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摘要 }从美洲商陆k Πηψτολαχχα αμεριχαναl叶片中通过异硫氰酸胍法提取出了完整的总 � �� o经 � ×2°≤ � 扩增

出缺失突变型 °�°基因 o将该基因与克隆载体 ³�∞�kµl2× 相连接 o从 ≥°y 和 ×z 两端同时对其进行序列测定 o共

测得 ztt个碱基 o与国外报道的 °�° 基因序列相比较 o其同源性达 || qy h ∀同时将该基因克隆至原核表达载体

³∞×2x¤上 o转化大肠杆菌菌株 ��utk⁄∞vl2³̄¼¶≥ o在 s qw°°²̄r ��°× � 的诱导下表达 o经 ≥⁄≥2°��∞分析表明 o该

基因在大肠杆菌中得到了特异性表达 o表达蛋白大小为 uy®∏o与预期值相符 ∀ • ¶̈·̈µ± ¥̄²··¬±ª分析发现该表达蛋

白与法国 °�°抗血清有特异反应 ∀琼脂双扩散免疫沉淀法鉴定发现表达蛋白与其自己的抗血清及法国的 °�°抗

血清均能形成免疫沉淀线 o且这两条沉淀线在相交处呈融合状态 o说明原核表达的该蛋白与法国从商陆叶片中提

取出的 °�°具有高度的同源性 o也说明本试验准确克隆到了 °�°基因且在大肠杆菌中得到了表达 ∀

关键词 }美洲商陆 ~°�°基因 ~序列分析 ~原核表达
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  用生物技术方法定向改造作物 o可以培育出抗

病优质的农作物新品种 ∀近年来试验证明将病毒外

壳蛋白基因及复制酶基因等转入植物中表达 o可以

使植物获得不同程度的抵抗病毒侵染的能力≈t ou  ∀

但是 o这类转基因植物绝大多数都是只针对单个病

毒具有一定的抗性 o而对多种病毒的复合侵染则无

能为力 o限制了它们在实际生产中的利用价值 ~而更

为人们所关注的是这类转基因作物的抗病毒基因本

中国农业科学  ussu ovxkwl }v|s p v|v
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身就是病毒的基因 o由于在自然界植物病毒存在着

重组和异源包装的现象 o这类转基因作物是否会产

生危害性更强的病毒 o人们迄今对此类隐患尚无法

预料 o还需要对其进行长期效应的研究 ∀因此 o挖掘

具有广谱抗性且来源于植物的抗病毒基因已成为研

究的目标 ∀

美洲商陆抗病毒蛋白k³²®̈ º¨̈ §¤±·¬√¬µ¤̄ ³µ²2

·̈¬± o°�°l具有抑制多种病毒侵染的能力 o是从美

洲商陆k Πηψτολαχχα αμεριχαναl叶片中分离出来的

一种单链碱性蛋白 o分子量为 u|®∏≈v ow  ∀该蛋白属

于 � 型核糖体灭活蛋白 kµ¬¥²¶²° 2̈¬±¤¦·¬√̈ ³µ²·̈¬±o

��°l o具有 � �� �2糖苷酶的活性 o能专一地从真

核生物核糖体 ys≥大亚基的 u{≥ µ� �� 特殊位点上

切下一腺嘌呤 o使其难与蛋白质合成的延伸因子

∞ƒ2u结合 o从而阻碍了蛋白质的合成≈x oy  ∀

最新研究表明 o°�°不但能够对 z 个植物病毒

属的成员具有抑制作用≈z o{  o而且对真菌 !细菌及人

类免疫缺陷型病毒k��∂ l等都具有一定的抑制效

果≈| ∗ tt  o具有广谱的抗病性 ∀另外研究表明 o°�°

的抗毒活性区与对寄主细胞的毒性区彼此分离≈tu  o

因此可以通过基因改造 o去其细胞毒性区而保留其

抗病毒活性区 o即可以发挥其实际利用价值 ∀本文

报道了通过缺失突变的方法 o克隆了只对病毒有抑

制作用而不干扰寄主植物生长的无毒型 °�°基因 o

并进行了序列测定 o且在大肠杆菌中进行了表达 o为

进一步研究其在植物中的表达奠定基础 ∀

1  材料与方法

1 q1  材料

1 q1 q1  美洲商陆种子 !菌株及质粒  商陆种子采自

中国医学科学院药用植物研究所 o宿主菌株��tts !

��utk⁄∞vl2³̄¼¶≥由本室提供 o载体 ³�∞� kµl2× 及

³∞×2x¤购于 °µ²° ª̈¤公司 ∀

1 q1 q2  酶及试剂  限制性内切酶及其它试剂皆为

°µ²° ª̈¤公司产品 ∀

1 q1 q3  °�° 抗血清  由法国 �ƒ � 分子生物学实

验室 °«¬̄¬³³̈ ⁄∏̄¬̈∏博士惠赠 ∀

1 q2  方法

1 q2 q1  商陆叶片总 � �� 的提取  将商陆种子播

种于温室 o待出苗后 w周采其叶片 o采用异硫氰酸胍

方法提取其总 � �� ∀

1 q2 q2  引物的合成  根据�¬± ± 等 t||t年≈tv 发表

的 °�° ¦⁄�� 序列 o设计出 �!≤ 端缺失型 °�° 基

因扩增引物 o为便于克隆 o分别在引物两端引入限制

性酶切位点 ∀

x. 引物 }≤≤
× ≤ × ���

÷¥¤´
≤ �× �× �

�§̈ ´
�× ���× �≤2

��× ≤ �× ≤ × �≤ ��

v. 引物 }��
��× �≤≤

�³±´
���× ≤≤

�¤°� ´
× ≤ �≤≤ �≤ × ×2

��≤ �≤≤ �≤ × ��

1 q2 q3  ¦⁄�� 合成和 °≤ � 扩增  利用 � ×2°≤ � 方

法克隆缺失突变型 °�° 基因 o°≤ � 条件为 |w ε

t°¬±oxx ε u°¬±ozu ε t°¬±o共 vx个循环 ∀

1 q2 q4  °≤ � 产物的克隆及序列分析  按照 ³�∞�

kµl2× 载体试剂盒的要求 o将 °≤ � 产物与该载体连

接成重组质粒 ³×v o然后转化大肠杆菌 ��tts o在含

有 ÷2ª¤̄ 及 �°× �氨苄青霉素 ��培养基上 o挑选白

色菌落 o提取其重组质粒 o经酶切鉴定确认后 o由上

海博亚生物公司进行序列测定 ∀

1 q2 q5  原核表达载体的构建及其表达  将 ³× v用

�§̈�和 �¤°��酶切 o回收 ztt¥³外源片段 o重组到

原核表达载体的 �§̈�和 �¤°��酶切位点 o获得大

肠杆菌表达载体 ³∞×v o然后将其转化大肠杆菌

��utk⁄∞vl2³̄¼¶≥ o以空载体为阴性对照 o经 �°× �

诱导表达后 o提取菌体进行 ≥⁄≥2°��∞分析 ∀

1 q2 q6  • ¶̈·̈µ± ¥̄²··¬±ª分析  将聚丙稀酰胺凝胶

中的蛋白质电转移到硝酸纤维素膜k�≤l上 o脱脂奶

粉封闭后 o用法国 °�°抗血清作一抗与 �≤ 膜上的

蛋白杂交 o经漂洗后再与碱性磷酸酶标记的羊抗兔

抗血清杂交 o然后加碱性磷酸酶底物 ��×r�≤�° 进

行显色反应 t°¬±o再用蒸馏水冲洗停止反应 ∀

1 q2 q7  琼脂双扩散鉴定  在琼脂板上打v个小孔 o

在其中一孔中加入 xsΛ̄ 原核表达蛋白 o然后在其周

围的另外两孔中分别加入 xsΛ̄ 法国 °�°抗血清和

表达蛋白抗血清 ovz ε 温育 uw«∀

2  结果与分析

2 q1  °�°基因的 °≤ � 扩增及克隆

以提取的商陆叶片总 � �� 作为 � ×2°≤ � 的模

板进行扩增 o电泳结果显示为一条均匀的 ⁄�� 条

带 o大小为 zwu¥³o与设计要求的预期值一致 o将

°≤ � 产物回收后与 ³�∞�kµl2× 载体连接得到重组

质粒 ³×v o经 ÷¥¤�和 �³±�双酶切鉴定证明重组质

粒 ³×v含有 °�°基因片段k图 tl ∀

2 q2  °�°基因序列分析

分别从重组质粒 ³×v的 ×z启动子和 ≥°y启动

子对克隆的外源片段进行序列分析 o结果表明 o重组
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t qΚ⁄��r∞¦²� �n �¬±§¶ ~u q重组质粒酶切图 ~v q� ×2°≤ � 产物

t qΚ⁄��r∞¦²� �n �¬±§¶ ~u q×«̈ §¬ª̈¶·̈§µ̈¦²°¥¬±¤·¬²± ³̄¤¶°¬§³×v ~

v q×«̈ ³µ²§∏¦·²© � ×2°≤ �

图 1  � ×2°≤ � 扩增 °�° 抗毒基因及酶切重组质粒 ³×3 电

泳图

ƒ¬ªqt  °�° ª̈ ±̈ ¤°³̄¬©¬̈§ ¥¼ � ×2°≤ � ¤±§·«̈ ¤ª¤µ²¶̈ ª̈¯

¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈¶¬¶²© ·«̈ §¬ª̈¶·̈§ µ̈¦²°¥¬±¤·¬²± ³̄¤¶°¬§

³×v

质粒 ³×v中插入的外源 °�°基因全长为 ztt¥³o与

�¬± ± 等 t||t年发表的 °�° ¦⁄�� 序列同源性达

|| qy h ∀ 该基因已在 � ±̈�¤±® 登录 o登录号为

�ƒvv{|ts ∀

2 q3  大肠杆菌表达载体的构建及 °�°基因在大肠

杆菌中的表达

为便于今后研究 °�° 基因在转化植物中的表

达 o我们构建了大肠杆菌的表达载体³∞×vk图ul o

图 2  原核表达载体 °∞×3 的构建策略

ƒ¬ªqu  ≥·µ¤·̈ª¼ ©²µ¦²°³¤µ¬¶²± ²©³µ²®¤µ¼²·¬¦ ¬̈³µ̈¶¶¬²± √ ¦̈·²µ

³∞×v转化大肠杆菌菌株 ��utk⁄∞vl2³̄¼¶≥ o经s qw

°°²̄r��°× �诱导后 o提取菌体进行 ≥⁄≥2°��∞分

析 o发现在 uy®∏处有一特异性的表达蛋白带 o其分

子量大小与预期值一致 o而未经诱导的 ³∞×v 则无

特异带k图 vl o经 • ¶̈·̈µ± ¥̄²··¬±ª分析 o只有特异蛋

白带与法国 °�°抗血清发生亲和反应k图 wl o再经

琼脂双扩散鉴定 o发现两种血清都能与表达蛋白反

应产生沉淀线 o且两线交接处为融合状k图 xl o这说

明克隆的 °�° 基因在大肠杆菌中得到了正确的表

达 ∀

t q表达载体诱导 ~u q表达载体未诱导 ~v q蛋白质分子量标准k®∏l

t q³∞×v ¬±§∏¦̈§ º¬·« �°× � ~ u q³∞×v º¬·«²∏·¬±§∏¦·¬²± ~ v q°µ²·̈¬±

�¤µ®̈ µk®∏l

图 3  原核表达 °�°蛋白 ≥⁄≥2°��∞分析

ƒ¬ªqv  ≥⁄≥2°��∞ ¤±¤̄¼¶¬¶²© °�° ¬̈³µ̈¶¶̈§³µ²§∏¦·¬± Ε . χολι

t q诱导表达 ~u q未诱导表达 ~v q空载体

t q³∞×v¬±§∏¦̈§º¬·«�°× � ~u q³∞×v º¬·«²∏·¬±§∏¦·¬±~v q³∞× º¬·«2

²∏·°�° ª̈ ±̈

图 4  ³∞×3 表达产物的 • ¶̈·̈µ± ¥̄²··¬±ª

ƒ¬ªqw  × «̈ • ¶̈·̈µ± ¥̄²··¬±ª²©³µ²§∏¦·̈ ¬³µ̈¶¶̈§ º¬·«³∞×v

u|v                    中  国  农  业  科  学                    vx卷



� }法国 °�°多抗血清 ~�}自制原核表达 °�°蛋白抗血清 ~ ≤ }提纯

的原核表达 °�°蛋白

� }�±·¬¶̈µ∏° ¤ª¤¬±¶·°�° ©µ²° ƒµ¤±¦̈ ~ �}�±·¬¶̈µ∏° ¤ª¤¬±¶·°�° ¬̈2
³µ̈¶¶̈§¬± Ε . χολι ~ ≤ }°∏µ¬©¬̈§°�° ¬̈³µ̈¶¶̈§¬± Ε . χολι

图 5  琼脂免疫双扩散分析

ƒ¬ªqx  × «̈ ¤±¤̄¼¶¬¶²©¤ª¤µ¬°°∏±̈ §²∏¥̄¨§¬©©∏¶¬²±

3  讨论

自从 t|ux年发现商陆提取液可抑制 × � ∂ 侵

染的 zs 多年来 o特别是 t|{s 年成功分离提纯商陆

抗病毒蛋白以来 o对商陆抗病毒蛋白的研究日益引

起人们的重视 ∀t||v年美国新泽西州 � ∏·ª̈µ¶大学

�¬̄ª∏± ∞q ×∏° µ̈等将 °�°基因成功地转入烟草和

马铃薯 o获得了转基因植株 o转基因植株对马铃薯 ÷

病毒k°∂ ÷l和马铃薯 ≠ 病毒k°∂ ≠l具有很高的抗

性≈tx  ∀目前国内相关工作仍处于起步阶段 o中国科

学院昆明植物研究所曾从商陆中分离出抗真菌的粗

蛋白 o但由于技术问题未能深入研究 ∀由于玉米矮

花叶病毒k � ⁄� ∂ l是马铃薯 ≠ 病毒属的成员 o与

°∂ ≠ 具有较高的相似性 o用 °�° 基因对玉米进行

遗传转化就完全有可能获得抗 � ⁄� ∂ 的转基因植

株 o再通过田间试验示范 o应用于玉米制种 !繁种田 o

增强玉米对矮花叶病的抗性 o以控制其流行危害 ∀

本研究已获得了去除对植物有害部分的缺失型

°�°基因 o为构建植物表达载体和对玉米进行遗传

转化奠定了良好的基础 ∀

为了能全面地研究 °�°的结构和功能 o在试验

过程中共设计了 v 对引物 o第一对引物为扩增全长

°�°基因 o第二对引物为扩增 °�° ≤ 端缺失型k去

毒型l基因 o第三对引物为扩增 °�° �!≤ 端缺失型

k去信号肽及去毒型l基因 ∀经序列分析发现 v 种

°≤ � 扩增产物与国外报道的核酸序列相比 o其同源

性最高达 || q| h o但在第 wz{ 处的碱基皆为 � o而

国外报道的为 � o分析其原因一是在反转录 ¦⁄��

时该处碱基渗入有误 o二是 °�°基因在此处发生了

突变 ∀

� ©̈̈ µ̈±¦̈ ¶}

≈ t    �̈ ¤¦«¼ � �o ·̈¤̄ q ≤²¤·2³µ²·̈¬± ° §̈¬¤·̈§ µ̈¶¬¶·¤±¦̈ ¤ª¤¬±¶·

√¬µ∏¶¬±©̈ ¦·¬²± q �±± q� √̈ q°«¼·²³¤·«qt||s ou{ }wxt p wzw q

≈ u    �²̄¨°¥²¶®¬⁄ �o ·̈¤̄ q°̄ ¤±·¶·µ¤±¶©²µ° §̈º¬·«¤·²¥¤¦¦² °²¶¤¬¦

±²±¶·µ∏¦·∏µ¤̄ ª̈ ±̈ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ¤µ̈ µ̈¶¬¶·¤±··² ·«̈ √¬µ∏¶q °µ²¦q

�¤·̄q�¦¤§q≥¦¬q�≥� ot||s o{zktyl }yvtt p yvtx q

≈ v    �µ√¬± �⁄q°∏µ¬©¬¦¤·¬²± ¤±§³¤µ·¬¤̄ ¦«¤µ¤¦·̈µ¬½¤·¬²± ²©·«̈ ¤±·¬√¬µ¤̄

³µ²·̈¬± ©µ²° Πηψτολαχχα αμεριχανα º«¬¦« ¬±«¬¥¬·¶ ∏̈®¤µ¼²·¬¦

³µ²·̈¬± ¶¼±·«̈ ¶¬¶q �µ¦«q�¬²¦«̈ ° q�¬²³«¼¶q t|zx oty| }xuu p

xu{ q

≈ w    �µ√¬±� ⁄o ·̈¤̄ q °²®̈ º¨̈ §¤±·¬√¬µ¤̄ ³µ²·̈¬±}µ¬¥²¶²°¨¬±¤¦·¬√¤2

·¬²± ¤±§·«̈µ¤³̈ ∏·¬¦¤³³̄¬¦¤·¬²±¶q °«¤µ°¤¦²̄ q× «̈ µq t||u oxx }

uz| p vsu q

≈ x    ∞±§² ≠ o ·̈¤̄ q × «̈ ¶¬·̈ ²©¤¦·¬²± ²©y §¬©©̈ µ̈±·µ¬¥²¶²° 2̈¬±¤¦·¬2

√¤·¬±ª³µ²·̈¬±¶©µ²° ³̄¤±·¶²± ∏̈®¤µ¼²·¬¦µ¬¥²¶²° ¶̈}·«̈ � �� �2

ª̄¼¦²¶¬§¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼ ²©·«̈ ³µ²·̈¬±¶q�¬²¦«̈ ° q�¬²³«¼¶q� ¶̈q≤²°2

°∏±qt|{{ otxs }tsvu p tsvy q

≈ y    �¤µ·̄̈ ¼ � � o ·̈¤̄ q≥¬±ª̄¨¦«¤¬± µ¬¥²¶²° ¶̈¬±¤¦·¬√¤·¬±ª³µ²·̈¬±¶

©µ²° ³̄¤±·§̈ ³∏µ¬±¤·̈ Εσχηεριχηια χολι uv≥ µ¬¥²¶²°¤̄ � �� q

ƒ∞�≥ �̈··qt||t ou|s }yx p y{ q

≈ z    ≤«̈ ± � ≤ o ·̈¤̄ q ∞©©̈ ¦·¶²© ³²®̈ º¨̈ §¤±·¬√¬µ¤̄ ³µ²·̈¬± °�° ²±

·«̈ ¬±©̈ ¦·¬²± ²© ³̄¤±·√¬µ∏¶̈¶q °̄ ¤±·°¤·«²̄ q t||t ows }ytu p

yus q

≈ {    ×²°̄¬±¶²± � � o ·̈¤̄ q ×«̈ ¬±«¬¥¬·¬²± ²©¬±©̈ ¦·¬²± ¥¼ ¦∏¦∏°¥̈µ

°²¶¦¬¦√¬µ∏¶¤±§¬±©̄∏̈ ±½¤√¬µ∏¶¥¼ ¬̈·µ¤¦·²© Πηψτολαχχα αμερι2

χανα . �q� ±̈ q∂¬µ²̄ qt|zw ouu }uux p uvu q

≈ |    �µ²± � � o ·̈¤̄ q�±«¬¥¬·¬²± ²© «̈ µ³̈¶¶¬°³̄ ¬̈ √¬µ∏¶ °∏̄·¬³̄¬¦¤2

·¬²± ¥¼ ·«̈ ³²®̈ º¨̈ § ¤±·¬√¬µ¤̄ ³µ²·̈¬± q �±·¬°¬¦µ²¥q �ª̈ ±·¶

≤«̈ °²·«̈µqt|{s otz }tsvu p tsvv q

≈ts   � ¶̄²± � o ·̈¤̄ q �¬¥²¶²°¤̄ ¬±«¬¥¬·²µ¼ ³µ²·̈¬±¶©µ²° ³̄¤±·¶¬±2

«¬¥¬·¶ ��∂2t µ̈³̄¬¦¤·¬²± ¬± ¤¦∏·̈̄ ¼ ¬±©̈ ¦·̈§ ³̈µ¬³«̈ µ¤̄ ¥̄²²§

°²±²±∏¦̄ ¤̈µ¦̈¯̄¶q ��⁄≥ � ¶̈q�∏° q� ·̈µ²√¬µqt||t oz }tsux p

tsvs q

≈tt   �¤µ̄¬±ª� � o ·̈¤̄ q�±«¬¥¬·¬²± ²© ��∂ µ̈³̄¬¦¤·¬²± ¥¼ ³²®̈ º¨̈ §

¤±·¬√¬µ¤̄ ³µ²·̈¬± ·¤µª̈ ·̈§·² ≤⁄w n ¦̈¯̄¶¥¼ °²±²¦̄²±¤̄ ¤±·¬¥²§2

¬̈¶q �¤·∏µ̈ ot||s ovwz }|u p |x q

≈tu   ×∏° µ̈�∞o ·̈¤̄ q ≤2·̈µ°¬±¤̄ §̈¯̈·¬²± °∏·¤±·²©³²®̈ º¨̈ §¤±2

·¬√¬µ¤̄ ³µ²·̈¬±¬±«¬¥¬·√¬µ¤̄ ¬±©̈ ¦·¬²± ¥∏·§²̈ ¶±²·§̈ ³∏µ¬±¤·̈ «²¶·

µ¬¥²¶²° ¶̈q°µ²¦q�¤·̄q�¦¤§q≥¦¬q�≥� ot||z o|w }v{yy p v{zt q

≈tv   �¬± ± o ·̈¤̄ q�¶²̄¤·¬²± ¤±§¦«¤µ¤¦·̈µ¬½¤·¬²± ²©¤¦⁄�� ¦̄²±̈ ±̈2

¦²§¬±ª·«̈ ¤±∏¬2√¬µ¤̄ ³µ²·̈¬± ©µ²° Πηψτολαχχα αμεριχανα q °̄ ¤±·

� ²̄ ¦̈∏̄¤µ�¬²̄²ª¼ ot||t otz }ys| p ytw q

≈tw   ≤«²°¦½¼±¶®¬° o ·̈¤̄ q ≥¬±ª̄ 2̈¶·̈³ ° ·̈«²§²© � �� ¬¶²̄¤·¬²± ¥¼

¤¦¬§ ª∏¤±¬§¬±¬∏° o ·«¬²¦¼¤±¤·̈2³«̈ ±²̄2¦«̄²µ²©²µ° ¬̈·µ¤¦·¬²±q

�±¤̄ q�¬²¦«̈ ° qtyu }txy p tx| q

≈tx   �̈ ±±¬©̈µ�o ·̈q¤̄ q �µ²¤§2¶³̈¦·µ∏° √¬µ∏¶µ̈¶¬¶·¤±¦̈ ¬± ·µ¤±¶ª̈ ±¬¦

³̄¤±·¶ ¬̈³µ̈¶¶¬±ª³²®̈ º¨̈ §¤±·¬√¬µ¤̄ ³µ²·̈¬± q°µ²¦q�¤·̄q�¦¤§q

≥¦¬q�≥� ot||v }zs{| p zs|v q

v|vw期           陈定虎等 }商陆抗病毒蛋白基因的克隆 !序列分析及在原核中的表达


