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甘薯褪绿矮化病毒犚犖犪狊犲３蛋白的原核表达及

抗血清制备

秦艳红，　乔　奇，　王　爽，　张德胜，　王永江，　田雨婷，　张振臣

（河南省农业科学院植物保护研究所，河南省农作物病虫害防治重点实验室，

农业部华北南部作物有害生物综合治理重点实验室，郑州　４５０００２）

摘要　以本实验室保存的重组质粒为模板，利用ＰＣＲ方法扩增获得了甘薯褪绿矮化病毒ＳＰＣＳＶ的ＲＮａｓｅ３基因，

ＲＮａｓｅ３基因由６９０个核苷酸组成，编码２２９个氨基酸。将ＲＮａｓｅ３基因克隆到原核表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋），转化大

肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），经ＩＰＴＧ诱导，对诱导产物进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。结果表明，ＲＮａｓｅ３在大肠杆菌中能高效表

达，融合蛋白分子量约为２６．５ｋＤ。以表达的融合蛋白为抗原，免疫家兔，制备了ＳＰＣＳＶＲＮａｓｅ３的特异性抗血清。

ＡＣＰＥＬＩＳＡ检测结果表明，制备的抗血清对ＲＮａｓｅ３融合蛋白的效价达１０万倍。
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　　甘薯是重要的粮食作物、食品加工原料和新型

能源作物。我国甘薯种植面积位居世界第一［１］。病

毒病对甘薯产业造成很大影响。研究表明，我国甘

薯上至少存在甘薯褪绿矮化病毒犛狑犲犲狋狆狅狋犪狋狅犮犺犾狅

狉狅狋犻犮狊狋狌狀狋狏犻狉狌狊 （ＳＰＣＳＶ）和甘薯羽状斑驳病毒

犛狑犲犲狋狆狅狋犪狋狅犳犲犪狋犺犲狉狔犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊（ＳＰＦＭＶ）等２０

余种病毒［２６］。ＳＰＣＳＶ与ＳＰＦＭＶ共同侵染可引起

甘薯复合病毒病（Ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ，ＳＰＶＤ），



４４卷第３期 秦艳红等：甘薯褪绿矮化病毒ＲＮａｓｅ３蛋白的原核表达及抗血清制备

该病可使甘薯减产５０％～９８％，甚至绝收
［７］。２０１０

年，Ｑｉａｏ等首次报道了 ＳＰＣＳＶ 在我国发生
［８］。

２０１２年，张振臣等首次证明我国甘薯上已发生

ＳＰＶＤ
［９］。近年来，ＳＰＣＳＶ在我国的发生面积逐渐

扩大，在全国范围内迅速蔓延，对甘薯的危害日趋严

重，是甘薯上危害最严重的病毒之一。

ＳＰＣＳＶ隶属长线形病毒科犆犾狅狊狋犲狉狅狏犻狉犻犱犪犲毛

形病毒属犆狉犻狀犻狏犻狉狌狊，基因组为两条单链正义ＲＮＡ，

ＲＮＡ１编码蛋白主要参与病毒的复制，ＲＮＡ２编码蛋

白主要负责病毒的包装和运输。ＲＮＡ１上编码的

ＲＮａｓｅ３蛋白是其基因沉默抑制子，ＲＮａｓｅ３蛋白包含

一个核糖核酸内切酶结构域和一个双链ＲＮＡ结合结

构域，ＲＮａｓｅ３可以抑制由正义ＲＮＡ介导的ＲＮＡ干

扰（ＲＮＡｉ），在体外，ＲＮａｓｅ３可以将２１、２２和２４ｎｔ的

ｓｉＲＮＡ切割成１４ｎｔ，ＲＮａｓｅ３的核糖核酸内切酶活性

对其沉默抑制活性是必需的［１１］。ＲＮａｓｅ３蛋白还能够

增强ｐ２２蛋白的沉默抑制活性
［１２］，研究表明，ＲＮａｓｅ３

单独即可介导ＳＰＣＳＶ与ＳＰＦＭＶ等其他病毒的协生

作用［１１］。目前，对ＳＰＶＤ致病机理方面的研究还较薄

弱，关于ＳＰＣＳＶ与ＳＰＦＭＶ等病毒协生作用的分子

机理还不十分清楚，因此，本研究针对ＳＰＣＳＶ编码的

ＲＮａｓｅ３这一重要蛋白，利用原核表达的策略，在大肠

杆菌中表达了ＲＮａｓｅ３的融合蛋白，制备了ＳＰＣＳＶ

ＲＮａｓｅ３的多克隆抗体。

１　材料与方法

１．１　材料

大肠杆菌ＪＭ１０９和ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株，含ＲＮａｓｅ３

基因的重组质粒ＳＰＣＳＶＲＮＡ１４４１０８６３７Ｔ
［１０］和

原核表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）均由本实验室保存；

ＵＮＩＱ１０柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒购自Ａｘｙｇｅｎ公

司；氨苄青霉素（Ａｍｐ）、卡那霉素（Ｋａｎ）、ＩＰＴＧ和

ＳＤＳ等购自上海生工生物工程有限公司；质粒小量抽

提试剂盒购自Ｏｍｅｇａ生物科技公司；Ｅｘ犜犪狇ＤＮＡ聚

合酶、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购自宝生物工程（大连）有

限公司；其他常用试剂为国产分析纯。

根据本实验室测定的重组质粒序列［１０］，设计扩

增ＲＮａｓｅ３基因的引物，正向引物ＲＮａｓｅ３犅犪犿ＨⅠ

５Ｆ的序列为５′ＣＧＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＴＴＣＣＧＡＴＣ

ＴＴＴＴＣＴＧＡＴ３′），与ＲＮａｓｅ３基因的１－２１ｎｔ位

置对应并引入犅犪犿ＨⅠ酶切位点，反向引物ＲＮａｓｅ３

犎犻狀ｄⅢ３Ｒ 的序列为５′ＧＧＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＡＴ

ＴＣＡＡＡＴＴＴＡＧＡＧＣＴＴＣＧＡＣ３′，与ＲＮａｓｅ３的终

止密码子附近序列互补并引入了犎犻狀ｄⅢ酶切位点，

引物由上海生工生物工程技术有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　ＳＰＣＳＶＲＮａｓｅ３基因的ＰＣＲ扩增

以重组质粒ＳＰＣＳＶＲＮＡ１４４１０８６３７Ｔ为模

板，以ＲＮａｓｅ３犅犪ｍＨⅠ５Ｆ和ＲＮａｓｅ３犎犻狀ｄⅢ３Ｒ

为引物进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系为：正、反向

引物各１μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ｄＮＴＰ混合物４μＬ，１０×

犈狓犜犪狇ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，Ｅｘ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，

重组质粒１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３７．５μＬ。ＰＣＲ反应程序

为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，

７２℃延伸４０ｓ，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Ａｘｙｇｅｎ

公司ＵＮＩＱ１０柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒的说明书

回收目的片段。

１．２．２　ＳＰＣＳＶＲＮａｓｅ３基因原核表达载体的构建

及序列测定

　　将１．２．１中的胶回收产物用犅犪犿ＨⅠ和犎犻狀ｄ

Ⅲ酶切后与相应酶切的ｐＥＴ２８ａ（＋）载体连接。将

连接产物转化至大肠杆菌ＪＭ１０９，提取质粒，经

ＰＣＲ扩增和酶切筛选出重组质粒，将重组质粒

ｐＥＴＲＮａｓｅ３送上海生工生物工程技术有限公司测

序以验证阅读框架的正确性。

１．２．３　ＳＰＣＳＶＲＮａｓｅ３蛋白的诱导表达及ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析

　　将读框正确的重组质粒ｐＥＴＲＮａｓｅ３及空载体

ｐＥＴ２８ａ（＋）转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），挑取单菌

落于２ｍＬＬＢ培养液中（含１００μｇ／ｍＬＫａｎ），３７℃

振荡培养过夜，将过夜培养的菌液按１∶１００稀释到

新鲜的ＬＢ培养液中（含１００μｇ／ｍＬＫａｎ），振荡培

养至ＯＤ６００达到０．６以上，加入ＩＰＴＧ至终浓度为

１ｍｍｏｌ／Ｌ，于３７℃继续诱导６～８ｈ。取１．５ｍＬ培

养液，经１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ收集菌体，用５０μＬ

灭菌ｄｄＨ２Ｏ悬浮，加入５０μＬ２×的样品缓冲液

（４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１０％甘油，２％ＳＤＳ，５％巯基

乙醇，０．１％溴酚蓝，ｐＨ６．８），颠倒混匀后，煮沸

１０ｍｉｎ，用１２．５％的胶进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。

１．２．４　ＳＰＣＳＶＲＮａｓｅ３抗血清的制备和效价测定

１．２．３中的原核表达产物经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，

将凝胶用预冷的染色液（０．２５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１ｍｍｏｌ／Ｌ
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ＤＴＴ）染色至条带清晰，切下所需的蛋白条带，加入等

体积０．８５％的生理盐水，于冰浴中研磨。１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，收集上清即为回收到的蛋白。利用回收

的蛋白免疫家兔，经过６次免疫后，获得抗血清。利

用ＡＣＰＥＬＩＳＡ对抗血清进行效价测定。免疫家兔

等工作由郑州博赛生物技术公司协助完成。

２　结果与分析

２．１　犛犘犆犛犞犚犖犪狊犲３基因原核表达载体构建及表达

产物犛犇犛犘犃犌犈分析

　　利用ＰＣＲ扩增获得大小约为６９０ｂｐ目的条

带，将目的片段割胶回收，将胶回收产物和ｐＥＴ２８ａ

（＋）质粒分别利用犅犪犿ＨⅠ和犎犻狀ｄⅢ酶切后进行

连接，转化大肠杆菌ＪＭ１０９，菌液ＰＣＲ验证为阳性

的样品，提取质粒后再进行酶切鉴定（图１ａ），并送

上海生工生物工程有限公司测序，证明阅读框架正

确，表明原核表达载体ｐＥＴＲＮａｓｅ３构建成功。

将ｐＥＴＲＮａｓｅ３和ｐＥＴ２８ａ（＋）分别转化至大

肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中，利用ＩＰＴＧ诱导表达，分别

以未诱导的ｐＥＴＲＮａｓｅ３和诱导的ｐＥＴ２８ａ（＋）为

对照。经过ＳＤＳＰＡＧＥ分析表明，含有重组质粒的

工程菌诱导后可产生大小约为２６．５ｋＤ的目的蛋

白，而对照没有相应条带（图１ｂ），表明ＲＮａｓｅ３在大

肠杆菌中得到了表达。

图１　狆犈犜犚犖犪狊犲３重组质粒的酶切鉴定及表达产物的

犛犇犛犘犃犌犈电泳分析

犉犻犵．１　犈狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犈犜

犚犖犪狊犲３犪狀犱犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋狊

２．２　犛犘犆犛犞犚犖犪狊犲３抗血清的制备和效价测定

以纯化的重组蛋白作为抗原免疫家兔，经过６

次免疫后获得了 ＳＰＣＳＶＲＮａｓｅ３的抗血清，以

ＲＮａｓｅ３的融合蛋白为抗原，利用ＡＣＰＥＬＩＳＡ对抗血

清的效价进行测定，结果表明，抗血清稀释１０００００倍

后仍能与抗原发生阳性反应（表１）。

表１　犃犆犘犈犔犐犛犃测定抗血清的效价１
）

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狋犻狋犲狉狅犳犪狀狋犻狊犲狉狌犿狋犲狊狋犲犱犫狔犃犆犘犈犔犐犛犃

样品稀释倍数

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅ

ｏｆｓａｍｐｌｅ

ＯＤ４０５

重复１

Ｒｅｐｅａｔ１

重复２

Ｒｅｐｅａｔ２

平均

Ａｖｅｒａｇｅ

Ｉ／Ｈ

检测结果

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｒｅｓｕｌｔ

１０００ １．５５２ １．２７４ １．４１３ １３３３ 阳性

３０００ １．１７３ １．１４０ １．１５７ １０７６ 阳性

５０００ １．０２８ ０．９５８ ０．９９３ ９１３ 阳性

１００００ ０．９２５ ０．７６５ ０．８４５ ７６５ 阳性

３００００ ０．７９１ ０．７１８ ０．７５５ ６７４．５ 阳性

５００００ ０．６４５ ０．６１８ ０．６３２ ５５１．５ 阳性

１０００００ ０．６０６ ０．３８０ ０．４９４ ４１３．５ 阳性

阳性对照

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
０．５６９ ０．５０７ ０．５３８ ４５８ 阳性

阴性对照

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
０．０８２ ０．０８０ ０．０８１ １ 阴性

空白对照

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ
０．０８０ ０．０８０ ０．０８０ － －

　１）ＯＤ４０５＝在４０５ｎｍ的光吸收值；Ｉ／Ｈ＝（样品平均吸光值－空白对

照平均吸光值）／（健康对照平均吸光值－空白对照平均吸光值）。

ＯＤ４０５＝Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｖａｌｕｅａｔ４０５ｎｍｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ；Ｉ／Ｈ＝（ａｖｅｒ

ａｇｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｖａｌｕｅｏｆｓａｍｐｌｅ－ａｖｅｒａｇｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｖａｌｕｅｏｆ

ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）／（ａｖｅｒａｇｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｖａｌｕｅｏｆｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌ－

ａｖｅｒａｇｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｖａｌｕｅｏｆｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）．

３　讨论

研究表明，ＳＰＣＳＶ可以与多种甘薯病毒发生协

生作用，使甘薯的症状加重，其他病毒的含量增

加［１３１６］，ＲＮａｓｅ３介导了这一过程。表达植物病毒

蛋白最常见的就是大肠杆菌表达体系，它具有产量

高、成本低、生产周期短、表达稳定等优点，本研究利

用原核表达的方法制备了ＳＰＣＳＶＲＮａｓｅ３蛋白的

抗血清，该抗血清对ＲＮａｓｅ３融合蛋白的效价可达

１０００００以上，可以用于ＲＮａｓｅ３融合蛋白的检测。

利用纯化的重组蛋白制备多克隆抗体，是目前

抗体研究中普遍采用的一种方法，制备的抗体可以

用于内源蛋白的表达水平分析、蛋白质的体外互作

分析、免疫胶体金定位分析等试验［１７］。因此，下一

步可以通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术利用制备的特异性抗

体对ＲＮａｓｅ３在甘薯不同部位的分布和表达量的差

异开展研究；另外，还可以通过酵母双杂交技术筛选

与ＳＰＣＳＶＲＮａｓｅ３互作的其他协生病毒蛋白或寄

主因子，将表达的融合蛋白应用于ＲＮａｓｅ３蛋白与

其他蛋白的体外互作验证。本研究为后续ＳＰＣＳＶ

·０４１·
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的致病机理研究提供了材料，为探索新的抗病毒策

略奠定基础。
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