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葡萄卷叶伴随病毒Ë CP基因在 E. coli中的表达
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　　[摘　要 ]　将葡萄卷叶伴随病毒Ë的 CP 基因克隆到表达载体 pET 230a 中,转化大肠杆菌BL 21,筛选得到阳

性克隆GB 21,用 IPTG诱导使其表达。SD S2PA GE 电泳分析表明,该CP 基因在大肠杆菌BL 21中得到大量表达。用

该病毒的CP 抗血清通过间接 EL ISA 证明所表达的蛋白具有很好的抗原性。
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　　葡萄卷叶病 (Grapevine leafro ll disease)是葡萄

上的重要病毒病害之一。该病在几乎所有的葡萄园

中都有发生,是世界上分布最广和造成损失最大的

一种葡萄病毒病[1 ]。研究表明,引起该病的病毒不止

一种,目前国际上承认的已有 5种,将其分别命名为

葡萄卷叶伴随病毒 É～ Í ( Grapevine leafro ll

associated2virus 1～ 5 GL R aV 1～ 5 ) [2 ]。其 中

GL R aV 23 是最主要的一种,它分布最广泛, 造成的

经济损失最大,且唯一具有自然介体。另外,该病毒

只存在于维管束组织,又没有草本寄主[3～ 5 ] ,也未见

有侵染其他植物的报道,给该病毒的提纯和抗血清

制备带来很大困难。美国的L ing 等[6, 7 ]报道了该病

毒基因 3′端三分之二的核酸序列,并将其CP 基因

进行克隆和转基因研究。我国尚未见有这方面的报

道。本试验将作者已经克隆的GL R aV 23 CP 基因转

入大肠杆菌表达载体 pET 230a, 构建了 GL R aV 23

CP 基因的大肠杆菌蛋白表达克隆。并诱导使其在大

肠杆菌中得到大量的表达,同时还对所表达的蛋白

抗原性进行了研究。

1　材料与方法

1. 1　表达载体的构建

　　试验所选用的表达载体为 pET 230a,BL 21菌株

是 T 7 噬菌体D E3 的溶源菌,可经 IPT G 诱导合成

大量的 T 4 RNA 聚合酶,在它的多克隆位点有限制

性酶N d e É和B am H É的切点,已有克隆 GK21是

将 GL R aV 23 CP 基因插入载体 pGEM 23zf 的 Sm a

É位点,它在设计引物时也加了N d e É和B am H É

2 个酶的酶切位点,用这两种限制性内切酶分别切

割 GK21 质粒和 pET 230a 质粒,低熔点琼脂糖回收

目的片段粘端连接,转化新鲜大肠杆菌感受态细胞,

并用双抗性进行筛选。具体操作见文献[ 8 ]。

1. 2　表达克隆的分析

将筛选的单菌落划线培养,用牙签挑取少量划

线培养的菌落与 50 ΛL 的细菌抽提液悬浮均匀,然

后 100 ℃处理 2 m in, 立即置于冰上 5 m in,

1 000 röm in离心 1 m in。取 1 ΛL 上清液做为 PCR 扩

增的模板。 PCR 扩增程序为 94 ℃ 1 m in, 53 ℃

45 s, 72 ℃ 90 s, 35 个循环。提取阳性克隆的质

粒[8 ] ,用N d e É和B am H É进行双酶切分析。

1. 3　GL R aV 23 CP 基因在大肠杆菌中的表达

取筛选到的阳性克隆的冻存菌 5ΛL ,接入 5mL

含氯霉素和卡那霉素的 2×YT 液体培养基中,共 2

管, 其中 1 管为对照。37 ℃剧烈振荡培养 3～ 4 h

(OD 600约为 0. 3～ 0. 4)。其中 1管加入 IPT G至终浓

度为 1 mmolöL ,继续培养 5 h,对其进行诱导表达。

制备表达蛋白包涵体,见分子克隆实验指南[8 ]。用

SD S2PA GE 进行电泳分析。

1. 4　表达蛋白抗原性测定

用间接 EL ISA 测定表达蛋白的抗原性。所用
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GL R aV 23 的 CP 抗血清由美国康乃尔大学朱海英

博士提供。试验设有诱导、未诱导、空载体和空白对

照 4 种处理, 抗原稀释度为 1ö103, 1ö104, 1ö105,

1ö106 和 1ö107, 2 个重复。样品处理: 取培养物

1. 5 mL , 6 000 röm in 离心 5 m in,收集菌体。每管加

0. 5 mL裂解缓冲液, 1 ΛL 溶菌酶 (10 göL ) ,振荡悬

浮后,静置 30 m in。6 000 röm in 离心 10 m in,弃去上

清,每管加 0. 5 mL 洗涤缓冲液,悬浮 10 m in。6 000

röm in 离心 10 m in, 沉淀用 40 ΛL 8 molöL 尿素溶

解。

2　结果与分析

2. 1　表达克隆结果分析

　　为了在大肠杆菌中表达 GL R aV 23的CP 基因,

对克隆GK21进行了亚克隆。将所克隆的CP 基因转

入表达载体pET 230a上。用限制性内切酶N d e É和

B am H É 分别切克隆质粒 GK21 和载体 pET 230a,

克隆GK21为 2条带,其中较小的 1条 1 kb 左右,为

克隆的目的基因。载体 pET 230a酶切结果为 1条 5

kb 左右的带。用低熔点琼脂糖回收目的片段,再进

行连接,转化大肠杆菌BL 21,BL 21细菌具有氯霉素

抗性, 质粒 pET 230a 带有卡那霉素的抗性基因, 用

氯霉素和卡那霉素双抗性筛选阳性克隆。再用快速

裂解 PCR 和N d e É与B am H É双酶切对克隆进行

进一步分析鉴定,结果得到阳性克隆GB 21。GB 21用

快速裂解 PCR (见图 1)和N d e É 与B am H É 双酶

切 (见图 2)都得到约 1 kb 的特异带,表明目的基因

已克隆至表达载体上。

2. 2　克隆化基因表达结果分析

用 IPT G 进行诱导表达后,提取包涵体蛋白,通

过 SD S2PA GE 凝胶电泳进行检测。结果如图 3 所

示。从图 3可以看出,经过 IPT G诱导的细菌,出现 2

条表达量明显增大的蛋白。由分子质量M arker 可

知,其中1条的分子质量约为 35 000 u,与L ing 等[7 ]

报道的 35 000 u的 GL R aV 23的CP 一致。

2. 3　表达蛋白抗原性分析

通过间接 EL ISA 对克隆化基因表达蛋白进行

进一步分析,用酶联仪测得结果见表 1。从表 1可以

看出,经过 IPT G诱导产生的蛋白OD 490的值明显高

于未诱导的和只含空载体的大肠杆菌蛋白。如果以

含空载体的大肠杆菌蛋白作为阴性对照,根据 PöN

> 2 判断, 在稀释度为 1∶107 时, 诱导蛋白仍呈阳

性反应。这说明所表达的蛋白具有很好的抗原性。

图 1　表达克隆GB21 PCR 扩增结果
M. PCR M arker; 1. 阴性对照; 2～ 3. PCR 扩增产物

Fig. 1　PCR amp lification result of
　　exp ression clone GB21

M. PCR m arker; 1. N egative con trast;
2～ 3. PCR amp lification p roduct

　
　

　

图 2　表达克隆GB21重组片段酶切分析
M. DL 1 500 DNA M arker;

1. 克隆片段N d e É + B am H É酶切结果;
2. 克隆 GB21质粒

Fig. 2　Restriction m app ing of recom bina2
tion fragm ent of exp ression clone GB21

M. DL 1 500 DNA m arker; 1. Restriction m app ing
of clone fragm ent w ith N d e É + B am H É ;

2. C lone GB 21 p lasm id

图 3　表达克隆GB21诱导表达结果
M. 蛋白质标准分子质量;

1～ 2. GB21诱导表达后提取的外壳蛋白;
3～ 4. GB21诱导表达产物;

5. 未诱导表达的GB21

Fig. 3　 Induced exp ression result of
exp ression clone GB21

M. P ro tein m arker; 1～ 2. Purified coat
p ro tein after inducing exp ression fo r

GB21; 3～ 4. Induced exp ression p roduct
fo r GB21; 5. No2induced exp ression GB21
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表 1　表达蛋白抗原性 EL ISA 检测

Table 1　D etected exp ression p ro tein an tigen icity w ith EL ISA

处　理
T reatm ent

稀释倍数D ilution m ultip le

1∶103 1∶104 1∶105 1∶106 1∶107

诱　　导
Induced O verflow O verflow 2. 746 0. 994 0. 470

未 诱 导
No2induced

2. 581 0. 717 0. 307 0. 186 0. 236

空 载 体
Emp ty vecto r

2. 251 0. 294 0. 281 0. 233 0. 230

空白对照
Constrast 0. 078 0. 098 0. 096 0. 099 0. 072

3　讨　论

GL R aV 含有至少 5种类型的病毒粒子,侵染系

统复杂。其病毒粒子只存在于韧皮部,而且在植物体

内含量很低。国内目前在植物病毒检测中应用最广

泛的方法是 EL ISA , 因为其操作简单, 而且一次可

检测大量的样品。EL ISA 需要有特异的抗血清来诱

捕病毒。对于葡萄卷叶病毒的检测的主要限制在于

必须有高质量的抗血清。由于受病毒含量以及植物

组织中抑制物的影响,要通过提取病毒来制备大量

抗血清是很困难的。运用基因工程的方法,将此病毒

的 CP 基因克隆并转化到大肠杆菌中, 并使其在大

肠杆菌中大量表达,然后通过纯化CP,制备大量的

CP 抗血清无疑是解决该问题的一个非常好的方法。

葡萄卷叶病毒伴随Ì是葡萄卷叶伴随病毒中分布最
广,经济意义最大的病毒之一。本试验对其CP 基因

进行了克隆和表达,为制备高效价的CP 抗体提供

了良好的试验材料。同时也为抗 GL R aV 23 转基因

葡萄的培育和其分子生物学的深入研究奠定了基

础。

本试验在表达 GL R aV 23 CP 基因时, 出现了

2条带,其中 1条与该病毒的CP 分子质量相符。另

外 1条较小些,推测可能有 2种原因。一是该病毒的

CP 被细菌体内的蛋白酶部分降解,分子质量变小;

二是在其CP 基因起始密码子的下游还存在另外一

个起始密码子,它同时也进行了翻译。这尚需进行进

一步的研究证实。
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Exp ression of grapevine leafro ll associated2V irus23
coat p ro tein gene in E. coli
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(1 College of P lant P rotection, N orthw est S cience and T echnolog y U niversity of A g rculture and Forestry , Y ang ling , S haanx i 712100, China;
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Abstract: In th is study, the coat p ro tein gene of GL R aV 23 w as cloned in to exp ression vecto r PET 230a, then

translated in to E. coli BL 21, and the recom binan t p lasm id w as obtained. GL R aV 23 coat p ro tein gene w as
exp ressed in E. coli th rough IPT G inducing. A nd a 35 Ku peculiar p ro tein as expected w as show ed in SD S2
PA GE. T he an tigen icity of th is p ro tein using EL ISA w as verified as w ell.
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