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　 　 摘要:　 玉米黄花叶病毒(Ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＭａＹＭＶ)是一种具有潜在流行风险的植物病毒ꎬ然而目前

关于其蛋白质的特征及亚细胞定位情况研究较少ꎮ 本研究选用 ２０２２ 年采自江苏省的 ＭａＹＭＶ 作为研究对象ꎬ对其

运动蛋白(Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＭＰ)进行分析ꎬ结果发现 ＭＰ 为相对分子量２１ ２３０的亲水性蛋白质ꎬ该蛋白质不含核

定位信号、信号肽和跨膜区ꎬ二级结构主要呈无规则卷曲形式ꎬ且具有 Ｌｕｔｅｏ＿Ｖｐｇ 功能域ꎮ 利用 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ￣
ＭＰ￣Ｈｉｓ 重组穿梭质粒表达系统发现ꎬＭＰ 定位于细胞质ꎬ进一步通过蛋白质印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ)法验证了 ＭＰ 的表

达ꎮ 该研究探明了 ＭａＹＭＶ ＭＰ 的特征及其亚细胞定位ꎬ有望为后续进一步分析 ＭａＹＭＶ ＭＰ 功能及其与介体蚜虫

之间的相互作用奠定基础ꎮ
关键词:　 玉米黄花叶病毒ꎻ 运动蛋白ꎻ 亚细胞定位
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　 　 玉米作为世界上主要的农作物之一ꎬ其产量的
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稳定性与品质的优化对于确保全球粮食安全和可持

续供应至关重要ꎮ 然而ꎬ玉米在生长发育过程中经

常面临多种病害侵染的风险ꎬ其中玉米病毒病尤为

突出[１]ꎮ 玉米黄花叶病毒(Ｍａｉｚｅ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬＭａＹＭＶ)是一种对玉米等多种禾本科植物构成

严重威胁的植物病毒[２￣３]ꎬ该病毒主要通过玉米缢管

蚜和禾谷缢管蚜作为传播媒介在植株间扩散[４]ꎮ
ＭａＹＭＶ 最初在中国云南地区被发现和报道[５]ꎬ随
后扩展至中国福建、河南、江苏等省份[２ꎬ６]ꎮ 被

ＭａＹＭＶ 侵染后会引发玉米出现花叶、黄化等症状ꎬ
对其产量和品质造成严重影响ꎬ因此研究 ＭａＹＭＶ
的特性对于了解其侵染及致病性具有重要意义ꎮ

ＭａＹＭＶ 是马铃薯卷叶病毒属的成员之一ꎬ其基

因组为 １ 条长达５ ６４２个核苷酸的正义单链 ＲＮＡꎮ
其序列含有 ７ 个开放阅读框(Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ
ＯＲＦ)ꎬ在这些开放阅读框中各自承载着特定的遗传

信息ꎮ 值得注意的是 ＯＲＦ４ 扮演着关键角色ꎬ负责

编码运动蛋白(Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＭＰ) [７]ꎮ 在植物

病毒侵染期间ꎬＭＰ 承担着极其重要的责任ꎮ Ｌｉａｏ
等[８] 发 现 番 茄 花 叶 病 毒 ( Ｔｏｍａｔｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴｏＭＶ)的 ＭＰ 是导致番茄植株坏死的关键致病因

子ꎬ该蛋白质不仅能够显著增加病毒的积累量ꎬ还能

诱导番茄植株出现坏死症状ꎮ Ｋｕｍａｒｉ 等[９] 通过

ＲＮＡｉ 技术抑制了马铃薯卷叶病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｌｅａｆｒｏｌｌ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬ ＰＬＲＶ)ＭＰ 的表达ꎬ有效阻止了病毒在马铃薯

植株中的系统性侵染ꎮ 然而目前关于 ＭａＹＭＶ ＭＰ
在病毒侵染过程中的功能仍不清楚ꎬ因此研究 ＭａＹ￣
ＭＶ ＭＰ 的特性和在昆虫细胞内的亚细胞定位具有

重要的理论价值ꎮ
目前关于 ＭａＹＭＶ 编码相关蛋白质亚细胞定位

的研究仍然较少ꎬ有研究结果表明其外壳蛋白(ＣＰ)
定位于细胞质和细胞核中[１０]ꎬ而关于其运动蛋白的

亚细胞定位仍未见相关报道ꎮ 本研究采用 ２０２２ 年

在江苏地区采摘的玉米叶片上的 ＭａＹＭＶ 作为研究

对象ꎬ设计相关引物ꎬ克隆其 ＭＰ 基因ꎮ 利用生物信

息学软件对其核甘酸序列及编码的氨基酸序列进行

分析ꎬ并利用杆状病毒表达系统和蛋白质印迹

(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ) 法对 ＭＰ 基因在草地贪夜蛾细胞

(Ｓｆ９)中的表达和编码的蛋白质亚细胞定位进行了

研究ꎮ 为后续深入研究 ＭａＹＭＶ 与寄主植物或介体

昆虫互作提供重要的理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

本研究所用的病毒样品采自 ２０２２ 年在江苏地

区发病的玉米叶片ꎬ样品采集后于－８０ ℃冰箱保存ꎻ
草地贪夜蛾细胞(Ｓｆ９)由本课题组保存ꎮ 将 Ｓｆ９ 置

于 ２８ ℃培养箱ꎬ使用 Ｓｆ￣９００ＴＭⅡＳＦＭ(１０９０２０８８)培
养基进行避光培养ꎮ
１.２　 蛋白质的特征分析

利用在线网站 ＮｏｖｏＰｒｏ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｏｖｏｐｒｏ.
ｃｎ)、Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ /
ｂｉｏｉｎｆ / Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ￣２ / )和 ＳＭＡＲＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ.
ｄｅ)对 ＭａＹＭＶ ＭＰ 氨基酸序列特征进行分析ꎮ
１.３　 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ 载体的构建

取存放于－８０ ℃冰箱中的病毒样品ꎬ经液氮冷

冻后ꎬ用研磨机将样品研成粉末ꎮ 采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂

(ＡＢｃｌｏｎａｌ 生物科技有限公司产品ꎬＲＫ３０１２９)提取

样品总 ＲＮＡꎮ 以玉米病毒样品 ＲＮＡ 为模板ꎬ利用

反转录试剂(ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ＫｉｔꎬＲ２１１￣０１)进行 ｃＤＮＡ 合成ꎬ设计特异性引物(Ｘｂａ
Ⅰ̄Ｆ:ｔｃｔａｇａａｇａｔｃｔＡＴＧＧＡＣＧＣＡＧＡＧＣＴＡＧＧＡＡＣꎻＫｐｎⅠ̄Ｒ:
ｇｇｔａｃｃＴＴＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧＣＴＡＣＣＴＡＴＴＴＣＧＧ￣
ＧＴＴＴＴＧＡＡＣＡ)(小写字母为酶切位点ꎬ斜体为 Ｈｉｓ￣
ｔａｇ 序列)ꎬ将获得的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
具体反应体系如下:２×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ(２Ｘ)
１０ μＬ、上下游引物各 １ μＬ、ｃＤＮＡ ２ μＬ、灭菌水 ６
μＬꎮ 反应程序包括以下步骤:９８ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎻ
９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５５ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共进

行 ３０ 次循环ꎬ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ并将样品保存于 １６
℃条件下ꎮ ＰＣＲ 产物置于 １％琼脂糖凝胶中进行电

泳分析并切取目标条带ꎬ用胶回收试剂盒(北京擎

科生物科技股份有限公司产品ꎬＴＳＰ６０１￣５０)对切下

的目标条带进行回收ꎮ 所得到的片段连接至平末端

克隆载体 ＴＡ / Ｂｌｕｎｔ￣Ｚｅｒｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ(Ｃ６０１￣０１)ꎮ 通

过热激法ꎬ将连接产物转入大肠杆菌(ＤＨ５α)感受

态细胞中ꎬ随后使用无菌三角玻璃棒将样品涂布在

含有抗生素的 ＬＢ 琼脂平板(１００ μｇ / ｍＬ氨苄青霉

素)上ꎮ 在过夜培养后ꎬ从培养基中挑出单一菌落ꎬ
将所挑取的菌落接种至含有氨苄青霉素的 ＬＢ 液体

培养基中ꎬ将此培养基置于温度为 ３７ ℃、转速为

２００ ｒ / ｍｉｎ的摇床中振荡培养 ２ ｈꎮ 经菌液 ＰＣＲ 检测

与测序检验确认后ꎬ筛选出含有正确插入片段的菌
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液ꎬ接着从这些菌液中提取质粒ꎬ并进行酶切处理与

回收ꎮ 将目的片段与经过酶切的 ｐＦａｓｔＢａｃｌ 载体进

行连接后ꎬ转入 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ５α 感受态细胞ꎮ 使用无菌

三角玻璃棒将样品均匀涂布于含有抗生素的 ＬＢ 琼

脂平板(１００ μｇ / ｍＬ氨苄青霉素)上ꎬ随后从平板上

挑选单一菌落ꎬ进行摇菌培养ꎮ 培养后ꎬ取适量菌液

进行 ＰＣＲ 检测ꎬ确认含有目标序列且无误后ꎬ利用

质粒提取试剂盒(北京擎科生物科技股份有限公司

产品ꎬＴＳＰ５０１￣２００)提取质粒ꎮ 质粒样本经过 ＸｂａⅠ
和 ＫｐｎⅠ双酶切处理后ꎬ将酶切正确的质粒提交通

用生物(安徽)股份有限公司进行测序确认ꎬ将测序

结果正确的样品放存于－２０ ℃冰箱中备用ꎮ
１.４　 重组穿梭质粒的制备

重组穿梭质粒制备参考王海涛等[１０] 的方法ꎬ具
体步骤如下:在确认质粒测序结果准确无误后ꎬ将质

粒转化至 ＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细胞中ꎮ 使用无菌三角玻

璃棒将样品涂布于含有多种抗生素组合的 ＬＢ 固体培

养基上ꎮ 随后ꎬ将此培养基放入 ３７ ℃培养箱中ꎬ避光

条件下培养 ２４ ｈꎬ从培养基中挑选出呈现白色的菌落

样本ꎬ随后将这些样本接种至另一同样含有上述多种

抗生素组合的培养基上进一步筛选ꎬ隔天挑取白色单

菌落ꎬ将其接种至含有特定抗生素组合(５０ μｇ / ｍＬ卡
那霉素、５０ μｇ / ｍＬ四环素和 ７ μｇ / ｍＬ庆大霉素)的 ＬＢ
液体培养基中ꎬ将此培养基置于设定温度为 ３７ ℃、转
速为 ２００ ｒ / ｍｉｎ的摇床上ꎬ持续培养 １０ ｈ 后ꎬ利用质粒

提取试剂盒提取质粒ꎮ
１.５　 ＭａＹＭＶ ＭＰ 的亚细胞定位观察

当细胞覆盖面积为 ７０％~ ９０％ 时ꎬ根据 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ ( 赛 默 飞 世 尔 科 技 公 司 产 品ꎬ
Ｌ３０００００８)的使用说明书ꎬ将上述质粒转染至草地

贪夜蛾细胞(Ｓｆ９)中ꎮ 经过 ３ ｄ 转染后ꎬ用 １×ＰＢＳ 对

细胞进行润洗 ３ 次ꎬ随后采用含 ２％的多聚甲醛溶液

对细胞进行 ３０ ｍｉｎ 固定处理ꎬ完成后再次利用 １×
ＰＢＳ 对细胞润洗 ３ 次ꎬ接下来对细胞进行 ０. １％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 渗透处理 １５ ｍｉｎꎬ处理结束后ꎬ再次使

用 １×ＰＢＳ 润洗 ３ 次后ꎬ在避光条件下使用 Ｈｉｓ￣ＦＩＴＣ
(Ａｂｃａｍꎬａｂ３５５４)抗体标记细胞 １ ｈꎬ并用 １×ＰＢＳ 润

洗 ３ 次ꎬ最后将处理好的细胞置于激光共聚焦显微

镜 ＬＳＭ ８８０ 下观察ꎮ
１.６　 ＭａＹＭＶ ＭＰ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

取转染 ３ ｄ 后的草地贪夜蛾细胞ꎬ以 ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ
的转速离心 ２ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ然后加入 １００ μＬ ＲＩＰＡ

裂解液(碧云天生物技术有限公司产品ꎬＰ００１３Ｂ)ꎬ将
样品充分混匀后ꎬ放置于冰上静置 ５ ｍｉｎꎮ 然后在 ４
℃条件下ꎬ以１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ的转速离心 １０ ｍｉｎ 后ꎬ收集

上清液ꎬ向上清液中添加适量 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白质上样

缓冲液(×５)ꎬ通过涡旋振荡实现充分混匀ꎬ将混合物

置于 ９９ ℃条件下反应 １０ ｍｉｎꎬ随即迅速转移至冰上

静置冷却 ２ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎꎬ最后从处理

后的样品中取出 １０ μＬ 在预先制备的 １０％ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 胶上进行电泳分离ꎬ电泳条件为 ８０ Ｖ 持续 ２５
ｍｉｎꎬ再增加至 １２０ Ｖ 持续 １ ｈꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＭａＹＭＶ ＭＰ 氨基酸序列分析

ＭａＹＭＶ ＭＰ 编码的蛋白质由 １９３ 个氨基酸组

成ꎬ相对分子量为２１ ２３０ꎮ 利用 ＮｏｖｏＰｒｏ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｎｏｖｏｐｒｏ.ｃｎ)分析发现ꎬＭａＹＭＶ ＭＰ 为亲水性蛋

白(图 １Ａ)ꎮ 对其核定位信号进行分析ꎬ未发现核

定位序列ꎬ在信号肽和跨膜区的分析中也未检测到

信号肽和跨膜区的存在(图 １Ｂ、图 １Ｃ)ꎮ 对其蛋白

质二级结构预测发现ꎬα 螺旋占 ２３􀆰 ９６％ꎬ无规则卷

曲占 ７２􀆰 ９２％ꎬ延伸链占 ３􀆰 １２％ꎮ 通过 Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２.０
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｓｂｉｏ.ｓｊｔｕ. ｅｄｕ.ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ￣２ / )
对其进行亚细胞定位预测ꎬ结果发现 ＭａＹＭＶ ＭＰ 主

要定位于细胞膜与细胞质中ꎮ 使用 ＳＭＡＲＴ ( ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ.ｄｅ)对 ＭａＹＭＶ ＭＰ 功能域进行分

析发现ꎬ在第 ４５ 到 １４９ 个氨基酸之间存在 １ 个

Ｌｕｔｅｏ＿ｖｉｒａｌ ｇｅｎｏｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ(Ｌｕｔｅｏ＿Ｖｐｇ)功能域

(图 １Ｄ)ꎮ
２.２　 ＭａＹＭＶ ＭＰ 核苷酸序列及编码的蛋白质氨

基酸序列同源性分析

　 　 使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对江苏 ＭａＹＭＶ ＭＰ 基因进

行核苷酸序列同源性分析ꎬ结果显示江苏ＭａＹＭＶ ＭＰ
基因与北京、福建、广西、贵州、河北、河南、山东、云南

和四川等地 ＭａＹＭＶ ＭＰ 基因具有很高的相似性ꎬ同
源性均达到了 ９９􀆰 ０％ 以上 (表 １)ꎮ 这表明江苏

ＭａＹＭＶ ＭＰ基因与中国其他地区的分离物 ＭＰ 基因

具有较高的相似度ꎮ 此外ꎬ对中国其他地区的

ＭａＹＭＶ ＭＰ基因编码的 ＭＰ 氨基酸序列进行分析发

现ꎬ江苏 ＭａＹＭＶ ＭＰ 的氨基酸序列与河南分离物的

没有差异ꎬ与山东分离物的差距较大ꎮ 本研究中的江

苏 ＭａＹＭＶ 与河南 ＭａＹＭＶ 的同源性最高ꎬ核苷酸序

列和氨基酸序列的同源性均为 １００％ꎮ
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Ａ:ＭａＹＭＶ ＭＰ 疏水性分析ꎻＢ:ＭａＹＭＶ ＭＰ 跨膜区分析ꎻＣ:ＭａＹＭＶ ＭＰ 信号肽分析ꎻＤ:ＭａＹＭＶ ＭＰ 功能域分析ꎮ
图 １　 江苏 ＭａＹＭＶ ＭＰ 氨基酸序列特征分析

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＭａＹＭＶ ＭＰ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ

表 １　 江苏 ＭａＹＭＶ ＭＰ 核苷酸序列及其编码的蛋白质氨基酸序列

与其他地区的同源性分析

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭａＹＭＶ ＭＰ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ
ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ

玉米黄花叶病毒地区
及基因库登录号

核苷酸序列
同源率(％)

氨基酸序列
同源率(％)

北京(ＫＹ３７８９４０) ９９.８ ９９.５

福建 (ＭＫ６５２１５０) ９９.３ ９７.９

广西 (ＭＺ３３０６９２) ９９.５ ９９.０

贵州 (ＫＵ２９１１０７) ９９.５ ９９.０

河北 (ＭＦ１７５３６１) ９９.５ ９９.０

河南 (ＯＫ３３１９９５) １００.０ １００.０

山东 (ＭＦ３８５５８３) ９９.０ ９７.４

四川 (ＭＫ６５２１４８) ９９.５ ９８.４

云南 (ＫＵ２９１１０６) ９９.８ ９９.５

２.３　 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ 重组穿梭质粒构建

　 　 对所采集的玉米病毒样品提取 ＲＮＡ 并利用ＭＰ
特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ结果发现 １ 条约 ６００ ｂｐ
的特异性条带ꎬ与预期条带大小吻合ꎮ 切胶回收后

将目的片段克隆至 ＴＡ / Ｂｌｕｎｔ￣Ｚｅｒｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ 载体ꎬ测
序验证后将目的片段连接至 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 载体ꎬ通过

菌液检测确认为阳性克隆(图 ２Ａ)ꎬ并对其中 ２ 个样

本进行质粒酶切验证(图 ２Ｂ)ꎮ 该结果表明 ｐＦａｓｔ￣
Ｂａｃ１￣ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ 载体构建成功ꎮ

将测序正确的质粒通过热激法转入 ＤＨ１０Ｂａｃ
感受态细胞后ꎬ涂布于含有多种抗生素的 ＬＢ 琼脂

平板上倒置培养 ４８ ｈꎬ平板上出现明显的蓝色和白

色菌落(图 ２Ｃ)ꎮ 挑选白色菌落并转移至含有多种

抗生素的平板上进行第二次筛选(图 ２Ｄ)ꎮ 最后ꎬ
将白色菌落接种到含有多种抗生素组合的 ＬＢ 液体

培养基内ꎬ在恒温 ３７ ℃、转速 ２００ ｒ / ｍｉｎ条件下ꎬ持
续振荡培养 １６ ｈ 后提取获得 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣
Ｈｉｓ 重组穿梭质粒ꎮ
２.４　 ＭａＹＭＶ ＭＰ 的亚细胞定位及蛋白质检测

利用脂质体转染法将 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ
重组穿梭质粒转染于草地贪夜蛾细胞(Ｓｆ９)ꎬ处理 ３ ｄ
后进行免疫荧光标记ꎬ利用激光共聚焦显微镜观察发

现ꎬ与对照相比ꎬ转染 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ 重组

穿梭质粒的 Ｓｆ９ 内有明显的荧光信号ꎬ在细胞质内形

成明亮的绿色点状结构ꎬ在细胞核中未发现绿色荧光

信号ꎬ而在空白载体转染后的细胞中没有检测到绿色

荧光信号(图 ３Ａ、图 ３Ｂ)ꎮ 这些结果表明 ＭａＹＭＶ ＭＰ
定位于昆虫细胞的细胞质内ꎮ
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Ａ:菌液 ＰＣＲ 检测ꎻＢ:ＭＰ 基因克隆载体的双酶切验证ꎻＣ:多抗 ＬＢ 平板第一次筛查挑取的白色菌落ꎻＤ:多抗 ＬＢ 平板第二次筛查挑取的白色

菌落ꎮ Ｍ:ＤＮＡ ｍａｋｅｒꎻ１~８ 为样品编号ꎮ
图 ２　 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ重组穿梭质粒的制备

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ

　 　 为了进一步证明 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ 在

Ｓｆ９ 内的表达ꎬ提取转染了 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ
重组穿梭质粒的 Ｓｆ９ 总蛋白质ꎬ利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进
行检测ꎬ结果发现转染了 Ｂａｃｍｉｄｓ￣ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ
重组穿梭质粒的细胞样品中可以检测到 １ 条约

２２ ０００的目的蛋白ꎬ而转染了空载体的细胞样品中

未检测到该目的蛋白ꎬ但在这 ２ 种细胞样品中均可

以检测到大小为４４ ０００的内参蛋白(图 ３Ｃ)ꎬ该结果

进一步证实 ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ 可在 Ｓｆ９ 内成功表达ꎮ

Ａ:对照ꎻＢ:ＭａＹＭＶ￣ＭＰ￣Ｈｉｓ 的亚细胞定位ꎻＣ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭａＹＭＶ￣ＭＰ 在 Ｓｆ９ 内的表达ꎮ
图 ３　 ＭａＹＭＶ￣ＭＰ 在草地贪夜蛾细胞(Ｓｆ９)的亚细胞定位及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

Ｆｉｇ.３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＭａＹＭＶ￣ＭＰ ｉｎ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ｃｅｌｌｓ (Ｓｆ９) ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

３　 讨 论

玉米不仅是不可或缺的粮食作物ꎬ还是优质饲

料和重要的工业原料ꎬ在经济和农业产业中扮演重

要角色ꎮ 由于全球气候正经历显著变化ꎬ种植结构

的大幅度调整ꎬ抗病品种的单一选用等造成玉米病

毒病日益严重ꎮ 本研究以江苏地区采集的 ＭａＹＭＶ
为研究对象ꎬ对其 ＯＲＦ４ 编码的运动蛋白特性及其

在昆虫细胞内的亚细胞定位进行了研究ꎮ
本研究发现ꎬ江苏 ＭａＹＭＶ ＭＰ 与中国其他地区

报道的 ＭａＹＭＶ ＭＰ 之间具有较高的同源性ꎮ 李畅

等[１１]研究发现ꎬ河北 ＭａＹＭＶ ＭＰ 与云南 ＭａＹＭＶ ＭＰ
的氨基酸序列同源性达到了 ９９.００％ꎮ 同时ꎬ河南

ＭａＹＭＶ ＭＰ 的外壳蛋白基因(ＣＰ)的核苷酸序列与云

南的同源性达到了 ９９.３３％ꎮ 这些结果表明ꎬＭａＹＭＶ

在中国的多个地区ꎬ无论是运动蛋白还是外壳蛋白均

表现出高度同源性ꎮ
植物病毒的运动蛋白在病毒侵染过程中发挥重

要角色ꎮ 相关研究发现ꎬ番茄植株感染了番茄褐皱

果病毒 ( Ｔｏｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓꎬ ＴｏＢＲＦＶ)
后ꎬＴｏＢＲＦＶ 的 ＭＰ 能够成功逃避番茄抗性基因

ＴＭ￣２２介导的抗性机制[１２]ꎮ Ｎａｖａｒｒｏ 等[１３] 的研究结

果表明ꎬ当病毒失去 ＭＰ 时ꎬ其侵染作用将局限于最

初的侵染部位ꎬ不会出现系统性侵染ꎬ这一发现强调

了 ＭＰ 在植物病毒侵染过程中的重要作用ꎮ
明确病毒运动蛋白的亚细胞定位对于理解其在

植物病毒侵染过程中的功能至关重要ꎮ 大麦黄矮病

毒(Ｂａｒｌｅｙ ｙｅｌｌｏｗ ｄｗａｒｆ ｖｉｒｕｓꎬＢＹＤＶ)ＭＰ 主要定位于

细胞核和胞间连丝(ＰＤ)ꎬ进一步研究发现 ＭＰ 内远

端 Ｎ 端区域负责其在 ＰＤ 的定位ꎬ并能与细胞质中

９３郭思思等:玉米黄花叶病毒运动蛋白的特征分析及其在昆虫细胞内的亚细胞定位



的小颗粒相互作用ꎬ从而诱导烟草叶片的细胞程序

性死亡[１４]ꎮ 有的植物因子可以调控 ＭＰ 的定位ꎬ如
转录激活因子 ＫＥＬＰ 可以有效抑制 ＴｏＭＶＭＰ 在胞

间连丝上的定位[１５]ꎮ 黄瓜花叶病毒(Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｍｏ￣
ｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＣＭＶ)ＭＰ 在胞间连丝处与胼胝质有明显

的共定位ꎬ而突变的 ＭＰ / Ｓ２８Ａ￣ｅＧＦＰ 和 ＭＰ / Ｓ２８Ｄ￣
ｅＧＦＰ 在细胞膜上呈点状分布ꎬ未显示与胼胝质的共

定位ꎬ表明 ＭＰ 磷酸化位点影响 ＭＰ 在胞间连丝的

定位[１６]ꎮ 本研究发现 ＭａＹＭＶ ＭＰ 主要定位于模式

昆虫细胞的细胞质中ꎬ然而关于其在植物细胞内的

定位及与介体蚜虫和寄主植物之间的相互作用仍不

清楚ꎬ值得深入研究ꎮ
有研究结果表明ꎬ马铃薯 Ｙ 病毒编码 ２ 个 ＲＮＡ

沉默病毒抑制子:Ｈｅｌｐｅｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ￣ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ(ＨＣ￣
Ｐｒｏ)和 Ｖｐｇꎬ其中萝卜花叶病毒( Ｔｕｒｎｉｐ ｍｏｓａｉｃ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬ ＴｕＭＶ) Ｖｐｇ 通过与 ＲＮＡ 沉默关键因子 ＳＧＳ３
(Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ３)互作介导其泛素化

降 解ꎬ 最 终 促 进 病 毒 侵 染[１７]ꎮ 本 研 究 发 现

ＭａＹＭＶ ＭＰ氨基酸序列第 ４５ 个氨基酸到第 １４９ 个

氨基酸之间存在一个 Ｖｐｇ 功能域ꎬ然而该功能域是

否能够增强病毒在寄主植物内的侵染有待进一步研

究ꎮ

４　 结 论

目前已知世界上发生的玉米病毒病约有 ５０ 种ꎬ
其中玉米黄花叶病毒在中国是一种具有潜在流行风

险的植物病毒ꎬ然而目前对其的研究仍处于初级阶

段ꎮ 本研究利用信息生物学方法对 ＭａＹＭＶ 的运动

蛋白的核定位信号、信号肽、跨膜区和功能域等特征

进行了分析ꎬ并利用细胞生物学和分子生物学手段探

明了 ＭａＹＭＶ ＭＰ 在草地贪夜蛾细胞内的亚细胞定位

情况ꎬ本研究结果有望为后续深入分析ＭａＹＭＶ ＭＰ功
能及其与介体蚜虫之间的相互作用奠定基础ꎮ
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