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Abstract: 【Objective】In order to clarify expression dynamics of Pns6 and P8 proteins of Rice dwarf virus after virus 

infecting rice protoplasts, 【Method】subcellular localization of Pns6 and P8 proteins as well as viral particles in rice 

protoplasts were conducted with a PEG mediated virus infecting protoplast system by immunofluorescence and electron 

microscope. Meanwhile, accumulation of Pns6 and P8 proteins and their RNAs in rice protoplasts were measured by 

Western blot and real-time fluorescence quantitative PCR. 【Result】Pns6 protein could form viroplasm-like punctate 

inclusion bodies in cytoplasm 48 h after virus inoculation, and P8 protein was also expressed in large quantities.  

Meanwhile, viral particles could form inclusion body-like structure in rice protoplasts. Expression of Pns6 and P8 

proteins was both detected at 12 h after virus inoculation, and reached the maximum level after 36 h. At the same time, 

the expression level of Pns6 RNA peaked at 24 h and that of P8 RNA at 36 h after virus inoculation. 【Conclusion】

Pns6 and P8 proteins were both expressed after virus infection, and Rice dwarf virus may also formed viroplasm-like 

inclusion bodies to complete virus replication and assembly in host cells. 
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摘  要：【目的】为明确水稻矮缩病毒(Rice dwarf virus, RDV) Pns6 和 P8 蛋白在病毒侵染水稻原生质体后的表达

动态，【方法】利用 PEG 介导的病毒侵染原生质体体系，通过免疫荧光和电镜技术分析 Pns6、P8 蛋白以及病毒

粒体在水稻原生质体中的定位；同时，通过 Western blot 和实时荧光定量 PCR 分析 Pns6 和 P8 蛋白及其 RNA 在

水稻原生质体中的积累量。【结果】病毒接种水稻原生质体 48 h 后，Pns6 蛋白在细胞质中可以形成类似于病毒

原质(viroplasm)的点状内含体，P8 蛋白也大量的表达。同时，病毒粒体在水稻原生质体中也形成内含体状的结

构。病毒接种水稻原生质体 12 h 后，均可检测到 Pns6 和 P8 蛋白的表达，并且在 36 h 后达到最高值。病毒接种

水稻原生质体后，Pns6 RNA 在 24 h 时表达量达到最高，P8 RNA 在 36 h 时表达量达到最高。【结论】RDV 侵染

水稻原生质体后，Pns6 和 P8 蛋白均有表达，并且病毒也可能通过形成病毒原质来完成病毒在寄主细胞的复制

和装配。 
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水稻矮缩病毒(Rice dwarf virus, RDV)属于呼肠

孤 病 毒 科 (Reoviridae) 植 物 呼 肠 孤 病 毒 属

(Phytoreovirus)。该病毒是水稻矮缩病的病原，广泛

分布于朝鲜、日本、菲律宾等水稻种植区，在我国

主要分布于福建、云南和海南等南方稻区。该病毒

可以通过黑尾叶蝉(Nephotettix cincticeps)和电光叶

蝉(Recilimadorsal)等传播，并且可以通过卵将病毒

传播给子代[1]。水稻矮缩病在水稻生长发育整个时

期都可以发病，大暴发年份可造成水稻严重减产、

甚至绝收[2, 3]。 
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RDV 全基因组由 12 条双链 RNA(S1~S12)组成，

编码的蛋白可以分为两类，其中包括 7 个结构蛋白

(P)和 5 个非结构蛋白(Pns)。其中，P1 具有依赖于

RNA 的 RNA 聚合酶的特殊结构序列模式[4]。P2 位

于病毒粒子的最外层，在病毒侵染寄主细胞或者介

体昆虫传播病毒过程中起重要作用[5, 6]。此外，P2

能与水稻贝壳杉烯氧化酶互作，影响赤霉素合成，

从而引起水稻矮缩症状[7]，并可通过与水稻吲哚乙

酸(OsIAA10)的互作来增强病毒的侵染和症状的形

成[8]。P3 形成的核衣壳蛋白包裹着 S1 编码的 RdRp、

S5 编码的鸟苷转移酶、S7 编码的 RNA 结合蛋白以

及基因组 RNA[4, 9]。Pns4 是一种磷酸化蛋白，在病

毒的组装和运输以及侵染和复制过程中起重要作

用[10, 11]。P5 为次要核心蛋白，可能具有鸟苷酸转移

酶和核苷酸转移酶活性[12]。Pns6 为病毒的运动蛋白，

且具有 ATPase 和 RNA 结合活性[13, 14]。此外，Pns6

通过与 Pns11 互作，而 Pns11 与 Pns12 互作，参与

形成病毒装配和复制的病毒原质[15, 16]。P7 为小核心

蛋白，能够结合核酸，并对 mRNA 有较高的亲和力，

能与 P1 和 P5 形成蛋白复合体，在病毒装配过程中

具有关键作用[17, 18]。P8是病毒最主要的外壳蛋白[19]，

定位于过氧化酶体并与乙醇酸氧化酶(GOX)互作，

推测其参与病毒的复制[20]。P9 与 P8、P2 共同组成

病毒外层壳蛋白，可能通过其转录激活活性参与调

控相关基因的表达[21, 22]。Pns10 能抑制 dsRNA 诱导

的 RNA 沉默，为沉默抑制子蛋白，在抑制寄主水

稻防御病毒侵染中起作用[23]。此外，Pns10 在昆虫

细胞中形成小管结构，并能将小管延伸至相邻的细

胞，从而使病毒在寄主体内快速侵染[24, 25]。Pns11

能够与核酸进行非特异性结合，主要是由于其具有

N-端锌指结构[26]。此外，Pns11 还可以与核仁编码

的 Fibrillarin 蛋白互作，并且可以定位在细胞核和

叶绿体中，这揭示了 RDV 侵染寄主后，可能通过

Pns11 蛋白与核仁蛋白互作来诱发病害[27]，Pns11

还可以特异地与水稻 S-腺苷甲硫氨酸合成酶

(OsSAMS1)互作，诱导产生大量乙烯，促进病毒侵

染[28]。Pns12 是病毒原质状内含体的主要组成部分，

是病毒复制和侵染的主要调控蛋白[15, 16]。 

近年，利用介体昆虫培养细胞体系来研究 RDV

各蛋白的功能等方面取得了较大进展[10, 15, 16, 24, 25]。

本研究借鉴介体昆虫培养细胞体系，利用水稻原生

质体体系，通过 PEG 介导的方法解决病毒不能够同

步侵染植物寄主的问题，再结合实时荧光定量 PCR

技术、免疫荧光技术、电镜技术以及 Western blot

技术等来研究病毒蛋白在原生质体内的表达情况，

为进一步研究 RDV 各基因在植物寄主细胞中的功

能奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

感染水稻矮缩病毒(Rice dwarf virus, RDV)的水

稻采自福州市郊区，经 RT-PCR 鉴定后，在防虫温

室中种植保存。Pns6 和 P8 蛋白抗体由本实验室制

备保存。 

1.2  RDV 的提取及侵染 

病毒提取方法参考文献[29]进行。称取 1 g 感

染 RDV 的水稻毒株叶片，70%酒精消毒 10 min，

无菌水清洗 3 遍后晾干；将样品剪碎后放入无菌的

研钵中，加入石英砂和 2.5 mL MMg 溶液(0.4 mol/L

甘露醇、15 mmol/L MgCl2、4 mmol/L MES, pH 5.7)

进行研磨；将充分研磨的样品转移到无菌的离心管

中，4℃、7000 r/min 条件下离心 10 min，去掉石英

砂以及残渣，取上清液，4℃、12 000 r/min 下离心

10 min，再吸取上清，重复离心 1 次；最后将得到

的上清液过滤除菌，即为病毒的粗提液。 

参考文献[30]的方法，利用聚乙二醇(PEG)介

导病毒侵染原生质体。 

1.3  酶解法制备水稻原生质体 

用参考文献[30]的方法进行水稻原生质体的制

备。取 60 株培养 12~15 d 的水稻幼苗，用无菌剪刀

剪掉水稻叶片部分保留茎秆；将所取材料切成 0.5 

mm 的细条，放入灭菌的 50 mL 三角瓶中，加入 30 

mL 0.6 mol/L 甘露醇，28℃、50 r/min 黑暗条件下

摇动 15 min；倒掉甘露醇溶液，将材料置于另一只

干净灭菌三角瓶中，并加入 20 mL 酶液(1.5% 纤维

素酶 R-10，0.75% 离析酶 R-10，0.6 mol/L 甘露醇，

10 mmol/L MES，10 mmol/L CaCl2，0.1% BSA，pH 

5.7)，于 28℃ 60~80 r/min 酶解 4~5 h；酶解完毕后

加入等体积预冷的 W5 溶液(154 mmol/L NaCl，125 

mmol/L CaCl2，5 mmol/L KCl，2 mmol/L MES，pH 

5.7)，剧烈震荡 15 s 后，尼龙网膜过滤；用 W5 溶

液清洗原生质体，1000 r/min 下离心 5 min 后弃上

清，重复 3~5 次后加入 MMg 溶液，收集原生质体

后镜检，在冰上静置 40 min 备用。 

采用参考文献 [31]的方法用二乙酸荧光素

(FDA)检测水稻原生质体活性。 

1.4  免疫荧光标记检测目的蛋白的表达 

参考文献[32]的方法进行蛋白的免疫荧光标

记。将培养 48 h 的原生质体 4℃、1000 r/min 条件
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下离心 5 min 后，弃上清；向装有原生质体的离心

管中加入 4%多聚甲醛固定液，并在室温黑暗条件

下放置 90 min；4℃、1000 r/min 下离心 5 min，W5

溶液清洗 3 次，去除固定液；将样品滴加到经过多

聚赖氨酸处理过的粘附载玻片上，用吸水纸吸走多

余的水；待样品紧贴在载玻片上时，加入适量的 5% 

BSA 封闭液封闭 45 min；PBS (pH 7.2)洗涤玻片 3

次，每次 5 min；加入 1~5 µg/mL 标记异硫氰酸荧

光素(FITC)的荧光抗体(荧光抗体标记方法参照文

献[33]进行)，室温避光孵育 1 h；用 PBS 洗涤玻片

3 次，每次 5 min；Leica 荧光共聚焦显微镜下观察。 

1.5  Western blot 检测目的蛋白的表达动态 

取等量 RDV 侵染不同时间段(0 h，12 h，24 h，

36 h，48 h，60 h)的水稻原生质体，提取其蛋白后，

进行 12.5% SDS-PAGE 检测，电泳完毕，通过电转

法(电压 60 V，时间 35 min 左右)转印到 PVDF 膜上。

Western blot 检测方法参照文献[30]进行。通过

Image J 软件计算条带灰度值，将各时间点目的蛋白

与相应时间 GAPDH 内参蛋白对照样品值进行比较。

实验重复 3 次。 

1.6  实时荧光定量 PCR 检测目的基因的表达动态 

利用绝对定量来测定水稻原生质体中 Pns6 和

P8 的表达量。将含有 RDV 目的片段基因(Pns6 和

P8)的质粒作为标准品，系列梯度稀释至含有

103~106 个拷贝的模板，以稀释后的标准品作为模板

进行实时荧光定量 PCR，以标准品浓度的稀释倍数

为横坐标，以 Ct 循环数为纵坐标分别建立目的基

因的标准曲线。 

使用康为 RNAprep Pure 植物总 RNA 提取试剂

盒提取侵染不同时间(12 h，24 h，36 h，48 h，60 h)

的水稻原生质体 RNA。使用天根 FastQuant cDNA

第 1 链合成试剂盒进行反转录，将配置好的反转录

混合液(10×快速RT缓冲液2 µL，RT酶混合液1 µL，

FQ-RT 引物混合液 2 µL，补足无 RNA 酶的 ddH2O

至 20 µL)加至去除总 DNA 的 10 µL RNA 中，42℃

下，孵育15 min；95℃下孵育2 min后放冰上2 min，

将 cDNA置于−20℃下保存备用。以 cDNA为模板，

引物对 S6-F：5′-TTTCGGGATAATGCTGCTGAC-3′ 

/ S6-R：5′-CCGCCAAATAAGCAAACCA-3′和 S8-F：

5′-TAC AGCCATCAGCTAAGCCAAA-3′ / S8-R：

5′-CCGCA ACAGACCGAAACA-3′分别进行荧光定

量 PCR，将得到的 Ct 值分别代入目的基因的标准

曲线，计算出样本的拷贝数，每次实验重复 3 次。 

1.7  电镜观察病毒在水稻原生质体中的定位 

采用参考文献[34]的方法进行常规电镜切片操

作，将 RDV 侵染 24 h 后的水稻原生质体进行透射

电镜观察。 

2  结果与分析 

2.1  水稻矮缩病毒(RDV)侵染水稻原生质体 

将 RDV 病毒粒子粗提后进行负染，电镜观察

发现病毒粒子形态完整。酶解法获得水稻原生质体，

经由 FDA 来检测原生质体的活性，活性比例在 95%

以上，且原生质体的完整性好。利用 PEG 介导的病

毒侵染原生质体方法，对制备的水稻原生质体进行

侵染，48 h 后，分别利用 RDV Pns6 和 P8 蛋白抗体

进行免疫荧光显微镜观察。对照组中没有检测到荧

光信号(图 1-A)，实验组中 Pns6 蛋白在细胞质中形

成类似于病毒原质状内含体(图 1-B)。外壳蛋白 P8

在细胞质中也大量表达，呈分散状排列，部分形成

颗粒状结构(图 1-C)，说明病毒已经在原生质体中进

行了大量复制及装配。 

为进一步明确 RDV 在水稻原生质体中的复制

A−阴性对照；B−激光共聚焦显微镜观察 Pns6 蛋白在水稻原生质

体中的定位；C−激光共聚焦显微镜观察 P8 蛋白的定位；D−透射

电镜观察水稻矮缩病毒的定位，箭头示病毒粒体。 

A, Negative control; B, Subcellular localization of Pns6 with a laser 

scanning confocal microscopy; C, Subcellular localization of P8 with 

a laser scanning confocal microscopy; D, Subcellular localization of

Rice dwarf virus by transmission electron micrograph observation. 

Arrows show viral particles in viroplasm-like inclusion bodies. 

图 1  电镜观察水稻矮缩病毒在水稻原生质体中的定位 

Fig. 1. Subcellular localization of Rice dwarf virus in rice 

protoplasts under an electron microscope. 
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情况，将病毒侵染 24 h 的水稻原生质体，进行常规

电镜切片观察，结果显示，水稻原生质体中可以观

察到类似病毒原质的内含体状结构，内有较多病毒

粒体存在(图 1-D)。 

2.2  RDV 侵染水稻原生质体后 Pns6 和 P8 蛋白的

表达动态 

为明确 RDV 侵染水稻原生质体后 Pns6 和 P8

蛋白的表达情况，对病毒侵染不同时间后的原生质

体提取蛋白，分别利用 Pns6、P8 以及 GAPDH 蛋

白抗体进行 Western blot 检测。结果显示，病毒侵

染原生质体 12 h 后均可检测到 Pns6 和 P8 蛋白的表

达(图 2-A)。36 h 左右两者表达量均达到最高，随

后有递减的趋势，但仍保持较高的水平(图 2-B)。总

体而言，P8 蛋白表达量高于 Pns6 蛋白(图 2-B)。 

2.3  RDV侵染水稻原生质体后 Pns6和 P8 RNA的

表达动态 

为明确 RDV 侵染水稻原生质体后 Pns6 和 P8 

RNA 的表达情况，以病毒侵染不同时间后的原生质

体提取 RNA，进行实时荧光定量 PCR 检测。结果

表明，Pns6 RNA 在 24 h 时表达量达到最高，36 h

时下降为最高值的 74.9%，60 h 时下降为最高值的

46.2%，检测区间内均具有显著性差异(P<0.05)。P8 

RNA 在 36 h 时表达量达到最高，48 h 时下降为最

高值的 55.9%，60 h 时下降为最高值的 40.9%，但

最后两个检测区间无显著性差异(P>0.05)。从整体

趋势看，两者的表达量都是先上升后下降(图 3)。 

3  讨论 

与水稻转基因方法相比，利用水稻原生质体瞬

时表达系统，在基因表达研究上具有快速简便的特

点。本研究利用原生质体体系对 RDV 在水稻原生

质体内的复制和表达情况进行了分析，结果表明

RDV 侵染水稻原生质体后，在 24~36 h 达到复制高

峰，理论上也是病毒与寄主互作最激烈的阶段。这

为利用水稻原生质体研究 RDV 与寄主互作的最佳

时间提供了依据。从整体趋势看，各基因的表达量

都是先上升后下降。前期的上升符合病毒指数增长

的特征，后期下降可能是因为病毒在原生质体内复

制受到了限制，一方面由于寄主体内的资源有限，

病毒不可能保持持续增殖；另一方面，寄主在受到

病毒侵染后，细胞内的防御机制可能启动，抑制病

毒的增殖。荧光定量结果发现 Pns6 RNA 先于 P8 

RNA 达到最高值，由此推测病毒优先进行非结构蛋

白基因的复制然后再进行结构蛋白基因的复制。研

究结果与水稻齿叶矮缩病毒(Rice ragged stunt virus, 

RRSV)非结构蛋白 Pns10 和 Pns7 以及结构蛋白 P8

基因的表达保持一致[29, 30, 35]。蛋白定量结果显示 P8

蛋白表达量要稍高于 Pns6 蛋白，可能与病毒装配

需要大量的结构蛋白有关。Wei 等[16]利用昆虫介体

A−蛋白的 Western blot; B−相对蛋白表达量。 

A, Western blot analysis; B, Relative protein level. 

图 2  Western blot检测水稻矮缩病毒(RDV)在侵染水稻原

生质体后 Pns6 和 P8 蛋白的表达 

Fig. 2. Expression of Pns6 and P8 in rice protoplasts after

virus inoculation by Western blot. 

图 3  实时定量 PCR 检测水稻矮缩病毒在侵染水稻原生质

体后 Pns6 和 P8 RNA 的表达量 

Fig. 3. Expression of Pns6 and P8 RNA in rice protoplasts

after virus inoculation by real-time quantitative

RT-PCR.
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细胞培养体系对 RDV 所有结构蛋白和 Pns12 蛋白

进行共定位，发现除了共定位的黄色荧光还存在大

量的标示结构蛋白的绿色荧光，从另一个侧面说明

结构蛋白的表达量高于非结构蛋白的表达，我们的

结果与之一致。 

同时，Wei 等[16]发现 RDV 所有结构蛋白在昆

虫介体细胞中均呈弥散状排列，跟 Pns12 共定位发

现，病毒核心蛋白 P1、P3、P5 和 P7 等主要定位在

病毒原质内部，而外层衣壳蛋白 P2、P8 和 P9 等主

要定位在病毒原质周边。本研究发现，RDV Pns6

呈点状均匀定位在细胞质中，P8 呈弥散状定位在细

胞质中，并部分聚集为颗粒状结构，这与 RDV 侵

染昆虫培养细胞一致。昆虫介体中，Pns12 是形成

病毒原质必不可少的，推测 P3 和 Pns11 与 Pns12

直接互作，Pns6 通过与 Pns11 互作而同时被招募到

病毒原质中[15, 16]。植物寄主中，RDV Pns6 是一个

病毒运动蛋白，并具有 RNA 结合活性，可能参与

组织病毒 mRNA 到病毒原质中[13-16]。本研究结果表

明，RDV 病毒粒体在寄主原生质体细胞中可能也通

过内含体状结构进行复制和装配。然而寄主水稻中，

RDV 组成病毒原质的主要组分及其功能行使跟昆

虫介体是否完全一致有待进一步研究。 
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