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摘 要 根据小麦黄花叶病毒(wYMvJ棱苷酸序列测定结果．将 WYMV RNA 2上的 28 kDa蛋白 

基因克隆到 pET11a上，掏建了原核表达载体 pE2839。SDS-PAGE分析表明，经 IPTG诱导．28kDa 

蛋白基因在大翰杆菌 BL21(DE3)pLyss中得到高效表达。以含表达产物 的凝胶 为抗原．免疫家 

兔，首次制备 了小麦黄花叶病毒 RNA2蛋白特异性抗血清。 

关键词 小麦黄花叶病毒，蛋白基因．原棱表达，抗血清 

小麦黄花叶病是亚洲小麦产区广为流行的一种真菌传病毒病害，七十年代末在我国首次 

报道⋯。该病害是由小麦黄花叶病毒(wheat yellow mosaic virus，wYMv)侵染所引起的，表 

现为小麦植株矮化，成穗率低，严重影响小麦产量。由于其传播介体禾各类多粘菌(Polyrayxa 

graminis)为植物根部专性寄生真菌，其休眠孢子抗逆力强，可被释放到土壤 中存活多年，所 以 

目前除选择抗病品种外，无其它有效的防治措施。 

wYMV为大麦黄花叶病毒属(Byrnovirus)成 员，基因组由长、短两条单链正意 RNA构 

成 。 。根据 wYMV相近的其他大麦黄花叶病毒属病毒的研究结果，此类病毒 RNA2编码 

两种分子量分别为 28 kDa和 70 kDa的蛋白，可能与介体的传播有关_2】。本研究在对小麦黄 

花叶病毒 eDNA合成及序列测定的基础上(未发表)，将 RNA2编码的28 kDa蛋白基因片段克 

隆到原核表达载体中，获得了高效表达并制备了其相应的特异性抗血清，为今后对 28 kDa蛋 

白的检测和功能研究奠定了基础。 

1 材料与方法 

1 1 菌株和质粒 

大肠杆菌 DH5a、BI 21(DE3)pLysS和原棱表达载体 pET1la由奉室保存。含有 wYMv 28 kDa蛋白基因 

片段的 eDNA重组质粒 pGWH44为本室克隆。 

1．2 酶及试剂 

Western blotting试剂 盒购 自 Prom~a公 司。蛋 白分 子量标准购 自 Pharrnaeia公 司。硝酸纤维素膜 购 自 

收稿 日期：I998—05—22，修回日期 ：I998—08—10 

本课题受到“863“计划和国家 自然科学基金(编号：39870028 J更日资助(编号：101—04—01—05-) 

料 现工作 单位 ：中国农科院生物技术巾心．北京 100081 

蚪 通讯作者 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


2l8 中 国 病 毒 学 第 l4卷 

Sch h ＆ Sc h1le-l公司。IPTG等其他化学试剂及各种限制性 内切酶或工具酶购 自华美生物工程公司。引 

物由中国科学院微生物所技术室台成。 

1．3 PCR引物台成 、基因扩增与表选裁体的构建 

根据本室对 WYMVRNA2 eDNA的序列测定结果 (GenBank登录号 ：AFO41041)，结台对大麦黄花叶病毒 

属其他病毒 RNA2序列的结构分析，分别 1鲑计 了针 对 28 kDa蛋 白编码 区上、下游两端序 列的引物 Pl和 P2 

引物具体序列如下： 

引物 P1：5'-TTTCCAGTACTATGGCATCCACCAG一3 与 WYMV RNA2的 148～173核苷酸 (nt)相对应， 

井 引入一个 scaI位点。 

引物 P2：5'-GGCCTGGATCCTCAGCTCAGCCGAC-3 与 WYMV RNA2的 940～915 nt互补。并引入一个 

RamHI位点和一个翻译终止密码子 

利用引物 Pl与 P2． 含有 WYMV RNA2 28 kDa蛋白基因的 cDNA重组质粒 pGWH44为模板进行 PCR 

扩增．电泳回收扩增产物后。以 SeaI和 BamHI双酶切处理 载体质粒 pETIla用 NdeI酶切，经 DNA聚合酶 

I Klenow片段补平后再用 BamHI酶切。经处理的 PCR产物及载体进行连接，转化大腑杆菌 DH5a后筛选重 

组子 ．咒 R鉴定含有 28 kDa蛋 白基因的非融舍蟹 自原棱表达载体。 

1．4 28 kDa蛋 白基因的诱导表选及 SDS-PAGE电泳分析 

将筛选获得的阳性重组质粒转化大肠杆菌 BI21(DE3)pLysS，挑取 单苗落接种于 3 mL LB液 体培养基 

(含氨苄青霉素 100 g／mL}．于 37℃活化过夜后，接 1 100稀释加入到 6mL LB液体培 养基中(台氨苄青霉 

素 100 g／mL)，振荡培养至 O 邶值为 0 7--0 9，加入 IPTG至终浓度为0 4 r／3~／td／L，继续于37℃摇床培养 

3～4 h。离心集菌后加入 500 uL样品缓 冲渡(40mmo]／LTris．HCI pH6 8 10％甘油，2％SDS，5％巯基乙醇 

0 1％溴酚兰)，煮沸 10min，置 4℃备用。 

将诱导产物经 12．5％的 SDS-PAGE电沫分析 ，用考马斯亮 蓝 R．250染色，脱色 (脱色液 ：10％甲醇 10％ 

冰乙酸 )至背景清晰为止。 

1．3及 1 4两项内容所涉及的常规分子生物学技术均参照 Sambro3k的方法-4j。 

1．5 抗血清制备及 Western-blotting检测 

参照 Hager等 的方法染色，从凝胶 中切下特 异性表达蛋 白条带 ，按 1：1比例 (w／v)加入 PBS缓冲液 

(0．14 m0t／I NaCI，2．7 mmol／I KC[ 1 5 mmo[／I K Pq 8．1 retool／L Na2HPO4)，于冰浴中研瞎。用 PBS 

缓冲液适当稀释回收的蛋白混台物后，加入等体积的福氏不完全佐剂(1 5 g羊毛脂 +8mL石蜡油)进行乳 

化。参照 Haines的方法 制备 WYMV 28 kDa蛋白抗血清。每次免疫剂量为 2 5 mL乳化抗原溶液(抗原约为 

3mg)。采血后收集的抗血清加入 0．1％迭氮钠，分装后 20℃贮存。 

参照 Towbin等人的方法 进行Western．bolttlng检测。 

2 结果 

2 1 原核表达载体的构建 

根据本室对 wYMvRNA2的序列分析结果(Gerfl3ank登录号：AF041041)，28kDa蛋白编 

码区起始于 160 nt．位于一个约 98 kDa的多肽前体编码区的 5 末端。与相近的大 麦黄花叶病 

毒(BaYMv)和大麦和性花叶病毒(BMMV)的研究结果 比较，wYMV 28 kDa蛋 白可能是在 

921 nt上、下游编码的氨基酸 G／S位点，通过翻译后切割所生成的。因此，本文在引物 P2中 

将 922--924 nt处的核苷酸 TCA变为 TGA，从而引入一个终止子。并在起始密码子 ATG上 

游和引入的终止子 TGA下游分别引入相应的酶切位点， 便于重组 DNA操作。 

经 PCR扩增后，获得～个长度约为 b 苷酸的 DNA片段．与设计期望长度相符。按 
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1 3所述，该片段及表达载体 pET1la经酶 切、抽提处理后，进行连接并转化大 肠杆菌 DH5 。 

挑取单菌落进行培养并提取重组质粒，经 PCR鉴定，得到重组质粒 pE2839(见图 1)。 

2．2 表达产物的 SDS．PAGE分析 

将重组质粒 pE2839转化大肠杆菌 BL21(DE3)pLysS，进行诱导 表达。取 2O L上样， 

SDS-PAGE电泳后，考马斯亮蓝染色结果表明：经 IPTG诱导后，含有重组质粒 pE2839的菌株 

可特异地产生一条与 wYMV RNA2 28 kDa分子量相当的蛋白条带(见图 2)。光密度扫描估 

测结果显示，28 kDa蛋白的相对表达量占菌体总蛋白的 10％以上(结果未表示)。 

2．3 抗血清制备和 Western．blotting检测 

经 SDS-PAGE电泳后，染色 回收特 异性表达 的 28 kDa蛋 白条 带。免疫 家免，获得 了 

wYMv RNA2 28 kDa抗血清。 

利用获得的 28 kDa蛋 白抗血清进行 Western—blotting分析。结果表明，所获得的抗血清 

仅与含有重组质粒 pE2839的大肠杆菌诱导表达产物反应，产生一条清晰的着色带 ，而与其他 

对照不发生反应(图 3)。由此可见，所产生的抗血清可 与原核表达的 WYMV RNA2 28 kDa 

蛋白特异结合，为特异性抗血清。 

图 l 表达载体 pE2839的 PCR鉴定 

Fig l Identification of pE2839 hy 

PCR 

A：Products fr pGW H44； 

B：products from pE2839； 

C： DNA／HindⅢ +EcoRi 

markers 

图 2 SDS．聚丙烯酰胺凝腔电诛分析 

Fig 2 SIX％PAGE analysls of expres~ 

sion products 

1 B】上1(DE3)／pET1Ia； 

2 BI2．1(DE3)／pE2839 

A Non uinduced；B Inducedi 

M Protein markers(94．67．43，30， 

20．14 kDa) 

图3 利用 28 kDa蛋 白挠血 清进行 

Western．blotting分析 

F 3 Western—blotting  analysis⋯ g 

antiserum ~gaittst 28 kDa pro- 

rein 

1 BL21(DE3)； 2 BI21(DE3)／ 

pET1la；3 BL21(DE3)／pE2839 

A．No dueed；B Induced． 

3 讨论 

利用表达载体 pET11 a构建的 wYMV RNA2 28 kDa蛋 白原核表达载体 p~ 839为非融 

合蛋白，由于表达产物中不含有任何植物蛋白，经 SDS-PAGE进一步纯化后可以作为良好的 

抗原来制备相应的特异性抗血清。 

·小麦黄色花叶病毒为大 麦黄花叶病毒 属(Bymo-oirgs)的成员之一，与马铃薯 Y病毒属 
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(Poty~frus)同属于马铃薯 Y病毒科(Potyoiridae) ，WYMV除含有二分体基 因组并被真菌 

传播以外，其他方面与马铃薯 Y病毒属存在许多相似 之处。除 日本关于 WYMV基因组序列 

的报道外(GerdSank登录号：1386634，释放时间：1998年 6月 11 13)[ ，本室独立完成了小麦黄 

花叶病毒 RNA1和 RNA2的序列测定。经过分析表明：WYMV RNA2编码产生多聚蛋 白，其 

可能的切割点及由此产生的成熟蛋白与 Potyvirus属病毒的 HC．Pro下游 区域具 有很高的结 

构相似性和序列保守性 ，WYMV RNA2编码的多聚蛋白也是在 G／S处被切割成两种蛋 白 

(28 kDa和 70 kDa)” 。关于 28 kDa蛋白的功能仍不清楚，根据 28 kDa蛋 白与 HC-Pro的序 

列相似性 ，推测 28 kDa蛋白可能与 Hc-Pro功能相似，即与介体传播及多聚蛋 白的切割有关。 

另外，Davidson于 1991年通过构建缺失切割位点来进行的体外翻译实验，也从另一个方面证 

实，大麦黄花叶病毒 RNA2 28 kDa具有蛋白酶功能_1 。28 kDa蛋白通常伴j殖病 毒粒子出现． 

但并不是共价结合在病毒粒子上，或许28 kDa蛋白在病毒的复制和移动中是必需的。28 kDa 

蛋白的功能还有待进一步研究来证实。本研究所制备的 28 kDa蛋白抗血清为进一步研究该 

蛋白的功能奠定了基础。 
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Overexpression of 28 kDa Protein Encoded by 

W heat Yellow M osaic Virus RNA2 in E ．coli 

Su Ning Han Chenggui Li Dawei Hou Zhanjun 

Xing Yiming Yu Jialin Liu Yi 

(State Key LaboraZory for Agrobiola-hnology．China Agricultural Oniz~rsizy．Beijing 100094) 

Abstract With polymerase chain reaction(PCR)a fragment encoding the 28 kDa protein of 

wheat yellow mosaic virus (WYMV ) RNA2 was amplified and constructed into plasmid of 

pET1la for prokaryotic expression BL21 (DE3)of E coti transformed with the recombinant 

plasmid of pE2839 was induced to specifically express the 28 kDa protein in high level The ex— 

pressed 28 kDa protein was purified from SDS-polyacrylamide gels and the antiserum against the 

protein was raised in rabbit．In W estern—blotting analysis，the antiserum reacted with the 28 kDa 

protein 

Key words W heat yellow mosaic virus，Protein gene，Prokaryotic expression，Antiserum 
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