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马铃薯Y病毒衣壳蛋白的表达、纯化与结晶条件筛选

蒋君梅 1 杜巧丽 2 陈美晴 2 严云龙 1,2 谢 鑫 2* 李向阳 1*

（1. 贵州大学，绿色农药与农业生物工程教育部重点实验室，贵州大学精细化工研究开发中心，贵阳 550025；

2. 贵州大学农学院，农业微生物特色重点实验室，贵阳 550025）

摘要：为研究马铃薯Y病毒（potato virus Y，PVY）衣壳蛋白（coat protein，CP）在体外表达及CP重组

蛋白的晶体生长条件，通过EcoR I/Hind III酶切及连接技术构建pET-32a-PVY CP原核表达载体，对

PVY CP的诱导剂浓度进行优化，利用蛋白质纯化及脱盐技术对PVY CP进行纯化和脱盐，并分析

PVY CP 重组蛋白的晶体生长条件。结果表明，成功构建了 pET-32a-PVY CP 原核表达载体；PVY

CP在大肠杆菌Escherichia coli感受态细胞BL21（DE3）原核表达系统中，于16℃下利用0.8 mmol/L

异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷（isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside，IPTG）诱导表达可获得高浓

度的PVY CP可溶性蛋白；PVY CP重组蛋白在二水甲酸镁处理下可生长出棒状结构晶体。
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Abstract: In order to study the in vitro expression of potato virus Y (PVY) coat protein (CP) and the

crystal growth conditions of PVY CP recombinant protein, pET-32a-PVY CP prokaryotic expression

vector was constructed using EcoR I/Hind III digestionand linking technology, constructing, the concen‐

tration of inducer IPTG PVY CP was optimized forthe prokaryotic expression system, PVY CP was ex‐

pressed and purified in large quantities using protein purification and desalting technology, and the crys‐

tal growth conditions of PVY CP recombinant protein were analyzed. The results showed that the pET-

32a-PVY CP prokaryotic expression vector was successfully constructed. The PVY CP was obtained in

the Escherichia coli BL21 (DE3) prokaryotic expression system at 16℃ , and 0.8 mmol/L IPTG could

induce expression to obtain high purity PVY CP. The PVY CP recombinant protein grew rod-like crys‐

tals under the conditionsin presence of magnesium formatedihydrate.
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马铃薯 Y 病毒（potato virus Y，PVY）通过蚜虫

非持久性或汁液磨擦等方式传播，主要危害如马铃

薯及烟草等茄科作物（马丽娜，2006；张福莉等，

2013）。PVY最早由Smith（1931）在马铃薯中发现，

而后由于其传播方式的广泛性迅速在全球蔓延。据

报道，PVY侵染马铃薯时可导致其减产 80%以上；
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侵染烟草时可导致其减产20%~50%，而当大面积暴

发时将会导致绝收（王玉等，2018）。

PVY的病毒粒体呈弯曲线状，不具包膜，是正

链 RNA 病毒，基因组全长 9.7 kb（Scholthof et al.，

2011），该基因组的开放阅读框编码1个大的多聚蛋

白，再通过自身编码的蛋白酶将其加工成可行使不

同功能的成熟蛋白质（郭兴启等，2003；高芳銮等，

2015）。马铃薯Y病毒属Potyvirus病毒外围包被着

约 2 000个衣壳蛋白（coat protein，CP）单元，其起着

包被病毒基因组的作用，因此决定了CP可与寄主植

物的各成分接触（李恒，2015）。CP在协助病毒核酸

复制、帮助病毒进行胞间和长距离的运输、蚜虫传播

以及抵御植物抗病毒机制等过程中发挥着重要作用

（Liu et al.，2002；Bamunusinghe et al.，2011；Ivanov &

Mäkinen，2012）。CP 的积累将会通过 WRKY 转录

因子影响细胞基因的表达，从而影响病毒基因的表

达（Huh et al.，2012）；且CP和病毒复制相关蛋白互

作也会影响病毒在细胞间的移动（Lee et al.，2011）。

这些结果都表明PVY CP在侵染植物的过程中起着

重要作用。目前，在农业生产中对PVY引起的农作

物病毒病缺少有效的防治方法，可以通过选育抗病

品种、激发植物自身的防御体系等途径来进行防控

（萧凌，2015；李宁等，2018）。但由于培育植物抗病

品种的时间长，成本高，而病毒毒株变异较快，使得

该防控措施实施难度较大。同时，在PVY寄主植物

中对其产生作用的抗病基因很少，或由于当前生物

技术的局限性导致抗病基因难以被有效利用等。因

此，从不同视角去寻求一种新的防治方法成为当前

研究热点。

PVY 作为一种严重影响经济作物产量和品质

的病毒，尽管野生型PVY晶体结构已经解析（Kezar

et al.，2019），但将重组表达的 PVY CP 作为分子靶

标，研究重组表达的PVY CP体外表达、纯化及蛋白

质晶体生长条件对基于 PVY CP结构研发高效、高

选择性的抗病毒剂具有重要意义。因此，本研究拟

构建 PVY CP重组表达载体、对重组蛋白进行可溶

性诱导表达以及结晶生长条件的初步筛选，以期为

进一步探索利用 PVY CP作为分子靶标研发高效、

高选择性的抗植物病毒剂提供基础数据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株和质粒载体：PVY CP 全基因组序列

由贵州省烟草科学研究院贾蒙骜馈赠（夏范讲等，

2017）；大肠杆菌Escherichia coli感受态细胞DH5α、

BL21（DE3），北京擎科新业生物技术有限公司；质

粒 pET32a载体由贵州大学农学院植物病理学教研

室所保存并提供。

培养基：LB（Luria-Bertani）固体培养基成分为

NaCl 10 g、酵母提取物 5 g、胰蛋白胨 10 g、琼脂粉

16 g，蒸馏水定容至 1 L；LB液体培养基为LB固体

培养基中不添加琼脂制成。

试剂：EcoR I和Hind III限制性内切酶，宝日医

生物技术（北京）有限公司；FastPfu 高保真 DNA 聚

合酶、一抗 Anti-His、二抗羊抗兔，北京全式金生物

技术有限公司；氨苄西林、咪唑、异丙基-β-D-硫代吡

喃半乳糖苷（isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside，

IPTG）、甘氨酸、PBS缓冲液、十二烷基硫酸钠（sodi‐

um dodecyl sulfate，SDS），生工生物工程（上海）股份

有限公司；琼脂糖凝胶试剂盒及琼脂糖凝胶电泳相

关试剂、Solution I连接酶，北京擎科新业生物技术

有限公司；蛋白质晶体筛选池液、蛋白质结晶试剂盒

（Index、Crystal Screen、SaltRx、PEG/Ion2 Screen 和

PEG/Ion Screen），美国Hampton Research公司；其余

试剂均为国产分析纯。

仪器：SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳仪、T100TM

Thermal Cycler 梯度 PCR 仪，美国 Bio-Rad 公司；

Tanon-3500全自动数码凝胶图像分析系统，上海天

能科技有限公司；AKTATM Pure 25L蛋白纯化系统、

Peristaltic pumpp-1蠕动泵、HisTrapTM蛋白纯化镍柱

（Ni-NTA）、Desalting 蛋白脱盐柱，美国 GE Health‐

care 公司；Centrifuge 5427 R 低温离心机，德国 Ep‐

pendorf公司；ZWYR-D2402恒温培养振荡器，上海

智城分析仪器制造有限公司；JY99-IIDN 超声波细

胞粉碎机，宁波新芝生物科技股份有限公司；96孔

结晶板，上海迅晶生物科技有限公司公司；天能

5200化学发光检测仪，上海天能科技有限公司；RI-

S4 型恒温晶体柜，美国 Formulatrix 公司；UV-1200

分光光度计 ，上海美谱达仪器有限公司。

1.2 方法

1.2.1 PVY CP基因目的片段克隆及原核表达载体构建

为克隆 PVY CP 保守区域的基因序列，通过

NCBI数据库查找PVY CP基因序列，运用多序列比

对软件Clustal X对PVY不同株系的CP多序列进行

同源性比对，选取保守区域作为PVY CP基因目的

序列，使用 Primer Premier 5.0 软件设计引物 PVY

CP-F（5ʹ -gaattcATGGGAAATGACACAATCGAT-3）́

和PVY CP-R（5ʹ -aagcttTCACATGTTCTTCACTCCA-
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A-3）́，分别含 EcoR I 和 Hind III 酶切位点（小写字

母），引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成。以PVY全基因组DNA（NCBI收录号KU724101）

作为模板进行PCR扩增。50 μL扩增体系：FastPfu高

保真DNA 聚合酶 1 μL、5×Buffer 10 μL、2.5 mmol/L

dNTPs 4 μL、PVY全基因组DNA 1 μL、上下游引物

各1 μL、ddH2O 32 μL；扩增条件：95℃预变性2 min；

95℃变性 20 s，58℃退火 20 s，72℃延伸 1 min，32个

循环。将PCR扩增产物使用1%琼脂糖凝胶电泳鉴

定后切胶回收，利用回收试剂盒回收纯化PCR扩增

产物，将回收纯化产物送北京擎科新业生物科技有

限公司测序。

为进一步研究 PVY CP的体外表达特性，使用

EcoR I/Hind III酶对质粒pET-32a进行双酶切，40 μL

酶切体系：pET-32a 质粒 20 μL、Green Buffer 4 μL、

EcoR I 2 μL、Hind III 2 μL、ddH2O 12 μL；在 PCR 仪

中于 37℃反应 4.5 h，将酶切产物经 1%琼脂糖凝胶

电泳鉴定，将含有目标条带的区域进行切割回收，用

琼脂糖凝胶试剂盒回收；然后将胶回收产物与PVY

CP基因扩增目的片段进行连接，10 μL连接体系：双

酶切pET-32a质粒1 μL、PVY CP基因PCR产物4 μL、

Solution I连接酶 5 μL；16℃连接 3 h；将连接产物通

过42℃热激45 s转化到大肠杆菌感受态细胞DH5α

中，将转化所得菌液涂布在含有氨苄西林的 LB 平

板上，于 37℃倒置培养 12~16 h，挑取单克隆送北京

擎科新业生物技术有限公司进行测序验证。

1.2.2 PVY CP序列的生物信息学分析

为了解PVY CP的基本表达性质，对其跨模性、

信号肽、疏水性和可溶性进行分析。采用TMHMM

Server 2.0 在线网站（http://www.cbs.dtu.dk/services/

TMHMM/）对PVY CP跨模区进行预测；采用SignalP

4.1 Server 在线网站（http://www.cbs.dtu.dk/services/

SignalP-4.1/）对 PVY CP 的信号肽进行预测；采用

ProtScale在线网站（https://web.expasy.org/protscale/）

对 PVY CP的疏水性进行预测；采用蛋白可溶性预

测网站（https://protein-sol. manchester. ac. uk/）（Heb‐

ditch et al.，2017）对PVY CP的可溶性进行分析。

1.2.3 PVY CP的可溶性表达测定

为明确 PVY CP的最佳可溶性表达条件，将重

组质粒 pET-32a-PVY CP 于 42℃热激 45 s 后转化入

大肠杆菌感受态细胞BL21（DE3）中，将转化所得菌

液涂布在含氨苄西林的 LB 平板上，37℃倒置培养

12~16 h，随机挑选3~5个单菌落分别置于10 mL LB

液体培养基中于 37℃、200 r/min 条件下摇培 2~

4 h，当菌液浓度OD600 nm在0.6~0.8时取出，分别加入

不同浓度 0.2、0.4、0.6、0.8 和 1.0 mmol/L 的 IPTG，

16℃诱导表达 12~16 h，然后于 4℃、12 000 r/min条

件下离心 2 min收集菌液，加入 400 μL PBS缓冲液

重悬菌体，用超声波细胞粉碎机进行细胞破碎，

于 4℃、12 000 r/min条件下离心 2 min，取上清液并

加入 5×Loading Buffer，100℃下金属浴 10 min 使蛋

白变性，用 12% 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-poly‐

acrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）检测目标

蛋白的表达量，确定最佳表达条件后，使用该条件进

行PVY CP的大量表达。

1.2.4 PVY CP的纯化脱盐和Western blot鉴定

将1.2.3获得大量表达的PVY CP通过低温离心

机收集菌体，加入裂解缓冲液（30 mmol/L Tris-HCl、

300 mmol/L 氯化钠、10%甘油、0.072%巯基乙醇，

pH 8.0）进行菌体重悬，直至搅拌均匀，在 35%功率

下超声破碎细胞30 min，于4℃、12 000 r/min条件下

离心 30 min，收集上清液，去沉淀，使用缓冲液 A

（20 mmol/L 咪唑、30 mmol/L Tris-HCl、300 mmol/L

氯化钠、10%甘油，pH 8.0）和缓冲液B（350 mmol/L

咪唑、300 mmol/L Tris-HCl、300 mmol/L氯化钠、10%

甘油，pH 8.0）平衡 HisTrapTM Excell 蛋白纯化镍柱，

将上清液通过蠕动泵以 2 mL/min进行单循环挂柱

2~3次，使用AKTATM Pure 25L蛋白纯化系统将His‐

TrapTM Excell 蛋白镍柱中的蛋白洗脱到缓冲液 B

中，将收集的洗脱液进行 12% SDS-PAGE分析。通

过SDS-PAGE分析将含有PVY CP的洗脱液于4℃、

4 800 r/min离心1 h，取上清液用0.22 μm微孔滤膜过

滤，将过滤后的洗脱液流经至HisTrapTM Desalting蛋

白脱盐柱中，将其洗脱至 SEC 缓冲液（300 mmol/L

Tris-HCl、300 mmol/L NaCl，pH 8.0）中，分别于洗脱

0、24、48 和 72 h 收集相应洗脱液并进行 12% SDS-

PAGE分析，最终获得纯化脱盐的蛋白。

采用Western blot方法验证纯化蛋白。首先取

纯化后蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，在250 mA条

件下转膜 90 min，使用 5%脱脂奶粉在 37℃下缓慢

振荡封闭2 h；加入一抗Anti-His，37℃缓慢振荡孵育

2 h；用 1×PBST 缓冲液洗涤 4 次，每次 10 min；加入

二抗羊抗兔，37℃缓慢振荡孵育 1 h；用 1×PBST 缓

冲液洗涤 4次，每次 10 min；加入 3，3ʹ，5，5ʹ-四甲基

联苯胺（3，3ʹ，5，5ʹ-tetramethylbenzidine，TMB）显色，

采用化学发光检测仪检测蛋白表达信号。

1.2.5 PVY CP结晶条件的筛选

为了解 PVY CP蛋白结晶生长条件，采用悬滴
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法培养晶体。将不含咪唑的 PVY CP 溶液在 4℃、

4 800 r/min条件下离心1 h，浓缩其浓度为2 mg/mL，

然后在 96 孔结晶板孔腔内加 300 μL 结晶液，并将

PVY CP 溶液分别与参照 Index、Crystal Scree、Sal‐

tRx、PEG/Ion2 Screen和PEG/Ion Screen试剂盒说明

书配制的结晶缓冲溶液（每个试剂盒包含96种筛选

条件）在硅胶片上以1∶1的比例混合均匀，将硅胶片

悬挂于有结晶液的结晶板孔腔上方，含有混合液的

一面向结晶板孔腔内侧，置于20℃恒温晶体柜中等

待晶体生长，定期观察晶体生长状况。

2 结果与分析

2.1 pET-32a-PVY CP重组表达载体构建

将构建的pET-32a-PVY CP重组质粒进行测序，

其测序结果如图 1 所示，将测序成功的质粒进行

EcoR I/Hind III双酶切验证，在约807 bp处有1条明

显的目标条带，表明pET-32a-PVY CP重组表达载体

构建成功（图2）。

图1 含有pET-32a-PVY CP菌落的基因测序

Fig. 1 Gene sequence of recombinant plasmid containing pET-32a-PVY CP

2.2 PVY CP的生物信息学分析

PVY CP基因编码 267个氨基酸，无跨膜区；编

码蛋白无信号肽序列；局部具有较好的亲水性；预测

PVY CP 标度溶解度为 0.501，表明 PVY CP 基因编

码表达的蛋白具有可溶性。

1：经 EcoR I 和 Hind III 酶切后的重组表达质粒；2：质粒

DNA；M：DNA marker。1: The recombinant expression plas‐

mid digested with EcoR I and Hind III; 2: plasmid DNA; M:

DNA marker.

图2 pET-32a-PVY CP重组质粒双酶切鉴定

Fig. 2 Identification of pET-32a-PVY CP recombinant plasmid

via double restriction digestion

2.3 PVY CP的可溶性诱导表达条件

随着 IPTG诱导浓度逐渐增大，PVY CP重组蛋

白的表达量呈上升趋势，当诱导温度为16℃、IPTG

诱导浓度为0.8 mmol/L时表达量最高（图3）。

M：蛋白marker；1~6：分别为PVY CP在0、0.2、0.4、0.6、

0.8 和 1.0 mmol/L IPTG 诱导下表达的细胞上清液。M:

Protein marker; 1-6: supernatant from PVY CP culture af‐

ter IPTG induction at 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 mmol/L.

图3 PVY CP的可溶性表达分析

Fig. 3 Soluble expression analysis of PVY CP

2.4 PVY CP的纯化与Western blot鉴定

将PVY CP在 16℃、0.8 mmol/L IPTG条件下大

量诱导表达，纯化结果显示只有1个单峰，将单峰处

的溶液取样并进行 12% SDS-PAGE验证，结果表明

单峰处所出蛋白为PVY CP重组蛋白（图 4-A）。将
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PVY CP 重组蛋白从咪唑盐溶液中洗脱出来进行

12% SDS-PAGE 验证（图 4-B），证实该蛋白为 PVY

CP重组蛋白；并分别在洗脱0、24、48和72 h时进行

取样，经 12% SDS-PAGE 验证发现该蛋白较稳定

（图 5）。Western blot结果显示纯化蛋白为PVY CP

重组蛋白（图6）。

A：PVY CP的紫外吸收峰图，1~9为PVY CP蛋白在不同峰值时的纯化液；B：脱盐

PVY CP浓缩后的表达量，1~2为PVY CP经洗脱咪唑后的纯化液；M：蛋白marker。

A: UV absorption peak diagram of PVY CP, 1-9 are PVY CP protein purification solu‐

tions at different peaks; B: concentrated expression of desalinated PVY CP, 1-2 are the

purified solutions of PVY CP protein after eluting imidazole; M: protein marker.

图4 PVY CP蛋白经Ni-NTA（A）和脱盐柱（B）纯化后的SDS-PAGE结果

Fig. 4 SDS-PAGE results of PVY CP purified with Ni-NTA (A) and desalting column (B)

1~4：分别为PVY CP在洗脱 72、48、24、0 h时的剩余

量；M：蛋白marker。1-4: Remaining amount of PVY

CP at 72, 48, 24, 0 h after eluting; M: protein marker.

图5 PVY CP在不同时间点的降解量

Fig. 5 The degradation of PVY CP at different time points

M：蛋白marker；1：PVY CP重组蛋白。

M: Protein marker; 1: PVY CP fusion protein.

图6 PVY CP重组蛋白的Western blot分析

Fig. 6 Western blot analysis of PVY CP fusion protein

2.5 PVY CP蛋白结晶条件筛选

在所有筛选的Index、Crystal Screen、SaltRx、PEG/

Ion2 Screen 和 PEG/Ion Screen 的晶体生长条件中，

只在 Index 试剂盒中 15 号条件（pH 7.5 的 0.1 mol/L

4-羟乙基哌嗪乙磺酸（2-[4-（2-hydroxyethyl）pipera‐

zin-1-yl]ethanesulfonic acid，HEPES）+0.5 mol/L二水

甲酸镁）下生长出棒状晶体（图7），其他筛选条件下

均无晶体产生。

图7 Index试剂盒15号条件下PVY CP重组蛋白

生长7 d（A）和49 d（B）的晶体形态

Fig. 7 Crystal morphology of PVY CP fusion protein grown for

7 d (A) and 49 d (B) under the no. 15 condition of Index kit

3 讨论

马铃薯Ｙ病毒属病毒虽然只编码 1 个多聚蛋

白，但该多聚蛋白所分解的成熟蛋白在植物体生命

周期中发挥的功能却极其复杂，而且大部分属于多

功能性蛋白（Lefkowitz et al.，2018）。CP 作为一种

结构蛋白，目前已有很多研究证明其在病毒的整个
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生命周期中具有极其重要的作用，如参与病毒传播

（Blanc et al.，1997）、复制、扩增和抗性（Scholthof et

al.，2011；Spoustová et al.，2013）等重要过程。正是

由于CP在植物体各个生命过程中均发挥着作用作

用，决定了该蛋白的结构相对保守（苗艳梅和赵敏，

2019）。

Rosano & Ceccarelli（2014）指出，在蛋白原核表

达过程中，细菌表达菌株、诱导温度和诱导剂 IPTG

浓度均能对表达结果产生影响。本研究通过 PCR

技术获得了pET-32a-PVY CP融合表达载体，该融合

表达载体可表达大量可溶性CP蛋白，1 L大肠杆菌

可融合表达 1~5 mg 纯化后的PVY CP，表达后的蛋

白在缓冲溶液中很稳定。此外，本研究还构建了重

组表达载体 pET-28a-PVY CP，由于没有促溶标签，

大部分PVY CP均在沉淀中，以包涵体的形式存在，

而在pET-32a-PVY CP重组表达载体中，s-tag促进了

PVY CP 的表达（另文发表）。本研究通过对 PVY

CP蛋白可溶性表达条件进行筛选，最终获得相对分

子质量约为55 kD的可溶性蛋白。关祥斌等（2008）

对烟草上的马铃薯Y病毒CP进行原核表达探索，发

现重组表达菌株均为大肠杆菌 BL21（DE3）pLysS，

这与本研究中 PVY CP表达菌株相同，且经过分析

PVY CP主要以单体的形式存在，利用His抗体验证

也得到了相同结果。随后以单体的形式进行了晶体

培养，在 Index试剂盒第15号条件下，即在pH 7.5的

0.1 mol/L HEPES、0.5 mol/L 二水甲酸镁条件下，长

出多颗晶体，晶体为棒状，随即对 Index 试剂盒第

15号条件进行优化，调整沉淀剂0.5 mol/L二水甲酸

镁浓度、pH和替换HEPES盐为 PBS或Tris-HCl，并

进行优化组合，获得了直径大小为 0.15 cm 的晶体

（另文发表），研究结果将为进一步培养高分辨率晶

体提供参考。
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