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黄瓜花叶病毒辣椒分离物侵染性克隆构建 
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（浙江理工大学生物工程研究所，杭州 310018） 

 
摘要：【目的】鉴定引起辣椒产生褪绿黄化症状的病原物，构建侵染性克隆。【方法】大田辣椒样品通过 ELISA

检测，结合病毒外壳蛋白 SDS-PAGE 及病毒 RNA 分析，初步确定辣椒中病原物为黄瓜花叶病毒（CMV）Phy 株系。

以辣椒病毒粒子 RNA 为模板，采用含 T7 启动子的不同正向引物通过 RT-PCR 扩增 CMV-Phy 全长基因组 RNA1、RNA2

和 RNA3。PCR 产物经过双酶切后连接到 pUC118 载体，并分别比较 5种（DH5α、HB101、JM109、LE392 和 NM522）

感受态细胞的转化效率。体外转录 CMV-Phy 的基因组 cDNA 克隆（pUC-P1、pUC-P2 和 pUC-P3）成 RNA 分子（P1P2P3），

分析其转录效率和侵染活性。P1P2P3 与 CMV 的卫星 RNA 进行假重组，进一步确定 CMV-Phy 侵染性克隆的成功构建。

【结果】引起辣椒产生褪绿黄化症状病原物为 CMV，携带卫星 RNA；心叶烟接种辣椒病毒粒子后同样产生褪绿黄化

症状。HB101 感受态细胞最适合 CMV-Phy 基因组转化。CMV-Phy 基因组及其卫星 RNA 的大小如下：RNA1 为 3 356 nt、

RNA2 为 3 048 nt 和 RNA3 为 2 220 nt，卫星 RNA Pz-satRNA 为 384 nt（序列登陆号分别为：DQ402477，DQ412731 ，

DQ412732 EF363688）。CMV-Phy 的 cDNA 克隆体外转录在 5′端添加 G 有利于提高转录效率，但影响其侵染活性；

P1P2P3 在苋色藜和心叶烟产生的症状与其病毒粒子产生的症状相一致。除了 Pz-satRNA，P1P2P3 还能作为

T1-satRNA、Rs-satRNA 和 Tsh-satRNA 辅助病毒；T1-satRNA 可加重 CMV-Phy 在心叶烟症状反应，而其它 3个卫星

RNA 则对此起减弱作用。【结论】以病毒粒子 RNA 为模板，采用 touch-up PCR 扩增参数在 1 个反应管中同时获得

CMV-Phy 基因组 RNA1、RNA2 和 RNA3；CMV-Phy RNA1、RNA2 和 RNA3 的 5′端添加 1个 G 最有利于侵染性克隆构建。 
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Abstract: 【Objective】 In this study, the pathogen which caused chlorosis symptom on Capsicum frutescens was confirmed as 
CMV-Phy, and infectious clones for CMV-Phy were constructed. 【Method】 Serological ELISA, SDS-PAGE and viral RNAs 
analysis were adopted to identify the virus in the seedlings of C. frutescens. With different forward primers containing T7 promoter at 
5′ terminal, full length of RNA1, RNA2 and RNA3 or satRNA were amplified by RT-PCR, using CMV-Phy viral RNA as template. 
PCR products of CMV-Phy RNA1, RNA2 and RNA3 were ligated into pUC118 vector, respectively. Transformation efficiency 
among DH5α, HB101, JM109, LE392, and NM522 E. coli competent cell was compared. cDNA clones of CMV-Phy genomic RNAs 
(pUC-P1, pUC-P2 and pUC-P3) were transcribed into RNA in vitro and RNA transcripts were mechanically inoculated onto 
Nicotiana glutinosa. In order to further prove that infectious clones were successfully constructed, psuedorecombination between 
CMV-Phy RNA transcripts and CMV-satRNA was analyzed. 【Result】 The virus in C. frutescens tissues was CMV-Phy, which 
harboring a satRNA and N. glutinosa also expressed chlorosis symptom when inoculated with CMV-Phy viroin isolated from the C. 
frutescens. RNA1, RNA2 and RNA3 of CMV-Phy were obtained by RT-PCR. Only HB101 competent cell was suitable to pUC-P1 
transformation, but all the five kinds of E. coli were fit for pUC-P2 and pUC-P3 transformation. Full length of RNA1, RNA2, RNA 
and Pz-satRNA was 3356, 3048 2220, and 384 nt, respectively (accordingly Accession Number: DQ402477, DQ412731, DQ412732). 
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In vitro transcription efficiency improved but RNA transcripts was no activity when guanosine was added to 5′ end of RNA1, RNA2 
and RNA3 cDNA clones. Biological assays of CMV-Phy infectious RNA (P1P2P3) showed that symptom induced by P1P2P3 was 
the same as that induced by CMV-Phy virion. Besides Pz-satRNA, P1P2P3 could support replication of T1satRNA, Rs-satRNA and 
Tsh-satRNA in N. glutinosa. The presence of T1-satRNA aggravated symptom induced by P1P2P3 while the addition of other 
satRNAs attenuated symptom expression. 【Conclusion】 Whole genome of CMV-Phy was obtained in a reaction by touch-up 
RT-PCR, using viral RNAs as template. The addition of guanidine to 5′ end of RNA1, RNA2 and RNA3 cDNA clones was propitious 
to infectious clone’s construction. 

Key words: Cucumber mosaic virus; Full length of genomic RNAs; Infectious clone; Psedorecombination 
 

0  引言 

【研究意义】辣椒（Capsicum frutescens）是具有

重要经济价值的蔬菜。现已发现大约 45 种病毒能侵染

辣椒，在中国大陆已发现 7 种，主要为黄瓜花叶病毒

（Cucumber mosaic virus，CMV）、烟草花叶病毒

（Tobacco mosaic virus，TMV）、马铃薯 Y 病毒（Potato 
virus Y，PVY）、烟草蚀纹病毒（Tobacco etch virus，
TEV）、马铃薯 X 病毒（Potato virus X，PVX）、苜

蓿花叶病毒（Alfalfa mosaic virus，AMV）、蚕豆萎蔫

病毒（Broad bean wilt virus，BBWV）。其中以 TMV、

CMV 和 PVY 为主，并且往往是多种病毒复合侵染。

辣椒病毒病危害，严重影响了辣椒产量和质量[1~5]。

CMV 在中国是寄主最多、分布最广、对农作物危害最

为严重植物病毒之一，目前已从 38 个科的 120 多种植

物上分离到了该病毒[6~9]。CMV 是中国甜椒上的主要

毒源种类，并有许多不同株系[1,2,5]。CMV 在辣椒上主

要症状表现为花叶（mosaic）、斑驳（mottle）、蕨叶

（fern）和矮化（stunt）等。【前人研究进展】目前

辣椒病毒的的研究主要集中病害的发生与分布调查，

病原物的鉴定与形态学电镜观察以及辣椒病毒病有比

较系统的检测和分析，辣椒病毒的防治也制定了一系

列的措施[10~16]。侵染性克隆技术首先在噬菌体病毒

Qβ、脊髓灰质炎病毒（poliovirus）中获得成功，植物

RNA 病毒侵染性克隆由 Ahlquist 等在雀麦花叶病毒

（Brome mosaic virus，BMV）首次报道，至今国外已

有大量的植物病毒被成功地构建了全长 cDNA 侵染性

克隆[17~19]。RNA 病毒的 cDNA 侵染性克隆技术的发

展, 使人们可以在 DNA 水平上开展 RNA 病毒的分子

生物学研究, 为深入地研究 RNA 病毒与寄主的相互

作用机制提供了有效手段。【本研究切入点】侵染性

克隆在病毒学研究中的意义日渐突出，但由于全长

cDNA 侵染性克隆的构建技术性较强，目前，国内除

了 TMV 的侵染性克隆外，还未见有其它植物 RNA 病

毒的类似研究工作的报道[20,21]。本研究组从杭州郊区

大田呈黄化症状辣椒上获得一株 CMV 分离物

（CMV-Phy），该病毒在心叶烟上引起褪绿症状。【拟

解决的关键问题】本研究以 CMV-Phy 的病毒粒子

RNA 为模板进行 RT-PCR 扩增，通过 touch-up 的 PCR
循环参数，克服 CMV 全长基因分段克隆与测序的繁

琐；比较 5 种感受态细胞的转化效率，确定感受态细

胞最适合 CMV-Phy 基因组克隆转化转化过程中效率低

问题；最后分析 CMV-Phy 基因组 cDNA 克隆在体外

转录的过程中，基因组 5′端添加 G 或加帽子类似物对

体外转录产物侵染活性的影响。 

1  材料与方法 

1.1  毒源和寄主 

自然感病辣椒植株采自于浙江杭州郊区，并保存

于防虫温室中。CMV-Fny 基因组 cDNA 克隆（pF109、
pF209 和 pF309，序列登录号分别为 D00356、D00355
和 D10538）由苏格兰作物研究所 Palukaitis 教授提供。

CMV 卫星 RNA 的 cDNA 克隆保存于浙江理工大学生

物工程研究所。其中 T1-satRNA（DQ785472，337 nt）
和 Tsh-satRNA（DQ249297，383 nt）分离自 CMV 侵

染的番茄，Rs-satRNA（AF451896，368 nt）分离自

CMV 侵染的萝卜。病毒接种采用汁液摩擦接种方法，

CMV 系统寄主为心叶烟（Nicotiana glutinosa），枯斑

寄主为苋色藜（Chenopodium amaranticolor）。 
1.2  酶与试剂 

植物病毒 ELISA 试剂盒购自美国 Agdia 公司，包

括 CMV、TMV、PVY、PVX、AMV、TEV 和 BBMV
抗体检测试剂盒。RNA 酶抑制剂 RNase inhibitor、
PyrobestTM DNA Polymerase、载体质粒 pUC118、限制

性内切酶 SphⅠ、SmaⅠ、感受态细胞 DH5α、HB101、
JM109 购自大连 TaKaRa 公司； Trizol 试剂、

SuperscriptaseⅡ逆转录酶购自美国 Invitrogen 公司，体

外转录试剂盒、Cap 类似物、T-easy 载体，感受态细

胞 LE392 和 NM522 购自美国 Promega 公司；T4 DNA 
ligase 连接酶购于美国 New England Biolabs 公司。  
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1.3  病毒粒子提纯 

病毒提纯按照本实验室方法[22]，提纯病毒粒子保

存在－80℃冰箱中[8]，病毒外壳蛋白 SDS-PAGE 分析

和病毒 RNA 电泳分析按照常规方法进行。 
1.4  CMV 基因组 RNA 和卫星 RNA 克隆 

取 CMV-Phy 病毒粒子 10 mg，参照 Trizol 试剂

使用说明提取病毒粒子 RNA。CMV-Phy 基因组和卫

星 RNA 的 cDNA 第一条链分别以 CMV123R 
[5′-AATTGGGCCCGGTCTCCTTTTRGAG-3′ （ TGG 
TCTCCTTTTRGAG 为 RNA1、RNA2 和 RNA3 保守

的 3′ 端 16 nt）]和 satR（5′-GGGGTCCTGTAGAGGA 
-3′）为反转录引物，反转录反应参照 SuperscriptaseⅡ
使用说明书进行。以高保真的 PyrobestTM DNA 
Polymerase 进行 PCR 扩增获得 CMV-Phy 基因组全长

RNA1、RNA2 和 RNA 3。扩增的上游引物分别为：

CMV12F（5′-AATCGCATGCTAATACGACTCACTA 
TAGGTTTATTTACAAGAGCGTACGG-3′，其中，

TAATACGA CTCACTATA 为 T7 RNA polymerase 启
动子和 GTTTATTTACAAGAGCGTACGG 为 CMV 
RNA1、2的 5′保守的 22 nt），用于扩增RNA1和RNA2；
CMV3F（5′-AATCGCATGCTAATACGACTCACTAT 
AGGTAATCTTACCACTGTGTGTGTG-3′，其中 GTA 
ATCTTACCACTGTGTGTGTG 为 RNA3 基因组 5′的
23 nt），用于扩增 RNA3；CMV 基因组 RNA3 全长序

列扩增的下游引物为 CMV123R。PCR 反应体系按照

PyrobestTM DNA Polymerase 的使用说明进行，PCR 的

循环参数为：94℃预变性 2 min，前 10 个循环为 94
℃ 20 s，56℃ 30 s，68℃ 3.5 min，后 25 循环为 94
℃ 20 s，64℃ 30 s，68℃ 3.5 min，68℃延伸 20 min。。
PCR 扩增目的片段（RNA1、RNA 2 和 RNA 3 的全长

cDNA）经回收、SphⅠ和 SmaⅠ双酶切，产物纯化后

与相对应的双酶切 pUC118 质粒连接。连接产物转化

与阳性克隆的筛选见常规方法 [9]。阳性克隆质粒

（RNA1、RNA 2 和 RNA 3 的 cDNA 克隆 pUC-P1、
pUC-P2 和 pUC-P3）用 SphⅠ和和 SmaⅠ双酶切进行

鉴定；并分别挑取 3 个克隆进行测序。卫星 RNA 的

PCR 扩增的反应条件为：94℃预变性 2 min，94℃ 30 s，
54℃ 30 s，68℃ 30 s，68℃延伸 20 min。目的片段回

收后，参照 T-easy 载体使用说明，进行连接反应；连

接产物按常规方法转化到大肠杆菌菌株[23]。挑取 3 个

克隆（pPz-satRNA）进行测序。 
1.5  CMV 基因组和卫星 RNA 的体外转录及假重组 

CMV-Phy 的 cDNA 克隆（pUC-P1、pUC-P2 和 

pUC-P3）经 SmaⅠ酶切后直接作为 RNA 转录模板，

体外转录参考试剂盒方法进行。同时以 Pz-satRNA、

T1-satRNA、Rs-satRNA、Tsh-satRNA 的 cDNA 克隆

为模板，按照克隆 Pz-satRNA 的 PCR 反应条件，扩增

出各个 satRNA 的 PCR 产物经过回收，作为体外转录

模板。体外转录反应体系为：5×buffer 4 µl，100 
mmol·L-1 DTT 2 µl，RNasin Ribonuclease Inhibitor 20 
U，rATP、rGTP、rCTP 和 UTP（均为 2.5 mmol·L-1）

1 µl，线性化 DNA 0.5 µg，T7 RNA Polymerase 40 U，

加 DEPC-H2O 到总体积 20 µl。用 50 mmol·L-1磷酸缓

冲液（pH 9.2）将转录产物稀释到 200 µg·ml-1。

CMV-Phy 基因组 RNA1、RNA2 和 RNA3 各 5 µl 混合

接种叶期心叶烟和苋色藜第一片真叶上，接种前黑暗

处理 24 h。CMV-Phy 与 Pz-sat RNA、T1-satRNA、

Rs-satRNA、Tsh-satRNA 假重组则以 CMV-Phy 基因

组 RNA1、RNA2 和 RNA3 各 5 µl 的混合物再加入 2 µl
卫星 RNA 体外转录产物，共同接种于心叶烟上。 
1.6  病毒 dsRNA 分析 

CMV-Phy 的转录产物与 Pz-sat RNA、T1-sat 
RNA、Rs-sat RNA、Tsh-sat RNA 混和接种于心叶烟 4 
d，然后取接种叶扩繁与新的心叶烟上 14 d，采集所有

植株叶组织用于 dsRNA 的提取，dsRNA 提取按照本

实验室方法[23]。 

2  结果与分析 

2.1  引起辣椒褪绿黄化病的病原鉴定 

自然感病辣椒症状如图 1-A 所示。针对该症状与

发生在辣椒等茄科植物上病毒病表现典型花叶症状特

点的不同，而辣椒上存在多种病毒的复合侵染的可能

性，首先利用多种病毒抗体对自然感病植株样品进行

ELISA 检测，结果显示：典型褪绿黄化症状辣椒组织

只与 CMV 抗体呈阳性反应，而与 TMV、PVY、PVX、

AMV、TEV 和 BBMV 的抗体反应呈阴性。这表明引

起辣椒褪绿黄化症状的病原可能为 CMV。病叶以汁液

摩擦接种于心叶烟 14 d，寄主产生系统褪绿黄花症状，

如图 1-B 所示。从辣椒样品组织中提取病毒粒子，

SDS-PAGE 分析病毒外壳蛋白结果如图 2-A 所示，显

示该病毒分离物 CP 条带与 CMV-Fny 基本一致。从病

毒粒子中提取RNA，核酸电泳分析结果如图2-B所示，

显示未知病毒粒子中包含典型多分体 RNA 基因组，

与 CMV-Fny 比较，其分别对应于 CMV 基因组 RNA1、
2 和 3，以及亚基因组 RNA4，同时携带 satRNA。因

此推测引起辣椒出现褪绿黄化症状的病原物为 CMV。 
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A：CMV-Phy 在大田引起的褪绿和花叶症状；B：CMV-Pny 接种于心叶烟的症状 
A: Chlorosis and mosaic on C. frutescens collected from Hangzhou suburb; B: Chlorosis and yellow mosaic on N. glutinosa at 14 days post-inoculation (dpi) 
 

图 1  CMV-Phy 在辣椒和心叶烟上的症状反应 
Fig. 1 Symptoms induced by CMV-Phy on leaves of C. frutescens and Nicotiana glutinosa 

 

 
CMV-Phy 病毒粒子和病毒粒子 RNA 的电泳分析均以 CMV-Fny 为对照 
CMV-Fny was used as control strain in both cases 
 
图 2  CMV-Phy 病毒粒子中蛋白质和 RNA 的电泳分析结果  
Fig. 2  SDS-PAGE of viral protein and agarose gel 

electrophoresis of viral RNAs extracted from 
purified CMV-Phy virions 

 
提纯病毒接种枯斑寄主上，单斑纯化 2 次，获得病毒

分离物 CMV-Phy。 
2.2  CMV-Phy 基因组全长克隆 

为了进一步确定该 CMV 分离物基因组序列，分

别以接种病毒心叶烟组织的总 RNA 和病毒粒子 RNA
作为模板，进行 RT-PCR 扩增。2 种 RNA 模板均能在

一个 PCR 反应中同时扩增得到 CMV-Phy 基因组得一

定数量的阳性克隆。从病毒粒子和总 RNA 中均

RNA1、RNA2 和 RNA3 的 cDNA（图 3）。但以总

RNA 为 RT-PCR 模板扩增，尽管能够获得 RNA1、
RNA2 和 RNA3 的全长 cDNA，但 RNA3 扩增效率较

低，且存在非特异性扩增；以病毒粒子 RNA 为模板，

CMV-Phy 的基因组 RNA1、RNA2 和 RNA3 扩增效率

没有明显的差别，也不存在明显的非特异性扩增。PCR
产物经双酶切并连接到 pUC118 载体，分别转化

DH5α、HB101、JM109、LE392 和 NM522 感受态细

胞，不同感受态细胞的转化效率如表 1 所示。DH5α、 

 
 
A: CMV-Phy 侵染辣椒总 RNA 为模板；B：CMV-Pny 病毒粒子为模板 
A: Total RNA extracted from systemically infected leaf tissue of C. 
frutescens was used as RT-PCR templates; B: RNA extracted from purified 
virions of CMV-Phy was used as templates  

 

图 3  CMV-Phy 基因组 RNA 的 RT-PCR 扩增结果 

Fig. 3  Results of RT-PCR for full-length CMV-Phy genomic 

RNAs 

 
表 1  5 种菌株感受态细胞转化效率的比较 

Table 1  Transformation efficiency of five kinds of competent 
cells 

 DH5α HB101 JM109 LE392 NM522 

RNA1 - + - - - 

RNA2 +++ +++ +++ +++ ++++ 

RNA3 +++++ +++++ +++++ ++++++ +++++ 

 
JM109、LE392 和 NM522 4 种感受态细胞都能有效地

克隆 CMV-Phy RNA2 和 RNA3 的 cDNA，但与 RNA1
的 cDNA 克隆进行转化均未获得阳性克隆；HB101 对

RNA1 的 cDNA 片段转化效率低于 20%，但是能够获

扩增获得卫星 RNA 产物，并获得阳性克隆。经测序，

CMV-Phy 基因组 RNA1、RNA2 和 RNA3 符合 CMV
基因组结构特征。RNA1、RNA2 和 RNA3 的 cDNA
序 列 登 录 号 分 别 为 DQ402477 ， DQ412731 和

DQ412732。从病毒粒子 RNA 中以及 CMV-Phy 侵染
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的心叶烟叶组织总 RNA 中，通过 RT-PCR 扩增并克

隆测序，均获得大小为 384 nt 的卫星 RNA（序列登陆

号：EF363688），命名为 Pz-satRNA。 
2.3  病毒基因组 RNA 体外转录及侵染性分析 

为了检验所获得 CMV-Phy 全长基因组克隆侵染

性，尤其是确定在该病毒基因组克隆过程中是否发生

了个别碱基突变而导致 CMV-Phy 的 cDNA 克隆转录

产物侵染力与 CMV-Phy的病毒粒子 RNA 不一致或者

是根本丧失活性，本研究分析 CMV-Phy 的各个基因

的 cDNA 克隆由 T7 启动子引导下的体外转录 RNA 分

子的活性。首先，将含 CMV-Phy 基因组插入片段的

重组质粒 pUC-P1、pUC-P2 和 pUC-P3 经过酶切线性

化后，进行体外 RNA 转录，获得理想的线性化 RNA
（图 4）。同时分析了 T7 启动子下游与各个基因的 5′
端之间添加 G 对体外转录效率的影响，结果表明 T7

启动子后加与不 G，CMV-Phy 的 cDNA 克隆转录效率

存在明显明显差异： pUC-R3+GG＞ pUC-R3+G＞

pUC-R3。转录 RNA 产物加或不加帽子类似物，对

CMV-Phy 侵染性克隆活性有明显影响（表 2）。转录

过程中不加帽，其产物几乎没有活性。虽然在转录模  
板上添加 GG，转录效率高，但其产物也没有侵染活

性；在转录模板上添加 G，侵染效率达到 80%以上。

因此，在 CMV-Phy 侵染性克隆构建时，在 T7 启动子

后均加一个 G。体外转录产物分别接种心叶烟和苋色

藜，心叶烟接种 14 d 和苋色藜 4 d 出现症状反应（图

5）。P1P2P3 在苋色藜上引起的枯斑较 CMV-Phy 病

毒粒子引起的枯斑小；二者接种心叶烟均引起寄主褪

绿黄化症状，但病毒粒子接种症状出现更快。接种 7 d，
取接种叶转接苋色藜和心叶烟，二者引起的寄主症状

与初症出现时间基本一致。以上结果显示，CMV-Phy
的全长 cDNA 体外转录产物 P1P2P3 具有与病毒粒子

相似的侵染特性。 
 

 
 

图 4  CMV-Phy 基因组 cDNA 克隆的体外转录产物 TBE 电泳 

Fig. 4  TBE electrophoresis of RNA transcribed from 

CMV-Phy genomic cDNA clones 

 
表 2  CMV-Phy 体外转录产物活性分析 

Table 2 Infectivity of CMV-Phy RNA transcripts synthesized in 
vitro 

Phy 病毒粒子或转录产物 
CMV-Phy virion or transcripts 

心叶烟 
N. glutinosa 

Phy 病毒粒子 CMV-Phy virion 14/15* 

pUC-P1+pUC-P2+pUC-P3  0/15 

pUC-P1G+pUC-PG+pUC-P3G 2/15 

pUC-P1GG+pUC-P2GG+pUC-P3GG 1/15 

(pUC-P1+pUC-P2+pUC-P3) +Cap 9/15 

(pUC-P1G+pUC-P2G+pUC-P3G) + Cap 13/15 

(pUC-P1GG+pUC-P2GG+pUC-P3GG) +Cap 2/15 

*CMV-phy 病毒粒子或者 P1P2P3 混合物分别接种于 15 株心叶烟中，14
天记录寄主的发病情况 
CMV-Phy or P1P2P3 was inoculated into 15 host plants and the symptom 
was recorded at 14 dpi

 

 

 
 
15 µl P1P2P3 混合物分别接种于苋色藜和心叶烟中。苋色藜接种 4 天记录症状，心叶烟接种 14 天记录症状 
15 µl P1P2P3 mixture was inoculated onto C. amaranticolor and N. glutinosa, respectively. Symptom expression of C. amaranticolor was recorded at 4 dpi; 
symptom expression of N. glutinosa was recorded at 14 dpi 

 

图 5  CMV-Phy 转录产物和病毒粒子接种在寄主上的反应 

Fig. 5  Host reaction induced by infectious RNA transcripts of CMV-Phy 
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2.4  CMV-Phy 与卫星 RNA 假重组分析 

为了进一步地分析 CMV-Phy 的侵染性克隆的活

性，以 CMV-Phy 基因组 RNA1、RNA2 和 RNA3 的

cDNA 克隆的转录 RNA 产物分别与 Pz-sat RNA、

T1-sat RNA、Rs-sat RNA 和 Tsh-sat RNA 的 cDNA 体

外转录产物混和接种于心叶烟。接种 14 d，寄主植物

中 dsRNA 分析结果表明 CMV-Phy 能够支持 Pz-sat 
RNA、T1-sat RNA、Rs-sat RNA 和 Tsh-sat RNA 复制

（图 6）。接种 14 d，P1P2P3+Pz 与 CMV-Phy 病毒粒

子症状基本一致，均较 P1P2P3 引起的症状轻；但

P1P2P3+T1 在心叶烟上的症状明显比 CMV-Phy 重，

而 P1P2P3+Tsh 和 P1P2P3+Rs 均表现与 P1P2P3+Pz 相
似的症状。以上结果表明 T1-satRNA 加重辅助病毒

CMV-Phy 的症状，其它 3 个卫星 RNA 则减轻

CMV-Phy 的症状（图 7）。 

3  讨论 

在 CMV 全长基因组克隆过程中，多采用是先分

段克隆，克隆片段经过序列测定后，再将不同片段拼

接在一起而成完整的基因 [7,8]。在本研究中，根据

GenBank 所报道 CMV 基因组 RNA1、RNA2 和 RNA3 

 
 
0.5 g CMV-phy 和卫星 RNA 共同接种的寄主用于提取 dsRNA。1：
CMV-Phy 病毒粒子接种；2：P1P2P3 接种；3：P1P2P3+Pz-sat 接种；4：
P1P2P3+ T1-sat 接种；5：P1P2P3 +Tsh-sat 接种；6：P1P2P3+Rs-sat 接种 
0.5 g leaf tissue was used for dsRNA extraction. 1: CMV-Phy virions; 2: 
P1P2P3; 3: P1P2P3+Pz; 4: P1P2P3+ T1; 5: P1P2P3 +Tsh; 6: P1P2P3+Rs 
 

图 6  CMV-Phy 与卫星 RNA 假重组 dsRNA 检测 

Fig. 6  Detection of pseudorecombination between CMV-Phy 

and satRANs by extracting dsRNA from infected host 

plants 

 

 
 
15 µl P1P2P3 混合物加或不加卫星 RNA 分别接种于心叶烟中。1：缓冲液接种；2：CMV-Phy 病毒粒子接种；3：P1P2P3 接种；4：P1P2P3+Pz-sat
接种；5：P1P2P3+ T1-sat 接种；6：P1P2P3 +Tsh-sat 接种；7：P1P2P3+Rs-sat 接种 
15 µl P1P2P3 mixture with or without CMV-satRNA was inoculated onto N. glutinosa 
1: Mock inoculation; 2: CMV-Phy virions; 3: P1P2P3; 4: P1P2P3+Pz; 5: P1P2P3+ T1; 6: P1P2P3 +Tsh; 7: P1P2P3+Rs 

 
图 7  CMV-Phy 与 4 种卫星 RNA 假重组体侵染心叶烟的症状反应 

Fig. 7  Symptom expression on the seedlings of N. glutisona induced by inoculation of pseudo-recombinants between CMV-Phy 
and different satRNAs 

 
序列，从各个基因组两端设计开始设计正、反向引物，

分别以 CMV-Phy 侵染心叶烟总 RNA 以及从大田辣椒

样品病毒粒子 RNA 作为模板，进行 RT-PCR 扩增；

采用 touch-up 的 PCR 循环参数，在一个 PCR 反应管

内把 CMV-Phy 基因组 RNA1、RNA2 和 RNA3 全部得

以有效扩增（图 3）。以 CMV-Phy 侵染心叶烟的总

RNA 为模板，RNA1，RNA2 和 RNA3 都能扩增出来，

但是 RNA3 扩增效率很低，并且存在着非特异性扩增，

在 RNA2 条带位置的下面和 RNA3 条带位置的上面出

现非目的条带，这可能是由于在 PCR 过程中所选用的

正向引物比较长（40 bp 以上）并且又是 CMV-Phy 侵

染的寄主总 RNA 为模板，因此扩增过程中非特异性

比较强。在 RNA1 连接产物与 5 种感受态细胞转化中，

DH5α、JM109、LE392 和 NM522 4 种感受态细胞的
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平板中，菌落稀少并且是假阳性或者是空载体，这可

能是由于 CMV 的基因组 RNA1 对细菌有毒性，杀死

了大部分细胞（与苏格兰作物研究所 Palukaitis 教授通

讯）；而 HB101，能获得一定的 RNA1 阳性克隆，同

时菌落数也是特别多。这也解释了为何在 GenBank 已

登陆的序列，CMV 的基因组 RNA2 和 RNA3 居多。

本研究建立了在一个 PCR 反应中同时高效率的扩增

CMV 的基因组 RNA1-3 的方法，解决了 CMV 其它株

系全长基因克隆技术障碍。 
目前体外条件下将 DNA 转录成 RNA 分子，其策

略绝大部分是在目的基因片段的 5′或 3′端添加

T7/Sp6/T3 启动子序列，本研究是分别将 CMV 的基因

组 RNA1-3 置于 T7 启动子的下游。在进行转录反应

时，在该启动子的下游连续带 3 个 GGG 转录效率最

高[24,25]；CMV-Phy 基因组 cDNA 克隆体外转录时，分

析在 T7 启动子下游与 RNA3 的 5′端之间添加 1 个或 2
个 G（CMV 基因组的 5′端第一个碱基为 G），其转录

效率为 pUC-R3+GG＞pUC-R3+G＞pUC-R3。尽管 
CMV 基因组的 5′ 端添加 G 有利于提高体外转录效率

从而使得相同量的模板获得更多的RNA分子，P1P2P3
的侵染力反而降低（表 2）。mRNA 分子的 5′端具有

一个帽子结构，该结构有利于 mRNA 翻译成蛋白并且

减少 mRNA 降解。本研究发现，在无帽子类似物存在

下，CMV-Phy 基因组 cDNA 克隆的转录产物几乎没有

侵染活性（表 2），这可能是由于转录产物在进入寄

主体内后，因其不能进行翻译或者是翻译效率低而导

致病毒不能复制而造成。因此本研究在 CMV-Phy 侵

染性克隆构建过程中分别在 T7 启动子下游与各个基

因的 5′端之间添加 1 个 G 和以及体外转录过程反应时

添加帽子类似物，获得转录产量较高并且侵染力强的

RNA 分子。本研究在获得具有侵染活性的 CMV-Phy
的 cDNA 克隆时（图 5 和表 2），并分析了 CMV-Phy
与卫星 RNA 的假重组，结果表明 CMV-Phy 均能作为

除了自身 Pz-satRNA 外辅助病毒，同样支持其它 3 个

CMV-satRNA 在心叶烟中高含量积累（图 6），这进

一步的证实 CMV-Phy 的侵染性克隆具有活性。 

4  结论 

本研究结果表明以CMV的病毒粒子RNA作为模

板进行RT-PCR扩增；采用 touch-up的 PCR循环参数，

可在同一PCR反应管中同时获得其基因RNA1、RNA2
和 RNA3；HB101 感受态细胞比较适合 CMV 的基因

克隆转化；体外转录过程中，基因组 5′端添加 G 或加 

帽子类似物提高体外转录产物侵染活性。 
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