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摘要：根据美国报道的葡萄卷叶伴随病毒Ⅲ(GI RaV．3)CP基因序列，设计井合成一对引物．用 IC- 

RT．PCR对 GI Rav．3进行检测 ．琼脂糖 凝睦 电泳 表明其太 小与碗计 相符。将其 CP基 因 克隆到 

pGEM．3zf(+)中．经双酶切和序列分析表明所克降的是 GI RaV-3 CP基因 ．它与美 国分离物相应 

⋯GI RaV 3；IG-RT-PCR~CP；竺 {锄  关键词：葡萄卷叶病毒； ·； ；克隆 1’’， 里 ：荤魉I 
中圉分 荨■ 露广 茧 ：A 文童编号：一1003—51251 2000}04。-035 二0； 

葡萄卷叶病(Grapevine leafroll disease)是葡萄上的一种重要的病 毒病害。现 已研 究表 明 

引起该病的病毒 不止 一种，目前 国际上承认 的 已有 5种。葡萄卷 叶伴 随病 毒 Ⅲ(Grapevine 

leafroll associated virus 3．GLRaV-3)是其中最主要的一种，它分布最广泛．造成的经济损失最 

大，而且也是这几种病毒中唯一具有 自然介体的一种病毒_2 J。另外，该病毒只存在于维管束 

组织，又没有草本寄主，因此给该病毒的提纯和抗血清制备带来很大困难，本实验根据 生产实 

际，为了建立一种快速、灵敏的检测方法，我们根据国外已报道的美国分离物 GLRaV-3 CP基 

因序列，设计井合成了一对引物 ，利用 IC．RT．PCR(Immunocapture-RT-PCR)对该病毒进行了 

检测井对其外壳蛋白基因进行了克隆。 

1 材料与方法 

1 l 檀物材料 

秦皇岛动植物检疫局进检的从法国进口的葡萄苗术。现存于农业郡植物检疫实验所中心实验室。 

1．2 GLRaV．3的 CP抗血清 

美国康乃尔大学的朱海英博士赠送。 

1．3 引物设计与台成 

根据报道的 GI RBV．3的 cP基因序列”】．设计井合成 PCR的 5 引物(3H)和 3 I物(3c)．为进一步表达 

滚 CP基因，设计}I物时加上了 Nde I和 BamH I两十酶切位点 。滚 引物在中科院微生物 所台成 3H：5 ． 

ATCATATGATGGCATTTGAACTGAAATT．3 ；3C 5'-ATGGATCCTATAAGCTCCCATGAAT'I‘AT-3 
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1．4 IC-RT-PCR参考 Minafra方法 J 

取葡萄 叶 片 1-2片，用镊 子去掉 叶肉 用剪刀将 叶脉和 叶柄剪 碎放八 研钵，液 氨研 磨。加 八 1 ml，50 

mmo L／1．的柠檬 酸缓 冲踱(pH8．3)，转入干净的离心管中。4℃．12 000 r／rain离心 5 rain。将上清转入 另 ·离 

心管备用。用 GLRaV一3的血清包被酶联板后，将上清 加入酶联孔中，每孔 200 L，4℃诱捕过 夜。加八转移 

buffer(10 mmd／L Tris-HC1(pH8 0)，含 1％ Triton X-100)，每 L 40 1 ，65℃处理 5 rain后立即将其转 入 离 

心管中。在诱捕液中加入 100 ng左右任意质粒 DNA，帮助病毒核酸沉降。再加 入等体积 的水饱和酚／氰仿／ 

异戊醇(25／24／1)抽提，将 100．ul 诱捕液浓缩为 5 I 。取浓缩液 2 I 、引物 3c c2o胛 0l／I，)2 1 加无菌去离 

子水(DDW)4 L，在沸水中变性 5rain，立即置于冰上 2rain，然后室 温放置 30rain，使引物 与病都 RNA遢 火。 

再将以下试剂加入反转录体系：4 L 5x1st strand buffer。2 1．10mmolt1．dNTP．2 1 0 1tool／『，DTT．2 

0．3mol／LME，1 I M．Ml』v反转录酶(200 u)，I I rRNasin inhibitor(40 u／ )。将以上试剂 离心管 中混 

匀，42℃温育 1 h。PCR反应在 50 I 体积中进行 。按下 列体 系加掸 ：39．5 I DDW，5 1，10×PCR butfer 1 

10retool／1 dNTP，I 1．引物 3H(20~mol／1．)，1 L引物 3c(20／,mol／I )，2 I．eDNA摸顿 ，0．5 LTaq DNA 

聚合酶(5 u／ L)混匀后．加人 50 L矿物油。循环反应参数 为94℃ 1rain。52 5℃ 45 s．72℃ 1．5rain，循环 

40次，最后 72℃ 5rain。PCR产物经 1％琼脂糖电泳后在紫外透射仪上观察。 

1．5 外壳蛋白基目的克隆 

主要参考朱水芳的方法⋯。引物 3H、3C用 T4 Po Lymaeleotide kiw~se进行磷 酸化 ．用磷酸化 l物进行 Ic． 

RT—PCR扩增 ，扩 增程序同上。质粒 pGEM-3zf(十)用 ＆ I线性化，用 小肠碱性 磷酸化酶 (CIP)去磷酸 化。 

磷酸化 PCR产物与去磷酸化的质粒按 I：1用T4 DNA Ligase进行平端连接。取 100 ng PCR产物，100 ng去 

磷酸化的线状质粒，补足灭菌水至总体积为 8 I ，45℃ 5rain立刻置于冰上，加入 1 I 预冷至0℃的 l0×T4 

DNA Ligase buffer，1 L T4 DNA Ligase，于 l6℃连接 l2—16 hr。氯化钙法制备新鲜大肠杆苗 DH5a感受态细 

胞，连接产物转化大腑杆苗 DHSa．用 Amp和半乳糖苷酶的底物 x．gaI进行互补筛选 。井对获得的阳性 克隆进 

行双酶切分析和序列分析。 

2 结果与分析 

2．1 GLRaV-3的 I~RT-PCR结果 

本实验选择扩增的片段长度为 1 033 bp，包括编码该病毒 CP基因的939 bp及其CP基因 

3 端的一段侧翼序列。结果扩增出了约 1 kb左右的特异性带，与预期结果相一致，而且阴性对 

照无任何带出现，见图 1，表明 PCR扩增是特异的。 

2．2 外壳蛋白的克隆结果分析 

本试验得到的两个阳性克隆分别为 GK一1和 GK一2。克隆 GK．1和 GK一2用引物 3H和 3C 

扩增 ，均得到大小约 ¨出 的带，与样品的 10RT—PCR扩增结果一致 ，克隆 GK l和 GK一2经插 

入片段两端 的酶 NdeI和 BamH I双酶解后均能切下 l kb左右的带(图 2)。为 了确证克隆 

的片断为 GLRaV．3的 cP基因，对克隆GK一1的一端进行了序列分析，结果表明 PCR产物在 

插入到质粒 pGEM一3zf(+)的 SP6启动子下游的 Sma I位点时，插入方向为 3 一5 。进一步 

分析表明，克隆 GK一1用 SP6启动子一端测序，共测插 入片段 478 nt，其中在 45个位点上发生 

突变，没有缺失和插入，与 Ling等l3 报道 的美国分离物(Am i)比较，具有 94．1％的同源性(图 

3)。通过克隆的核苷酸序列分折表明，所克隆的片断为 GLRaV一3的 CP基因。 

3 讨 论 

葡萄植株中含大量的多糖和多酚类物质，提取棱酸困难 ；加之该病毒在植物体 内含量极 
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图 l GLRaV．3的 IC RT．PCR扩增结果 图 2 G-JRaV一3克睡重组片断分析 

Fig．1 Ampllficati~ oE GI RaV-3 CP by IC．RT—PcR Fig 2 Restrictlc．a endonue]em~e am 】y s 0f clone GKⅧ1 d GK 2 

M．PER Marker(1543．994，659，515，377，237)； M．DLISO00Market(15000，10000，750@．25㈣ ．100~]-250)； 

I-2．Amplified product；3．NegativeⅫ Itrcl 1-2．ProduL'~ of restriction endonud~ GK。l andGK-2Nd~I十＆ mH 

3．4．Pla．~mid of clone GK—I and GK- 
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低，给检测工作带来很大困难。研究过程中曾采用一般 RT-PCR，但未得到扩增 产物。建立一 

种快速、准确、灵敏的检测方法非常必要。本研究选取该病毒的 CP基因作为扩增对象．应用 

IC-RT-PCR扩增出 GLRaV．3的 CP基因，该方法较一般 PCR更为灵敏，而且不用提取核酸， 

有着广泛的应用前景。这对 于象 GLRaV-3这类病 毒含量低，且核酸提取不易的病 毒非常适 

用。同时将该病毒的 CP基因克隆到载体 pGEM一3zf(+)中．这为该基因的表达及 CP抗血清 

的制备提供了材料，并为进一步研究打下基础。 
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Abstract：A pair of primers were designed and synthesized based on the nucleotide sequence of 

coat protein gene of GLRaV一3 from America．The expected size of CP gene of GLRaV一3 was am — 

pl[fied by IC (Immunc-capture)一RT—PCR method．The CP gene of GLRaV-3 was cloned into 

pGEM一3zf(+)vector and sequenced．The nueleotide sequence was compared with American im· 

late．Resuh showed that their homology was 94．1％ 
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