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甘薯卷叶病毒江苏分离物基因组全长序列测定

及其外壳蛋白基因在大肠杆菌中的表达
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摘要：为了制备甘薯卷叶病毒（ＳＰＬＣＶ）的特异性抗体，克隆了甘薯卷叶病毒江苏分离物ＳＰＬＣＶ（ＪＳ∶
ＸＺ∶３－２）的全长基因，并对其基因结构及分子变异情况进行分析，同时对外壳蛋白（ＣＰ）基因进行了克

隆和表达。利 用ＰＣＲ方 法 扩 增 并 克 隆 了ＳＰＬＣＶ（ＪＳ∶ＸＺ∶３－２）的 全 基 因 组，测 序 分 析 表 明，

ＳＰＬＣＶ（ＪＳ∶ＸＺ∶３－２）基因组全长为２　８３４ｂｐ，含有６个开放阅读框架，与已发表的ＳＰＬＣＶ其他分离

物相比，全基因组核苷酸序列相似性为８２．７％～９４．４％。其中，ＣＰ基因由７６５个核苷酸组成，共编码

２５４个氨基酸残基。ＳＰＬＣＶ　ＣＰ基因核苷酸序列与其他分离物的相似性在８９．２％～９０．６％，其中与

ＳＰＬＣＶ美国分离物（ＨＱ３３３１３５）的相似性最高，为９０．６％；与日本分离物（ＡＢ４３３７８８）的相似性最低，
为８９．２％；与中国大陆分离物（ＦＪ５１５８９６）ＣＰ基因的核苷酸序列相似性为９０．２％。将ＳＰＬＣＶ　ＣＰ基因

克隆到原核表达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－３上，获得重组质粒，经ＩＰＴＧ诱导表达、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析得到了大小

约为５４．３ｋＤ的融合蛋白条带，说明ＣＰ基因在大肠杆菌中得到了高效表达。
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　　甘 薯 卷 叶 病 毒（ｓｗｅｅｔ　ｐａｔａｔｏ　ｌｅａｆ　ｃｕｒｌ　ｖｉｒｕｓ，

ＳＰＬＣＶ）是侵染甘薯的主要病毒之一，可引起甘薯叶

片上卷、叶脉变黄、植株矮化等症状，对甘薯产量影响

较 大，一 般 可 造 成 ２６％ ～６３％ 的 产 量 损 失［１］。

ＳＰＬＣＶ属于双生病毒科（Ｇｅｍｉｎｉｖｉｒｉｄａｅ），菜豆金色花

叶病毒属（Ｂｅｇｏｍｏｖｉｒｕｓ）病毒，由白粉虱以持久方式

传播［２］。ＳＰＬＣＶ基因组为单链环状ＤＮＡ分子，大小

约为２．８ｋｂ，含有６个开放阅读框架（ＯＲＦ），病毒链

上编码ＡＶ　１和ＡＶ　２，互补链上编码ＡＣ１、ＡＣ２、ＡＣ３
和ＡＣ４，其中ＡＶ　１ＯＲＦ编码病毒的外壳蛋白（ＣＰ）。

目前，美 国、日 本、以 色 列、西 班 牙 等 国 已 有

ＳＰＬＣＶ发生的报道［３］。２００６年，Ｌｕａｎ等［４－５］首先在

我国的甘薯 上 发 现 了ＳＰＬＣＶ的 存 在，并 对 其 全 基

因序列进行了测定。但有关ＳＰＬＣＶ在我国甘薯上

的发生、分布及变异情况还不清楚。因此，在大肠杆

菌中表达该病毒的ＣＰ基因，制备特异性抗体，建立

快速高效的 血 清 学 检 测 技 术，将 有 助 于ＳＰＬＣＶ的

检测和 防 治。本 试 验 针 对ＳＰＬＣＶ 的 江 苏 分 离 物

ＳＰＬＣＶ（ＪＳ∶ＸＺ∶３－２），利用ＰＣＲ方法克隆了其全

长基因，完成了序列测定，并首次在大肠杆菌中高效

表达了其ＣＰ基 因，为 抗 体 的 制 备 及 血 清 学 检 测 方

法的建立奠定了基础。

１　材料和方法

１．１　病毒材料

甘薯病毒样品采集自江苏省徐州市农业科学院

试验田，其症状表现为叶缘上卷，植株矮化。该样品

编号为ＪＳ∶ＸＺ∶３－２。

１．２　菌株及载体

大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ、ＴＧ１以及原核表

达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－３由河南省农作物病 虫 害 防 治 重

点实 验 室 保 存，克 隆 载 体ｐＭＤ１９－Ｔ购 自 ＴａＫａＲａ
公司。

１．３　酶及试剂

ＤＮＡ提取试剂盒、ＰＣＲ试剂盒、ＤＮＡ　Ｔ４连接

酶、限 制 性 内 切 酶 购 自 ＴａＫａＲａ公 司，ＡｘｙＰｒｅｐ
ＤＮＡ凝胶回收 试 剂 盒、卡 那 霉 素（Ｋａｎ）、氨 苄 青 霉

素（Ａｍｐ）、甘 氨 酸、丙 烯 酰 胺、十 二 烷 基 磺 酸 钠

（ＳＤＳ）、三羟 甲 基 氨 基 甲 烷（Ｔｒｉｓ）、ＩＰＴＧ等 购 自 上

海生工生物工程有限公司，其他常用试剂均为国产

分析纯。

１．４　ＳＰＬＣＶ 江 苏 分 离 物 基 因 组 的 克 隆 和 序 列 测定

１．４．１　引物设计　利用文献［５］中设计的ＳＰＬＣＶ

的 简 并 引 物 ＢＭ－Ｖ（５′－ＫＳＧＧＧＴＣＧＡＣＧＴＣＡＴ－
ＣＡＡＴＧＡＣＧＴＴＲＴＡＣ－３′）和 ＢＭ－Ｃ （５′－ＡＡＲ－
ＧＡＡＴＴＣＡＴＫＧＧＧＧＣＣＣＡＡＲＡＲＲＧＡＣＴＧＧＣ－
３′）扩增ＳＰＬＣＶ（ＪＳ∶ＸＺ∶３－２）的ＤＮＡ－Ａ近 全 长

基因序列。根据测定的近全长序列再设计一对引物

ＳＰＬＣＶ－ｓｈｏｒｔ－５′ （５′－ＣＡＧＡＡＧＧＧＡＧＡＴＴＧＧＡ－
ＣＡＴＣＧＣＡＧ－３′）和ＳＰＬＣＶ－ｓｈｏｒｔ－３′（５′－ＡＡＴＧＴ－
ＣＡＴＧＧＡＴＴＣＣＧＣＴＧＣＧＣ－３′），用 于 扩 增ＳＰＬＣＶ
近全长 序 列 短 缺 的 部 分，经 序 列 拼 接 后 即 可 获 得

ＳＰＬＣＶ　ＤＮＡ－Ａ 的 全 长 序 列。引 物 均 由 ＴａＫａＲａ
公司合成。

１．４．２　ＰＣＲ扩增　利用ＤＮＡ提取试剂盒提取感

病甘薯 叶 片 的 总ＤＮＡ，以 总ＤＮＡ为 模 板，分 别 利

用ＢＭ 正 反 向 引 物 和ＳＰＬＣＶ－ｓｈｏｒｔ正 反 向 引 物 对

样品进行ＰＣＲ扩增。

ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）为：总ＤＮＡ　２．５μＬ，１０×Ｅｘ
Ｔａｑ　ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，正、反 向 引 物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，

ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，Ｍｇ
２＋ （２５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．７５

μＬ，Ｅｘ　Ｔａｑ（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　３５．５μＬ。

ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变

性４５ｓ，５５℃退 火５０ｓ，７２℃延 伸（ＢＭ 引 物ＰＣＲ
延伸３ｍｉｎ，ＳＰＬＣＶ－ｓｈｏｒｔ引物ＰＣＲ延伸３０ｓ），共

３０个循环；最后一次循环后，７２℃补平１０ｍｉｎ。

１．４．３　序列测定及分析　ＰＣＲ产物经０．８％琼脂

糖凝胶电泳 检 测 后，利 用 ＡｘｙＰｒｅｐ　ＤＮＡ凝 胶 回 收

试 剂 盒 回 收 目 的 片 段。将 回 收 片 段 与 载 体

ｐＭＤ１９－Ｔ连接，转入大肠杆菌ＴＧ１中，经蓝白斑筛

选和菌液ＰＣＲ验证获得阳性克隆，送ＴａＫａＲａ公司

完成 序 列 测 定。利 用 软 件ＢＬＡＳＴ、ＤＮＡＭＡＮ 和

ＯＲＦ　Ｆｉｎｄｅｒ对序列进行分析和拼接。

１．５　ＳＰＬＣＶ　ＣＰ基因原核表达载体的构建

１．５．１　引物设计　根据分析确定的ＳＰＬＣＶ（ＪＳ∶
ＸＺ∶３－２）ＣＰ基因序列设计引物：正向引物ＳＰＬＣＶ－
ＣＰ５ （５′－ＴＡＡＧＴＣＧＡＣＡＴＧＡＣＡＧＧＧＣＧＡＡＴＴＣ－
ＣＣＧＴＴＴＣ－３′ＣＣＧＴＴＴＣ－３′），引 入 了 酶 切 位 点ＳａｌⅠ；反 向 引 物

ＳＰＬＣＶ－ＣＰ３ （５′－ＧＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＴＴＡＴＴＡＴＧＴ－
ＧＡＡＴＣＡＴ－３′），引入了酶切位点ＸｈｏⅠ。

１．５．２　ＰＣＲ扩增及重组表达载体的构建　以１．４．３
中获得的近全长基因片段（由ＢＭ引物扩增）连接转

化的质粒为模板，利用ＳＰＬＣＶ－ＣＰ正、反向引物进行

ＰＣＲ扩增。使用限制性内切酶ＳａｌⅠ和ＸｈｏⅠ对纯化

所得ＰＣＲ产 物 进 行 处 理，然 后 与 经 同 样 酶 处 理 的

ｐＧＥＸ－４Ｔ－３载体连接，转入大肠杆菌ＴＧ１中，以碱解
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法提取质粒，通过ＰＣＲ和酶切鉴定筛选阳性克隆。

１．６　ＳＰＬＣＶ　ＣＰ基因的诱导表达和ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

重组质粒经测序验证正确后，将其转入大肠杆菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ中。在含有Ａｍｐ的ＬＢ平板上挑

取单菌落，接入３ｍＬ含有Ａｍｐ（１００μｇ／ｍＬ）的ＬＢ
培养基中，３７℃活化过夜后，按１∶１００的比例接入

１０ｍＬ含 Ａｍｐ（１００μｇ／ｍＬ）的 ＬＢ培 养 基 中，１８０
ｒ／ｍｉｎ振荡培养２～３ｈ至菌液ＯＤ６００值达到０．６左右。
取１ｍＬ菌液作为对照，剩余菌液中加入ＩＰＴＧ至终

浓度为０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，以１２０ｒ／ｍｉｎ的 低 转 速 诱 导 过

夜。取１．５ｍＬ培养液，经８　０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ收

集菌 体，加 入５０μＬ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ样 品 缓 冲 液（４０
ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、２％ＳＤＳ、５％巯基乙醇、１０％甘油、

０．１％溴酚蓝，ｐＨ值６．８），煮沸１０ｍｉｎ，离心后取上

清，制备１２．５％的凝胶进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

２　结果与分析

２．１　ＳＰＬＣＶ江苏分离物基因组全长序列的测定及

分析

以感病甘薯叶片总ＤＮＡ为模板，使用ＢＭ引物

经ＰＣＲ扩增，得到一条约２．８ｋｂ的目的条带；使用

ＳＰＬＣＶ－ｓｈｏｒｔ引物ＰＣＲ扩增所得目的片段约为４２０
ｂｐ，均与设 计 相 符（图１）。将 目 的 片 段 分 别 克 隆 到

ｐＭＤ１９－Ｔ载 体 上 进 行 序 列 测 定，经 序 列 拼 接 后

可知，ＳＰＬＣＶ（ＪＳ∶ＸＺ∶３－２）ＤＮＡ－Ａ序 列 全 长 为

２　８３４ｂｐ。其 与 已 发 表 的 ＳＰＬＣＶ 其 他 分 离 物 的

ＤＮＡ－Ａ核苷酸序列相似性为８２．７％～９４．４％，其中，与
中国大陆分离物ＣＮ－ＳＨ（ＥＵ３０９６９３）相 似 性 最 高，为

９４．４％。经过序列分析，ＳＰＬＣＶ（ＪＳ∶ＸＺ∶３－２）基因组

共含有６个ＯＲＦ，其中，ＣＰ基因由７６５个核苷酸组成，
共编码２５４个氨基酸残基。利用ＤＮＡＭＡＮ和ＢＬＡＳＴ
软件进行序列比较分析（表１），ＳＰＬＣＶ（ＪＳ∶ＸＺ∶３－２）
的ＣＰ基因与已发表的ＳＰＬＣＶ其他分离物相比，核苷

酸序列相似性在８９．２％～９０．６％，其中与美国分离物

ＵＳ∶ＳＣ∶３７７－２３（ＨＱ３３３１３５）的 相 似 性 最 高，为

９０．６％，与日本分离物ＪＰ．Ｋｙ（ＡＢ４３３７８８）的相似性最

低，为８９．２％，而与中国大陆分离物Ｆ－ｐ１（ＦＪ５１５８９６）ＣＰ
基因的核苷酸序列相似性为９０．２％。推导的ＣＰ氨基

酸序列相似性为９４．１％～９７．２％。

Ａ．ＳＰＬＣＶ近全长基因片段；Ｂ．ＳＰＬＣＶ全基因序列

的短缺部分；１．ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ　ＤＬ２０００；２．ＰＣＲ产物

图１　ＳＰＬＣＶ近全长基因和短缺片段的ＰＣＲ扩增产物

表１　ＳＰＬＣＶ不同地区分离物ＣＰ基因氨基酸序列和核苷酸序列的相似性对比

ＳＰＬＣＶ分

离物编号
１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７　 ８　 ９　 １０　 １１　 １２　 １３　 １４　 １５

１ ＊ ９７．２　 ９６．９　 ９４．１　 ９５．３　 ９５．３　 ９５．７　 ９４．９　 ９６．１　 ９４．９　 ９４．１　 ９５．７　 ９４．９　 ９６．１　 ９４．９
２　 ９０．６ ＊ ９８．８　 ９５．３　 ９６．５　 ９６．５　 ９６．９　 ９５．７　 ９６．９　 ９５．３　 ９４．５　 ９６．９　 ９６．１　 ９６．９　 ９６．１
３　 ９０．３　 ９９．２ ＊ ９５．３　 ９６．１　 ９６．１　 ９６．５　 ９５．７　 ９６．９　 ９４．９　 ９４．１　 ９６．５　 ９５．７　 ９６．５　 ９６．１
４　 ８９．３　 ８９．８　 ８９．７ ＊ ９８．４　 ９８．４　 ９８．４　 ９６．９　 ９６．９　 ９６．５　 ９１．３　 ９８．４　 ９７．２　 ９４．５　 ９５．３
５　 ８９．９　 ９０．５　 ９０．３　 ９６．０ ＊ １００　 ９９．６　 ９６．５　 ９８．０　 ９６．１　 ９２．５　 ９９．６　 ９８．４　 ９４．９　 ９６．５
６　 ９０．２　 ９０．１　 ８９．９　 ９７．０　 ９７．１ ＊ ９９．６　 ９６．５　 ９８．０　 ９６．１　 ９２．５　 ９９．６　 ９８．４　 ９４．９　 ９６．５
７　 ９０．２　 ９１．５　 ９１．４　 ９６．７　 ９７．４　 ９６．５ ＊ ９６．９　 ９８．４　 ９６．５　 ９２．９　 １００　 ９８．８　 ９５．３　 ９６．９
８　 ９０．３　 ８９．８　 ８９．７　 ９４．７　 ９３．１　 ９４．０　 ９４．３ ＊ ９７．６　 ９７．２　 ９１．７　 ９６．９　 ９７．２　 ９６．９　 ９６．９
９　 ８９．７　 ８９．７　 ８９．７　 ９６．１　 ９５．４　 ９５．７　 ９５．７　 ９５．４ ＊ ９６．５　 ９３．３　 ９８．４　 ９８．０　 ９５．７　 ９７．６
１０　 ８９．７　 ９０．９　 ９０．９　 ９４．７　 ９２．９　 ９４．１　 ９５．３　 ９２．９　 ９３．９ ＊ ９１．３　 ９６．５　 ９６．９　 ９５．３　 ９５．７
１１　 ９０．３　 ９１．９　 ９１．９　 ８６．８　 ８８．１　 ８７．８　 ８８．２　 ８６．１　 ８６．８　 ８７．５ ＊ ９２．９　 ９２．１　 ９２．５　 ９２．１
１２　 ８９．２　 ８９．９　 ８９．９　 ９６．１　 ９６．３　 ９６．０　 ９７．４　 ９３．９　 ９５．０　 ９４．３　 ８７．８ ＊ ９８．８　 ９５．３　 ９６．９
１３　 ９０．１　 ９０．５　 ９０．５　 ９６．６　 ９７．１　 ９６．６　 ９７．５　 ９４．３　 ９５．３　 ９５．０　 ８８．０　 ９７．４ ＊ ９５．３　 ９７．２
１４　 ８９．９　 ８９．９　 ８９．９　 ８９．８　 ９０．２　 ８９．９　 ９０．９　 ９０．０　 ８９．３　 ９０．５　 ９１．５　 ８９．４　 ９４．５ ＊ ９５．３
１５　 ８９．９　 ８９．９　 ８９．９　 ９４．７　 ９３．６　 ９４．６　 ９４．８　 ９４．９　 ９５．６　 ９３．６　 ８６．１　 ９３．７　 ９４．１　 ８９．７ ＊
注：对角线之上为不同地区分离物ＣＰ基因氨基酸序列的相似性，对角线之下为核苷酸序列的相似性。编号代表的分离物为：１．ＳＰＬ－
ＣＶ（ＪＳ∶ＸＺ∶３－２）；２．ＵＳ∶ＳＣ∶３７７－２３（ＨＱ３３３１３５）；３．ＵＳ∶ＳＣ∶６４６Ｂ－１１（ＨＱ３３３１３８）；４．ＣＥ－［ＢＲ∶Ｆｏｒ１］（ＦＪ９６９８３２）；５．ＲＳ１－［ＢＲ
∶Ｔａｖ１］（ＦＪ９６９８３３）；６．ＲＳ２－［ＢＲ∶Ｍａｃ１］（ＦＪ９６９８３５）；７．Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ（ＦＪ１７６７０１）；８．Ｆ－ｐ１（ＦＪ５１５８９６）；９．ＣＮ－ＳＨ （ＥＵ３０９６９３）；
１０．ＲＬ７（ＥＵ２６７７９９）；１１．ＢＣＫＶ（ＦＮ４３２３５６）；１２．ＪＰ．Ｋｙ（ＡＢ４３３７８８）；１３．Ｊ－５０８（ＦＪ５６０７１９）；１４．Ｍｅｒｒｅｍｉａ　Ｎ４（ＤＱ６４４５６３）；１５．ＢＧ６
（ＥＦ４５６７４４）。

２．２　ＳＰＬＣＶ　ＣＰ基因原核表达载体的构建

使 用 正 向 引 物 ＳＰＬＣＶ－ＣＰ５ 和 反 向 引 物

ＳＰＬＣＶ－ＣＰ３对ＳＰＬＣＶ近全长基因片段转化所得的

质粒 进 行ＰＣＲ扩 增，得 到 的 目 的 条 带 大 小 约７６５
ｂｐ。将 其 连 接 到 表 达 载 体ｐＧＥＸ－４Ｔ－３上，转 入 大

肠杆菌 ＴＧ１中，提 取 的 质 粒 经 ＰＣＲ 及ＳａｌⅠ和
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ＸｈｏⅠ双酶切鉴定后（图２），送往公司测序，分析结

果证明阅读 框 架 正 确。说 明ＳＰＬＣＶ　ＣＰ基 因 的 原

核表达载体ｐＧＥＸ－ＳＰＬＣＶＣＰ构建成功。

１．ｐＧＥＸ－ＳＰＬＣＶＣＰ的ＰＣＲ验证结果；Ｍ．ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ　ＤＬ２０００；
２．重组质粒ｐＧＥＸ－ＳＰＬＣＶＣＰ的双酶切（ＳａｌⅠ＋ＸｈｏⅠ）验证结果。

图２　重组质粒ｐＧＥＸ－ＳＰＬＣＶＣＰ的ＰＣＲ验证和酶切验证结果

２．３　ＳＰＬＣＶ　ＣＰ基因表达产物的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

ｐＧＥＸ－４Ｔ－３载体含有ＧＳＴ标签，诱导产生的蛋

白大小约为２６ｋＤ，经过ＤＮＡｓｔａｒ分析，ＳＰＬＣＶ　ＣＰ基

因翻译蛋白大小约为２９．２５ｋＤ。因此，可以计算出

ＣＰ基因携带ＧＳＴ标签在大肠杆菌中表达的融合蛋

白的大小约为５４．２５ｋＤ。含重组表达载体的工程菌

经ＩＰＴＧ诱导后，进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，结果表明，含

ｐＧＥＸ－４Ｔ－３空质粒的工程菌诱导产生了约２６ｋＤ的蛋

白条带，未经诱导的含重组质粒的工程菌则没有相应

的条带，而含有重组质粒的大肠杆菌经过ＩＰＴＧ诱导

后可产生５４．３ｋＤ左右的目的蛋白条带（图３），说明

ｐＧＥＸ－ＳＰＬＣＶＣＰ得到了正确表达。

Ｍ．蛋白ｍａｒｋｅｒ；１．ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ经ＩＰＴＧ诱导；
２．转入空质粒ｐＧＥＸ－４Ｔ－３的ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ未经诱导；
３．转入空质粒ｐＧＥＸ－４Ｔ－３的ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ经ＩＰＴＧ诱导；
４．转入重组质粒ｐＧＥＸ－ＳＰＬＣＶＣＰ的ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ未经诱导；
５．转入重组质粒ｐＧＥＸ－ＳＰＬＣＶＣＰ的ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ经ＩＰＴＧ诱导

图３　重组质粒ｐＧＥＸ－ＳＰＬＣＶＣＰ表达产物

的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

３　讨论

本研究成功测定了ＳＰＬＣＶ一个江苏分离物的

全基因 组 序 列，并 首 次 在 大 肠 杆 菌 中 高 效 表 达 了

ＳＰＬＣＶ的外壳蛋白基因，为进一步制备该病毒的抗

血清，建立高效的血清学检测方法奠定了良好基础。
目前对甘薯病毒病害最有效的防治方法是种植脱毒

甘薯，建立高效的病毒检测技术可为脱毒甘薯的培

育提供技术 支 撑。在ＳＰＬＣＶ　ＣＰ表 达 研 究 过 程 中

发现，ＳＰＬＣＶ　ＣＰ的 表 达 不 是 十 分 稳 定，本 研 究 先

后采用原核表达载体ｐＥＴ２８ａ和ｐＥＴ３０ａ，表达效果

均不理想。使用载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－３后，在ＩＰＴＧ终浓

度为０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，温 度 为３７℃条 件 下 诱 导 过 夜，

ＣＰ基因才获得了较为理想的表达。因此，需要进一

步优化表达条件并且分析基因中是否存在稀有密码

子的干扰，以便增加蛋白的表达产量。
研究表明，双生病毒容易通过突变和重组等方

式产生遗传变异，导致新株系或 新 病 毒 的 产 生［６－７］。
根据菜豆金色花叶病毒属（Ｂｅｇｏｍｏｖｉｒｕｓ）病毒种的

划分标准，ＤＮＡ－Ａ全 基 因 序 列 相 似 性 低 于８９％可

划分为 一 个 新 种［８］。本 研 究 克 隆 的 江 苏 分 离 物

ＳＰＬＣＶ（ＪＳ∶ＸＺ∶３－２）全长基因序列与中国分离物

ＣＮ－ＳＨ （ＥＵ３０９６９３）的 相 似 性 最 高，为９４．４％，与

其他分离物的相似性均低于８９％，说明ＳＰＬＣＶ（ＪＳ
∶ＸＺ∶３－２）与ＣＮ－ＳＨ 为 同 一 个 种，与 其 他 分 离 物

可能属于不同的种。目前，河南省农作物病虫害防

治重点实验室正在对全国不同地区的ＳＰＬＣＶ进行

检测和基因组序列测定，有望进一步明确我国甘薯

上ＳＰＬＣＶ的分布及分子变异情况。
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