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　 　 摘要:　 以番茄斑驳花叶病毒(Ｔｏｍａｔｏ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＴｏＭＭＶ)外壳蛋白(Ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＣＰ)为研究对象ꎬ通
过荧光素酶互补技术(Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｍａｇｉｎｇ ａｓｓａｙꎬＬＣＩ)研究 ＴｏＭＭＶ ＣＰ 与本氏烟组蛋白 Ｈ４ 在植物体

内的互作情况ꎮ 亚细胞共定位结果显示ꎬＴｏＭＭＶ ＣＰ 定位于细胞核和细胞质中ꎬ组蛋白 Ｈ４ 定位于细胞核中ꎬ两者

共定位于细胞核中ꎮ 双分子荧光互补(ＢｉＦＣ)试验结果表明ꎬＴｏＭＭＶ ＣＰ 与组蛋白 Ｈ４ 的互作位置主要在细胞核中ꎮ
上述 ２ 种试验结果证明ꎬ烟草花叶病毒 ＣＰ 与本氏烟组蛋白 Ｈ４ 在植物体内存在互作ꎮ 采用病毒诱导的基因沉默

(Ｖｉｒｕｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇꎬＶＩＧＳ)技术沉默本氏烟烟草中的 Ｈ４ 基因ꎬ对沉默 Ｈ４ 基因的植株接种 ＴｏＭＭＶꎬ接种后

第 ４ ｄꎬ通过实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法检测系统叶的病毒含量ꎬ发现病毒含量显著低于对照组ꎬ结果表明 Ｈ４ 基

因的沉默会影响 ＴｏＭＭＶ 在植株中的复制ꎬ组蛋白 Ｈ４ 可能是 ＴｏＭＭＶ 侵染植株的本氏烟感病因子ꎮ 病毒编码的 ＣＰ
可能与寄主组蛋白 Ｈ４ 在细胞核内发挥作用ꎬ进而使病毒完成系统侵染ꎮ

关键词:　 番茄斑驳花叶病毒ꎻ 外壳蛋白ꎻ 组蛋白ꎻ 蛋白质互作

中图分类号:　 Ｓ４３６.４１２.１＋ １　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２３)０２￣０３４４￣０８

Ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ ａｎｄ ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ
ＬＩＵ Ｙａ￣ｎａｎ１ꎬ　 ＳＵＮ Ｆｅｎｇ２ꎬ　 ＴＵ Ｌｉ￣ｑｉｎ２ꎬ　 ＧＡＯ Ｄａｎ￣ｎａ２ꎬ　 ＬＩ Ｓｈｕｏ２ꎬ　 ＷＵ Ｓｈｕ￣ｈｕａ２ꎬ　 ＪＩ Ｙｉｎｇ￣ｈｕａ１ꎬ２ꎬ　
ＧＵＯ Ｑｉｎｇ￣ｙｕｎ１

(１.Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｑｉｎｇｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ / Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｐｅｓｔ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｑｉｎｇｈａｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ / Ｓｃｉ￣
ｅｎｔｉｆｉｃ Ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒｏｐ Ｐｅｓｔ ｉｎ Ｘｉｎｉｎｇꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓꎬ Ｘｉｎｉｎｇ ８１００００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｌａｎｔ
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＣＰ) ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ (ＴｏＭＭＶ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｂｊｅｃｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＰ ｏｆ ＴｏＭＭＶ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４ ｏｆ
Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｍａｇｉｎｇ ａｓｓａｙ (ＬＣＩ). Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉ￣
ｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＣＰ ｏｆ ＴｏＭＭＶ ｗａｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎬ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４ ｗａｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｕｃｌｅｕｓꎬ ａｎｄ ｂｏｔｈ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ. Ｉｎ ｔｈｅ
ｂｉｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ( ＢｉＦＣ) ａｓｓａｙꎬ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＰ ｏｆ ＴｏＭＭＶ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４
ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｔｗｏ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４ ｏｆ Ｎ. ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ.
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Ｈ４ ｗａｓ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｉｎ Ｎ. ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ ｂｙ ｖｉｒｕｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ (ＶＩＧＳ). Ｐｌａｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｉｌｅｎｃｅｄ Ｈ４ ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＴｏＭＭＶꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｅａｖｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｄａｙ
ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ. Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ Ｈ４ ｇｅｎｅ ｗｏｕｌｄ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴｏＭＭＶ ｉｎ ｐｌａｎｔｓꎬ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４ ｍａｙ ｂｅ ｔｈｅ ｃａｕｓｅ ｏｆ ＴｏＭＭＶ￣ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｐｌａｎｔｓ. Ｔｈｅ ＣＰ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｍａｙ ｐｌａｙ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｏｓｔ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４ꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ａｓｓｉｓｔｉｎｇ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｔｏ
ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｔｏｍａｔｏ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎻ ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｈｉｓｔｏｎｅꎻ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

　 　 番茄斑驳花叶病毒(Ｔｏｍａｔｏ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴｏＭＭＶ)主要侵染茄科和十字花科植物及部分豆

科、葫芦科植物[１]ꎮ 被 ＴｏＭＭＶ 侵染后ꎬ番茄植株病

叶上往往出现斑驳皱缩等症状ꎬ严重者导致番茄叶

片坏死ꎬ进而影响植株发育ꎬ最终影响番茄的品质和

产量[２]ꎮ
ＴｏＭＭＶ 属帚状病毒科(Ｖｉｒｇａｖｉｒｉｄａｅ)、烟草花叶

病毒属(Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ) [３￣５]ꎬ为正义单链 ＲＮＡ( ＋ｓｓＲ￣
ＮＡ)病毒[６]ꎮ 番茄斑驳花叶病毒基因组由 ４ 个开放

阅读框(Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ ＯＲＦ)构成ꎬ编码 ４ 个

大小不同的蛋白质[７]ꎬ分别为相对分子质量为

２９ ８００的运动蛋白(Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＭＰ)、相对分

子质量为１７ ７００的外壳蛋白(Ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＣＰ) [６]、
相对分子质量为１８３ ０００的 ＲＮＡ 依赖型 ＲＮＡ 聚合

酶(ＲＮＡ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ ＲｄＲＰ) 蛋白、
相对分子质量为 １２６ ０００ 的甲基转移酶 /解旋酶蛋

白(Ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ / ｈｅｌｉｃａｓｅ) [８]ꎮ 对与番茄斑驳花

叶病毒同属的烟草花叶病毒属其他成员的研究发

现ꎬ很多外壳蛋白作为病毒结构蛋白存在[９]ꎬ在组

装病毒粒子的过程中扮演着非常重要的角色[１０]ꎮ
同时ꎬＣＰ 也参与多项生物功能的行使ꎬ如病毒运

动[１１]、病毒致病过程中症状的形成[１２]、病毒复制酶

在合成负链 ＲＮＡ 过程中的位点识别[１３]、病毒复制

复合物 ( Ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓꎬ ＶＲＣ) 的 调

控[１４]等ꎮ 上述研究结果显示ꎬＣＰ 在病毒的侵染循

环中扮演着重要角色[１５]ꎮ 但是ꎬ目前关于 ＴｏＭＭＶ
ＣＰ 与寄主植物本氏烟间分子互作的研究还比较少ꎮ

组蛋白参与 ＤＮＡ 的包装和转录调控ꎬ是染色质

的主要成分[１６]ꎮ 组蛋白家族包括 ３２ 个成员ꎬ分别

是 ６ 个 Ｈ１、１１ 个 Ｈ２Ａ、８ 个 Ｈ２Ｂ、５ 个 Ｈ３ 和 ２ 个

Ｈ４[１７]ꎮ Ｈ３、Ｈ４ 组蛋白在调节染色质的结构和功能

方面起着重要的作用[１８￣１９]ꎮ 在相应酶的作用下ꎬ组
蛋白会发生甲基化[２０]、乙酰化、磷酸化[２１]、腺苷酸

化、泛素化和腺苷 ５′￣二磷酸(ＡＤＰ)核糖化等进而达

到组蛋白修饰[１９ꎬ２２]ꎮ 修饰组蛋白会通过适配器分

子、染色质修饰酶、转录因子和转录抑制因子读取等

影响染色质的组装ꎬ从而对转录过程起到调控作

用[２３]ꎮ
本研究利用荧光素酶互补技术(Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｃｏｍ￣

ｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｍａｇｉｎｇ ａｓｓａｙꎬＬＣＩ)、亚细胞共定位和双

分子荧光互补技术(Ｂｉｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏｍｐｌｅ￣
ｍｅｎｔａｔｉｏｎꎬＢｉＦＣ)验证 ＴｏＭＭＶ ＣＰ 与本氏烟 Ｈ４ 蛋白

的分子互作ꎬ并利用病毒诱导的基因沉默(Ｖｉｒｕｓ￣ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇꎬＶＩＧＳ)技术明确本氏烟 Ｈ４ 蛋

白在 ＴｏＭＭＶ 侵染过程中的作用ꎬ使人们进一步了

解 ＴｏＭＭＶ 侵染植物的机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

本氏烟植株种植于 ２５ ℃光照培养箱中ꎬ１６ ｈ / ８
ｈ 光照 /黑暗交替培养ꎮ Ｇａｔｅｗａｙ 入门载体 ｐＤＯＮＲ、
荧光素酶载体( ｃＬＵＣ、ｎＬＵＣ)、亚细胞共定位载体

(ｐＨＹＧ￣ＹＦＰ、ｐＨＹＧ￣ＣＦＰ)、ＢｉＦＣ 载体(ＹＮ、ＹＣ)、农
杆菌 ＧＶ３１０１ 感受态菌株和 ＡＢＩ 感受态菌株均由笔

者所在实验室保存ꎬ大肠杆菌 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ５α 购自北京

Ｔｓｉｎｇｋｅ 公司ꎮ ＶＩＧＳ 载体 ＴＲＶ１、ＴＲＶ２由笔者所在实

验室保存ꎬ ＴＲＶ１、 ＴＲＶ２￣ＧＵＳ、 ＴＲＶ２￣ＰＤＳ、 ｍＣｈｅｒｒｙ￣
Ｈ２Ｂ、农杆菌菌液由笔者所在实验室保存ꎮ

ＭｉｃｒｏＥｌｕｔｅ 􀅺Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｄ６２９４ 微量胶回

收试剂盒、常规质粒提取试剂盒(Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ Ｉ
Ｄ６９４３￣２)ꎬ 购自 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 公司ꎻ 克 隆 载 体

ｐＭＤ１８￣Ｔ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、限制性快切酶ꎬ购自宝日

医生物技术(北京)有限公司ꎮ
１.２　 基因克隆与载体的构建

以实验室保存的 ＴｏＭＭＶ ＣＰ 和本氏烟 ｃＤＮＡ 为

模板ꎬ设计特异性引物(表 １)进行目的基因扩增ꎬ经
ＢＰ 反应连接到 ｐＤＯＮＲ 上后转化大肠杆菌 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ

５αꎬ测序正确后ꎬ提取质粒ꎬ经 ＬＲ 反应连接至终载

５４３刘亚楠等:本氏烟组蛋白 Ｈ４ 与番茄斑驳花叶病毒外壳蛋白互作调控病毒侵染



体 ｃＬＵＣ、ｎＬＵＣ、ｐＨＹＧ￣ＹＦＰ、ｐＨＹＧ￣ＣＦＰ、ＹＮ、ＹＣ[２４]

上ꎬ分别获得质粒 ｃＬＵＣ￣Ｈ４、ｎＬＵＣ￣ＣＰ、ｐＨＹＧ￣ＹＦＰ￣
Ｈ４、ｐＨＹＧ￣ＣＦＰ￣ＣＰ、ＹＮ￣ＣＰ、ＹＣ￣Ｈ４ꎮ 用构建的质粒

转化农杆菌感受态后进行 ＰＣＲ 检测ꎮ 设计含有合

适酶切位点的引物(表 １)对 Ｈ４ 基因进行扩增ꎬ与同

样经过酶切处理的 ＴＲＶ２连接ꎬ得到 ＴＲＶ２￣Ｈ４ 载体ꎬ
将其转入农杆菌 ＧＶ３１０１ 中ꎮ

表 １　 本试验所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 引物序列(５′→３′)

ＣＰ￣ａｔｔｂ￣Ｆ ＧＧＧＧＡＣＡＡＧＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＣＴＴＣＡＴＧＴＣ￣
ＴＴＡＣＧＣＴＡＴＴＡＣＴＴＣ

ＣＰ￣ａｔｔｂ￣Ｒ ＧＧＧＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡＧＣＴＧＧＧＴＣＴＴＡＧＧＡ￣
ＣＧＣＴＧＧＣＧＣＡＧＡＡＧ

Ｈ４￣ａｔｔｂ￣Ｆ ＧＧＧＧＡＣＡＡＧＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＣＴＴＣＡＴＧＴＣ￣
ＴＧＧＡＣＧＴＧＧＡＡＡＧＧＧ

Ｈ４￣ａｔｔｂ￣Ｒ ＧＧＧＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡＧＣＴＧＧＧＴＣＡＣＣＴＣＣ￣
ＡＡＡＴＣＣＧＴＡＣＡＡＧＧ

Ｈ４￣Ｆ ＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＴＣＴＧＧＡＣＧＴＧＧＡＡＡＧＧＧ

Ｈ４￣Ｒ ＣＧＧＴＡＣＣＴＴＡＡＣＣＴＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＡＣＡ

Ｈ４￣ｑＰＣＲ￣Ｆ ＧＣＧＧＴＣＡＧＴＴＴＡＡＧＣＴＡＧＧＧＴ

Ｈ４￣ｑＰＣＲ￣Ｒ ＡＡＧＡＧＣＧＡＧＧＡＴＡＴＧＣＡＡＴＧＴ

ＣＰ￣ｑＰＣＲ￣Ｆ ＣＣＣＧＡＣＴＡＣＡＧＣＣＧＡＡＡＣＡＴ

ＣＰ￣ｑＰＣＲ￣Ｒ ＴＣＣＡＧＧＣＣＡＡＣＣＣＡＧＡＣＡＴＡ

ＮｂＡｃｔｉｎ￣Ｆ ＣＡＡＴＣＣＡＧＡＣＡＣＴＧＴＡＣＴＴＴＣＴＣＴＣ

ＮｂＡｃｔｉｎ￣Ｒ ＡＡＧＣＴＧＣＡＧＧＴＡＴＣＣＡＴＧＡＧＡＣＴＡ

１.３　 农杆菌接种本氏烟

分别将携带 ｎＬＵＣ￣ＣＰ、ｃＬＵＣ￣Ｈ４、ＹＦＰ￣Ｈ４、ＣＦＰ￣
ＣＰ、 ＹＮ￣ＣＰ、 ＹＣ￣Ｈ４、 ＴＲＶ２￣Ｈ４、 ＴＲＶ２￣ＧＵＳ、 ＴＲＶ２￣
ＰＤＳ、ＴＲＶ１ 的农杆菌于 ２８ ℃ 恒温摇床内培养至

ＯＤ６００≈０􀆰 ６ꎬ离心去上清后将菌体分别重悬于悬浮

液(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ２￣吗啉乙磺酸 ｐＨ
５􀆰 ６、１００ μｍｏｌ / Ｌ乙酰丁香酮)中ꎬ使其 ＯＤ６００为 １􀆰 ０ꎬ
于 ２８ ℃恒温培养箱中悬浮１~ ２ ｈꎮ 在荧光素酶互

补试验中以 ｎＬＵＣ￣ＣＰ: ｃＬＵＣ￣Ｈ４、 ｎＬＵＣ￣ＣＰ: ｃＬＵＣ、
ｎＬＵＣ:Ｈ４￣ｃＬＵＣ、ｎＬＵＣ:ｃＬＵＣ 分别共浸润本氏烟叶

片ꎮ 双分子荧光互补试验中以 ＹＮ￣ＣＰ:ＹＣ￣Ｈ４ 共浸

润本氏烟叶片ꎮ 在注射 ２ ｄ 后使用化学发光 /荧光

图像分析系统进行观察ꎬ进行荧光素酶互补分析ꎮ
在亚细胞共定位和双分子荧光互补试验中ꎬ使用激

光共聚焦显微镜(ＺＥＩＳＳ 公司产品ꎬ德国)观察注射

菌液 ４８ ｈ 后的本氏烟叶片ꎮ 在 ＶＩＧＳ 试验中ꎬ分别

以 ＴＲＶ１:ＴＲＶ２￣Ｈ４、ＴＲＶ１:ＴＲＶ２￣ＧＵＳ (阴性对照)、
ＴＲＶ１:ＴＲＶ２￣ＰＤＳ(阳性对照)３ 种组合共浸润接种本

氏烟ꎬ接种后的本氏烟以 ＴＲＶ￣Ｈ４ 本氏烟、ＴＲＶ￣ＧＵＳ
本氏烟(阴性对照)、ＴＲＶ￣ＰＤＳ 本氏烟(阳性对照)
命名ꎮ 每个组合接种 ７ 株ꎬ以待进行进一步试验ꎮ
１.４　 实时定量 ＲＴ￣ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)

首先使用 ＴｒａｎｓＺｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ 试剂盒提取样

品 ＲＮＡꎬ然后将 ＲＮＡ 稀释至相同含量进行反转录

(参照说明书)ꎬ按照比例制备反应液ꎬ之后进行定

量分析ꎬ每个样品设置 ３ 个生物学重复ꎬ设 ３ 个技术

重复ꎮ
ｑＰＣＲ 反应体系(总体积 ２０􀆰 ０ μｌ):１０􀆰 ０ μｌ ２×Ｓｕ￣

ｐｅｒＦａｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ０􀆰 ５ μｌ 正向引物ꎬ
０􀆰 ５ μｌ 反向引物ꎬ１􀆰 ０ μｌ 模板 ＤＮＡꎬ８􀆰 ０ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎮ

ｑＰＣＲ 反应程序:９５ ℃ 预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃ 变性

１０ ｓꎬ６０ ℃退火 /延伸 ３０ ｓꎬ４５ 个循环ꎮ 熔解曲线:９５
℃ １５ ｓꎬ９５ ℃ １ ｍｉｎꎬ６０ ℃ １５ ｓꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

取 ０􀆰 １ ｇ 本氏烟叶片ꎬ用 ２００ μｌ 蛋白质提取缓

冲液[０􀆰 １２５ ｍｏｌ / Ｌ 三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌ)ꎬ４􀆰 ００％十二烷基硫酸钠( ＳＤＳ)ꎬ２０􀆰 ００％甘油

(Ｇｌｙｃｅｒｏｌ )ꎬ ２􀆰 ００％ 巯 基 乙 醇 ( Ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ )ꎬ
０􀆰 ０５％ 溴酚蓝(Ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌ ｂｌｕｅ)]研磨ꎬ于 ９５ ℃、
１０ ｍｉｎ 煮沸后置于预冷的 ４ ℃ 离心机中ꎬ１２ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ获得蛋白质提取液ꎬ取
适量蛋白质提取液ꎬ进行 １０％十二烷基硫酸钠￣聚丙

烯酰胺凝胶电泳( ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ) (１３０ Ｖꎬ８０ ｍｉｎ)ꎬ电
泳结束后ꎬ电转至聚氯乙烯膜ꎬ在室温下置于自动摇

床上ꎬ于 ７０ ｒ / ｍｉｎ孵育 １ ｈꎬ用磷酸盐吐温缓冲液(１×
ＰＢＳＴ)洗脱 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 以 α￣ＴｏＭＭＶ 蛋白质

抗体(由笔者所在实验室保存)作为一抗孵化 １􀆰 ５ ｈ
后ꎬ用 １×ＰＢＳＴ 溶液洗脱 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ用 ＨＲＰ
标记二抗(碧云天公司产品ꎬ中国)于脱色摇床常温

孵育 １ ｈ 后ꎬ再用１×ＰＢＳＴ 溶液洗脱 ３ 次ꎬ每次 ５
ｍｉｎꎮ 使用高敏型 ＥＣＬ(化学发光底物)化学发光试

剂盒(南京诺唯赞生物科技股份有限公司产品)检

测电转化后的聚氯乙烯膜ꎬ取 １ ｍｌ 化学发光底物

(ＥＣＬ)Ｂｕｆｆｅｒ Ａ、１ ｍｌ ＥＣＬ Ｂｕｆｆｅｒ Ｂ 液体等体积混匀

后均匀滴加到电转后的聚氯乙烯膜上ꎬ在室温下孵

育１~ ２ ｍｉｎ 后放在化学发光成像仪器(Ｔａｎｏｎ ５２００
全自动化学发光图像分析系统)下观察结果ꎮ

６４３ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２３ 年 第 ３９ 卷 第 ２ 期



２　 结果与分析

２.１　 本氏烟组蛋白基因 Ｈ４ 的克隆及组蛋白 Ｈ４ 特
征分析

　 　 Ｈ４ 基因全长 ３１２ ｂｐ(图 １Ａ)ꎬ编码 １ 个由 １０２
个氨基酸组成的蛋白质(相对分子质量为 １１ ４００)ꎬ
该蛋白质具有 １ 个保守的组蛋白折叠域(ＨＦＤ) [２５]ꎬ
其中包含 ３ 个串联的 α￣螺旋ꎬ两端是 Ｎ 末端、Ｃ 末

端ꎬ这 ２ 个区段易发生转录后修饰ꎬ对基因转录的调

控作用明显[２６]ꎬ组蛋白 Ｈ４ 的结构见图 １Ｂꎮ

Ａ:组蛋白基因 Ｈ４ 的克隆结果ꎻＢ:组蛋白 Ｈ４ 结构ꎮ
图 １　 组蛋白基因 Ｈ４ 的克隆和组蛋白 Ｈ４ 结构示意

Ｆｉｇ.１　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ｇｅｎｅ Ｈ４ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４

２.２　 ＴｏＭＭＶ 外壳蛋白(ＣＰ)与组蛋白 Ｈ４ 的互作

验证

　 　 近年来ꎬ荧光素酶互补成像(Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｃｏｍｐｌｅ￣
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｍａｇｉｎｇꎬＬＣＩ)技术因具有可量化、高灵敏

度的特征而在蛋白质互作试验中被广泛使用[２６]ꎬ本
试验拟通过此方法分析 ＣＰ 与组蛋白 Ｈ４ 之间的互

作关系ꎮ ｎＬＵＣ￣ＣＰ 与 ｃＬＵＣ￣Ｈ４ 共浸润本氏烟ꎬ２ ｄ
后对烟草叶片喷施荧光素酶ꎬ用化学发光成像系统

观察荧光素酶的活性ꎮ 如图 ２Ａ 所示ꎬ与含有空载

体的农杆菌一起被浸润的所有阴性对照中ꎬ荧光信

号都没有被检测出来ꎬ只有共表达的 ｎＬＵＣ￣ＣＰ ＋
ｃＬＵＣ￣Ｈ４ 试验组能检测到明显的荧光信号ꎮ 上述结

果表明ꎬＴｏＭＭＶ ＣＰ 与组蛋白 Ｈ４ 能在烟草细胞中

发生相互作用ꎮ
　 　 为了进一步验证 ＣＰ 与组蛋白 Ｈ４ 在植物体内

的互作情况ꎬ笔者将 ＣＰ 基因、Ｈ４ 基因分别连入双

分子荧光互补(ＢｉＦＣ)载体 ＹＮ、ＹＣ 中ꎬ用农杆菌浸

润烟草叶片 ２ ｄ 后ꎬ通过激光共聚焦观察本氏烟细

胞内的黄色荧光ꎮ ＢｉＦＣ 结果表明ꎬＹＮ￣ＣＰ 和 ＹＣ￣Ｈ４

共浸润烟草叶片后可以在细胞核位置观察到点状

ＹＦＰ 荧光ꎬ表明 ＴｏＭＭＶ ＣＰ 和组蛋白 Ｈ４ 能够在烟

草叶片细胞中互作ꎬ其他组合均未观察到荧光(图
２Ｂ)ꎮ

Ａ:荧光素酶互补成像试验验证 ＴｏＭＭＶ ＣＰ 与本氏烟组蛋白 Ｈ４
的互作关系(左侧为荧光图ꎬ右侧为叶片不同区域菌液组合的示

意图)ꎻＢ: 双分子荧光互补试验验证 ＴｏＭＭＶ ＣＰ 与本氏烟组蛋

白 Ｈ４ 的互作关系ꎮ
图 ２　 番茄斑驳花叶病毒(ＴｏＭＭＶ)外壳蛋白(ＣＰ)与本氏烟组

蛋白 Ｈ４ 互作的验证

Ｆｉｇ.２　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｈｉｓ￣
ｔｏｎｅ Ｈ４ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ

２.３　 ＴｏＭＭＶ ＣＰ 和本氏烟组蛋白 Ｈ４ 的亚细胞

定位

　 　 为了明确 ＴｏＭＭＶ ＣＰ 及本氏烟组蛋白 Ｈ４ 的亚

细胞定位ꎬ本研究分别构建 ｐＨＹＧ￣ＣＦＰ￣ＣＰ、ｐＨＹＧ￣
ＹＦＰ￣Ｈ４ 重组表达载体ꎮ 用含有 ｐＨＹＧ￣ＣＦＰ￣ＣＰ、
ｐＨＹＧ￣ＹＦＰ￣Ｈ４ 质粒的农杆菌菌液和含有 ｍＣｈｅｒｒｙ￣
Ｈ２Ｂ 质粒的农杆菌菌液共浸润本氏烟叶片ꎬ其中

ｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｈ２Ｂ 的主要作用为细胞核红色荧光标记ꎬ
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接种后 ２ ｄꎬ通过激光共聚焦显微镜观察荧光ꎮ 结果

显示ꎬＴｏＭＭＶ ＣＰ 定位于细胞核、细胞质中ꎬ组蛋白

Ｈ４ 定位于细胞核中(图 ３Ａ)ꎬ两者共定位于细胞核

中(图 ３Ｂ)ꎮ

Ａ:ＴｏＭＭＶ ＣＰ 与本氏烟组蛋白 Ｈ４ 的亚细胞定位 Ｂ:ＴｏＭＭＶ ＣＰ 与本氏烟组蛋白 Ｈ４ 的亚细胞共定位ꎮ
图 ３　 番茄斑驳花叶病毒(ＴｏＭＭＶ)外壳蛋白(ＣＰ)与本氏烟组蛋白 Ｈ４ 的亚细胞定位

Ｆｉｇ.３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ

２.４　 本氏烟沉默 Ｈ４ 基因抑制 ＴｏＭＭＶ 的侵染

为了进一步明确组蛋白 Ｈ４ 对 ＴｏＭＭＶ 侵染植

株的影响ꎬ利用 ＴＲＶ 诱导的基因沉默技术沉默 Ｈ４
基因ꎬ以ＴＲＶ￣ＧＵＳ、ＴＲＶ￣ＰＤＳ为对照ꎬＴＲＶ￣Ｈ４通过

农杆菌浸润对六叶期的本氏烟进行 Ｈ４ 基因沉默ꎬ
相关结果见图 ４ꎮ 当阴性对照ＴＲＶ￣ＰＤＳ出现白化

症状时ꎬ取试验组的系统叶进行实时荧光定量

ＰＣＲꎬ检测 Ｈ４ 基因的沉默效率ꎮ 结果显示ꎬＨ４ 基

因的相对表达量显著下降(图 ４Ｂ)ꎮ
　 　 对沉默后的植株浸润接种 ＴｏＭＭＶꎬ并于接种后

第 ４ ｄ 取其系统叶进行实时荧光定量 ＰＣＲ 以检测

病毒含量ꎮ 结果表明ꎬＨ４ 基因沉默后ꎬＴｏＭＭＶ ＣＰ
基因在本氏烟中的积累量降低(图 ４Ａ)ꎬ病毒在系

统叶中的复制水平显著低于对照(图 ４Ｂ)ꎬ表明 Ｈ４
基因的沉默会影响 ＴｏＭＭＶ 的侵染ꎬ组蛋白 Ｈ４ 可能

是 ＴｏＭＭＶ 侵染植物的感病因子ꎮ

３　 讨 论

病毒外壳蛋白的主要功能是形成衣壳ꎬ保护病

毒基因组ꎬ以防降解[２７]ꎮ 然而ꎬ除了结构功能外ꎬ外
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Ａ:接种病毒 ４ ｄ 后植株的表现ꎻＢ:Ｈ４ 基因的沉默效率检测和接种

病毒 ４ ｄ 后外壳蛋白基因(ＣＰ)相对表达量的检测结果(∗∗∗∗表

示差异极显著ꎬＰ<０.０００ １)ꎻＣ:接种病毒 ４ ｄ 后 ＣＰ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
检测结果ꎮ
图 ４　 沉默本氏烟 Ｈ４ 基因抑制番茄斑驳花叶病毒(ＴｏＭＭＶ)

侵染

Ｆｉｇ.４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｓｉ￣
ｌｅｎｃｉｎｇ Ｈ４ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ

壳蛋白在病毒的感染周期和寄主植物对病毒感染的

防御反应中还有许多其他重要功能[２８]ꎬ包括参与病

毒的蚜传[２９]、病毒的长距离运动[３０]和胞间运动[３１]、
病毒症状的形成等[３２￣３３]ꎮ 以此可见ꎬＣＰ 在病毒侵

染植株的过程中发挥了重要作用ꎬ因此研究 ＣＰ 的

互作因子对了解病毒侵染过程及其致病机制有着十

分重要的意义[３４]ꎮ 已有的研究结果表明ꎬ水稻矮缩

病病毒外壳蛋白 Ｐ２ 可以与植物体内恩特￣贝壳杉烯

氧化酶(Ｅｎｔ￣ｋａｕｒｅｎｅ ｏｘｉｄａｓｅｓ)互作ꎬ导致水稻产生

矮缩症状[３５]ꎮ Ｌｉ 等[３６] 研究发现ꎬ烟草 ＩＰ￣Ｌ 与烟草

花叶病毒(ＴｏＭＶ)ＣＰ 间存在相互作用ꎬＴｏＭＶ ＣＰ 同

ＩＰ￣Ｌ 的互作会影响植物的光合作用ꎬ从而引起植株

黄化症状ꎮ 黄瓜绿斑驳花叶病毒外壳蛋白与烟草

ＲＰＬ１４ 存在互作ꎬ这种互作可能会影响病毒的增殖

机制[３７]ꎮ 本研究选择番茄斑驳花叶病毒 ＣＰ 作为

诱饵筛ꎬ在烟草中筛选到与其互作的组蛋白 Ｈ４ꎬ这
是关于 ＴｏＭＭＶ ＣＰ 与植物组蛋白互作的首次报道ꎬ
为 ＴｏＭＭＶ ＣＰ 功能的后续研究奠定了基础ꎮ

组蛋白是构成真核生物染色体的基本结构蛋

白[３８￣３９]ꎬ在某些情况下组蛋白中的特定氨基酸位点

可发生甲基化、乙酰化等表观遗传学修饰[４０]ꎮ 在表

观遗传调控中ꎬ这些不同位点的不同修饰作用是不

一样的[４１]ꎮ 研究发现ꎬ酿酒酵母组蛋白 Ｈ４ Ｋ１６ 位

点与酵母乙酸耐受性相关[４２]ꎮ 对拟南芥的研究发

现ꎬ通过减少开花抑制因子 ＦＬＣ 的组蛋白 Ｈ４ 赖氨

酸 ５(Ｈ４Ｋ５ａｃｅ)的乙酰化ꎬ会使植物提前开花[４３￣４４]ꎮ
此外ꎬ组蛋白 Ｈ４ 的乙酰化是基因表达激活的标志ꎬ
这些标志在动物病毒基因组特别是动物病毒基因激

活和再激活的调控区域的富集ꎬ是病毒从感染潜伏

状态到烈性感染状态转变的重要因素[４５]ꎮ 本研究

在沉默本氏烟 Ｈ４ 后发现ꎬＴｏＭＭＶ 的侵染能力下

降ꎬ表明 Ｈ４ 在 ＴｏＭＭＶ 与寄主互作的过程中发挥重

要作用ꎬ由此笔者推测ꎬ病毒编码的 ＣＰ 在细胞核内

通过影响组蛋白的修饰等ꎬ进而使病毒完成系统侵

染ꎮ
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