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番木瓜 eIF4E家族蛋白的亚细胞定位
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摘 要: 真核翻译起始因子 eIF4E是多种病毒侵染植物的必须因子。笔者通过扩增番木瓜 eIF4E 家族基因
Cp-eIF4E和 Cp-eIFiso4E，分别构建他们与绿色荧光蛋白( GFP) 融合的植物表达载体，转化烟草叶片的原生质
体后研究了番木瓜 eIF4E家族蛋白的亚细胞定位情况。结果表明，Cp-eIF4E和 Cp-eIFiso4E在细胞质和细胞
核中均有表达。本研究为进一步探讨番木瓜 eIF4E家族蛋白与病毒的互作机制以及解析其在病毒侵染中的
功能奠定了理论基础。
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番木瓜( Carica papaya L． ) 是一种重要的热带经济作物，但一直以来番木瓜环斑病毒( Papaya Ｒingspot
Virus，PＲSV) 引起的毁灭性病害严重威胁着各国番木瓜种植业和加工产业的发展。目前在栽培技术上还
无法通过化学药剂防治 PＲSV，并且番木瓜的抗病种质资源匮乏，常规的抗病品种选育难度大［1］。随着人
们对植物病毒基因组结构和功能研究的不断深入，发现病毒蛋白与寄主蛋白之间的相互识别与作用在病

毒侵染过程中起重要作用［2］。已有研究发现，在多种病毒侵染植物过程中，病毒与植物真核翻译起始因
子 4E ( eukaryotic translation initiation factor 4E，eIF4E) 之间的互作起关键作用［3 － 4］。eIF4E上氨基酸位点
的突变能阻断 eIF4E与病毒的互作，植株具有病毒抗性，使得 eIF4E成为一个重要的抗病基因［5 － 6］。但有
关番木瓜 eIF4E与 PＲSV是否存在互作，以及 eIF4E 能否作为一个重要的抗病基因获得一种安全有效的
预控病毒病害的新途径尚未见研究报道。植物 eIF4E是一个基因家族，笔者所在研究团队通过番木瓜全
基因组序列的分析和比对，探明了其成员的组成情况，发现番木瓜 eIF4E 家族基因只包括 1 个 Cp-eIF4E
和 1 个 Cp-eIFiso4E。本研究旨在通过扩增 Cp-eIF4E 和 Cp-eIFiso4E，并分别构建他们与绿色荧光蛋白
( GFP) 融合的植物表达载体，转化烟草叶片原生质体后研究番木瓜 eIF4E家族蛋白的亚细胞定位情况，为
进一步研究番木瓜 eIF4E家族蛋白与病毒的互作以及在病毒侵染中的功能提供科学依据。

1 材料与方法

1． 1 植物材料 番木瓜品种‘苏罗 I号’( 最早用于生产种植且面积较大的非转基因原种，抗病性较差，
易感 PＲSV) 种植于中国热带农业科学院热带生物技术研究所试验基地。本生烟草( Nicotiana benthami-
ana) 种植于热带生物技术研究所实验室温室。
1． 2 Cp-eIF4E和 Cp-eIFiso4E基因的扩增 根据笔者所在实验室已克隆的 Cp-eIF4E 和 Cp-eIFiso4E 基
因的序列( GenBank登录号分别为 FJ644949 和 FJ595992) ，设计扩增 Cp-eIF4E 基因开放阅读框的引物对
eIF4EF: act gtcgac atggtagtagaaggaaccc和 eIF4EＲ: ctt gggccca taccgagtagcgattcttag，以及扩增 Cp-eIFiso4E基因



开放阅读框的引物对 eIFiso4EF: act gtcgac atggcgagtgaggtagcgat 和 eIFiso4EＲ: ctt gggccca cacattgtatcgactttttt-
gc。上游和下游引物的两端分别设计有 SalI和 ApaI酶切位点，用于载体构建。使用 Trizol 提取番木瓜叶
片的 ＲNA，反转录成 cDNA。以 cDNA为模板，分别以上述引物对进行 PCＲ扩增，扩增条件为 94 °C 预变
性 2 min，再 94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 60 s，30 个循环，最后 72 °C延伸 5 min。扩增后进行电泳和切胶
回收。
1． 3 亚细胞定位载体的构建 含 GFP 的植物表达载体 pSAT-GFP［7］以及回收后的 Cp-eIF4E 和 Cp-eIFi-
so4E基因的 PCＲ产物均使用 SalI 和 ApaI 进行双酶切，回收后使用 T4 DNA 连接酶进行连接。连接产物
转化大肠杆菌后获得的菌落进行 PCＲ 鉴定，并提取质粒进行酶切鉴定，鉴定正确的克隆送到 Invitrogen
( 广州) 公司测序。
1． 4 烟草原生质体的分离 取烟草叶片 0． 5 ～ 1． 0 g，用切片刀将叶片中间部切成 1 mm条型，置于 10 mL
酶解液中真空渗透 30 min，然后黑暗中 23 ℃酶解 3 h。酶解液过 100 ～ 200 目的筛子，将过滤后的绿色混
合物置于 15 mL离心管 60 × g离心 5 min。弃上清，沉淀用冰冷的W5 溶液轻柔洗涤，100 × g离心 2 min，
重复上述步骤，沉淀用适量 W5 悬浮即为所需原生质体。其中酶解液配置( 10 mL) : 0． 12 g cellulose Ｒ10
( 1． 2% ) ，0． 03 g macerozyme Ｒ10( 0． 3% ) ，6． 5 mL 0． 8 mol·L －1 Mannitol( 0． 55mol·L －1 ) ，1 mL 0． 2mol·
L －1 KCl( 20 mmol·L －1 ) ，2 mL 0． 1 mol·L －1 MES( 20 mmol·L －1 ) 。将所得酶解液与 55 ℃水浴 10 min，
冷却至室温后加入 100 μL 1 mol·L －1 CaCl2 ( 10 mmol·L －1 ) ，100 μL 5% PVP( 0． 05% ) 和 300 μL H2O。
W5 溶液配置( 50mL) : 2． 58 mL 3 mol·L －1 NaCl( 154 mmol·L －1 ) ，6． 25 mL 1 mol·L －1 CaCl2 ( 125 mmol·
L －1 ) ，1． 25 mL 0． 2 mol·L －1 KCl( 5 mmol·L －1 ) ，1 mL 0． 1mol·L －1 MES( 2 mmol·L －1 ) ，2． 5 mL 0． 1 mol·
L －1 glucose( 5 mmol·L －1 ) ，36． 42 mL H2O。以上括号内浓度为物质终浓度。
1．5 烟草原生质体的转化 将冰浴过的原生质体离心( 100 × g) 后用 MMg ( 15 mmol·L －1 MgCl2，4 mmol·
L －1 MES，pH 5． 7，0． 4 mol·L －1 D-Mannitol) 重悬;每 100 uL原生质体中加入 10 μL 约 2 ～4 μg 质粒 DNA，
轻柔混匀，室温静置 5 min; 加 110 μL 40% ( W/V) PEG8000 溶液( 0． 2 mol·L －1 D-Mannitol，0． 1 mol·L －1

CaCl2 ) ，轻柔混匀;室温静置 10 min;加 440 μL W5 溶液终止反应，室温 100 × g 离心 2 min，再次以适量 W5
洗涤，离心弃上清;加入 300 ～ 500 μL WI 溶液( 0． 5 mol·L －1 D-Mannitol，20 mmol·L －1 KCl，4 mmol·L －1

MES，pH 5． 7) ，23 ℃暗培养 18 ～24 h后观测荧光。
1． 6 绿色荧光蛋白检测 转化后的原生质体在激光共聚焦显微镜( Olympus，FV1000 ) 下进行绿色荧光
检测。

2 结果与分析

2． 1 Cp-eIF4E 和 Cp-eIFiso4E 基因的扩增 通过提取
番木瓜叶片 ＲNA，以反转录后的 cDNA为模板，利用基因
特异引物进行 PCＲ 扩增，经琼脂糖凝胶电泳检测。结果
如图 1 所示，获得了预期大小的特异条带，其中 Cp-eIFi-
so4E预期为 628 bp，Cp-eIF4E 预期为 718 bp。将目标条
带进行切胶回收，用于后续的亚细胞定位载体的构建。
2． 2 亚细胞定位载体的构建 Cp-eIF4E 和 Cp-eIFiso4E
基因的 PCＲ产物使用 SalI和 ApaI双酶切后，分别克隆到
植物表达载体 pSAT-GFP 的 SalI 和 ApaI 位点之间，重组
克隆经 PCＲ鉴定后提取质粒，进行酶切鉴定，结果如图 2
所示，含 Cp-eIF4E 和 Cp-eIFiso4E 基因的质粒经 SalI 和
ApaI双酶切后，均切下预期大小的 Cp-eIF4E 和 Cp-eIFi-
so4E基因条带，表明载体构建正确。将结构正确的重组
载体进行测序，获得序列正确的 Cp-eIF4E和 Cp-eIFiso4E
的亚细胞定位载体。
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2． 3 烟草原生质体转化和荧光检测 分离烟草叶片的原生质体，将含 Cp-eIF4E 和 Cp-eIFiso4E 基因的亚
细胞定位载体( 与 GFP融合表达) 分别转化原生质体，培养 18 h 后通过激光共聚焦显微镜检测绿色荧光
蛋白的表达。结果如图 3 所示，转化 Cp-eIF4E 和 Cp-eIFiso4E 基因的原生质体的细胞质和细胞核中均可
观测到较强的绿色荧光，表明 Cp-eIF4E和 Cp-eIFiso4E蛋白均定位在细胞质和细胞核。

3 讨 论

病毒的基因组很小，需要寄主因子的协助完成侵染，某种关键寄主因子的缺失或突变就能阻碍病毒
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的侵染，介导对病毒的隐性抗性［8］。目前已从自然界存在的抗病种质中定位了多种抗病位点，大多数编
码 eIF4E家族基因［9 － 11］。eIF4E家族基因突变引起的植物抗病性已在辣椒、豌豆、番茄、莴苣和甜瓜等多
种植物中观测到。植物 eIF4E家族成员包括 eIF4E 及其异构体 eIFiso4E，他们均可介导对病毒的隐性抗
性，在病毒侵染过程中起关键作用，但不同种类的病毒对他们有不同的选择利用。笔者分析了番木瓜
eIF4E家族成员的亚细胞定位情况，发现 Cp-eIF4E和 Cp-eIFiso4E 蛋白均定位在细胞质和细胞核，而最近
有研究发现花生的 eIF4E和 eIFiso4E蛋白也在细胞质和细胞核中都有表达［12］，与笔者的研究结果一致，
表明 eIF4E家族具有高度保守性。分布在细胞质中的 eIF4E 在蛋白质合成中起关键作用，而分布在细胞
核中的 eIF4E参与 mＲNA的核外运输［3］，结果表明，PＲSV 与 Cp-eIF4E 互作及功能的研究必须从番木瓜
的细胞核和细胞质等 2 个方面去开展，这为进一步的研究明确了方向。研究结果为下一步深入探究番木
瓜 eIF4E家族与病毒的互作机制以及解析在病毒侵染中的功能奠定了良好的基础。
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Subcellular Localization of eIF4E Family Proteins in Papaya
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Abstract: Eukaryotic translation initiation factor 4e ( eIF4E) is a necessary factor for many viruses infecting
plants． The plant expression vectors of Cp-eIF4E and Cp-eIFiso4E were constructed，fused with green fluores-
cent protein ( GFP) ，and transformed into the protoplasts of tobacco leaf to study the subcellular localization of
papaya eIF4E family． The results showed that Cp-eIF4E and Cp-eIFiso4E were expressed in the cytoplasm and
nucleus． This study would lay a foundation for further study of the interactions between the papaya eIF4E family
proteins and viruses，and their functions in virus infection．
Keywords: Carica papaya; eIF4E; eIFiso4E; subcellular localization
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