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烟草花叶病毒运动蛋白 !"#$的克隆及融合蛋白的表达
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摘 要：从烟草花叶病毒（EF$）中提取总 G,(，通过反转录5HIG（GE5HIG）扩增得到其运动蛋白（FH）的基因，将扩
增产物克隆到 )FJ51DE载体上。J,(序列分析表明，所得到的运动蛋白的基因全长为 D#.K)（0B9L79M 接受号
(N/##121），与已发表 EF$序列（0B9L79M登陆号为 ,I@ ##1/2.）和同属的番茄花叶病毒（E%F$，0B9L79M登陆号为

,I@ ##"2-"相比核苷酸的同源性分别为 -DO#P和 D#O-P，氨基酸的同源性分别为 --O1P和 D#O#P。将目的片段亚

克隆到表达载体 )4E5/#7上，并在大肠杆菌 QF1#-中诱导表达，诱导 -; 后，融合蛋白表达量最大。诱导后的工程菌
超声后经 RJR5H(04检测，融合蛋白以可溶形式存在。
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烟草花叶病毒（!"#$%%" &"’$(% )(*+’，EF$）属于
烟草花叶病毒属。除 EF$ 外，烟草花叶病毒属主
要还有番茄花叶病毒（ !"&$," &"’$(% )(*+’，E%F$）、
烟草轻绿花叶病毒、芜菁脉明病毒等成员。该属基

因组编码 !个蛋白，大小分别为 1"2MJ、1D/MJ、/#MJ
和 1.O3MJ。其中 1"2MJ 和 1D/MJ 蛋白参与病毒的
复制，称为 G,(依赖的 G,(聚合酶（G,( CB)B9CB9T
G,( )%&86B*7=B，GCGH）；1D/MJ的蛋白是 1"2MJ蛋白
的阅读框终止子通读的产物；/#MJ蛋白参与病毒在
寄主细胞间的移动，称为运动蛋白（F%UB6B9T )*%5
TB+9，FH）；1.O3MJ的蛋白为病毒的外壳蛋白（I7)=+C
)*%TB+9，IH）。

EF$ 的 FH 主要功能是介导 EF$在临近细胞
间的运动（IB&&5T%5?B&& 6%UB6B9T）［1］，研究表明 FH定
位于胞间联丝（H&7=6%CB=67）［"］。据推测 FH可能与
细胞骨架的某些因子形成一种核孔复合物，有利于

转运 EF$基因组通过植株的维管系统，侵染整个植
株［/，!］。目前，对于病毒的运动蛋白的高级结构与其

功能的关系研究的比较少，本文首先克隆表达了

EF$的 FH，为后续工作奠定了基础。

% 材料和方法

%&% 生物材料、酶和试剂
病毒为 EF$ V1 株由微生物所邱并生教授惠

赠。4W!$- HIG试剂盒、反转录试剂盒、限制性内切
酶均购自 E7X7G7（大连宝生物工程）公司。其他均
为分析纯生化试剂。

%&’ 菌株和质粒
大肠杆菌 QF1#-，)FJ51DE 载体为 E7X7G7（大

连）公司产品，)4E/#7为 (6B*=;76产品。
%&( )*+引物合成
引物由 E7X7G7（大连）公司合成。上游引物 H1

和下游引物 H"分别引入 .%"G!和 /0"!，以便正
确克隆到表达载体上。

H1：3Y50I0((EII(E00IEIE(0EE0EE(((05/Y；
H"：3Y5IIIEI0(0EE((((I0((EII0(EEI05/Y。

%&, +#$的提取和 +-.)*+反应
EF$总 G,( 的提取按文献［3］进行。GE5HIG

按 E7X7G7（大连）公司反转录试剂盒说明书进行，用
G79C%6 -6B*作为引物。反转录结束后，反应液中加
入引物 H1、H"，引物的终浓度为 1##)6%&，!$- 酶 1>Z
（3V[>Z），HIG 条件为：-!\ 36+9；-!\ 3#=，32\
3#=，."\ 33=，/#个循环；."\ 1#6+9。然后用 1P的
琼脂糖凝胶对扩增产物进行电泳，检测扩增结果。

%&/ 大肠杆菌表达载体的构建
HIG扩增产物回收后，用连接试剂 R%&>T+%9 ]

（E7X7G7）连接到 )FJ51DE 载体上。然后转化大肠
杆菌 QF1#-，在含有 1##6:[Z (6)+?+&+9、!#6:[Z ^5:7&



和 !"#$%& ’()*的 &+平板选择培养后，挑取白色菌
落，并提取质粒鉴定。用 !"#!和 $%#,!双酶切阳
性质粒，回收小片段，连接到同样双酶切的 -.)/0"1
上，并转化大肠杆菌 23!"4，得到的重组质粒命名为
-.)/0"1/#-。
!"# $%&序列分析
由 )151,1（大连）公司测定重组克隆的全序列，

用 6789’9和 (,:9’9软件（;<=1>?< 9@A=B1CD .E$<EDDC/
<E$ F@，&=G）进行序列分析。
!"’ 融合蛋白表达的检测
将含有质粒 -.)/0"1/#-的工程菌按文献［H］的

方法处理，略做改动。具体方法简述如下：当 23!"4
（-.)/0"1/#-）培养至 &’H""为 "I0 时，加入终浓度为

"I!##@J%& 的 ’()* 诱导表达。诱导一定时间后，收
集菌体，用原培养液 !%!" K 的灭菌去离子水［含
L##@J%& (39M，!%!" K 的 ).（!"##@J%& )C<N·FJ，
-;OI"），.6)7 !##@J%&］重新悬浮，并在冰浴条件下
超声后，!L"""C%#<E 离心 !" #<E后，沉淀用同样体积
的上述水溶解。分别取等量的上清和沉淀溶解液进

行 969/(7*.检测。969/(7*.参照文献［P］进行。

( 实验结果

("! 目的片段的 )*+扩增
根据 3@C@Q@R等［O］报道的基因序列设计引物，考

虑到 3(能在表达载体上有正确的读码框，分别在
ST端和 0T端引入 $%#,!和 !"#!位点。以 )3K的
总 ,87为模板，使用 ,1EG@# 4#DC为引物合成 >687
第一链，经 (F,扩增得到特异性片段，琼脂糖电泳
检测扩增片段长度为 O"PU-，与理论推测值一致。
("( 大肠杆菌表达载体的构建和分析
将 (F,扩增得到的特异性片段与 -36/!O)载

体连接后，对得到的白色菌落进行鉴定。用 $%#,!
和 !"#!酶切得到目的片段约 O""U-。通过序列分
析可知 ST端 L""U-有一 ()*G"位点，-36/!O)载体
的 ()*G"在基因的 0T下游，因此用 ()*G"酶切得
到约 H""U- 的片段。说明克隆得到的基因是所要的
3(基因。用 $%#,!和 !"#!酶切表达载体 -.)/
0"1/#-得到 O""U-的目的片段，说明目的片段已克
隆到表达载体上。

(", $%& 序列分析
将所克隆到的序列进行序列测定，该基因全长

为 O"PU-，与 已 发 表 的 )3K 序 列（ *DE+1EV：
8FW ""!0HP）比较，核苷酸的同源性为 4OISX，氨基
酸的同源性为 44I!X。与同属的番茄花叶病毒

（)@3K，*DE+1EV：8FW ""LH4L）相比核苷酸的同源性
达 O"I4X，氨基酸的同源性达 O"I"X。本文所克隆
并发表的 )3K氨基酸序列（L"4 Y L!P）为 5M,9,)/
*55，而 )@3K 的相同位置为 5M,)5995,，二者碱
性氨基酸比例很高，并且序列基本保守，可能是核定

位信号。

("- 融合蛋白 .$./)&01检测结果和分析
从 969/(7*.的结果可见经 ’()*诱导后，大肠

杆菌 23!"4（-.)/0"1/#-）培养 "IS? 时即有表达，当
诱导 4?时，融合蛋白的表达量最大（图 ! 中 ! 和 P
泳道）。并且融合蛋白主要以可溶状态存在上清中，

而在超声后的沉淀中极少（图 ! 中 O和 4泳道）。

图 ! 2)在大肠杆菌中表达的 .$./)&01分析结果
M<$Z! 969/(7*. 1E1J[N<N @A D\-CDNN<@E @A 3( <E $ Z %#+)

3Z &@B #@JD>]J1C BD<$?= #1CVDC；! Y PI6<AADCDE= <EG]>DG =<#D A@C 3( D\/

-CDNN<@E：!I+DA@CD <EG]>D；LI"IS? 1A=DC <EG]>D；0I! ?；^I0?；SIS?；

HIP?；PI4?；OI9]-DCE1E= 1A=DC N@E<>1=<@E；4I(DJJD= 1A=DC N@E<>1=<@EZ

, 讨论
我们在大肠杆菌中表达的 3(融合蛋白以可溶

形式存在，这与 +C<JJ 等［H］的结果不同，他们得到的
融合蛋白以包含体的形式存在。融合蛋白以可溶形

式表达，为纯化奠定了基础。高表达量的蛋白为以

后研究其高级结构，结构与功能的关系创造了条

件。同时我们还克隆表达了同属黄瓜花叶病毒

（,-%-./01 .#23)% 4)1-2，F3K）的运动蛋白，也以可溶
形式表达（结果另文发表）。

)3K的运动蛋白与 )3K在植株体内扩散密切
相关［4］，且 3(的功能是高度保守的，_] 和 ‘?@]［!"］

的研究表明 )@3K 的 3( 可以替代 )3K的 3(。序
列分析表明它有类似黄瓜花叶病毒（F3K）的运动蛋
白 LU有核定位信号［!!］。LU 是基因沉默的抑制因
子［!L］，另外，马铃薯 a病毒（5#674)1-2，(Ka）运动蛋
白也是病毒编码的抑制因子［!0］。现在已经知道，

F3K的 LU蛋白不仅具有抑制植物自我保护的基因
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沉默作用，进而侵染植物，而且对于病毒本身在植株

体内的长距离运输（!"#$ %&’()#*+ (,)#’-",()(&"#）也是
必不可少的［./］，所以 012的寄主极广。

312的 14蛋白无论在基因的保守区和功能都
与 012的 56 蛋白有相似性，312的 14是否具有
抑制转录后基因沉默的功能，目前正在研究中。
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