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甘薯褪绿矮化病毒外壳蛋白基因的克隆
及在大肠杆菌中的表达
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摘要：克隆甘薯褪绿矮化病毒（ＳＰＣＳＶ）外壳蛋白（ＣＰ）基因，构建其原核表达载体，并在大肠杆菌
中进行诱导表达。根据已报道的甘薯褪绿矮化病毒西非（ＷＡ）株系基因组核苷酸序列设计引物，
利用ＲＴ　ＰＣＲ方法克隆了ＳＰＣＳＶ四川分离物基因组ＲＮＡ２上１　９０２ｂｐ大小的片段。序列分析
表明，该片段包括部分ｐ６０基因序列、完整的ｐ８基因和ＣＰ 基因（ｍａｊｏｒ　ＣＰ）序列及部分ｍＣＰ基因
（ｍｉｎｏｒ　ＣＰ）序列。ＣＰ基因由７７４个核苷酸组成，编码２５７个氨基酸残基，与已发表的ＳＰＣＳＶ　ＷＡ
株系Ｃａｎ１８１　９分离物相比，其核苷酸和氨基酸序列一致性分别为９９．４８％和９９．２２％。将ＣＰ基
因克隆到原核表达载体ｐＥＴ　３０ａ（＋）上，ＳＤＳ　ＰＡＧＥ分析表明，经ＩＰＴＧ诱导，ＣＰ基因在大肠
杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中获得了高效表达，表达的融合蛋白分子量约为３８ｋＤ，为ＳＰＣＳＶ抗血清的制备
及其血清学检测技术的建立奠定了基础。
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　　甘 薯 褪 绿 矮 化 病 毒（ｓｗｅｅｔ　ｐｏｔａｔｏ　ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ
ｓｔｕｎｔ　ｖｉｒｕｓ，ＳＰＣＳＶ）属于长线病毒科（Ｃｌｏｓｔｅｒｏｖｉｒｉ－
ｄａｅ）、毛形病 毒 属（Ｃｒｉｎｉｖｉｒｕｓ），是 甘 薯 上 常 见 的 一

种病毒［１］。当ＳＰＣＳＶ和甘薯羽状斑 驳 病 毒（ｓｗｅｅｔ
ｐｏｔａｔｏ　ｆｅａｔｈｅｒｙ　ｍｏｔｔｌｅ　ｖｉｒｕｓ，ＳＰＦＭＶ）复 合 侵 染 甘

薯时，甘薯表现出叶片扭曲、皱缩、畸形、明脉和植株

矮化等严重症状，称为甘薯 病 毒 病 害（ｓｗｅｅｔ　ｐｏｔａｔｏ
ｖｉｒｕｓ　ｄｉｓｅａｓｅｓ，ＳＰＶＤ）［２］。ＳＰＶＤ对 甘 薯 产 量 影 响

极大，引起的产量损失可达７０％～１００％［３－４］。２０世

纪７０年 代 首 先 在 非 洲 发 现ＳＰＶＤ的 存 在，目 前，

ＳＰＶＤ主要分 布 在 非 洲 和 南 美 的 一 些 国 家［３－６］。根

据血清学关系及核苷酸序列，ＳＰＣＳＶ可分为东非株

系（Ｅａｓｔ　Ａｆｒｉｃａｎ，ＥＡ）和 西 非 株 系（Ｗｅｓｔ　Ａｆｒｉｃａｎ，

ＷＡ）［７］。２０１０年，Ｑｉａｏ等［８］首 先 从 我 国 广 东 省 分

离到ＳＰＣＳＶ　ＥＡ株系。Ｑｉｎ等［９］对ＳＰＣＳＶ在我国

的发生和株系类型进行了分析，发现我国甘薯上的

ＳＰＣＳＶ存在ＥＡ和 ＷＡ　２个株系，其中 ＷＡ株系比

ＥＡ株系分 布 更 为 广 泛，为 我 国 的 优 势 株 系。张 振

臣等［１０］利用血清学、分子生物学和嫁接传染试验等

方法首先明确了ＳＰＶＤ在我国的发生情况。

ＳＰＣＳＶ是ＳＰＶＤ的主要病原之一，为了加强对

ＳＰＶＤ的预警和控制，防止该病的进一步蔓延危害，
有必要建 立 快 速、高 效 的ＳＰＣＳＶ检 测 技 术。酶 联

免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）是一种简便、快速、经济的植

物病毒病诊断方法，而病毒特异性抗体的制备是该

方法应用的前提。因此，本试验利用ＲＴ　ＰＣＲ方

法，从 我 国 四 川 的 甘 薯 样 品 上 克 隆 了ＳＰＣＳＶ　ＷＡ
株系基因组ＲＮＡ２的３′端部分序列，通过序列分析

和同源性比较，确定其归属地位，在此基础上构建了

ＳＰＣＳＶ外壳蛋白（ＣＰ）基 因 的 原 核 表 达 载 体，使 其

在大肠杆菌 中 得 到 了 正 确 表 达，为ＳＰＣＳＶ抗 体 的

制备奠定了基础。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　病毒样品　甘薯病毒样品采自四川省南充

市大田，表现叶片扭曲、皱缩、黄化和植株矮化等症

状。样品编号为Ｇ　Ｃｈｕａｎ　２０１０　７７。

１．１．２　菌株和质粒　ｐＭＤ１９ Ｔ载体购自宝生物

工程（大 连）有 限 公 司（ＴａＫａＲａ）；大 肠 杆 菌 菌 株

ＪＭ１０９、ＢＬ２１（ＤＥ３）和原核表达载体ｐＥＴ　３０ａ（＋）
均为本实验室保存。

１．１．３　酶及试剂　ＵＮＩＱ　１０柱 式 总ＲＮＡ抽 提

试剂盒、ＵＮＩＱ　１０柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒、氨苄

青霉素（Ａｍｐ）、卡那霉素（Ｋａｎ）、ＩＰＴＧ和ＳＤＳ等均

购自上海生工生物工程技术服务有限公司；质粒小

量抽提试剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司；

Ｍ　ＭＬＶ反转录酶、Ｅｘ　Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶、ＢａｍＨ
Ⅰ和ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ
分子量标准和蛋白质分子量标准等均购自ＴａＫａＲａ
公司；其他常用试剂为国产分析纯。

１．２　ＳＰＣＳＶ　ＲＮＡ２部分序列的克隆和序列测定

１．２．１　引物设计　根 据 ＧｅｎＢａｎｋ中 已 登 录 的

ＳＰＣＳＶ　ＷＡ株系Ｃａｎ１８１　９分离物ＲＮＡ２核苷酸

序列（登 录 号 为ＦＪ８０７７８５）设 计 引 物，正 向 引 物 为

ＳＰＣＳＶ　ＣＰ　５：５′ ＣＧＴＣＴＴＡＴＧＡＣＴＧＡＧＡＧ－
ＴＡＡＡＴＣＧ　３′，反 向 引 物 为ＳＰＣＳＶ　ＣＰ　３：５′
ＡＡＡＣＣＡＣＴＧＴＣＴＡＡＧＡＡＡＴＴＴＧ　 ３′，用 于

ＳＰＣＳＶ基 因 组 ＲＮＡ２部 分 序 列 的 扩 增。引 物 由

ＴａＫａＲａ公司合成。

１．２．２　ＳＰＣＳＶ　ＲＮＡ２部分序列的扩增　以采自四

川表 现 典 型ＳＰＶＤ症 状 的 甘 薯 样 品 Ｇ　Ｃｈｕａｎ
２０１０　７７为材料，按照上海生工生物工程技术服务

有限公司的Ｆｌａｓｈ　ＵＮＩＱ柱式总ＲＮＡ抽提试剂盒

的说明书提取感病叶片的总ＲＮＡ。
以提 取 的 病 叶 总 ＲＮＡ 为 模 板，利 用 ＴａＫａＲａ

公司的 Ｍ　ＭＬＶ反转录酶进行反转录。反应体系

包括２μＬ　５×ＲＴ　Ｂｕｆｆｅｒ，１μＬ　ＭｇＣｌ２，１μＬ　ｄＮＴＰ
混合物，０．５μＬ　ＳＰＣＳＶ　ＣＰ　３，０．２５μＬ　ＲＮＡ酶

抑制 剂，０．５μＬ　Ｍ　ＭＬＶ反 转 录 酶，４．７５μＬ总

ＲＮＡ，于４２℃反应６０ｍｉｎ，９９℃反应５ｍｉｎ，５℃反

应５ｍｉｎ。ＰＣＲ反应体系包括：１μＬ　ＳＰＣＳＶ　ＣＰ
５引物，１μＬ　ＳＰＣＳＶ　ＣＰ　３引物，１μＬ　ｄＮＴＰ混

合物，５μＬ　１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ，０．５μＬ　Ｅｘ　Ｔａｑ　ＤＮＡ
聚合酶，５μＬ 反 转 录 产 物，３６．５μＬ　ｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ
反应程 序 为：９４℃预 变 性５ｍｉｎ；９４℃变 性３０ｓ，

５３℃退 火３０ｓ，７２ ℃延 伸２ｍｉｎ，共３０个 循 环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产 物 用１％琼 脂 糖 凝 胶 电

泳检测，按照上海生工生物工程技术服务有限公司

ＵＮＩＱ　１０柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒的说明书回收

目的片段。

１．２．３　ＰＣＲ产物的序列测定及分析　将纯化后的

ＰＣＲ产物与ｐＭＤ１９ Ｔ 载 体 连 接，转 化 大 肠 杆 菌

ＪＭ１０９，提取质粒，经ＰＣＲ和 酶 切 鉴 定 后 获 得 阳 性

克隆。将重组质粒送上海生工生物工程技术服务有

限公司进行序列测定。利用ＢＬＡＳＴ对测序结果与
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ＧｅｎＢａｎｋ中的ＳＰＣＳＶ序列进行比对。

１．３　ＳＰＣＳＶＣＰ基因原核表达载体的构建

设计用于原核表达载体构建的引物，正向引物

ＷＡ　ＣＰ　５′：５′ ＧＡＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＧＡＴ－
ＡＧＣＡＣＴＡＡＡＧＴ　３′，在上游引入ＢａｍＨⅠ位点；
反向引物 ＷＡ　ＣＰ　３′：５′ ＣＧＧＡＡＧＣＴＴＴＣＡＡ－
ＣＡＧＴＧＡＡＧＡＣＣＴＧＴＴＣ　３′，在终止密码子的下

游引入ＨｉｎｄⅢ位点。以１．２．３中获得的重组质粒

为模 板 进 行 ＰＣＲ 扩 增，割 胶 回 收 ＰＣＲ 产 物，经

ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶 切 后，与 经 同 样 酶 切 处 理 的

ｐＥＴ　３０ａ（＋）载体连接。转化大肠杆菌ＪＭ１０９，提
取质粒，对ＰＣＲ扩增和酶切筛选出的重组质粒进行

测序，以验证阅读框架的正确性。

１．４　ＳＰＣＳＶ　ＣＰ 蛋 白 的 诱 导 表 达 及ＳＤＳ　ＰＡＧＥ
分析

将读框正确的重组质粒及空载体分别转化大肠

杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），挑 取 单 菌 落 于３ｍＬ　ＬＢ培 养 基

中（含ｋａｎ　１００μｇ／ｍＬ），３７℃振 动 培 养 过 夜 后，按

１∶１００稀 释 到 新 鲜 的 ＬＢ 培 养 基 中（含 ｋａｎ　１００

μｇ／ｍＬ），振 荡 培 养 至 ＯＤ６００达 到０．４～１．０，加 入

ＩＰＴＧ至终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，继续于３７℃培养６～
８ｈ。离 心 收 集 菌 体，加 入１／１０体 积 样 品 缓 冲 液

（４０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ，ｐＨ 值６．８，１０％甘油，２％
ＳＤＳ，５％巯 基 乙 醇，０．１％溴 酚 蓝），振 荡 悬 浮 后，

１００℃煮沸１０ｍｉｎ。用１２．５％的 凝 胶 进 行ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分析。

２　结果与分析

２．１　ＳＰＣＳＶ　ＲＮＡ２部 分 序 列 的 克 隆 和 序 列 测 定

结果

以发病 的 甘 薯 叶 片 总 ＲＮＡ 为 模 板，经 ＲＴ
ＰＣＲ扩增，１％琼脂糖凝胶电泳检测，得到长度约为

１．９ｋｂ的ＰＣＲ产物（图１）。克隆ＰＣＲ产物后进行

测序发现，目的片段长１　９０２ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为

ＫＣ１４６８４４），包括部分ｐ６０基因序列、完整的ｐ８基

因和ＣＰ 基因（ｍａｊｏｒ　ＣＰ）及部分ｍＣＰ基因（ｍｉｎｏｒ
ＣＰ）序 列。序 列 分 析 表 明，ＳＰＣＳＶ 四 川 分 离 物 的

ＣＰ基 因 大 小 为７７４ｂｐ，编 码２５７个 氨 基 酸 残 基。
核苷酸和氨基酸一致 性 分 析 表 明，该 分 离 物ＣＰ 基

因与ＳＰＣＳＶ　ＷＡ株系Ｃａｎ１８１　９分离物（ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为ＦＪ８０７７８５）的核苷酸和氨基酸序列一致性

分别为９９．４８％和９９．２２％，与ＳＰＣＳＶ　ＥＡ株 系 广

东分离 物（ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 为 ＨＭ７７３４３２）的 核 苷

酸和氨基酸序列一致性分别为７１．０６％和７８．２１％，
说明四川分离物属于ＳＰＣＳＶ　ＷＡ株系。

Ｍ．ＤＮＡ分子量标准ＤＬ２０００；１．ＰＣＲ产物

图１　ＳＰＣＳＶ　ＲＮＡ２部分序列的ＲＴ　ＰＣＲ产物

２．２　ＳＰＣＳＶ　ＣＰ基因原核表达载体构建的检测

将ＣＰ基因与ｐＥＴ　３０ａ（＋）载体连接，重组质

粒经ＰＣＲ鉴定，扩增出一条大小为７７４ｂｐ的目 的

条带，与预期 结 果 相 符；将 重 组 质 粒 进 行ＢａｍＨⅠ
和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定，得到大小分别为５．３ｋｂ和

７７４ｂｐ的２条带（图２），表明ＳＰＣＳＶ　ＣＰ基因的原

核表达载体ｐＥＴＣＰ构建成功。

Ｍ．ＤＮＡ分子量标准ＤＬ２０００；１．酶切产物

图２　ｐＥＴＣＰ的酶切验证

２．３　ＳＰＣＳＶ　ＣＰ蛋白在Ｅ．ｃｏｌｉ中的诱导表达

将重组质粒ｐＥＴＣＰ转入大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）
中，挑选单菌落，利 用ＩＰＴＧ进 行 诱 导，对 表 达 产 物

进行ＳＤＳ　ＰＡＧＥ分 析 表 明，含 重 组 质 粒ｐＥＴＣＰ
的工程菌在约３８ｋＤ处出现一特异蛋白质条带，与

预期的大小相符（图３），表明ＳＰＣＳＶ　ＣＰ基因在大

肠杆菌中得到了正确表达。

Ｍ．蛋白质分子量标准；１．ｐＥＴ　３０ａ（＋）未诱导；
２．ｐＥＴ　３０ａ（＋）诱导；３．重组质粒ｐＥＴＣＰ未诱导；

４．重组质粒ｐＥＴＣＰ诱导

图３　诱导表达产物的ＳＤＳ　ＰＡＧＥ分析

（下转第１２０页）
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一致。这一方面与蒙古黄芪异花授粉的繁殖方式［３］

有关，即同一植株的种子，其母本相同而父本不同，从
而造成子代个体间在遗传上的差异性；另一方面，Ｒ
型和Ｇ型蒙古黄芪虽在形态上存在明显差异，但遗

传上的分化不甚明显［４］，因而作为其子代的有纹和无

纹种子在遗传上的分化亦不明显，一种表型种子的个

体会和另一表型种子具有更近的遗传关系。
研究结果同时表明，有纹和无纹２种表型种子在

遗传上亦存在一定的分化，聚类图中表现为部分表征

群或亚表征群的种子都由同一表型的种子构成。这

与其２种表型种子的母本，即Ｇ型和Ｒ型植株在遗

传上具有一定的分化有关［４］。可见，２种表型种子与

其母本之间仍具有一定的遗传一致性。
针对以上情况，农业生产实践中可以采取隔离和

多代人工选择措施，使表型一致的蒙古黄芪在遗传上

稳定下来，从而为优良品种培育提供更多的遗传素材。
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３　结论与讨论

本研究 从 我 国 四 川 甘 薯 样 品 上 克 隆 了ＳＰＣＳＶ
ＷＡ 株系基因组ＲＮＡ２　３′端１．９ｋｂ大小的核苷酸序

列，包括部分ｐ６０基因序列、完整的ｐ８基因和ＣＰ基

因（ｍａｊｏｒ　ＣＰ）序列及部分ｍＣＰ基因（ｍｉｎｏｒ　ＣＰ）序列。
该序列与已发表的ＳＰＣＳＶ　ＷＡ 株系Ｃａｎ１８１　９分离

物（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＦＪ８０７７８５）相比，核苷酸序列一

致性为９９．２１％，其与已发表的ＳＰＣＳＶ　ＥＡ株系ｍ２
４７（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＨＱ２９１２６０）和Ｕｇａｎｄａ分离物

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＡＪ４２８５５５）的核苷酸一致性分别

为６７．０７％和６７．４３％。说明四川分离物属于 ＷＡ 株

系，而且核苷酸序列高度保守，推测该病毒可能是由

于种薯调运或引种传入我国，由于该病毒在我国发生

时间较短，可能还未发生较大变异。甘薯是无性繁殖

作物，病毒可通过种薯和种苗进行远距离传播，因此，
建立高效、快速的血清学检测方法对病毒的预警和防

控尤为重要。本研究首次在大肠杆菌中高效表达了

ＳＰＣＳＶ的外 壳 蛋 白，为 制 备ＳＰＣＳＶ特 异 性 抗 血 清

学、建立ＳＰＣＳＶ准 确、快 速 的 检 测 技 术 奠 定 了 良 好

基础。
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［１０］　张振臣，乔奇，秦 艳 红，等．我 国 发 现 由 甘 薯 褪 绿 矮 化

病毒和甘薯羽状斑 驳 病 毒 协 生 共 侵 染 引 起 的 甘 薯 病

毒病害［Ｊ］．植物病理学报，２０１２，４２（３）：３２８－３３３．
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