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西瓜花叶病毒 !"!#$% 基因在毕赤酵母中的分泌表达与功能研究
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摘 要 利用 1=OIE1 方法扩增出西瓜花叶病毒 C!O3*( 的基因，长度为 &"%&/;，并构建了真核表达质粒 ;ILEFZOWSE。将重组

质粒经 5+,!单酶切后电转化 3#0"#+ F+&/(*#& TC&&9 菌株，经 IE1 鉴定与 TG&H、Y[ 和 YY 培养基筛选，获得 Y6<N \S3?N 表型高拷

贝转化子。经 &]甲醇诱导 94 后，C[COI:TP 检测发酵液上清，在 ##A[ 处有一特异蛋白条带表达。W-?<-0B /)(< 鉴定表明，表达

蛋白可以和 SEOI0( 蛋白抗血清发生结合反应。570OW-?<-0B /)(< 证明该蛋白能与西瓜花叶病毒 EI 蛋白结合，支持了 SEOI0( 蛋

白协助传毒的“桥梁”学说。
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;<$,&%’, C!OF*( J-B- (D W7<-0.-)(B Y(?732 ,306? @7? (/<73B-4 /8 1=OIE1 @7? &"%&/; 3B )-BJ<>* L< @7? 2)(B-4 3B<(
;ILEFZ， <>-B <>- -62708(<32 0-2(./3B7B< -_;0-??3(B ;)7?.34 ;ILEFZOWSE @7? 2(B?<062<-4* :D<-0 /-3BJ )3B-703‘-4 @3<>
0-?<032<3(B -B4(B62)-7?- 5+,!，<>- 0-2(./3B7B< ;)7?.34 @7? <07B?D(0.-4 3B<( 3#0"#+ F+&/(*#& TC&&9 /8 -)-2<0(;(07<3(B* =>-
>3J> 2(;8 <07B?D(0.7B<? @3<> Y6< N \S3?N ;>-B(<8;- @-0- ?-)-2<-4 /8 1=OIE1 7B4 ?20--B3BJ (B TG&H，Y[ 7B4 YY .-436.*
LB462-4 /8 .-<>7B() D(0 9 478?，<>- 26)<60- ?6;-0B7<7B< @7? 7B7)8‘-4 /8 C[COI:TP，<>- 0-?6)<? ?>(@-4 <>7< 7 ?;-23D32 ;0(<-3B
@3<> 7 .()-26)70 @-3J>< (D 7/(6< ##A[ @7? -_;0-??-4* W-?<-0B /)(< 7B7)8?3? ;0(,-4 <>7< <>- -_;0-??3(B ;0(<-3B 2(6)4 ?;-23D327))8
/3B4 <( SEOI0( ;()82)(B7) 7B<3/(48 * 570 @-?<-0B /)(< 7B7)8?3? ;0(,-4 <>7< <>- -_;0-??3(B ;0(<-3B 2(6)4 /3B4 <( 2(7< ;0(<-3B，J3,-B
?6;;(0< <(“/034J-”>8;(<>-?3? <>7< SEOI0( >-); 7;>34 <07B?.3??3(B (D B(BO;-0?3?<-B< ,306?-? *

=#> ?)&1$ W7<-0.-)(B Y(?732 ’306?，SEOI0(，3#0"#+ F+&/(*#&，-62708(<32 -_;0-??3(B

西瓜花叶病毒（W7<-0.-)(B Y(?732 ’306?，WY’）

是马铃薯 X 病毒属重要成员，此病毒被多种蚜虫以

非持久方式传播。该病毒主要危害西瓜和甜瓜，引

起花叶病，在国内西瓜和甜瓜产区广泛发生，造成的

损失为 "$] a 9$]，已经成为制约西瓜和甜瓜高产

稳产最主要的因素之一［&］，本研究室在国内首次完

成了我国分离物（WY’OE>）基因组全序列的测定

（T-Bb7BA 登录号为 [c"FF%$H）。蚜虫在传播此病毒



时需 要 获 得 病 毒 编 码 辅 助 成 分!蛋 白 酶（"#$%#&
’()%(*#*+ ,&(+#-*./#，"’!,&(）的 参 与 才 能 完 成［0］。

此蛋白是具有多种功能、如控制病毒的蚜传特性、参

与病毒的侵染与复制、病毒编码多聚蛋白的加工剪

切、病毒的细胞间和长距离移动以及作为病毒转录

后基因沉默（,123）的抑制子［4］。在 "’!,&( 协助传

毒机制的研究中，学者们普遍认可桥梁学说，此学说

认为 "’!,&( 的 5、’ 端的 671’，,16 两个保守的结

构域，分别与蚜虫口针受体和病毒外壳蛋白 892 结

构域结合［:，;］。分离纯化具有功能活性的 "’!,&( 是

研究 "’!,&( 协助病毒传播机制的首要工作。然而，

采用传统的超速离心纯化方案，一些马铃薯 < 病毒

属成员也是无法获得有功能活性的 "’!,&(［=］。随后

很多学者采用转基因植物表达体系研究具有生物活

性的 "’!,&( 蛋白取得成功［>］，但是构建这些植物表

达体系需要大量时间且蛋白产率很低。1?(&*@A&B
等［C］还尝试用大肠杆菌和芽孢杆菌表达系统中表达

"’!,&(，传毒实验证实其无蚜传活性。0DD: 年，EA-F!
G#&&#& 等［H］利用毕赤酵母成功表达了烟草蚀纹病毒

（1IJ）有蚜传特性的 "’!,&(。在研究我国 KLJ 基

因组基础上，本文成功构建了 KLJ "’!,&( 的酵母

分泌表达菌株，验证了与 ’, 蛋白结合的功能，为进

一步研究 "’!,&( 介导的非持久性蚜传分子机制奠

定了工作基础。

! 材料与方法

!"! 材料

KLJ 由本实验室分离鉴定保存于西葫芦上。

大肠杆菌 MLNDH 为本实验室保存；克隆载体 %L8NC!
1 /-)%$# 购自 1.6.E. 公司，巴斯德毕赤酵母（!"#$"%
&%’()*"’）23NN; 和质粒 %,7’H6 购自 7*O-+&(P#* 公司。

抗生素 2:NC 购 自 7*O-+&(P#* 公 司；L!LQJ./# 购 自

,&()#P. 公司，1.R 859 聚合酶，1: 859 连接酶和各

种限制性内切酶购自 G#&)#*+./ 公司，1&B%+(*#，<#./+
IS+&.T+，,#%+(*# 购自 US(-V 公司，酵母氮源（<5W）购

自 7*O-+&(P#* 公司，其他试剂均为国产分析纯；用于

酵母表达的的 <,8、L8、LL、WL2< 及 WLL< 培养

基均按照 I./B /#$#T+1L !"#$"% #S%&#//-(* X-+ 方法配

制。

!"# $%&’() 基因的克隆

参照 2#*W.*X 中登录的 KLJ!’? "’ 基因序列

设 计 特 异 性 引 物， 上 游 引 物 ,N： ;Y!
229911’1’’’9’9’’9299211!4Y，下游引物 ,0：;Y!
9991912’22’’2’9’’99’’’12199 991!4Y，划 线

部分为 +#)E!和 ,)(!位点，用于构建酵母表达载

体。用于鉴定外源基因整合的醇氧化酶基因 9UZN

通 用 引 物： 上 游 引 物： ,4： ;Y!29’122
11’’991129’992’!4Y，下 游 引 物：,:：;Y!22’999
122’911’129’91’’9!4Y。

参照文献［ND］的方法提取西葫芦病叶总 E59，

按一下程序进行 T859 合成：E59 模板 ;"Q，($-P(
（V1）NC 引物 D[;"P，8I,’ 处理的 VV"0U 补足 N0"Q，

>D\水浴 ;)-*。简短离心立即放在冰上，再依次加

入 ; ] L!LQJ @A^^#& ;"Q，ND))($_Q V51,/ ;"Q，E5./-*
N"Q，L!LQJ./# N"Q，8I,’ 处理的 VV"0U 补足 0;"Q，

:0\水浴 N?，H;\灭活 ;)-*，准备 ,’E 扩增。反应

体 系 如 下：T859 0"Q， ND ] ,’E WA^^#& 0[;"Q，

0;))($_Q LP’$0 0"Q，引物 ,N，,0 各 N"Q，ND))($_Q
V51,3 0"Q，1.R 859 ,($B)#&./# D[;（;A_"Q）"Q，

VV"0U N4"Q。,’E 反应流程为：H:\预变性 4)-*，40
个循环（H:\变性 N)-*，=D[;\退火 N)-*，>0\延伸

N ‘ N[;)-*），>0\延伸 ND)-*。

!"* 重组表达质粒 +’,%-.&/$% 的构建

,’E 产物经 "a ba ca ba 凝胶回收试剂盒（d!
P#*#公司）进行纯化后，构建重组克隆载体 %L8NC!
1!K"’。重组质粒和空 %,7’H6 表达载体用 +#)E!
和 ,)(!双酶切，试剂盒回收目的基因的单一条带。

将回收产物按照 4 e N 进行 N=\过夜连接，转化大肠

杆菌 MLNDH，采用 6.* 和 9)% 双抗培养基筛选，对于

转化克隆进行 ,’E 和酶切验证，将验证正确的阳性

克隆质粒送交上海 7*O-+&(P#* 公司进行序列测定。

!"0 转化及高拷贝转化子的筛选

用 -%.!单酶切线性化重组质粒 %,7’H6!K"’，

乙醇沉淀后电转化感受态毕赤酵母 23NN;（电击参

数：电压 N;DDJ，电容 0;"G，时间 :)/），涂布 L8 平

板，4D\静置培养 :C? 后挑选单克隆，用乙醇氧化酶

特异引物，,’E 法鉴定转化子，反应体系同上，反应

条件：H:\ 4)-*，H:\ N)-*，;;\ N)-*，>0\ 0)-*，

4D 个循环，>0\ ND)-*。阳性菌落点接在 LL 平板

上筛选 LA+f（L#+?.*($ A+-$-F.+-(* %$A/）表型的转化

子。将筛选得到的 LA+f 转化子挑单克隆菌落接种

至含 :[D)P_)Q 2:NC 的 <,8 平板上，4D\静置培养，

筛选 LA+f _"-/f 高拷贝转化子。

!"1 重组蛋白的诱导表达和 232&’456 检测

挑选具有高拷贝数的 "-/f _LA+f 的毕赤酵母阳

性转化子，接种于 ;)Q WL2< 培养基（每升含 <#./+
#S+&.T+ NDP， ,#%+(*# 0DP， NDD))($ ,(+.//-A)

4DNN张建新等：西瓜花叶病毒 /0!!*) 基因在毕赤酵母中的分泌表达与功能研究



!"#$!"%&’，!( )*+，,*-./ 012，3456’7#4 ,+8，（. 9
,+: ;）/ 2<#&<=）于 -+>摇床 -++7?@<= 震荡培养至

!")++为 )*+ 左右，离心收集菌体，转接到装有 ;+@A
2BB0 培养基（2B30 培养基中的 ,/ 3456’7#4 改为

,/ B’&"%=#4）的 -++@A 三角瓶中，继续培养，每 C."
补加 ,++/甲醇于培养基至终浓度为 ,/，诱导表达

;D。离心弃去细胞，上清用饱和（1(.）C EF. 沉淀，沉

淀用 +*C@#4?A !( G*C H7<$I(J4 悬浮，透析除盐后进

行 EKEILM3N。

!"# 表达产物的 $%&’%() *+,’ 鉴定

参照文献［,,］方法进行。一抗为兔抗 (JIL7#
多克隆抗体（稀释度为 , O ;++），（此为本实验室制

备）。二抗为辣根过氧化物酶（(PL）标记山羊抗兔

Q83（稀释度为 , O;+++）。

!"- ./(01%&’%() *+,’ 鉴定 2304(, 的功能

R%7IS’$&’7= T4#& 方法参照文献［,C］，UBV JL 为

!NH-+% 原核表达后纯化的产物，(JIL7# 与 JL .>亲

和反应 C."，其他步骤同方法 ,*)。

图 - LJP 法鉴定阳性转化子表型

R<8W - L"’=#&5!’ <D’=&<X<6%&<#= #X !#$<&<Y’ &7%=$X#7@%=&$ #X #$%&$’ (’)*+,$) 3E,,; T5 LJP
B：KAC+++ @%Z’7；C [ G，\，,,，,C，,. [ ,G：!#$<&<Y’ &7%=$X#7@%=&$ S<&" (JIL7# 8’=’；,，]，,+，,-：

&7%=$X#7@%=&$ S<&"#^& -.I#,+ 8’=’W

5 结果与分析

5"! 构建表达载体 6473890$23
以 UBV (J 基因特异引物 L,、LC 进行 PHILJP，

LJP 产物经 ,/琼脂糖电泳结果显示 UBV (J 基因

大小为 ,-G,T!（图 ,）。将回收后的该基因与 !BK,]I
H E<@!4’ V’6&#7 连 接，转 化 筛 选 得 到 阳 性 克 隆

!BK,]IU(J。重组质粒经 /%+P!和 0+*!双酶切，

定向插入用相同酶切的 !LQJ\_ 载体中，经 M@! 和

_%= 双抗平板及菌落 LJP 筛选阳性重组菌株，重组

质粒再经双酶切鉴定（图 C），证明成功构建了真核

表达载体 !LQJ\_IU(J。随后经序列测定显示此载

体中的 -.I#,+ 基因与 K‘-\\G+] 登录序列一致。

5"5 转化及高拷贝转化子的筛选

用 1’2!线性化的重组质粒 !LQJ\_IU(J，电转

化感受态毕赤酵母 3E,,;，涂布 BK 平板，用乙醇氧

图 , UBV (JIL7# 基因的 LJP 扩增结果

R<8W , LJP %@!4<X<6%&<#= #X UBV (JIL7# 8’=’
B：KAC+++；,，C：UBV (JIL7# 8’=’W

图 C 重组质粒 !LQJ\_IU(J 的酶切鉴定

R<8W C K<8’$&<#= #X !LQJ\_IHNVJL S<&" 7’$&7<6& ’=D#=^64’%$’
B：,ZT K1M 4%DD’7；,：!LQJ\_IU(J?/%+P! a 0+*!；C：!LQJ\_I
U(J?/%+P!；-：!LQJ\_?/%+P! W

化酶特异引物，菌落 LJP 法鉴定整合到酵母基因组

上的转化子（图 -），转化效率约 G+/。扩增产物经

琼脂 糖 电 泳 分 析，出 现 ,])-T! 大 小 电 泳 条 带

（!LQJ\_ 上 .\CT! 的质粒序列加插入外源 ,-G,T! 的

基因序列）的即为酵母阳性转化子。阳性菌落点接

在 BB 平板上筛选 B^&a 表型的转化子。将筛选得

到的 B^&a 转化子挑单克隆菌落接种至含 3.,] 的

0LK 平板上，-+>静置培养，筛选出 . 个高拷贝转

化子。

5": 表达产物 ;<;04=>? 和免疫学鉴定结果

重组酵母菌株经 ,/甲醇诱导 ,C+"，样品浓缩

透析后经 EKEILM3N 电泳显示在 ))ZK 处有较强的

.+,, .&$34)4 5+6,3’2 +7 8$+*4%&3+2+9: 生物工程学报 C++G，V#4*C-，1#*)



表达的蛋白条带，而 !"#$%& 空载体转化的酵母和没

有经甲醇诱导的重组酵母没有此条带（图 ’）。电泳

图谱经扫描、电脑软件 ()*+,-)* 分析表明，表达的

目的蛋白（./01）占总分泌蛋白的 203。在 45,657*
89:6 试验中，在约 22;< 处可见清晰的单一阳性反应

条带，而用 !"#$%& 空载体转化的酵母细胞的表达上

清则无该条带的出现，表明在毕赤酵母中成功表达

了 =$>"7: 蛋白（图 ?）。

图 ’ 诱导表达产物的 @<@>"ABC 分析

DEFG ’ A*)9H,E, :I 615 E*+J-5+ 5K!75,,E:* !7:+J-6, 8H @<@>"ABC
L：ME++95 L4 !7:65E* M)7;57（%NO2;< P .’O’;<）；. Q R：!:,E6ES5 H5),6
,67)E* E*+J-5+ 8H M561)*:9；’：89)*; H5),6 ,67)E* E*+J-5+ 8H M561)*:9；
?：!:,E6ES5 H5),6 ,67)E* *:*>E*+J-5+ 8H M561)*:9 G

图 ? 诱导表达产物的 45,657* 89:6 分析

DEFG ? 45,657* 89:6 :I E*+J-5+ 5K!75,,E:* !7:+J-6,
.：!:,E6ES5 H5),6 ,67)E* E*+J-5+ 8H M561)*:9；/：89)*; H5),6 ,67)E*
E*+J-5+ 8H M561)*:9 G

!"# $%&’() 的功能鉴定

4LT $" 蛋白经 @<@>"ABC 电泳后，转移到硝酸

纤维素膜上，?3脱脂牛奶封闭过夜，然后与表达的

=$>"7: ’U反应 /’1，洗脱后和 =$>"7: 的一抗和辣根

过氧化物酶标二抗孵育，显色后发现相应位置 RN;<
处出现条带（图 2A），而同时做的没有用 =$>"7: 反

应对照未出现相应条带（图 2(），这不但验证了 =$>
"7: 能与 $" 结合的功能，也是首次报道体外表达的

=$>"7: 表现出与植物内分离的野生的有同样的生

物活性。

* 讨论

巴斯德毕赤酵母系统作为一种新型外源基因表

达系统，具有许多优良的特点［.R］，毕赤酵母更接近

图 2 诱导表达产物的 D)7>V5,657* 89:6 功能分析
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8E*+E*F VE61:J6 =$>"7:G .，/：9)*5, VE61 -:)6 !7:65E*；R：89)*; 9)*5,
VE61:J6 -:)6 !7:65E*G

高等真核细胞，表达的外源性目的蛋白可正确折叠

和进行糖基化作用，因此具有天然蛋白所应有的生

物学活性；培养要求条件低，繁殖速度快，能进行

高密度培养；目的基因整合在染色体上具有高稳定

性并可形成外源基因的多拷贝整合，且不会因为糖

基化价键的问题而引起抗原抗体反应；同时可高表

达分泌型功能性外源目的蛋白，因此能有效克服复

性造成的蛋白损失；毕赤酵母极少分泌自身蛋白，

在其培养液中除目的蛋白外，几乎不含任何其他蛋

白，易于纯化。

本文首次构建了 4LT =$>"7: 真核表达质粒，

获得了大量 LJ6W X=E,W 表型和高拷贝表达活性的菌

株，成功表达出了具有生物活性的分子量约为 22;<
的 =$>"7: 蛋白。由于受酵母表达系统对外源蛋白

糖基化修饰作用和分泌肽不能完全切割，表达出的

蛋白较病毒自身 =$>"7: 蛋白分子量大［.0，..］。通过

本文的研究发现毕赤酵母表达系统作为研究植物病

毒基因功能的有利工具，必将发挥更大的作用。同

时本研究成功表达了具有生物活性的 =$>"7: 蛋白，

为利用免疫印迹手段获得蚜虫体内 =$>"7: 受体蛋

白，进一步明确非持久性蚜传分子机制奠定了工作

基础。
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动物遗传育种中的计算方法
张勤 著 CDO E D E PW E PBCFX! E ^_4BCBP ‘ !F4PP XPPD 年 O 月 XD 日出版

本书全面系统地介绍了在动物遗传育种中常用的主要计算方法，内容包括三大部分。第一部分是

混合模型方程组的相关计算技术，包括加性遗传相关矩阵及其逆矩阵的计算，大型混合模型方程组的

建立与求解，大型矩阵的储存与计算技术，用 3T.( 方法估计遗传参数的有关计算方法。第二部分是

.)%9+ N$:#) 方法，包括随机数的产生，.)%9+ N$:#) 基本方法，.)%9+ N$:#) 方法在统计学和动物遗传育种中

的应用。第三部分是 .N.N 算法，包括贝叶斯推断和 .$:\)@ 链简介，.+9:)*)#76 I$697%2 抽样，L7;;6 抽样，

.N.N 算法在动物遗传育种中的应用。本书可供高等院校和科研机构从事动物遗传育种的科研工作

者和研究生参考。

中国科学院动物研究所大事要览（BCBF E XPPF）
商秀清 编著 CDO E D E PW E PBCWOD E X^]4PXOX ‘ CO4PP XPPD 年 C 月 BB 日

该书以确凿的史料为基础，记述了中国科学院动物研究所建所 DO 年（BCXO—XPPF）演变的历史。并

按年代顺序对历年发生的比较重要的大事做要式叙述。通过纵览全书，得以了解该所的发展轮廓和史

实梗概。它既是一本了解该所发展史的入门书，同时也是研究当代中国生物科学、动物学、昆虫学发展

史的参考书，还是一本可备查考的工具书。另外，可供该所作为职工、研究生“所史”教育用书。

根系生物学：原理与应用
严小龙 编著 CDO E D E PW E PBCPWF^_4BOFD ‘ OP4PP XPPD 年 C 月 XB 日

本书是国内首部关于根系生物学的专著。该书系统地介绍了植物根系的主要类型、根的结构及其

功能，阐述了不同类型根系的发育过程、调控机理以及环境条件对根系发育的影响，探讨了植物根形

态、根构型、根系分泌物等根系特性与养分有效性的关系及其定量分析方法，讨论了根瘤、菌根等根系

共生系统的形成过程、影响因素以及它们在生态系统中的营养作用，论述了根系性状遗传改良的意义

和各种方法途径。全书以作者和有关实验室多年来的根系生物学研究成果为依据、结合国内外相关研

究进展编著而成，反映了根系生物学的最新研究成果，对该领域的研究和应用工作有一定参考价值。
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