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番木瓜环斑病毒外壳蛋白基因在

大肠杆菌中的表达
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摘要 番木瓜环斑病毒 (PR v )外充蛋白 (CP )羞因 d O N人克隆到 p v c 1 8上构建成大

肠杆 , (翻 d` 创` “旬 表达毅体
.
节几滋 .

. 切成性侧结果农明该表达毅体在 B
.

诫 6 H 5。

中有两种特异蛋白衰达
,

分子 t 为 “ kd 的蛋白与推侧的衰达产物大小相符
,

且与 PR
v

口 的一个
.

组分
一

大小相似 . 而分子 t 为 16 kd 的蛋白可能是 3’ “ 蛋白的降解物或者

是 P R v 。 羞因不完全表达产物
.

关健词 P R v 二口 荃因 . w 。 “ r n b l o ,

前文〔。我们报道了 PR v CP 基因的合成
、

克隆和序列分析
。

本文报道 P R v cP 基因在
E

.

诫 中表达的结果
.

1 材料与方法

1
.

1 .B q 月̀ 农达段体构趁

从盆组有 P R v
CF 签因 c D N人的 pcU gl 上以 KnP l

、

加叮时 l 双醉切下 山 N人 片断
,
1%低

熔点胶电泳回收
。

回收的 c D N人 片断与 p Uc ls ( K p ln + 氏 m IH ) 的连接
、

转化 .K 口对` 。 H S 。

以及 t 组克隆的纷选
,

方法同前文所述
。

t’]
’

1
.

Z W比 t. r n bl o t

1
.

2
.

1 细 菌总蛋 白制备 接种阳性克隆于 5 m1 BL 液体培养墓
,

加 l p T G 至 1 mnr ol L/ 以诱

导 aL
c z 基因表达

.

37 .c 摇床过夜
,

收集细菌
,

用 ET ( 10 ~ of / L rT is 一 Q
,

1
~

ol L/ E D T 人 ,

PH 7
.

6 ) 悬浮
,

加入等体积 Z X 上样级冲液 ( 0
.

2 5 m ol / L T r协一 a
,

PH 6
.

8
,
2 0环蔗精

,
0

.

2 5写

澳酚蓝
,

4% sD
s ,

10 纬日一琉基乙醉 )
,

煮沸 10 m in
,

t 冰浴中备用
.

1
.

2
.

2 蛋 白质 s D` 一 粱丙蜂耽按奴胶电泳 (P A G E ) 浓缩胶浓度为 3%
,

分离胶浓度
1 0%

,

电泳缓冲液为
: 0

.

1 m ol / L T r is 一 e 一, p H S
.

4 5
,

0
.

1 m o 一/ L T lr e如e ,

0
.

1% S DS
.

澳酚蓝

带在浓缩胶中电压为 100 v ,

进入分离胶后电压调至 1 50 v
.

电泳完毕
,

将胶浸泡在 20 %甘

油
、

1 m o l / L T r肠一。 ( p H 7
.

5 ) 溶液中 3 0 而
n ,

以增强胶的韧性
。

1
.

2
.

3 屯转移 在电转缓冲液 ( 1 0
xmn

of / L N aH c o , ,

3 m m o l / L N a : e o : , p H g
.

9 ) 中将滤纸

一 电泳胶一硝酸纤维素膜 (0
.

2 林m ) 一滤纸依次铺在电转夹中
,

避免出现气泡
.

3 5O m人 电

转移 15
n “ n ,

取出硝酸纤维素膜
,

室温下晾干
.

1
.

2
.

4 免疚反应 用 P B s l
,

( 0
.

0 1 m o一/ L N a 毖H卫0 . ,

0
.

0 1 m o一/ L N aH
: P O

. ,

0
.

2 5 m o l / L N a C一
,

0
.

0 5纬 T w e e n 一 2 0
, pH 7

.

2 ) 浸润硝酸纤维素膜
,

加封闭液 ( p Bs 飞
,

含 4%璐 ^ ) 封闭 1 h
.

加
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,

P Rv 抗血清
,

反应 30 m in
.

为避免非特异反应
,

对 s遨m br oo k 等 ( 19 8 9 ) 的方法加以改进
,

预 先处理 P R v 抗血清
:

收集 10 0而 菌液的菌体
,

悬浮在 3 而 ET (班 8
.

0) 中
,

煮沸 15 m i n ,

PR v 抗血清用封闭液稀释
,

按抗血清量的 1/ 2 加入细菌裂解液
,

室温下放置 4 h
.

加入 P攻打

稀释的羊抗兔一址G一 A p ,

反应 30 m i n 。

浸入 A p 显色缓冲液 (0
.

1 m of L/ N a
CI

,

50 ~ ul / L

崛 a
: ,

0
.

1 om l/ L rT is 一 a
,

PH g
.

5 )
,

加 N卫 T
、
B c IP (溶解在二甲基甲酞胺中 )分别至 0

.

33 %
、

o
.

n % (w / v )
,

当出现清晰的紫色带时
,

燕馏水冲洗停止显色
。

以上各步骤之间用 P理弥 ,洗膜 3 x 10 m in
,

各处理均在室温下脱色摇床上轻轻摇动
。

1
.

2
.

5 电泳胶处理 电转后
,

胶片用考马斯亮蓝染色
,

脱色
,

照相
.

2 结果与讨论

2
.

1 E
.

以`表达载体构建

重组 p U c lg 经序列分析证明 P R v cP 基因与载体 aL cz 基因
。 一多肤序列表达方向相

反 l3L
。

而亚克隆到 四C 18 上的 PR
v CP 基因的表达方向与载体肠 cZ 基因 。 一多肚序列的阅

读方向一致
,

而且两者阅读框架相吻合 (见图 1 )
。

由此推测插入有 P R v cP 基因的载体表达

产物是包含一段 a 一多肤的融合蛋白
.

户荟

G lu sA P rP
o

G A G G A T C C C C

玫叻 H l

勺

重组 p U仁 19 A T G
. · 。 · ` .

卜
}rT̂ … … icr̂

~ 月

G G G T A C C G

K P吐

。 一多肚阅读方向 P R v CP 表达方向

蛛一叫甲.
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万口m H r

。一多胶阅读方向 护. v
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图1 FR v cP 羞因擂入 p
cu ls 的 s m al 位点构成能够在 及诫 中表达胜合蛋白的载体

2
。

2 丫犷食就e m lb o t

w 创耽 er n lb ot 检测结果见图 2
。

插入 p U c ls 上的 PR
v CP 基因在 E

.

oo “ 中获得显著表达
,

可以检测到两种特异蛋白
.

根据表达产物分子量大小推测 34 kd 蛋白是一种融合蛋白
,

即连

有一段二多肤的 P R v
cP

,

或者是融合蛋白的加工产物
。

3 4 kd 表达产物与 PR
v CP 的一个

“
组分

” (3 4 kd ) 大小一致
,

而 比 36
.

s kd 。 小得多
。

关于 PR v CP 的组分与大小 目前尚未

定论
,

不同来源的 P
vR 或同一来源的 P

vR 存放一段时间后
,

cP 在 s D s一PA
G E 胶上出现 1

~ 3 条带
,

大小在 28 ~ 36
.

s kd 之间
.

这可能是株系特异性或 CP 发生降解的结果
。

需要指

出的是
, P

vR
RN A 并不含独立的 CP 基因

,

即 CP 是由前体蛋白加工而来 〔卜
5〕 ,

这样不同株

系的 CP 从前体蛋白上切割部位可能不同
,

从而造成 cP 分子量的差异
.

我们根据 伽
e m ad a

等 ( 1 9 90) 报道的 P R v 一 P 标系 CP 基因序列 [,1
,

采用 P C R 扩增技术合成了加有起始密码子

A T G 的完整 CP 基因 (长 8 6I nt )
。

该基因编码的 CP 分子量计算值为 32
.

s kd 加上一段 -Q多

肤
,

与实际检测的 3 4 kd 基本相符
,

说明合成的 P R v CP 基因能在 E
.

co “ 中有效表达
.

由图 2 还可看出
,

另有一种 16 kd 的特异蛋白表达
.

多次重复检测结果相同
.

而该蛋白

分子量远比 P R v cP 小
,

其产生的原因尚不清楚
,

推测是 34 kd 蛋白的降解产物或者是 CP

么军举
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基因不完全表达产物
。

户

l )〔 2 )

图 2 p R v
cP基因在 召

.

以 `中表达的 w o t e r n bl ot结果

( 1) A
.

阳性对照 B
.

蛋白质分子 t标准 c
.

PR
v cP基因的表达 D

.

P R v cP

(2 )根据 (l )的手画图 砂

在基因构建和表达的基础上
,
’

我们将 PR
v cP 基因

c D N A 插入 p R o K I 的3 55 启动子和
n os 终止序列之间

,

构建成 PR
v c P 基因的植物表达载体 PR CP

,

通过三菌融合将 p
RP

C 导入

根癌农杆菌 伪尹。 ab咖
` , 如伽了

a

~
习 L B A 4 4 04

,

与其中的 p A 4L 4 04 构成双元载体系统
,

并

开始转化番木瓜
.

今
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