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水稻黑条矮缩病毒第九号基因片段的克隆和表达
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摘 要：应用 D54EFD技术从表现玉米粗缩病症状的玉米叶片中分离克隆了水稻黑条矮缩病
毒（D<B- G(8B@4HIJ-8@-A AK8JL M<J+H，DNOP&）的第九号片段 O3（Q-,N8,@登录号 172!$36%），并测
定了全序列。将该片段的第一个开放读码框（O340）在原核表达载体 ?:5#0A中进行了高效表
达，表达产物进行 .端氨基酸序列测定，与理论推测的序列完全一致。将表达产物纯化后制
备了抗体，经 R-HI-J, G(’II<,S从感病玉米叶片中检测到了该蛋白。
关键词：水稻黑条矮缩病毒，基因组片段 O3，原核表达，R-HI-J, G(’II<,S
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水稻黑条矮缩病毒（D<B- G(8B@4HIJ-8@-A AK8JL M<J+H，DNOP&）在我国北方的冀、鲁、陕、
晋、辽、津等省（市）区及南方的水稻产区均有分布，对我国主要农作物如水稻、小麦、玉米

等均造成较大的危害［0］。

水稻黑条矮缩病毒是呼肠孤病毒（D-’M<J<A8-）科，斐济病毒（7<V<M<J+H）属的成员，同属
的还有玉米粗缩病毒（W8<X- J’+SY AK8JL M<J+H，WDP&）和斐济病毒（7<V< A<H-8H- M<J+H，7P&）。
它们的基因组均由 0$条双链 D.1（A’+G(-4HIJ8,A-A D.1，AHD.1）组成，主要由灰飞虱（!"#$
%&’()"* +,-.",&’’/+ 0"’’&1）以持久方式传播。我国报道的水稻黑条矮缩病毒和玉米粗缩病毒
均能侵染水稻和玉米，这与国外的报道不一样［#］。已有的研究表明这两种病毒的基因组

有较高的相似性［"］。目前关于水稻黑条矮缩病毒的分子生物学研究还很少，主要集中在

病毒形态、生理生化、全基因组序列克隆方面［! Z %］，对基因的功能方面还没有报道。其中

DNOP& 第九号片段（O3）与 WDP& 第八号片段（O/）具有很高的核酸序列相似性，暗示这两
个片段可能具有类似的功能。本文报道了 DNOP& O3的克隆、序列分析、在 2 ) 3#’. 中的
高效表达及抗体制备，同时从感病叶片中也检测到 O3的第一个开放读码框（O340）的表达
产物，为进一步研究 DNOP& O340蛋白的功能打下了基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 植物材料、菌株和质粒：感病玉米叶片由中国农业大学于嘉林教授赠送，采自河南



郑州，存于 ! "#$，克隆菌株为大肠杆菌 %&’!，测序载体为 ()*+,-./0(1" 23，原核表达载
体采用 (45678，所有质粒和菌株均为本室保存。
!"!"# 酶与试剂：限制性内切酶、59 %:;连接酶等工具酶及 <=>1 ;?10@A>BB01 CD<（E.）
;*F>*0?, GH=-(H>1>-,@I=?J+D>1,均为 G/=K,D>公司产品；反转录试剂盒购自 L0M, 5,.H?=*=D0,-
公司；其余试剂为国产分析纯。

!"# 方法
!"#"! A)2%N 2O片段的克隆及测序：按照 IH=K.PQ?-F0和 R+的方法［"，S］从感病玉米叶片
中提取总 A:;。以总 A:;为模板，根据已报道的 TA%N 2S的末端序列设计引物［7#］，引物
序列为：

M=/U>/8：’V ;;< 555 555 ;<I I5< <;; I5< ;I; I WV
/,X,/-,：’V <;I ;5I ;<I 5<5 5;< II< <I5 5<; < WV
总 A:;经 %T2Y变性后，用 2+(,/-.0(15T" 逆转录酶（L0M, 5,.H?=*=D0,-）合成 .%:;第一链，
再以合成的 .%:;第一链为模板进行 GIA，扩增参数：O9$ 9#-，9Z$ 9#-，"6$ 6K0?，W# 个
循环。GIA产物经 59 %:; G=*QK,/>-,补平后，与经 !"#AN酶切的 ()*+,-./0(1 23连接、转
化，详细步骤参考文献［O］，蓝白斑筛选得到的阳性克隆进行 %:;测序。

图 ! $%&!表达克隆的构建
E0D[7 I=?-1/+.10=? =M (45678@2O@7

!"#"# A)2%N 2O@7在大肠杆菌中的表达：
2O@7基因经 GIA扩增后，用$"##和%&##
进行酶切，表达载体 (45678 用 $"##和
’()#酶切（构建流程见图 7），连接、转化、
诱导表达等步骤均参考文献［O］。诱导表
达后的菌液离心 7K0?，吸净上清，加入
7##$L 88&6Y悬浮菌体，再加入等体积 6 \
2%2 上样缓冲液，7##$煮沸 ’K0?，进行
2%2@G;<4分析。
!"#"’ 表达蛋白的检测分析：将诱导表达
后的菌液离心 7#K0?去上清，加入 ’KL 5:
缓冲液（7’#KK=*]L :>I*，’#KK=*]L 5/0-，
(& "^9）进行超声波破碎（_RO6@"型超声
细胞破碎仪，宁波新芝科器研究所）（工作

7#-，间隔 7#-，W# 次，功率 9##‘）。取
7^’KL裂解液，离心 7’K0?，分离出上清，沉
淀用 ’KL SK=*]L 尿素溶解。上清和沉淀
各取 7^’$L进行 2%2@G;<4分析。为了明
确我们表达的蛋白就是 A)2%N 2O@7 基因
编码的蛋白，我们将 2%2@G;<4 中的蛋白
样品电转移到 GN%E膜上，用 ;)C@9O7 型全自动氨基酸序列分析仪进行 :端测序，实验步
骤按照仪器操作手册中的方法进行。

!"#"( 表达蛋白的回收、纯化及抗体制备：将诱导表达后的菌体用 5:缓冲液（含 7a 5/0@
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!"#）重悬，加 $%&’ 溶菌酶于 ( )%*冻存过夜，然后再加入 +)%!, +&"-., /’012，3%%!’
45678"搅拌 + 9 ):，用 ;5缓冲液（含 +< ;=>!"#）洗涤 )次，每次 ):，离心后的沉淀用 ?&"-.
,尿素溶解，进行 040@ABCD分析。电泳结束后用 %E+&"-., FG-对蛋白胶染色 $%&>#，目的
条带处呈现不透明的乳白色条带，切下该条带用研钵磨碎，即为纯化好的蛋白样品。将纯

化好的蛋白（约 )E%&’）送到中国科学院遗传研究所实验动物中心制备抗体。
!"#"$ 感病叶片免疫印迹检测：将感病玉米叶片用液氮研磨后，每 +%%&’加入 )%%!,提
取缓冲液（;=>7@G- +)H&&"-.,，040 )<，巯基乙醇 +%<），+$ %%% =.&>#离心 +%&>#，上清加入
等体积的 ) I 040上样缓冲液，+%%*煮沸 H&>#后进行 040@ABCD电泳，电泳结束后通过电
印迹法把蛋白质转印到 AJ4K膜上，L87!8=# M-"!检测方法采用 5N;.NGOA显色法。

B N

图 # %&’() ’*片段的
%+,-.%结果

K>’P) Q;@AGQ "R QN04J 0S

+E#45B.!"#T$ U $%&Q" /6=V8=；

)EQN04J 0SE

# 结果

#"! %&’() ’* /(01 的合成及 -.%扩增
根据已发表的 /Q4J 0?片段的全序列合成 HW端和 $W端

引物，以玉米总 Q5B为模板，用 0XY8=7Z=>Y!;/% 逆转录酶合成
Z45B第一链，经 AGQ扩增得到一条特异性很强的条带，扩增
产物约为 +ESVM，与 QN04J 0S双链大小相近（图 )）。
#"# %&’() ’*的序列分析结果
对 45B 测序结果进行分析发现，核酸序列（全长

+ S%%MY，C8#N6#V登录号 BKH2%S[3）与发表的 /Q4J 0?（意大
利株系）的核酸序列相似性为 ?3EH<，与 QN04J 0S的核酸序
列相似性为 ?S<。序列分析表明该片段含有两个开放阅读
框（1QK），第一个 1QK从第 H) 核苷酸到 +%S) 核苷酸，编码
一个 $2[个氨基酸残基组成的多肽，分子量约 2%V4，翻译起
始点存在 F"\6V序列（B]]]B;CB.C）；第二个 1QK从第 ++3%
核苷酸到 +[?3核苷酸，编码一个 )%S个氨基酸残基组成的多
肽，分子量约 )2V4，翻译起始处的序列不符合 F"\6V 序列。
与 /Q4J 0? 的氨基酸序列相似性为 ?S<（1QK+）和 S2<

（1QK)），与 QN04J 0S的氨基酸序列相似性为 S)<（1QK+）和 S[<（1QK)）。
#"2 %&’() ’*,!的表达

QN04J 0S包含两个 1QK，对这两个 1QK进行原核表达，只有 0S@+得到了高效表达，
结果见图 $（对 0S@)没有表达的分析另文讨论）。从图中可看出阳性克隆即使不经诱导也
有一定的本底表达，而 D、K、C、̂、O等不同阳性克隆的表达存在一定的差异。
#"3 重组表达蛋白分析
对诱导表达后的产物进行分析，发现目的蛋白主要存在于沉淀中，说明 0S@+表达产

物是以不溶的形式（包涵体）存在，结果见图 2。
#"$ 表达蛋白的 0端测序
为了进一步验证表达产物的正确性，我们对表达产物的 5端进行测序。结果显示开

始的 H个氨基酸（/8!@B-6@B7Y@C-#@C-X）与序列推测的结果完全一致，证明我们表达的蛋白
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是正确的。

图 ! "#$%& $’()在 ! * "#$% #+,)（%-!）表达的 $%$(./0-结果
!"#$% &’&()*+, -.-/01"1 23 456278".-.9 :;&’< &=(> 3427 ! $ "#$% ;?@>（’,%）

>$ A-4B54；@，% $ ! $ "#$% ;?@>（’,%）CD,E@>F，".FG65F -.F .29 ".FG65F 80 H)E+ 451D569"I5/0；J$ ! $ "#$% ;?@>（’,%）CD,E@>F(

&=(>，.29 ".FG65F 80 H)E+；K L =$ ! "#$% ;?@>（’,%）CD,E@>F(&=(>，".FG65F 80 H)E+ 451D569"I5/0$

图 1 "#$%& $’()表达产物的分析
!"#$J *11-0 23 12/G8"/"90 23 :;&’< &=(> 5MD4511"2. D42FG69

>N )4295". 72/56G/-4 O5"#P9 7-4B54；@N ,MD4511"2. D42FG69 23

;?@>（’,%）CD,E@>F(&=(>；%N &GD54.-9-.9 34-69"2.；JN )45(

6"D"9-9"2. 34-69"2.$

图 2 3456478 9:;66<8=检测感病玉米叶片
!"#$K Q51954. 8/299".# 23 ".35695F 7-"R5 /5-I51

> $S5-/9P0 7-"R5 D/-.9；@$ H.35695F 7-"R5 D/-.9 $

,>? 3456478 9:;66<8=检测感病叶片
将表达蛋白纯化后，免疫新西兰白兔制备了抗血清。Q51954. 8/299".# 结果证明在感病

叶片中检测到约为 JTB’的蛋白，而 &=(>蛋白的理论分子量为 JTB’，因此证明我们的检测
到的蛋白就是 &=(>蛋白。

! 讨论
我们从国内的感病玉米叶片中克隆了 :;&’<的 &=片段的全序列，计算机分析发现，

%%%% 期 李春波等：水稻黑条矮缩病毒第九号基因片段的克隆和表达



我们从感病玉米叶片克隆的该组分与 !"#$ %&的核酸序列和氨基酸序列的相似性均小
于与 "’%#$ %(的相似性，说明在我国河南郑州地区存在的玉米粗缩病是由水稻黑条矮
缩病毒引起的，这与方守国等人的结论是一致的［)］。

目前水稻黑条矮缩病毒的全基因组序列已全部克隆完成，但对他们的功能研究还没

有报道。%(的核苷酸序列二级结构预测结果表明，*+端 ,-个核苷酸的二级结构存在发夹
结构和茎环结构，与轮状病毒的 *+端 *-个核苷酸形成的二级结构相似，在轮状病毒中，*+
端非编码区核苷酸形成的发夹结构和茎环结构对病毒的复制、翻译均起重要作用［..］。

"’%#$ %( *+端非编码区的核苷酸形成的发夹结构是否对 "’%#$ %(复制、翻译起调控作
用还有待研究。用原核表达系统对 "’%#$ %(/.进行了高效表达，同时还制备了抗体，这
对研究 %(/.蛋白的功能打下了基础。目前关于 "’%#$ %(/.的功能还未见报道，推测它
可能编码病毒的非结构蛋白。我们已把 %(/.与 012构建成融合基因，通过在植物细胞内
的瞬时表达研究 %(/.在细胞内的定位，进而确定 %(/.的功能，该工作正在进行当中。
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!"#$%$& ’$( )*+,-..%#$ #/ 0!"# 1-$- #/ 2%3- 4"’35".6,-’5-(
78’,/ 9%,:. %$ !"#$%&’#$’( #)*’

$% &’()*+ ,’+)- .+)-/0)- ,’0)- 1(2+)- 34% &’()’+)- $% .%!
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6(**#2# (/ +’/# 75’#)5#8，0#9’)2 :)’;#-8’&.，<#’=’)2 #5567#，6"’)%）

;<.6,’36：8’4 9:;< += >?@:A @! /0B 0CDE%=%42 *F >8"G&> (B%)- H’4 H+H0E >;< += %)=49H42 C0%I4
E40J4B 0B H’4 H4CDE0H4，0)2 H’4) H’4 G&> DK+2(9H /0B 9E+)42 %)H+ D?E(4B9K%DHLL @MN <=H4K H’4 :;<
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R55X年中国微生物学会学术年会暨八届三次理事大会将于 #R月召开

由中国微生物学会主办，广东省微生物学会及广东省微生物研究所承办的“R55X年中国微生物学会
学术年会暨八届三次理事会理事大会”定于 R55X年 #R月 _ a !日在广东省珠海市召开。此会是中国微
生物学界的一次盛会，会议在我国沿海经济发达地区召开，将为全国从事微生物学科研究、开发工作者

提供一次进行学术交流和展示各自研究成果的极好机会。同时将对该地区微生物学科的发展产生重要

影响。会议期间将召开中国微生物学会第八届三次理事大会。会议热忱欢迎中国微生物学会会员和全

国微生物学工作者参加，并进行微生物新技术交流和新成果展示。会议热忱欢迎与微生物学有关的生

产厂家、公司赞助会议并前往会场展示自己的产品。

会议主题：迎接挑战———新世纪微生物学工作者的使命

主要内容：#N学术年会，会议邀请知名专家、教授进行大会专题报告和分组（基础、工、农、医学和兽医微
生物学）学术交流。

RN中国微生物学会第八届三次理事大会，商议学会改革发展。
XN进行微生物新技术交流和新成果展示活动。
TN会议将进行论文摘要统一审稿。

联系方式：

通讯地址：北京市海淀区中关村北一条 #X号 中国微生物学会办公室
邮政编码：#55565
电话b传真：5#5"_RZZT_77
Q"C0%E：9BC‘B()N %CN 09N 9)
联 系 人：尹 畅

或：通讯地址：广东省广州市先烈中路 #55号 广东省微生物学会
邮政编码：Z#5575
电 话：5R5"67__6#XT 或 5R5"X7_Z_XR6
传 真：5R5"67_5#Z67
Q"C0%E：/B/‘-%BN BH% N -2N 9)
联 系 人：李良秋 李秀红

ZXXX 期 李春波等：水稻黑条矮缩病毒第九号基因片段的克隆和表达




