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Abstract:TorevealproteinfactorsinLaodelphaxstriatellusFallen(thesmallbrownplanthopper,SBPH)thatrelated
toRiceblackＧstreakeddwarfvirus(RBSDV)transmission,theoutercapsidproteinp１０encodedbyRBSDVS１０was
selectedasbaittoscreentheSBPHcDNAlibrary．RBSDVp１０genewasinsertedtopGBKT７vectorandthebait
plasmidpGBKT７Ｇp１０wasconstructed．TheresultofautoＧactivationtestshowedthatp１０couldnotautonomously
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摘　要:为获取灰飞虱体内传播 RBSDV相关介体因子,以 RBSDV编码的外层外壳蛋白p１０为诱饵,采用酵母双杂交方法
从灰飞虱cDNA文库中筛选与 RBSDVp１０互作的蛋白.将 RBSDVp１０ 基因构建至pGBKT７载体获得诱饵表达载体pGＧ
BKT７Ｇp１０.自激活实验结果表明,p１０蛋白对酵母细胞无毒性,也不具有自激活活性.通过pGADT７ＧcDNA 文库质粒转化
含有pGBKT７Ｇp１０的酵母 AH１０９筛选获得灰飞虱cDNA文库中与p１０互作的蛋白.文库筛选共获得３２６个阳性克隆.测
序结果表明这些阳性克隆编码１４种不同的互作蛋白,包括 Actin１,GAPDH,RACK等.这些互作蛋白参与胞吞胞吐作用和
膜融合等过程,可能与病毒在介体内的循回和增殖相关.
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　　水稻黑条矮缩病毒(Riceblackstreakeddwarf
virus,RBSDV)为呼肠孤病毒科斐济病毒属(FijiＧ
virus)成员,可侵染水稻、玉米、小麦、大麦、高粱、燕
麦等禾本科植物.在我国,RBSDV 不仅危害水稻

引起水稻黑条矮缩病,同时也是引起玉米粗缩病的

病原[１Ｇ４].RBSDV主要通过介体灰飞虱以增殖型持

久性方式传播.介体传毒是病害发生和流行的根本

原因[５].然而,对该病毒和由该病毒引起的病毒病

研究主要局限在病毒基因组功能、病毒与寄主植物

互作等方面[６Ｇ１２],对RBSDV介体传播的分子机制知

之甚少.RBSDV 不能通过机械接种和汁液传播,
必须借助介体体内的一些因子来完成病毒的复制、
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增殖、循回,并最终侵染植物.因此,本研究通过获

取灰飞虱体内的病毒互作因子作为突破口来解析灰

飞虱传播RBSDV的分子机制.
在呼肠孤病毒科中,传播机制研究最为深入的

是植物呼肠孤病毒属的水稻矮缩病毒(ricedwarf
virus,RDV).RDV 编码的外层衣壳蛋白是病毒

通过膜融合机制进入昆虫细胞的关键蛋白[１３].P２
同时也是介体传播的重要因子.缺失 P２蛋白的

RDV粒子不能侵染昆虫细胞也不能被介体获毒,将
其注入昆虫血腔后,病毒不能复制,也不能进行传

播[１４Ｇ１６],表明 P２蛋白在介体传毒及病毒复制过程

中具有决定性作用.RBSDV 病毒粒子为二十面体

结构,具有双层衣壳,病毒基因组由１０条双链dsRＧ
NA组成,按期在变性凝胶上的电泳迁移率由慢到

快依次称为S１~S１０.RBSDVp１０是病毒的外层

衣壳蛋白,在病毒粒子的最外层[１０],RBSDV病毒粒

子的结构与RDV相似,推测 RBSDVp１０可能具有

类似RDVP２的功能而在介体传毒过程中起重要

作用.
对病毒的传毒机制研究表明病毒的外壳蛋白在

介体传毒过程中具有重要作用.吴云锋等[１７]将

CMV 高蚜传病毒株系(HAT)的 RNA 和低蚜传病

毒株系(PAT)的 CP 体外组装在一起时,桃蚜传毒

能力大大下降,若用 RNAＧPAT 与 CPＧHAT 组合

则产生了高传毒率,当给非蚜传病毒的烟草花叶病

毒(TMV)的RNA 包装上CMV的外壳蛋白后,则

TMV 也能够被蚜虫传毒,表明病毒粒子的CP特性

决定能否被蚜虫传播.葡萄扇叶病毒(Grapevine
fanleafvirus,GFLV)的外壳蛋白是介体传播的决

定因子[１８].因此,本研究选取了 RBSDV 外层外壳

蛋白p１０作为诱饵筛选灰飞虱体内的互作因子,以
期获得一些与灰飞虱传播 RBSDV 相关的介体因

子.

１　材料与方法

１．１　材料

RBSDV小麦病株采自江苏建湖.灰飞虱cDＧ
NA文库由本实验室构建保存;酵母菌 AH１０９、酵
母表达载体pGADT７、pGBKT７及各种酵母培养基

购自 Clontech公司;TRIzol购自Invitrogen公司;

pMDＧ１８T载体、PrimerScript逆转录试剂盒、Nde
Ⅰ、BamHⅠ购自 TaKaRa公司;质粒小量制备试剂

盒、胶回收试剂盒购自 AXYGEN公司.

１．２　方法

１．２．１　 p１０ 基因的扩增和诱饵载体 pGBKTＧp１０
的构建

提取RBSDV小麦病株的 RNA 后,采用PrimＧ
erScript逆转录试剂盒进行反转录,获得含有 RBSＧ
DV 基因组的cDNA.根据已登录的 RBSDVS１０
序列(基因登录号 NC_００３７３３)设计p１０ 基因引物

RBSDVp１０ＧF(５′ＧGCATATGGCTGACATAAGA
CTCＧ３′,划线部分为NdeⅠ位点)和 RBSDVp１０ＧR
(５′ＧCGAATCCTCATCTTGTCACTTTGTTTAＧ
３′,划线部分为BamHⅠ位点).以 RBSDVp１０Ｇ
F/RBSDVp１０ＧR 为引物,含有 RBSDV 基因组的

cDNA为模板,PCR扩增p１０ 基因.扩增产物经割

胶回 收 后 连 接 pMDＧ１８T 载 体,转 化 大 肠 杆 菌

Top１０,通过 PCR 和测序获取阳性克隆,并命名为

pMD１８TＧp１０.利 用 Nde Ⅰ、BamH Ⅰ 双 酶 切

pMD１８TＧp１０重组质粒,酶切产物经割胶回收后连

接至pGBKT７载体,通过PCR、双酶切和序列测定

筛 选 获 得 诱 饵 载 体 的 阳 性 克 隆,命 名 为

pGBKTＧp１０.

１．２．２　诱饵载体pGBKTＧp１０转化酵母 AH１０９及

自激活检测

重组诱饵质粒pGBKTＧp１０通过热激法转化酵

母 AH１０９.转化产物涂于 SD/ＧTrp平板上,３０℃
下恒温倒置培养３~５d,观察记录转化菌的生长情

况.挑取平板上 生 长 良 好 的 酵 母 菌 落,转 接 至

SD/ＧTrp液体培养基中培养,并提取质粒.以此质

粒为模板,p１０ＧF/p１０ＧR 为引物进行 PCR 扩增,分
析诱饵载体pGBKTＧp１０是否成功转化至 AH１０９.

为分析pGBKTＧp１０对酵母是否具有自激活活

性及对酵母菌生长的影响,挑取成功转化的 pGＧ
BKTＧp１０酵 母 单 菌 落 分 别 划 线 于 SD/ＧTrp/XＧαＧ
Gal和SD/ＧHis平板上,３０℃下恒温倒置培养３~５
d,观察记录酵母菌的生长情况.

１．２．３　与p１０互作灰飞虱蛋白的筛选

采用顺序转化法筛选灰飞虱中的p１０互作蛋

白.将pGBKTＧp１０转化至酵母 AH１０９后,以含有

pGBKTＧp１０的酵母菌 AH１０９ 制备感受态细胞.
提取连接至pGADT７的cDNA文库质粒,并转化含

有pGBKTＧp１０的酵母菌AH１０９.转化产物涂布于

SD/ＧLeu/ＧTrp/ＧHis平板上,３０℃下恒温倒置培养

３~５d.挑取生长良好的单菌落接种至SD/ＧAde/Ｇ
Leu/ＧTrp/ＧHis/XＧαＧGal平板上,３０℃下恒温倒置
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培养３~５d,观察酵母的生长及显色情况.

１．２．４　阳性菌落中pGADT７ 插入片段的扩增和测

序

挑取 SD/ＧAde/ＧHis/ＧLeu/ＧTrp/XＧαＧGal平板

上生长良好且显现蓝色的阳性菌落,转接至 SD/Ｇ
Ade/ＧHis/ＧLeu/ＧTrp液体培养基中培养,并提取

质粒.
以阳性克隆质粒为模板,T７测序引物(５′ＧTAA

TACGACTCACTATAGGGCＧ３′)和３′ＧAD测序引

物 (５′ＧAGATGGTGCACGATGCACAGＧ３′)为 引

物,PCR扩增阳性酵母中cDNA的插入片段.将通

过PCR可以扩增出插入片段的质粒转化大肠杆菌

Top１０,测序分析插入片段序列.测序结果在 NCBI
数据库进行 BLAST 序列比对,明确这些基因的身

份.

２　结果与分析

２．１　诱饵载体的构建及转化酵母AH１０９
以RBSDV小麦病株cDNA 为模板,PCR扩增

RBSDVp１０ 基因.电泳结果显示,PCR 可以特异

性扩增到约１７００bp的片段(图１ＧA),与预期大小

一致.PCR 扩增产物经割胶回收纯化后连接至

pMDＧ１８T 载体,获得pMD１８TＧp１０阳性克隆.测

序验证序列正确后,通过 NdeI/BamHI双酶切,
将RBSDVp１０构建至酵母表达载体pGBKT７,获

A－p１０ 基因扩增产物;B－pGBKTＧp１０质粒的双酶切鉴定.

A,PCRproductofRBSDVp１０;B,Doubledigestionofplasmid

pGBKTＧp１０．
图１　RBSDVp１０ 基因PCR扩增及重组质粒pGBKTＧp１０双酶

切鉴定

Fig．１．PCRamplificationofRBSDVp１０ geneanddoubledigestion

identificationofrecombinantplasmidpGBKTＧp１０．

得诱饵载体pGBKTＧp１０.pGBKTＧp１０经双酶切检

验,可以观察到大小为１７００bp左右的目的片段(图

１ＧB),表明诱饵载体pGBKTＧp１０构建成功.
本研究采用顺序转化法来筛选p１０的互作蛋

白.诱饵载体pGBKTＧp１０质粒通过热激法转化酵

母菌AH１０９.为验证pGBKTＧp１０质粒是否成功转

入酵母细胞,提取SD/ＧTrp平板上生长良好的单克

隆菌落的酵母菌质粒并进行PCR检测.电泳结果

显示,转化的菌落中可以检测到１７００bp的目的条

带,表明诱饵载体pGBKTＧp１０成功转化至酵母菌

AH１０９,可以以此酵母菌制备感受态进行后续的文

库筛选.

２．２　pGBKT７Ｇp１０的自激活检测

在进行酵母双杂交文库筛选之前,为了分析

p１０ 基因是否适合作为诱饵蛋白,我们分析了pGＧ
BKTＧp１０融合蛋白对酵母菌株生长是否有影响以

及p１０蛋 白 是 否 具 有 自 激 活 活 性.将 转 化 pGＧ
BKT７Ｇp１０重组质粒的酵母菌 AH１０９分别划线接

种在SD/ＧTrp/XＧαＧGal和SD/ＧHis平板上,于３０℃
下恒温培养箱中放置３d,观察酵母菌的生长情况.
结果表明,转化 pGBKT７Ｇp１０的酵母菌能在 SD/Ｇ
Trp/XＧαＧGal的平板上正常生长,但不显蓝色(图２Ｇ
A),说明pGBKT７Ｇp１０融合蛋白对酵母菌 AH１０９
的细胞生长无毒性且不具有自激活活性.转化pGＧ
BKT７Ｇp１０的 AH１０９酵母菌不能在SD/ＧHis的选

择性平板上生长(图２ＧB),说明表达的融合蛋白不

具有激活报告基因(HIS３)的作用.这些结果表明

p１０可以作为诱饵蛋白筛选与之互作的基因.

２．３　筛选灰飞虱中与p１０互作的蛋白

提取灰飞虱cDNA表达文库质粒,转化含有诱

饵质粒pGBKTＧp１０的 AH１０９感受态细胞,转化产

物涂布于SD/ＧHis/ＧLeu/ＧTrp营养缺陷型培养基,
培养３~５d后,SD/ＧHis/ＧLeu/ＧTrp营养缺陷型培

养基有若干个生长良好的菌落.挑取三缺平板上生

长状态良好的单克隆菌落转接至SD/ＧAde/ＧHis/Ｇ
Leu/ＧTrp/XＧαＧGal平板上,观察菌落生长及显蓝情

况.统计结果显示,生长状况良好且显示蓝色的菌

落共有４５５个.

２．４　阳性菌落中pGADT７插入片段的扩增和测序

挑取 SD/ＧAde/ＧHis/ＧLeu/ＧTrp/XＧαＧGal平板

上生长良好且显现蓝色的阳性菌落,转接至 SD/Ｇ
Ade/ＧHis/ＧLeu/ＧTrp液体培养基中培养,并提取质
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转化pGBKT７Ｇp１０的酵母菌 AH１０９能在SD/ＧTrp/XＧαＧGal平板上

生长(A),不能在SD/ＧHis平板生长(B).

AH１０９transformedwithpGBKT７Ｇp１０grewonSD/ＧTrp/XＧαＧGal

plate(A)anddon＇tgrowonSD/ＧHisplate(B)．
图２　pGBKT７Ｇp１０的自激活检测

Fig．２．TestofautoＧactivatedactivityofpGBKT７Ｇp１０．

粒,PCR 分析cDNA 插入片段的大小.结果表明

cDNA插入片段的大小在５００~２０００bp的范围内.
将通过PCR可以扩增出插入片段的质粒转化大肠

杆菌 Top１０,测序分析插入片段序列.测序得到的

序列在 NCBI中进行BLAST比对,查找同源序列,
根据同源序列的注释信息明确所筛选到的阳性克隆

基因.
由于部分阳性菌落不能成功提取质粒或质粒成

功提取但测序没有成功,４５５个阳性克隆最终成功

测序的共有３２６个克隆.其中,３１１个克隆的测序

序列可以直接用核酸序列进行核苷酸BLAST获取

同源基因,另外１５个克隆的测序序列比对后没有获

得同源序列.将进行核苷酸BLAST没有得到同源

基因的１５个克隆序列翻译成蛋白序列,进行蛋白质

BLAST分析,获得同源的蛋白序列.序列比对分

析后,除去重复的克隆,所测定的阳性克隆共对应

１４种不同的基因.克隆数最多的基因是Actin１ 基

因,其次是表皮蛋白基因(tweedlemotifcuticular
protein１,TWDL１)和激活的蛋白激酶 C受体基因

(activatedproteinkinaseCreceptor,RACK).这

三种基因的克隆数共计３０１个,占阳性克隆总数的

９２．３％.由于 GenBank中灰飞虱的序列信息较少,
比对结果所获得的同源序列只有 RACK 和３Ｇ磷酸

甘油醛脱氢酶 (glyceraldehydeＧ３ＧphosphatedehyＧ
drogenase,GAPDH)来自灰飞虱.序列分析结果见

表１.

３　讨论

　　灰飞虱是一种重要的媒介昆虫,不仅可以传播

表１　酵母双杂交筛选到的灰飞虱中与RBSDVp１０互作的基因列表

Table１．ListofRBSDVp１０interactorsscreenedbyyeasttwohybrid．

编号

Number

基因名称/功能

Genenameor
description

基因序列登录号

Gene
accessionnumber

蛋白序列登录号

Proteinaccession
number

物种

Specials

一致率

Identity
/％

克隆数

Number
ofclones

１ Actin１ EU１７９８４６ Nilaparvatalugens ８８ １６７
２ Tweedlemotifcuticularprotein１ NM_００１１４２６０８ Nasoniavitripennis ８０ ９５
３ Activatedproteinkinase HQ３８５９７２ Laodelphaxstriatellus ９９ ３９

Creceptor
４ Serpinpeptidaseinhibitor３ EFA１２６６６ Triboliumcastaneum ３８ ８
５ HimetobiPvirusgenomicRNA AB１８３４７２ ９９ ３
６ GlyceraldehydeＧ３Ｇphosphate HQ３８５９７４ Laodelphaxstriatellus ９９ ３

dehydrogenase
７ βＧfructofuranosidaseprotein AB１２５９７１ Arthrobacterglobiformis ８４ ２
８ Tropomyosin１ NM_００１１５９８７３ Nasoniavitripennis ８６ １
９ AIFＧlikemitochondrial EFY９６７３２ Metarhiziumanisopliae ７３ １

oxidoreductase(Nfrl)
１０ Prefoldinsubunit２Ｇlike XP_００１６００２６０ Nasoniavitripennis ５６ １
１１ Similarto２６Sproteasome XP_９７１９５９ Triboliumcastaneum ７１ １

nonＧATPaseregulatorysubunit８
１２ Putative４０SribosomalproteinSA DQ６７３４０８ Diaphorinacitri ７７ １
１３ RibosomalproteinL４e CAJ１７２２７ Biphylluslunatus ６５ １
１４ Hypotheticalprotein ENN７５５２４ Dendroctonusponderosae ３０ ３
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水稻黑条矮缩病毒引起水稻黑条矮缩病和玉米粗缩

病,还可以传播水稻条纹病毒(Ricestripevirus,
RSV)和小麦丛矮病毒(Wheatrosettestuntvirus,
WRSV)引起水稻条纹叶枯病和小麦丛矮病.解析

灰飞虱传播病毒的分子机制对灰飞虱传播的病毒病

的防控具有重要意义.本研究以 RBSDV 外层衣壳

蛋白p１０为诱饵,通过酵母双杂交方法筛选介体灰

飞虱体内与 RBSDV 的互作蛋白,通过文库筛选共

获取了１４种互作蛋白,这些蛋白可能在 RBSDVＧ灰

飞虱互作中起重要作用.在这些互作蛋白中,三种

蛋白Actin１、TWDL１和RACK的克隆数占到了阳

性克隆总数的９２．３％,而其他互作蛋白的克隆相对

较少,这可能与互作蛋白在细胞内的丰度有关.
已有研究表明,肌动蛋白(Actin)、RACK 和

GAPDH 在病毒与介体互作过程中具有重要作用.
Actin对于病毒在介体细胞内的转运具有重要作

用.病毒可以通过胞吞作用侵入介体细胞.胞吞作

用受 Actin细胞骨架结构和激活的蛋白激酶C(acＧ
tivatedproteinkinaseC,PKC)活性的调控[１９].
Actin通 过 连 接 类 似 肌 球 蛋 白 马 达 (myosinＧlike
motor)将病毒转运至细胞内[２０].病毒侵染细胞的

方式除胞吞作用外,还可以通过微胞饮(macropinoＧ
cytosis)作用进入细胞.微胞饮需要 Actin驱动的

细胞膜折叠,Actin微丝在上皮细胞内吞作用中起

到了关键作用,它为细胞膜通过内陷进入内吞囊泡

提供了能量[２１].许多病毒包括水稻条纹病毒 RSV
沿着 Actin微丝进行转运[２２Ｇ２３].

RACK为 G蛋白β亚基的同系物,是一类含有

WDＧ４０重复结构的蛋白家族,广泛存在于真核和原

核生物中.RACK 作为 PKC的受体蛋白,在多个

信号转导途径中起重要作用[２４Ｇ２５].RACK 通过与

PKC结合,锚定至细胞骨架上和细胞膜[２６Ｇ２８].已有

研究表明,PKC可以通过磷酸化作用调控病毒的胞

吞转运[２９].因此,RACK 可能与 PKC形成膜复合

物,参与病毒的胞吞和胞吐作用.
GAPDH 是糖酵解途径中的一种关键酶,催化

３Ｇ磷酸甘油醛转变为１,３Ｇ二磷酸甘油醛,同时以

NAD＋ 为受体生成 NADH.GAPDH 不仅参与糖

酵解途径,还在微管聚合、细胞内吞、膜融合、tRNA
转运等过程中起重要作用.已有研究表明,GAPＧ
DH 在膜融合和膜转运过程中有重要作用.Glaser
等[３０]分离出具有膜融合活性的 GAPDH,它先与微

管分离后再经修饰催化膜融合,但它没有糖酵解功

能.未被磷酸化的 GAPDH 高度亲和α微管蛋白,
在PKC磷酸化GAPDH 后,GAPDH 高度亲和β微

管蛋白,GAPDH 可能经 PKC磷酸化修饰后与β

微管蛋白高亲和而参与囊泡运输[３１].野生型的甜

菜西黄病毒(beetwesternyellowsvirus,BWYV)
能与介体蚜虫膜蛋白组分中的 GAPDH 结合,而不

与来源于蚜虫可溶蛋白组分中的 GAPDH 结合,推
测 GAPDH 可能参与了病毒跨膜过程[２８].

核糖体蛋白是核糖体的主要成分,能够在细胞

质中催化蛋白的合成.Li等[３２]通过病毒覆盖方法

发现灰飞虱的 RACK、GAPDH 和３个核糖体蛋白
(RPL５、RPL７a和 RPL８)能与 RSV互作.本研究

筛选到两个与 RBSDVp１０互作的核糖体蛋白(puＧ
tative４０SribosomalproteinSA 和ribosomalproＧ
teinL４e),推测核糖体蛋白对病毒在灰飞虱体内的

复制具有重要作用.RBSDV 和 RSV 均为循回增

殖型病毒,通过介体灰飞虱进行传播,两者均能与

RACK、GAPDH 和核糖体蛋白互作,表明灰飞虱在

传播这两种病毒的分子机制上存在一定的相似性.
RSV和 RBSDV 可能均需借助与 RACK 和 GAPＧ
DH 互作,实现病毒跨膜和在介体内转运.
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