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摘要 为探究木薯普通花叶病毒（Cassava common mosaic virus，CsCMV）外壳蛋白CsCP在病毒侵染中是

否通过与木薯谷氧还蛋白MeGRXC3互作协同调控氧化还原稳态，利用酵母双杂交（yeast two-hybrid，Y2H）、双

分子荧光互补（bimolecular fluorescence complementation，BiFC）和亚细胞定位实验，对CsCP蛋白与MeGRXC3
之间的相互作用进行研究。结果显示：MeGRXC3与CsCP在酵母细胞内存在相互作用；MeGRXC3与CsCP在

烟草表皮细胞共表达后，在 488 nm激发光下出现绿色荧光，证实CsCP与MeGRXC3在植物细胞内存在相互作

用。亚细胞定位结果显示，CsCP 与 MeGRXC3 在烟草表皮细胞中呈现共定位。以上结果表明，CsCP 与 Me⁃
GRXC3之间存在相互作用。
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木薯（Manihot esculenta Crantz）作为大戟科（Eu⁃
phorbiaceae）木薯属（Manihot）的重要热带经济作物，

不仅是全球近十亿人口的膳食能量来源，更是生物

能源产业的核心原料［1］。然而，由马铃薯 X 病毒属

（Potexvirus）成员木薯普通花叶病毒（Cassava com⁃
mon mosaic virus， CsCMV）引发的病害已对我国木

薯产业可持续发展及粮食安全构成严重威胁。该病

毒自 2019年在我国海南、广西首次报道以来［2］，其发

病率呈持续上升趋势，开展抗病毒分子机制研究已

成为保障产业发展的迫切需求。

CsCMV具有马铃薯X病毒属典型分子特征，为

单分体正义单链RNA病毒（ssRNA（+）），基因组全

长 6 395 个核苷酸，包含 5 个开放阅读框，分别编码

RNA 依 赖 性 RNA 聚 合 酶（RNA-dependent RNA 
polymerase，RdRp）、三重基因块（triple gene block，
TGB）蛋白及外壳蛋白（capsid protein，CP）等典型功

能蛋白［3-4］。其中，CP在病毒与宿主互作过程中发挥

多重功能，不仅参与病毒粒子组装和系统移动［5-6］，

还能通过干扰宿主防御系统促进病毒侵染。研究表

明，多种植物病毒CP蛋白通过靶向宿主关键因子调

控抗病反应，如甜菜黑焦病毒（Beet black scorch vi⁃
rus，BBSV）CP与 14-3-3a互作抑制MAPKKKα介导

的抗病毒免疫［7］，中国小麦花叶病毒（Chinese wheat 
mosaic virus，CWMV）CP19K 通过结合 GAPC 抑制

自噬活性［8］，烟草花叶病毒（Tobacco mosaic virus，
TMV）CP 则通过调控水杨酸信号通路促进系统侵

染［9］。这些发现表明，解析CsCMV CP的互作网络，

对于阐明其致病机制具有重要意义。

谷氧还蛋白（glutaredoxins，GRXs）作为硫醇氧

化还原酶家族成员，在植物抗逆及免疫调控中发挥

重要作用。根据活性位点特征，植物 GRXs 可分为

CPYC 型、CGFS 型和 CC 型 3 类，其中 CC 型 GRXs
为陆生植物特有，参与茉莉酸/水杨酸信号转导及病

原防御［10-11］。拟南芥 ROXY19（GRX480）通过调控

抗病相关基因表达增强对病原菌抗性［9］，水稻 Os⁃
ROXY1/2参与抗病毒免疫反应［12］，辣椒 CcGRXS12
通过抑制病毒粒子积累减轻病症［13］。值得注意的

是，番茄 GRXC6（SIGRXC6）被证实通过与病毒蛋
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白竞争性互作影响黄曲叶病毒侵染进程［14］，提示

CC 型 GRXs 在植物-病毒互作中可能具有关键调控

作用。

基于上述研究背景，本研究聚焦木薯谷氧还蛋

白MeGRXC3与CsCP的互作机制，综合运用酵母双

杂交（Y2H）、双分子荧光互补（BiFC）及亚细胞定位

技术，揭示二者在亚细胞水平的相互作用特征，以期

为解析CsCMV致病分子机制提供新视角，并为木薯

抗病毒遗传改良奠定理论基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

本氏烟草（Nicotiana benthamiana）种子、酵母双

杂交表达载体pGADT7、pGBKT7-Lam、pGADT7-T、

pGBKT7-53、pGBKT7-MeGRXC3、植物表达载体

p1300-YNs、YN-CsCP、YC-MeGRXC3、MeGRXC3-
RFP、pZP-P19均为中国热带农业科学院三亚研究院

木薯逆境生物学实验室保存。限制性内切酶 BamH
Ⅰ、EcoRⅠ等工具酶购于宝日生物技术（北京）有限

公司；高效无缝克隆试剂盒购于莫纳生物科技有限

公司；琼脂糖凝胶 DNA 试剂盒、琼脂糖凝胶回收试

剂盒购于上海易汇生物科技有限公司；大肠杆菌

DH5α、农杆菌感受态 GV3101 和酵母感受态 AH109
均购于上海唯地生物技术有限公司；LB培养基购于

上海生工生物工程有限公司；质粒小提中量试剂盒

和 DNAMarker 购于北京天根生化有限公司；SD/‒
Trp/‒ Leu（SD-LW）、SD/‒ Trp/‒ Leu/‒ His/‒ Ade
（SD-LWHA）培养基均购于北京酷来搏科技有限公

司；卡那霉素（kanamycin）、氨苄青霉素（ampicillin）、

利福平（rifampicin）购于北京索宝来科技有限公司；

壮观霉素（spectinomycin）购于上海翊圣生物科技有

限公司。

1.2　酵母表达载体pGADT7-CsCP的构建

为构建 CsCMV CP 蛋白结合域酵母表达载体

pGADT7-CsCP，参考已报道的 CP 序列（GenBank： 
PP265030.1），人工合成两端分别添加酵母表达载体

pGADT7限制性核酸内切酶EcoRⅠ和BamHⅠ位点

两侧序列的目的片段 Y2H-CsCP。参照无缝克隆构

建试剂盒说明书，将合成片段 Y2H-CsCP 与经限制

性 核 酸 内 切 酶 EcoR Ⅰ 和 BamH Ⅰ 双 酶 切 后 的 
pGADT7载体连接，将连接产物转化至DH5α感受态

细胞中，涂布于含 50 μg/mL卡那霉素的LB平板中，

37 ℃倒置培养 12 h。随机挑取 3~5 个单菌落，使用

CsCP 特异引物 CsCP-1F 和 CsCP-671R（表 1）进行

菌落PCR鉴定。PCR反应体系：引物（10 μmol/L）各

1 μL，2×Magic Green Taq SuperMix 10 μL，用

ddH2O补充至 20 μL。PCR反应条件为：94 ℃预变性

4 min；98 ℃变性 10 s，55 ℃退火 15 s，68 ℃延伸 40 s，
循环35 次；72 ℃延伸5 min。挑取4个经菌落PCR鉴

定的阳性克隆，委托北京擎科生物科技股份有限公

司进行测序鉴定。

1.3　荧光双分子互补表达载体YN-CsCP的构建

为构建 CsCP 蛋白含绿色荧光蛋白 N 端序列的

BiFC 载体 YN-CsCP，参照已报道的 CP 序列（Gen⁃
Bank： PP265030.1），人工合成两端分别添加表达载

体 p1300-YNs 限制性核酸内切酶 SpeⅠ和 BamHⅠ
位点两侧序列的目的片段BiFC-CsCP。参考无缝克

隆试剂盒说明书将目的片段BiFC-CsCP与经限制性

核酸内切酶 Spe Ⅰ 和 BamH Ⅰ 进行双酶切后的

p1300-YNs 进行连接反应，连接产物转化大肠杆菌

DH5α 感受态细胞中，并涂布到含有 50 μg/mL 卡那

霉素的LB培养基中，将平板倒置于 37 ℃恒温培养箱

中培养 12 h。挑取 3~5 个单菌落进行 PCR 检测，使

用 CsCP 基 因 特 异 引 物 CsCP-1F 和 CsCP-671R
（表 1）进行扩增。PCR 反应体系与反应条件与本文

“1.2”一致，挑取经 PCR 鉴定为阳性的克隆，委托北

京擎科生物科技股份有限公司进行测序鉴定。

1.4　酵母自激活性鉴定

具 体 步 骤 参 照 AH109 Chemically Competent 
Cell 产品说明书。将 pGADT7-T+pGBKT7-53（阳

性对照）、pGADT7+pGBKT7-Lam（阴性对照）、

pGADT7-CsCP+pGBKT7、pGBKT7-MeGRXC3+
pGADT7分别共转化酵母 AH109感受态细胞，将转

化菌液涂布于SD-LW营养缺陷型培养基中，28 ℃恒

温培养箱倒置培养 2~3 d，经 PCR 鉴定选取阳性克

隆，重悬于 0.9% NaCl溶液进行梯度稀释（100、10⁻¹、
10⁻²、10⁻³），取 2.5 µL 稀释液分别点板于 SD-LW 和

SD-LWHA培养基，以 pGADT7-T+pGBKT7-53和

pGADT7-T+pGBKT7-Lam 为基准，将自激活菌液

进行同步点板。28 ℃恒温培养箱倒置培养并观察菌

表1　所用引物

Table 1　Primers used in this study

引物名称 Primer name

CsCP-1F
CsCP-671R

引物序列（5΄―3）́
Primer sequence (5΄―3΄)

ATGGCCACCCCCACCTCAAC
CTACTCATCCACCCCTGTGA
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落生长情况，得以判断是否具有自激活活性。若菌

落仅在SD-LW培养基增殖而SD-LWHA无生长，则

判定质粒无自激活活性；若在 2种培养基中均观察到

生长现象，则可确认该质粒存在自激活活性［15］。

1.5　酵母双杂交实验

为验证 CsCP 蛋白是否与寄主 MeGRXC3 相互

作用，参照 AH109 Chemically Competent Cell 产品

说明书进行实验验证。首先将 pGADT7-CsCP 与

pGBKT7-MeGRXC3 共转化至感受态酵母细胞中，

将菌液涂布到 SD-LW 培养基中，28 ℃倒置培养 2~
3 d。待菌落长出后，随机挑取单克隆菌落分别用激

活域载体引物 pGADT7-F/R 和诱饵载体引物 pGB⁃
KT7-F/R 进行 PCR 鉴定。鉴定正确的菌落梯度稀

释后，各取 2.5 µL 不同浓度稀释的菌液平行点板于

SD-LW 培养基和 SD-LWHA 培养基上。28 ℃恒温

培养箱倒置培养 2~3 d，通过比较 2 种培养基上的

菌 落 生 长 情 况 ，判 断 CsCP 与 MeGRXC3 是 否

互作［16］。

1.6　荧光双分子互补实验

参照GV3101 Chemically Competent Cell产品说

明书，将植物表达载体 YC-MeGRXC3、YN-CsCP、

p1300-YNs、pPTN-P19 转化农杆菌 GV3101 感受态

细胞，转化后的农杆菌涂布含对应抗生素的 LB 平

板，28 ℃恒温倒置培养 2~3 d。挑取单克隆菌落进行

菌落 PCR 鉴定。将阳性克隆接种至含抗生素的

500 µL LB液体培养基， 28 ℃ 200 r/min恒温震荡培

养 16 h。取 50 μL转接至 5 mL LB培养基继续扩培，

将扩培后的菌液经 8 000 r/min 离心 10 min 后弃上

清，用注射缓冲液［1 mmol/L MgCl2、10 mmol/L 2-
吗啉乙磺酸（MES）、0.1 mg/mL 乙酰丁香酮（AS）］
重悬并调至OD600 nm=0.5，室温静置 2~3 h。等体积

混 合 YC-MeGRXC3、pPTN-P19、YN-CsCP 或

p1300-YNs 组合菌液，使用无针头注射器接种 3 株

本氏烟草，每株注射 3 片叶。暗培养 24 h 后转光照

培养 48 h，各取 2 片叶进行激光共聚焦荧光显微镜

（Olympus FV3000：GFP 488 nm，RFP 561 nm）观察

并拍照［17］。

1.7　CsCP与MeGRXC3的亚细胞共定位

参照农杆菌GV3101介导的瞬时表达体系，将重

组质粒 CsCP-GFP、MeGRXC3-RFP、pZP-P19 分别

转化农杆菌感受态。挑取单克隆菌落进行菌落PCR
鉴定。将阳性克隆接种至含抗生素的 500 µL LB 液

体培养基，28 ℃ 200 r/min 恒温振荡培养 16 h。取

50 μL转接至 5 mL LB培养基继续扩培，将扩培后的

菌液在 8 000 r/min 离心 10 min 后弃上清，用注射缓

冲液重悬并调至 OD600 nm=0.5，室温静置 2~3 h。将

CsCP-GFP、MeGRXC3-RFP 与 pZP-P19 三种农杆

菌菌液以 1∶1∶1的比例混匀，使用无针头注射器接种

3株本氏烟草，每株注射 3片叶。暗培养 24 h后转光

照培养 48 h，各取 2片叶进行激光共聚焦荧光显微镜

（Olympus FV3000：GFP 488 nm，RFP 561 nm）观察

并拍照［18］。

2　结果与分析

2.1　酵母表达载体pGADT7-CsCP的构建

将 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切后的 pGADT7 大

片段与合成片段 Y2H-CsCP 连接，连接产物转化

DH5α 感受态细胞。使用 CsCP 特异引物 CsCP-1F
和 CsCP-671R对选取的 4个大肠杆菌单克隆菌落进

行 PCR 扩增鉴定。由图 1 可知，所有菌落扩增产物

均呈现约 500~750 bp 的清晰条带，与 CsCP 基因预

期片段大小相符。将以上 4个菌落全部进行测序验

证，序列比对均正确。结果表明，目的片段 CsCP 已

成 功 插 入 pGADT7 载 体 ，酵 母 诱 饵 表 达 载 体

pGADT7-CsCP构建成功。 

2.2　荧光双分子表达载体YN-CsCP构建

将 SpeⅠ和 BamHⅠ双酶切的 p1300-YNs 载体

大片段与人工合成片段 BiFC-CsCP 连接，连接产物

转化至大肠杆菌感受态细胞。使用 CsCP 特异引物

CsCP-1F和 CsCP-671R对选取的 4个大肠杆菌单克

隆菌落进行扩增。由图2可知，不同单克隆菌落PCR
产物片段大小约为 690 bp，与预期目的基因片段大小

一致，其中 2个阳性克隆的测序序列比对正确，表明

荧光双分子表达载体YN-CsCP构建成功。

M：DL2000 DNA marker；CK：空白对照，未加入模板 DNA 的

PCR 扩增产物；泳道 1~4：大肠杆菌单克隆菌落 PCR 扩增产物。

CK：Blank control，PCR amplification products without template 
DNA；Lanes 1-4：PCR amplification products of pGADT7-CsCP re⁃
combinant colonies.

图1 菌落pGADT7-CsCP扩增产物

Fig. 1 Amplification product of colony pGADT7-CsCP 
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2.3　酵母自激活验证

为排除假阳性干扰，通过营养缺陷型培养基验证

载体自激活特性。由图3可知，在SD-LW培养基中，

pGADT7-CsCP+pGBKT7、pGBKT7-MeGRXC3+
pGADT7 共转化体系及 pGADT7-T+pGBKT7-53
（阳性对照）、pGADT7+pGBKT7-Lam（阴性对照）

均呈现正常生长特性；而在SD-LWHA培养基中，仅

pGADT7-T+pGBKT7-53（阳性对照）可形成菌落。

上 述 结 果 证 实 pGADT7-CsCP 与 pGBKT7-Me⁃
GRXC3载体均未产生自激活效应，满足后续酵母双

杂交互作实验要求。

2.4　CsCP与MeGRXC3互作的酵母双杂交验证

将 pGADT7-CsCP与 pGBKT7-MeGRXC3共转

化酵母 AH109 细胞。如图 4 所示，共转化菌株在

SD-LWHA 培养基中可形成典型菌落，其生长状态

与阳性对照一致，而阴性对照则无法存活，表明

CsCP 与 MeGRXC3 在 酵 母 细 胞 内 存 在 特 异 性

互作。

2.5　荧光双分子互补实验验证 CsCP 与 Me-

GRXC3互作

通过酵母双杂交实验初步验证了 CsCP 可与

MeGRXC3 存在相互作用，因此采取 BiFC 实验进

一步验证在植物体内的互作关系。由图 5 可知，

YC-MeGRXC3 与 YN-CsCP 共注射本氏烟草叶片

在激发光 488 nm 下，细胞核及细胞核周区域可检

测到绿色荧光信号，而对照组 p1300-YNs 与 YC-
MeGRXC3 共注射本氏烟草叶片未检测到荧光信

号，表明 CsCP 与 MeGRXC3 在植物细胞内具有直

接相互作用。

2.6　CsCP与MeGRXC3的亚细胞共定位分析

为探究 CsCP 与 MeGRXC3 在烟草表皮细胞中

的共定位情况，通过农杆菌介导的瞬时表达系统，将

MeGRXC3-RFP和CsCP-GFP以及 pZP-P19共注射

本氏烟草表皮细胞。由图 6可知，CsCP-GFP的绿色

荧光（488 nm）与 MeGRXC3-RFP 的红色荧光（546 
nm）在细胞核及核周区域高度重叠（黄色荧光，红色

箭头所示），表明二者在植物细胞中具有空间共定位

特征。

3　讨 论

CsCMV作为危害木薯生产的重要病原，其致病

M：DL2000 DNA marker；CK：空白对照，未加入模板 DNA 的

PCR扩增产物；泳道 1~4：大肠杆菌单克隆菌落的 PCR扩增产物。

CK：Blank control，PCR amplification products without template 
DNA；Lanes 1-4：PCR amplification products of YN-CsCP recombi⁃
nant colonies.

图2 菌落YN-CsCP扩增产物

Fig. 2 Amplification product of colony YN-CsCP

图5 CsCP与MeGRXC3在烟草中的相互作用

Fig. 5 The interaction between CsCP and 
MeGRXC3 in Nicotiana benthamiana

图3 pGBKT7-MeGRXC3 和 pGADT7-CsCP
酵母自激活验证

Fig. 3 Autoactivation verification of pGBKT7-Me⁃
GRXC3 and pGADT7-CsCP in yeast

图4 pGBKT7-MeGRXC3和pGADT7-CsCP
酵母互作验证

Fig. 4 Yeast two-hybrid interaction between 
pGBKT7-MeGRXC3 and pGADT7-CsCP

图6 CsCP与MeGRXC3在烟草中的共定位

Fig. 6 Nuclear localization of CsCP and
 MeGRXC3 in Nicotiana benthamiana
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分子机制尚未完全解析［19］。本研究通过Y2H、BiFC
及亚细胞定位技术，系统证实 CsCP 与木薯 CC 型谷

氧还蛋白 MeGRXC3 存在互作关系。研究结果表

明，二者的相互作用在酵母和植物细胞中均稳定存

在，且共定位于细胞核及核周区域。值得注意的是，

共定位信号在远离细胞核的胞质区域也被观察到。

这一发现为揭示CsCMV通过CP靶向宿主氧化还原

调控系统实现免疫逃逸提供了关键证据。

植物 CC 型 GRXs 通过调控氧化还原稳态参与

抗病反应，如拟南芥ROXY19通过抑制 JA信号通路

负调控抗性［15］，辣椒 CcGRXS12 则通过抑制自噬途

径限制病毒增殖［20］。本研究推测，CsCP可能通过竞

争性结合 MeGRXC3 干扰其功能：一方面，抑制 Me⁃
GRXC3活性可能会干扰植株体内ROS的稳态，宿主

ROS 清除能力下降可能会诱发防御相关 ROS 异常

累积，进而造成细胞损伤；同时 ROS信号传导受阻，

也会削弱宿主基础免疫应答［21-22］；另一方面，CP 与

MeGRXC3在核周及核内共定位，提示其可能干扰防

御相关基因的转录调控，例如通过抑制 SA 或 JA 信

号通路关键因子来影响抗病毒基因表达［23］。此外，

二者在细胞质中存在互作并呈现共定位，同样具有

重要的生物学意义。GRXs 是关键的胞质氧化还原

调控因子，负责维持胞质蛋白质的氧化还原状态，清

除过量的活性氧（ROS），并参与氧化还原信号转

导［12-13］。CsCP在胞质中与MeGRXC3互作，暗示可

能直接干扰其胞质氧化还原调控功能，例如抑制其

硫醇还原酶活性或破坏其与胞质靶蛋白（如参与防

御反应的酶或信号分子）的结合，从而破坏宿主细胞

的氧化还原稳态，削弱基础抗性并可能为病毒复制

创造有利的还原环境［13，24］。

尽管 CP-GRXs 互作在 Potexvirus 属中首次报

道，但其功能与其他病毒属存在趋同进化特征。例

如，CWMV CP19K 通过结合 GAPC 抑制自噬途

径［8］，BBSV CP 则通过阻断 MAPKKKα 与 14-3-3a
互作干扰抗病毒信号［7］，均表明病毒CP作为多效性

致病因子，可通过劫持宿主关键调控蛋白实现免疫

逃逸［5-10］。本研究拓展了病毒 CP的功能谱，揭示其

可能通过靶向 GRXs氧化还原系统这一新途径促进

侵染。特别是，CsCP 与 MeGRXC3 在核（潜在转录

调控）和胞质（氧化还原调控）的多区室互作，提示病

毒可能利用单一蛋白（CP）同时干扰宿主在不同细胞

区室的关键防御机制，实现更高效的侵染。然而，

CsCP-MeGRXC3 互作的具体分子机制仍需深入探

究：二者结合是否影响 MeGRXC3 的酶活性？其对

木薯抗氧化系统及防御基因表达的影响如何？特别

是 互 作 对 胞 质 和 核 内 不 同 氧 化 还 原 池（redox 
pools）的具体影响是什么？后续需通过酶活检测、

转基因沉默/过表达实验及多组学联用解析其调控

网络。

本研究的发现可为抗病毒育种提供新思路。通

过基因编辑技术修饰MeGRXC3的CP结合域，或设

计小分子抑制剂阻断该互作，可能增强木薯对 CsC⁃
MV的抗性。此外，鉴于GRXs在植物抗病中的保守

性［13-15］，该机制研究可为其他Potexvirus病害防控提

供跨物种参考。未来需在木薯原生系统中验证互作

功能，并结合 CRISPR/Cas9 技术创制 MeGRXC3 功

能缺失突变体，明确其在CsCMV侵染过程中的具体

作用，特别是明确区分其在细胞核与细胞质中对病

毒侵染的相对贡献，从而为基于宿主-病原互作调控

的抗病策略奠定理论基础。
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Interaction between Cassava common mosaic virus CsCP and 
MeGRXC3 protein

BAI Shuangqin1,2,XIE Qiuxian1,2,LIU Xueting2,FU Yan1,2,YE Tong1,
RUAN Mengbin2,ZHANG Xiuchun2,REN Yanli1

1.College of Biological Science and Technology， Yili Normal University， Yining 835000， China；
2.Institute of Tropical Biotechnology/National Key Laboratory of Tropical Crop Biological Breeding，

Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences， Haikou 571101， China

Abstract Cassava common mosaic virus （CsCMV） is the primary agent causing cassava mosaic dis⁃
ease. Its capsid protein （CP） plays a crucial role in virus-plant interactions during infection.Glutaredoxins 
（GRXs） are thiol oxidoreductases with low molecular weight， among which CC-type GRXs are key regu⁃
lators of resistance to plant disease.Given that CP is a key pathogenicity factor of CsCMV involved in mod⁃
ulating host immune responses， this article investigated whether CsCP interacts with MeGRXC3 to syner⁃
gistically regulate redox homeostasis and thereby modulate viral infection.The yeast two-hybrid （Y2H）， bi⁃
molecular fluorescence complementation （BiFC）， and subcellular localization assays were used to examine 
the interaction between CsCP and MeGRXC3. The results showed that there was an interaction between 
cassava MeGRXC3 and CsCP in yeast cells.Green fluorescence appeared at 488 nm after co-expressing Me⁃
GRXC3 and CsCP in Nicotiana benthamiana epidermal cells， confirming the interaction between CsCP 
and MeGRXC3 in plant cells.CsCP and MeGRXC3 exhibited co-localization in Nicotiana benthamiana epi⁃
dermal cells.It is indicated that there is an interaction between CsCP and MeGRXC3.It will lay the ground⁃
work for further elucidating the molecular mechanisms by which CP facilitates the infection of CsCMV.

Keywords Cassava common mosaic virus； CsCP； MeGRXC3； protein interactions； Y2H； BiFC
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