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中国番茄黄化曲叶病毒双向启动子的鉴定
`

关翠萍 周雪平 “

浙江大学生物技术研究所
,

杭州 3 1 。。2 9

摘要 以中国番茄黄化曲叶病毒 ( T Y L C C N V ) Y 10 分离物感染的烟草植物总 D N A 为模板
,

扩增

病毒双向启动子片段
,

并分别 以不 同方 向与 g us 基 因和 n o 、
终止 子融合

,

构建 了植物表达载体
.

用

土壤杆菌介导的方法将质粒载体 导入本 氏烟 叶片细胞和植株 茎部进 行瞬时表达结果表明
,

互补链

和病毒链启动子均能 驱 动 g u : 基 因 表达
,

并且 互 补链 启动子 的活 性高于病 毒链 启动子 的活 性
.

T YI ￡ C N V 伴随的卫 星 D N A 日分子的 尽C l 的表达载体 与启动子载体进行瞬 时共表达时
,

俘C l 对病

毒链和互补链启动子的活 性均没有调节作用
.

关键词 中国番茄黄化 曲叶病毒 双 向启动子 瞬时表达

双生病毒科 ( G
e
m in iv i :

id a 。
)病毒是一类植物单

链 D N A 病毒
,

该科分类上被划分为 4 个 属
,

即玉

米线条病毒属 (
」

飞f改; t er vi ur
、
)

、

菜豆金黄花叶病毒属

( B
e g o m o v i

r u s
)

、

曲顶病毒属 ( C u r t o v i
r u 、 ) 和伪 曲顶

病毒属 ( T o
P 。 。 u 饭

: u 、
)

.

大多数病毒属于菜豆金色花

叶病毒属
.

该属病毒互补链 通常编码 4 个开放阅读

框 ( O R F )
,

分别 为 A C I 蛋 白 ( 又称 复 制 蛋 白 )
,

A C Z 蛋白 (转 录激活蛋 白 )
,

A C 3 蛋 白 (复制增强

蛋白 ) 和 A C 4 蛋白 ; 病毒链 编码 有两个 O R F
,

分

别为 A V I 蛋白 (又称外壳蛋 白 ) 和 A V Z 蛋 白
.

在病

毒链和互补链第一 个 O R F 之 间存 在 1 个 约 2 00 一

3 0 0 核昔酸长 的非 编码 区 ( i n t e r g e n i e r e g io n ,

IR )
,

由于它能启动病毒链和互补链基 因的转 录
,

所 以这

一区域又被称为双向启动子
.

目前 已有多种双生病

毒的启动子活性被鉴定
,

并且互补链的启 动子活性

通常高于病毒链
口一 5〕

.

中国番茄黄化曲叶病毒 ( T Y L c c N v ) Y 10 分离

物是本 实验室鉴定 的伴 随有 D N A俘分子 的双生病

毒困
.

本研究以该分离物为材料
,

用瞬间表达 的方

法鉴定了该 病毒 的双 向启动 子活性
,

并 分析 了与

T Y L C C N V 伴 随的卫 星分子一 D N A尽分 子 编码 的

月1C 蛋白对双 向启动子活性的调节作用
.

l 材料与方法

1
.

1 材料

大肠杆菌 ( E 、 c h 。 ir 。 h ia `
,

01 1) D H a5 及根癌土壤

杆菌 ( A g r o 白〔 `。 t e r
i u m t u 次 。

fa
。

、

i 。 n 、
) E H A l o s 由本实

验室保存
,

植物表达载体 p IN T 1 21 由中国科学院微

生物 研 究 所 方荣 祥研 究 员 惠 赠
,

植 物 表 达 载体

p BI N G u s
,

p BI N
一

俘cl 均 由本实验室构建
.

本 氏烟

( N i
e o t i a n a b e n t h a ,、 艺a n a ) 植 株 生 长 于 温 室 中

,

T Y L C C N V Y 10 分离物由本实验室鉴定
,

限制性 内

切酶购 自上海生工公司
,

克隆载体 p M D 18
一

T 购 自

大连宝生物工程公司
.

1
.

2 植物总 D N A 的制备

按照 Z h o u 等川 的方法从感染 T Y L C C N V 的烟

草叶片中提取植物总 D N .A

1
.

3 双向启动子的克隆

根据 T Y L C C N V Y 10 分离物基 因组 ( G e n B an k

艺0 0 5一 0 2
一 0 5 收稿

, 2 0 0 5一 0 3一0 7 收修改稿
*

国家杰出青年科学基金 〔批准号
: 3 0 12 50 3 2 )和国家 自然科 学基金 (批 准号
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登录号
:

A J 3 1 96 7 5) 的序列设计 特异性引物 T Y L
-

C C N V
一

F ( 5 ’ 一 T T G A C T G G T C A A T T G G T G T C
一

3 ` ,

相应于 T Y I
一

C C N 的 2 5 9 2一 2 6 1 1 位 )和 T Y I
J

C C N V
-

R (5
` 一 T A A T C T C T A G C A C G A A T G A C T A A

一

3 ` ,

相

应于 T Y L C C N V 的 2 8 8一 26 6 位 )
,

以提取的 T Y L
-

C C N V 感染 的植物总 D N A 为模板
,

扩增 双向启动

子片段
.

将扩增 片段 连至克 隆载体 p M D 1 8
一

T 上
,

用通 用 引物 M 13 和启 动 子 引物 T Y L C C N V
一

R 或

T Y LC C N V
一

F 筛选得到病毒链方 向插入载体的克隆

p M D
一

V 及互补链方 向插入载体的克隆 p M仆 C
,

将

筛选获得的阳性克隆进行测序验证
.

达盒
,

作 为 阳性 对 照 ; p BI N G U S 由 p I N T 1 21 中

g u --s on 、 片段插人质粒载体 p BI N P L U S 的 B a m H I/

E co R I 位点构建而成
,

作为阴性对照
.

将克隆载体

p M D
一

V 和 p M D
一

C 经 S al l/ X b al 酶切后插入表达载

体 p BI N G U S 的 S al l/ X b al 位 点
,

使 其 与 下游 的

g “ --s on 、 片段融合
,

筛选后分别得到病毒链启动子

重组质粒 p BI N
一

V 和互补链启 动子重组质粒 p BI N
-

C
.

表达载体 p BI N
一

pC I 为本实验室构建
,

其中四
基因置于 C a M V 35 5 启动子下游并与 on 、 片段融合

( 图 1)
.

将构建后的所有表达载体通过三亲交配的

方法分别导人根癌土壤杆菌 E H A 105 中
,

用于瞬间

表达
.

1
.

4

1
.

5

表达载体的构建

表达载体 p IN T 1 2 1 包含 C a M V 3 5 5
一

g u 、 n o s

表

Y 10 D N A
一

A

巨士兰二吠二巫二拒玉困
( 垂巫二汇巫二

PB IN
一

V

PB IN
一

C

P IN T 12 1

P B IN
一

pC I

PB IN G U S

图 1 表达载体结构示意图

瞬间表达
析

,

每个样品至少重复 4 次
.

用土壤杆菌介导的方法进行瞬间表达 〔 8〕
.

将含

有重组质粒 的根癌土壤杆菌在 Y E B 液体培养基 中

培养
,

2 8℃ 摇 菌 至对 数 生 长 期
,

收 集 菌 体
,

用

M M A 溶 液 [ 10 : n m ol 八
一

2
一

( N
一

吗 琳 卜乙 基 磺 酸

( M E S )
,

1 0 0 拼m o l / I 乙 酞 T 香 酮
,

1 0 m m o l / L

M
g

C 1
2 」调整菌液浓度至 O D 、 。

一 1
.

5
,

室温静止放

置 Z h
,

选取 6
一

7 周龄本氏烟植株中部的近完全展开

叶
,

用 l m l
、

的一 次性注射器将菌 液浸 润于每 片叶

片的脉间细胞
,

用于荧光光度分析 ; 另外
,

注射等

量菌液于一些植 株的茎中部
,

用 于组织化学分析
.

在浸润的过程中
,

一种载体单独浸润 的菌液用量为

30 。刃
才 ; 当两种载体共浸润 时

,

每种载体的菌液各

取 3 00 川
、

等量混匀后离 心
,

再 用 3。。 醉
,

的 M M A

溶液重悬菌体用 于浸润
.

64 h 后取样进 行活性 分

1
.

6 组织化学染色

采取植株 的茎进行 G U S 组织化学染色川
.

用

注射点上部的茎做徒手切片
,

置于含有 l m m ol / L X
-

lG
u c 的 G U S 染色液中 37 ℃温育 3

一

12 h
.

染色后将

切片样品用 75 % 乙醇脱色至无色
,

于解剖镜 ( L ie aC

D C 3 0 0
,

M a n n h e im
,

G e r
m a n y )下观察照相

.

1
.

7 荧光光度测定

采取浸润后的叶片用于荧光光度分析川
.

将叶

片用液氮研磨至粉末状
,

加 人 3 倍体 积的 G U S 提

取液 ( 5 0 m m o l / L 磷酸缓 冲液 p H 7
,

O
,

1 0 m m o l / I
矛

乙二胺 四乙 酸二钠
,

。
.

1% T irt
o n X

一

1 00
,

。
,

1%十

二烷基 肌氨酸钠
,

10 m m ol I/
J

份琉基 乙醇 )
,

4 ℃下

z Z 0 0 0 r / m sn 离心 一0 tn i n
,

上 清吸于一干净离 心管
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中用于 G U S 荧光活性 的测定
.

取 1。 胖 L 的上清与

l m m lo / L ( 4
一

甲基 伞 形 酮节
一

D
一

葡 萄 糖 醛 酸 ) ( 4
-

M U G )反应 03 m ni
,

。
.

2 m ol / L 碳酸钠 终止 反应
.

用荧光光度仪 ( P e r k i n e lm e r L S S OB
,

P h
a
m a e i a ) 测定

G U S 荧 光 光度 值
,

生 物分 光 光 度计 ( E p eP
n d or f

,

H a m b u r
g

,

G e r m a n y )测定蛋白含量
.

的质粒载体 p BI N
一

.C

2
.

2 双向启动子的序列分析

1
.

8 G u S 活性分析

启动子的相对 G U S 活性以测得的 G U S 荧光值

相对于 35 5 启 动子的 G U S 荧光值 的百分数表示
,

取平均值并计算标准差
,

用 S P S S 1 2
.

0 统计 分析软

件中 A N O V A 的 L S D 方法进行多重 比较分析
.

2 结果与分析

2
.

1 双向启动子的克隆和表达载体的构建

以感染 T Y L C C N V 的烟草 植物 总 D N A 为模

板
,

用特异性引物扩增得到大小约为 0
.

4 k b 的双向

启动子片段
,

与预测 的大小一致
.

将扩增片段连至

克隆载体 p M D 18
一

T 上
,

经筛 选获得病毒链和互补

链插 人 方 向 的 阳 性 克 隆 p M D
一

V 和 p M D
一

C
,

用

S al l/ X ba l 双 酶 切 切 下 外 源 片 段 插 人 表 达 载 体

p BI N G U S 的 S al l/ X b al 位点
,

筛选后分别 获得含

病毒链启动子的质粒载体 p BI N
一

V 和互补链启动子

启动子序列测定结果表 明
,

克隆的片段含有完

整的双向启 动子 区
,

全长为 43 4 nt
.

用 lP an tC A R E

( h t t p
:

/ / s p h i n x
.

r u g
.

a e
.

b e : 8 0 8 0 / P l a n t
-

C A R E八n d e x
.

h t m )程序分析双 向启动子 序列
,

结

果见 图 2
.

图中 A V I 的翻译起始位点 A 定为 + 1
,

T A T A
一

b o x ,

C A A T
一

b o x ,

G C
一

m o t i f
,

G
一

b o x 和

tS e m
一

lo o p 用方框表示
,

其他特征序 列用 下划线表

示
,

右向箭头代表病毒链方 向
,

左向箭头代表互补

链方 向
.

在病毒链和互补链启动子中含有大多数真

核生 物 中存 在 的一 些 顺式 作 用 元件
,

如 T A T A
-

b o x ,

C A A T
一

b o x ,

G b o x 和 G C
一

m o t if
,

在病 毒链

启动子序列 中
,

T A T A
一

bo
x 位于转译起始位点上游

的
一

1 95 nt 处
,

在 T A T A
一

b o x 上游 的 43 nt 处有一个

C A A T
一

b o x(
一

23 8 nt ) ; 在互补链启动子序列 中
,

离

转译起始位点最近的 T A T A
一

bo
x 位于上游的

一

3 7 1 nt

处
,

在其 上游 的 24 nt 处 有一 个 C A A T
一

bo
x C 3 47

nt )
.

其他顺式 元件如 G
一

b o x ,

G C
一

m ot if 也在病 毒

链和互补链转译起始位点的上游被鉴定
.

在病毒链

和互补链 启动子 序列 的茎 环上游 包含 4 个重 复序

列
,

这些 序列在其他 双生病 毒 中也存 在
,

推测 它们

:

~
、 二。

澎睡到
3
二二二

~
:

.

塑述命廊
c G。
二二二、 。二 T、 :

吸几几 及一白我
.

- -乡

选四
r 。 、 。 、

c灿必夔断越幽
r

~
r

二
。
灿。 :

从二
:

~
二

~
,

下凡丁几
月

翻幻 闷呀一 C几人 T
.

如蕊

护目自山 , ` 晚川 如峪确世

44月魂33

。 。 、 趁醚蜘
。 T

墨翁羚、 。

娜。 。 T

~
、 二越如

r

~
、 、 。 。

咽
G 丘“ , 卜 C人` r如

器

塑丢色娜
龙 一三仑烈塑 ~ 立如送一 -

巴笙蟹研几 C T T邢惑遐三燮汗孰 G? 及 T望 C及 c G T I ,

期
G侧竺翌翌乎 G丸 T C C注

坦

C了 G C T C孰八 C C跳 e T T T

心 AA了
.

妇肠

c
舒

。 八及 A C C仔 , 丸 C九然 G T
钾甄

。份学仔 T丸 T弓望佗
,
八。邃夔四叭 G

-乡
硷鹅

二舫 ,

、 二、
C人冉 T毛此

丸孰八几 C C r 只 C货 C管 C C士 G A T八 C八 T T汽 G守 T T八 C G A臀 T叹协丸叹
、
T C召 T G孰 C丁赞 A丸 T赞赞住,丸 G T C八赞望

0 3赞导C赞孰G丸偏弄瑶丁了及 A T C

咤ù9,J目确,召电卫飞孟口岁飞1

人睡+1

图 2 双 向启 动子 的核普酸序 列及结构
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可能是病毒互补链编码的 A C I 蛋 白的识别和结合位

点
,

与病毒复制起始有关际
` 。〕

,

另外
,

在病毒链启

动子序列的
一

2 6 2 nt 处鉴定了一个在多数双生病毒共

同区都存 在 的晚期保守 因子 C L E ( G T G G T C C C )
,

它被认为是转录激活蛋 白的结合位点 l0E 习
.

2
.

3 双向启动子的组织化学检测

为了鉴定双向启动子是否具有活性
,

将含有载

体 p BI N
一

V 和 p BI N
一

C 的土壤杆菌菌液注射到植株

茎中进行瞬间表达
,

用注射点上部的茎做徒手切片

后在 G U S 染 色液 中染 色
,

结果表 明
,

在 p BI N
一

V

(图 3 ( a ) )和 p B I N
一

C (图 3 ( b ) )表达的植株茎部的维

管组织和部分皮层细胞都可观察到蓝色位点
,

说明

两 者都 能 驱 动 g u : 基 因 在 植 物 细 胞 中 表 达
,

p I N T 1 2 1 的 3 5 5 启动子呈现 了强 G U S 染 色 ( 图 3

( c ) )
,

在 p B I N G U S 表达 的茎部细胞 中没有观察到

蓝色位点 (图 3 d( ))
.

组织化学染色结果表明
,

瞬间

表达 中
,

病毒链启 动子 和互补链 启动子 均能驱动

g us 基因表达
.

图 3 烟 草茎 中 G U S 瞬间表达活性的组织化学检测

(
a
)一 ( d ) 分别为 p B I N

一
V

, p B I N
一
C

,

p l N T z 2 1
,

p B IN G U S
,

图中标尺为 20 卜nr

ǎ寸à工叫11乙dǎ哟à淤
·

乙山dǎ9à卑之一国dǎ的àSflg乙国d

00806020400

罗、划舰的二9友碧羁降

2
.

4 双向启动子的荧光活性测定

浸润 64 h 后
,

采取 叶片测定启动子的 G U S 荧

光活性值
.

分析结果见 图 4
,

括号 中数字为各样品

的实验重复数
.

结果表 明
,

p BI -N V 和 p BI N
一

C 的平

均相对 G U S 活性分别是 ( 10
,

90 士 1
.

26 ) %和 ( 13
.

54 士

2
.

18 ) %
,

二者 之 间存 在显著 性差 异 (尸 < 。
.

0 5)
`

p B IN G U S 的相 对 活性 值 为 (1
.

17 士 。
.

12 ) %
,

与

p BNI
一

V 之间和 p BI N
一

C 之间的差异均达到了显著水

平 ( P < 0
.

0 5 ) ; p IN T 1 2 1 的相对活性值为 ( 1 0 0
.

0 0 士

17
.

70 ) %
,

与 p BI N
一

V 和 p B工N
一

C 之间的差异均达

到了极显著水平 (尸 < 0
.

0 1)
,

以上结果表明病毒链

和互补链启动子均具有活性
,

且互补链启动子 的活

性高于病毒链
.

图 4 烟草叶片中 G U S 瞬间表达的荧光活性分析
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2
.

5 匹1 蛋白对双向启动子的调节作用

为了明确 月C l 蛋 白对双向启动子是否具有调节

作用
,

将 p B IN
一

日C l 分别与 p BI N
一

V 和 p B I N
一

C 在烟

草叶片中共表达
,

测定 G U S 活性
,

分析结果见图

5
,

括号中数字为各样品的实验重复数
.

结果表明
,

当 p B I N
一

日C l 与 p B IN
一

V 共表达时
.

相对 G U S 活性

是 ( 8
.

98 士 1
.

56 ) %
,

与单独浸 润 p BI N
一

V 的活 性

( 9
.

7 4士 2
.

7 8 ) %相 比
,

没有显著性差异 ( P > 0
.

0 5 ) ;

p B I N
一

俘C l 与 p B IN
一

C 共 表 达 时 的相 对 G u s 活 性

( 13
.

26 士 3
.

1 4) %与单独浸润 p BI 排 C 的活性 ( 12
.

15 士

1
.

78 ) %相 比
,

也没有显著性差异 (尸> 。
.

0 5 )
,

这些

结果表明当 月C l 蛋 白与双向启动子载体共表达时
,

对启动子的活性没有明显的调节作用
.

ǎ寸à工叫112一dǎ巴介吕田d
+一口二ǎ巴介之园dǎ巴甲乙国牙一切二ǎ巴甲乙国d

ǎ曰énUnUCCUOné00̀U
月

斗2
罗、到哩S口O衡罕公除

图 5 解 1 蛋白对双 向启 动子 C us 瞬 间表达荧光活性的影响

3 讨论

本研究通过瞬间表达的方法测定 了 T Y L C C N V

的双向启动子活性
.

组织化学染色分析表明
,

病毒

链和互补链 启动子 都能驱 动 g u 、
基 因 的表 达

,

用

lP a
nt C A R E 程序对启动子序列分析时发现了双 向启

动子序列 中包含大多数真核启动序列 中都存在的顺

式作用元件 T A T A
一

b o x 和 C A A T
一

b o x
.

另外
,

在启

动子序列中还鉴定 了几个 G
一

bo
x 和 G C

一

m ot if
,

它们

是双生病毒共同区 中普遍存在 的保守元件
.

研究表

明
,

G
一

b o x 能与寄主转录因子结合促进基 因的转录
,

在番茄金色花 叶病毒 ( T G M V ) 的 A工
、
6 1 启动子 中

,

G bo
x
作为一种强顺式作用元件与寄主 因子作用激

活 lu
。 基因的表达

.

香蕉束顶病毒 ( B B T V ) 的 D N A
-

6 的启动子中 G
一

bo
x 的同源序列也参与 了对启动子

活性的调节 [’, `。 ,

“ 〕
.

G C
一

m ot if 能够与寄主因子互作

来激活病毒链基 因的表达
,

缺失这一基序
,

将会导

致启动子活性丧失呻
一 `、 」

.

双向启动子 的荧光光度测定结果表明
,

互补链

启动子的活性高于病毒链启动子的活性
,

与多数双

生病毒 中启动子 的鉴定结果相一致
,

这可能与互补

链基因编码早期基因产物
,

而病毒链编码晚期基因

产物有关 l[,
坦

,
5习

.

在病毒链 启动 子序列 的 一 26 2 nt

处
,

发现一个多数双生病毒都具有 的晚期保守因子

( 1C 王
,

G T G G T C C )C
,

它通 常被认为 与双生 病毒

互补链的转录激活因子 T r A P 相结合
,

以激活病毒

链基因的转录口 5
, ` 6」

.

T r A P 对病毒链启动子的活性

是否具有调节作用
,

还需要进一步的实验来证明
.

某些单组分双生病毒伴随有卫星分子一 D N A旦
,

其基因组大小为 D N A
一

A 的一半匡
1 7

,

` 8〕
.

在 已经鉴

定的所有 D N A俘分子中
,

都含有一个位置和大小保

守的 O R F一日C l
,

研究表 明
,

日C I O R F 编码 产物是

一个重要的症状决定因子仁` g
,

2。〕
.

D N A p 分子依赖辅

助病毒进行复制
,

辅助病毒需要 D N A俘分子产生典

型症状
.

双生病毒 I R 区 序列 中通常包含参与复制

和转 录的重要元件
,

俘C l 是 D N A p分子中惟一的功

能蛋 白
.

为了验证 俘C l 蛋白对双向启动子的活性是

否具有调节作用
,

将 日C l 蛋 白与双向启动子在烟草

叶片 中共表达
.

G U S 荧光测定结果表 明
,

俘C l 蛋白

对病毒链启动子和互补链启 动子 的活性均没有显著

的影响
,

说明 日C l 蛋 白单独存在时
,

并没有对双 向

启动子的活性起 调节作用
.

当 D N A俘分子存在时
,

病毒的复制量明显增加
,

因为 归C l 蛋白是 D N A日分

子中惟一 的功能蛋 白
,

所 以 俘C l 蛋 白很 可能参 与

D N A日与病毒之间的互作
.

在很多双生病毒 中都发

现
,

某些编码蛋白如复制相关蛋白
,

外壳蛋 白以及

A C Z/ C Z 蛋白具有 D N A 结合 能力
,

并通过与 D N A

结合 影 响 病 毒 的生 命活 动 21[
一 25 〕

.

在 已 经 鉴 定 的

A C Z / C Z 蛋白和转录激活机 制中
,

A C Z/ C Z 蛋 白能

通过与 不 同的 细胞 因子 互 作 以 结合 到作 用 元 件

上 仁川
.

结合本研究结果推测
,

日C l 蛋 白很可能是通

过与其他蛋白互作后结合到 D N A 序列上 以实现对

启动子活性 的调节
.
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