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摘 要：通过鉴别寄主反应、病毒部分序列测定确定了采自广州白云区表现花叶、斑驳症状的节瓜上的病毒为

HIJ&。采用 K8:LMK 方法扩增和克隆了该病毒的外壳蛋白基因，连接到原核表达载体 ?38:$$,（ N ）上。获得的重

组子 ?38:HML 转化大肠杆菌 OP$#（23<）后，用 QL8R 进行诱导表达。S2S:L4R3 和 T+F@+-E ,(’@ 分析表明，ML 基因在

大肠杆菌中获得了高效表达，融合蛋白分子量约为 <<U%V2。将融合蛋白纯化后免疫兔子，获得了特异性较高的抗

血清。3PQS4 测定其效价为 #W!%59。
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小西葫芦黄花叶病毒（!"##$%&% ’())*+ ,*-.%# /%0"-，HIJ&）

是一种世界上广泛分布的、危害葫芦科作物的最主要的病毒

之一［#］。该病毒可以侵染葫芦科、豆科等 5 个科的多种植

物，侵染葫芦科植物后引起系统花叶、黄化和叶片畸形等症

状，严重时形成蕨叶、果实畸形#，从而给生产上造成严重威

胁。HIJ& 最先由 P>F/ 和 P+C’Y 分别在意大利和法国于 #56#
年发现和报道。在中国最早于 #565 年在新疆发现［$］。HIJ&
属于马铃薯 I 病毒属，病毒颗粒为弯曲线状［<］，主要通过蚜

虫以非持久性方式传播，也可种传或机械传播。

病毒的外壳蛋白（ML）在蚜传、远距离传播以及保护其

K14不受 K14 酶分解等中起着重要作用，同时因其 1 端区

域免疫原性较强，在不同病毒间变异程度较大，作为抗原进

行免疫反应制备抗体，有助于检测 L’@0Z>-.F 不同的种。本实

验针对 HIJ& 广州分离物（HIJ&:RH），采用 K8:LMK 技术扩

增了其 ML 基因；首次将此基因在大肠杆菌中进行了高效表

达，并制备了相应的特异性抗血清，从而为此病毒的血清学

检测提供了条件。

# 材料和方法

#$# 材料

表现花叶、斑驳症状的节瓜采自广州白云区，保存于:
;%[冰箱。8KQ\’( 试剂盒购自博大泰克公司，214 回收试剂

盒购自清华天为时代公司；原核表达载体 ?38:$$,（ N ）、大肠

杆菌（1-#$(0%#$%. #*)%）2]"!和 OP$#（23<）由本实验室保存，

QL8R、1O8、OMQL 购自 S>G=/ 公司；214 J/-V+- 和工具酶购自

8/^/K/ 公司；蛋白质分子量标准为 L-’=+G/ 公司产品。引物

由北京赛百盛公司合成。

#$% 寄主反应测定

用常规汁液摩擦接种法将节瓜上的病毒接种了茄科、葫

芦科、藜科、苋科、豆科、番杏科等 9 科 5 种供试植物，以健康

植株作为对照，观察并记录症状发生。接种试验重复 $ 次。

不能明显表现症状的植株，进一步扩大试验，并用枯斑寄主

检测隐症带毒情况。

#$& 植物总 ’() 的提取

用 8KQ\’( 试剂盒提取节瓜总 K14，将之溶解于 23LM 处

理的水中，7 ;%[保存备用。

#$* 病毒基因组 &+端部分序列的克隆和测序

以 所 提 的 总 K14 为 模 板 用 引 物 V#<#!6（ "_:
8R8MR4M4RRM 88RM444MRR4R8M:<_）进行反转录，反应体系

（#%"P）：#U""P 23LM 处理的水，$"P " ‘ 反转录缓冲液，$"P
D18L（#%==’(WP），%U""P V#<#!6（#$U""=’(WP），<"P 病毒 K14，

!%a K14 酶抑制剂和 #%%a J:JP&。!$[反应 #A。以反转录

产 物 为 模 板，用 引 物 V#<#!6、V#<!69（"_:RR48MM4RM8MM
484M484RM8R4R4M4R:<_）进行 LMK 扩增。反应条件：5![
<%F，"%[ #=>E，;$[ #=>E，$ C0C(+F；5![ <%F，9%[ <%F，;$[
#=>E<%F，<% C0C(+F。将 LMK 产物置于 #U%b琼脂糖凝胶中进行

电泳，切下凝胶中与预期大小相符的片段，用 214 回收试剂

盒回收。后将回收产物与 ?J2#6:8 载体连接，转化大肠杆菌

2]"!。碱裂解法提取质粒，进行酶切和 LMK 验证，将筛选出

的阳性重组子进行测序。

#$, !" 基因的扩增及其原核表达载体的构建

根据测定的序列重新设计引物。上游引物 HML"* 序列

为："_:RMM44RM888MRRRM4M8M4RM444M8R:<_（划线部分为

2%&D# 位 点 ）；下 游 引 物 HML<K 序 列 为 "_:RR8M8MR4R
M8RM488R8R88M4M4MMM4:<_（划线部分为 3$*$位点）。以

#U$U< 中提取的质粒为模板进行 LMK 扩增。LMK 反应条件：

5![ <%F，"%[ <%F，;$[ #=>E，$ C0C(+F；5![ <%F，"9[ <%F，
;$[ #=>E，<" C0C(+F。将 LMK 产物电泳、切胶回收，用 2%&D#



和 !"#!双酶切，质粒 !"#$%%&（ ’ ）同样用 $%&("和 !"#!双

酶切。将经酶切处理的 )*+ 产物及载体进行连接，转化大肠

杆菌 ,-.#。碱法提取重组质粒，经 )*+ 扩增和酶切筛选出

的重组子进行测序以验证阅读框架的正确性。

!"# $% 基因的诱导表达和 &’&(%)*+ 分析

将读框正确的重组子及 !"#$%%&（ ’ ）质粒转化大肠杆菌

/0%1，挑取单菌落于 230 0/ 液体培养基中（含氨苄青霉素

45$6730），289振动培养过夜后，按 1 : 155 稀释到新鲜的 0/
液体培养基中（含氨苄青霉素 45$6730），振荡培养至 ’(455 达

到 5;< = 1;5，加入 >)#? 至终浓度为 133@A，继续于 289培养

2 = <B。离心收集菌体，加入 1715 体积样品缓冲液（.533@A
#CDE$-*A，%33@A ",#F，!-G;5），震荡悬浮，然后加入等体积的

% H I,I 凝胶加样缓冲液（5;13@A70 #CDE$-*A，!-4;G，%5533@A70
二硫苏糖醇，<J I,I，5;551J溴酚蓝，%5J甘油）1559煮沸

.3DK，用 1%J胶进行 I,I$)F?" 分析［<］。

!", 诱导表达产物的 -./0.12 3450 检测及其纯化、定量

表达产物的 LMENMCK &A@N 分析同 #@O&DK［.］的方法，以抗组

氨酸抗体为一抗，碱性磷酸酯酶标记的 F 蛋白为二抗，最后

用 P/#7/*>) 显色。按照 -Q6MC 等［4］的方法对凝胶染色后，从

中切下目标条带，按 1：1 的比例（L7R）加入 )/I 缓冲液（G6
PQ*A，5;%6 S*A，1;T86 PQ%-)U<·1%-%U，5;%<6 S-%)U<，定容至

10，!-8;<）于冰浴中研磨，1%5556 离心 153DK，取上清，V %59
保存。参照 /CQ(W@C( 的方法［8］对纯化产物进行定量。

!"6 抗血清的制备及其效价的测定

向纯化产物中加入等体积的福氏不完全佐剂（1;.6 羊毛

脂 ’ G30 石蜡油）进行乳化，免疫德国大白兔。分 < 次注射：

第 1 次肌肉注射结合皮下注射，第 % = < 次肌肉加皮下 2 点注

射，每次免疫剂量约为 5;%36。最后一次注射 1.( 后采血，制

取的抗血清加入 1X的叠氮化钠，V %59保存。将抗血清进

行一系列稀释后，以发病的节瓜汁液作为抗原，用 F*)$"0>IF
方法测定血清的效价。

7 结果

7"! 鉴别寄主测定

该病毒在 4 科 T 种植物上的症状反应见表 1。该病毒只

在葫芦科植物上引起系统症状，供试藜科、苋科植物均只产

生局部症状，而茄科、豆科、番杏科植物则不产生任何症状。

表 ! 89:; 在鉴别寄主植物上的症状反应

#Q&AM 1 IY3!N@3 CMQZND@K @W [\]R @K DK(DZQN@C !AQKNE
^Q3DAY >K(DZQN@C !AQKNE IY3!N@3

I@AQKQZMQM )%*#+%,&, +,-,*./ P@ EY3!N@3
*BMK@!@(DQZMQM 0"1&#2#3%./ ,/,4,&+%*#5#4 0@ZQA AMED@K
*BMK@!@(DQZMQM 0"1&#2#3%./ 6.%&#, 0@ZQA AMED@K
F3QCQKNBQZMQM 7#/2"41&, 85#-#9, 0@ZQA AMED@K
#MNCQ6@KDQZMQM :1+4,8#&%, 1;2,&9, P@ EY3!N@3
0M6_3DK@EQM <",91#5.9 =.58,4%9 P@ EY3!N@3
*_Z_C&DNQZMQM 0.*.4-%+, 212# IYENM3DZ 3@EQDZ
*_Z_C&DNQZMQM 0%+4.55.9 5,&,+.9 IYENM3DZ 3@EQDZ
*_Z_C&DNQZMQM 0.*./%9 9,+%=.9 IYENM3DZ 3@EQDZ

7"7 病毒基因组 <=端部分序列的扩增

对所提取的总 +PF 进行 +#$)*+，扩增产物经 1J琼脂

糖凝胶电泳检测，含有 1;%‘& 大小的特异性核苷酸片段，与

预期大小一致。

7"< %$> 产物的克隆及其序列分析

将回收的 )*+ 产物与 !],1G$# 载体连接，转化 ,-.#，提

取白色克隆质粒，用 >*#+!和 $%&("进行双酶切得到与预

期大 小 相 符 的 1;%‘& 的 片 段，说 明 )*+ 产 物 已 被 插 入 到

!],1G$# 载体中。经过测序及序列分析表明本研究所克隆

的产物全长为 1%1G&!，包括整个 *) 基因及部分 2a端非编码

区和 P>& 基因，与朝鲜分离物（?MK/QK‘ 登录号：F\%8GTGG;1）

的同源性为 T2J，证明了该病毒为 [\]R。

7"? $% 基因的扩增及其原核表达载体的构建

以重组质粒为模板，用引物 [*).^ 和 [*)2+ 进行 )*+ 扩

增，得到一 G.5&! 的条带，将之与载体连接后转化大肠杆菌

,-.#，提取白色克隆质粒，用 $%&("和 !"#!双酶切，所切下

的片段为 G.5&! 左右，与 )*+ 产物大小相同，说明 )*+ 产物

已经连接到 !"#$%%&（ ’ ）上，将该重组质粒命名为 !"#$[*)，

测序结果证明阅读框架正确。

7"@ 表达产物的 &’&(%)*+ 检测和 -./0.12 3450 分析

将 !"#$[*) 转化大肠杆菌 /0%1（,"2），并进行诱导表达，

I,I$)F?" 后，考马斯亮蓝染色结果表明：经 >)#? 诱导，含

!"#$[*) 的菌株特异的产生了一条分子量为 22;5‘, 的条带。

此条带大小与预期相符（图 1）。LMENMCK &A@N 显示，抗组氨酸

抗血清仅与此 22;5‘, 的诱导表达产物反应，而与其它条带

之间均无反应，证明此条带即为所需要的产物。

图 ! 表达产物的 &’&(%)*+（)）和 -./0.12 3450 分析（A）

^D6b1 I,I$)F?"（F）QK( LMENMCK &A@N（/）QKQAYEDE @W NBM 6MKM !C@(_ZN
Mc!CMEEM(
]b )C@NMDK ]QC‘MC；1; )C@NMDKE @W > b *#5% ZMAAE BQC&@CDK6 NBM Mc!CMEED@K
dMZN@C !"#$%%&（ ’ ）DK(_ZM( &Y >)#?；%; )C@NMDKE WC@3 > b *#5% ZMAAE
BQC&@CDK6 NBM CMZ@3&DKQKN !AQE3D( DK(_ZM( &Y >)#?；2; LMENMCK &A@N
QKQAYEDE @W NBM !C@(_ZN @W !"#$[*)；<;LMENMCK &A@N QKQAYEDE @W NBM !C@(_ZN
@W !"#$%%&（ ’ ）b

7"# 表达产物的纯化和定量

离心收集菌体加入 1715 体积的样品缓冲液，震荡悬浮，

然后加入等体积的 % H I,I 凝胶加样缓冲液 1559煮沸 .3DK，

用 1%J的胶进行 I,I$)F?" 分析，按照 -Q6MC 等［4］的方法对

凝胶染色后，对 22;5‘, 的条带切胶回收，得到纯度较高的表

达产物。测定所纯化的表达产物的浓度，以标准牛血清白蛋

白的浓度和 ?.T.分别为横坐标和纵坐标绘制标准曲线，对照

标准曲线求得其浓度为 .15$6730。

7", 抗血清的制备和效价的测定

将纯化的重组蛋白作为免疫原，采用肌肉结合皮下 2 点

的注射方法免疫大白兔，< 次注射 1.( 后取血获得了 [\]R
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特异性的抗血清。以 !"#$ 为抗原进行 %&’()*+,%，结果表

明血清稀释 -./0 倍后仍能明显的检测出病毒，同时抗血清

的专化性很强，与健康的植物汁液没有明显的免疫反应（表

1）。微量免疫沉淀法测得血清的效价为 232.1-。

表 ! "#$%&’()" 测定抗血清的效价

45678 1 49:8; <= 5>:9?8;@A B8:8;A9>8B 6C %&’()*+,%
D97@:9<> <= 5>:9?8;@A %>:9E8>（2F2. B97@:8B）

23G21 .H/02
232.1- .HGIJ
231.-J .H1/I
23-./0 .H2J2
23J2/1 .H22/

K8E5:9L8 M<>:;<7 .H.J0
N75>O M<>:;<7 .H.PP

* 讨论

小西葫芦黄花叶病毒病害为一种世界性的病害，在美

国、澳大利亚以及亚洲、欧洲的许多国家都有发生。我国自

从 2/J/ 年在新疆发现 !"#$ 开始，到目前已在许多地区的葫

芦科作物上引起了很大的经济损失。但是该病毒在我国一

直没有引起重视，尤其是在南方地区。对该病毒及引起病害

的文献报道也比较少，因此对该病毒的发生和分布及其经济

为害的重要性缺乏应有的认识。本研究首次发现 !"#$ 侵

染节瓜，为当地节瓜病毒病的防治提供一定的理论依据。

!"#$ 侵染葫芦科植物造成严重的损失，因此能及时对

其进行检测鉴定就显得尤为重要。本研究通过分子生物学

方法克隆了病毒外壳蛋白基因，并将其在原核细胞中诱导表

达，以表达产物为抗原制备得到具有高特异性的抗血清，为

!"#$ 的检测鉴定提供基础。与传统的以提纯的病毒制备抗

血清方法相比，本研究所用的方法具有以下优点：（2）只需将

含有重组质粒的菌株诱导表达即可获得大量重组蛋白，而提

纯病毒相对来讲需大批寄主植物，且周期长；（1）纯化的重组

蛋白不含寄主植物的任何成分，所制取的抗血清特异性强，

而提纯病毒含有或多或少的寄主成分，所制取的抗血清需用

健康植物的汁液进行吸附，操作麻烦；（I）只需少量的重组蛋

白即可获得效果较好的抗血清，而用提纯的病毒来制取抗血

清则用量较大，对一些在寄主体内含量较低或较难提纯的病

毒来讲，要获得此数量的病毒是比较困难的。
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