
中国农业科学 usssovvkul}tsz∗ ts|
≥¦¬̈±·¬¤� ªµ¬¦∏̄·∏µ¤≥¬±¬¦¤

鸡蛋花花叶病毒 u{qxκυ移动蛋白

基因的克隆与序列分析
α

邓晓东o费小雯o刘志昕o胡新文o郑学勤
k华南热带农业大学分院o热带作物生物技术国家重点实验室o海口 xzttstl

Χλονινγ ανδ Σεθυενχε Αναλψσισ οφτηε u{qx κυ

Μοϖεμ εντ Προτειν οφΦρανγ ιπανιΜοσαιχ ς ιρυσ kΦΜς l

⁄ ±̈ª÷ ¬¤²§²±ªoƒ ¬̈÷ ¬¤²º ±̈o�∏¬�«¬¬¬±o� ∏÷ ¬±º ±̈o�«̈ ±ª ÷ ∏̈ ¬́±

kΝ ατιοναλΚ εψ Βιοτεχηνολογψ Λαβορατορψ οφ ΤροπιχαλΧροπσoΧΑΤΑΣoΗ αικου 571101l

Αβστραχτ}�¤¶̈§²± ¦²±¶̈µ√ §̈ µ̈ª¬²±¶¤°²±ª ª̈ ±²°¬¦� �� ²©·²¥¤°²√¬µ∏¶̈¶o ¤³¤¬µ

²© ³µ¬° µ̈¶¶³¤±±¬±ª ·«̈ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ±̈¦²§¬±ª ·«̈ °²√ °̈ ±̈·³µ²·̈¬± º µ̈̈ ¶¼±·«̈ ¶¬½̈ §q �

¦⁄�� ©µ¤ª° ±̈·²© tzss¥³ º¤¶ ·«∏¶ ¤° ³̄¬©¬̈§ ¥¼ � × 2°≤ � kµ̈√ µ̈¶̈ ·µ¤±¶¦µ¬³·¬²±2

³²̄ ¼° µ̈¤¶̈ ¦«¤¬± µ̈¤¦·¬²±lq × «̈ ©µ¤ª° ±̈·º¤¶ ¦̄²± §̈ ¬±·² ³�∞� 2× ¤̈¶¼ √ ¦̈·²µ¤±§

¶̈ ∏́̈ ±¦̈§q ⁄�� ¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ¤±¤̄¼¶¬¶¶«²º §̈ ·«¤··«̈ ©µ¤ª° ±̈·¦²±·¤¬± §̈ ¤ µ̈ª¬²± ²© zy{

±∏¦̄ ²̈·¬§̈ ¶ ±̈¦²§¬±ª³µ²·̈¬± ²©uxy ¤°¬±²¤¦¬§¶²©©µ¤±ª¬³¤±¬°²¶¤¬¦√¬µ∏¶kƒ� ∂ l ¤±§¤̄¶²

³¤µ·¬¤̄ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ¦²µµ̈¶³²±§¬±ª·² t{s ®∏¤±§tzqx ®∏³µ²·̈¬±¶q

Κεψ ωορδσ}Πλυμ ερια αχυτιφολια ~ƒ� ∂ ~ � ²√ °̈ ±̈·³µ²·̈¬± ª̈ ± ~̈ ≥΅ ∏̈ ±¦̈ ¤±¤̄¼¶¬¶
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鸡蛋花kΠλυμ ερια αχυτιφολια l为热带地区著名的观赏植物o受鸡蛋花花叶病毒

k©µ¤±ª¬³¤±¬°²¶¤¬¦√¬µ∏¶oƒ� ∂ l感染后o其生长发育受到抑制o并表现花叶的症状1t2∀ ƒ� ∂

是烟草花叶病毒组k·²¥¤°²√¬µ∏¶̈¶l的成员∀病毒基因组与 × � ∂ 类似o为单链正义 � �� ∀基

因组 xχ端为帽子结构ovχ端为·� �� 结构∀基因组编码病毒复制!细胞间移动!外壳蛋白等 w

个蛋白∀ 其中 u{qx®∏蛋白涉及病毒在细胞间的移动o并且与病毒 � �� 与植物细胞的胞间

连丝相互作用有关1u2∀

目前o烟草花叶病毒组的主要成员如 × � ∂ 2� t!× ²� ∂ !°� � ∂ !× � �� ∂ !≤�� � ∂

等基因组 � �� 的序列o以及 � � ≥∂ 外壳蛋白的核苷酸序列已经报道o却未见 ƒ� ∂ 各基因

序列的报道∀对于 ƒ� ∂ 基因组序列的研究o可以使我们了解它与已知的烟草花叶病毒组其

它病毒基因结构的差异o并为进一步阐明病毒对植物的致病机理o基因结构差异与寄主关系
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等方面起到积极的作用∀ 为此o作者通过已知保守区序列o首先对移动蛋白基因进行了克隆

及序列分析∀

t 材料与方法

参照文献1v2的方法o根据已发表的烟草花叶病毒组氨基酸保守区序列o应用序列分析

软件设计了一对引物}°t}xχ2� � � k�l� � � k�l� × � k≤ o× l� � ≤ k× l�≤ ≤ k� o�o× l2vχo°u}

xχ2≤ k× l× �× k� o≤ o�l�× ≤ k× l× �� k�l� � ≤ k× l× �2vχ∀ 其中o°t对应于 × � ∂ t{s®∏氨

基酸的 tvvs∗ tvvx位o°u对应于 × � ∂ 外壳蛋白氨基酸的 vw∗ v{位∀用提纯病毒 � �� 为

模板o在简并引物 °u引导下o经反转录酶反应合成 ¦⁄�� 第一链o其产物用简并引物 °t!

°u进行 °≤ � 扩增∀反应条件为}|wε wx¶ow{ε ys¶ozuε tus¶∀vs个循环之后ozuε ts°¬±∀低

熔点胶回收 °≤ � 扩增产物o经乙醇沉淀后o溶于重蒸水中o并与克隆载体 ³�∞� 2× ¤̈¶¼ 连

接o转化 ⁄� xΑo在含有 �°× � 和 ÷ 2ª¤̄ 的平板上培养过夜∀ 选择白色菌落o用碱裂法小量提

取质粒o∞¦²� �酶切后o电泳鉴定重组子∀ 对阳性重组子进行大量提取o纯化∀ 用 × z和 ≥°y

引物进行正反测序k本实验室 � ��vzz� ⁄�� 自动测序仪l∀

u 结果与讨论

用设计的简并引物进行 � × 2°≤ � oth 琼脂糖电泳检查o扩增产物有一主要条带约

tzss¥³k图 tlo与设计的片段大小相一致∀ 挑选的重组克隆经电泳!酶切分析鉴定k图 tlo可

切下约 tzss¥³的片段o说明 °≤ � 产物已插入载体中∀ 阳性克隆经正反双向测序o并用 °≤

ª̈ ±¨软件进行序列分析∀ 结果全长 ty|v¥³的序列含一个开放的阅读框架o即 ƒ� ∂ 移动蛋

白基因序列∀ 起始于 zw|位 � × �o中止于 txty位 × � �∀ 推导的氨基酸序列共 uxy个氨基

酸o分子量为 u{qx®∏k� ±̈ ¥̈¤±®登记号 � ƒtyx{{wlo并含部分 t{s®∏蛋白和外壳蛋白基因∀

tq重组子经过 ∞¦²� ¬ 酶切

⁄¬ª̈ ¶·º¬·« ∞¦²� ¬

uq °≤ � 扩增产物

× «̈ ³µ²§∏¦·¶²©°≤ �

vq分子量标准
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  图 t 插入片段的酶切鉴定
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烟草花叶病毒基因组表达的蛋白!移动蛋白较其它蛋白的变化大1v2o但保守区却有较高

的同源性∀与 ≤�� � ∂ u|�⁄ 蛋白相比较oƒ� ∂ u{qx®∏蛋白氨基酸序列在 ≤ � � � 端差异较

大∀ 序列编码与单核苷酸结合的部位k保守区 y|∗ tst1u∗ w2l具有很高的同源性k图 ul∀

对编码部分 ƒ� ∂ t{s®∏蛋白氨基酸序列分析o� �� 聚合酶区段具有很高的保守性k图

vl1v2∀

烟草花叶病毒组移动蛋白被认为与病毒在寄主细胞间移动有关o具体过程已基本阐明∀

自然界烟草花叶病毒组移动蛋白只能在受侵染的植物中分离∀有证据表明o从 × � ∂ 中分离

{st 中 国 农 业 科 学 vv卷



图 u ΦΜς 与 ΧΓΜΜς 移动蛋白保守区比较

ƒ¬ªqu ≤ ²°³¤µ¬¶²± ²©¦²±¶̈µ√ §̈¤°¬±² ¤¦¬§¶̈ ∏́̈ ±¦̈¶²©·«̈ u{qx®∏

°²√ °̈ ±̈·³µ²·̈¬± ¥̈ ·º ¨̈ ± ƒ� ∂ ¤±§≤�� � ∂

图 v ΦΜς 与 ΤΜς t{sκυktvw|∗ tw{wl蛋白保守区比较

ƒ¬ªqv ≤ ²°³¤µ¬¶²± ²©¦²±¶̈µ√ §̈¤°¬±² ¤¦¬§¶¶̈ ∏́̈ ±¦̈¶²©·«̈

t{s ®∏³µ²·̈¬±ktvw|∗ tw{wl ¥̈ ·º ¨̈ ± ƒ� ∂ ¤±§× � ∂

的移动蛋白分子量较核苷酸推导的约大o这是因为移动蛋白已经过磷酸化等翻译后的加工

修饰∀

此次分离的 ƒ� ∂ u{qx®∏蛋白基因o为 ƒ� ∂ 全序列的研究打下了基础∀ 由于 × � ∂ 有

作为潜在的向植物导入外源基因载体的可能o而烟草花叶病毒组成员有结构的相似性o对于

其基因组序列的了解o使得在利用 ƒ� ∂ 亚基因组启动子构建 × � ∂ 植物转化载体上有着

重大的意义∀
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