚基互作!阻碍了
M@1

的活化态氨基酸

残基与
M9G./<:

大亚基
V

端结构域的相互识别!使

M9G./<:

无法变成开放型构象!导致
M9G./<:

失活'

M9G./<:

失活会导致两种情况!一种是反应向
@O

!

固定方向移动!光呼吸被抑制而产生过量乙醇

酸(

#&

)

!对植物产生毒害而使叶绿体破坏!叶片失绿!

产生花叶症状'另一种可能是阻止
@O

!

固定!从而

减少了
%*

磷酸甘油酸的生成!导致糖酵解反应底物

不足!产生的
1̂ C

大量减少(

!$*!+

)

!无法为叶绿体中

各个耗能反应提供足够能量!最终导致类囊体膜降

解!叶片失绿'

植物的
M9G./<:

与马铃薯
J

病毒科病毒的
C%

蛋白

的互作很可能是一种普遍存在现象'在洋葱中!

M9G./<:

大亚基和小亚基都可以跟马铃薯
J

病毒属

芜菁花叶病毒"

B"%'.

A

,-)$.&/.%")

!

9̂AB

#的

C%

*

C%VCXCO

分别互作(

!&

)

'在烟草中!

M9G./<:

大

亚基可与马铃薯
J

病毒的
@C

互作!可能也是影响

叶绿体结构造成花叶症状的因素之一(

!'

)

'叶绿体

是一个动态的细胞器!细胞核里编码的蛋白不断地

2'&

$

期
!!!!!!!!!!

朱海龙!等$甘蔗条纹花叶病毒
C%

蛋白与甘蔗
M9G./<:

大亚基互作的研究



图
$

!

?<MG<R

和
?@?AB*C%

蛋白互作酵母双杂交验证

Q]

"

L

?̂U!*1CC

*

L

Q̂ %*V*?@?AB*C%

*

L

Q̂ %*V

#和
1]

"

L

V9GW*P>&+

*

L

CM%*V*?<MG<R

*

L

CM%*V

#分别代表

]V1

结合结构域"

]V1*G.0I.0

;

I:45.0

#和转录激活结构域"

EH50/<H.

L

E.:0*5<E.\5E.0

;

I:45.0

#'

L

Q̂ %*V

为诱饵载体!

L

CM%*V

为

捕获载体'诱饵载体
L

?̂U!*1CC

和捕获载体
L

V9GW*P>&+

为阳性对照'缺陷型培养基
?]

%

*̂H

L

%

*R>9

缺少色氨酸*

亮氨酸!

?]

%

*̂H

L

%

*R>9

%

*K./

%

*1I>

缺少色氨酸*亮氨酸*组氨酸和腺嘌呤'阳性对照在涂有
Z*

;

56

四缺板上生长成蓝色菌斑

P.

;

,$

!

B>H.N.<5E.:0:N.0E>H5<E.:0G>EF>>0?<MG<R50I?@?AB*C%G

D

J!K?

Q]

"

L

?̂U!*1CC

!

L

Q̂ %*V*?@?AB*C%

!

L

Q̂ %*V

#

50I1]

"

L

V9GW*P>&+

!

L

CM%*V*?<MG<R

!

L

CM%*V

#

H>

L

H>/>0E

;

>0>/

N9/>IF.E8W1R$G.0I.0

;

50I5<E.\5E.:0I:45.0/

!

H>/

L

><E.\>6

D

,

L

Q̂ %*V50I

L

CM%*VH>

L

H>/>0EN:HG5.E50I

L

H>

D

!

H>/

L

><E.\>6

D

,̂8>G5.E

L

?̂U!*1CC50IE8>

L

H>

DL

V9GW*P>&+5H>9/>I5/

L

:/.E.\><:0EH:6/,?]

%

*̂H

L

%

*R>950I?]

%

*̂H

L

%

*R>9

%

*K./

%

*1I><:HH>/

L

:0I

E:I:9G6>IH:

L

:9E4>I.9465<e.0

;

Ĥ

L

50IR>950I

c

95IH9

L

6>IH:

L

:9E4>I.9465<e.0

;

Ĥ

L

!

R>9

!

K./50I1I>

!

H>/

L

><E.\>6

D

,C:/.E.\>

.0E>H5<E.:0/H>/96E.0

D

>5/E

;

H:FE8:0E8>?]

%

*̂H

L

%

*R>9

%

*K./

%

*1I>

L

69/Z*

;

56

L

65E>50IE8>I>\>6:

L

4>0E:NE8>G69><:6:H

图
+

!

本氏烟叶片表皮细胞中
?<MG<R

和
?@?AB*C%

互作的
Q.P@

验证

#,

黄色荧光蛋白信号检测&

!,

叶绿体自发荧光信号检测"红色#&

%,

黄色荧光与叶绿体自发荧光重叠&

$,

明视场

P.

;

,+

!

B>H.N.<5E.:0:N.0E>H5<E.:0G>EF>>0?@?AB*C%50I?<MG<R.09E1('*3$,.$'$6>5N>

L

.I>H4./

#,]>E><E.:0:NJPCN69:H>/<>0<>

"

D

>66:F

#&

!,]>E><E.:0:N<86:H:

L

8

D

6659E:N69:H>/<>0<>

"

H>I

#&

%,JPC

%

<86:H:

L

8

D

6659E:N69:H>/<>0<>:\>H65

D

&

$,QH.

;

8E*N.>6I

进入叶绿体!以此维持叶绿体的正常功能(

!)

)

'

?@*

?AB

侵染甘蔗后!除了
C%

蛋白与
M9G./<:

互作外!

推测病毒编码的其他蛋白也会与寄主因子互作!由

此造成叶绿体的结构和功能的不稳定!最终导致叶

绿素的缺失!但是目前还未见到有关
?@?AB

与甘

蔗互作的研究报道'综上!本研究首次证明了甘蔗

中
M9G./<:

大亚基与
?@?AB

的
C%

蛋白的互作!为

研究
?@?AB

侵染甘蔗造成花叶病症状的分子机制

提供了实验证据'
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大亚基互作的研究


