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烟草蚀纹病毒外壳蛋白基因的克隆与原核表达
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　　[摘　要 ]　根据烟草蚀纹病毒 (T EV ) CP 序列设计合成上下游引物, 利用 R T 2PCR 方法获得了 T EV CP 基

因, 大小为 789 bp。将 T EV CP 基因克隆到 pM D 182T Simp le V ecto r, 经 E coR É öS acÉ 双酶切得到目的片段, 并将

其定向插入到 pET 30a 载体中构建了原核表达载体 pET 302T EV CP, 重组质粒经 E coR É 和 S acÉ 双酶切鉴定及基

因测序验证正确后, 转化大肠杆菌BL 21, 用 IPT G 进行诱导表达。结果表明, T EV CP 基因在大肠杆菌中获得了高

效表达, 分子量约为 37 ku。以表达产物为抗原免疫家兔, 制备了特异性抗血清, 其效价为 1ö1 204。W estern b lo t 检

测结果表明, 制备的抗血清可用于检测田间的发病植株。
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　　烟草蚀纹病毒病由烟草蚀纹病毒 ( Tobacco

etch viru s, T EV )引起, 是一种世界性的病害。该病

毒 1930 年由 John son 在美国肯塔基州的烟草上首

次分离到, 属于马铃薯 Y 病毒属, 病毒粒子呈弯曲

线状, 多为 723 nm ×11. 5 nm。在田间主要通过蚜虫

以非持久性方式传播和机械摩擦传播, 可侵染约 19

科 120 余种植物。烟草蚀纹病毒病在我国各大烟区

均有不同程度地发生危害, 陕西烟区发生普遍, 严重

影响烟草的质量和产量[125 ]。

目前, 防治烟草蚀纹病毒病最有效的途径是种

植抗病品种、药物防治和农业措施等。在选育抗、耐

病品种的过程中需要大量的抗血清对烟草蚀纹病毒

进行检测。但由于烟草蚀纹病毒的繁殖和提纯比较

困难, 在繁殖过程中极易受烟草花叶病毒的污染, 往

往不易获得高纯度的病毒粒子, 限制了抗血清的制

备。为此, 本试验首次克隆了烟草蚀纹病毒陕西分离

物的外壳蛋白基因, 并对其进行了原核表达, 以为该

病毒病血清学和分子检测提供理论基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

　　烟草蚀纹病毒毒原采自陕西省泾阳县烤烟田,

烟叶呈典型蚀纹症状, 保存于- 70 ℃冰箱。大肠杆

菌菌株 JM 109、BL 21 及表达载体 pET 30a, 均由西

北农林科技大学植保学院植物病毒研究室保存。

pM D 182T Simp le V ecto r 购自日本 T akara 公司, 限

制性内切酶 E coR É 和 S acÉ 为M B I 公司产品。凝

胶回收试剂盒、质粒抽提试剂盒为安徽优晶生物工

程有限公司产品。辣根过氧化物酶 (HR P)标记山羊

抗兔 IgG 为华美生物工程公司产品。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　引物设计合成　按 T EV CP 基因序列

[A Y787757 ] 设计引物: 上游引物 5′2GC GAA T

TCA GT G GCA CT G T GG A T G CT G G23′, 下游

引物 5′2GC G A GC TC T GGC GGA CCC CTA

A TA GT G23′。上游引物带有 E coR É 酶切位点, 下

游引物带有 S acÉ 酶切位点。

1. 2. 2　目的片断的扩增　以感染 T EV 的烟草病

叶为材料, 参考文献[ 6 ]的方法提取RNA , 以反转录

后的 cDNA 为模板, 进行R T 2PCR 扩增。反应条件

为: 94 ℃变性 3 m in; 94 ℃ 1 m in, 54 ℃ 50 s, 72 ℃

1 m in, 30 个循环; 最后 72 ℃延伸 10 m in, 4 ℃保存。

1. 2. 3　原核 pET 30a 表达载体的构建　将上述

PCR 扩增产物插入克隆载体 pM D 182T Simp le

V ecto r, 转化大肠杆菌 JM 109。提取质粒, 经DNA

测序验证后, E coR É öS acÉ 双酶切回收目的片段,
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定向插入 E coR É öS acÉ 双酶切的原核 pET 30a 载

体中, 转化大肠杆菌BL 21 感受态细胞, 用酶切及测

序鉴定的方法筛选, 得到重组质粒 pET 302T EV

CP。

1. 2. 4　蛋白的原核表达　从转化板上挑取含重组

质粒的单菌落, 37 ℃过夜培养, 以体积比 1∶100 将

过夜培养物转接入含有Kan 的 10 mL LB 液体培养

基中, 37 ℃振荡培养 2～ 3 h 至OD 600 0. 5～ 0. 6, 取

1. 5 mL 菌液作为未诱导对照, 然后加入 10 ΛL 200

m gömL 的 IPT G 储液, 继续振荡培养 4～ 6 h, 取菌

液 12 000 röm in 离心 2 m in, 收集菌体沉淀, 加入 50

ΛL 超纯水、等量的 2×上样缓冲液, 煮沸 10 m in,

10 000 röm in 离心, 取上清进行 SD S2PA GE (分离

胶浓度为 10% ) , 考马斯亮蓝 R 2250 染色, 0. 2

mo löL 氯化钾脱色后观察目的带。

1. 2. 5　抗血清的制备　从聚丙烯酰胺凝胶上切下

目的蛋白条带, 电洗脱、冷冻干燥, 适当稀释后免疫

家兔, 制备抗血清。抗血清效价的测定采用试管沉淀

法[7 ]。

1. 2. 6　W estern bo lt 分析　 (1) 转膜。经 SD S2
PA GE 凝胶在转移缓冲液 (25 mmo löL T ris, 192

mmo löL 甘氨酸, 体积分数 20% 甲醇, pH 8. 3) 漂

洗, 按照 Sam b rook 等[8 ]的方法将蛋白质从聚丙烯

酰胺凝胶转移到硝酸纤维素 (N C)膜上 (40 V , 4 h)。

(2) 封闭。将转移后的N C 膜用 TBST (4. 84 g

T ris, 158. 48 g N aC l, 0. 5 mL Tw een220, 定容至

1 000 mL , pH 7. 4) 漂洗, 转入封闭液 (TBST + 5%

脱脂奶粉)中, 4 ℃封闭过夜。

(3) 第一抗体反应。封闭液中按体积比 1∶500

加入 T EV CP 抗血清 (本实验制备) , 室温下孵育 2

h。用 TBST 洗膜 3 次, 每次 10 m in。

(4) 第二抗体反应。加入 TBST 稀释的辣根过

氧化物酶 (HR P) 标记山羊抗兔 IgG (稀释度为 1∶

1 000) , 室温下孵育 1 h, TBST 洗膜 3 次, 每次 10

m in。

(5) 显色。将N C 膜置于 3′, 3′, 5′, 5′2四甲基联

苯胺 (TM B )显色液中, 加入 100 ΛL 30% N iC l 和 10

ΛL 30% H 2O 2, 室温避光反应 5～ 10 m in 直至显色。

2　结果与分析

2. 1　T EV CP 基因的扩增

　　R T 2PCR 扩增产物经 1% 琼脂糖电泳, 结果显

示 T EV 陕西分离物CP 基因大小为 789 bp (图 1)。

将回收后的基因片断插入 pM D 182T Simp le V ec2
to r, 筛选得到 pM D 2T EV CP, 提取其质粒, 测序验

证正确后用 E coR É öS acÉ 双酶切, 回收目的片段,

定向插入到 E coR É öS acÉ 双酶切的 pET 30a 载体

中, 筛选得到重组质粒 pET 302T EV CP。
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2. 2　原核表达载体的构建与鉴定

用 E coR É öS acÉ 对重组质粒 pET 302T EV CP

进行双酶切, 得到大小为 789 bp 的目的片段 (图 2)。

对表达载体 pET 302T EV CP 进行序列分析, 结果确

证 T EV CP 插入方向及位置完全正确, 可以进行诱

导表达。

2. 3　T EV CP 在大肠杆菌中的诱导表达

将带有表达载体 pET 302T EV CP 的BL 21 培

养 4 h 后, 离心, 取上清, 经 SD S2PA GE 电泳分析发

现, 在泳道中有 1 条非常明显的蛋白带, 大小约为

37 ku, 未经诱导的含有重组表达质粒的菌株未产生

此条带 (图 3)。表明用原核载体成功表达了 T EV

CP 蛋白。

2. 4　抗血清的制备

以诱导表达的特异蛋白条带为抗原, 适当稀释

后免疫家兔, 获得了 T EV 抗血清。试管沉淀法测定

的抗血清效价为 1ö1 024。

2. 5　W estern b lo t 的鉴定结果

以发病植株提取液为样品, 在 37 ku 处可见清

晰的单一阳性反应条带, 而未发病植株提取液无该

条带 (图 4) , 说明制备的抗血清可用于检测田间发

病植株。

3　讨　论

表 达 载 体 pET 30a 是 带 有 多 克 隆 位 点

(Po lylinker)的载体, 多克隆位点的下游含有寡聚组

氨酸标签, 其可使外源蛋白C 端与载体上 6 个组氨

酸融合, 便于通过H is B ind 柱提取重组蛋白。本实

验通过 PA GE 胶分离目的蛋白、电洗脱的方法获得

抗原, 这简化了分离抗原蛋白的程序并节省了成本,

且该抗原具有很好的免疫原性; 制备的抗血清效果

好、特异性强, 为下一步工作, 即筛选抗、耐病品种奠

定了基础[9212 ]。
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C lon ing of tobacco etch viru s cp gene and p rokaryo t ic exp ression in E. coli
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Abstract: Coat p ro tein (CP ) gene of tobacco etch viru s w as cloned in to pM D 182T simp le vecto r by

m ean s of R T 2PCR amp lif ica t ion,w h ich w ere cleaved w ith rest rict endonuclease E coR ÉöS ac É and in serted in2
to pET 30a. W e con structed the exp ression vecto r of pET 302T EV CP w h ich w as cleaved w ith E coR ÉöS ac É and

gene sequenced exact ly, and then tran sfo rm ed in to BL 21 ho st st ra in of E. coli. T he target p ro tein w as in2
duced by IPT G and the mo lecu lar size of exp ression p roduct w as abou t 37 ku. T he p roduct w as u sed as

an t igen to imm un ize the rabb it and the t iter of an t iserum w as 1∶1 204. W estern b lo t show ed that the

p repara ted an t iserum can be u sed to detect the tobacco s infected T EV.

Key words: tobacco etch viru s; coat p ro tein; p rokaryo t ic exp ression; an t iserum
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