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摘要 经 代R 获得 了中国番茄黄化曲叶病毒 CIW LCV
一

CIH )外壳蛋 白 ( CP )基 因
,

并

克隆到 pGE M
一

7 fZ ( + )载体上
.

序列分析表 明
,

YT L c v
一

c H I 感染番茄或烟草时
,

cP 基

因的核普酸序列发生变化
,

并且在烟草上随感染时间的延长
,

突变频率增高
.

连接到

含有编码 ￡刃以 a

喇 基 因 肛91 的表达载体 p s B E T 后
,

” 乞c v “ 了刀了cP 基因在大肠杆菌

中以包含体形式得到大量表达 (约 33 ku )
.

以表达 的蛋 白作抗原免疫家兔
,

制备了抗

YT 比琴 CH I C P 的抗血 清
.

Ell SA 实验表明
,

该血 清与抗原 特异反应
,

血清效价为

l : 3仪刃
.

饥
st e m 印迹实验还表明

,

该血清除了与感染 T 、毛 c V
一

C IH 的番茄
、

烟草有特

异免疫反应外
,

还与感染南瓜 曲叶病
、

烟草曲叶病 的叶片有免疫反应
,

表明这些病毒

之间有明显的血清学关系
.
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番茄黄化 曲叶病毒 ( omt
a ot ” ll ow le 盯 C u d v

iur
s ,

YT L c V) 属于双生病毒亚组 111
,

是一类粉虱

传播的双生病毒
.

在国际上
,

由 YT CL V 引起的番茄黄化曲叶病是番茄最严重 的病害之一
,

自

从 1964 年发现 YT L CV 以来
,

目前 已在中东
、

东南亚
、

东亚及非洲等众多的 国家和地 区发现
r

rY LCv[
’ 一 3〕

.

蔡健和等在中国广西也发现 了 YT cL v
,

并从分子水平上证实 YT cL v
一

c IH 是一种

新的粉虱传双生病毒风
5〕

.

目前
尸

几以二V 仅能被部分提纯
,

难以获得有效 的血清陈
7〕

,

使血清学

检测技术在该类病毒的使用受到限制 本研究将 YT CL V
一

C IH 的外壳蛋 白 ( CP )基因全序列在

大肠杆菌中表达
,

并以此为抗原制备 了效价较高的抗血清
,

有利于对 YT CL V
一

CH I 进行免疫学

研究
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 病毒繁殖 以广西南宁地区 的感染番茄黄化曲叶病毒的番茄为材料
,

经烟粉虱 (及
-

ha 沁 t。人汉〕i )接种烟草
,

温室中繁殖保存
.

其他病毒材料
,

如感染番茄黄化曲叶病
,

南瓜曲叶病
,

烟

草曲叶病
,

赛葵曲叶病
,

鳍肠黄脉病
,

胜红蓟黄脉病
,

稀签黄脉病的感病叶片直接采 自广西南宁
.

2X( X) -03 一 收稿
,

2 X( X)
一

05
一

08 收修改稿
, 中国一以色列科学与战略研究开发专项资金合作研究项 目 (批准 号

:
Z YJ O I

一

0 3 )
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r

p 门尤 V
一

CI H )外壳蛋白基因在大肠杆菌中的表达 13 4

1
.

1
.

2 菌株和载体 克隆菌株
: E

.

c o疏 D5 H
a,

JM l oo ; 蛋 白表达菌株
: BU I ( D E 3)

.

克隆载

体
: pGE M

一

7 fZ ( + )
,

p Bl u es e ir p t KS ; 表 达载体
: p BV2 20

,

p T RX FU S
,

PE 竹 o a ,

SP B E仆 [8 ]
,

SP
-

B EcT sj[
.

其他菌株和载体均由微生物所分子病毒和生物工程实验室保存
.

1
.

2

1
.

2
.

1

方法

别江刃 F
一

门盯 〔尹 基因的克隆 采用 C T AB 方法图从感染 T YLC v
一

c IH 的烟草幼嫩 叶

片中提取的 D NA 进行 cP R 扩增
.

根据 n 艺c v
一

。 打 cP 基 因序列 5j[ 设计并合成引物 1 : 5
`

c G
-

GAA叨陀 AT GA竹火 T GGCG AA A C创I :3C
` ,

引物 2 : 5
`

C GG《; AT CC T GAA T G ( ; AACAA TAG A卫汀 3
` .

为

便于克隆
,

在引物 5
`

端分别引人 coE R I 和 召助 I H 工位点
.

代R 反应液 中含 D
NA I 沙

,

or

~
。 1/ L dNTp o

.

8 群L
,

引物 ( 10 mP ol )各 1 拜L
,

aT q DNA 聚合酶 I U
,

PCR 条件为
:
94 ℃ 6 而;n 之

后 94 ℃ l 而 n ,

5 1℃ 1 m i n
,

7 2℃ 1 im n
共 35 个循环 ; 7 2℃延伸 10 m i n

.

将 CP R 产物在 0
.

8%琼

脂糖凝胶上电泳分析
,

经纯化后与 pGE M
一

7 fz (
+

)载体连接
,

转化大肠杆菌 E
.

co il DSH
。

,

提取

质粒
,

经酶切检测
,

获得重组克隆 ( p 7 z
一

C P )
.

1
.

2
.

2 序列分析

由大连 毛必妞R a
公司测定重组克隆的全序列

,

用 D NA sl s 和 P Ro sl s 软件
, )进行序列分析

.

1
.

2
.

3 刀江刃V
一

〔汤叮 cP 基 因在大肠杆菌中的诱导与表达

将 cP 基因克隆到 p S B EIT 〕 ,

声B E (T :
表达载体上

,

获得重组质粒 声B E T七
一

C P 和 sP B E T c 一

C P

并转化大肠杆菌 B2I l( DE 3)
.

将表达克隆 声B EhT
一

C P
,

p SB E T c 一 CP 及其相应的空载体克隆活化

后
,

用 1

~
F L IPT G 诱导培养 5 一 7 h

,

离心收集菌体
.

向菌体中加人原菌液 1/ or 体积的超声

缓冲液 (50 mn
l o l / L irT

s 一H CI PH S
.

0
,

2
~ ol / L E D T A p H S

.

0)
,

再加入 10 m g/ mL 溶菌酶及 1%

irT otn
一

X
一

100
,

30℃放置 巧 m in 后
,

冰浴下采用 刀 9 2
一

n 超声波细胞粉碎机破碎细胞
,

在 12 %

SD S
.

PA GE 上分析
.

1
.

2
.

4 T Y L C V
.

C l ll C P 抗血清的制备

将 TY LCV
一

CH I C P 蛋白经 SD S
.

PAGE 后
,

冰浴下用 0
.

25 1210 1/ L KC I染色
,

切下特异蛋白带
,

在冰上研成匀浆
.

以 l m酬mL 牛血清白蛋 白为标准蛋白溶液
,

用紫外线吸收法测定免疫抗原

的浓度
.

免疫分 4 次
,

第 1次皮下注射后
,

每隔 7 d 进行一次肌肉注射
,

共两次
,

13 d 后第 4 次

加强免疫
.

4 次免疫抗原的浓度分别为
: 巧

,

32
,

18
,

巧 m酬mL
.

1
.

.2 5 E L IS A 测定

采用直接 E ll s A 测定程序 ( A g
一

B SA
一

A b
一

I醛
HRP

一

ODP )
,

抗原浓度为 l m岁m L
,

抗血清作系列

稀释
,

BP S 缓冲液为阴性对照
,

读取各样品的 A , nnI光吸收数值
.

1
.

2
.

6 W se et m 印迹

对感染番茄黄化曲叶病
、

南瓜曲叶病
、

烟草曲叶病
、

赛葵曲叶病 的叶片
,

以及番茄黄化曲叶

病毒侵染的烟草
、

烟草曲叶病毒侵染的转基因番茄进行 从飞s et m 印迹检测
.

抗血清浓度 1 : 500
,

以免疫抗原为阳性对照
,

以不相关玉米粗缩病毒为阴性对照
.

植物蛋 白样品的制备
: 取 1

.

5 9

植物叶片加人 s mL 提取液 ( 50 ~
F L irT

s 一 H CI
,

印 ~
F L N aZ S几州 8

.

5 )
,

冰上研磨
,

l以X刃 r/

而 n
离心 or 而 n 后

,

将上清液用 PE GZO x 幻透析浓缩至 1/ or 体积
,

取 10 拌L 样品用于检测
.

在

W
e s t
em blo

t 中
,

使用的 0
.

45 脚 VP D F 膜为德国 eG l l n a l l
产品

,

辣根过氧化酶标记的羊抗兔 I娇

1) iH t ac hi 乳 ft

~ nE ig
~

gn oC
,

dtL

。?,;

尸
、手"
、。尸.
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为中山公司产品( 1 :( 1 x x〕)
,

碱性磷酸酶标记 的羊抗兔 够 为美国 V ec t or 实验室产品 ( :1 1《x刃 )

2 结果与讨论

2
.

1 月叹刀-V C H I 〔护基因的克隆

b P

3 67 5 \
2 3 2 3

它
19 2 9
一

, 3 7’
介

12 6 4
r

7 0 2—

图 1 重组质粒 夕 z
一

cP 的限制酶

图谱

l分子量标志 ; 2 石al, 刀 H l + 及” R l ;

3 石乞m H 工 ; 4 户 Z
一

CP

以感染 YT LCV
一

CH I 的烟草 DN A 为模板
,

经 CP R 得到 约

800 饰 的 D
NA 片段

,

将 P CR 扩增产物与克隆载体 pGE M
一

7 fZ 连

接并转化大肠杆菌
,

挑取重组克隆 ( p 7 z
一

C )P
,

aB m H I 和 coE R

I 双酶酶切分析表明
,

CP R 产物已被插入载体中 (图 1 )
.

2
.

2 刀以刃V
一

C石叮 CP 基因序列分析

将 YT CL V
一

C IH 在烟草上感染不同时间 (分别为 l a 和 3 a
)

的 CP 基因序列分别与感染番茄 的序列对 比分析表明
,

分别有

6 和 9 个碱基序列发生突变 ;推测氨基酸序列分别有 0 和 4 个

位点突变 (图 2 )
.

在 CP R 过程中
,

曾采用两种 DN A 聚合酶
,

得

到的 CP R 产物的核昔酸序列完全相 同
,

因此排除了 DNA 聚合

酶错配误差
.

此结果说明
r

贾 LCV
一

C IH 感染不同植物其 CP 基因序列发生突变
,

即使在 同一植

物上
,

随病毒繁殖时间的延长
,

核昔酸及氨基酸序列的突变频率也增高
.

正如 已报道 的 CCL
u V

l

l

6 l

2 l

12 1

4 1

1 8 1

6 l

2 4 1

8 l

3 0 1

10 1

3 5 8

1 2 0

4 12

13 8

A化 Ge G A咽 (鑫/ G) e GT e e e Ge e GAT A竹 e Te ATT Te e Ae T e e e Ge e T e G AAG GTG eGT e Ge eGG

M A K K V R

CGT AAC T TC

R

GCA GA C

D S

TGG TCA

W S

GTT CCA

V P

TCA CAT

P A D I V

CCC TAT CA G GGT CGT

P Y T G R

AAC AGG CCC AGT T AC

N R P M Y

AGG GGT T GT GAA GGC

R G C E G

ACT GGT AGA GTT AT r

T G K V l

I

GT T

V

CGG

R

CCA

P

CGC GT C ACC

L N

AGA CAA

R Q

AGC CC T

S P

CAT GAT

H D

ATT ACT

I T

F

AGT
M

GAT

D

GT T

V

R

CGG

R

ATG TAC

CGT

R

YGAE
户U

5
GCT
VCTAA >-CATATM

TGT

C

AAA G ,lT C从
Q

CT A
卿少 )G T

S 图(旦/C )

H

G竹
V

G从
E

GAT

D

TGT

C

GTA TCG GAT GT T

V

ACT CGT GGT AAC

R

陇 A

R

AGA

R

GCC

A

GGT

CAC CGT GGG AGA AGG
R

GAC

D

AGA

R

G

AAT

N

CGA

R

TCT
F

GT T GTT 啊 (A/ )A
K

D

TCC

S

G

ATT

G

A咽 (丛 /A)

K

AT T A从取 )T/ 烟 (I/ )T 从 G AAT

I K 凹 (互 / F) K N

ATT TAC

I Y

CAT CA A

LI T

R

GT C

V

AAT
N

CA A

T

N

GGG

G

GT A

V

ATG T TT

M F

CGT CCA AGT GGT AC T CCT

L

GAC

D

V

AAT

N

ATG

M

GAT

D

4 7 5 T AT

15 9 Y

G从
E

C C T

F

AGC

S

A叮
生

’

R P

GCT

A

5 G T

AC T GT A AAA AAC

T V K N

A从 T’f T TAT TCA

K F Y S

AGA T竹 ATC CGT

R F I R

AAT CAT ACG GGA
N H T E

囚(工/ A)回(昼/G) T

S

ACG G竹 ACG GGC GGA CAG TAT

G G Q Y

CAT GTT GT f TAC

H V V Y

GAT

D

GCT

V T

AAT ACT

N T

GCA TT A

A L

A

AAC

T TA AGG

L R

TGT AAG

C K

CAT CAA

H Q

T TC CAG CAA GTC T TT AAT GT T

F Q Q V F N C

GAT C GT T TT CAA GTT C GT CGT

D R F Q V R R

GAG CGA GCG TTC GTG AAG

E Q A L V K

GAA CAG GCG AAG TAC GAG

E Q A K Y E

TGT TGT T咽 (旦/C) AT G

嚼
(旦/ C) G

(A /A) 着
(旦/G) T ACT CAT G咽 (皿/G)

CC T

F

GT A

V

AT T G咽 (少 )C ,ffr G AAA GTG

L K V

(C /C) T H A

CGC ATC TAT T TC T AT GAT

R 1 Y F Y D

T
八.`

T
TL口人
.’l

T广é划剐曰户侧曰
11111IC,闷
z

5418602066222370

7 60

2 54

T CA C从 ATG

M

从 T TAA T从
N * *

图 2 乃乞C-V 乙月 I CP 基因的核昔酸及其编码氨基酸序列

方框中的字母表示
,

1、毛CV
一

C IH 在烟草上繁殖 3 a 后 的碱基突变
,

括号 中带下划线的字母表示繁殖 l a 后 的碱基

突变
,

括号中带阴影的字母表示 TN LC卜 Cm 侵染番茄
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和 乃亿 C V基因组 DNA 在植物中随着时间的推移
,

发生 DN A 缺失
、

重排
、

亚基因组的产生
、

外源

D
NA 插人 的小环状 DNA 分子等现象 〔’ “

,

川
.

病毒基因组发生突变可 能是为了适应不同的环境

而产生的一种演化方式
,

在此过程 中
,

亚组 m 双生病毒 CP 中较为保守 的氨基酸序列 S KV R
-

R IR人DF sP (第 巧 一
26 位 )保持不变

.

2
.

3 别叹刃V
一

曰叮 CP 基因在大肠杆菌中的表达

2
.

3
.

1 基因编码特性

通常在大肠杆菌中极少用的 AGA
,

AGG 密码子在基因序列 中的出现
,

会降低该基 因在大

肠杆菌中的表达
,

A GA
,

A GG 含量越高表达越难
,

尤其在两个 以上 A GA 或 A C C 相串联时
,

容

易使基因片段的翻译终止
,

从而使此基 因在大肠 杆菌中的表达量极低甚至不能表达 sj[
.

在

刀亿 C -V 日界 CP 基 因编码 的氨基酸 中
,

精氨酸含量高达 or
.

47 %
,

其中 由稀有密码子 A GA
,

A GG 编码 的精氨酸占 3
.

49 %
,

而且在第 40
,

41 位氨基酸位点有 A GA AGA 相串联
,

这种基因结

构增加了 CP 基 因在 大肠杆菌中表达 的难 度 (该基 因 曾在几 种 常用 的原核 表达 载体
,

如

BP V 2 20
,

p T RXUF S
,

p E竹 a0 中均得不到表达
,

数据未显示 )
,

而在有利于富含稀有密码子基因

的表达载体 ( pBS ET )上表达成功
.

.2 .3 2 蛋白表达

将 ” 乞c v- CHI cP 基因分 别与 声B EhT
,

SP
-

B EcT 表达载体连接
,

获得 了 CP 基因的大肠杆菌

表达克隆 ( p SB ETb
一

C p
,

p SB EcT
一

C p )
.

经 1

mmo
F L

1刊毛诱导
,

S D S
一

PA GE 分析表明获得 了一条约 33

ku 的特异蛋白带
,

其大小符合表达 T YL CV
一

CHI C P

融合蛋白的理论值 33
.

14 ku (图 3 )
.

将表达菌体

细胞超声破碎后
,

将上 清液和沉淀分别在 SD S
-

PA GE 上分析
,

仅在沉淀中含有大量的特异表达蛋

白
,

证明所表达的蛋 白以包含体形式存在
.

2
.

4 1
,

Y L C V
.

C F压 C P 抗血清的检测

分别对 20
,

40
,

100
,

2印
,

《 幻
,

1 以:X)
,

1 日叉〕
,

2 《x x 〕
,

3 (Xx〕
,

4 (x x ) 倍系列稀释的抗血清进行检

测 (表 1 )
,

表明所制备的抗血清与免疫抗原具有

特异免疫反应
.

ku

一 9 4
.

4

一 6 6
.

2

一 4 3
.

0

一 3 1
.

0

一 14 4

图 3 月叹刃-V 日毋 CP 基因在大肠杆菌中的表达

及纯化

1含 声Bn l〕 空载体的 E
.

col i B 2L l( D E3 )总蛋白 ;2 含 声
-

B曰下 CP 的 E
.

col ` B皿 l( DE 3) 总蛋白 ;3 超声破碎后 卢
-

B E bI 上清液 ;4 超声破碎后 声BEn 〕沉淀 ;5
,

6 超声破碎后

声即压CP 沉淀 ;7 超声破碎后卢BnE
}

cP 上清液 ;8 蛋白

标准 ;9 纯化的 CP 基因表达蛋白

表 1 叨几CV
一

C IH CP 抗血清的 EH SA 检测结果

血清稀释倍数 ZD 40 100 2X(] 粼X)

A朔二值 0
.

7 3 0
.

即 0
.

9 8 1
.

0 1 1
.

05

1 〕洲)

1
.

05

1 日】〕

1
.

00

2 《I X)

1
.

0 3

3 (刀 )

0
.

9 8

4 以 l )

0
.
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利用制备的 YT LC V
一

C IH C P 抗血清对番茄黄化 曲叶病
、

南瓜曲叶病
、

烟草曲叶病
、

赛葵曲

叶病
、

番茄黄化曲叶病毒侵染的烟草
、

烟草曲叶病毒侵染转基因番茄进行了 W七s t e rn bl ot 检测

(图 4)
,

结果表明感染番茄黄化 曲叶病
、

南瓜 曲叶病
、

烟草曲叶病
、

感染番茄黄化曲叶病的烟

草
、

烟草曲叶病毒侵染转基 因番茄的植物材料均与所制备的抗血清有特异免疫反应
,

而且除南

瓜曲叶病反应的蛋 白略小之外
,

其他几种病毒的反应蛋 白位置与阳性对照一致
,

该血清与赛葵
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2 3 4 5 6 7 8 9

侧溯肠
耘沙职颐枷

图 4 感病植物与 叨几CV
`

CHI C P 抗血清的

We
s

ten rb l
o l结果

1 阳性抗原 (表达纯化 的 1乍毛CV
一

C川 CP) ; 2 阴性对 照

(感染玉米粗缩病毒 M田 〕V 的玉米 ) ;3 感染南瓜曲叶病

曲叶病及不相关玉米粗缩病毒没有反应
,

说明番

茄黄化 曲叶病毒
,

烟草 曲叶病毒以及南瓜 曲叶病

毒之间具有相同或相似的抗原决定族
,

此结果证

实了刘玉乐等报道 的 YT 忧 v
一

c IH
,

匆 L Cv
一

c IH 和

hT CL V
一

C IH CP 编码 的氨基酸序列具 有较高同源

性 的结果图
.

R o l〕e rt s
等也曾报道粉虱传双生病毒

具有抗原相关性「’ 2 〕
,

在不 同病毒 之间
,

外壳蛋 白

喜耀黑兹器篇黑黑龙黯男暑若孤
et

ha
,实验峨还曾多次检测。 肠黄脉病

,

感染 hT cL v 的番茄 ; 9感染赛葵曲叶病毒 M
acL

v 的赛葵 胜红蓟黄脉病和稀签黄脉病叶片
,

均没有反应 (数

上的一些抗原决定族可能相 同或相似
,

DNA 顺序

较为保守
,

特别在 相同地 区不同的双生 病毒之间

更是如此 z[,
4

,

” 一 `5〕
,

这可能与粉虱传播介体有关
.

据未显示 )
,

说明引起鳍肠黄脉病
、

胜红蓟黄脉病
、

稀签黄脉病 的病毒与番茄黄化曲叶病毒没有血清学关系
.

致谢 本所王文惠老师协助完成抗血清的制备
,

特此表示感谢
.
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