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摘要 目的 构建在整个寄主植物中能同时表达两个非融合蛋白的病毒载体。方法 以烟草脆裂病毒（tobacco rattle virus，

TRV）基因组RNA2的农杆菌侵染性克隆pYL156为材料，缺失TRV RNA2的2b基因5'端279 bp并将其起始密码子ATG改变

为 AGG、同时引入豌豆早枯病毒 （pea early-browning virus，PEBV） 外壳蛋白 （coat protein，cp） 基因启动子，获得

pTRV2e2载体；在pTRV2e2载体的2b和PEBV的 cp启动子下游插入不同的外源基因，测定病毒TRVe2表达外源蛋白的能力、

携带外源基因后重组病毒的稳定性以及分析蛋白质的生物学功能。结果 病毒TRVe2能快速同时表达 2个非融合的外源蛋

白，且至少能表达70 ku外源蛋白，且该病毒携带~2.0 kb外源基因能稳定存活于寄主植物中；病毒TRVe2可用于分析蛋白质

的生物学功能以及2个蛋白质间的相互作用。结论 本文构建的重组病毒TRVe2为快速有效地表达2个外源蛋白以及分析2

个蛋白质间的相互作用提供技术工具。
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随着大量植物基因组测序的完成，迫切需要一

个好的载体或技术来快速地分析基因组中新基因或

预测蛋白质的生物学功能［1-2］。目前，研究功能未

知的基因或蛋白质主要通过转基因技术在植物中表

达目的蛋白以证实其功能［3］，但转基因技术存在

操作繁琐、周期长及物种限制等制约因素，利用植

物病毒载体探究蛋白质的生物学功能日益成为一种

趋势［4-5］。

病毒复制/翻译效率高，可在植物中产生大量

病毒蛋白，且基因组小易操作，大量植物病毒被用

作构建外源蛋白表达载体的来源，但绝大多数植物

病毒载体是表达单个外源蛋白［6-7］。马铃薯X病毒

（potato virus X，PVX）和烟草花叶病毒（tobacco

mosaic virus，TMV）是目前最常用植物病毒表达

载体［8-9］。越来越多植物病毒用于构建表达多个外

源蛋白的载体，由 2个TMV不同株系的 cp亚基因

组启动子构建表达载体pGR30B在本氏烟中能同时

表达2个不同外源蛋白，但因缺失病毒cp基因，该

载体只能在病毒接种叶产生目的蛋白［10］；Wang

等［11］将TMV cp亚基因组启动子和PVX的 cp亚基

因组启动子插入 PVX 基因组中获得表达载体

pCaPVX440，该病毒能在整个寄主植物中同时表

达2个外源蛋白，但重组病毒的稳定性有待于进一

步分析。大麦条纹花叶病毒 （barely stripe mosaic

virus， BSMV） 为三分体正义单链 RNA 病毒，

Cheuk等［12］将其改造成四分体病毒，用于在寄主

植物中同时表达2个外源蛋白；基于甜菜坏死黄脉

病毒（beet necrotic yellow vein virus，BNYVS）表

达载体能同时表达4个外源蛋白，但该载体只能在

本氏烟 rdr6i 接种叶中同时表达 4 个目的蛋白［13］。

利用多聚体蛋白水解策略或肽酶切割原理基于植物

病毒构建的多个蛋白质表达载体在寄主中产生的目

的蛋白含有源于病毒蛋白或肽酶的氨基酸残

基［14-16］，而目的蛋白携带其他的氨基酸残基可能
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干扰其生物学功能。目前已有多个负链RNA病毒

用作构建多个外源蛋白的表达载体来源，如利用大

麦黄色条点花叶病毒（barley yellow striate mosaic

virus，BYSMV）表达 3个外源蛋白［17］，基于番茄

斑萎病毒（tomato spotted wilt virus，TSWV）构建

的外源蛋白表达载体在本氏烟中能同时表达绿色荧

光蛋白（green fluorescent protein，GFP）和红色荧

光蛋白 （red fluorescent protein， RFP）［18］， Peng

等［19］ 利用苦苣菜黄网病毒 （sonchus yellow net

rhabdovirus，SYNV）在本氏烟中同时表达抗体蛋

白 IgG 的重链和轻链多肽。尽管负链 RNA 能在整

个寄主植物中稳定地同时表达多个外源蛋白，但病

毒基因组较大，克隆过程复杂，在病毒接种过程中

需要外源表达病毒的复制酶和基因沉默抑制子，实

验操作繁琐，且负链RNA病毒表达外源蛋白需要

时间周期长［17-19］。

烟草脆裂病毒（tobacco rattle virus，TRV）是

烟草脆裂病毒属（Tobravirus）的典型成员，寄主

范围广，能侵染超过 50种单子叶和双子叶家族的

400 多种植物［20-22］。TRV 为正义单链 RNA 病毒，

基因组由RNA1和RNA2分子组成。RNA1所编码

的 4 个蛋白质参与病毒的复制、移动以及症状产

生，RNA2 中包含 3 个开放阅读框 （ORF），编码

CP、27 ku 的 2b 和 18 ku 的 2c，TRV 基因组 RNA2

中 2b和 2c基因完全缺失后病毒依然能在植物中的

复制、包被和移动［23-24］。TRV 寄主范围广泛，引

起的症状反应相对温和，目前被用于构建病毒诱导

的基因沉默 （virus induced gene silencing，VIGS）

载体、外源蛋白表达载体和产生引导RNA的基因

编辑体［5，25-29］。

目前国内外基于植物病毒构建多个蛋白质表达

载体，因选择的病毒特性不一样，存在不同类型缺

点：a. 表达多个蛋白质的重组病毒不能系统性侵染

寄主植物；b. 外源基因插入影响病毒基因组的完整

性，使得外源蛋白不能有效表达；c. 病毒载体在植

物中产生的外源蛋白含有非目的蛋白氨基酸残基；

d. 表达目的蛋白需要较长的时间，且表达量低。本

文 通 过 缺 失 TRV 基 因 组 RNA2 侵 染 性 克 隆

（pYL156）中2b基因的279碱基、引入豌豆早枯病

毒（pea early-browning virus，PEBV） cp亚基组启

动子序列，获得载体 pTRV2e2，通过重组病毒

TRVe2中自身携带2c亚基组启动子和外源插入cp亚

基组启动子在本氏烟整个植株中同时表达2个非融

合外源蛋白，并利用其分析蛋白质的生物学功能。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 质粒和菌株

质 粒 pTRV1、 pYL156 （pTRV2）、 pUC57-

PEBV CP pro、pBI121-gfp、pBI121-rfp、pCMBIA-

AtGapC2、 pCAMBIA-NbHsp70、 pBI121-LS 2b、

pUC57-XEG1、pUC57-Avh52 和大肠杆菌 DH5α菌

株及农杆菌GV3101菌株均保存于本实验室。

1.1.2 寄主植物

本氏烟 （Nicotiana benthamiana） 寄主植物，

播种后~10 d 后移栽，在 25℃、16 h/8 h （光照/黑

暗）光周期条件下培养至6~8叶期，用于农杆菌浸

润接种。

1.2 方法

1.2.1 载体构建

以质粒 pYL156 为模板，通过引物对 P1/P2 进

行 PCR 扩增，目的产物割胶回收后经 HindⅢ/

EcoR Ⅰ双酶切，并连接到 HindⅢ/EcoR Ⅰ的载体

pYL156 中，连接产物转化至大肠杆菌 DH5α，获

得重组质粒pTRV2e1。以pUC57-PEBV CP pro为模

板，通过引物对P3/P4进行扩增获得PEBV CP基因

启 动 子 序 列 ， 通 过 Mlu Ⅰ/Sma Ⅰ双 酶 切 克 隆 至

pTRV2e1中，获得克隆pTRV2e2。采用引物对P5/P6

进行PCR扩增获得基因 gfp，经EcoRⅠ/MluⅠ双酶切

连 接 质 粒 pTRV2e1/pTRV2e2， 分 别 获 得 载 体

pTRV2e1-gfp/pTRV2e2-gfp-MCS2。通过引物对 P7/

P8进行PCR扩增，目的产物割胶回收，经BamHⅠ/

Sma Ⅰ双酶切克隆至质粒 pTRV2e2 中获得载体

pTRV2e2-MCS1-gfp。通过引物对P9/P10进行 rfp基

因的 PCR 扩增，目的片段通过 EcoRⅠ/MluⅠ双酶切

回收并克隆至 pTRV2e2-MCS1-gfp，获得到载体

TRV2e2-rfp-gfp。通过引物对 P11/P12 扩增含有 HA

标签序列gfp基因，并通过经BamHⅠ/SmaⅠ双酶切克

隆至质粒 pTRV2e2，获得 pTRV2e2-MCS1-gfp-HA。

通过引物对P13/P14进行扩增基因GapC2，并通过

经 BamHⅠ/SmaⅠ双酶切克隆至载体 pTRV2e2-MCS1-

gfp-HA，获得 pTRV2e2-MCS1-GapC2-HA。通过引

物对 P15/P16 进行扩增基因 Hsp70，并通过经

BamHⅠ/SmaⅠ双酶切克隆至载体pTRV2e2-MCS1-gfp-

HA，获得 pTRV2e2-MCS1-gfp-HA。通过引物对

P17/P18扩增CMV-LS 2b基因，经EcoRⅠ/MluⅠ双酶

切 连 接 质 粒 pTRV2e2-MCS1-gfp， 获 得 载 体

pTRV2e2-2b-gfp。通过引物对 P19/P20 进行 PCR 扩
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增获得XEG1，并通过双酶切克隆到载体 pTRV2e2

中，获得 pTRV2e2-XEG1-MCS2。通过 P21/P22 引

物对 PCR 扩增获得 Avh52，通过 BamHⅠ/SmaⅠ双酶

切分别克隆到载体pTRV2e2/pTRV2e2-XEG1-MCS2，

分别获得 pTRV2e2-MCS1-Avh52 和 pTRV2e2-XEG1-

Avh52。构建载体所用引物详细信息见附件表S1。

1.2.2 农杆菌转化、接种和病毒表型观察

上述构建的 pYL156相关载体均采用冻融法转

入农杆菌中GV3101，农杆菌活化与培养、菌体收

集、浸润接种的具体方法参考刘妮娜等［30］。农杆

菌 pTRV1 与 pYL156 混和物为 TRV、 pTRV1 与

pTRV2e1 混和物为 TRVe1、pTRV1 与 pTRV2e2 混和

物为TRVe2。在暗室中用长波型手提便携式紫外灯

观察到本氏烟叶片荧光表型，并用携带Wratten过

滤器 15的柯达照相机拍照记录，汁液摩擦接种的

方法参考廖乾生等［31］。

1.2.3 植物总RNA提取和RNA印迹

取各个病毒侵染的系统叶0.1 g，用Trizol提取

总 RNA，具体过程按照 Trizol 产品说明书进行。

RNA电泳、转膜和杂交方法参考地高辛标记检测

试剂盒 II 产品使用说明书，杂交探针为互补于

RNA2的3'端一段核苷酸，探针的详细信息见附件

表 S1。TRVe2-MCS1-gfp 和 TRVe2-2b-gfp 侵染植株

中 gfp 的 siRNA 杂交具体方法参考文献 Du 等［32］，

siRNA 探针详细信息见附件表 S1。TRV 基因组

RNA2和gfp的 siRNA杂交信号采用软件 Image J量

化处理，并通过 SPASS 软件分析数据，以 TRVe2-

MCS1-gfp 量为 100%，计算 TRVe2-2b-gfp 相对含量

及标准误差。

1.2.4 植物总蛋白质提取与免疫印迹

分别取各个相应病毒侵染植物的系统叶0.1 g，

液氮研磨至粉末状，加入含 2% β-巯基乙醇的PBS

缓冲液研磨至均一状液体，离心后取上清并加入

2×上样缓冲液，95℃水浴煮 10 min，10 000 r/min

5 min，取上清备用。蛋白质转膜、抗体杂交和底

物显色的方法参考文献［33］，所用抗体为 GPF、

RFP、HA 标签和黄瓜花叶病毒（cucumber mosaic

virus，CMV） 2b 蛋白。TRVe2-MCS1-gfp 和 TRVe2-

2b-gfp 侵染植株中 GFP 杂交结果采用软件 Image J

量化处理，并通过 SPASS 软件分析数据，以

TRVe2-MCS1-gfp 量为 100%，计算 TRVe2-2b-gfp 相

对含量及标准误差。

2 结果与讨论

2.1 TRV2相关载体构建及侵染活性

TRV 基因组由 RNA1 和 RNA2 组成，基因组

RNA1 单独能系统性侵染寄主植物［23］，由 TRV 基

因组 RNA2 改造而成的载体（pYL156）是目前广

泛地应用于植物功能基因组学研究重要工具之

一［5，26，34］；此外，利用 PEBV 的 cp 亚基因组启动

子构建外源蛋白的表达载体［35-37］。在pYL156载体

中，TRV 基因组 RNA2 中第 1 643~3 465 区域碱基

缺失，保留 2b 蛋白 N 端 101 个氨基酸，完全缺失

2c启动子和ORF［34］。Morton等［37］将pYL156载体

中2b蛋白N端101个氨基酸完全缺失，并引入2个

PEBV cp基因亚基因组启动子，构建同时表达2个

外源蛋白的载体，本文基于载体pYL156构建含有

TRV的 2b和 PEBV cp亚基因组启动子外源蛋白表

达载体。 pYL156、 pTRV2e1 和 pTRV2e2 载体中

TRV 基 因 组 RNA2 结 构 示 意 图 如 图 1a 所 示 ，

pYL156 中 RNA2 含有 2b 基因 ORF 的 5'端 303 bp。

通过缺失 2b基因ORF的 5'端 279 bp，将 2b基因的

起始密码子 （ATG） 改为 AGG，获得 pTRV2e1 载

体。在pTRV2e1载体中，引入PEBV cp基因亚基因

组启动子构建载体 pTRV2e2。为了分析改造后的

TRV 基因组 RNA2 是否具有侵染活性，将农杆菌

pYL156、pTRV2e1和pTRV2e2分别与农杆菌pTRV1

混和物共同浸润接种于本氏烟，浸润接种 5 d，

TRVe1和TRVe2侵染寄主植物后不产生明显的症状

反 应 ， 与 Mock 接 种 相 似 ， 而 TRV （TRV1+

pYL156）侵染则引起叶片坏死表型（图1b），与程

维舜等［38］报道的结果相一致。Northern blot 分析

结果表明，在寄主植物的系统叶均能检测到TRV、

TRVe1和TRVe2基因组RNA，因TRVe1中缺失 2b基

因ORF的5'端279 bp，其基因组RNA2长度明显比

TRV小（图 1c），以上结果表明重组病毒TRVe1和

TRVe2均可系统性侵染寄主植物。

2.2 2b和cp启动子驱动的外源蛋白表达

为了确定病毒载体TRVe1和TRVe2中亚基组启

动 子 能 否 驱 动 外 源 蛋 白 的 表 达 ， 构 建 载 体

pTRV2e1-gfp 和 pTRV2e2-MCS1-gfp 和 pTRV2e2-rfp-

gfp （图 2a）。病毒 TRVe1-gfp、TRVe2-MCS1-gfp 和

TRVe2-rfp-gfp 接种本氏烟 24 h，3 个病毒的浸润接

种叶在荧光显微镜下均能观察到绿色荧光现象（结

果未显示）；接种5 d的植株荧光表型如图2b所示，

除了 TRVe1 对照接种的本氏烟外，TRVe1-gfp 和
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TRVe2-MCS1-gfp 侵染的寄主系统叶中均产生绿色

荧光，TRVe2-rfp-gfp侵染植株的系统叶呈现亮黄色

表型。TRVe2-rfp-gfp侵染植株系统叶在激光共聚焦

显微镜观察的结果如图 2c所示，在本氏烟同一个

细胞中能同时观察到绿色荧光和红色荧光，表明

TRVe2-rfp-gfp 能同时表达 GFP 和 RFP。免疫印迹

（Western blot） 分析结果表明，GFP 抗体可以在

TRVe1-gfp、TRVe2-MCS1-gfp 和 TRVe2-rfp-gfp 侵染

寄主植物系统叶的总蛋白中检测到目的蛋白，而对

照接种 TRVe1 则检测不到 GFP 信号；在 TRVe2-

MCS1-gfp 的样品中目的条带信号强度明显高于

TRVe1-gfp（图2d），表明前者侵染寄主植物中GFP

表达量高于后者，与观察到的绿色荧光表型一致。

在TRVe2-rfp-gfp侵染的本氏烟植株总蛋白能同时检

测到GFP和RFP （图2d），以上结果表明病毒载体

TRVe2能在整个寄主植物中同时快速地表达 2个外

源蛋白。

Fig. 1 Infection assays of expression vectors based on tobacco rattle virus in Nicotiana benthamiana plants
(a) Schematic illustration of TRV genomic RNA2 in the pTRV2 expression vector constructs. Plasmid pYL156 (AF406991) was T-DNA clone

harboring tobacco rattle virus (TRV) genomic RNA2. Multiple cloning site (MCS1) contained EcoRⅠ, XbaⅠ, XhoⅠ and MluⅠ, MCS2 included BamHⅠ,

KpnⅠ, NcoⅠ and SmaⅠ. sgP was the subgenomic promoter of cp gene from pea early-browning virus(PEBV) RNA2(X78455). (b) Symptom expression

on N. benthamiana plants infiltrated with Agrobacterium tumefaciens GV3101 mixtures harboring plasmid pTRV1, pYL156 or its constructs at 5 d.

(c) Northern blot was used to analyze the level of TRV genomic RNAs in the systematic leaves of host plants. During Northern blot, subgenomic

RNAs (sgRNAs) or defective RNAs of TRV RNA2 were collectively referred to as sgRNAs.

Fig. 2 Expression of green fluorescent protein and red fluorescent protein in the whole host plants via TRVe2 vector
(a) Diagrammatic illustration of the pTRV2 expression vector constructs for expressing GFP or/and RFP. (b) Green fluorescence appearance on the

seedlings of N. benthamiana infiltrated with bacterial suspension mixtures containing pTRV1 and pTRV2 derivatives under UV light at 5 d. (c) Green

fluorescence and red fluorescence were visualized in the same cell of N.benthamiana plants infiltrated with A.tumefaciens mixtures carrying pTRV1

and pTRV2e2-rfp-gfp under confocal laser microscopy. (d) The levels of GFP and RFP in the systematic leaves of host plants were detected by

Western blot with specific antibodies.
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2.3 两个启动子表达外源蛋白能力的比较

为了比较载体 pTRV2e2中 2个亚基组启动子驱

动外源蛋白表达能力，构建载体 pTRV2e2-gfp-

MCS2和 pTRV2e2-MCS1-gfp，两者中的 gfp基因分

别由TRV内源 2b亚基因组启动子和PEBV cp亚基

因组启动子驱动表达 （图 3a）。病毒 TRVe2-gfp-

MCS2和TRVe2-MCS1-gfp接种 5 d，紫外灯下观察

寄主植物荧光表型如图 3b所示，在本氏烟接种叶

和系统叶中，TRVe2-MCS1-gfp 侵染引起的荧光现

象 明 显 强 于 TRVe2-gfp-MCS2。 RNA 印 迹

（Northern blot）结果显示，2个病毒在侵染寄主植

物接种叶和系统叶病毒基因组RNA含量基本相同

（图 3c）。Western blot进一步证实，在接种叶和系

统叶中病毒TRVe2-MCS1-gfp所产生的GFP量均高

于TRVe2-gfp-MCS2（图3c）。以上结果表明，病毒

TRVe2中PEBV cp基因亚基因组启动子驱动外源蛋

白表达能力强于TRV 2b基因亚基因组启动子。

2.4 利用TRVe2表达不同长度的外源蛋白

为了分析病毒TRVe2对不同长度外源基因的表

达能力，分别将基因gfp（720 bp）、拟南芥三磷酸

甘油醛脱氢酶C2亚基基因GapC2 （1 017 bp）、烟

草热激蛋白 70基因Hsp70 （1 950 bp）克隆至载体

pTRVe2 中 ， 获 得 载 体 pTRV2e2-MCS1-gfp-HA、

pTRV2e2-MCS1-GapC2-HA 和 pTRV2e2-MCS1-

Hsp70-HA； 病 毒 TRVe2-MCS1-gfp-HA、 TRVe2-

MCS1-GapC2-HA 和 TRVe2-MCS1-Hsp70-HA 接种

接种寄主植物 5 d，分别采集寄主植物系统叶用于

Northern blot杂交和Western blot分析，结果如图 4

所示。在pTRV2e2载体插入不同长度的基因后，重

组病毒基因组 RNA2 长度增加（图 4a）；通过 HA

抗体在各个病毒接种寄主的系统叶中均能够检测到

目的蛋白（图 4b）。以上结果表明，病毒TRVe2在

本氏烟系统叶中至少能表达 70 ku外源蛋白。TRV

基因组 RNA1 的大小为 ~6.8 kb， RNA2 大小为

~3.9 kb，病毒粒子呈直杆状［20-24，39］，本文构建

Fig. 3 Comparison of the levels of GFP expression driven by either TRV 2b or PEBV cp subgenomic promoters in
N. benthamiana plants using TRVe2 vector

(a) Schematic representation of the pTRV2e2 constructs for expressing GFP. (b) Green fluorescence appearance on the seedlings of N. benthamiana

infiltrated with bacterial suspension mixtures containing pTRV1 and pTRV2 derivatives under UV light at 5 d. (c) RNA blot analysis of TRV genomic

RNAs and Western blot detection for GFP in the host plants.
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TRV2e2 载体中 TRV2 基因组大小为~2 kb，病毒

TRVe2能在整个植株中表达~2.0 kb外源基因，完全

符合预期。病毒 TRVe2在寄主植物中能否表达 2.0

kb以上外源基因、并能在寄主中系统移动的相关

工作本实验室正在进行中。

2.5 TRVe2在寄主中保持稳定

为了分析病毒TRVe2携带外源基因后在寄主植

物稳定性，取 TRVe2-MCS1-Hsp70-HA 农杆菌浸润

接种10 d寄主系统叶，通过汁液摩擦转接于健康本

氏烟中，连续进行 3次转接。分别采集 3次转接寄

主系统叶用于病毒基因组杂交和蛋白质检测。结果

（图 5）表明，TRVe2-MCS1-Hsp70 在 3 次转接植株

中的病毒基因组RNA2积累量与大小与农杆菌浸润

接种寄主相比无明显差别，插入到 TRV 基因组

RNA2中外源基因Hsp70不丢失；在病毒侵染植株

系统叶的总蛋白质中均能检测到 Hsp70，并且

Hsp70含量在3次转接的植株中含量没有明显差别，

病毒TRVe2在携带~2.0 kb外源基因后可以稳定存在

于寄主植物中，并在整个寄主植物中表达目的

蛋白。

2.6 利用TRVe2验证CMV 2b基因沉默抑制子的

功能

黄 瓜 花 叶 病 毒 （cucumber mosaic virus，

CMV）的 2b蛋白是基因沉默抑制子，抑制寄主植

物对CMV抗病反应［33］。本文构建病毒载体TRVe2-

2b-gfp用于验证CMV的 2b蛋白具有抑制基因沉默

功能。病毒接种3 d，TRVe2-2b-gfp在寄主植物接种

叶中荧光强度明显高于 TRVe2-MCS1-gfp；病毒接

种 5 d，2 个病毒均扩展至本氏烟的系统叶，并且

TRVe2-2b-gfp 荧光表型强于 TRVe2-MCS1-gfp （图

6a）。在 TRVe2-2b-gfp 侵染本氏烟系统叶能检测到

2b蛋白，与TRVe2-MCS1-gfp相比，TRVe2-2b-gfp侵

染植株中GFP含量增加 2.2倍（图 6b）。为了确定

病毒 TRVe2-MCS1-gfp 表达 CMV 2b 蛋白后是否也

增加 TRV 的基因组积累量，分别提取 TRVe2-

MCS1-gfp 和 TRVe2-2b-gfp 所侵染寄主植物系统叶

总 RNA 和 siRNA 用于 Northern blot 分析。结果表

明：TRVe2-2b-gfp在本氏烟中的基因组RNA含量是

TRVe2-MCS1-gfp 的 4.67 倍 （图 6c），表明 TRVe2-

2b-gfp 引起本氏烟产生更明显的荧光表型是由于

TRVe2-2b-gfp 表达 CMV 的 2b 蛋白增加病毒基因组

RNA 所导致 .TRVe2-MCS1-gfp 和 TRVe2-2b-gfp 侵染

植株的 gfp-siRNA杂交结果表明，siRNA在TRVe2-

Fig. 4 Expression of various proteins in N. benthamiana plants with TRVe2

(a) Northern blot analysis of TRV genomic RNAs in the systematic leaves of N. benthamiana plants. (b) Proteins in the seedlings of N.

benthamiana challenged with TRV constructs were detected by Western blot using anti-HA peptide antibody.

Fig. 5 Analysis of stability of TRVe2-MCS1-Hsp70-HA
by serial passages in N. benthamiana plants

1: Agro-infiltrated; 2: first passage; 3: second passage; 4: third passage.
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MCS1-gfp 侵染寄主中含量高于 TRVe2-2b-gfp （图

6d）。以上结果表明，病毒TRVe2可用于研究蛋白

质的生物学功能。

2.7 利用TRVe2分析XEG1和Avh52的相互作用

XEG1是来自于大豆疫霉菌的激发子，PVX载

体表达XEG1蛋白后，在本氏烟上引发植物的防御

反应，导致叶片呈现坏死症状，而预先在本氏烟中

表达 RXLR 效应子 Avh52 后再表达 XEG1，XEG1

引起的细胞坏死反应则被抑制［40］。本文利用质粒

pTRV2e2分别构建单独表达 XEG1 或 Avh52，同时

表达 XEG1 和 Avh52 的载体；农杆菌浸润接种

36 h，接种病毒 TRVe2-XEG1-MCS2 的叶片呈现坏

死表型，TRVe2-XEG1-Avh52 侵染的叶片无明显坏

死症状，TRVe2-MCS1-gfp和TRVe2-MCS1-Avh52的

接种叶均不产生坏死症状（图7a），与Ma等［40］报

道的结果相一致。Western blot 结果显示，TRVe2-

XEG1-MCS2、TRVe2-XEG1-Avh52 和 TRVe2-MCS1-

Avh52浸润接种的叶片中均能检测到相应目的蛋白

（图 7b）。以上结果表明，病毒 TRVe2可用于分析

Fig. 6 Application of the TRV-based dual expression vector for analysis of CMV 2b protein involved in antiviral defense
response on N. benthamiana plants

(a) Fluorescence phenotype on the N. benthamiana plants infiltrated with A. tumefaciens mixtures carrying TRV1, TRVe2-MCS1-gfp and

TRVe2-2b-gfp respectively was illuminated under UV light. (b) CMV 2b protein and GFP expressed from TRV vector in the systematic leaves of

N. benthamiana was detected by protein gel blot analysis. (c) Northern blot was used to analyze the level of TRV genomic RNAs in the systematic

leaves of N. benthamiana (d) The level of gfp-deried siRNA in the systematic leaves of N. benthamiana was assayed by Northern blot.

Fig. 7 Application of the TRV-based dual vector for analysis of suppression of XEG1-induced cell death in N. benthamiana
leaves by RXLR effector Avh52

(a) Phenotype expression on the leaves of N. benthamiana plants Agro-infiltrated with TRVe2-XEG1 and TRVe2-XEG1-Avh52 at 36 h. (b) Western blot

analysis of XEG1 and Avh52 proteins in N. benthamiana leaves.
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2个蛋白质之间的相互作用。

3 结 论

本文利用TRV基因组RNA2农杆菌侵染性克隆

pYL156 构建含有 2 个亚基因组启动子的载体

pTRV2e2，并用于在本氏烟整个植株中同时表达 2

个外源蛋白，主要结论如下：a. 病毒TRVe2能系统

性侵染本氏烟，并通过病毒基因组RNA2中的2个

亚基因组启动子在整个植株中同时快速、高含量地

表达 2个非融合外源蛋白；b. 病毒TRVe2至少能表

达大小为 70 ku 非融合外源蛋白； c. 重组病毒

TRVe2 携带外源基因后能在寄主植物保持稳定；

d. 病毒TRVe2可用于快速分析蛋白质的生物学功能

以及蛋白质与蛋白质的互作。本文结果为利用植物

病毒构建表达多个非融合蛋白载体提供理论指导，

表达载体TRVe2为快速研究植物的基因功能提供技

术工具。
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Construction of Dual Expression Vector Based on Tobacco Rattle Virus and Its
Application for Analysis of Protein Function in Nicotiana benthamiana*

GUO Ge1), CHANG Fa-Guang1), LAI Jia-Liang1), ZHANG Xian-Wen2),

DU Zhi-You1), LIAO Qian-Sheng1)**

(1)College of Life Sciences and Medicine, Zhejiang Sci-Tech University, Hangzhou 310018, China;
2)The Agricultural Experiment Station, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)

Abstract Objective In order to construct a viral vector that can simultaneously express two non-fusion

proteins in the whole host plants. Methods Agrobacterium infectious clone pYL156 containing tobacco rattle

virus (TRV) genomic RNA2 was used to construct dual expression vector pTRV2e2 by deleting 279 bp of 5' end of

2b gene, changing initiation codon of 2b gene ATG to AGG, and introducing the subgenomic promoter of pea

early-browning virus (PEBV) coat protein (cp) gene. Different exogenous genes were cloned into the downstream

of 2b and PEBV cp subgenomic promoters to measure the ability of virus TRVe2 to express two foreign proteins,

assess the stability of reconstructed TRVe2 and analyze the function of proteins in the seedlings of Nicotiana

benthamiana. Results TRVe2 could simultaneously and rapidly produce two non-fused target proteins and

express at least a 70 ku foreign protein in the whole host plants; TRVe2 harboring 2.0 kb exogenous gene could

stably exist in N. benthamina plants and could be served as technical means for analyzing the biological function

of the proteins and the interaction between two proteins. Conclusion Recombinant virus TRVe2 constructed in

this study provide a toolbox for fast and efficient production of double foreign proteins and for analysis of the

interaction between two proteins in the host plants.

Key words tobacco rattle virus, genomic RNA2, dual expression vector, analysis of protein function, Nicotiana

benthamiana
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