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摘 要 根据已报道的大麦黄矮病毒 U8’ 株系（\]Z’JU8’）相关基因序列，利用 1;JVF1方法获得 ^1E[基因。在杆状病毒J昆
虫细胞系统中，成功表达了 ^1E[和 UEV（绿色荧光蛋白）的融合蛋白（UEV：^1E[），T-<:-0B /)(:检测到目的蛋白的表达。利用激
光共聚焦显微镜观察其在细胞中的积累和亚细胞分布，发现 ^1E[基因编码的 &% >Z蛋白（V[）能进入细胞核，并在细胞核膜上聚
集。通过对 ^1E[基因编码的 V[蛋白的 +端和 F端缺失突变结合蛋白质的结构预测分析，鉴定出 +端!螺旋结构对于 V[蛋白
的核膜定位是必需的。这些结果为进一步研究 ^1E[基因在黄矮病毒 U8’ 系统侵染中的生物学功能奠定了基础。
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大麦黄矮病毒（!"#$%& ’%$$() *)"#+ ,-#./，
!’*,）是黄症病毒属（0.1%(2-#./）的代表成员。该病
毒依靠介体蚜虫在植株间传播、扩散而引起禾本科

作物（小麦、大麦等）的黄矮病［3，4 ］。根据蚜虫宿主

种类和血清学关系，大麦黄矮病毒可分为 56,、
76,、89,、:7,、:5,、97,、96,等株系［; < = ］。其中
由麦二叉蚜和麦长管蚜传播的 96,近几年成为我
国生产上黄矮病流行的主流株系［>，? ］。

最近对 !’*,@96, 全基因组序列测定的结果
显示［=］：!’*,@96,基因组 :A6为 =B? CD，有 >个开
放阅读框（E:F），E:F3 < E:F>，并且与以前报道的
!’*,的 76,、56,和 :7,基因组结构具有较高的
相似性。对 !’*,@76,的研究表明，E:FG基因编码
的 3?C*蛋白是黄矮病毒在植物中系统侵染所必
需［H］。A"//等［I］观察到 !’*,@76,株系 E:FG 基因
编码的 3?C* 蛋白和病毒粒子均存在于细胞核内。
但目前对 !’*,@96, E:FG基因在真核细胞系统中
的表达和亚细胞定位等方面的报道还很少。本研究

中我们在杆状病毒@昆虫细胞系统中，成功表达了
96,株系的 E:FG和 9F7（绿色荧光蛋白）的融合蛋
白（9F7：E:FG），利用激光共聚焦显微镜观察其在细
胞中的积累和亚细胞分布。进而通过缺失突变技

术，鉴定出影响 E:FG基因亚细胞分布的结构区域，
为近一步研究 E:FG基因在黄矮病毒 96,系统侵染
中的生物学功能奠定基础。

! 材料与方法

!"! 质粒、菌株、酶、试剂
昆虫细胞培养基、昆虫细胞系 !"#$、大肠杆菌

% J &’() *K3L!"M（含 !"MN-O 穿梭载体）及转座质粒
PF"/1!"M 均购自 9Q!RE 公司。带有大麦黄矮病毒
96, E:FG基因的克隆 P9S5@96,E:FG由本室张彦
构建［3L ］，TG *A6连接酶、T"U酶、限制性内切酶等购
自 7#(N%V"公司；其他的常规生化及分子生物学试
剂均购自上海生物工程公司。

!"# 引物设计和 $%&扩增
实验中所涉及的 E:FG基因及其缺失基因片段

A*和 R*均以质粒 P9S5@96, E:FG 为模板，利用
表 3中相应的引物通过 7R: 扩增获得。核纤层蛋
白受体（0"N-W ! #%M%P1(#）0!:基因是以小鼠肌肉组
织 M*A6为模板，利用表 3中相应的引物 7R:扩增
获得。

!"’ 昆虫细胞和洋葱表皮细胞表达载体的构建
常规连接、转化及酶切分析按分子克隆实验手

册进行。为了构建 PF"/1!"M@9F7：E:FG、PF"/1!"M@
9F7：A*、PF"/1!"M@9F7：R*和 PF"/1!"M@9F7：0!:，我
们先利用 %&’:!和 *+,K!酶切构建了质粒
PF"/1!"M @9F7（9F7 无终止密码子），然后将 E:FG、
A*、R*和 0!:片段分别克隆到 *+,K!和 -’.!位
点，从而获得 PF"/1!"M@9F7：E:FG、PF"/1!"M@9F7：A*、
PF"/1!"M@9F7：R* 和 PF"/1!"M@9F7：0!: G 个昆虫细
胞表达重组质粒，这些重组质粒经酶切鉴定和测序

证实准确后转化杆状病毒@昆虫细胞表达系统（以本
室李剑博士构建的 PF"/1!"M@9F7为对照［33］）。
为了构建 E:FG：9X8 融合基因的表达载体，

E:FG基因（无终止密码子）通过 /)0O"克隆到
PYQT3>>载体中，获得 P;=8@E:FG：9X8洋葱细胞表达
载体。

表 ! 构建昆虫细胞表达载体所用的引物
()*+, ! $%& -./0,.1 21,3 /4 56/1 15237

9%W% 7#-N%# W"N% 7#-N%# /%U.%WM% SWZ&N% /-1%/

123 9F7 F =[ 69T 966TTR6T99T969R66999R9699 ;[ %&’:!

9F7W/M : =[ T66 996TRRRTT9T6R69RTR9TRR6T9 ;[ *+,K!

43 Q@57 F =[ 966 996TRR 6T99RRR66996969R66 ;[ *+,K!

Q@57 : =[ TRT 9R99RR9RTR6RR9T6RTRTRRRT9 ;[ -’.!

E@57 F =[ 96T 669RTT6T99RRR66996969R66 ;[ /)0O"

E@57 : =[ T99 669RTTRRR9T6RTRTRRRT966T ;[ /)0O"

-5 Q@57 F =[ 966 996TRR 6T99RRR66996969R66 ;[ *+,K!

Q@A* : =[ 96R 9R99RR9RTR6RTTR6RRT96669R9RT9 ;[ -’.!

65 Q@R* F =[ RT6T 996TRR6T9T6RTR669TRRT6RR6R ;[ *+,K!

Q@57 : =[ TRT 9R99RR9RTR6RR9T6RTRTRRRT9 ;[ -’.!

7*8 0!: F =[ 9R6T 996TRR6T9RR669T699669TTT9TT9;[ *+,K!

0!: : =[ T6T9 9R99RR9RTR6RT9T666T9T6999966T6T9R;[ -’.!
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!"# 重组 $%&’() *+,转染昆虫细胞 -./!
昆虫细胞的继代培养、!"#$%&’的转化和重组

%&’()* !+,转染昆虫细胞 -./# 及鉴定等步骤参照
01%23公司的 %&’4564%&’实验手册进行。
!"0 -*-12,34电泳和567869: ;<=8分析
重组病毒感染 -./#细胞 78 9 :/;后，用倒置荧光

显微镜观察细胞发光情况，待 <$= 以上细胞变成绿
色细胞时，即可收获细胞。8$$$>?()@离心收集细胞并
用悬浮液悬浮细胞，加等体积上样缓冲液混匀，沸水

煮 A()@，取 /$!B上清作 #/CA=-!-4D,0E。电转移法
将蛋白质转移至硝酸纤维素膜上，使用碱性磷酸酶

（,D）偶联的抗 0FD单克隆鼠抗体和 %21D?+%G显色
进行HIJ5I>@ KL65检测，并拍照记录实验结果。
!"> 激光共聚焦荧光显微镜观察
为确定 3MF7 及其突变蛋白的亚细胞定位，我

们用激光共聚焦荧光显微镜（3LN(OPJ）进行观察。
对照为一已知细胞质定位的 0FD蛋白。将感染 78
9 :/;的细胞，制成临时装片，置于共聚焦荧光显微
镜下观察并照相。

!"? 3@-染色
经基因枪转化的洋葱表皮条，放在 0Q-染色液

（#$$((6L R B 磷酸二氢钠、$CA((6L R B 高铁氰化钾、
$CA((6L R B亚铁氰化钾、#C$((6L R B S4TLP’，A$(T R (B
!U-3、$C#= G>)56@ S4#$$）中，V:W，过夜，<A=乙醇
脱色后，在光学显微镜下（+)X6@ !101G,B 2,UEM,）
观察并照相记录。

/ 结果与分析

/"! $A*B13,B C2 的结构特征分析
利用 UEG, D>I*)’5 D>65I)@ -I>YI>（;55O：??ZZZ[ I(KL4

;I)*ILKI>T[*I?O>I*)’5 O>65I)@?*6’?(I5& )@5>6[;5(L）网站，我
们对 %\!]40,] 3MF7编码的 #A7个氨基酸序列进
行信号肽序列、跨膜区和二级结构特征的预测。结

果发现，3MF7编码蛋白（D7）的 +端存在 7个"4螺旋
结构域，其中"#为双亲的"4螺旋结构域，2末端富
含碱性的氨基酸，无典型的信号肽结构（图 # 和表
/）。

图 # %\!]40,] 3MF7编码的氨基酸序列
F)T[ # ,()@6 &’)* JI^PI@’I 6. %\!]40,] 3MF7

G;I OP5&5)YI .6P>"4;IL)’IJ（"#，"/，"V &@*"7）&>I (&>XI*[

表 / $A*B13,B DEF# 序列中的 #个!1螺旋
G%;<6 / F=H9 IH8%8(J6!1K6<(&67 (: $A*B13,B DEF#
"4;IL)_ MIJ)*PLI O6J)5)6@ -I^PI@’I

"# 7 ‘ #a 0Eb0,B,bF0EHB

"/ /< ‘ V< B]!,bEEE0b1

"V 7/ ‘ A/ B!bb,0BM\-\

"7 :# ‘ 8# GFM+,bMFb]E

/"/ $A*B13,B DEF# 在杆状病毒1昆虫细胞系统
中高效表达

杆状病毒4昆虫细胞系统作为一种真核表达系
统，已被广泛用于外源蛋白的高效表达［## ‘ #V］。通过

脂质体转染方法在杆状病毒4昆虫细胞系统中表达
了 3MF7 和报告基因 0FD 的融合蛋白（OF&J5%&’4
0FD：3MF7），以 0FD为对照。感染 :/ ; 后，我们通
过倒置荧光显微镜观察到 <$= 以上的细胞发出绿
色荧光。为了证实 3MF7 的表达，我们分别收集了
感染 OF&J5%&’40FD：3MF7 和 OF&J5%&’40FD 的昆虫细
胞，利用碱性磷酸酶（,D）偶联的抗 0FD单克隆鼠抗
体进行 HIJ5I>@ KL65 分析，结果显示：OF&J5%&’40FD：
3MF7感染的细胞产物出现一条 7VX!的杂交带，而
对照 OF&J5%&’40FD 感染的细胞产物出现一条 /aX!
的杂交带，这与预测的蛋白产物的分子量大小相吻

合（0FD 的分子量为 /aX!，D7 的分子量 #:X!）（图
/）。这一结果证实了 3MF7在昆虫细胞中能够高效
表达，同时也说明 %&’()*重组质粒构建的正确性。

图 / %\!]40,] 3MF7在 !"#$ 细胞中
表达的 HIJ5I>@ KL65分析

F)T[ / HIJ5I>@ KL65 &@&LNJ)J 6. I_O>IJJ)6@ O>6*P’5J 6.
%\!]40,] %&’( )@ J./# )@JI’5 ’ILLJ

U：O>65I)@ (&>XI>；#：0FD ；/：0FD：3MF7 .PJ)6@ O>65I)@[

/"L $A*B13,B DEF# 定位于昆虫细胞的核膜上
为了研究 3MF7 编码的 D7 蛋白在昆虫细胞中

的亚细胞分布，我们在激光共聚焦荧光显微镜下，观

察荧光蛋白的表达和定位情况。在 7$倍的物镜下，
可以清晰地看到在表达 0FD：3MF7 的细胞中，都有
较强的绿色荧光，且聚集在细胞的核膜上（图 V，,
和 %），而对照 0FD则呈整个细胞质分布（图 V，2和

<$##夏宗良等：大麦黄矮病毒 0,]株系 3MF7基因在杆状病毒4昆虫细胞系统中的表达及亚细胞定位



!）。为了进一步证实我们的观察，我们克隆了小鼠
中一个已报道定位于细胞核膜上的核纤层蛋白受体

基因 !"#［"#］，并在杆状病毒$昆虫细胞系统中表达
了 %&’和 ()*的融合蛋白（+),-.&,/$()*：%&’）。激
光共聚焦显微镜观察表明：%&’确实定位在细胞核
膜上，其定位模式与我们的目的蛋白 *# 相同（图
#）。这些实验结果充分表明 *#是一个核膜定位蛋
白，暗示了 &0!1$(21 3’)# 的产物能够进入细胞
核，并且在核膜上聚集。

图 4 &0!1$(21 3’)#与 ()*的融合基因
在昆虫细胞中的亚细胞定位

)567 4 89:/;<<9<,= <>/,<5?,.5>@ >A &0!1$(21
3’)# 5@ -AB" 5@-;/. /;<<-

2，&：-9:/;<<9<,= <>/,<5?,.5>@ >A ()*：3’)# 5@ 5@-;/. /;<<-；C，!：
-9:/;<<9<,= <>/,<5?,.5>@ >A ()* ,<>@; 5@ 5@-;/. /;<<-7 DE; <;A. +,@;<-（2，
C）-E>F 5G,6;- 9@H;= A<9>=;-/;@.$A5;<H 5<<9G5@,.5>@，,@H .E; =56E. +,@;<-
（&， !） -E>F 5G,6;- 9@H;= ,@ >I;=<,J >A :=56E. ,@H A<9>=;-/;@.
5<<9G5@,.5>@7 &,=- K LM!G7

图 # 小鼠的核纤层蛋白基因 %&’与 ()*的融合
蛋白在昆虫细胞中的核膜定位

)567 # N9/<;,= ;@I;<>+; <>/,<5?,.5>@ >A .E; G>9-;
%&’ 5@ -AB" 5@-;/. /;<<-

2：-E>F5@6 .E; 5G,6; 9@H;= A<9>=;-/;@.$A5;<H 5<<9G5@,.5>@；&：-E>F5@6
.E; 5G,6; 9@H;= ,@ >I;=<,J >A :=56E. ,@H A<9>=;-/;@. 5<<9G5@,.5>@7 &,=- K
LM!G7

!"# $端!%螺旋结构域对于 &’(# 的核膜定位是
必需的

通过前面对 3’)# 的结构特征分析，知道它具
有两个重要的功能区域，即 N 端区域（N$.;=G5@,<
!>G,5@，N!）和 C 端区域（C$.;=G5@,< !>G,5@，C!）。
N!具有"螺旋结构域，C!是富含碱性氨基酸区域。
昆虫细胞表达系统中的表达和定位显示，3’)#能够

图 L &0!1$(21 3’)# N端和 C端缺失突变体与
()*的融合蛋白在昆虫细胞中的表达

)567 L 89:/;<<9<,= <>/,<5?,.5>@ >A .=9@/,.;H I;=-5>@-
>A &0!1$(21 3’)# 5@ -AB" 5@-;/. /;<<-

2，&： -9:/;<<9<,= <>/,<5?,.5>@ >A ()*：N! 5@ 5@-;/. /;<<-；C，!：
-9:/;<<9<,= <>/,<5?,.5>@ >A ()*：C! 5@ 5@-;/. /;<<-7 DE; <;A. +,@;<-（2，
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图 O &0!1$(21 3’)#与 (P8的融合基因在洋葱
表皮细胞中的亚细胞定位

)567 O 89:/;<<9<,= <>/,<5?,.5>@ >A &0!1$(21
3’)# 5@ >@5>@ ;+5H;=G,< /;<<-

进入核内，并在核膜上有聚集。那么，在 3’)#的结
构中，究竟是 N!还是 C! 区域影响 3’)#的核膜定
位？

为了回答这个问题，我们分别将 N!和 C!基因
片段（都带有起始密码子 2D(和终止密码子 D(2）
克隆到 +),-.&,/ 上，又构建了 +),-.&,/$()*：N! 和
+),-.&,/$()*：C! B个表达载体，经重组 &,/G5H 转化
昆虫细胞，观察其亚细胞定位。结果显示：表达带有

3’)#$N端区域的 N!的细胞与表达野生型 3’)#具
有相同的定位模式，其荧光都聚集在核膜上（图 L，2
和 &），而表达缺失 3’)#$N端区域的 ()*：C! 突变
体蛋白则定位发生了明显改变，其荧光呈整个细胞

分布，与 ()*的定位模式相似（图 L，C和 !）。这一
结果表明 N端"$螺旋结构域对于 3’)#的核膜定位
是必需的，而 C端区域对于 3’)#的核膜定位是不
必要的。

) 讨论
已有的研究表明，&0!1$*21 3’)#基因编码的
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!"#$ 蛋白，可能编码一个运动蛋白（%&’(%()*
+,&*(-)）参与黄矮病毒在植物中的系统侵染［.］。与
/0$12341 5678基因相比，/0$12941 基因组编码
的 5678，其产物也是一个 !"#$ 蛋白，且与 341
5678基因在氨基酸水平上相似性为 :;<;=（序列
比较数据未显示）。由此，推测 /0$12941的 5678
基因可能编码一个运动蛋白，但这需要通过运动蛋

白缺陷型病毒株系的互补实验验证。由于目前还没

有 /0$1可侵染性全长 >$?4克隆的报道，因此这
一工作尚有些困难。

利用杆状病毒2昆虫细胞系统表达了 941 的
5678，并观察到 5678能进入细胞核，并在核膜上有
聚集。为了进一步验证这一发现，我们利用基因枪

介导的瞬时表达系统，在洋葱表皮细胞中表达了

941的 5678与 9@A的融合基因。组织化学染色结
果表明，5678 主要定位在细胞核内（图 :）。而且，
在我们三次重复实验中，都没有观察到 5678 与胞
间连丝的结合。

昆虫细胞和洋葱表皮细胞中的表达和定位实

验，表明 5678能进入细胞核内。对 941 5678编码
的氨基酸序列进行分析，没有找到典型的核定位信

号序列，暗示了 5678 可能编码一类新的核蛋白。
941 5678 蛋白的 ?端区域负责其核膜定位，而 ?
端区域包含四个!2螺旋结构域。从理论上推测，
5678编码的蛋白除了定位在核膜上，也应该能定位
在细胞膜上。然而在我们的实验系统中，5678编码
的 38蛋白只定位于核膜上，而不在质膜上。人类
BC1病毒编码的附属蛋白 1+,，也能够进入细胞核并
只定位于核膜，参与核质的信号传递［!D］。由此推测

/0$12941 5678 编码的 38 蛋白可能作为一个受
体，参与核质间的信号传导，确切的作用机制还需要

进一步的研究。
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