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大蒜 !病毒外壳蛋白基因的原核表达及抗血清制备

林 林 郑红英 陈 炯" 陈剑平
（浙江省农业科学院病毒学与生物技术研究所 浙江省植物病毒重点开放实验室 杭州 /1##"1）

摘 要：设计特异性引物 FGH扩增了余杭大蒜病样中的大蒜 ;病毒（I9J%7;）的全长 GF基因，构建原核表达载体并在
大肠杆菌中过量表达，纯化表达产物后免疫家兔制备抗血清。K5,-5JA L’&-检测结果表明，抗血清与 I9J%7;的 GF起强
的特异性反应。3个大蒜样品中，内蒙古赤峰市、宁夏银川和甘肃天水等 !个样品受到 I9J%7;的侵染。试验也证明
了田间 I9J%7;编码的 GF分子量为 /0MN，不同于已报道的其他葱 O病毒属成员的 "$MN外壳蛋白。
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大蒜（!""#$% &’(#)$% R(）病毒病害在世界范围内广泛发
生，引起作物产量的严重损失和品质下降。这些病毒由于作

物的营养繁殖而在球茎中大量积累。要想有效控制这类病毒

病害，首先必须建立有效的病原鉴定体系，并明确它们的种

类。迄今为止，已有一些和大蒜花叶病症相关的线状病毒被

报道，它们常表现为复合侵染。这些病毒至少包括 /种马铃
薯 S病毒属（*+(,)#-$&）、"种麝香石竹潜隐病毒属（.’-"’)#-$&）
成员和新近成立的葱 O病毒属（!""/0#)#-$&）属一些成员［1 T /］。
其中 !""/0#)#-$& 属是新近成立的一个植物病毒属，成员为单链
正性 H.)病毒，基因组 H.) 长 $Q# T DQ#ML，包裹在长度为
3##A<T $##A<的线状粒子中，/U7端具有 V&’W（)）尾，由螨虫传
播，寄主为葱属植物。该属成员基因组结构和 .’-"’)#-$& 属、
马铃薯 O病毒属（*+(/0)#-$&）和凹陷病毒属（1+)/’)#-$&）成员相
似，不同的是 XH8!编码蛋白（/" T !/MN）远大于其他 /个属
XH8!编码的 4IY/蛋白（6 T 1/MN），且没有同源性［! T 6］。

"##1年，我们在浙江余杭大蒜样品中鉴定了一个
!""/0#)#-$& 属的新成员，命名为大蒜 ; 病毒（ 2’-"#3 )#-$& 4，
I9J%7;），并报道了基因组全序列［3］。本文采用特异性引物
FGH扩增的方法，获得了 I9J%7;外壳蛋白（G&9- VJ&-5=A，GF）的
全长基因序列，并原核表达制备了抗血清，K5,-5JA L’&-检测结
果表明，抗血清能特异的与 I9J%7; GF反应。

" 材料和方法

"#" 材料
"##1 T "##"年收集了内蒙古赤峰市红山区（G8Z）、新疆吐

鲁番地区（4F）、广西柳州市（R2）、宁夏银川（SG）、甘肃天水地
区（4P1和 4P"）和山东金乡（[O）等 3个大蒜样品。温室栽种
后，采集叶片保存于 E 3#\备用。

H.59,W F’9A- ]=A=试剂盒和 _̂)‘*=?M I5’ ;:-J9?-=&A试剂盒
购自 _̂)I;.公司，]7]R%逆转录酶购自 R=a5 45?@A&’&+=5, 公

司，;:5’6 N.) 聚合酶、78/!和 9’%:!购自 49b9H9 公司，

VI;]74 载体购自 FJ&<5+9 公司，4! N.) 连接酶购自 .5c
;A+’9Ad Y=&’9L,公司，原核表达载体 VPY;4 为德国麻浦植物研
究所 Z9A,7Z5AA=A+ P-5=AL=,,教授赠送，其余药品试剂均为国产
分析纯。

"#$ 植物总 %&’抽提和合成 ()&’第一链
余杭大蒜样品植物总 H.)抽提采用 H.59,W F’9A- ]=A=试

剂盒，以其为模板，]!74〔0U7I4444GGG)I4G)GI)G（4）10 7/U〕为

起始引物，]7]R%逆转录酶逆转录合成 ?N.)第一链，方法参
照厂家说明。

"#* +,%扩增、-.’克隆和序列分析
根据已报道的 I9J%7;序列（;]YR登录号：)["D""/#）设计

特异性表达引物 I%;7GF（ e）（0U7GG)4)4I ))GI)GGGG)GI
))G7/U）和 I%;7GF（7）（ 0U7GII)4GG44)I))4I44)4G)44 7
IIIII7/U）（下划线为添加的限制性内切酶 78/!和 9’%Z!的
识别序列），引物由上海博亚公司合成。以余杭病样第一链

?N.)为模板，FGH扩增 I9J%7;全长 GF基因。FGH扩增采用

;:5’6 N.)聚合酶，反应体系参照厂家说明，反应条件：D!\
"<=A；D!\ /#,，06\ /#,，3"\ 1<=A，/#个循环；3"\延伸反应

1#<=A以确保获得全长产物。FGH扩增产物经 1f（Kg%）琼
脂糖凝胶电泳分离，切下预期大小条带，用 _̂)‘*=?M I5’
;:-J9?-=&A试剂盒回收，方法参照厂家说明。纯化产物直接插
入 VI;]74载体后经上海博亚公司测序验证。

"#/ 原核表达载体的构建和诱导表达
载体 VPY;4能表达非融合蛋白。I9J%7;余杭分离物 GF

基因 4载体克隆质粒和原核表达载体 VPY;4分别用 78/!和

9’%Z!双酶切，产物经 4! N.)连接酶连接后，转化大肠杆菌
（4&3;/-#3;#’ 3+"#）YR"1 V’W,P菌株，含预期大小质粒的菌经终浓
度为 #Q! T 1<<&’gR的 _F4I诱导 " T 6@后，PNP7F)I;分离，考



马斯亮蓝 !"#$%染色检测蛋白表达情况。
!"# 非融合蛋白的纯化和抗血清制备
超声波破碎已鉴定正确表达的菌体，&’&"()!*分离，将

凝胶在 %+#$,-./0 12.溶液中染色 3%,45，切下目的胶条放入透
析袋中电洗脱 # 6 37后，再于 (8&溶液中透析 #97后得到纯化
蛋白，所有操作均在 9:进行。用纯化的蛋白每隔 ;<免疫兔
子 =次，共 3次，每次蛋白注射量约为 #%%!>，第 3次免疫后
; 6 =%<采血，9:过夜后低速离心取上清。
!"$ %&’(&)* +,-(检测

;个大蒜样品叶片用液氮研磨后，每 =%%,>加入 #%%!0抽
提缓冲液（=#$,,-./0 ?@4A"2.，#B &’&，=%B巯基乙醇），高速离
心后取上清加 # C &’&上样缓冲液，=%%:煮沸 $,45后作 &’&"
()!*，电泳结束后通过电转移法将蛋白质转印到硝酸纤维素
膜上，用新制备的抗血清做 DEAFE@5 G.-F检测，采用 H8?/82I(
显色法。

. 结果

."! 大蒜 /病毒外壳蛋白基因的原核表达和抗血清制备
从余杭大蒜样品中成功扩增到 J$%GK大小的预期片段，

序列测定表明它为 !L@M"* 的全长 2(基因，并且与已报道的
!L@M"*基因组相应序列核苷酸同源性为 =%%B。随后构建表
达质粒 K&8"!M* 2(，在大肠杆菌 80#= K.NA&中经 I(?!诱导
后，&’&"()!*检测表明在 3$O’处出现一条高浓度的诱导表
达条带，与计算机推测的 !L@M"* 2(分子量大小一致。诱导
时间变化对于非融合蛋白的表达量无显著影响（图 =）。将该
片段切胶纯化后免疫家兔，制备抗血清。

图 ! 012345/67转化的 28.! 0,9’ 1菌经 :7;4诱导表
达的裂解物 1<137=4/检测及目的蛋白纯化
P4>Q= =%B &’&"()!* L5L.NA4A -R F7E .NALFEA -R K&8"!M*2( F@L5AR-@,E<

80#= K.NA & 45<STE< GN I(?! LF <4RRE@E5F F4,EA L5< F7E KS@4R4TLF4-5 -R F7E

L4, K@-FE45

=Q K&8"!M*2( U4F7-SF 45<STE< GN I(?! ULA SAE< LA F7E 5E>LF4VE T-5F@-.；

#，3 L5< 9Q I5<STE< GN I(?! R-@ #，9 L5< W 7-S@A @EAKETF4VE.N；XQ

X-.ETS.L@ UE4>7F ,L@OE@A R-@ K@-FE45（!I82Y）；$ L5< WQ ?7E KS@4R4E< L4,

K@-FE45AQ

.". %&’(&)* +,-(检测
DEAFE@5 G.-F检测表明，制备的抗血清与诱导表达的细菌

裂解物起强特异性反应，而与未诱导的细菌裂解物不起反应，

;个大蒜样品中，内蒙古赤峰市、宁夏银川和甘肃天水等 9个
大蒜样品反应出现特异性的预期大小条带，且条带单一，大小

与原核表达产物一致，其中银川样品反应较弱。广西柳州、新

疆吐鲁番和山东金乡大蒜样品与抗血清没有反应（图 #）。

图 . 应用制备的 4>)53/外壳蛋白抗血清对 ?个大蒜样
品作%&’(&)* +,-(检测
P4>Q # DEAFE@5 G.-F L5L.NA4A -R ; >L@.4T AL,K.EA SA45> F7E L5F4AE@S, F-

!L@M"* 2(

=Q K&8"!M*2( U4F7-SF 45<STE< GN I(?! ULA SAE< LA F7E 5E>LF4VE T-5F@-.；

#Q !L@.4T R@-, 274RE5> T4FN，HE4,E5>>S K@-V45TE；3Q !L@.4T R@-, ?S@KL5

K@ERETFS@E，Z45[4L5> \N>S@ )SF-5-,-SA ]E>4-5；9Q !L@.4T R@-, 04S^7-S

T4FN，!SL5>_4 ‘7SL5> )SF-5-,-SA ]E>4-5；$Q !L@.4T R@-, a45_4L5> T4FN，

&7L5<-5> K@-V45TE； WQ !L@.4T R@-, b45T7SL5 T4FN， H45>_4L cS4

)SF-5-,-SA ]E>4-5；;Q !L@.4T AL,K.E = R@-, ?4L5A7S4 T4FN，!L5AS

K@-V45TE；dQ !L@.4T AL,K.E # R@-, ?4L5A7S4 T4FN，!L5AS K@-V45TE；JQ K&8"

!M*2( 45<STE< GN I(?! ULA SAE< LA F7E K-A4F4VE T-5F@-. Q

@ 讨论

病毒特异性抗血清制备的最直接的方法是分离纯化病

毒，用其直接作为抗原免疫实验动物，但我们的鉴定工作表

明，大蒜样品中病毒种类繁多，且形态相似，寄主范围窄，因此

提纯分离病毒非常困难［=］，特别是 !""#$%&%’() 属成员，迄今为
止，关于它们的普通生物学特征和血清学关系报道仍然很

少［d］，并且该类病毒往往以复合侵染形式存在［J］。因此通过

原核表达的方法来制备这一类病毒的抗血清反而简便实用，

同时也能避免因为病毒复合侵染而导致提纯病毒制备的抗血

清存在非特异性反应的问题。!L@M"*的 2(抗血清的成功制
备将有助于我们研究该类病毒的血清学关系。前期计算机分

析表明，!L@M"*的 2(基因长 J9d个核苷酸，推测编码一个含
3=W个氨基酸的分子量为 3$O’的 2(，但类比 !""#$%&%’() 属其他
成员编码的 2(大小，我们推测 2(基因的翻译更有可能是从
开读框的第 #个 )\!起始，这样能产生一个和其他成员大小
相似的 #dO’（#$#LL）2(［;］。但是本文 DEAFE@5 G.-F检测结果表
明，田间大蒜样品中 !L@M"*的 2(实际分子量为 3$O’，显然
2(基因应该是从其开读框第 =个 )\!密码子起始翻译的，
!L@M"*的 2(确实比该属其他已报道成员编码的 2(分子量
大 ;O’左右。
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《微生物学报》真诚欢迎刊登广告

《微生物学报》（双月刊）创刊于 >?M!年，由中国微生物学会和中国科学院微生物研究所主办，是我国微生物学领域唯一的综
合性学报级期刊和国家自然科学核心期刊，被国内外多家重要的文摘刊物和数据库收录。曾多次被评为优秀科技期刊。

本刊历史悠久，发行量大，内容涵盖面广，主要报道我国普通微生物学，工业、农业、医学和兽医微生物学，病毒学，免疫学以
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