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水稻黑条矮缩病毒第七号片段的 !"#$ 克隆

及其在大肠杆菌中的表达
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摘 要：运用 J65KLJ 技术，根据玉米粗缩病毒 M0 的末端序列设计引物，从玉米粗缩病感病材

料中克隆得到一条 #N#BO 长的 DP/* 片段，序列分析表明，该片段全长 #14"OA，含两个开放阅

读框，分别编码 !1N$BP 和 "0N"BP 的多肽。序列分析结果表明，该 DP/* 片段及其编码产物与

水稻黑条矮缩病毒 M8 的 DP/* 序列及编码产物存在最高的相似性，推测该 DP/* 片段为水稻

黑条矮缩病毒的 M8 片段，而不是玉米粗缩病毒的 M0。分别将该片段的两个阅读框克隆到原

核表达载体 A<6#15C 及 AQ<R5SQ 中，经 TK6Q 诱导后，两种蛋白均得到了高效的表达。表达产

物回收后制备并得到了高效价的抗血清。
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水稻黑条矮缩病毒（J>D7 O(:DB5-.V7:B7C CI:VW X>V+-，JYMP&）属于呼肠孤病毒科（J7’X>5
V>C:7）斐济病毒属（9>Z>X>V+-），同属的还有斐济病毒（9>Z> C>-7:-7 X>V+-，9P&）、玉米粗缩病毒

（[:>G7 V’+,H CI:VW X>V+-，[JP&）及燕麦不孕矮缩病毒（\:. -.7V>(7 CI:VW X>V+-，\MP&）等。在

自然界中，水稻黑条矮缩病毒只能通过携带病毒的飞虱（!"#$%&’(") *+,-"+%&&.*）以持久性的

方式传播［1］。在中国，JYMP& 不但侵染水稻，而且侵染玉米，实际上引发中国玉米粗缩病

的病原正是水稻黑条矮缩病毒［#，"］。水稻黑条矮缩病毒的基因组由 1$ 个双链 J/*（P’+5
O(75-.V:EC7C J/*，C-J/*）组成，按照在 K*Q< 胶上迁移距离由小到大的顺序依次命名为：

M1、M#、M"、M!、M2、M0、M8、M%、M4 和 M1$。目前关于水稻黑条矮缩病毒的分子生物学研究还

很不深入，而主要集中在全基因组序列克隆方面。本文报道了水稻黑条矮缩病毒第七号

片段的 DP/* 克隆以及在大肠杆菌中的表达。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 质粒和菌株：选用的克隆载体为 AQ<[56 7:-?5X7D.’V（KV’=7,:）；原核表达载体为

A<6#15C（ ] ）（/’X:,7E）和 AQ<R5SQ（KH:V=:D>:）；克隆菌株为大肠杆菌（ /*0(%,-0(-" 0#&-）
P^2!；表达宿主菌株为 / ) 0#&- Y_#1（P<"）,’(C。



!"!"# 引物设计：根据以前报道［!］的意大利株系的玉米粗缩病毒 "#（$%&’：())*+,）的末

端序列设计引物 -, 和 -.，用于 /01-2/，为了将克隆到的 /&"34"* 的两个开放阅读框架

（5/6）插入到原核表达载体中，根据测得的 "* 序列设计了引物 -7、-! 和 -)。序列如下：

-,：)8199: 000 000 002 :92 20: 020 ::9 229 :178；
-.：)81:92 902 9:2 0:2 900 02: 922 00: 929 2178；
-7：)819:: 922 90: :90 9:9 220 :20 2:9 :178（含 !"#!酶切位点）；

-!：)820: 9:0 2:9 29: 29: 99: :9: 90: 999 9:9 2178（含 $%&!酶切位点）；

-)：)8000 022 90: :90 092 920 009 9:0 :90 2178（含 !"#!酶切位点）。

!"!"$ 感病材料：感病玉米叶片采自河南郑州玉米粗缩病发病区，由中国农业大学于嘉

林教授提供。

!"!"% 主要试剂：限制性内切酶、0! 3;9 连接酶、逆转录酶 %1%’4 和 <:$%10 =>?@1A=BCDE
为 -EDF=G> 公司产品；’%( 3;9 聚合酶为 &HD?C>E 公司产品；)*+ 3;9 聚合酶为 "CE>C>G=I= 公

司产品。

!"# &’( 的提取和 &)*+,& 反应

采用异硫氰酸胍法提取感病玉米叶片总 /;9［)］，总 /;9 直接用于逆转录［#，*］，取约

."G /;9 JJK变性 .FHI 后迅速冰浴，按以下反应体系（.)"’）进行逆转录：."G /;9、引物

-,和 -. 各 .+<FDL、)++"FDLM’ N;0-?、)"’ ) O %1%’4 逆转录酶反应缓冲液、.)P /;>?HI、

.++P %1%’4 逆转录酶，!.K ,Q)R。逆转录产物用于 -2/ 扩增，扩增用的聚合酶采用 ’%(
3;9 聚合酶与 )*+ 3;9 聚合酶的混合物（0>ST -UV 为 ! T,）。-2/ 产物连接到 <:$%10 =>?@1
A=BCDE 中，阳性克隆用于测序。

!"$ 原核表达

利用引物 -7 和 -! 通过 -2/ 扩增得到 /&"34 "* 的 5/6,，-2/ 产物经 !"#!和 $%&!
酶切克隆到表达载体 <$0.,N 的上述酶切位点之间，得到原核表达质粒 <$01"*,；利用引物

-) 和 -. 可以通过 -2/ 扩增得到 /&"34 "* 的 5/6.，-2/ 产物经 0! 3;9 聚合酶补平、

!"#!酶切后，克隆到 ,-.N#酶切和 0! 3;9 聚合酶补平及 !"#!双酶切的原核表达载体

<:$(1W: 中，使得 5/6. 正好与 <:$(1W: 的 :"0（谷胱甘肽 "1转移酶）序列形成融合基因，

从而得到原核表达质粒 <:$(1"*.。上述原核表达质粒均转入 &’.,（3$7）1:DLN 中，X-0:
诱导表达［#］。取诱导表达后的菌液离心 ,FHI，吸净上清，加入 .++"’ , O "3" 上样缓冲液，

,++K煮沸 )FHI，取样做 "3"1-9:$ 分析［Y，J］。

!"% 表达重组蛋白的可溶性分析

)+F’ 诱导表达后的菌液离心去上清，用 )F’ 0; 缓冲液（,)+FFDLM’ ;>2L，)+FFDLM’
0EH?，<Z*Q!）重悬，然后进行超声波破碎（工作 ,+?，间隔 ,+?，7+ 次，功率 !++[）。取 ,Q)F’
裂解液，离心 ,)FHI，转移出上清，沉淀用 )F’ YFDLM’ 尿素溶解。上清和沉淀各取 )"’ 上

样，进行 "3"1-9:$ 分析。

!"- 表达产物的 ’ 末端测序

参照文献［,+］中的方法进行。

!". 表达蛋白的纯化和回收及抗血清制备

7++F’诱导表达后的菌液离心后用 # F’ 0; 缓冲液（含 ,\ 0EHCDI (1,++）重悬，加
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!"#$ 溶菌酶%&"’冻存过夜，然后再加入 (&"!) (#*+,) -$./0 和 1""!$ 23456 搅拌 ( 7 &8，

用 93 缓冲液（含 (: 9;<=*> ?%(""）洗涤两次，每次 &8，离心后的沉淀用 !#) @#*+,) 尿素溶

解，取 (AB#) 上样进行 .2.%CDEF 分离，电泳结束后用 "A(#*+,) GH+ 对 .2.%CDEF 胶染色

!"#<>，蛋白带呈现出不透明的乳白色条带，切下目的条带用研钵磨碎，( I CJ. 悬浮，悬浮

液用于接种兔子，制备抗血清（在中国科学院遗传研究所实验动物中心进行）。

!"# $%&’%() *+,’ 检测抗血清［!!］

抗血清按照 ( K("""" 稀释加入。

图 ! -./01- 分析

L<$M( D>4+N5<5 *O P9%CHP

(M"23D,!"#Q# R $%&P$ 23D #4;S6;；

& M P9%CHP T;*QUV= M

2 结果

2"! -./01- 得到目的 3456
利用引物 C( 和 C&，通过 P9%CHP 的方法从玉米粗缩病

感病叶片总 P3D 中扩增得到一个 &A&SW 左右的特异产物

（图 (），经回收后克隆到 TEF-%9 645N%X6V=*; 中，并转化大肠

杆菌。阳性克隆用于 23D 序列测定，序列结果已被 E6>%
J4>S 收录，序列登录号为：E6>J4>S DY(0Z"![。

2"2 序列分析结果

23D 序列分析结果表明，该 V23D 产物全长为 &([!WT，

包含两个大小相近的 /PL，其中 /PL(（0& 7 ((!"）共编码

!1& 个氨基酸，编码的多肽的理论分子量为 0(A"S2，等电点

为（T\）1A"&，/PL&（((@! 7 &((&）共编码 !"[ 个氨基酸，编码

的多肽的理论分子量为 !1A!S2，等电点为 0A@(。

核苷酸与氨基酸的多序列比较发现，在核苷酸水平上，得到的 V23D 与报道的 PJ.2]
.Z（F-J)：.1![(Z）有 [!AZ:的相似性，而与 -P2] .1（F-J)：?BBZ"(）则有 @BA!:的相似

性；在氨基酸水平上，/PL( 编码的多肽与 PJ.2] 的 CZ%( 存在 [ZA@: 的相似性，而与

-P2] 的 C1%( 存在 [&AB:的相似性；/PL& 编码的多肽与 PJ.2] 的 CZ%& 存在 [1A(:的相

似性，而与 -P2] 的 C1%& 存在 @1A0:的相似性。由进化树分析结果（图 &）可见，克隆得到

的 V23D 片段及其编码产物与 PJ.2] 的亲缘关系更近，该 V23D 片段应为 PJ.2] .Z，其

编码产物分别为 CZ%(（/PL(）和 CZ%&（/PL&）。

图 2 进化树分析

L<$M& C8N+*$6>6=<V 4>4+N5<5
（4）C8N+*$6>6=<V 4>4+N5<5 *O V23D 56^U6>V65；（W）C8N+*$6>6=<V 4>4+N5<5 *O 4#<>* 4V<Q 56^U6>V65M
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进一步对氨基酸序列进行 !"#$% 分析发现，&’() 编码的蛋白与除上述两种病毒以外

的其它呼肠孤病毒成员编码的蛋白之间也有一定的相似性，如该蛋白与同属斐济病毒属

的 &*+, 的 -.$/0) 之间存在 12345的相似性，而与可能的斐济病毒属成员［)1］67’,（680
"#9#:;#%# "<=>.$ :>?;8:<$）的 *)@ 编码的蛋白之间也有 )/3@5的相似性。这些结果提示该蛋

白在呼肠孤病毒某些成员之间可能是保守的，这些相似蛋白可能执行的是相似的功能。

但是，对 &’(1 编码的蛋白的 !"#$% 分析还没有找到在其它病毒中的相似蛋白，暗示该蛋白

可能与水稻黑条矮缩病毒及玉米粗缩病毒的某些特性有关。

!"# $%&’( &) 编码蛋白在大肠杆菌中的表达

分别将’!*+, 的 &’() 和 &’(1克隆到 9AB1)0C 和 9DAE0FD 上，使得 &’() 融合于

G8$0B#= 的 6 端，而 &’(1 则融合于 D*B 的 H 端，两个融合基因编码产物的估计分子量分

别为：41I+ 和 J1I+。分别将以上两种重组质粒转化表达宿主 !71)（+AK），经 L-BD 诱导

后，在 *+*0-MDA 胶上检测到了目的带，且在对照中并没有这些带，这说明这两种融合基

因在大肠杆菌中被诱导表达了（图 K）。将其中对应 &’() 的带进行了蛋白质 6 端测序，共

测得了 6 端的 N 个氨基酸，其序列为：O>%0M$90M:=0-:?0M"#，对照 &’() 推测的氨基酸序列

发现测得的序列与推测的序列完全吻合，证明该蛋白带正是 &’() 与 G8$0B#= 的融合基因

的表达产物。

对表达蛋白的可溶性分析结果表明，两种蛋白均以包涵体的形式存在（图 4）。

图 # $%&’( &) 在大肠杆菌中的表达

(8=PK AQ9:>$$8?. ?R ’!*+, */ 8. ! P "#$%

)P -:?%>8. S?">T<"#: U>8=V% $%#.C#:C；1P L.C<T>C

!71)（+AK）；KP L.C<T>C 9AB0*/)W!71)（+AK）；4P

L.C<T>C 9DAE0*/1W!71)（+AK）P

图 * 大肠杆菌诱导表达蛋白的可溶性分析

(8=P4 *?"<X8"8%Y #.#"Y$8$ ?R %V> 9:?%>8.$ >Q9:>$$>C R:?S ! P "#$%
)P -:?%>8. S?">T<"#: U>8=V% $%#.C#:C；1P B?%#" 9:?%>8. R:?S 8.C<T>C
9AB0*/)W!71)（+AK）；K P *<9>:.#%#.% R:?S 8.C<T>C 9AB0*/)W!71)

（+AK）；4 P L.T"<$8?. X?CY R:?S 8.C<T>C 9AB0*/)W!71)（+AK）；NP B?%#"
9:?%>8. R:?S 8.C<T>C 9DAE0*/1W!71)（+AK）；J P *<9>:.#%#.% R:?S 8.0
C<T>C 9DAE0*/1W!71)（+AK）；/P L.T"<$8?. X?CY R:?S 8.C<T>C 9DAE0
*/1W!71)（+AK）P

!"* 抗血清的鉴定

为了制备上述两种表达蛋白的抗血清，提取它们的包涵体，经 *+*0 -MDA 分离后回收

目的条带用于免疫家兔，数周后得到了各自的抗血清，得到的抗血清经 Z>$%>:. X"?% 鉴定，

结果表明，两种抗血清均能特异识别相应的蛋白，且具有较高的效价（) [ )@@@@），因而可以

用于普通的免疫检测实验（图 N）。
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图 ! 两种抗血清的 "#$%#&’ ()*% 检测

!"#$% &’()’*+ ,-.) /+/-0("( .1 )2. /+)"(’*/
（/）：&’()’*+ ,-.) /+/-0("( 3("+# /+)"4(’*35 /#/"+()

6748；（,）：&’()’*+ ,-.) /+/-0("( 3("+# /+)"4(’*35

/#/"+() 9:;4674< $ 8 $ =+>3?’> @A<8（BCD）；<$ =+4

>3?’> EC;4:78F@A<8（ BCD ）；D $ =+>3?’> @A<8
（BCD）；G $ =+>3?’> E9CH4:7<F@A<8（BCD）$

+ 讨论

玉米粗缩病是中国的主要玉米病毒病害之一，

长期以来一直都认为中国玉米粗缩病的病原为玉

米粗缩病毒，但是最近的一些研究认为引发中国玉

米粗缩病的病原是水稻黑条矮缩病毒，虽然这两种

病毒在形态结构上几乎相似，但是它们在分子水平

上还是存在一些差别。对中国不同地方来源的玉

米粗缩病的病原的其中几个组分进行序列分析发

现，它们均与国外报道的水稻黑条矮缩病毒基因有

着更高的相似性，而与玉米粗缩病毒的相似性要

低［<，D］。将克隆得到的中国河南株玉米粗缩病病原

组分的 ?BIJ 序列，分别与国外报道的 KLBM 和

L@:BM 对应组分 ?BIJ 序列进行比较，结果也表明

该组分与 L@:BM 存在更高的相似性，这与其他研究者的结果是一致的。

目前，L@:BM 的全基因组序列已有报道［<，D，8D N 8%］，但是对各个基因组分的编码产物的

功能的了解还很少。目前认为，L@:BM :8O 编码的是病毒的外壳蛋白，而 :P 编码的是核

心蛋白，:7 与 :Q 则各自编码两个非结构蛋白［8R］。更深入的了解还有待于通过生物化学、

分子生物学以及细胞学等方法进行大量的研究。本研究成功得到了 :7 组分的两个开放

阅读框的原核表达产物，并制备了相应的抗血清，这为开展下一步的研究打下了良好的

基础。

致谢 感谢中国农业大学于嘉林教授和方守国博士提供了感病玉米材料。
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