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　 　 ＣＯＰ９ 信号复合体(Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙ ｐｈｏｔｏｍｏｒｐｈｏｇｅｎｎｉｃ ｓｉｇ￣
ｎａｌｏｓｏｍｅꎬ ＣＳＮ)是一种在黑暗条件下抑制光形态建成的调

节蛋白[１] ꎬ１９９２ 年在研究调控拟南芥的光形态建成的转录

因子时被发现ꎬ突变体拟南芥在黑暗条件下ꎬ子叶展开ꎬ下胚

轴缩短ꎬ这一表型与野生型拟南芥在光照下幼苗生长的形态

一致ꎮ ＣＳＮ 是一种高度保守的多亚基蛋白质复合体ꎬ调控动

物、植物的生命活动ꎬ如生长、分化、繁殖ꎮ ＣＳＮ 主要参与调

节 泛 素￣蛋 白 酶 体 通 路 ( Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｓｙｓｔｅｍꎬ
ＵＰＳ) [２] ꎬＵＰＳ 是蛋白质高效特异性降解的主要途径ꎬ目标蛋

白被泛素三酶级联反应ꎬ靶蛋白进行泛素化修饰后ꎬ由 ２６Ｓ
蛋白酶体催化蛋白质降解[３] ꎮ 其中 ＳＣＦ 型泛素连接酶

(ＣＲＬｓ)是泛素连接酶 Ｅ３ 中最大的家族ꎬ该复合体包括 Ｃｕｌｌ￣

ｉｎ 蛋白、ＲＩＮＧ 蛋白、调控蛋白以及底物识别蛋白[４] ꎬＣＳＮ 可

以催化泛素类蛋白 ＮＥＤＤ８ 从 Ｃｕｌｌｉｎ￣ＲＩＮＧ 泛素连接酶上去

Ｎｅｄｄ 化导致 ＣＲＬｓ 活性丧失ꎬ实现 ＣＳＮ 影响蛋白质降解过

程[５] ꎮ 在高等真核生物中典型的 ＣＳＮ 蛋白由 ８ 个不同亚基

组成(ＣＳＮ１ ~ ＣＳＮ８)ꎬ这些亚基通常含有 ２ 个保守结构域:
ＭＰＮ ( ＭＰＲＩ￣ＰＡＤＩ￣Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ) 和 ＰＣＩ ( Ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ
ＣＯＰ９ ｓｉｇｎａｌｏｓｏｍｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ３ ｄｏｍａｉｎ) [６] ꎮ ＭＰＮ 结构域

是由 ３ 条 α 螺旋和 ９ 条 β 线缠绕成 β 片层组成ꎬ一般存在于

ＣＳＮ５ 和 ＣＳＮ６ 中ꎬ主要识别信号因子ꎬ激活下游活动ꎬ调控

生物学功能[６] ꎮ ＰＣＩ 结构域存在于 ＣＳＮ１、 ＣＳＮ２、 ＣＳＮ３、
ＣＳＮ４、ＣＳＮ７ 和 ＣＳＮ８ 中ꎬ是复合体亚基装配完整的关键部

分ꎬ并介导蛋白质的相互作用[７] ꎮ
ＣＯＰ９ 信号复合体亚基已经从多种生物中被克隆并分析ꎬ

各个亚基的功能也陆续被发现ꎬ如水稻 ＯｓＣＳＮ５Ｂ 基因[８]、苹
果 ＭｄＣＳＮｓ 基因[９]、甘蓝型油菜 ＢｎＣＯＰ９ 基因[１０]、菊花 ＣｍＣ￣
ＳＮ１ 基因[１１]ꎬ拟南芥 ＣＳＮ 蛋白[１２]ꎬ烟草 ＣＳＮ４ 蛋白[１３] 等ꎮ
ＣＳＮ５ 结构最为特殊ꎬ它具备完整的催化活性位点和金属离子

锌结合位点ꎬ在生物体中以单体或小复合体的形式发挥功

能[１４]ꎬ有研究结果表明人体内的同源基因 Ｊａｂ１ 与癌症密切

相关[１５￣１７]ꎮ ＣＳＮ５ 可调控真菌生长发育和代谢ꎬ茶树内生真菌

４８０１



无花果拟盘多毛孢基因组中找到的同源基因 ＰｆｃｓｎＥꎬ是分生

孢子形成的必需条件ꎬ并调控菌株的次级代谢活动[１８]ꎮ ＣＳＮ５
在植物逆境胁迫中扮演重要角色ꎬ双生病毒编码的 Ｃ２ 蛋白能

够与拟南芥的 ＣＳＮ５Ａ 互作ꎬ影响拟南芥泛素化蛋白质降

解[１９]ꎮ 拟南芥突变体 ｃｓｎ５ 对盐表现出较高的耐受性ꎬ发现

ＣＳＮ５Ｂ 通过 ２６Ｓ 蛋白酶体途径降解 ＧＤＰ￣甘露糖焦磷酸化酶ꎬ
影响植物抵御非生物胁迫的关键因子抗坏血酸(ＡｓＡ)的合

成ꎬＣＳＮ５Ｂ 功能缺失后 ＡｓＡ 的含量升高ꎬ处于较高水平ꎬ可提

高植物对环境胁迫的耐受性[２０]ꎮ ＣＳＮ５ 有 ２ 个编码基因

ＣＳＮ５ａ 和 ＣＳＮ５Ｂꎬ现在研究较多的是 ＣＳＮ５ａ 的功能ꎮ
黄瓜是瓜类蔬菜作物中具有重要经济价值的一类ꎬ全国

范围内收集的 ３ ２８３ 份黄瓜疑似病毒病样品中ꎬ黄瓜绿斑驳

花叶病毒(ＣＧＭＭＶ)检出率为 ２１􀆰 ３８％ꎮ ＣＧＭＭＶ 发展形势

日趋严峻ꎬ严重影响黄瓜的品质和产量ꎬ使黄瓜产业经济损

失达 １５％~２５％ [２１] ꎮ 本研究首次从黄瓜中克隆到 ＣｓＣＳＮ５ｂꎬ
前期研究预测 ＣｓＣＳＮ５ｂ 与 ＣＧＭＭＶ 的 ＣＰ 蛋白有互作关系ꎬ
猜测 ＣｓＣＳＮ５ｂ 在黄瓜应答 ＣＧＭＭＶ 生物胁迫中发挥作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试 ＣＧＭＭＶ 毒源为本实验室保存的 ２０１２ 年采集于海

南的具有典型发病症状的西瓜样品上[２２] ꎻ植物材料黄瓜

９９３０(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ.)和本氏烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)
由本实验室保存ꎻ荧光标记载体 ３５Ｓ:ＹＦＰ 由南京农业大学

陶小荣实验室提供ꎮ
１.２　 植物总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 的合成

黄瓜总 ＲＮＡ 提取参照 ＲＮＡ 提取试剂盒使用说明书操

作ꎬ总 ＲＮＡ 经 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００ 和琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ取 ５
μｇ ＲＮＡ 为模板ꎬ按 ＴａＫａＲａ 反转录试剂盒(ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ)说明书操作得到 ｃＤＮＡꎬ将剩余的

ＲＮＡ 和 ｃＤＮＡ 于－８０ ℃保存ꎬ用于后续试验ꎮ
１.３　 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因克隆及其序列分析

根据公开的黄瓜基因组信息ꎬ设计 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因扩增引

物 ＣＯＰ９￣ｂｆ:５′￣ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＣＣＧＴＴＴＣＣＡＴＣＡＴＣ￣３′和
ＣＯＰ９＿ｂＲ＿ｄＴＧＡ:５′￣ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＣＴＴＴＣＣＡＣＣＡＴＴＧＧＴＴＣＴＧ￣
３′(下划线为引入的 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ酶切位点)ꎬ以合成的 ｃＤＮＡ
为模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应程序:９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５
℃变性 １５ ｓꎬ５２ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ７０ ｓꎬ３２ 个循环ꎻ７２ ℃
延伸 ５ ｍｉｎꎬ１２ ℃保存ꎮ 纯化产物与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体连接ꎬ连
接体系参照 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体试剂盒说明书操作ꎬ１６ ℃连接过

夜ꎬ连接产物通过热激法转化大肠杆菌感受态 ＴＯＰ１０ꎬ挑取

单菌落 ＰＣＲ 鉴定得到阳性克隆ꎬ送于南京金斯瑞生物公司

进行测序ꎮ 利用 ＮＣＢＩ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ) 的

Ｂｌａｓｔ 在线分析工具进行序列分析ꎬ使用 ＭＥＧＡ６ 软件的临接

法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构建系统进化树ꎬ进化树的可信度使用

１ ０００次自导复制验证ꎮ

１.４　 ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰ 融合表达载体构建

参照质粒提取试剂盒说明书提取 ｐＭＤ１８￣ＣｓＣＳＮ５ｂ 质

粒ꎬ用 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ进行单酶切ꎬ３７ ℃酶切 １ ｈꎬ酶切产物通过

Ｔ４ 连接酶连接经 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ单酶切的线性化 ３５Ｓ:ＹＦＰꎬ连接

体系参照 Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ 试剂盒说明书操作ꎬ２２ ℃连接 １ ｈꎮ
连接产物通过热激法转化大肠杆菌感受态 ＴＯＰ１０ꎬ送于南京

金斯瑞生物科技有限公司进行测序ꎮ
１.５　 ＣｓＣＳＮ５ｂ 蛋白的亚细胞定位观察

重组质粒 ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰ 电击法转化农杆菌 ＧＶ３１０１ꎬ以
３５Ｓ:ＹＦＰ 空载体为对照ꎬ在 ＬＢ 平板(含 ５０ ｍｇ / Ｌ 利福平和

５０ ｍｇ / Ｌ硫酸卡那霉素)上筛选培养ꎬ经 ＰＣＲ 鉴定阳性菌落ꎬ
用于后续试验ꎮ

将转入 ３５Ｓ::ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰ 农杆菌和 ３５Ｓ:ＹＦＰ 空载体

的农杆菌单菌落用液体 ＬＢ(含 ５０ ｍｇ / Ｌ 利福平和 ５０ ｍｇ / Ｌ硫
酸卡那霉素)振荡培养ꎬ至 ＯＤ６００约为 １􀆰 ０ꎬ离心收集菌体ꎬ弃
上清液ꎬ加入诱导液 [１５０ μｍｏｌ / Ｌ乙酰丁香酮、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＭＥＳ(ｐＨ５􀆰 ７)和 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２]重悬菌体ꎬ室温避光静止

２ ｈꎬ选取４~ ６ 叶龄健康本氏烟草的叶片ꎬ表皮按压注射菌

液ꎮ ４０ ｈ 后取浸润区烟草叶片置于载玻片上ꎬ于激光共聚焦

显微镜(ＺＥＩＺＺ ＬＳＭ７１０)４８８ ｎｍ 激发光下观察上表皮细胞中

目标蛋白表达情况及其亚细胞定位特征ꎮ
细胞核染色采用 ＤＡＰＩ 标记法ꎮ 取浸润区烟草叶片置于

载玻片上ꎬ于激光共聚焦显微镜３６０~４００ ｎｍ 激发光下观察ꎮ
１.６　 ＣｓＣＳＮ５ｂ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

按照植物蛋白提取试剂盒(Ｓｏｌａｒｂｉｏ)说明书提取烟草叶

片植物总蛋白质ꎬ加入适量 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液

(×５)ꎬ漩涡震荡混匀ꎬ９９ ℃ 金属浴 １０ ｍｉｎꎬ冰浴 ５ ｍｉｎꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验ꎮ
取 ２０ μｌ 上述蛋白质样品于 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶上进行电泳

(８０ Ｖꎬ３０ ｍｉｎꎻ１３０ Ｖꎬ１ ｈ)检测ꎬ转印硝酸纤维素膜ꎬ用 ５％脱

脂奶粉封闭ꎬ室温 ６０ ｒ / ｍｉｎ震荡 １ ｈꎬ然后以１ ∶ ５ ０００的 ＧＦＰ
抗体常温孵育ꎬ６０ ｒ / ｍｉｎ震荡 １ ｈꎬ经 ＰＢＳＴ 洗涤 ４ 次ꎬ用辣根

过氧化物酶 ＨＲＰ 标记的羊抗兔作为二抗１ ∶ ５ ０００常温孵育ꎬ
６０ ｒ / ｍｉｎ震荡 １ ｈꎬ用 ＰＢＳＴ 洗涤 ４ 次ꎮ 显色试剂盒 ＥＣＬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ 避光显色ꎬ在天能 Ｔａｎｏｎ ５２００ Ｍｕｌｔｉ
全自动荧光 /化学发光成像分析系统下曝光显影ꎮ
１.７　 ＣｓＣＳＮ５ｂ 转录产物的 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测

浸润区烟草叶片总 ＲＮＡ 提取参照 ＲＮＡ 提取试剂盒说

明书操作ꎬ取 ５ μｇ ＲＮＡ 为模板ꎬ按 ＴａＫａＲａ 反转录试剂盒

(ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ)说明书合成 ｃＤ￣
ＮＡꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用 ３５Ｓ:ＹＦＰ 上游引物 ３５ＳＢｇｌⅡ￣Ｆ
和 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因扩增引物 ＣＯＰ９＿ｂＲ＿ｄＴＧＡ 进行 ＰＣＲ 检测ꎬ
为了验证 ３５Ｓ::ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰ 在本氏烟草叶片细胞中是否

正常转录ꎮ
１.８　 基因表达分析

已感染 ＣＧＭＭＶ 病毒的西瓜叶为接种病原ꎬ称 ０􀆰 １ ｇ 新

５８０１缪　 倩等:黄瓜 ＣＯＰ９ 信号复合体亚基 ＣｓＣＳＮ５ｂ 的亚细胞定位和表达分析



鲜病叶ꎬ加入 １０ ｍｌ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ(ｐＨ７􀆰 ０)缓冲液研磨ꎬ在
１０ ｄ 苗龄的黄瓜子叶上均匀喷洒少许金刚砂ꎬ吸取 ５００ μｌ
接种液滴在子叶上ꎬ手指顺着叶脉方向轻轻摩擦叶面ꎬ同时

以 ＰＢＳ 缓冲液接种作为对照组(ＣＫ)ꎬ接种 １０ ｍｉｎ 后ꎬ对接

种的叶片喷洒清水保湿ꎮ 摩擦接种后第 ７ ｄ、第 １５ ｄ 和第 ２５
ｄ 采集黄瓜叶片ꎮ

提取黄瓜叶片样品的 ＲＮＡꎬ第一条链 ｃＤＮＡ 链的合成参

考 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒说明

书ꎬ以反转录得到的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ根据克隆得到的黄瓜

ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因序列设计荧光定量 ＰＣＲ 引物 ＱＣｓＣＯＰ９￣Ｆ:５′￣
ＡＣＡＣＣＴＡＴＣＴＡＴＧＧＣＴＧＧ￣３′ꎬ ＱＣｓＣＯＰ９￣Ｒ: ５′￣ＴＴＧＣＡＣ￣
ＣＧＡＧＴＣＧＴＴＣＡＴＡＧＡ￣３′ꎬ以 ＱＣｓＡｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ进行荧光

定量 ＰＣＲꎬ检测 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因在接种 ＣＧＭＭＶ 后的表达情

况ꎮ 扩增条件为:预变性 ９５ ℃ ３０ ｓꎻ变性 ９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３４
ｓꎬ４０ 个循环ꎬ每组试验设 ３ 次生物学重复ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ法对

ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因进行相对定量分析ꎬＣｔ 值为达到检测阈值时的

ＰＣＲ 循环数ꎮ 使用 Ｅｘｃｅｌ 软件作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 黄瓜 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因克隆

提取黄瓜叶片总 ＲＮＡꎬ反转录合成 ｃＤＮＡ 第一条链ꎬ以
ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用 ＣｓＣＳＮ５ｂ 全长扩增引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ
１％琼脂糖凝胶电泳检测结果显示ꎬ扩增到 １ 条大小约 １.２ ｋｂ
的特异性条带ꎬ与预期的目的基因(１ ０９８ ｂｐ)大小基本一

致ꎮ 转化大肠杆菌 ＴＯＰ１０ 感受态细胞ꎬ送南京金斯瑞生物

科技有限公司测序ꎬ验证重组质粒 ｐＭＤ１８Ｔ￣ＣｓＣＳＮ５ｂ 序列准

确无误ꎮ
２.２　 ＣｓＣＳＮ５ｂ 蛋白的生物信息学分析

黄瓜 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因核苷酸序列全长１ ０９８ ｂｐꎬ编码 １ 个

含有 ３６５ 个氨基酸的蛋白质ꎬ相对分子质量大小约３６ ７００ꎮ
利用 ＮＣＢＩ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ 分析保守结构域ꎬ发现

ＣｓＣＳＮ５ｂ 编码的蛋白质属于 ＣＯＰ９ 信号复合体 ＣＳＮ 第 ５ 亚

基家族ꎬ含有典型的 ＭＰＮ 保守功能域ꎬ并且有 １ 个锌结合位

点ꎬ很可能与复合体的催化活性有关ꎮ ＭＰＮ 同源蛋白进化

树分析结果显示ꎬＣｓＣＳＮ５ｂ 与葫芦科植物番南瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ
ｍａｘｉｍａ)、中国南瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍｏｓｃｈａｔａ)、西葫芦(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ
ｐｅｐｏ)、甜瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ)、小黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ) ＣＳＮ５ｂ
的氨基酸序列具有较高的同源性ꎬ其中与小黄瓜的亲缘关系

最近ꎬ与荷花(Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ)、棕榈(Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ)、玉
米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)的亲缘关系较低ꎮ
２.３　 ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰ 融合表达载体构建

克隆 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因时在基因的两端加入了 ＢａｍＨ Ⅰ酶

切位点ꎬ因此通过 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ单酶切 ｐＭＤ１８￣ＣｓＣＳＮ５ｂ 获得 ２
条片段ꎬ其中一条是 ｐＭＤ１８Ｔ 载体片段ꎬ大小约为２ ０００~
３ ０００ ｂｐꎬ另一条大小约１ ２００ ｂｐ 的条带ꎬ与预期的１ ０９８ ｂｐ
ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因片段大小相近ꎮ 对最终筛选的阳性克隆送南

京金斯瑞生物科技有限公司进行测序ꎮ 测序验证的阳性克

隆ꎬ序列正确的带有 ＹＦＰ 标签的融合表达载体命名为 ３５Ｓ::
ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰꎮ 为了确保插入方向正确ꎬ３５Ｓ::ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰ
融合表达载体进一步用载体引物 ３５ＳＢｇｌⅡ￣Ｆ 和 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基

因扩增引物 ＣＯＰ９＿ｂＲ＿ｄＴＧＡ 进行菌落 ＰＣＲ 筛选ꎬ产物经

１％琼脂糖凝胶电泳检测得到另一条大小约１ ２００ ｂｐ 的条

带ꎬ与预期的１ ０９８ ｂｐ ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因片段大小相近ꎮ 进一步

Ｂａｍ Ｈ Ⅰ酶切鉴定ꎬ酶切产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ
有 ２ 个条带ꎬ其中一条是 ３５Ｓ:ＹＦＰ 载体ꎬ大小在１５ ０００ ｂｐ 左

右ꎬ另一条大小约１ ２００ ｂｐꎬ与预期的１ ０９８ ｂｐ ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因

片段大小相近ꎮ
２.４　 ＣｓＣＳＮ５ｂ 编码的蛋白质亚细胞定位分析

激光共聚焦显微镜观察到绿色荧光蛋白在烟草表皮细

胞高效瞬时表达ꎬ３５Ｓ::ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰ 融合蛋白在细胞核和

细胞质中均有绿色荧光信号ꎬ用 ＤＡＰＩ 处理发现 ３５Ｓ::ＣｓＣ￣
ＳＮ５ｂ￣ＹＦＰ 融合蛋白在表皮细胞的细胞核中有荧光信号ꎬ所
以可以推测 ＣｓＣＳＮ５ｂ 蛋白的亚细胞定位在细胞核和细胞质

中ꎮ
２.５　 ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰ 的表达检测

浸润 ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰ 的烟草叶片可以扩增到 １ 条与 ＣｓＣ￣
ＳＮ５ｂ 目的片段大小一致的条带ꎬ空载体没有出现对应条带ꎬ
表明重组蛋白转录正常ꎮ

提取浸润处烟草叶片植物总蛋白质ꎬ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ￣
ｔｉｎｇ 蛋白质印迹检测ꎬ结果显示ꎬ６３ ０００处有单一目的条带ꎬ
与预期的 ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰ 融合蛋白大小一致ꎬ接种 ＹＦＰ 的烟

草在２７ ０００处有条带ꎬ与预期的 ＹＦＰ 大小一致ꎮ 表明提取的

植物蛋白质与抗 ＹＦＰ 抗体发生特异性结合ꎬ说明构建的融

合蛋白成功表达ꎮ
２.６　 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因表达分析

荧光定量 ＰＣＲ 结果表明ꎬ与对照组相比ꎬＣＧＭＭＶ 处理

的黄瓜叶片中 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因相对表达量随着时间的推移升

高ꎬＣＧＭＭＶ 处理的第 ７ ｄ ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因表达量是对照组的

１.２４ 倍ꎬ第 １５ ｄ ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因表达量是对照组的 １.６７ 倍ꎬ第
２５ ｄ ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因表达量是对照组的 ５.７４ 倍ꎮ 说明 ＣｓＣ￣
ＳＮ５ｂ 基因能够响应 ＣＧＭＭＶ 侵染胁迫ꎬ上调表达ꎬ该基因可

能是 ＣＧＭＭＶ 生物胁迫的反应基因ꎮ

３　 讨 论

ＣＳＮ 首先发现于拟南芥中ꎬ相对分子质量为４５０ ０００~
５５０ ０００[２３] ꎬ后来在人类、果蝇、酵母等生物中相继发现ꎬ不同

亚基在不同生物体中的功能和数目有较大的差异[２４] ꎮ ＣＳＮ
主要通过金属蛋白酶活性、去泛素化活性和蛋白激酶活性在

生物体内发挥生物学作用[２５￣２７] ꎬ参与植物激素信号传导、逆
境胁迫应答、次生代谢等活动ꎮ Ｎ 基因是抗烟草花叶病毒

(ＴＭＶ)的典型基因ꎬ烟草中证实 ＮｂＲａｒ１ 和 ＮｂＳＧＴ１ 对 Ｎ 基

因介导的抗病毒作用是必需的ꎬ采用酵母双杂技术和免疫共
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沉淀技术发现 ＮｂＣＯＰ９ 复合物与这 ２ 种基因有联系ꎬ利用

ＶＩＧＳ 技术发现 ＮｂＣＯＰ９ 复合体表达水平下降导致 Ｎ 基因介

导的 ＴＭＶ 抗性下降[２８] ꎮ 双生病毒 Ｃ２ 蛋白与 ＣＳＮ５ 互作ꎬ改
变 ＣＳＮ 复合物的活性ꎬ干扰寄主对病毒蛋白泛素化过程ꎮ

ＣＳＮ５ 比较特别ꎬ它参与各种细胞活动的调控ꎬ如细胞的

增殖和凋亡[２９] ꎬ单独或以复合体形式存在都可以发挥功

能[３０] ꎮ ＣＳＮ５ 的催化中心是 Ｊａｂ１ / ＭＰＮ / Ｍｏｖ３４(ＪＡＭＭ)子结

构域ꎬ它可以调节降解类泛素化酶的活性ꎬ为 ＣＳＮ 发挥作用

提供帮助ꎮ ２０１４ 年发现拟南芥中 ＣＳＮ５ 是由 ２ 个同源基因

编码的 ＣＳＮ５ａ 和 ＣＳＮ５ｂ 异构体组成ꎬ在拟南芥生长过程中

突变其中 １ 个基因植物能生长ꎬ２ 个基因同时突变就会产生

典型的 ｃｏｐ / ｄｅｔ / ｆｕｓ 突变体致死表型ꎬ说明两者行使了部分重

叠功能[３１] ꎮ ２０１１ 年在 ＣＳＮ５ 基因沉默突变株中发现茉莉酸

的合成量大大降低ꎬ水杨酸含量无变化[３２] ꎻ２０１８ 年发现拟南

芥 ｃｓｎ５ａ 缺陷型影响表面毛状体和花青素、苯丙素、类胡萝

卜素等化合物的合成ꎬ从而改变了 ＴＴＧ１ / ｂＨＬＨ / ＭＹＢ 转录

复合物的调控协同性[３３] ꎻ２０１７ 年在小麦上接种叶锈病病菌

发现高抗性的宿主体内 ＴａＣＳＮ５ 转录丰度较高[３４] ꎮ
黄瓜是瓜类蔬菜作物中具有重 要 经 济 价 值 的 一

类[３５￣３８] ꎬ近年来 ＣＧＭＭＶ 在葫芦科作物上的危害渐趋严重ꎬ
并已成为危害设施瓜类作物的主要病毒ꎮ 本研究首次从黄

瓜中克隆了 ＣＯＰ９ 信号复合体亚基 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因ꎬ该基因

ＯＲＦ 全长１ ０９８ ｂｐꎬ编码的蛋白质相对分子质量３６ ７００ꎬ该蛋

白质含有 １ 个保守的 ＭＰＮ 功能域ꎬ与 ＣＳＮ５ 蛋白结构相似ꎬ
氨基酸序列比对分析结果发现ꎬＣｓＣＳＮ５ｂ 与葫芦科植物的

ＣＳＮ 亲缘关系较近ꎮ 本研究构建了带有 ＹＦＰ 荧光标签的重

组表达载体 ＣｓＣＳＮ５ｂ￣ＹＦＰꎬ转化农杆菌后浸润接种烟草ꎬ进
一步研究其亚细胞定位特征ꎬ发现带 ＹＦＰ 标签的 ＣｓＣＳＮ５ｂ
蛋白成功在烟草细胞核和细胞质中表达ꎬ这是首次在黄瓜中

克隆 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因并研究其亚细胞定位特征ꎬ为研究其功能

提供了基础ꎮ 在本研究中ꎬＣＧＭＭＶ 侵染黄瓜苗后ꎬＣｓＣＳＮ５ｂ
基因表达量逐渐上升ꎬ说明该基因参与了病毒胁迫的应答机

制ꎬ响应 ＣＧＭＭＶ 感染胁迫ꎮ 但是 ＣｓＣＳＮ５ｂ 基因在黄瓜受

ＣＧＭＭＶ 感染后具体表达模式和调控机制尚不明确ꎬ需要更

深入的探究ꎮ
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