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小麦蓝矮病植原体胸苷酸激酶基因(tmk)的 
分离、原核表达及酶活性分析 

李蓓，纪玲玲，吴云锋*，郝兴安 
(西北农林科技大学植物保护学院，陕西省农业分子生物学重点实验室，杨凌  712100) 

摘要：【目的】克隆、表达小麦蓝矮病(WBD)植原体胸苷酸激酶基因(tmk)，并分析酶活性，进一步研

究胸苷酸激酶在植原体感染宿主及繁殖过程中的功能和作用机理，更好地防治植原体病害。【方法】

PCR方法扩增 tmk基因并进行序列分析，连接 pET30a(+)表达载体后原核表达，经 Ni-NTA柱层析纯

化后进行酶催化活性分析。【结果】首次从小麦蓝矮病(WBD)植原体基因组中分离出胸苷酸激酶基因

(tmk)，该基因包含 tmk-1和 tmk-2两种，大小分别为 630 bp和 624 bp，其编码的氨基酸序列均包含

3 个与结合 NTP/NMP 相关的保守功能区。表达的融合蛋白 TMK-1 活性极低，酶活仅 16.4 U/mg，

而 TMK-2酶活高达 112.41 U/mg，且其最适催化条件为 32℃、pH 7.3、1.5 mmol/L Mg2+ 和 1 mmol/L 

ATP。【结论】分析了胸苷酸激酶活性中心的一级结构序列及其催化活性随条件变化而改变的性质，

为深入研究小麦蓝矮病植原体胸苷酸激酶在侵染寄主及其在宿主体内增殖的转录性质奠定基础。 
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小麦蓝矮病（Weat Blue Dwarf，WBD），是我国首

次报道的小麦植原体病害，由介体条沙叶蝉

（Psammotettix striatus L.）专化性传播。目前，已完成
了小麦蓝矮植原体寄主范围鉴定、组和亚组[1~3]水平的分

类。胸苷酸激酶（Thymidylate kinase, TMK, 国际系统命
名：EC 2.7.4.9），它广泛存在于细菌、病毒和哺乳动物
中，在 ATP为供体和Mg2+参与的条件下，催化磷酰基从

ATP转移到脱氧胸苷酸（deoxythymidylic monophosphate, 
dTMP）形成 dTDP[4]，是三磷酸胸苷（dTTP）从头合成
和补救途径的关键酶之一。但是植原体细胞缺乏从头合

成途径[5]，因而补救途径成为唯一提供脱氧嘧啶核糖核

苷酸的方式，用于 DNA的合成、修复或线粒体 DNA的
复制。目前，对植原体胸苷酸激酶(TMK)的研究不多，
仅见 Onion yellows (OY)[6]、Aster yellows witches’-broom 
(AYWB)[7]、Phytoplasma sp. CPh[8]以及 Loofah witches’- 

broom(LWB)[9]的胸苷酸激酶基因分离的报道。 
本研究采用 PCR 方法分离、表达小麦蓝矮病植

原体胸苷酸激酶(tmk)基因，并对纯化的胸苷酸激酶蛋
白进行酶活性分析，为进一步研究 WBD-TMK 蛋白
在植原体感染宿主及繁殖过程中的功能和作用机理

奠定了基础，也为将 TMK 作为药物靶标开发药物防
治植原体病害提供一种新思路。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  病原和质粒：小麦蓝矮病植原体病原、质粒
pET-30a(+)表达载体、E.coli JM109、E.coli BL21 (DE3)
感受态细胞为本实验室保存，感受态细胞用 Cohen 
等[10]的氯化钙法制备。 
1.1.2  主要试剂和仪器：质粒 pMD18-T simple vec-
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tor、限制性内切酶、DL2000 为大连 TaKaRa 公司产
品，T4 DNA 连接酶、氨苄青霉素（Amp），卡那霉素
（Kan），X-gal（5-溴-4 氯-3-吲哚半乳糖苷），IPTG
（异丙基-β-半乳糖苷）购自上海 Sangon 公司，Taq 
DNA 聚合酶、蛋白 Marker 为 MBI 产品，H.Q.&.Q.
凝胶回收试剂盒，质粒微提试剂盒购于 U-gene 生物
工程有限公司，dTMP、PEP、NADH、PK、LDH、
Mg2+和 ATP 等均为 Sigma 公司产品。其它试剂均为
国产或进口分析纯和生化试剂。Sigma 3-18 K台式高
速冷冻离心机、PCT-200 PCR基因扩增仪、DYY-8B
型稳压稳流电泳仪、Dolphin-DOC 凝胶成像系统、
AKTA prime蛋白纯化系统、ASP-3700紫外可见分光
光度计等。 

1.2  tmk 基因克隆与序列分析 
参考已报道的 OY、AYWB、CPh和 LWB的 tmk

基因序列，设计 2 个引物对 tmk-1F/ tmk-1R 和

tmk-2F/tmk-2R 分离 tmk-1 和 tmk-2 基因。tmk-1F: 5′- 
ATGATGAAATTAATAGTTTTTGAAG-3′, tmk-1R: 5′- 
TTAGTTATGATCGCCATTTGA-3′; tmk-2F: 5′-ATGT- 
TTATTTCTTTTGAAGGT-3′, tmk-2R: 5′-TAAAGGT- 
ATTTGAAAG-3′。参照顾沛雯等[2]的方法，提取感病

小麦 DNA，克隆 tmk基因并进行序列分析。 

1.3  tmk 基因的原核表达及蛋白纯化 
引物序列中引入 EcoRⅠ和 HindⅢ酶切位点构建

pET30a(+)-tmk重组质粒，经 PCR和酶切鉴定，将正
确的重组子转化 E. coli BL21 (DE3)， IPTG分别诱导
0、2、4、6 h，并取少量表达菌进行 SDS-PAGE检测。
表达培养结束后收集菌体，加溶菌酶并超声裂解，经

0.45 μm 滤膜过滤，室温下过 Ni-NTA 层析柱，洗脱
收集目的蛋白，透析、浓缩于 4℃保存并将纯化后蛋
白进行 SDS-PAGE检测。以空载 pET-30a(+)质粒为对照。 

1.4  TMK 蛋白的酶催化活性分析 
采用双酶分析方法[11]对纯化的 TMK进行酶活性

分析， 90 μL 反应体系包含： 100 μmol/L dTMP,     
1.5 mmol/L Mg2+, 100 mmol/L Tris-HCl(pH7.4),     
5 mmol/L KCl, 0.2 mmol/L PEP, 0.2 mmol/L NADH, 
pyruvate kinase 1.5 U, lactate dehydrogenase 1.5 U,   
1.0 mmol/L ATP。将 10 μL TMK加入上述反应体系，
30℃下进行 100 min，每隔 5 min 计数一次，波长   
340 nm 下测定 NADH 的浓度，以单位时间(min)内
NADH 的消耗量(μmol/L)作为 TMK 催化反应的反应
速率[(μmol/L)/min]，最后于 98℃水浴 5 min 终止反
应。将蛋白纯化时所用洗脱缓冲液作相同处理作为阴

性对照。分别从以下几个催化条件设置梯度试验，确

定最佳酶反应条件：① TMK/(μg/mL)：52.75、105.5、
211、422、844、1688；② dTMP/(μmol/L)：0.001、1、
10、100、1000；③ Mg2+/(mmol/L)：0.1、0.5、1、1.5、
2、2.5、3；④ ATP/(mmol/L)：0.01、0.02、0.05、0.1、
0.2、0.5、1、1.5、2；⑤ pH：4、5、6、7、8、9、10；
⑥ T/℃：20、25、30、35、40。 

2  结果和分析 

2.1  tmk 基因克隆与序列分析 
从小麦蓝矮病病株总 DNA 中扩增分别得到  

630 bp和 624 bp的特异片段，与克隆载体连接后，
重组质粒 DNA 经 PCR 扩增也得到与病株总 DNA 扩
增片段大小相同的产物（图 1）。 
 

 
 
图 1  小麦蓝矮病植原体 tmk 基因 PCR 扩增产物凝胶电泳 
Fig. 1  PCR amplification of tmk gene of phytoplasma from 
wheat blue dwarf. M. Marker DL-2000; 1. tmk-1; 2. constructed 
plasmid of tmk-1; 3. tmk-2; 4. constructed plasmid of tmk-2; 5. 
Healthy wheat. 
 

经序列测定，小麦蓝矮植原体 tmk-1、tmk-2基因
分别为 630 bp (GenBank登录号 EU183350)和 624bp 
(EU183351)，分别编码 209 和 207 个氨基酸，(G+C)
含量分别为 29.68%和 28.37%。将小麦蓝矮植原体
tmk-1、tmk-2 基因的核苷酸序列及其翻译的氨基酸序
列与已知的其它植原体比较（表 1），可知，小麦蓝矮
（WBD）植原体 tmk-1 基因与三叶草绿变（Clover 
phyllody）CPh株系、洋葱黄化（Onion yellows, OY）
植原体的 tmk-a核苷酸序列及其编码的氨基酸序列同
源率均达到 94 %以上，而 tmk-2与洋葱黄化（Onion 
yellows, OY）植原体的 tmk-b、翠菊黄化丛枝(Aster 
yellows witches’-broom, AYWB) 植原体的 tmk2 核苷酸
序列及其编码的氨基酸序列同源率均达到 94%以上。 

结合前人研究报道[12]，对小麦蓝矮植原体和已知

的其它植原体、细菌的胸苷酸激酶（TMK）一级结构
序列的分析表明（图 2），TMK与其他 dNMP激酶一
样都包含 3个与结合 NTP/NMP相关的保守区，分别
是 P-loop区、TMP结合区及 LID区，其中 P-loop和
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LID是两个磷酸基供体结合区。小麦蓝矮植原体 TMK-1
的 3个保守区是 P-loop区(9-GLD GSG KT-16)、TMP结
合区(85-DRY LDS TIA YQ-95)和 LID区(135-IGR TRK 
KK-143)。TMK-2的 3个保守区是 P-loop区(7-GCE GAG 

KT-14) 、TMP 结合区(91-DRW LPS NFA YQ-101)和 
LID区(135-IGI QRV KQ-143)，以上结果表明小麦蓝矮植
原体 TMK1和 TMK2在一级结构上与已知 TMK含有相
同的功能区，由此推出它们可能行使同样的催化功能。 

 
表 1  小麦蓝矮植原体与其它植原体 tmk 基因序列的同源性比较 

Table 1  Homology comparision of thymidylate kinase gene sequences of WBD and other phytoplasmas 

Homology/% 
                                                                                     

tmk-1 
                        

tmk-2 
                        

16Sr group 
and subgrpup phytoplasmas GenBank 

Accession No.

Nucleotide Amino acid Nucleotide Amino acid

16SrⅠ-C Clover Phyllody (CPh) DQ111953 95.71 96.42 − − 
Onion tmk-a AB010446 94.76 94.26 − − 16SrⅠ-C 
yellows(OY) tmk-b AB094668 − − 95.19 95.65 

16SrⅠ-B Aster yellows witches’-broom (AYWB) CP000061 78.7 77.00 94.36 95.56 

16SrⅧ  Loofah witches’-broom(LWB) AF251151 70.97 76.68 65.3 66.7 

 

 
 

图 2  植原体及细菌 tmk 基因编码的氨基酸序列中的 3 个保守功能区 
Fig. 2  Three conserved functional domains of deduced amino acid sequences of tmk gene from WBD and other phytoplasma and bacteria. 

 

2.2  tmk 基因的原核表达和蛋白纯化 
将小麦蓝矮病植原体 tmk 基因插入原核表达载体

pET30a（+）中，筛选阳性克隆进行 PCR和酶切鉴定，
将正确的重组子 pET-tmk 质粒转化 E.coli BL21(DE3)， 
IPTG诱导表达，与未诱导的电泳条带相比，诱导后增加
了一条强蛋白带，大小约 35 kDa，且表达量随表达时间
的延长而增加(图 3)。TMK-1 和 TMK-2 的预计分子量 

 

图 3  pET-tmk 重组菌诱导表达的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of expression of pET-tmk induced by 
IPTG. M. protein size marker; 1 and 2. expression of E.coli containing 
pET-30a(+) only with different induction time for 6 and 0 h; 3−6. 
expression of E.coli containing recombinant pET-tmk-1 with different 
induction time for 6, 4, 2, 0 h; 7−10. expression of E.coli containing 
recombinant pET-tmk-2 with different induction time for 6, 4, 2, 0 h; 
11. purification product of TMK-1-poly His fusion protein; 12. puri-
fication product of TMK-2-poly His fusion protein. 

分别为 28.1 kDa和 27.8 kDa，加上 pET表达的融合标签
（约 7 kDa），表达的融合蛋白大小基本吻合。大量表达
后菌体裂解后取上清层析纯化经透析除盐、浓缩得到

TMK-1-poly His和TMK-2-poly His融合蛋白浓度分别为
1.68 mg/ml和 1.39 mg/ml。SDS-PAGE检测结果表明，
纯化后的蛋白与诱导表达的蛋白在相同的位置有条带出

现，说明纯化的蛋白为目的蛋白。 

2.3  胸苷酸激酶催化活性分析 
对纯化的 TMK-poly His融合蛋白分别从 TMK、

dTMP、Mg2+、ATP的浓度、pH值、温度等六个方面
设置梯度试验，得到不同条件下 TMK的反应速率（图
4），定义在 30℃、pH 7.3 的条件下每分钟内催化生
成 1 nmol/L ADP所需的胸苷酸激酶的酶量为一个酶
单位，结果表明， TMK-1-poly His融合蛋白催化活性极
低，酶活力仅 1.64 U/mg，（阴性对照为 0.15 U/mg），且
其催化活性在上述六种因素梯度改变的情况下均无

太大变化。相对的，TMK-2-poly His融合蛋白的催化活
性较高，酶浓度为 211 μg/mL时达到最高（图 4-A），酶
活力为 112.41 U/mg，该酶最适催化条件为 1.5 mmol/L 
Mg2+，1 mmol/L ATP ，pH 7.3左右，温度 32℃左右。 
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图 4 表现了不同催化条件下 tmk 酶活性的变化情
况，并指出了低活性时的催化条件，图 4-B 表明，底物
dTMP浓度在 0.001至 1000 μmol/L范围内变化对 TMK
的催化活性无太大影响。Mg2+ 是影响 TMK催化活性的
一个重要因素，图 4-C表明WBD-TMK-2在低浓度Mg2+

条件下活性很低，其最适Mg2+浓度为 1.5 mmol/L，在 2~3 
mmol/L 范围内活性降低 20%。图 4-D 表明，在 0.01 
mmol/L至 1 mmol/L范围内 ATP浓度增高能极大的提高
TMK的催化活性，随后其浓度的增高对 TMK活性影响

不大，说明 1 mmol/L ATP在本实验的反应体系中已基本
能提供足够的磷酰基转移给底物 dTMP。此外，TMK催
化反应对Mg2+/ATP比值也有较高要求[13,14]，WBD-TMK- 
2活性在Mg2+/ATP比值为 1和 1.5时，活性最高且变化
不大。pH值是影响 TMK催化活性的另一个重要因素，
图 4-E表明WBD-TMK-2在 pH7-8范围内催化活性均
较高，这与前人研究[6,9,13,15,16]一致。图 4-F 表明 WBD- 
TMK-2 活性在 28℃~35℃之间基本稳定，这与 OY- 
TMK[6]、LWB-TMK[9]一致。 

 

 
 

图 4  TMK-poly His 融合蛋白在不同 TMK、dTMP、Mg2+、ATP、pH 值和温度下的反应速率 
Fig. 4  Reaction rate under different concentration of TMK(A), dTMP(B), Mg2+(C), ATP(D) and different pH, temperaature(F) conditions.
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3  讨论 

    本实验首次分离出小麦蓝矮植原体 tmk-1 和 tmk-2
基因，进行原核表达，并分析了表达纯化的胸苷酸激酶

的催化活性，得到了该酶的最适催化条件，及其活性随

条件变化而变化的性质，并得到了该酶低活性时的部分

催化条件，因而使得通过改变环境条件抑制胸苷激酶活

性从而达到抑制植原体侵染寄主后的增殖这一目的成为

可能，为进一步研究WBD-TMK蛋白在植原体感染宿主
及增殖过程中的功能和作用机理奠定了基础。 

tmk-1 和 tmk-2 编码的氨基酸序列有相同的保守
功能区，说明 TMK-1和 TMK-2是有功能的，但是相
对于 TMK-2，TMK-1 的活性极低，并且将 TMK 活
性的影响因素设置梯度试验也未能改变极低的

TMK-1的活性，分析原因可能是 TMK-1作为另外一
种激酶起作用，因为植原体侵染寄主后可能会改变其

代谢途径以适应环境变化，使得 TMK-1和 TMK-2在
不同的途径中起作用。比如，在支原体(Myxoplasma 
spp.)中 dAMP激酶就可以催化 dAMP、dGMP、dCMP
磷酸化[17]。从 DNA序列上分析，发现有 2个高度保
守区在缺失，一个是 P-loop 区下游的 TKEPGG，另
外一个是在 TMP bingding motif上游的 PAL，这两个
保守区域的缺失很可能削弱了 TMK-1催化活性。 

由于植原体不能在体外进行人工培养，对其遗传

本质、致病机理等方面的研究受到极大的阻碍，对植

原体病害的防治工作也进展缓慢。胸苷酸激酶作为细

胞内一种重要的代谢酶，对酶活中心、催化活性随环

境变化而改变的性质、在侵染寄主以及其在宿主体内

增殖的转录性质等进行深入地研究将使得设计特异

性植原体抑制剂成为可能。 
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Isolation, Prokaryotic Expression and Activity Analysis of Thymidylate 
Kinase (tmk) Gene from Phytoplasma of Weat Blue Dwarf  

Bei Li, Lingling Ji, Yunfeng Wu*, Xing’an Hao  
(Northwest Agriculture and Forestry University, Shaanxi Key Laboratory for Agriculture Molecular Biotechnology, Yangling 712100) 

Abstract: [Objective] Wheat blue dwarf (WBD) is an important disease in winter wheat district, which causes serious 
losses in wheat production. Thymidylate kinase (TMK) catalyses the phosphorylation of dTMP to dTDP in the de novo 
and salvage pathways of dTTP synthesis in both prokaryotes and eukaryotes. In order effectively control this phytoplasma, 
we isolated the thymidylate kinase gene of WBD phytoplasma, and analyzed the catalytic activity of TMK protein. 
[Methods] tmk gene was amplified from the phytoplasma of WBD, the amplicons were digested with EcoRⅠand HindⅢ 

and then inserted into expression vector pET-30a(+). The polyHis-tagged TMK was expressed in E. coli BL21 (DE3) and 
fusion protein was obtained and purified by Ni-NTA column. The TMK activities were measured by the method of en-
zyme-coupled assay involving Mg2+, dTMP and ATP. [Results] Two genes, tmk-1 and tmk-2 were obtained, with the 
molecular weight of 630 bp and 624 bp. Both of them encoded an amino acid sequence with three conserved functional 
motifs which related with binding NTP/NMP. The fusion protein, TMK-2 had a higher catalytic activity (112.41 U/mg) 
than TMK-1 (16.4 U/mg), and its optimum catalytic conditions were 32℃, pH7.3, 1.5 mmol/L Mg2+ and 1 mmol/L ATP. 
[Conclusion] TMK-1 and TMK-2 had conserved functional motifs in their primary sequence, and suggested that they may 
function as TMK enzymes. But, the TMK-1-polyHis fusion protein had very low catalytic activity, the possible reason was 
that two highly conserved regions were absent in TMK-1, and it might function as another type of kinase in WBD phyto-
plasma. This experiment  lay a foundation for further study of the TMK function in infection and reproduction of WBD 
phytoplasma. 
Keywords: Wheat blue dwarf (WBD); Phytoplasma; Thymidylate kinase (TMK); Prokaryotic expression 
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