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�在 �� � � 侵染前后烟草体内表达分析

孙现超
‘

,

“
李勇

“
周常勇

’
,

” 青玲
’
杨水英

��
�

西南大学植物保护学院
,

重庆 �� ����
� �

�

中国科学院微生物研究所
,

北京 ���� �� � �
�

国家

柑桔工程技术研究中心
,

中国农业科学院柑桔研究所
,

重庆 �� �� ���

植物病毒的侵染过程是非常复杂的
,

除了病毒自身的蛋白还需要很多宿主蛋白的参与
。

对

已知与病毒相互作用的寄主蛋白进行可溶性表达并制备其特异性抗体
,

检测病毒侵染前后该寄

主蛋白的表达情况
,

对研究病毒与宿主蛋白的相互作用
,

认识植物病毒的致病机理和植物的抗

病机制有重要意义
。

本实验室应用酵母双杂交系统以 �� � 同属的番茄花叶病毒 ��� �
“�� � �� �� 。

�� �� 、
,

�� � � � � � 作为
“

诱饵蛋白
”

对接毒后普通烟草的 。� �  文库进行了筛选
。

实验得到一个

与 � � 相互作用的阳性克隆
,

对该克隆进行测序分析
,

明确其 � � � � 长度为 �� ��
,

含有一个

长度为 ��� �� 的开放阅读框
,

预测编码一个由 �� � 个氨基酸组成的蛋白
,

分子量为 巧
�

���
�

。

将核酸序列和蛋白序列同时在 � �� � � �� 上进行比对
,

结果所得 � � � � 序列与普通烟草叶绿体铁

氧还蛋白� ��� � �   ��� � 有 �� � 的同源性
。

我们的序列比 �� � � ��� !∀在 �
’

端多了�� 个碱

基
,

�
’

端多 �� ��
,

其中 �
’

端主要多了 �
’

非翻译区部分
,

且编码的蛋白与 ���� ������ 编码的

蛋白只有第 ��� 位氨基酸发生了突变 ��
一

� �
。

所以我们认为我们的序列是一个比己知序列 ��

�� �� �� �� 更完整的铁氧还蛋白序列
。

将 � � � � 序列命名为普通烟草铁氧还蛋白 ��简称
�
�� �

一

��
。

为进一步明确其相互作用在病毒侵染寄主产生花叶症状中的作用
,

我们以���
一

�全长 �� � � 为

模板
,

用 � � � 扩增 ���
一

�
,

克隆至原核表达载体 ��� �
一

��
一

�
,

构建 ���
一

�与 � �� 融合表达载体

�� � �
一

��
� 一

�
,

重组质粒转化原核表达菌株 � ���
,

优化 � ��� ���
一

�可溶性表达条件后大量表达蛋

白
,

用 � �� 亲和层析法纯化获得可溶性 � ��� ���
一

�蛋白
,

免疫家兔制备多克隆抗体
。

� �� �� 测

定抗体效价
,

��
�� �� 印迹法检测 �� � � 侵染前后烟草叶片内���

一

�的表达情况
。

结果表明在温

度为 �� ℃
,

�� �� 诱导浓度为 �
�

�
�� �

�
比 条件下表达出大小为 ��

�

� ��
� 的可溶性融合蛋白

。

纯

化获得约 �� � 可溶性蛋白
,

免疫家兔制备了效价为 ��� �� � 的多克隆抗体
。

��
�� � � 印迹结果表

明 ���
一

�在 �� � � 侵染后烟草叶片内含量明显低于其在健康烟草叶片内的含量
。


