
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２３ꎬ３９(６):１４３７￣１４４０
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

王海涛ꎬ董　 岩ꎬ任春梅ꎬ等. 玉米黄花叶病毒外壳蛋白的特征分析及亚细胞定位[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２３ꎬ３９(６):１４３７￣１４４０.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２３.０６.０２０

玉米黄花叶病毒外壳蛋白的特征分析及亚细胞定位

王海涛１ꎬ　 董　 岩１ꎬ　 任春梅１ꎬ　 宛柏杰２ꎬ　 李　 硕１ꎬ　 程兆榜１ꎬ　 季英华１

(１.江苏省农业科学院植物保护研究所 /江苏省食品质量安全重点实验室 /国家重点实验室培育基地ꎬ江苏 南京 ２１００１４ꎻ ２.
江苏沿海地区农业科学研究所ꎬ江苏 盐城 ２２４００２)

收稿日期:２０２２￣１１￣１９
基金项目:国家自然科学基金项目(３２００１８７１)ꎻ江苏省自然科学基

金项目(ＢＫ２０２００２８３)
作者简介:王海涛(１９９０－)ꎬ男ꎬ安徽亳州人ꎬ博士ꎬ助理研究员ꎬ主要

从事植物分子病毒学研究ꎮ ( Ｅ￣ｍａｉｌ) ｗａｎｇｈｔｃｈｎ１＠ １６３.
ｃｏｍ

通讯作者:季英华ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ) ｊｉｙｉｎｇｈｕａ＠ ｊａａｓ.ａｃ.ｃｎ

　 　 关键词:　 玉米黄花叶病毒ꎻ 外壳蛋白ꎻ 亚细胞定位

中图分类号:　 Ｓ４３２.４＋ １　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２３)０６￣１４３７￣０４

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏ￣
ｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＷＡＮＧ Ｈａｉ￣ｔａｏ１ꎬ 　 ＤＯＮＧ Ｙａｎ１ꎬ 　 ＲＥＮ Ｃｈｕｎ￣ｍｅｉ１ꎬ 　 ＷＡＮ Ｂａｉ￣ｊｉｅ２ꎬ 　 ＬＩ Ｓｈｕｏ１ꎬ 　 ＣＨＥＮＧ Ｚｈａｏ￣ｂａｎｇ１ꎬ 　
ＪＩ Ｙｉｎｇ￣ｈｕａ１

(１.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ / Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ Ｓａｆｅｔｙ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ / Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏ￣
ｒａｔｏｒｙ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ Ｂａｓｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｃｏａｓｔａｌ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｙａｎｃｈｅｎｇ ２２４００２ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎻ ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　 　 玉米是中国种植面积最大的作物ꎬ可作为粮食、饲料和

工业原料ꎬ玉米病毒病害是玉米最为严重的病害之一ꎬ对玉

米生产威胁巨大ꎮ 玉米黄花叶病毒(Ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬＭａＹＭＶ)于 ２０１６ 年由 Ｃｈｅｎ 等[１] 在中国首次发现并报

道ꎬ随后在亚洲其他国家、南美洲和非洲等地被相继报

道[２￣９] ꎮ 在中国ꎬ该病毒已扩散至云南、四川、福建、安徽和河

南等地[１０] ꎮ ＭａＹＭＶ 在侵染玉米时ꎬ可引起花叶、叶片皱缩、
植株矮化和红叶等症状[１ꎬ１１￣１３] ꎬ除侵染玉米外ꎬ还侵染小麦、
高粱、小米、甘蔗和筒轴茅等[１４￣１８] ꎮ ＭａＹＭＶ 主要由玉米缢

管蚜(Ｒｈｏｐａｌｏｓｉｐｈｕｍ ｍａｉｄｉｓ) 和禾谷缢管蚜 (Ｒｈｏｐａｌｏｓｉｐｈｕｍ
ｐａｄｉ) 以循环型、不增殖的方式传播[１２] ꎮ 目前关于 ＭａＹＭＶ
蛋白功能的研究还鲜有报道ꎮ

ＭａＹＭＶ 是 Ｓｏｌｅｍｏｖｉｒｉｄａｅ 病毒科ꎬ马铃薯卷叶病毒属

(Ｐｏｌｅｒｏｖｉｒｕｓ)成员ꎬ病毒粒子为２０~ ３０ ｎｍ 的二十面体结构ꎬ
基因组是正义单链多顺反子 ＲＮＡꎬ全长为 ５ ６４２ 个核苷酸

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＫＵ２４８４８９)ꎮ 马铃薯卷叶病毒属代表种马

铃薯卷叶病毒( Ｐｏｔａｔｏ ｌｅａｆｒｏｌｌ ｖｉｒｕｓꎬＰＬＲＶ)共编码 １０ 种蛋

白ꎬ分别是 Ｐ０ 蛋白(ＲＮＡ 沉默抑制子)、Ｐ１ 蛋白、ＲＮＡ 依赖

的 ＲＮＡ 聚合酶(ＲｄＲｐ)、系统运动蛋白 ３ａ、外壳蛋白(Ｃａｐｓｉｄ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＣＰ)、胞间运动蛋白(Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＭＰ)、通读功

能域蛋白(Ｒｅａｄｔｈｒｏｕｇｈ ｄｏｍａｉｎꎬ ＲＴＤ)、蛋白 ６、蛋白 ７ 和复制

相关蛋白[１９] ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１] 发现 ＭａＹＭＶ 基因组编码 ７ 个蛋

白ꎬ分别是 Ｐ０ 蛋白、Ｐ１ 蛋白、Ｐ２ 蛋白、Ｐ３ ( ＣＰ) 蛋白、 Ｐ４
(ＭＰ)蛋白、Ｐ３￣Ｐ５(ＲＴＤ)蛋白和蛋白 ３ａꎬ而目前关于各蛋白

的特征、定位及功能仍不明确ꎬ因此探究 ＭａＹＭＶ 蛋白的特

征和定位具有重大意义ꎮ
ＣＰ 是病毒含量最多的结构蛋白ꎬ在病毒粒子的组装和

分解中扮演着关键的作用ꎮ 病毒结构的形成始于 ＣＰ￣ＣＰ 互

作以及 ＣＰ￣ＲＮＡ 的互作ꎻ除了病毒粒子的组装外ꎬＣＰ 通过携

带病毒 ＲＮＡ 在细胞间进行长距离运动[２０] ꎬ病毒的复制和蛋

白质翻译均受细胞内 ＣＰ 含量调控[２１] ꎬ如 ＰＬＲＶ ＣＰ 蛋白的
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两个酸性功能域参与病毒粒子的组装、系统运动和介体蚜虫

传播[２２￣２３] ꎮ 此外ꎬＣＰ 对于介体传毒的特异性至关重要[２３] ꎬ
如水稻黑条矮缩病毒(Ｒｉｃｅ ｂｌａｃｋ ｓｔｒｅａｋｅｄ ｄｗａｒｆ ｖｉｒｕｓꎬＲＢＳ￣
ＤＶ)外壳蛋白 Ｐ１０ 通过与多种介体灰飞虱因子互作ꎬ调节病

毒在介体内的增殖ꎻＰ１０ 作为中间调节因子ꎬ一方面通过促

进磷酸甘油醛脱氢酶(ＧＡＰＤＨ)的磷酸化ꎬ诱导介体灰飞虱

的自噬反应ꎬ促进病毒降解[２４] ꎻ另一方面ꎬＰ１０ 通过与磷脂

酰肌醇￣二磷酸的结合抑制自噬体与溶酶体的融合ꎬ抑制自

噬降解ꎬ促进病毒增殖[２５] ꎮ
为了解析 ＭａＹＭＶ ＣＰ 的功能ꎬ本研究以 ２０２２ 年 ８ 月在

江苏省内染病玉米中分离得到的 ＭａＹＭＶ 为研究对象ꎬ对其

ＣＰ 蛋白特征进行分析ꎬ通过构建杆状病毒表达载体ꎬ利用草

地贪夜蛾细胞对 ＭａＹＭＶ ＣＰ 基因的表达和 ＣＰ 蛋白定位进

行分析ꎬ拟期为后续深入解析 ＭａＹＭＶ ＣＰ 与介体蚜虫及寄

主植物三者之间的互作提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试病毒、细胞和试剂

供试 ＭａＹＭＶ 毒源为 ２０２２ 年 ８ 月采集于江苏省的具有

典型发病症状的玉米植株ꎬ保存于－８０ ℃冰箱备用ꎮ
草地贪夜蛾细胞(Ｓｆ９)为本实验室保存ꎬ使用 Ｓｆ￣９００ＴＭ ＩＩ

ＳＦＭ(１０９０２０８８)培养基于 ２８ ℃培养箱避光培养ꎮ
ＲＮＡ 提取试剂(Ｒ４０１￣０１)、反转录试剂(Ｒ３１２￣０１)和克隆

载体(５ ｍｉｎ ＴＡ / Ｂｌｕｎｔ￣Ｚｅｒｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ ｋｉｔꎬＣ６０１￣０１)购自南京诺唯

赞生物科技股份有限公司ꎻ用于基因扩增的 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ 􀅺
Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(Ｒ０４５Ａ)和限制性内切酶(ＱｕｉｃｋＣｕｔＴＭ

Ｘｂａ Ｉ 和 ＱｕｉｃｋＣｕｔＴＭ Ｋｐｎ Ｉ)购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ质粒提取试剂

盒(ＴＳＰ５０１￣２００)和感受态细胞(ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ ５αꎬＴＳＣ￣Ｃ０１)购自北

京擎科生物科技有限公司ꎻＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细胞(１０３６１０１２)
和转染试剂(ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ꎬＬ３００００８)购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈ￣
ｅｒ 公司ꎻｐＦａｓｔＢａｃ１ 载体由本实验室保存ꎻ蛋白质裂解液(ＲＩＰＡ
Ｌｙｓｉｓ ＢｕｆｆｅｒꎬＰ００１３Ｂ)、Ｈｉｓ 标签抗体(ＡＦ２８７６￣５０)和辣根过氧

化物酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ 购自碧云天生物技术有限公司ꎻ
ＦＩＴＣ 荧光 Ａｎｔｉ ６×Ｈｉｓ ｔａｇ 􀅺抗体(Ｈｉｓ￣ＦＩＴＣꎬａｂ３５５４)购自 Ａｂ￣
ｃａｍ 公司ꎮ
１.２　 蛋白质特征分析

利用在线软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｏｖｏｐｒｏ. ｃｎ / ｔｏｏｌｓ / )和 ＤＮＡＳＴＡＲ
(版本号:１１.１.０)对 ＭａＹＭＶ ＣＰ 氨基酸序列特征进行分析ꎮ
１.３　 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 载体的构建

ＭａＹＭＶ 感染的玉米总 ＲＮＡ 提取参照 ＲＮＡ 提取试剂盒

说明书ꎬ提取的总 ＲＮＡ 保存于－８０ ℃冰箱备用ꎮ 总 ＲＮＡ 反

转录后利用特异性引物(ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｘｂａ Ｉ￣Ｆ:５′￣
ｔｃｔａｇａａｇａｔｃｔＡＴＧＡＡＴＡＣＧＧＧＡＧＧＴＡＧＡＡＡＴＧＧ￣３′ꎻ ｐＦａｓｔＢａｃ１￣
ＭａＹＭＶＣＰ￣ＫｐｎＩ￣Ｒ:５′￣ｇｇｔａｃｃＴＴＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧＣＴ
ＡＴＴＴＣＧＧＧＴＴＴＴＧＡＡＣＡＴＴＧ￣３′ꎮ 引物中小写字母为酶切位

点ꎬ下划线部分字母为６×Ｈｉｓ 标签序列)和高保真酶 Ｐｒｉｍｅ￣

ＳＴＡＲ 􀅺 Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 进行扩增ꎬ根据说明书设置反

应体系如下:２５ μｌ ２×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ 􀅺Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｍｉｘ、
５ μｌ ｃＤＮＡ 模板、上下游引物各 １ μｌ、１８ μｌ 无菌水ꎻ扩增程序

如下:９８ ℃ ３ ｍｉｎꎬ９８ ℃ １０ ｓꎬ５８ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃ ８
ｍｉｎꎬ１６ ℃保存ꎮ 获得的片段经切胶回收后ꎬ连接至克隆载

体ꎬ经 ＰＣＲ 检测、酶切验证和测序验证后ꎬ将正确的质粒连接

至 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 载体ꎬ利用热激法将连接载体转化入 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ ５α
感受态细胞ꎬ涂布于含氨苄氯霉素的平板上ꎬ挑取单菌落ꎬ经
ＰＣＲ 检测后摇菌并利用试剂盒提取质粒ꎮ 质粒酶切验证和测

序验证后ꎬ将测序结果正确的质粒(ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣
Ｈｉｓ)保存于－２０ ℃备用ꎮ
１.４　 重组穿梭质粒的制备

参照杆状病毒表达系统说明书ꎬ制备 ＭａＹＭＶ ＣＰ 的重

组穿梭质粒ꎬ方法如下:将 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 质粒转

化至 ＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细胞ꎬ涂布于含有 １００ μｇ / ｍｌ ５￣溴￣４￣
氯￣３￣吲哚￣β￣Ｄ￣半乳糖苷 ( Ｘ￣ｇａｌ)、 ５０ μｇ / ｍｌ卡那霉素、 ５０
μｇ / ｍｌ四环素、４０ μｇ / ｍｌ异丙基硫代半乳糖苷和 ７ μｇ / ｍｌ庆大

霉素的 ＬＢ 平板上倒置培养ꎬ挑取白色菌落接种至含有以上

抗生素的平板上复筛ꎬ将同样为白色的菌落接种至含有 ５０
μｇ / ｍｌ卡那霉素、５０ μｇ / ｍｌ四环素和 ７ μｇ / ｍｌ庆大霉素的 ３ ｍｌ
液体 ＬＢ 培养基中ꎬ在 ３７ ℃ ２２０ ｒ / ｍｉｎ摇床上过夜振荡培养ꎬ
用于穿梭质粒的提取ꎬ将提取的质粒命名为 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹ￣
ＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓꎮ
１.５　 ＭａＹＭＶ ＣＰ 的亚细胞定位观察

参照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 的使用说明书ꎬ将 Ｂａｃｍｉｄｓ￣
ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 重组穿梭质粒转染至草地贪夜蛾细胞(Ｓｆ９)
中ꎬ转染 ４８ ｈ 后取出细胞ꎬ用 １×ＰＢＳ 润洗 ３ 次ꎬ使用 ２％的多

聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 渗透 １５ ｍｉｎꎬ１×ＰＢＳ
润洗 ３ 次ꎬ使用 Ｈｉｓ￣ＦＩＴＣ 抗体在避光条件下对细胞标记 １ ｈꎬ
将抗体孵育处理好的细胞置于激光共聚焦显微镜 ＬＳＭ８８０
下观察ꎮ
１.６　 ＭａＹＭＶ ＣＰ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

取重组穿梭质粒转染后的 Ｓｆ９ 细胞ꎬ使用蛋白质裂解液

提取细胞总蛋白质ꎬ裂解后离心并吸取上清液ꎬ加入适量

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ５×Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ在 ９９ ℃ 条件下处理 １０ ｍｉｎꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎꎮ 取 １０ μｌ 的蛋白质样品在 １２％
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶上电泳ꎬ电泳结束后ꎬ使用金斯瑞 ｅＢｌｏｔＴＭＬ１ 快

速湿转仪ꎬ参照说明书对蛋白质进行印记ꎮ 使用相应的抗体

对 ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 检测ꎬ使用天能 Ｔａｎｏｎ ５２００ Ｍｕｌｔｉ 全自动

化学发光成像分析系统观察结果ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＭａＹＭＶ ＣＰ 特征分析

为了更加深入了解 ＭａＹＭＶ ＣＰ 的特征ꎬ我们利用

ＤＮＡＳＴＡＲ 和在线软件从蛋白质的疏水性、信号肽、跨膜区、
核定位信号和蛋白质基序(Ｍｏｔｉｆ)等方面对 ＭａＹＭＶ ＣＰ 蛋白
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特性进行了分析ꎬ结果发现 ＭａＹＭＶ ＣＰ 含有 １９７ 个氨基酸ꎬ
相对分子质量为 ２.１４×１０４ꎬ含有 ３６ 个强碱氨基酸、１３ 个强

酸氨基酸、５９ 个疏水性氨基酸和 １３８ 个亲水性氨基酸ꎬ表明

ＭａＹＭＶ ＣＰ 是一个亲水蛋白质ꎮ 在对其信号肽和跨膜区进

行分析时发现ꎬＭａＹＭＶ ＣＰ 蛋白不存在信号肽和跨膜区ꎻ进
一步分析发现ꎬＭａＹＭＶ ＣＰ 蛋白在氨基酸序列的 Ｎ 端有两

个相近的核定位信号ꎬ该结果表明 ＣＰ 蛋白可能定位于细胞

核内ꎮ 在对其蛋白质 ｍｏｔｉｆ 分析时发现ꎬＭａＹＭＶ ＣＰ 存在两

个酰胺化位点ꎬ表明 ＣＰ 蛋白可能发生酰胺化修饰ꎮ
２.２　 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 载体的验证

用特异性引物 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｘｂａ Ｉ￣Ｆ 和 ｐＦａｓｔ￣
Ｂａｃ１￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｋｐｎ Ｉ￣Ｒ 扩增 ＭａＹＭＶ ＣＰꎬ切胶回收后将其

克隆至 ＴＡ / Ｂｌｕｎｔ￣Ｚｅｒｏ 中间载体ꎬＰＣＲ 检测、酶切验证和测序

正确的质粒用于后续杆状病毒表达载体的构建ꎮ 利用 Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶将酶切后的片段连接至酶切后的 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 载

体上ꎬ得到质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓꎮ 对质粒 ｐＦａｓｔ￣
Ｂａｃ１￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 进行菌液检测ꎬ发现均为阳性克隆ꎬ随
后挑选 ２ 个阳性克隆ꎬ摇菌提取质粒进行酶切验证发现两条

清晰的条带ꎬ并且其中一条与目的片段大小一致ꎬ经测序后

将阳性质粒用于重组穿梭质粒的制备ꎮ
２.３　 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 重组穿梭质粒的验证

为了获得重组穿梭质粒ꎬ利用热激法将构建成功的

ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 转化入 ＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细胞ꎬ涂
布于含有多种抗生素的 ＬＢ 平板上ꎬ倒置培养 ４８ ｈ 后可以看

到蓝色和白色菌落ꎬ从中挑取白色菌落至新的含有多种抗生

素的平板上ꎬ挑取仍为白色的菌落ꎬ接种至新鲜的含有多种

抗生素的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ振荡培养 １６ ｈꎬ提取质粒即为重

组穿梭质粒 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓꎮ
２.４　 ＭａＹＭＶ ＣＰ 的亚细胞定位和蛋白检测

为了明确 ＭａＹＭＶ ＣＰ 的亚细胞定位ꎬ我们对转染了

Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 质粒的 Ｓｆ９ 细胞进行荧光标记ꎬ置于

激光共聚焦显微镜下观察ꎬ结果发现无杆状病毒侵染的 Ｓｆ９
细胞内没有 Ｈｉｓ￣ＦＩＴＣ 的荧光信号ꎬ仅 ＤＡＰＩ 标记的细胞核信

号ꎻ而转染了 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 质粒的细胞ꎬ可以检测

到定位于细胞质的绿色荧光信号ꎬ此外ꎬ在细胞核内也可以

观察到 ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 的表达ꎬ这一结果表明 ＭａＹＭＶ ＣＰ
定位于细胞质和细胞核内ꎬ与预测的该蛋白质具有核定位信

号的特征一致ꎮ
为了进一步明确 Ｓｆ９ 细胞内 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 的

表达ꎬ我们提取了转染杆状病毒质粒的细胞总蛋白质ꎬ利用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行检测发现ꎬ转染了杆状病毒 ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ
的细胞内可以检测到相对分子质量为２.２× １０４ 的目的蛋白

质ꎬ而转染了空载体的细胞内没有检测到目的蛋白质ꎬ但在

两种细胞内均可以检测到单一的相对分子质量为４.４×１０４的

内参蛋白 β￣ａｃｔｉｎꎬ该结果进一步表明 ＭａＹＭＶ ＣＰ￣Ｈｉｓ 在 Ｓｆ９
细胞内的表达ꎮ

３　 讨 论

自 ２０１６ 年 Ｃｈｅｎ 等[１]报道 ＭａＹＭＶ 的发生与为害以来ꎬ
该病毒先后在亚洲其他国家、美洲和非洲等国家和地区的玉

米种植区发生和流行[２￣９] ꎬ该病毒对全球玉米生产造成了巨

大的损失ꎮ 目前ꎬＭａＹＭＶ 在中国已蔓延至多个省市ꎬ给中国

玉米生产造成了较为严重的负面影响ꎮ 因此研究 ＭａＹＭＶ
蛋白质的定位ꎬ对 ＭａＹＭＶ 蛋白质的功能及其与寄主和介体

的互作关系具有十分重要的意义ꎮ
病毒 ＣＰ 在病毒生命周期及其与寄主或者介体互作等

方面发挥着十分重要的作用[２６] ꎮ Ｄａｉ 等[２７] 发现ꎬ顺式表达

的 ＣＰ 蛋白对芜菁花叶病毒(Ｔｕｒｎｉｐ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＴｕＭＶ)在植

物细胞内的运动是必需的ꎮ 目前关于 ＭａＹＭＶ ＣＰ 在介体蚜

虫或者寄主植物中的功能尚不明确ꎮ
本研究对 ＭａＹＭＶ ＣＰ 氨基酸序列进行预测ꎬ结果发现ꎬ

该蛋白质在 Ｎ 端和 Ｃ 端分别存在 ＮＧＲＲ 和 ＧＧＲＲ 两个酰胺

化位点ꎮ 蛋白质或者多肽 Ｃ 端酰胺化是最重要的翻译后修

饰ꎬ对于信号转导和受体识别等多种生物活动都至关重要ꎬ
然而目前还没有关于病毒蛋白质酰胺化调控病毒侵染的报

道ꎮ ＭａＹＭＶ ＣＰ 的 Ｃ 端存在的 ＧＧＲＲ 酰胺化位点是否调控

该病毒在介体蚜虫或寄主植物内的侵染ꎬ还需要进一步研

究ꎮ
ＭａＹＭＶ 主要由蚜虫进行传播ꎬ目前已知马铃薯卷叶病

毒属成员病毒以网格蛋白介导的内吞方式突破介体蚜虫的

肠道和唾液腺屏障[１９] ꎮ ＰＬＲＶ 基因组编码的 Ｐ０ 蛋白、Ｐ１ 蛋

白和 Ｐ７ 蛋白通过抑制因介体蚜虫取食引起的寄主植物激素

变化ꎬ进而促进介体蚜虫的生殖[２８] ꎬＭａＹＭＶ ＣＰ 是否会影响

寄主植物激素变化进而影响介体昆虫生殖反应仍需进一步

研究ꎮ 本研究发现ꎬＭａＹＭＶ ＣＰ 含有核定位信号ꎬ并且定位

于细胞质和细胞核内ꎮ 有研究结果表明ꎬ水稻条纹病毒

(Ｒｉｃｅ ｓｔｒｉｐｅ ｖｉｒｕｓꎬＲＳＶ) 核衣壳蛋白 (Ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＮＰ)进入介体灰飞虱细胞核后与转录因子 ＹＹ１ 互作ꎬ抑制

ＹＹ１ 对凋亡抑制因子 ＦＡＩＭ 的激活ꎬ促进了昆虫中肠细胞的

抗病毒凋亡反应ꎬ最终抑制病毒复制[２９] ꎬＭａＹＭＶ ＣＰ 进入细

胞核后是否会调控病毒的增殖还需要进一步研究ꎮ ＭａＹＭＶ
基因组除了编码 ＣＰ 蛋白之外ꎬ还编码 Ｐ０ 和 ＭＰ 等蛋白ꎬ然
而目前关于这些蛋白在植物和昆虫细胞内的亚细胞定位及

其具体功能仍不清楚ꎬ为了预防 ＭａＹＭＶ 的大面积暴发与流

行ꎬ当前亟需对该病毒及其介体蚜虫以及寄主玉米之间的互

作进行深入研究ꎮ
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[１０] ＷＡＮＧ ＦꎬＺＨＯＵ Ｂ ＧꎬＧＡＯ Ｚ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ
Ｐｏｌｅｒｏｖｉｒｕｓ ｃａｕｓｉｎｇ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ ｄｗａｒｆ ｖｉｒｕｓ￣
ＲＭＶ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ２０１６ꎬ１００ (７):１５０８.

[１１] ＳＴＥＷＡＲＴ Ｌ ＲꎬＴＯＤＤ ＪꎬＷＩＬＬＩＥ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ
ｍａｉｚｅ ｐｏｌｅｒｏｖｉｒｕｓ ｃａｕｓｅｓ ｌｅａｆ ｒｅｄｄｅｎｉｎｇ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎ ｓｅｖｅｒａｌ ｍａｉｚｅ
ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｉｓ ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ ｂｙ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｎ ｌｅａｆ ａｐｈｉｄ (Ｒｈｏｐａｌｏ￣
ｓｉｐｈｕｍ ｍａｉｄｉｓ) ａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｒｄ ｃｈｅｒｒｙ￣ｏａｔ ａｐｈｉｄ (Ｒｈｏｐａｌｏｓｉｐｈｕｍ ｐａ￣
ｄｉ) [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ ２０２０ꎬ１０４ (６):１５８９￣１５９２.

[１２] ＳＨＩ Ｙ ＪꎬＨＡＮ Ｘ ＹꎬＬＩ Ｑ Ｌꎬａｔ ａｌ. Ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏ￣
ｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｃａｕｓｉｎｇ ｍａｉｚｅ ｒｅｄｄｅｎｉｎｇ ｉｎ ＨｅｎａｎꎬＣｈｉｎａ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ
Ｄｉｓｅａｓｅꎬ ２０２２ꎬ１０６(１２):３２２０.

[１３] ＳＵＮ Ｓ ＲꎬＣＨＥＮ Ｊ ＳꎬＨＥ Ｅ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｍｏｌｅｃ￣
ｕｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ ｏｒｉｇｉｎｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ２０２１ꎬ１０５ ( ４):８９６￣
９０３.

[１４] ＳＵＮ Ｓ ＲꎬＣＨＥＮ Ｊ ＳꎬＹＡＮＧ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ
ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ
２０１９ꎬ１０３(９):２４８２.

[１５] ＬＩＭ ＳꎬＹＯＯＮ ＹꎬＪＡＮＧ Ｙ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ
ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ Ｐａｎｉｃｕｍ ｍｉｌｉａｃｅｕｍ ａｎｄ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ ｉｎ
Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ２０１７ꎬ１０２(３):６８９.

[１６] ＹＡＨＡＹＡ ＡꎬＲＷＡＨＮＩＨ Ｍ ＡꎬＤＡＮＧＯＲＡ Ｄ Ｂꎬｅｔ ａｌ. Ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔ

ｏｆ ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｓｕｇａｒｃａｎｅ (Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｓｐｐ.)
ａｎｄ ｉｔｃｈ ｇｒａｓｓ (Ｒｏｔｔｂｏｅｌｌｉａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ) ｉｎ Ｎｉｇｅｒｉａ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ
Ｄｉｓｅａｓｅꎬ２０２１ꎬ１０１(７):１３３５.

[１７] ＮＩＴＨＹＡ ＫꎬＶＩＳＨＮＵＶＡＲＤＨＡＮ ＪꎬＢＡＬＡＳＡＲＡＶＡＮＡＮ Ｓꎬｅｔ ａｌ.
Ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ (ＭａＹＭＶ) ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｓｕｇ￣
ａｒｃａｎｅ ｉｎ Ｉｎｄｉａ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ａｕｓｔｒａｌａ￣
ｓｉａｎ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ５０:６３３￣６３８.

[１８] ＧＵＯ ＭꎬＹＵＡＮ ＸꎬＳＯＮＧ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏ￣
ｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ (ＭａＹＭＶ) ｎａｔｕｒａｌｌｙ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｗｈｅａｔ ｉｎ Ｃｈｉｎａ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ
Ｄｉｓｅａｓｅꎬ ２０２２ꎬ１０６(１０):２７６３.

[１９] ＦＡＲＯＯＱ Ｔꎬ ＨＵＳＳＡＩＮ Ｍ Ｄꎬ ＳＨＡＫＥＥＬ Ｍ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｏｂａｌ ｇｅ￣
ｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｍｏｎｇ Ｐｏｔａｔｏ ｌｅａｆｒｏｌｌ ｖｉｒｕｓ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ [Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０２２ꎬ１３:１０２２０１６.

[２０] ＤＯＬＪＡ ＶꎬＨＡＬＤＥＭＡＮ ＲꎬＲＯＢＥＲＴＳＯＮ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ａｓｓｅｍｂｌｙ ａｎｄ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｅｔｃｈ
ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ [Ｊ] . ＥＭＢＯ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ １９９４ꎬ１３(６):１４８２￣１４９１.

[２１] ＩＶＡＮＯＶ Ｋ ＩꎬＭÄＫＩＮＥＮ Ｋ. Ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬｈｏｓｔ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｐｌａｎｔ
ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２００３ꎬ２:７１２￣
７１８.

[２２] ＬＥＥ ＬꎬＫＡＰＬＡＮ Ｉ ＢꎬＲＩＰＯＬＬ Ｄ Ｒꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｓｕｒｆａｃｅ ｌｏｏｐ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｏｔａｔｏ ｌｅａｆｒｏｌｌ ｖｉｒｕｓ ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｖｉｒｉｏｎ ａｓｓｅｍｂｌｙꎬｓｙｓ￣
ｔｅｍｉｃ ｍｏｖｅｍｅｎｔꎬａｎｄ ａｐｈｉｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ
２００５ꎬ７９ (２):１２０７￣１２１４.

[２３] ＨＯＧＥＮＨＯＵＴ Ｓ ＡꎬＡＭＭＡＲ Ｅ ＤꎬＷＨＩＴＦＩＥＬＤ Ａ Ｅꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｓｅｃｔ
ｖｅｃｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔｌｙ ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ ｖｉｒｕｓｅｓ [Ｊ] . Ａｎｎｕ￣
ａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ４６:３２７￣３５９.

[２４] ＷＡＮＧ ＱꎬＬＵ ＬꎬＺＥＮＧ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｒｉｃｅ ｂｌａｃｋ￣ｓｔｒｅａｋｅｄ ｄｗａｒｆ ｖｉｒｕｓ
Ｐ１０ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＡＰＤＨ (ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ) ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘ ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ
[Ｊ] . Ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ２０２２ꎬ１８ (４):７４５￣７６４.

[２５] ＷＡＮＧ ＨꎬＺＨＡＮＧ ＪꎬＬＩＵ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｐｌａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｈｉｊａｃｋｓ ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ￣３ꎬ５￣ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｔｏ ｅｓｃａｐｅ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
ｉｎ ｉｔｓ ｉｎｓｅｃｔ ｖｅｃｔｏｒ [Ｊ] . Ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ２０２２ꎬ１０:１￣１６.

[２６] 蒋素华ꎬ白冰洋ꎬ牛苏燕ꎬ等.甘薯 Ｇ 病毒基因克隆及组培快繁

苗病毒检测[Ｊ] .江苏农业科学ꎬ２０２１ꎬ４９(２４):６０￣６４.
[２７] ＤＡＩ ＺꎬＨＥ ＲꎬＢＥＲＮＡＲＤＳ Ｍ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｃｉｓ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｔｕｒｎｉｐ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｖｉｒａｌ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ２０２０ꎬ ２１
(９):１１９４￣１２１１.

[２８] ＰＡＴＴＯＮ Ｍ ＦꎬＢＡＫ ＡꎬＳＡＹＲＥ Ｊ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｐｏｌｅｒｏｖｉｒｕｓꎬｐｏｔａｔｏ
ｌｅａｆｒｏｌｌ ｖｉｒｕｓꎬａｌｔｅｒｓ ｐｌａｎｔ￣ｖｅｃｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｒｅｅ ｖｉｒａｌ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｓ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ２０２０ꎬ４３ (２):３８７￣３９９.

[２９] ＺＨＡＯ ＷꎬＺＨＵ ＪꎬＬＵ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｒｉｃｅ
ｓｔｒｉｐｅ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｉ ｏｆ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎｓｅｃｔ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｅｌｌꎬ ２０２２ꎬ１３(５):３６０￣３７８.
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