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禾谷缢管蚜体内的病毒结合蛋白基因的克隆与原核表达"
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摘 要：利用一对特异性引物，用 HIJ的方法从禾谷缢管蚜体内扩增出了病毒结合蛋白基
因，序列测定结果表明其长度 为 34!1 ?>，编码 K!$个氨基酸，与 CDBE8BF中的禾谷缢管蚜美
国生物型 !"#$%&’( +L&6M2.N核苷酸序列同源性为 01O，氨基酸同源性为 01P!O。构建了 "个
原核表达载体并进行表达得到了 40FQ融合蛋白和 4/FQ的非融合蛋白。
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蚜传病毒有 3/个属约 /34种，几乎为害绝大多数农作物并引起严重的病害，如小麦
黄矮病、玉米矮花叶病、油菜及十字花科花叶病，瓜类和番茄花叶病等［3、"］。在田间，蚜虫

是这类病害发生和流行的中心环节。据统计全世界约有 30/种蚜虫可以传毒，传毒方式
分为持久性、非持久性和半持久性［/］。禾谷缢管蚜（)$*+(,*-.+$"/ +(0.）以持久性方式传
播小麦黄矮病，流行年份发病率一般为 /#O S K#O，严重的高达 $#O S 0#O，造成减产
"#O S /#O［!］。吴云锋等（300!）采用免疫金标记（977*B&2+&’T）研究了大麦黄矮病毒在禾
谷缢管蚜体内的循回传毒过程，进一步分离纯化了一种与传毒有关的 4/ FQ的病毒结合
蛋白（U9L*, ?9BT9B+ >L&-D9B，%EH）［K］，本文报道了对该基因的克隆和在原核中的表达。

! 材料和方法

! "! 蚜虫与病毒
供试禾谷缢管蚜（)$*+(,*-.+$"/ +(0.）采自杨凌小麦田（即定为杨凌生物型），在防虫

温室内多代转接并将单头虫克隆五代后，饲养于小麦上，收集 / S !龄期的无翅蚜冰冻于
5 1#V冰箱，备用。大麦黄矮病毒（EWQ%）CH%株系保存在小偃 4号麦苗上。
! "# 菌种、质粒与试剂
大肠杆菌 QXK!与质粒 >E’*D,L9>- YZ，大肠杆菌 EM"3（Q6/）菌株和表达载体 >E%""3由

本实验室保存。>6N2/#8（ [）和 >NL@X9,)由中国科学院微生物研究所提供。限制性内切
酶、N! Q.)连接酶等购自 N8F8L8公司，1(2 Q.)聚合酶为 HL&7D+8公司产品。
! "$ 模板 %&’的提取及 ()*扩增
参考崔晓峰等人的方法进行。引物设计：根据已测的 %EH末端序列以及崔晓峰等报



道的桃蚜的内共生菌 !"#$%&’()*(序列（在 $+,#-,.的登录号为 /0123456）设计一对特
异物引物，在引物 78端引入 !"#!酶切位点，引物 18端引入 $%&9!酶切位点。引物由上
海 :-,;&,公司合成，其序列如下：

78引物（:<=）：/>>>?$>/$/?$$>>$>?///$/?$?//
18引物（:<1）：/>$$/?>>??/>/??>>/>>>/?$>>

! "# 克隆与序列分析
将 <>@产物与 "#AB+CD%E"F G:连接、转化后筛选阳性克隆，经酶切鉴定和 <>@鉴定后

送上海 :-,;&,公司进行序列测定，氨基酸序列推导和同源性比较借助 #A-CF软件进行。
! "$ 原核表达
参照崔晓峰等的方法进行。碱法提取表达质粒 "’?)1H-（ I）、"#J44= 和 "?%D9EC/

KL/，用 ’()@! I $%&9!双酶切质粒 KL/和带有禾谷缢管蚜体内 J#<基因的重组质粒
"G:J#<，KL/胶回收试剂盒回收 KL/片段。将目的基因与表达质粒连接，转化大肠杆菌
#(4=感受态细胞，挑取阳性克隆，’()@! I *+,M"双酶切鉴定插入与否。用 :K:)</$’
检测蛋白的表达情况。

% 结果和分析

% "! 禾谷缢管蚜体内病毒结合蛋白基因的克隆
首先在 47#(体系中对影响 <>@特异性扩增的条件进行了筛选，退火温度从 52N O

76N，每 1N一个梯度共设 7个梯度；!;4 I 浓度从 =PH O 4PHQ&AR(，每 HP7Q&AR(一个梯度。
经优化后的 <>@ 反应条件为在 7H#( 体系中内含引物 :<= 和 :<4 各 HP2#Q&AR(、模板
4HH,;、ML?<C 4 S7QQ&AR(、=H T <>@ UBVV+% 7#(、!;

4 I 7 O 2QQ&AR(、-%. 酶 =W，退火温度为
74N，共进行 17个循环。采用 <>@方法从禾谷缢管蚜体内扩增出一条约为 =P27.U的片
段（图 =/）。将目的基因和克隆载体 "#AB+CD%E"F G:经 !"# X I $%&9X酶切、回收、连接，转化
’ S ()/+ K97$感受态细胞，在涂有 /Q"、X<?$和 Y);-A的 (#平板上，随机挑取 6 O =4个白
色克隆，小量培养并提取质粒，经 !"#! I $%&9!双酶切鉴定和 <>@鉴定后证实全长目
的片段已连接到 "#AB+CD%E"F G:载体上（图 =#），命名为 "G:J#<。
% "% 序列分析
将该基因序列进行双向测定，结果得到了一个 J#<基因的全长序列，大小为 =253 U"。

经过 #A-CF软件分析，该基因与禾谷缢管蚜美国生物型体内的共生菌（+,M&CZQUE&FED U-DF+%E)
BQ，$0(1,23%）;%&’(基因（@"#;%&’()/!，W3316H）存在 13 个碱基的差异，同源性为 [3\，
J#<基因序列在第 =H=6处核苷酸比 @"#;%&’()/!多“/$?”1个碱基，而在第 =773处核苷
酸比 @"#;%&’()/!少“/?$”1个碱基。与桃蚜杨生物凌型体内共生菌 ;%&’(基因比较，存
在 =[6个碱基的差异，同源性为 63P[6\。
用 #A-CF软件对 J#<基因进行氨基酸序列推导，结果表明禾谷缢管蚜杨凌生物型体内

的 J#<蛋白由 756个氨基酸组成。氨基酸序列与禾谷缢管蚜美国生物型的 @"#$%&’()/!
的氨基酸序列存在 =5个氨基酸差异，同源性为 [3P5\；与桃蚜杨凌生物型体内的 J#<蛋
白的氨基酸序列存在 =7个差异，同源性为 [3P42\，（图 4）。其中 @"#;%&’()*(基因中第
751位核苷酸处多一个“$”，而在 775 位少一个“$”，这导致阅读框的改变，即从 @"#$%&
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图 ! 病毒结合蛋白基因的 "#$扩增和重组质粒 %&’()"的双酶切鉴定
!"#$% &’( )*+,"-)."/0 /1 23& #4045 )06 !"#! 7 $%&8! 6/9:,4 40;<*45 6"#45."/0 /1 +=>23&

（?）@：ABCDDD @)EF4E，%：04#)."G4 -/0.E/,；C，H：23& #4045$（3）@：ABCDDD *)EF4E；%，C：+=>23&；H+3,945-E"+. =>$

图 * 禾谷缢管蚜体内 ()"基因与 +,-./012和2%)+,-./03/的氨基酸序列比较
!"#$C ’/*+)E"5/0 /1 .I4 )*"0/ )-"6 /1 23& )06 JE/KBL?@ 1E/* /1 ’()*%+)",*(-& *%., )5 M4,, )5 @+3JE/KBLNB
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!"#$%中第 &’( ) &’*的“+,-.”（+/0#123#"45#$56）突变为“7"89”（704#"3:#70;#$5;）；+<1
基因核苷酸序列第 &=&’#&=(=位处缺少“$7>”?个碱基，因而在 +<1第 ?@=个氨基酸残基
少一个“A3B”，核苷酸第 &**C#&**D位多出“$>7”?个碱基，这使蛋白序列中第 *&D个氨基酸
残基“$56”突变为“70:”，第 *(=个残基多出一个“E45”；另外的氨基酸改变包括，第 (D&（>
!E）、@&(（E!>）、C’D（$!>）、&=*(#&=*?（7>!EE）、&&&C（E!>）、&??=#&&?&（E7#7E）、&*=C
（$!>）的改变使第 DC位氨基酸残基（FG5!70;）、&?’（$BH!E45）、(IC（%3J!>2B）、?*&（$BH
!1BK）、?CD（+/0!704）、@@@（$BH!$0/）、*=?（>2B!A3B）发生改变（图 (）。
! "# $%&基因的原核表达载体的构建
用 !"#L! M $%&F!从克隆载体 6-A+<1上切下含 +<1基因的 .9$片段，与相同限

制酶切开的原核表达载体 6<+((&、6!>#?=/和 6>BNFG5$连接，转化 <"(&（.!?）。!"#L! M
$%&F!酶切鉴定证实目的基因已插入到 6<+((&的多克隆位点内并具有正确的读框，将
含有 +<1基因的阳性克隆分别命名为 6<+1L、6!>1L和 6>BN1L。

6<+1L载体经过 @(O热诱导 (、@、I2，表达菌经培养，裂解，用 A.A#1$7!检测表达量。
结果表明与未诱导对照相比，6<+1L在 I? P.处表达出一条蛋白带，这与预测的目的基因
表达产物分子量相当（图 ?$），表明目的基因已经表达，但表达量较低；6!>#?=/和 6>BNFG#
5$载体分别用终浓度 & QQK0R"的 S1>7诱导 (、@、I2，A.A#1$7!检测发现与未诱导对照相
比，6!>1L在 ID P.处多出一条蛋白带（图 ?<），其可能为 +<1基因的融合表达产物，在不
同诱导时间下目的基因均有表达，在诱导 @2时表达量最高；含目的基因的载体 6>BN1L经
多次不同时间的诱导均未见融合蛋白的表达。

# 讨论
在国内，我们首次从禾谷缢管蚜体内克隆出病毒结合蛋白 +<1基因，该基因全长序

列有 &I@CT6。经查询 73;</;P，发现其与禾谷缢管蚜美国生物型 L6<HBK!"#$%基因序列
（UCC?’=）和桃蚜杨凌生物型 HBK!"基因序列（$,?IC?@’）不管是在核苷酸还是氨基酸水平
上同源性均很高。由此，有理由推测 +<1可能就是 L6<HBK!"或是其家族中的一类，在此
暂定为 L6<HBK!"#V"，在 73;</;P中登录号是 $,?’C’I@。

图 # 原核表达载体 ’%$&(和 ’)*&(表达产物的 +,+-&./)检测
,GHW? A.A#1$7! /;/045G5 KX 3Y6B3553Z 6BKJ3G;5 G; [3NJKB KX 6< +1L /;Z 6!>1L

$：%：1BKJ3G; Q/BP3B；&：6<+1LRE-；(：6<+1LR(2；? ) @：6<+1LR@2；*：6<+1LRI2W
<：%：1BKJ3G; Q/BP3B；&：6!>1LRE-；(：6!>1LR(2；?：6!>1LR@2；@：6!>1LRI2W
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蚜虫内共生菌在体内为蚜虫的生存提供必须的氨基酸等物质。!"#$%&’( !"#$%由蚜虫腹
部的菌胞—一种专化的脂肪体细胞所包含的胞内共生菌（!"#$%&’( &’(）合成［)］。吴云锋、
周广和等先让蚜虫在薄膜上取食青霉素*蔗糖溶液，+小时后，进行正常饲毒和传毒，结果
发现用抗生素处理过的禾谷缢管蚜、二叉蚜和麦长管蚜传播大麦黄矮病毒的特性与传毒

率降低。推测其原因可能是青霉素杀伤了蚜虫体内共生菌和干扰共生菌蛋白的合成引起

的，影响了病毒的循回持久性传播，因为进入血淋巴中的病毒只有与内共生菌的 !"#$%&’(
!"#$%结合后，病毒从血淋巴到附唾液腺（,-!）的转运才能免于被降解。.’/0"#$%*1%变
异在蚜虫循回传毒尤其是在传播 /123株系 !43、!,3等过程中的生物学意义有待深入
研究。
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