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烟草曲茎病毒复制蛋白基因的原核表达和免疫定位

崔晓峰 李云琴 李桂新 周雪平"

（浙江大学生物技术研究所 杭州 1%$$#7）

摘 要：利用 HIJ方法从烟草曲茎病毒（5.IK&）L13分离物的病株中获得复制蛋白（J+M）基因，将其克隆到原核表
达载体 MN;O6!56%上获得重组质粒 MN;O6L13J+M。重组质粒导入大肠杆菌 PQ#%（*;1）MQGR K中，SH5N诱导表达后发
现部分 J+M融合蛋白以可溶性形式表达。利用 NK56K+M>9/’R+ !P亲和层析柱纯化了 J+M的融合蛋白，免疫家兔获得
J+M蛋白的抗体。对 5.IK&侵染烟草中 J+M蛋白的亚细胞分布研究发现，J+M蛋白主要分布于含有细胞核的组份
中。利用免疫胶体金技术对感病烟草中 J+M蛋白进行了定位，发现 J+M蛋白存在于细胞核内。
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双生病毒是世界范围内广泛发生的一类具有孪

生颗粒形态的植物单链 *0U病毒［%］。近年来，这类
病毒特别是烟粉虱（!"#$%$& ’&(&)$）传播的菜豆金色
花叶病毒属（!"*+#+,$-.%）病毒已在多个国家和地区
的作物上造成严重危害［#］。大多 !"*+#+,$-.% 属病
毒包含 *0U6U和 *0U6P #个组份。一些 !"*+#+,$-/
.%属病毒，如胜红蓟黄脉病毒（ 0*"-&’.# 1"22+3 ,"$4
,$-.%，UL&&）、木尔坦棉花曲叶病毒（5+’’+4 2"&6 ).-2
7.2’&4 ,$-.%，IQI?V&）、秋葵黄脉花叶病毒（ !8"49$
1"22+3 ,"$4 #+%&$) ,$-.%，PL&V&）和中国番茄黄化曲叶
病毒（:+#&’+ 1"22+3 2"&6 ).-2 58$4& ,$-.%，5LQII0&）为
单组份病毒（即仅有 *0U6U），通常 *0U6U单独就能
系统侵染，但需要一类新型的卫星 *0U分子（称为
*0U!）共同侵染才能引起典型症状

［1 W "］。*0U!大
小约为 *0U6U的一半，除茎环结构中保守的 7碱基
序列外，与双生病毒基因组 *0U6U 和 *0U6P 无同
源性。*0U!包裹在病毒粒子中，能被介体烟粉虱
传播，并依赖 *0U6U进行复制［1］。
烟草曲茎病毒（:+(&))+ ).-21 %8++’ ,$-.%，5.IK&）

是本实验室分离的伴随有卫星 *0U!分子的双生病
毒新种［"，2］，*0U6U和 *0U!的侵染性克隆接种后发
现，*0U!能加重 5.IK& 引起的症状（待发表）。为
了探索 *0U6U和 *0U!的复制机制，我们在大肠杆
菌中表达了 5.IK& 复制蛋白（J+M）基因，利用表达
蛋白制备了抗体，并将 J+M 蛋白定位于细胞
核内。

! 材料和方法

!"! 毒源
5.IK& L13分离物采自云南保山地区田间发病

的烟草，病株表现植株矮化、茎杆顶部扭曲等症状。

!"# 菌株、质粒和试剂
大肠杆菌（;%)8"-$)8$& )+2$）*X3"由本实验室保

存，MN;O6!56%、NK56K+M>9/’R+ !P亲和层析柱和 NK5
多克隆抗体购自 U-+/R>9- H>9/-9,<9 公司，MN;V6
5+9RG &+,Y’/ 购自 H/’-+F9 公司，表达受体菌 PQ#%
（*;1）MQGRK 购自 T<9F+C 公司，限制性内切酶、5!
*0U连接酶等工具酶为 H/’-+F9公司产品。
!"$ %&’() *+,基因克隆和原核表达载体构建
根据已测定的 5.IK& L13 分离物 *0U6U序列

（UZ!#$1%4）设计特异性引物 L13J+M68（UI<<0:5/
5U5NII5IUNIIUUNUUUUI，划线部分为 !&#X#位
点）和 L13J+M6J（ II<:5<055IUUIUINUINUIN6
5I5N，划线部分为 =&2#位点），以从病株中提取的
总 *0U为模板用 HIJ扩增 >"? 基因。HIJ产物克
隆于 MN;V65+9RG &+,Y’/上。用 !&#X#和 =&2#将
>"?基因从克隆载体上切下并与同样酶切开的
MN;O6!56%表达载体连接，转化大肠杆菌 *X3"，HIJ
和酶切筛选阳性克隆，并通过序列测定确定 >"? 基
因的读码框正确与否。

!"- 融合蛋白的诱导表达、纯化和抗体制备
含 >"? 基因的重组质粒和 MN;O6!56%空载体分

别导入 PQ#%（*;1）MQGRK中，挑取单菌落于 12[培养



至 !"!""约为 "#!，加入终浓度为 $%%&’()的 *+,-诱
导表达 ./以上，并以空载体和未加 *+,-的培养物
为对照；菌体离心后加入 $ 0 1213+4-5 上样缓冲
液，沸水中处理 6 7 $"%89，$:""";(%89离心后取 $"!)
上清进行 1213+4-5 并利用 -1, 多抗进行 <=>?=;9
印迹分析；为了检测蛋白表达的部位，诱导表达的菌

体在 +@1中重悬浮，加入终浓度 $A的 ,;8?&9 B3$""
和 $""!%&’()的溶菌酶冰浴处理 :"%89，超声波破菌
后分别取上清和沉淀进行 1213+4-5。
含重组质粒的菌株经大量培养、*+,-诱导表达

后超声波破菌，上清液上 -1,31=C/D;&>= .@亲和层析
柱，并按说明书进行蛋白纯化，纯化的蛋白用 1213
+4-5检测纯度；以纯化的 E=C融合蛋白分 .次皮下
注射免疫家兔，每次 "#6%F，在第 . 次免疫后 GH 采
血，通过 <=>?=;9印迹分析鉴定抗体的特异性。
!"# $%&’( )*+蛋白的亚细胞分布
参照文献［I，J］的方法，略有改动。约 :F病叶

于液氮中研磨至粉末，按 :%)(F的比例加入提取缓
冲液匀浆，$""";(%89离心 $"%89后产生上清（1$）和
沉淀（+$），上清 1$经 K"""";(%89超速离心 :"%89后
产生上清 1K"和沉淀 +K"，1K"用 :倍体积的丙酮浓
缩后溶于 "#6%) 51@ 缓冲液（G6 %%&’() ,;8>3LM’，
CL!#I，$#6 %&’() 尿素，G#6A巯基乙醇，.#6A 121）
中，同量的 1$、+$、1K" 和 +K" 样品中加入 ! 0 1213
+4-5上样缓冲液，沸水中煮沸 6 7 $"%89 后进行
1213+4-5和 <=>?=;9印迹分析。
!", $%&’( )*+蛋白的免疫胶体金标记定位
取呈典型症状的本氏烟（#$%&’$()( *+)’,(-$()(）

叶片，切成 $%% 0 K%% 的小片，用 :#6A戊二醛 N

:A多聚甲醛混合液 .O固定 :/ 后，用系列乙醇脱
水，)&P8Q;R’> S.T（+&$R>Q8=9Q=> *9Q产品）树脂低温包
埋，E=8Q/D;?3UV9F W),E4MW, 5 型超薄切片机切片，
超薄切片先与 $：6" 至 $：:"" 倍稀释的 E=C 蛋白抗
体反应，后用 $：$6"倍稀释的胶体金标记的羊抗兔
抗体进行标记，醋酸双氧铀和柠檬酸铅双染色后在

U5T3$:""5B型透射电镜下观察、拍照。

- 结果和分析

-"! $%&’( )*+基因在大肠杆菌中的表达和抗体
的制备

利用 +ME 方法从感病植株中扩增得到 ,XM1Y
E=C基因，将其克隆到 C-5T3,=D>R Y=Q?&;上，获得重
组克隆 C-5T,3ZK6E=C；用 .(-L"和 /(0"将 1+2
基因从 C-5T,3ZK6E=C上切下并与 C-5B3.,3$载体
连接，获得重组质粒 C-5B3ZK6E=C，序列测定表明
,XM1Y E=C基因已按正确的读码框插入到 C-5B3.,3
$载体上，未产生突变。C-5B3ZK6E=C 导入大肠杆
菌 @):$（25K）C)R>1，*+,-诱导表达后 1213+4-5发
现：与空载体和未诱导对照相比，*+,-诱导表达后
含 C-5B3ZK6E=C的样品在分子量约为 !! [2处多出
一条带（图 $），其大小与预期的 -1,3E=C 融合蛋白
分子量相当；利用 -1,多抗进行 <=>?=;9印迹分析，
发现 !! [2的蛋白能与 -1,抗体起特异反应。表明
,XM1Y E=C基因已在大肠杆菌中得到了融合表达。
超声波破菌后分别取上清和沉淀进行 1213+4-5检
测，结果发现 !![2的特异性条带在上清和沉淀中均
存在，这表明用 C-5B3.,3$表达的 E=C融合蛋白部
分以可溶性形式出现，部分形成包涵体。

图 ! ’.’/0123和4*56*78印迹分析 $%&’( )*+基因在大肠杆菌 9:-!（.3;）+:<5 ’中的表达
\8F] $ 1213+4-5 D9H <=>?=;9 X’&? D9D’R>8> &^ ,XM1Y 1+2 F=9= =_C;=>>8&9 89 34%,+5$%,$( %&0$ @):$（25K）C)R> 1

$，:# 5_C;=>>=H ^;&% C-5B3.,3$ P8?/&V? D9H P8?/ 89HVQ?8&9 XR *+,-，;=>C=Q?8‘=’R；K# +;&?=89 %&’=QV’D; P=8F/? %D;[=;；.，6# 5_3

C;=>>=H ^;&% C-5B3ZK6E=C P8?/&V? D9H P8?/ 89HVQ?8&9 XR *+,-，;=>C=Q?8‘=’R；! 7 J，<=>?=;9 X’&? D9D’R>8> &^ C;&?=89 =_C;=>>=H ^;&%

C-5B3.,3$（!，G）D9H C-5B3ZK6E=C（I，J）P8?/&V? &; P8?/ 89HVQ?8&9 XR *+,- V>89F C&’RQ’&9D’ D9?8X&HR DFD89>? -1,，;=>C=Q?8‘=’R；

$"，$$# ,/= >&98QD?=H >VC=;9D?D9? D9H C=’’=? &^ =_C;=>>=H C;&?=89 =_?;DQ?> ^;&% C-5B3ZK6E=C，;=>C=Q?8‘=’R；$:# ,/= CV;8^8=H -1,3

ZK6E=C ^V>8&9 C;&?=89；$K，$.# <=>?=;9 X’&? D9D’R>8> &^ =_C;=>>=H >&’VX’= C;&?=89> ^;&% C-5B3ZK6E=C D9H CV;8^8=H -1,3ZK6E=C V>3

89F C&’RQ’&9D’ D9?8X&HR DFD89>? -1,3ZK6E=C，;=>C=Q?8‘=’R] ,/= D;;&P 89H8QD?=> ?/= C&>8?8&9 &^ -1,3ZK6E=C ^V>8&9 C;&?=89]
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用 !"#$"%&’()*+% ,-亲和层析柱对表达的 .%&
融合蛋白进行纯化，"/"$01!2表明纯化的蛋白为单
一条带，大小约为 334/，5%+6%)7印迹分析表明其能
与 !"#抗体起特异性反应。以纯化的蛋白免疫家
兔制备多抗，多抗琼脂双扩散效价为 8 9 3,。用所制
备的抗体进行5%+6%)7印迹分析，结果发现无论表达
菌总蛋白还是纯化的 .%&融合蛋白在约 334/处均
出现特异的条带（图 8），表明所制备的抗体能特异
检测表达的 .%&融合蛋白。
!"! #$%&’ ()*蛋白的亚细胞分布
利用不同的离心力对病叶和健康叶细胞的不同

组份进行富集，提取蛋白进行 5%+6%)7印迹分析，结
果发现所制备的 #:;"< .%&蛋白抗体能从病叶细胞
的 "8、"=> 和 0=> 组份中检测到约 ,>4/ 的蛋白条
带，与预测的 .%&蛋白分子量大小相当，而在健康叶
细胞组份中不能检测到此条带（图 ?）。在亚细胞分
布研究中，一般认为 "8组份含有植物细胞的总可溶
性蛋白，08为含有细胞壁蛋白的组份，而 "=>和 0=>
为含有细胞核蛋白的组份［@，A］。#:;"< .%&在 "=>和
0=>组份中出现，表明 .%&蛋白可能存在于细胞核。

图 ! 感病烟草叶片中 #$%&’ ()*蛋白的 +),-)./印迹
分析

BCDE? 5%+6%)7 :F*6 (7(FG+C+ *H +I:J%FFIF() KC+6)C:I6C*7 *H #:;"< .%&

&)*6%C7 C7 C7H%J6%K 6*:(JJ* F%(L%+

8 M ,N 08，"8，"=> (7K 0=> +I:J%FFIF() H)(J6C*7+ *H ’%(F6’G 6*:(JJ* &F($

76+，)%+&%J6CL%FG；O M @N 08，"8，"=> (7K 0=> +I:J%FFIF() H)(J6C*7+ *H C7$

H%J6%K 6*:(JJ* &F(76+，)%+&%J6CL%FGE #’% ())*P C7KCJ(6%+ 6’% &*+C6C*7 *H

#:;"< .%& &)*6%C7E

!"0 #$%&’ ()*蛋白的免疫胶体金标记定位
利用 #:;"< .%&蛋白抗体对感病烟草和健康烟

草叶片进行免疫胶体金标记定位，结果发现胶体金

颗粒分布在感病细胞的细胞核内，而在健康烟草叶

片细胞中几乎没有胶体金颗粒的出现（图 =）。在用
免疫前血清和未加一抗进行标记的对照中，无论是

感病细胞还是健康细胞，其细胞核仅分布极少数的

胶体金颗粒，表明所用胶体金的非特异性吸附极少，

也表明 .%&蛋白存在于感病烟草组织的细胞核。

0 讨论
双生病毒的基因组结构较为简单，但其复制及

转录调控却相当复杂。该过程不仅涉及病毒自身编

码蛋白，还与寄主蛋白因子密切相关。就病毒而言，

图 0 感病烟草细胞中 #$%&’ ()*蛋白的免疫胶体金标
记定位

BCDE = QRRI7*$D*FK F(:%FC7D H*) #:;"< .%& &)*6%C7 PC6’ &*FGJF*7(F (7$

6C:*KG (D(C7+6 #:;"< .%& HI+C*7 &)*6%C7 C7 C7H%J6%K 6*:(JJ* J%FF+

1：#’% J%FF 7IJF%I+ *H ’%(F6’G 6*:(JJ* &F(76；-：#’% J%FF 7IJF%I+ *H C7$

H%J6%K 6*:(JJ* &F(76；;：;G6*&F(+R；S：SIJF%I+E #’% ())*P C7KCJ(6%+ 6’%

D*FK &()6CJF%E

.%&蛋白是复制必不可少的［8>］。.%&蛋白是一个多
功能蛋白，具有 /S1结合、起始位点裂解和连接和
1#0依赖的拓扑异构酶活性［8>，88］。
卫星 /S1!依赖辅助病毒进行复制，但其不含

有双生病毒所具有的 ;.区［8?］。为了弄清 /S1!的
复制机理，需要利用 .%&蛋白与 /S1!进行体外的
结合试验。通常认为，病毒的复制蛋白是较难在大

肠杆菌中表达而获得活性蛋白。我们曾利用 &T2$
=>(、&-<??8、&#)JUC+1、&2#$=>(、&2#$=?( 和 &-1/UC+
等原核表达载体在 V8O、-W?8（/2=）&WG+ "和 #X08>
等 ! E "#$% 菌株中表达 #YW;;S<和 #:;"<的 .%&蛋
白，但均未获得表达。在用 !"# 融合的 &!2Z$,#$8
表达 #YW;;S< &’( 基因时，表达的 .%&融合蛋白在

大肠杆菌中形成包涵体。而 #:;"< .%&融合蛋白的
部分表达产物是可溶性的，这为进一步利用此蛋白

研究 /S1!的复制机理提供了可能。
双生病毒的复制是在植物细胞核中进行的，.%&

蛋白除参与复制外，还与 0;S1、.-.8 等细胞周期
（;%FF JGJF%）因子互作而调控植物的细胞周期［8=，8,］。
U(7F%G$-*PK*C7的研究小组在对番茄金色花叶病毒
（#!V<）.%&蛋白的研究中认为，#!V< .%& 蛋白在
烟草中的含量很低，通常不超过总蛋白的 >N>O[，
在植物中较难检测［8=］。在 #:;"< .%& 蛋白的亚细
胞分布研究中，.%&蛋白能从含总可溶性蛋白的 "8
组份中较容易被检测，其含量可能较 #!V< .%& 蛋
白高。#:;"< .%& 主要存在于含有细胞核成分的
"=>和 0=>组份中，这也与 #!V< .%&蛋白的亚细胞
分布相一致［8=］。我们通过免疫胶体金标记将

#:;"< .%& 蛋白定位在细胞核内，因而推测 #:;"<
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及其伴随的卫星 !"#!的复制也是在核内进行的。
进一步我们将利用表达的 $%&’( )*+蛋白在体外与
!"#!进行结合试验，确定卫星 !"#!与 )*+结合的
位点及专化性，探索卫星 !"#!的复制机理。
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