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Abstract : The coat p rotein gene of Cucumber mosaic virus (CMV) f rom melon isolate (CH99/ 90)

was amplified by R T2PCR f rom the total RNA of infected zucchini leaves and cloned into p UCm2
T vector . The gene consisted of 657 nucleotides encoding 218 p utative amino acids. Nucleotide

sequence alignment s showed that the CP gene shared 92. 2 %～93. 9 % homology wit h that of

CMV subgroup I st rains , whereas only 76. 8 %～77. 8 % homology wit h t hat of CMV subgroup II

st rains. The nucleotide sequence shared 91. 8 %～93. 4 % homology wit h CMV isolate p reviously

reported f rom China except for XB isolate. This melon isolate was classified into subgroup I based

on t hese data. The gene was const ructed into plant expression vector by using intermediate vector

pJ IT163 ( recombinant plasmid designated as pBCP) . The recombinant plasmid was t ransferred

into competent cells of A g robacteri um t ume f aciens LBA4404. Transformation of the gene into

watermelon is undertaking.
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摘要 :从河南省临颖县采集的病毒感染的甜瓜样本经 EL ISA 检测和接种分离获得黄瓜花叶病毒 ( Cucunber mosaic

vi rus ,CMV) 分离物。把该分离物接种西葫芦 , 从发病的叶片中提取总 RNA ,并以此为模板经 RT2PCR 扩增获得

CMV 的外壳蛋白 (cp)基因 ,将其克隆到 pUCm2T 质粒上。经序列测定和分析 ,结果表明该 cp 基因由 657 个核苷

酸组成 ,编码 218 个氨基酸。其核苷酸序列与黄瓜花叶病毒亚组 I的分离物有较高的同源性 ,达 92. 2 %～93. 9 % ,

与亚组 II的同源性仅为 76. 8 %～77. 8 % ,与我国报道的 CMV 分离物的 cp 基因序列比较 ,除香蕉株系 XB 外核苷

酸序列的同源性达 91. 8 %～93. 4 %。根据这些分析 ,该 CMV 分离物属于亚组 I。将 cp 基因通过中间载体

pJ IT163 定向克隆到植物表达载体 pBIN PL US 中 (重组双元载体质粒命名为 pBCP) ,并经冻融法导入农杆菌中 ,经

PCR 及酶切鉴定 ,证实质粒已被导入。利用该植物表达载体对西瓜的遗传转化工作目前正在进行中。
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　　黄瓜花叶病毒 ( Cucumber mosaic vi rus , CMV)

为世界性分布病毒 ,能侵染包括单子叶和双子叶植

物在内的分属于 85 科 365 属中的 755 种植物 ,是寄

主植物最多、分布最广、最具经济重要性的植物病毒

之一[1 ] 。该病毒分类上属于雀麦花叶病毒科 ( B ro2
movi ri dae)黄瓜花叶病毒属 ( Cucumovi rus) 的典型

种[2 ] 。病毒粒体球形 ,基因组包括三种 RNA ( RNA

123)和亚基因组 RNA (RNA 4) ,有些分离物还含有
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第 5 种 RNA ,即卫星 RNA [1 ] 。

CMV 在我国发生十分普遍 ,我国学者先后从

38 科的 120 多种植物上分离到 CMV , 这些 CMV

分离物在十字花科、茄科、豆科及葫芦科等蔬菜作

物、烟草、香蕉和西番莲上造成严重危害[3 ,4 ] 。从 98

年、99 年北方地区葫芦科作物病毒病的调查结果来

看 ,CMV 在葫芦科作物病毒病样本中的检测率分

别为 28. 3 %和 10. 8 % , 仅次于 WMV 和 ZYMV [5 ] ,

是危害北方地区葫芦科作物的主要病毒之一。本文

以 99 年从甜瓜上分离获得的 CMV 毒原为材料 ,通

过 R T2PCR 方法扩增 cp 基因 ,并克隆、序列测定 ,

通过序列比较和酶切位点分析该分离物的亚组分

型。在此基础上进行了该病毒外壳蛋白基因植物表

达载体的构建 ,并将其转化到农杆菌中。

1 　材料和方法

1 . 1 　实验材料

甜瓜上分离到的 CMV ( CH99/ 90) 毒源、pBIN2
PL U S 载体、转化受体菌 E. col i D H5α和农杆菌

LBA4404 由本中心保存 ; pJ IT163 载体由河南农科

院植保所提供 ;限制性内切酶、克隆载体 p UCm2T

购自上海生工公司 , Taq 酶购自华美生物工程公

司 , T4 DNA 连接酶及 DNA 分子量标准购自宝信

生物科技有限公司 , Trizol2reagent 试剂购自 In2
vit rogen 公司和溴化乙锭购自 Sigma 公司。

1 . 2 　目的基因的获得、克隆及测序

按照 Trizol2reagent 试剂盒提供的方法从

CMV (CH99/ 90) 接种发病的小西葫芦叶片中提取

总 RNA [6 ] 。根据已报道的 CMV cp 基因序列 ,合成

两个引物 , 5′端引物 5′2CCGGA TCCA T GGACAA

A TC23′,3′端的引物为 5′2T GTCGACTCA GACT G

GT GCACC23′,在 5′端引物和 3′端引物中分别引入

了 B am H I 、S alI 的酶切位点 ,引物由上海生工合

成。以病毒 RNA 为模板 ,用引物进行反转录 , 42 ℃

反应 1h。以反转录产物为模板进行 PCR 扩增。

PCR 产物经 1. 0 %琼脂凝胶电泳 ,由柱式胶回收试

剂盒 (北京鼎国生物技术发展中心) 回收。纯化的

PCR 产物和克隆载体 p UCm2T 连接 ,转化 E. col i

D H 5α。参考 Sambrook 等的碱裂解法[7 ] 提取质粒

DNA (命名为 p UCP290) ,经 EcoRI 和 H i n dIII 双酶

切鉴定。宝信生物科技有限公司采用双向测定方法

测定。

1 . 3 　序列比较

采用 DNAMAN version 4. 0 (Lynnon BioSoft) ,

用于比较分析核苷酸和推导的氨基酸序列的同源

性。

1 . 4 　中间表达载体的获得

用 EcoRI 和 H i ndIII 双酶切 p UCP290 质粒和

pBIT163 质粒 , 琼脂凝胶电泳回收目的片段和

pBIT163 的大片段。将目的片段克隆到中间表达载

体 pJ IT163 的 2 ×35S 启动子下游 ,得到重组质粒

pJ CP。利用单菌落直接快速鉴定方法选择具有插

入片段的质粒进行鉴定。

1 . 5 　植物表达载体的构建

X hoI 和 K p nI 双酶切 pBIN PL U S 和 pJ CP , 琼

脂凝胶电泳回收目的片段 ,采用直接回收法从溶液

中回收 pBIN PL U S 质粒双酶切后的大片段。直接

回收方法 :双酶切产物中分别加入 10 倍体积的

dd H2 O 和苯酚 :氯仿 :异戊醇 (25 ∶24 ∶1) ,12 000r/

min 4 ℃离心 2min。取上清加入 2 倍体积的无水乙

醇和总体积 0. 1 倍体积的 5mol/ L 乙酸钠 ,置于 -

20 ℃冰箱中 30min 后 ,12 000r/ min 4 ℃离心 5min。

弃上清留沉淀 ,沉淀中加入 70 %乙醇清洗 ,室温干

燥。沉淀用 20μL 含 25μg/ mL RNA 酶 A (不含

DNA 酶)的 dd H2 O 溶解 ,置于 - 20 ℃冰箱中备用。

用回收产物进行连接反应并转化 D H5α,涂布于含

卡那霉素的 LB 平板上。碱裂解法提取质粒 DNA ,

经 PCR 和双酶砌验证重组子 pBCP。

1 . 6 　重组双元载体直接转化农杆菌

用冻融法[8 ]将 pBCP 直接转化农杆菌 LBA440

4 的感受态细胞 ,转化后的菌液涂布于含利福平和

卡那霉素平板 ,28 ℃温箱培养 2～3d。挑取单菌落

接种于 2mL 含利福平 50μg/ mL 和卡那霉素

100μg/ mL 的 YEB 培养基中培养过夜后 ,取 1mL

菌液置于 1. 5mL 离心管 ,离心收集菌体 ,加 50μL

无菌水煮沸 10min ,取上清作模板进行 PCR 扩增 ,

扩增产物用 1. 0 %琼脂凝胶电泳验证。

2 　结果

2. 1 　CMV( CH99/ 90) cp 基因的扩增及克隆

以 CMV (CH99/ 90) 接种发病的西葫芦叶片总

RNA 为模板进行反转录 ,然后进行 PCR 扩增 ,产物

经 1 % 琼脂糖凝胶电泳检查 ,显示出一条分子量约

为 700bp 的条带。PCR 产物克隆至载体 p UCm2T

(简称 T2vector) ,经 EcoRI 和 H i ndIII 双酶切鉴定 ,

筛选出含有插入片段的重组子 (p UCP290) 。

2 . 2 　核苷酸序列及氨基酸序列同源性分析

p UCP290 重组克隆经双向测序法测定 ,获得克

隆片段的全长序列 ,其长度为 836bp ,进一步采用

DNAMAN version 4. 0 软件分析 ,结果表明 CMV
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该分离物的 cp 基因全长 657 个碱基 ,最大开放读框
(ORF)为 654 个核苷酸 ,编码 218 个氨基酸 ,计算机

分析分子量为 24 KD。CMV (CH99/ 90) 的 cp 基因

GenBank 登录号为 A Y611027。

中国分离物 CH99/ 90 与国内外已报道的 CMV

两个亚组株系或分离物 cp 基因的核苷酸和氨基酸

序列的同源性进行比较。与亚组 I 国外分离物 Fny

( ( GenBank 登录号 D10538) 、M (D10539) 、Legume

( D16405 ) 、Y ( D12499 ) 、Ix ( U20219 ) 、N T9

(D28780) 、C(D00462) 的核苷酸序列同源性分别为

93. 8 %、92. 2 %、93. 2 %、93. 5 %、93. 5 %、93. 9 %、

93. 3 %、93. 3 % ;其推导的氨基酸序列同源性分别

为 : 96. 8 %、93. 1 %、95. 9 %、95. 0 %、95. 4 %、

97. 2 %、95. 4 %、95. 4 %。与亚组 I 国内分离物

GB[ 9 ] 、 RB [10 ] 、 J V [11 ] 、 O [11 ] 、 SD[12 ] 、 ZJ ZC

(AJ 575589) 、Pf (A F368182) 、P1 (AJ 006988) 的核苷

酸序列同源性分别为 92. 4 %、93 %、91. 8 %、

92. 2 %、93. 4 %、92. 7 %、93 %、93 % ; 其推导的氨

基酸序列同源性分别为 95. 9 %、96. 3 %、94. 0 % 、

95. 4 %、96. 3 %、96. 8 % 、96. 8 %、95. 4 %。与亚

组 II 国外分离物 L s ( A F127976) 、Q ( M21464) 、

Trk7 (L15336)的核苷酸序列同源性分别为77. 5 %、

77. 8 %、76. 8 % ;其推导的氨基酸序列同源性分别为

CH99/ 9082. 5 %、83. 4 %、81. 1 % ;与亚组 II 国内分

离物 XB[ 9 ]的核苷酸序列和氨基酸序列同源性分别

为 77. 8 %、83. 4 %。因此本研究的分离物 cp 基因

与亚组 I 有较高的同源性 ,核苷酸序列的同源性为

92. 2 %～93. 9 % ,编码的氨基酸序列的同源性为

93. 1 %～97. 2 % ;与亚组 II 株系比较 ,核苷酸序列

的同源性为 76. 8 %～77. 8 % ,编码的氨基酸序列的

同源性为 81. 1 %～83. 4 %。与我国已报道的其它

分离物的 cp 基因相比 ,除与徐平东报道的 XB 核苷

酸同源性较低 (77. 8 %) 外 ,其余均具有较高的同源

性达 91. 8 %～93. 4 %。

2. 3 　pUCP290 质粒及双酶切验证

CMV 的 cp 基因和克隆载体 p UCm2T 连接后

获得分子量大小约为 3400bp 的 p UCP290 质粒 ,用

EcoRI 和 Hi ndIII 双酶切该质粒得到两个片段 ,大

小约为 850bp (包含目的基因及 p UCm2T 的少部

分)和 2 550bp (图 1) 。

2 . 4 　目的基因与中间载体的连接结果

连接转化得到的重组子 pJ CP 提取质粒经 1 %

琼脂糖凝胶电泳验证 ,得到分子量大小约为4 500bp

条带 ,用 X hoI 和 K p nI 双酶切 pJ CP 质粒 ,得到大小

分别约为 1 700bp (含目的基因及 2 ×35S 启动子)

和2 700bp 两条带 (图 2) 。

图 1 　pUCP290 质粒及酶切鉴定

Fig. 1 　plasmid pUCP290 and digestion of plasmid

1 , pUCP290 plasmid ; 2 , pUCP 290 digested by EcoRI/ HindIII.

图 2 　重组质粒 pJ CP 及酶切鉴定

Fig. 2 　Recombinant plasmid pJ CP and digestion of plasmid

1 , plasmid pJ IT163 ; 2 , Recombinant plasmid pJ CP ; 3 , plasmid
pJ CP digested by X hoI/ KpnI.

2 . 5 　植物表达载体的构建结果

X hoI 和 K p nI 双酶切 pBIN PL U S 和 pJ CP ,回

收并连接 pBIN PL U S 酶切后的大片段和 pJ CP 酶切

后的目的片段 ,连接转化得到重组双元载体 pBCP

提取质粒经 1 %琼脂糖凝胶电泳验证 ,得到分子量

大小约为 14 000bp 条带 ,酶切鉴定重组双元载体

pBCP (图 3) 。

图 3 　重组双元质粒 pBCP 及酶切鉴定

Fig. 3 　Recombinant plasmid pBCP and digestion of plasmid

1 ,plasmid pBINPL US ; 2 , Recombinant plasmid pBCP ; 3 , plasmid
pBCP digested by X hoI/ KpnI.

2. 6 　重组双元载体转化农杆菌及 PCR验证

pBCP 质粒转化 LBA4404 后进行 PCR 扩增 ,

然后 1 %琼脂糖凝胶电泳验证 ,得到大小约为 700bp

条带 (图 4) ,表明重组子转化农杆菌成功。
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图 4 含 pBCP 质粒的农杆菌转化子 PCR 鉴定

Fig. 4 　PCR identification of At harbored pBCP

1 , PCR result of At harbored pBCP ;M ,Marker .

3 　讨论

我们首次对侵染北方地区葫芦科作物的 CMV

甜瓜分离物的 cp 基因进行了核苷酸序列分析 ,分析

结果表明 ,该分离物 cp 基因与 CMV 亚组 I 株系的

cp 基因有较高的同源性。与我国已报道的其它分

离物的 c p 基因相比 ,除 XB 外其余均具有较高的同

源性 ,说明该分离物属于亚组 I。田兆丰等用酶切

的方法鉴定了我国部分地区侵染甜椒的 CMV 亚组

分型 ,即 CMV 以 Ms pI 酶切 ,产生 2 个片段的为亚

组 I ,产生 4 个片段的为亚组 II[13 ] 。我们也借鉴该

方法 ,用 Ms pI 对 CMV 甜瓜分离物进行酶切 ,结果

产生 2 个片段 ,说明此结果和核苷酸序列分析的结

果是一致的。由 DNAMAN Version 4. 0 序列分析

的结果 ,可以看出 CH99290 c p 基因的第 48 位、82

位、88 位和 91 位分别出现了 T、K、R 和 V 四个特

有的氨基酸 ,代替了其它株系所共有的 A、R、K 和

L 。通过 cp 基因氨基酸序列的比较发现 ,我国

CMV 亚组 I 株系或分离物在进化的过程中具有变

异连续性 ,因为许多株系间有共同变异的氨基酸位

点 ,而这些位点另外几个株系中又十分保守。如

CH99290、GB、J V、O、SD、Pf 、P1 株系 CP 蛋白第 65

位由 R →K , GB、SD、Pf 、P1 株系 CP 蛋白第 24 位有

P →S。

冯兰香等从中国的番茄中发现有 CMV 亚组 I

和亚组 II 的株系[14 ] 。CMV 亚组 I 在中国广泛存

在 ,周雪平等认为可能是我国的生态环境有利于

CMV 的生存 ,而亚组 II 可能通过种子从国外引

入[15 ] ,我国的甜瓜是否受亚组 II 的 CMV 侵染有待

进一步证明。在进行植物表达载体构建时 ,我们借

助含启动子的表达载体 pJ IT163 作为中间载体 ,完

成植物高效表达载体的构建。重组子除了经提取质

粒酶切验证外 ,我们还采用了单菌落直接快速鉴定

法 ,这样可以省去提取质粒的步骤。酶切载体后的

大片段直接从溶液中回收 ,不仅方便而且纯度高。

重组双元载体转化农杆菌采用冻融法 ,无论是置于

液氮中还是冰浴 , PCR 验证的结果都是一致的 ,都

成功的转入农杆菌中。利用该植物表达载体对西瓜

的遗传转化工作目前正在进行中。
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