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水稻草矮病毒在水稻原生质体中的表达

林丽明 吴祖建 金凤媚 谢荔岩 谢联辉"

（福建农林大学植物病毒研究所 福州 /9###"）

摘 要：通过建立水稻原生质体培养体系，经多聚鸟氨酸（DEF）介导将提纯的水稻草矮病毒（!"#$ %&’(() (*+,* -"&+(，
GHI%）接种到水稻原生质体内，利用酶联免疫吸附法（>EJI)）及蛋白免疫印迹法（K7,-7LA M’&-），研究 GHI%在水稻原生
质体内的生长周期及其编码蛋白的表达情况。结果表明：GHI%在接种后 "!N左右开始在原生质体内复制，/2N左右
达到最大值。.I2在 49N左右开始表达，在 /#N左右达到最大值。
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水稻草矮病毒（!"#$ %&’(() (*+,* -"&+(，GHI%）是纤细病毒属
（.$,+"-"&+(）的一个成员，基因组包含 2个 ,,G.)片段，2个片
段均采用双义编码策略［4，"］。现有研究表明，GHI% OCG.)9编
码的外壳蛋白（PD）和 OG.)2编码的病害特异性蛋白（IQ7C@R@C8
S@,7;,7 QL&-7@A，ID或 .I2蛋白）是目前较为明确的致病相关蛋
白，与褪绿花叶症状的严重度密切相关，可在 GHI%侵染的水
稻中大量积累，并在寄主细胞内形成形态不一的内含体［/］，且

在不同抗性水稻病株体内的表达、积累量存在明显的差异，说

明 PD、ID在病株体内的表达积累受到了寄主抗性基因及其产
物的共同调控，随病毒寄主的变化而有所变化［! T 2］，这暗示了

两种蛋白在病毒与寄主的互作中可能起重要作用，这为病毒

基因的表达调控研究提供了材料。有鉴于此，本文通过建立

水稻原生质体培养体系，经聚鸟氨酸（DEF）介导将提纯的水稻
草矮病毒接种到水稻原生质体内，利用蛋白酶联免疫吸附法

（>EJI)）及蛋白免疫印迹法（K7,-7LA M’&-），研究 GHI%及其编
码蛋白在水稻原生质体内的的表达周期，为进一步明确 GHI%
及其基因产物在水稻细胞中的致病机制打下了基础，对揭示

病毒与寄主水稻间互作及病毒演化具有重要的理论价值。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 供试毒源：经福建农林大学植物病毒研究所室内分离
纯化，保存在水稻品种台中本地 4号（6.4）上的水稻草矮病毒
沙县分离物（!"#$ %&’(() (*+,* -"&+(，GHI%8IU）。
!"!"# 试剂：纤维素酶、果胶酶、聚 E8鸟氨酸（DEF）购自北京
欣经科有限公司；V>I购自上海生工生物技术有限公司；硝酸
纤维素滤膜（.P）为 D)EE公司产品；碱性磷酸酶标记羊抗兔
J+H（J+H8)D）为 DL&?7+;公司产品；其余试剂均为国产分析纯
或化学纯。GHI%抗血清由菲律宾国际水稻研究所的 W@M@A&
博士赠送；GHI% .I/融合蛋白及 ID抗血清为本室制备［2，1］。
!"# 水稻愈伤组织诱导
取授粉后 4# T 4"S（未成熟胚）或水稻成熟种子（台农 21）

去皮（成熟胚），常规消毒处理后，无菌操作剥取未成熟胚或成

熟胚，除去少量的胚乳，接种在 .2或 VI培养基上诱导愈伤

组织，愈伤组织每月继代一次。

!"$ 悬浮细胞系的建立
参照文献［$］的方法，略有修改。

!"% 病毒提纯
参照文献［0，4#］的方法，略作修改。

!"& 原生质体病毒侵染体系的建立
取继代 / T 9S的悬浮细胞在混合酶液中游离原生质体。

在黑暗条件下保温 ! T 4# N，然后用 !9!?的滤网过滤，低速离
心收集原生质体，并用含 4/X甘露醇盐液洗涤 " T /次后收集
原生质体。进行原生质体活性测定，用 #(9X台盼蓝色，后在
光学显微镜下观察。活的细胞不被染色，死亡的细胞则被染

成蓝色［44］。GHI%接种原生质体参照文献［4"］的方法。在接
种前应先取出部分正常原生质体细胞设为阴性对照。

!"’ ()*+,和-./0.12 3450检测 67+8对水稻原生质体的侵
染

>EJI)参照文献［4/］的方法进行，IYI8D)H>按常规方法
进行。经 IYI8D)H> 分离后，电转移到硝酸纤维素膜上
（"##?)，4N），K7,-7LA M’&-参照文献［4!］进行。

# 结果和分析

#"! 细胞悬浮培养系的建立及原生质体的分离和纯化
愈伤组织经多次继代后，挑选淡黄色，表面光滑，分裂旺

盛、紧密颗粒状的胚性愈伤组织，用来分离原生质体或建立细

胞悬浮培养物。愈伤组织加入 ))V或 .2液体培养基中进行
悬浮培养，每 9 T 1S继代一次。继代培养期间，可用无菌滴管
吸 4滴培养液于载玻片上，在 E7@C;倒置荧光显微镜下观察细
胞形态，避免操作中吸取坏死细胞。大约 " T /个月后便可建
立分散性好，生长旺盛的细胞悬浮系，取刚继代 / T 9S的悬浮
细胞（图 48)），此时细胞生长旺盛，可用于酶解制备原生质体
（图 483），制备好的原生质体必须立即进行病毒接种实验，因
细胞去壁后，如果酶液与细胞内的渗透压稍不平衡，极易引起

原生质体破裂，因此，实验过程在分离原生质体酶液中加入

#Z9X的牛血清白蛋白，有利于保护细胞膜免遭破坏。



图 ! （"）光镜下水稻胚性悬浮细胞（#$$ %）；（&）光镜下酶
解后水稻原生质体（#$$ %）’
!"#$% （&）’()*+,)"-, .(/0(1+ -2 03+ +4516- -2 1".+ (,7+1 /"#30 4".1-).-*+
（899 :）；（;）<".+ *1-0-*/=)0) 56 /6)=)+ (,7+1 /"#30 4".1-).-*+（899 :）$

()( *+,-在水稻原生质体内的表达周期
经聚鸟氨酸介导，将 <>’?导入水稻原生质体。以 <>’?

抗血清为探针，利用蛋白酶联免疫吸附法（@AB’&），研究 <>’?
在水稻原生质体内的生长周期。结果表明：<>’?在接种后
CD3左右开始在原生质体内复制，EF3左右达到最大值（图 C）。

图 ( *+,-在水稻原生质体内的一步增长曲线
!"#$C G,+H)0+* #1-I03 .(1J+ -2 <>’? ", 1".+ *1-0-*/=)0)

(). *+,-编码蛋白在水稻原生质体内的表达周期
<>’?接种水稻原生质体后，进行 ’K’HL&>@电泳，分别

在 9、E、M、%N、CD、E9、EF、D8、ND、F93取样（以未接种 <>’?的原生
质体为对照），%99#离心 N4",，去上清，加等体积 C :凝胶上样
缓冲液煮沸 E4",，%999#离心 E4",，尽量去除细胞碎片等杂质，
取 C9!A上清于 %CO聚丙烯酰胺分离胶，NO聚丙烯酰胺浓缩
胶中电泳，结果表明，在病毒接种后不同时间，在 C%PFQ的 R’F
蛋白条带及 EDSK的 TL条带处表达量有所不同，这表明病毒
接种后 TL、R’F已在水稻原生质体细胞中得到表达。

图 . /,0在水稻原生质体内的表达情况
!"#$E U3+ +V*1+))"-, -2 R’F ", 1".+ *1-0-*/=)0)

利用酶联免疫吸附法（@AB’&），进一步研究 <>’?在水稻
原生质体内的生长周期及其编码蛋白的表达情况。对 <>’?
接种水稻原生质体不同时间内，分别以制备的 R’E、R’F蛋白
抗血清为探针，检测 <>’?在侵染过程中 R’E、R’F的表达情
况。以接种后时间为横坐标，检测 !" 值为纵坐标进行作图
分析，结果表明，R’F在 %N3左右开始表达，在 E93左右达到最
大值（图 E），而在 <>’?侵染 E93后才检测到 R’E蛋白的表达，
在 EF3时还能检测到，但到 D83后则检测不到 R’E蛋白的存
在。这表明 R’E蛋白在体内表达量很低，或只在病毒复制的
特定时期表达而未能检测到。

W+)0+1, 5/-0检测结果与 @AB’&检测结果基本吻合，R’E
蛋白也只在病毒接种后 E93有检测到目的条带，病毒接种后
%N3 R’F蛋白在水稻原生质体中已开始得到表达，而未接种对
照则无目的条带出现（图 D）。

图 1 /,.及 /,0蛋白的2345367 89:5检测结果
!"#$D U3+ 1+)(/0 -2 R’EXR’F W+)0+1, 5/-0

&：R’E；;：R’F$

. 结论

原生质体培养技术为研究病毒与寄主间的互作及其致病

机制提供了一个理想模型。以水稻原生质体代替水稻植株来

研究 <>’?和寄主间的互作，从细胞水平研究病毒在寄主体
内表达，这不仅简化了实验，而且缩短了研究周期。本研究以

建立的水稻原生质体侵染体系为基础，经多聚鸟氨酸介导，对

<>’?和寄主间的互作做了初步的探索。将 <>’?导入水稻
原生质体，研究 <>’?在水稻原生质体内的生长周期及 R’E、
R’F蛋白的表达情况。研究结果表明，<>’?在接种后 CD3左
右开始在原生质体内复制，EF3左右达到最大值。R’F在 %N3
左右开始表达，在 E93左右达到最大值，本所金凤媚等利用
R-103+1,点杂交，对 <>’?接种原生质体后的不同时间取样检
测的结果表明，病毒接种后需 83才能进行转录，而且从此以
后持续上升，直到 CD Y EC3达到最高峰，以后又降到一个平台
期（未发表数据），这进一步证实了 <>’?已在原生质体中得
到有效复制。该结果与病毒基因组采取的独特双义编码策

略［%，C］是相对应的，即直接翻译自 J<R&的 R’F是病毒复制周
期的早期阶段的产物，而由 J.<R&编码的 TL，是病毒复制周
期晚期阶段的产物。对 R’E蛋白的检测则发现，在 <>’?侵
染 E93后才检测到 R’E蛋白的表达，在 EF3时还能检测到，但
到 D83后则检测不到 R’E蛋白的存在，这表明 R’E蛋白在体
内表达量很低，或可能只在病毒复制的特定时期表达而未能

检测到。这表明 <>’?所编码的各蛋白在病毒复制、繁殖中
的表达似乎存在一个相互调控的过程。国内杨文定等［%N］以

<’?为抗血清研究 <’?侵染水稻原生质体过程中 <’?的增
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殖周期；另外，我所也已对 !"#在原生质体内的复制与表达
等方面进行了研究［$%］，也得到类似的结果。

聚鸟氨酸是一种碱性氨基酸，为多价阳离子，具有高度促

进病毒感染的作用。与其它病毒接种方法相比，其侵染率高、

方法简单易行等优点。该方法已被广泛成功地应用于黄瓜花

叶病毒（!"#"$%&’ $()*+# ,+’")，&’#）、马铃薯 (病毒（-(.*.( /
,+’")，)#(）、豇豆花叶病毒（!(01&* $()*+# ,+’")，&*’#）、苜蓿
花叶病毒（234*34* $()*+# ,+’")，+’#）等对烟叶原生质体的接种
实验中［$,，$-］。因此，在实验过程中我们采用多聚鸟氨酸病毒

接种法，经实验证明此方法在水稻原生质体侵染体系中确实

可行，且接种效率高（未发表资料）。

在本研究基础上，我们可进一步制备 ."/ 0 1.+、."% 0
1.+探针，完成水稻原生质体中各基因的表达、积累及作用位
点分析。为今后深入研究病毒在水稻原生质体细胞内的复

制、细胞间的移动及细胞中的定位，明确 !2"#基因产物在水
稻细胞中的致病机制打下了基础。
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