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摘 要 将马铃薯 Y病毒普通系(PVY0)的外壳蛋白基因克隆到表达质粒 pMAl~c2中．掏建这一 

基因在太肠杆菌中的表达载体 pMAL-c2一PV~CP。SDS-PAGE及 Western blotting检测结果表明， 

这一表达栽体在 E coH DH5a中经 IPTG诱导可表选分子量为 71 8 kDa的特异性融合蛋 白。以 

amylose resin亲合柱层析纯化这一融台蛋 白为抗原．免疫家免制备 了效价为 1：1 024的特异性抗血 

马铃薯 Y病毒(Potato virus Y，PVY)是马铃薯 Y病毒组的模式成员，分布世界各地，有多 

个株系分化，主要危害马铃薯及烟草，造成严重经济损失l1 J。PvY粒体呈线条状，含有大小约 

1O kh的单链正义RNA基因组，基因组5 端有一基因组连接蛋白(VPg)及 3 端有一Poly A，该 

基因组为一长的开放读框(ORF)，可翻译成一个大的聚合蛋白 2 J。通过 pVyN(Tobacco veinal 

necrosis strain)全核酸序列分析，建立了其基因图谱。基因所编码的蛋 白自5 端至 3 端分别是 

31K蛋白、辅助蛋白(Helper component，HC)、胞质内含体蛋白(Cytoplasmic inclusion protein， 

cI)、基因组连接蛋白(Genome-linked protein，VPg)，两个核内含体蛋白(Nuclearinclusion pro— 

tein)即蛋白酶(Protease NIa)和复制酶 (Polymerase NIb)及位于 3 非翻译区上游的外 壳蛋 白 

(CP) 1。本文将报道 PvYo外壳蛋 白基因在大肠杆菌中的表达，及用表达产物制备特异性抗 

血清用于 PVY检测的结果。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1 1 菌种 、质粒与单 克隆抗体 E coH DH5o．；含有 PvY0外壳蛋白基因的质粒 pGEM7Z—PvY0CP；表达 质 

粒 pMAI 一c2及单克隆抗体 MoAb PVYo 21H05与 MoAb PVyN．4E7均由 日本 国北海道大学农学 部植物病 毒 

研究室提供。 

1．1 2 酶及试剂 限制性内切酶；连接酶；PCR试剂盒分别赔自BoehringerMarmheim，Amersham及日本宝 

酒造公司。 

1 2 方法 

1 2 1 PVy0CP基因的 PCR扩增 

1．2 1 1 引物 按文献 1报道的 Pv 序列合成一对 CP基因引物。为便于克隆．在 5 端弓f物上设汁 r 
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EcoRI位点，在 3 端 引物上设计了 PstI位点。引物序列为 ：5 端引物 5'-CTC GAA TTC ATG GAT CAC CAT 

CAA G-3 ；3 端引物 5'-CGA CTG CAG TCA CAT GAT cTT GAC一3 。 

l 2 l 2 PCR扩增 以质粒 pGEMTZ-PVy0CP为模板 ．用 5 和 3 端 引物扩增 CP基 因，PCR条件为 94℃变 

性 60 s，55℃退火 30 s．72℃合成 60 5．扩增 25十循环。 

l 2 2 大肠杆菌表达载体的构建 

酒精沉淀纯化 PCR产物，用 EcoRI和 Pstl双 酶切 后插 入表达 质粒 pMAL—c2相应 切 点 中转 化 E．coil 

DH5d。 

1 2．3 重组子的鉴定筛选 

碱法提取质粒¨J，用 EcoRI和 Pstl双酶切及用 2 1 l项中的两段引物进行 PCR扩增鉴定重组子 。 

I 2 4 表达载体的诱导表达 

含 Pv CP基因表达载体的 DH5a经 37℃摇动培养过夜活 化后．取 10“L菌液 接种 副古 0 l nmm|／L 

IPTG的 2mLRichmedium中，于 37℃摇动培养诱导表达 4 h。 

1．2 5 表达产物的 SDS-PAGE分析 

取培养物 1．5mL装入 eppendorf管中，离心收集细胞．细胞悬浮在 75 LTE缓冲液中。取样 品 7 L加等 

量上样缓冲液．于 100℃变性 5min，按文献 [4]方法进行 SDS-PAGE电泳。电泳毕，用考马斯亮 蓝染色．10％ 

冰乙酸脱色，干燥胶板后拍照。 

l 2 6 表达产物的 Western blotting分析 

l 2 6 l 转膜 SDS-PAGE后 ．凝胶放转移缓 冲液 (25 rrm~ol／LTris，192mmo|／L甘氨酸 ．20％(v／v)甲醇． 

pH8 3)中漂洗 20 min。按文献 [5]方法将蛋白质从凝胶 中电转移到硝 酸纤维 (NC)膜上，电压 100 V，电转移 

60ra in。 

1．2 6．2 封期 电转移毕的 NC膜在 50mLTBST缓冲液(10mmol／LTris-HC1．pH 8 0．150mmol／L NaC|． 

0．05％ Tween一20)中漂洗．转入封闭液 中(TBsT十1％ BSA)中封闭 60 rain。 

1 2 6 3 第一抗体反应 封闭后的 NC膜装入小塑料袋中，加用TBS稀释的单克隆抗体 MoAb Pv 一21H05 

或 MoAb PVY ．4E7(1：1 000)5mL封 闭塑料袋，于 37℃保 温 60min，取 出 NC膜用 TBST洗 3次．每次 l5 

ra in。 

l 2 6 4 第二抗体反应 NC膜装入小塑料袋中，加入用 TBS稀释的羊抗兔．IgG-ALP(1：800)5mL．封闭塑 

料袋，于 37℃保温 60 rain。同 1 2 6 3项洗膜。 

1．2 6．5 显色反应 装有 NC膜的塑料袋 中加入显色液 5 mL(即 5 mL碱性磷酸缓冲液 中含 25 L 75 mg／ 

mL的氮蓝四唑二甲基甲酰胺液和 18 75 L 5Q mg／mL的 5'-bromc-4一Ch|orc-3一indoxyl ph~sphata二 甲基 甲酰 

胺液)，于室温在暗处显色 至条带清晰，取出 NC膜干燥后拍照。 

1 2 7 表达产物的纯 化 

按文献[6]方法进行表达产物的纯化。离心收集诱导表达细胞，用 50mL裂解液悬浮细胞后用超声波处 

理 ．离心去细胞碎片，上清加 3倍体积过柱缓冲液 ．样品过 amyt~se resin亲合层折桂，流速 为 1mL／min。用 3 

倍床体积的舍0．25 96 Tweea1．20的过桂缓冲液洗库，流速为 1 mL／min。最后用含 10 rrm~ot／L麦芽糖的过柱 

缓冲液洗床．流速为 1 132L／rain，流 出亭葭中舍有表达产物，收集备用。 

1．2 8 抗血清的制备 

以纯化的表达产物为抗原对家免进行耳静眯免疫注射。每周免疫一次，每次 免疫抗原量为 200～250 g． 

共免疫 4次．最后一次免疫注射一周后采血，分离抗血清备用。 

1 2．9 抗血清效价测定及 PVY检测 

以表达产物为抗原 ，用微量沉淀法测定抗血清效价。以感染 PVY并表现病状的马铃薯叶片汁液 为抗原， 

与所制各的抗血清进行对流免疫电诛，琼脂双扩散及 Western blotting，检测样品中的 PVY。 
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2 结果 

2．1 PCR扩增结果 经 1％ agarose-EB电泳检测．PCR产物中含 0 80 kb的特异性核苷酸片 

段。结果见图 1。-该片段大小与文献[3]报道的 pVY~Cp基因一致。 
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图 I PCR产物电泳图谱 

A：PCR 产物 

M ：~DNA-StyI marker 

Fig 1 The￡lm D}∞⋯ s pattern 

0f PCR products 

A The products of PCR 

M ： —DNA，Styl marker 

图 2 重组克隆的酶切电泳图谱 

A：EcoRl和 Pstl双酶切 

B：E R 产物 

M ：̂一DNA-S ryI marker 

472 k【1 

69f1 k1． 

8 ：kl1 

Fig 2 The electropho~sks eadoaucle~e 

restriction map of r~omhinam 

A：EmRI+Pst 1 cuc 

B：PCR products 

M rDNA-Sty I marker 

2．2 表达载俸的酶切及 PCR鉴定结果 重组子 DNA用 EcoRI和 PstI双酶切，可切下 0 80 

kb的核苷酸片段，与预期大小一致，结果见图 2。用一对 PVY CP特异性引物进行 PCR可扩 

增出0．80 kb的 DNA片段(图略)，并把这一重组表达载体命名为 pMAL—c2一PvY0CP．其构建 

策略见图 3。 

2．3 表达产物的 SDS．PAGE分析 SDS-PAGE电泳结果表明，含有 pMAL-e2一Pv cP的工 

程菌 DH5a经 IPTG诱导后产生了一条分子量为 71 8 kDa的特异性蛋白质条带，分子量大 小 

与预期一致，但在对照处理样品中无此条带产生。结果见图4。 

2．4 表达产物的 westem blotting分析 图 5示表达产物与单克隆抗体 MoAb PVyo 21H05 

在NC膜上的 Western blotting结果，含 pMAL-c2一Pvy0 CP的工程菌 DH5a有特异性杂交条带 

出现(泳道 A)，其它对照样品无杂交条带出现。同时也用 MoAb PvY 一4E7在另一块 NC膜 

上进行 Western blotting，但无杂交条带出现，于是获得所表达的融合蛋白含有 PvY。CP亚基 

的直接实验证据。 

2．5 抗血清的效价测定及 PVY检测结果 微量沉淀法测得抗血清的效价为 1：1 024，用该抗 

血清可用对流免疫电泳、琼脂双扩散及 Western blotting检测 出马铃 薯叶片中的 PVY。结果 

见图 6(琼脂双扩散和 Western blotting图略) 
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图 4 表达产物的 SDS．PAGE电诛图谱 

M：蛋白分子量 标准；A：从含有 pMAL．c2．Pv cP的 
E t DH5a细 胞 中 提取 的 可 溶性 蛋 白；B：从 含 有 

pMAL~7．的 E cdiDHSa细胞中提取的可溶性蛋白 c： 

从 E t DHSa细胞中提取的可溶性蛋白。 
F 4 The SDS-PAGE lmtte~ of CBB stained 

M ：Prote／n m~lecuhr weight standerds r【 rke ； 

A—The soluble proteins ext~cted from E toll DH5 celI 

traasformed by expr~ ion vect0工s of pMAL c2一PVyo 

CP； 

B±The soluMe protei~ eKtl~cted hom E．coll DH cell 

t formed bv pM AL-c2： 

C-The u e protein~extr&cted from E co!i DH5口cell 

图 3 表 达载 体 pMAL-c2 pvY~cp 

的构建 

F 3 Construction of expression ve 一 

tot pMAL-c2 P CP 

3 讨论 

马铃薯 Y病毒主要侵染茄科作物、园艺 

作物、牧草及花卉等，造成严重经济损失。近 

年来，马铃薯种薯及一些名贵花卉的组织培养 

快速繁殖产业．正在我国一些农业开发区院所 

及企业蓬勃兴起，于是便涉及到培养材料及组 

培苗的带毒检测问题。血清学方法是检测病 

毒的快速灵敏方法，但需大量高纯度的特异性 

抗血清。以往多用提纯的病毒粒体为抗原制 

备抗血清．但有很多弊端。如一些病毒在寄主 

体内含量较低，难以提纯获得足够的抗原。还 

有一些病毒分离提纯困难不易得到纯化的病 

毒粒体，以此为抗原制备的抗血清含有寄主蛋 

白抗体，通常产生假阳性反应，很难准确判断 

血清学反应结果。而通过基因工程技术使病 

毒外壳蛋白基因在原核细胞中表达，以表达产 

物的抗原制备抗血清，便可克服上述弊端，得 

到大量高特异性的抗血清。同时所构建的工 

程菌株可在超低温条件下长期保存，根据需要 

随时诱导表达用于抗血清的制备，可见这是一 

条制备抗血清的有效途径 
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图5 WestP~ blotting图谱(单克隆抗体 为MoAb PV 一21H05) 

箭头示表达融台壅白的位置 (71 8 kDa) 

A：从古有 pMAL c2一Pv CP的 E coliDH5a细胞中提取的可藩性蛋 白；B：从古有 pMAL-c2一的 E coilDH5口细胞中提取 

的可溶性蛋白；C：从 E ∞“DH5 细胞中提取的可溶性蛋日；D：从含有 pMAL-c2一PVY。CP的 E coil JM 109细胞中提取 

的可溶性蛋白；E：纯化的 PvYu蛋白。 

F 5 The p~ttera Wester~blotting analysis(P sperific MoAb PV 21H05 used as a primary antibody) 

Arr— iad[eated the position of expression fusion p~tein(71．8 kDa) 

A The soluble protems extracted from E．coli DH5 cell tratmfo~ ed by expression vec【0rs pMALc2一PVYu CP： 

B The~luble proteins extracted from E coli DH5e cell t工an med by expr~slon vec∞璐 pM AL-e2： 

C．The soluble proteins extracted from E coli DH5a cell；D：The soluble prote&ts extracted from E ∞“ JM 109 cell tTatl8 

formed by expression v~ctors pM Abe2一PV’ CP；E：Pufifled PV proteins． 

图6 对谎免疫电泳反应 

1上排孔：甩表达产物制备的抗血清； 

2 下捧孔：A和 B为从感染 PVY的马钟薯叶片中榨取的汁液，c为健株马铃薯叶片汁液。 

Fig 6 Immunoe]ectro0h0 reaction 

1 Uplane：PVY”ant[seruta pret~red expression productsinE ．( ： 

2 Down lane The sap extracted from PVY iafected potato leaf(A，B)and h~lthy po~to leaf mp(C) 
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本研究采用的表达载体 pMAL-c2是个带有多克隆位点(Poly linker)的载体。多克隆位点 

的上游 含有 male基 因，可编码 产生 42 kDa的麦芽糖结 合蛋 白 (maltose—binding protein， 

MBP)，因此外源 基因以融合蛋白形式表达，一般情况下表达率可达到细胞总蛋 白的 2O～ 

40％，且表达产物极易通过亲合层析纯化，多数情况下所表达的病毒融合蛋白不影响其免疫原 

性和反应原性。本研究所构建的表达载体 pMAL c2一PvY。CP在 E coli DH5a及 JM 109中 

都能用 IPTG诱导表达，所表达的融合蛋白为 71．8 kDa(42 kDa+29．8 kDa)。在 DH5a中，表 

达率可达细胞总蛋 白的 3O％左右，IPTG诱导表达最适时间为 4 h，诱导表达时间短于 4 h或 

长于 4 h都有表达率下降趋势。本研究制备的抗血清可用对流免疫 电泳 、琼脂双扩散及 West— 

ern blotting进行 PVY鉴定，为各种植物材料 中PvY的检测提供了具有使用价值的特异性抗 

血清。 

参 考 文 献 

】 W ard C W ．Shukta D D Taxonomy of potyviruses㈣ m problem  and sotuti~ s lntervlro]ogy．1991．32：269-- 296 

2 Jose L R，Sonla L．jHan A G Review article．highlights and pr~pects of potyvirus molecular biology J Gen"~tmt，1992，73： 

i～ 16 

3 Brav~Almonacid F，Mentaberry A N Nucteotide eDNA~quence coding lot the PVY0 coat protein Nucl Acids R ．1989． 

17：440】～4405 

4 Sambrook J，F 8ch E F，M anlatis T M ol~tdar cloning，a laboratory r呻Ⅲl 2nd ed．New York：Cold Spnng Harbor Lab。 

mtory Press．1989．18．47～ 18．55 

5 TowNn H，Staehetin T．Gordon j Etectrophoretic transfer of protein polyacrylaraide gels to nitroeeltu]ose sheets：proce- 

dure and some applications Pro：Natl Acad Sci USA．1979，76：4350～ 4354 

6 Ausubo t F M．Brent R．Kingston K E et al Expression and purification of~ ttose-binding protein fusions．In：Ausuble FM 

ed．Cur~nt protomls in mol~ ar biolcgy New York：Greene Publishing and W itey-Interscience．199l 16 6 3～ l6 6 6 

The Expression of Potato Virus Y Common Strain(PVY。) 

Coat Protein Gene in Escherichia coli 

W ang Zhendong Zhmlg Min Tats uji Hataya2 Ichim Uy~da 

(Departmettt Plant Protettion，Shenyang Agricultural University，Shenyang 110161) 

(Laboratory oyPlant Virology，Faculty ofA culture．Hd&aldo University，Supporo 060．3apan) 

Abstract The IPTG-inducible expression vector pM AL-c2一PV’ CP contaning coat pmtein 

(CP)gene of potato virus Y conlinon strain(PVy0)was constructed by cloning PVY cP gene 

into plasmid pM AL-c2 mad transferred into E ．coli DH5a The resuIts of SDS-PAGE and W estern 

blotting show that the specific fusion protein with M r 71．8 kDa*was expressed in E coil DH5a by 

IPTG induction The fusion protein expressed*was separated by amylose resin affinity chromato— 

graphy and injected into rabbit to prepare antiserum The titer of antiserum is 1：1 024 detected 

by micr~ precipitation The antiserum is useful for identification of PVY in plant materials 

Key words PVY COlTimnn strain，Coat proteins，ExpreSsion products，Antiserum 
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