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摘 要 根据[二报道酌番茄花叶病毒 I 株蒹(ToMV1 )序列人工合成 j物，经 RT PCR 增井范 

隆 我国番茄花叶病毒分离物【 FoMv．S1)的外壳量白CP基冈搜3 端非编码区 序刊删宅站粜采 

啊，豆吁得 eDNA共眭682十椁苷酸，其q CP基因古 480十核苷酸。编码 1S14十氯基酸。3 端非编码 

医音202个核 抒酸．其帻苷酸序列与 FoMV，! 栋系具有 99 5％的刚源辜 将试基因片段 龟隆到 

pGEMEX-I载体中，转凡 E c'oli后诱导表述，经 Western blot检测证明，该基因已在大酾杆菌中正 

确表达 这是我 酋敬报道 l'oMV CP基闲序列． 

关键词 番茄花u1病毒，外壳蛋白基固，3 端非编码区 序州分析．表达 
— — —  

番茄花I1-P病毒(ToMv)唇烟草花叶病毒属，捕毒粒子杆姣，大小为 15～18×3()f]Ftm 

ToMV寄主范围很广，并广泛分布于世界各地 它除了在番茄、辣椒等蔬菜作物 E引起严重 

危害外，也能危害多种花卉和林术_2 ToMV主要通过汁液机械传播及种子带毒传播。 

周雪平等从杭卅【番茄上分离到了 ToMV，并对其生物学、血清学特性进行了研究 ．同时 

比较了与 TMv的关系 ] 为了进一步在基固水平上弄清我国 ToMV的结构特点．作者对该 

病毒分离物的外壳蛋白(CP)基因及3 端菲编码区进行了研究，现将结果报道如下。 

材料与方法 

1 材料 

ToMV—Sl丹离物由 雪平等丹离鉴定 ，质粒 pBlue．script sK{以 F简称 I',BSK)、pg[1 21和 E coli菌株 

DHS c*由本研究所提供 质粒 pGEMEX一1和 E ∞ 菌株 jM109、JM109(DE3)由Promega公司提供 

所用 DCR试剂盘、PCR产物纯化试剂盒、限制性内切酶、T4 DNA连接酶 、cDNA合成试剂盒、原按表达和 

Western免疫检测条统及测序试剂盒均来自Promega公司 [ 一 P]aATP来自北京亚辉公 司．其它常用化学药 

品为国产分析纯试剂。 

2 方法 

2 1 病毒 RNA提取 

提纯病毒用苯酚／氯仿(1 1)抽提j坎，乙醇沉淀病毒 RNA，真空抽干后用无RNA酶的灭菌术溶解。 

2 2 eDNA合成煦 PCR扩增 

根据 T。MV 1 株系" 的 CP基罔及 3 端非编码区基蹦序列合成特异性弓I物 
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5 端引物 A为：5。CCG(,ATCC FGTCTTACTCAATCA("3 

BamH I 

3 端引物 B为：5 GTAAGCTq’GTTAACTG(；GCCCCAACCGGGGGT一3 

HindlIl Hincll 

以 I gToMV．SI RNA为模板，加八0 5 引物 B，70℃处理 5rain后按Pmmega公司的cDNA台成试剂 

盒合成cDNA第一链，取第一链产物 1 1为摸板，通过 Perki Elmer Cetus DNA Thermal Cycler进行 PCR扩 

增，扩增条件 94℃，砷 ℃和 72℃各 lmin，共 30循环。聚后 轮循环后在 72℃延伸 10min 

2 3 PCR产物的克隆、筛选 

P(二R产物加八 1 uT4 DNA聚合酶，1217,处理 1 5min蔚 75l【=温浴 10min，然后用 PCR产物纯化试剂盘纯 

化回收 PCR产物，产物 与经 Hinc 11酶切的 pBSK匝粒载萍平求端连接，连接产物转化大晒轩菌 DH5,a 在古 

氨苄 青霉索的麦康凯平板上挑取白色苗落，抽提质粒 DNA，并用 BamHI、Hindlll消化，筛选具有 0．7 kb左右 

插入片段的重组子 

2 4 eDNA的 序列测定 

以纯化的重组质粒 DNA为模板，按常规双晚氧链终止法进行序列测定反应。 

2．5 CP基因的原拔表达 

重组质粒用 BamH[和 Hindlll双酶切后回收 eDNA片段，并与经 BamHI和 Hindlll双酶切的 pGEMEX-1 

裁傩连接，以保证病毒 CP基冈以正确的阅读框架构建在 pGEMEX l上．使其冒 于pGEMEX l的 T7启动f 

控制 F，连接产物转化 JM109(DE3)，经 IPTG诱导培养，从荫体中提取水溶性蛋白，SI)S聚丙烯酰胺凝胶电 

涑后转移蛋白至硝酸纤维素膜上，然后按 Weslern blot检测试剂盒操作说明进行印迹反应 其中 ToMV抗血 

清由率研究室制备 

结 果 

l 目的基因的eDNA合成．PCR扩增及重组子筛选 

提取的病毒 RNA经反转录合成 cDNA第一链后进行 PCR扩增 ，取 1O L产物经 2％琼 

脂糖电泳，可见均一的0．7 kb片段，与预期的大小一致(图 1)。扩增产物经T4DNA聚合酶补 

平处理后。平末端连接于 pBSK的Hinc II位点上，井转化大肠杆菌 DH5a，用麦康凯培养基筛 

选转化菌，趴平板上挑取 3O个白色菌落，用煮沸法提取重组质粒，琼脂糖电泳后取 5个含插入 

片段的重组子，分别用BamHl和 Hindlll酶切后，发现 pB8重组子能被 BamHl切下约 0 7 kb 

的片段，而 pB1()则被HindIII切下约0 7 kb的片段。由于设计的引物中 5 端含 BamHI位点， 

3 端含 HindIII位点，酶切结果说明 pB8和 pBlO均含外源 DNA，但插入方向相反(图2)。 

2 CP基因及 3 端非编码区的结构特点 

对 pB8和 DB1O分别用 T7 DNA聚合酶进行序列测定，结果表明 1 MV—s1 cP基因和 3 

端非编码区全长682个碱基，其中cP基因含有480个碱基，编码区起始于 1～3位的AUG，终 

止于478--480位的 uAA。编码 158个氨基酸，其分子量的理论值约为 17 735 Da，3 端非编码 

区长 202个碱基(图3)。单链 RNA中各种核苷酸出现频率：A．28 3％，G 20 5％，u 23．0％， 

C 28 2％。 

ToMV—S1( 基因及 3 端非编码区的核苷酸序列与日本报道的 ToMV-L株系 相比，发 

现有 3个碱基差异，同源率为 99．5％(图 3)，其 CP基因所编码的氨基酸与 ToMV—L仅有 1个 

差异，氨基酸同源率为 99．4％(图 4)；T0MV—s1与 TMV—u1株系 cP基因核苷酸同源率为 

《 l 
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76．2％，编码氨基酸同源率为 82 9％．3 端非编码区核昔酸同源率为81．2％ 

图 l 琼脂糖电泳检测PCR扩增产2I翦 

F l The I 叩 h0r of PCR product in agarose ge 

A DNA marker B PCR prodttct 

pB8 

口Bl0 

圈 2 重组质粒 pB8和 pB10的物理图谱 

Fie 2 Map of the㈣ mbjnant plasmids pB8 and pB【0 

3 CP基因的原核表达 

pB8经 BamHI和 HindIII酶切后回收片段．以正确的阅读框架重新组装到 pGEMEX一1的 

T7基固10中．构建了能在 E coli中表达的原核表达载体 pO9。预计的表达产物为一融合蛋 

白，包括 T7基因 10的 288个氨基酸和完整的 ToMV—SI外壳蛋白的 158个氨基酸．其大小约 

为49 2 kDa。p09重组质粒转入高效表达菌株 E coli JM109(DE3)中．经 IPTG诱导培养． 

提取茁体水溶性蛋白．进行 SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳和考马斯亮兰染色，发现 49 kDa附近有 
一

条特异性蛋白带，而不 舍外源基因的 pGEMEX一1转化菌诱 导后无特异带产生(图 SaY。 

Western blot检测也证实在 49 kDa处有一特异的阳性反应带(图 5b)，证明 ToMV CP基固己 

在 E coli中正确表达．并且具有免疫学活性，为以后该基因在真核细胞中的正确表达提供了 

保障。 

讨 论 

番茄花叶病毒(T0Mv)基因组为单股正链 RNA，长约 6．4 kb⋯。由于它与 TMV有较密 

切的血清学关系，固而长期以来，一直把它当作是 TMV的一个株系，但由于两者在寄主范啊 

血清学关系和衣壳蛋白的氨基酸组成及序列等方面均有差异．白1971年以后，ToMV已作为 

单一病毒从 TMv中分出 rm-⋯。 

周雪平等从杭州番茄上分离鉴定了 ToMV．并对于 ToMV的生物学、血清学特性及其与 

TMV的差异进行了系统的比较研究 - 。我们在此基础上，克隆了该 ToMV分离物的CP基 

困及 3 端非编码区的 cDNA．测定并分析其序列后发现与日本报道的 ToMv—L序列有非常高 
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的同源性，而与 TMV-U1株系相关序列则差异较大，这与我们所进行的生物学、血清学试验结 

果相符，这是国内首次报道 ToMV的3 端 RNA序列。 

⋯ ⋯ ⋯ ^口U⋯ ⋯ A⋯ ～ 一U一一C,--一C⋯ 一一C⋯ ⋯ 一一A—C G一⋯ 一C-----A-一一 

— 一 。一·-M —U—一叫 一^⋯ —一U⋯ B—C--⋯ ^一一U⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一-A⋯ 一一UC⋯ —一BUC 

⋯ — 一 - AGA-‘_A⋯ 一一U⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ -CA--A--AI~O'A--U-一U—一B一-C-⋯ A—AB一 

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ～ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ G-一一一U 

一 ^C—U⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一一-I3--A-⋯ 一C-一B一一一。一C一-A--AC--U-A-一UG—A一一C 

⋯ C- ⋯ -A- ⋯ ⋯ ⋯ -A- ⋯ -U- ⋯ -U- 一0C一一^C⋯ C- G--U--C-⋯ ⋯ ～ 一一 

- - -- 一 - - - - 一 - - - - - - · · - · - · - · - · -· - · -· - · -· 一 - · - · 一 ⋯ - · - · - · - · - · 一 - ．4．r-·-·-·-·一一一-----·一---·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·一-·-·-· 

⋯ 一 - U--IJ~--A-⋯ ⋯ ⋯ 一一． 一⋯ 一C,--一C-一^^一一^l3C一一G⋯ ⋯ ⋯ ⋯ A一^口口A一一一 

U-6A-C-⋯ -A-一C--一UCU⋯ U ⋯ o一一0CU一⋯ C一一G一一CUCU⋯ --U---⋯ U ～ 一一 

一 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 一一-一⋯ ⋯ 一 ★*U--⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 

⋯ - 17,J-⋯ --A-一一c}．OOOA-~ --A-一一̂ 1日 ̂ u⋯ ⋯ 一∞ 一．̂ ⋯ ⋯ CCG- 一一u⋯ 一 

⋯ ⋯ BUC一一-U~--⋯ ⋯ ～ ⋯ -CA---一C⋯ ⋯ ⋯ 一一U⋯ ⋯ ⋯ 一G⋯ ⋯ 一 

C⋯ ⋯ W ⋯ ⋯ ⋯ ． 一⋯ ～ 一 

囝 3 ToMV．SI与 ToMV—I 、TMv_L丌的 CP基固及 3端非编码 区序列比较 

Fig 3 Compari~ of the nucl~~tide sequence of ToMV ·ToMV。l and TM V UI CP genes 

and 3 ⋯ coding regions ㈣ ns Ix~se ab ⋯  

侵染番茄的大多为ToMV，很少会是1 n I_12,”。虽然 ToMV 在番茄上引起严重危害，但 

目前尚无有效措施加以防治。利用转病毒 CP抗病基因工程获得抗性品种，不失为一条有效的防 

治途径。据报道ll， - ，虽然 ToMV与 n ，的 【 基因具有很高的序列同源性，但 ToMV 与 

TMv之间无交叉保护作用，选用 ToMV CP基因导入番茄进行ToMV危害的防治比用 TMv CP 

基因效果更好．．我们构建了ToMV CP基因的原棱表达载体，同时还构建了植物表达载体，为通 

过转基因植物研究植物病毒致病机理及番茄抗 ToMV基囤工程打下了基础。 
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⋯ 一 一 T⋯ ⋯ 一--A --⋯ ⋯ I L-一一^ ⋯ ⋯ ⋯ 一--V--R-⋯ ⋯ 一S一一V 一一 

一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 A一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 

⋯ DSDF-⋯ ⋯ ⋯ 一—_v⋯ 一一^⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一AN⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 

To~V-S1 IRsAI№扛 NE 幅 0LYH FEsMsGL1 5^ P̂ s 158 

T0M —L ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一一 

TM~'-U1 ⋯ ⋯ ⋯ ZV —I⋯ -S-一I S⋯ S⋯ ⋯ 一口一一T 

图 4 T0MV SI与 ToMV．1 、TMv U1 CP基因铽基醢序列比较 

Fig 4 c。mPar⋯ oE amino acid sequences of CP ⋯ of ToM V TaMV一1 and TMV- 

A B 

M I 2 3 1 2 3 
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囤 5 ToMV．SI CP基田在 E coli中的表达 厦 Western档删 

a 表达蛋白的聚丙烯酰胺凝畦电泳 b Western免疫桅删 

F 5 The expression in adi and W~tern blot ar~lysis f 

ToM V 引 CI"gene 

A SDSPAGE analysi B Weslem immun~bh,t 

I J'M 109 bacterial tru ste ed by pG9 

2 JM IO9 bac~erlal tr8ns~rmed hy pGEMEX一，and l’Iduc by IpTG 

3 JM 109 bacteria[transformed pG9 ä I_i~duced by[PTG 

M pmtein marker 
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Cloning，Sequence Analysis and Expression in E ．coli 

of Coat Protein Gene and 3 Noncoding Region 

of Tom ato M osaic Virus 

Xue Chaoyang Zhou Xneping I iu Yong Li Dehao 

(1nsti!t~ M f Bknechnology．Zhejiang Agricultural University，Hangzhou 310029) 

Ahstract The coat protein(CP)gene and 3 nonmding region of tomato mosaic virus S1 isolate 

(FoMV-S1)were amplified by RT PCR with specific primers designed on die basis of reported 

ToMV L strain (ToMV—I )sequence The cDNA fragmaent was cloned and sequenced，fis se． 

quence showed that the CP ．qe has 480 nueleotides in length，which encodes 158 amino acids 

and 3’noncoding region contains 202 nucleotides The nucleodde sequence of T<~M V—Sl showed 

99．5％ homology when compared with that of ToMV-I and 76 2％ homology when compared 

with that of TIVlV U1． The CP gene was inserted into pGEMEX 1． W estern immuno—blot 

showed that this gene was expressed in E coli with the proper reading frame．The gene was also 

inserted into plant expression vector pBI121 

Key words Tomato mosaic virus，Coat protein gene，3 noncoding region．Sequence analysis． 

Expression 
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