
生物技术

烟草蚀纹病毒外壳蛋白基因的克隆
及在毕赤酵母中的表达
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摘 要：利用 ()*+,(方法获得烟草蚀纹病毒（)-.）外壳蛋白（,+）基因，大小为 ’&/ 01。经过 !"# (2和 $#% 2双酶切、定向克隆到
1+2,/3，构建了真核表达载体 1+2,/3*)-.,+。将重组质粒用 456 2线性化后电转化导入毕赤酵母 74!!$中，经 +,(鉴定为阳性的菌
落，利用甲醇进行诱导表达，筛选出了高效表达菌株 74!!$*!!和 74!!$*!8，表达的蛋白大小约为 #’ 9:。表达产物经 4:4*+;7-割胶
纯化后，免疫家兔，制备了特异性抗血清，-<24;法检测效价为 !：!$%%。=>?@>AB 06C@结果显示，制备的抗血清可以用来检测田间的
发病植株。
关键词：烟草蚀纹病毒；外壳蛋白；毕赤酵母；表达
中图分类号：!"#$%& 文献标识码：’ 文章编号：&((")*#(+（,((-）(&)(($&)("

!"#$%$& ’$( )*+,)--%#$ #. !"#$%%" &!%’ ()*+, /#’0 +,#0)%$ &)$) %$ -)%’)$ .$,!"*),

=;D7 EFG*HFB!，=I JGB*K>BL"，M;D <F>*05C!

! )GAKLA5?? 2B?@F@G@> CK N>FOFBL PCA>?@AQ IBFR>A?F@Q，N>FOFBL !%%%&#，,SFB5
" TC6>UG65A +65B@ .FAG? <50V，DCA@SW>?@ 4UF*)>US IBFR>A?F@Q CK ;LAFUG6@GA> 5BX PCA>?@AQ，J5BL6FBL ’!"!%%，,SFB5

’./01230：; )-. ,+ L>B> W5? C0@5FB>X 0Q H>5B? CK ()*+,( 5H16FKFU5@FCB V )S> 1ACXGU@ W5? XFL>?@>X WF@S A>?@AFU@FR> >BXCBG*
U6>5?> !"# (2 Y $#% 2，5BX FB?>A@>X FB@C +FUSF5 15?@CAF? >Z1A>??FCB R>U@CA 1+2,/3V (>UCH0FB5B@ 165?HFX W5? 6FB>5AF[>X WF@S
456 2 5BX @S>B @A5B?K>AA>X FB@C 74!!$ ?@A5FB 0Q >6>U@AC1CA5@FCB V =S>@S>A @S> )-. ,+ L>B> W5? FB@>LA5@>X FB@C 56UCSC6 CZFX5?>
1ACHC@>A（;\E）6CUG? CB Q>5?@ USACHC?CH> W5? R>AFKF>X 0Q 5H16FKFU5@FCB WF@S ?1>UF56 1AFH>A? V 4:4*+;7- A>?G6@ ?SCW>X @S5@
@S> )-. ,+ L>B> W5? >Z1A>??>X SFLS6Q FB 74!!$*!! 5BX 74!!$*!8，5BX @S> HC6>UG65A W>FLS@ CK >Z1A>??FCB 1ACXGU@ FBXGU>X
WF@S !] H>@S5BC6 W5? 50CG@ #’ 9:V )S> 1ACXGU@ W5? G?>X 5? 5B@FL>B @C FHHGBF[> @S> A500F@ 5BX @S> @F@>A CK 5B@F?>AGH W5? !：
!$%%^ (>?G6@ CK =>?@>AB 06C@ ?SCW>X @S5@ @S> 5B@F?>AGH U5B 0> G?>X @C X>@>U@ XF?>5?>X @C05UUC? FB @S> KF>6X V
456 7819/：%#&’""# (%") *+,-.；UC5@ 1AC@>FB；/+")+’ 0’.%#,+.；>Z1A>??FCB

作者简介：王秀敏，女，博士，从事植物病毒学研究，)>6：!#$"%&’&$8’，

-*H5F6：W5BLZFGHFB!"#%_Q5SCCV UCHV UB
基金项目：陕西省烟草病毒病监控技术研究项目（"%%!3D*8）；西北农

林科技大学创新团队项目资助；国家自然科学基金

（#%"’%&’‘）

收稿日期："%%’*!"*"%

烟草蚀纹病毒病是一种世界性的病毒病害，由
aCSB?CB（!/#%）在美国的肯塔基州烟草上首次分离到，
属于马铃薯 J病毒属，病毒粒子为弯曲线状，在田间
主要通过蚜虫以非持久性方式传播，也可以种传和机
械传播，可侵染 !/科 !"%余种作物。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，在陕西渭
北烟区是仅次于烟草花叶病毒病的一种病毒病害，严
重影响烟草的质量和产量［!*"］。
目前，防治烟草蚀纹病毒病最有效的途径是选育

抗、耐病品种。在选育过程中需要大量的抗血清对烟
草蚀纹病毒进行检测。但是，烟草蚀纹病毒在繁殖过
程中极易受烟草花叶病毒的污染及受温度的限制，提
纯过程中往往不易获得高纯度、高浓度的病毒粒子，这
样就限制了抗血清的制备。因此有必要开辟新的途径
生产烟草蚀纹病毒的抗血清。本试验以从陕西烟田病
株中分离的烟草蚀纹病毒为研究对象，首次探讨对其
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外壳蛋白的真核表达，为该病毒病的快速检测及有效
防治提供了基础。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 试验材料：烟草蚀纹病毒毒原采自陕西省洵
阳县烟田，病原保存于 # $% &冰箱。大肠杆菌 ’(!%)、
*+,!由本实验室保存。毕赤酵母菌（!"#$"% &%’()*"’）
菌株 -.!!, 及辣根过氧化物酶（+/0）标记山羊抗兔
12-为华美生物工程公司。
!"!"3 主要试剂：表达载体 4015)6为 1789:;<2=7公司
产品。4(*!>?@.9A4B= C=D:<;购自日本 @EFE;E公司，限
制性内切酶 +#) /1 和 ,)( 1购自 (G1公司。蛋白胨、
-H!>和 IJG（酵母氮碱）为生工生物工程（上海）有限
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。
!"# 目的基因的扩增
根据 -=7=GE7F 中（KI$>$$,$）@LC 50 的基因序

列，设计一对扩增该基因的 05/引物如下（由北京赛
百盛公司合成）：上游引物 ,’?-5-KK@@5K-@-?
-5K5@-@--K@-5@--?M’，下游引物 ,’? K@KK-KK@?
-5--55-55@--5--K5555@KK@K-@-?M’。上游引物
带有 +#) -. 酶切位点，下游引物带有 ,)( 1酶切位点。
以感染 @LC的烟草病叶为材料，提取总 /JK［M］，以反
转录后的 D*JK为模板，扩增 50基因反应条件为：)H
&变性 M A97 后，进入 M% 个循环：)H &，! A97；N%"3
&，! A97；$3 &，! A97；最后 $3 &延伸 !% A97，H &保
存。
!"$ 表达载体 %&’()*+,-.(&的构建
将 05/产物插入 4(*!>?@ .9A4B= C=D:<;，转化宿主

菌 ’(!%)。提取质粒，用 +#) /1 O ,)( 1双酶切，回收目
的片段，插入 +#) /1 O ,)( 1双酶切的 4015)6，然后进行
连接并转化大肠杆菌 *+,!，提取质粒后用 05/及 +#)
/1 O ,)( 1酶切鉴定，筛选到正向的重组质粒命名为
4015)6?@LC50。
!"/ 重组质粒转化酵母宿主 01!!2
将酵母菌 -.!!, 制备成感受态：挑取酵母单菌

落，接种至含有 , AP I0*培养基的三角瓶中，M% &、
3,% Q M%% ; O A97培养过夜；取 !%% Q ,%%"P的培养物接
种于 ,% AP I0*中，M% &、3,% Q M%% ; O A97培养过夜，
至 R*N%%达到 !"M Q !",；将细胞培养物于 H &，M%%% 2
离心 , A97，用 ,% AP的冰浴冷的无菌水将菌体沉淀重
悬；M%%% 2离心 , A97，用 3, AP的冰浴冷的无菌水再
次重悬，离心后用 !% AP冰浴冷的 ! A<B O P的山梨醇溶

液将菌体沉淀重悬；M%%% 2离心 , A97，用 3 AP的冰浴
冷的 ! A<B O P的山梨醇溶液将菌体沉淀重悬，其终体
积约为 3", AP，按照 !%%"P O管分装。取出 !%%"P与
!%"P .EB 1 单酶切线性化的重组表达载体 4015)6?
@LC50混合，转入 %"3 DA的预先预冷的电转杯后，冰
浴 , A97，以 G9< /ES-=7= 0TBU=; 电转仪于 !", FC、3,

"V、3%%#条件下电转化，立即向其中加入 ! AP冰浴
的山梨醇，将菌液均匀涂布于事先准备好的 (* O ?+9U
平板，M% &孵育 M S后观察。
!"2 高拷贝整合转化子的筛选
参照 1789:;<2=7 公司试剂盒说明书的方法进行。

将 +9UW的阳性转化子，用无菌水稀释至 ! R*N%%值（!
R*N%%相当于 , X !%$ 的酵母细胞），然后用 !%, 的细胞
分别涂布于逐渐增高的 -H!> I0*（!"%、3"%、M"%、H"%
2 O P）平板上，M% &孵箱 , S后观察。选取具有高 -H!>
抗性且生长良好的菌株作为表达株，用于后续蛋白的
诱导表达。
!"3 表达菌株的初步诱导表达
参照 1789:;<2=7公司的说明书进行，具体如下：$

接种单菌落于 !%% AP G(-I液体培养基中，M% &摇床
剧烈震荡（M%% ; O A97）培养，至 R*N%%!H"%。%离心、收
集菌体，用 3% AP G((I培养基重悬，M% &摇床剧烈震
荡（M%% ; O A97）培养。&每天补加甲醇于培养基中至终
浓度 !Y，共诱导表达 H S。’离心后取诱导表达 H S
上清进行 .*. ?0K-L电泳观察。
!"4 表达蛋白的纯化及抗血清的制备

.*.?0K-L电泳后，用 %"3, A<B O P氯化钾染色直至
白色蛋白带出现，从聚丙烯酰胺凝胶上切下目的蛋白
条带，电洗脱、冷冻干燥后，适当稀释后免疫家兔制备
抗血清。
!"5 67897:; <=>9 分析

$.*.?0K-L：分别以发病植株及未发病植株叶片
的提取液［H］为样品进行 .*.?0K-L。

%转膜：经 .*.?0K-L 的凝胶在转移缓冲液（3,
AA<BO P @;9U，!)3 AA<B O P 甘氨酸，3%Y（CO C）甲醇，4+
>"M）漂洗，按照 .EAZ;<<F等［,］的方法将蛋白质从聚丙烯
酰胺凝胶电转移到硝酸纤维素（J5）膜上（H% C，H [）。

&封闭：将转移后的 J5膜用 @G.@（H">H 2 @;9U，
!,>"H> 2 JE5B，%", AP @\==7?3%，定容 !%%% AP，4+ $"H）
漂洗一下，转入封闭液（@G.@ W ,Y脱脂奶粉）中 H &封
闭过夜。

’第一抗体反应：封闭液中按 ! ] !,%% 的比例加
入 @LC 50 抗血清，室温下孵育 3 [。用 @G.@洗膜 M
次，每次 !% A97。
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!第二抗体反应：加入 !"#!稀释的辣根过氧化
物酶（$%&）标记山羊抗兔 ’()（稀释度为 * +*,,,），室温
下孵育 * -，!"#!洗膜 .次，每次 *, /01。

"显色：将 23膜置于 .4，.4，54，546四甲基联苯胺
（!7"）的显色液中，并加入 ,8,.9 203:和 *,#; .,9
$<=<，室温避光反应 5 > *, /01直至显色。

! 结果

!"# $%& ’(基因的 )$*(’)扩增
提取带毒烟草的总 %2?，@:0(@A（!）*B反转录后，用

设计的 !CD 3&基因特异性的上、下游引物扩增出外
壳蛋白基因，*9琼脂糖电泳结果显示 &3%产物条带
大小约为 EBF GH，与预期值大小一致（图 *）。

图 # $%&*’(基因的 (’)扩增

!"! 表达载体 +(,’-.*$%&’(的构建
构建的重组质粒 H&’3FI6!CD3&转化 J$5$，提取

质粒，用 !CD 3&的特异性引物对其进行 &3%鉴定，扩
增出了 EBF GH 大小的片断；将重组质粒 H&’3FI6
!CD3&用 !"# %’ K $#% ’进行双酶切，得到了 EBF GH大
小的目的片断，均与预期结果一致。表明 !CD 3& 基
因已经连接到表达载体 H&’3FI上（图 <、.），插入方向
及位置完全正确，可以进行诱导表达。
!"/ $%& ’( 在酵母中的诱导表达及表达蛋白的
010*(23%分析
经过 7J K 6$0L的初步筛选后，再用 )M*B筛选高拷

贝克隆，结果共获得了 *,,个克隆，（M /( K /;的 )M*B
平板生长）。随机挑取 N 个克隆，提取基因组，进行
&3%反应，均能扩增出 EBF GH大小的特异性片断，表
明 !CD 3&确实已整合到了酵母的染色体上。将几个
阳性菌株用甲醇诱导表达后，筛选出了具有高 )M*B抗
性且生长良好的菌株 )#**56**和 )#**56*M，将两者作
为表达菌株，甲醇诱导培养 M A 后离心取上清进行
#J#6&?)C电泳分析，发现在泳道中有一条非常明显的
蛋白带，大小约为 .E OJ，比预期值 <F8N OJ要大；而空
菌株无该条带及其它条带出现（图 M），表明用毕赤酵

母成功表达了 !CD 3&蛋白，可作为抗原制备高特异
性的抗血清。

图 ! 重组质粒 +(,’-.*$%&’(的 (’)鉴定

图 / 重组质粒 +(,’-.*$%&’(的酶切鉴定

图 4 $%&*’(蛋白在 (56758 +89:;<59表达的 010*(23%
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!"# 表达蛋白的纯化与抗血清制备
!"!#$%&’后，从胶上割下目的蛋白条带，电洗脱

冷冻干燥后，每次以 ())!* 蛋白的剂量免疫家兔，获
得了 +’,抗血清，采用 ’-.!%法测其效价为 / 0/1))。
!"$ %&’(&)* +,-(的分析结果
用发病植株提取液为样品，在约 (2 3"处可见清

晰的单一阳性反应条带，而未发病植株提取液的则无
该条带的出现（见图 1），表明制备的 +’,抗血清特异
性强，可以用来检测田间感染烟草蚀纹病毒病的烟草
植株。

图 $ .&’(&)* +,-(分析

/ 讨论

目的基因有活性的高效表达是制备有应用价值抗
血清的重要前提。在植物病毒界表达蛋白的方式最常
见的就是大肠杆菌表达体系，它具有产量高、成本低、
生产周期短的特点，但胞内高水平表达的外源蛋白大
多以不溶解、无活性的包涵体形式存在，包涵体需要经
过彻底的变性后再复性，才能恢复活性。而目前由包
涵体中提取高水平、高比活的目标蛋白的最大问题是
回收率极低，大部分目标蛋白在复性过程中析出丢失，
最终效应就是相对降低了蛋白表达水平。为了获得有
活性的蛋白和高特异性的抗血清，我们更换了表达系
统，选用了酵母表达体系对 +’, 4$进行了表达。
毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）基因表达系统是一种新

型的外源基因表达系统，兼有原核细胞良好的可操作
性及真核表达系统的许多优点，如进行蛋白质的加工、
折叠、转录后修饰等，毕赤酵母利用甲醇作为唯一的碳
源，它有 5个乙醇氧化酶基因 %67/和 %675，该基因
具有很强的启动活性，毕赤酵母表达系统正是利用该
启动子来启动外源蛋白的表达。表达载体通过同源重
组整合入酵母基因组而随同酵母染色体一起复制［8］。

本实验所用的 9$.4:;是分泌表达载体，采用 +%, .单
酶切使表达载体线性化，转化宿主菌 &!//1整合入酵
母染色体的 <=>?位点（位于 %67/位点的下游），通过
&?/@筛选获得多拷贝转化子，筛选出的表达菌株性质
稳定。本试验利用该系统成功表达了分泌性 +’, 4$
蛋白，并以此为抗原制备了高效价的抗血清。这不仅
克服了传统制备抗血清时的种种弊端，而且所制备的
抗血清特异性强，在检测时不易出现假阳性，可以快
速、准确地检测 +’,，为田间 +’,的检测奠定了基础。
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