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　　摘要：利用ＲＴ－ＰＣＲ以及ＥＬＩＳＡ对采自云南省昆明市的君子兰样品进行鉴定，确定了其病原物为朱顶红褪绿环
斑病毒（ｈｉｐｐｅａｓｔｒｕｍｃｈｌｏｒｏｔｉｃｒｉｎｇｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，ＨＣＲＶ）。这是首次在君子兰（Ｃｌｉｖｉａｍｉｎｉａｔａ）中检测到番茄斑萎病毒属
（Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ）病毒，为明确其序列特征，设计了ＨＣＲＶＳＲＮＡ全序列扩增引物，进一步克隆了该分离物的ＳＲＮＡ全基因
组序列，并进行了序列分析。结果表明，ＨＣＲＶ－ＣＭ分离物 ＳＲＮＡ全长２７４９ｎｔ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＹ４８４８３６），与已
报道的ＨＣＲＶ基因结构一致。基于核壳体蛋白Ｎ基因序列的系统进化分析显示ＨＣＲＶ－ＣＭ与来自云南的ＨＣＲＶ株
系聚为一支，说明ＨＣＲＶ－ＣＭ与ＨＣＲＶ云南分离物亲缘关系较近。
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　　朱顶红褪绿环斑病毒（ｈｉｐｐｅａｓｔｒｕｍｃｈｌｏｒｏｔｉｃｒｉｎｇｓｐｏｔ
ｖｉｒｕｓ，ＨＣＲＶ）属于布尼亚病毒科（Ｂｕｎｙａｖｉｒｉｄａｅ）番茄斑萎病毒
属（Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ），是２０１３年在中国云南省发现的番茄斑萎病
毒属新种［１－２］。该病毒主要通过蓟马进行传播，能够系统侵

染朱顶红、烟草、番茄、辣椒、蜘蛛兰等多种经济作物，引起植

物出现坏死、褪绿、同心环纹等症状，危害严重［３］。ＨＣＲＶ为
三分基因组，３段单链 ＲＮＡ序列从小到大分别为 ＳＲＮＡ、Ｍ
ＲＮＡ、ＬＲＮＡ，其中 ＳＲＮＡ序列含有 ２个开放阅读框（Ｏｐｅｎ
ＲｅａｄｉｎｇＦｒａｍｅ，ＯＲＦ），其正向编码 ４４４ａａ的非结构蛋白
（ＮＳｓ），相关研究表明，ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓｅｓ编码的ＮＳｓ蛋白可能在病
毒复制、转录、抑制 ＲＮＡ沉默中起重要作用［４］。ＳＲＮＡ反向
编码２７５ａａ的核壳体蛋白（Ｎ），核壳体蛋白是研究Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ
病毒时，普遍最先获得的病毒序列，其序列特异性极高［５］，因

此，通常都是利用比对核壳体蛋白Ｎ基因的相似性来检测与
鉴定Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ的病毒［６］。

目前，针对ＨＣＲＶ的研究较少，ＮＣＢＩ等数据库中已经公
布的ＨＣＲＶＳＲＮＡ全基因组序列仅有２个，而且其常见寄主
主要集中在蜘蛛兰、番茄等植物上，本研究通过大量野外采样

调查，发现了新的 ＨＣＲＶ寄主———君子兰，通过对该病毒君
子兰分离物的ＳＲＮＡ进行克隆，测序及序列分析，获得了１
个完整的ＨＣＲＶＳＲＮＡ基因组序列，为进一步开展ＨＣＲＶ研
究提供了理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
病毒样本于２０１６年７月１１日采自云南省昆明市云南农

业大学的君子兰叶片，保存至－８０℃超低温冷冻冰箱中。
１．２　试剂

ＴｒａｎｓＺｏｌＰｌａｎｔ试剂盒、ｐＥＡＳＹ－Ｔ１载体、Ｔ１感受态细胞、
ＦａｓｔＰｆｕ酶、Ｂｕｆｆｅｒ及 ｄＮＴＰ、Ｔａｑ酶、ＳｕｐｅｒＭｉｘ酶购自北京全式
金生物技术有限公司；胶回收纯化试剂盒，购自北京百泰克生

物技术有限公司；ｄＡＴＰ、Ｍａｒｋｅｒ购自北京天根生化科技有限公
司；ＴＳＷＶ、ＩＮＳＶ、ＩＹＳＶ、ＷＳＭｏＶ＆ＧＢＮＶ、ＧＲＳＶ＆ＴＣＳＶ抗体，购
自美国Ａｇｄｉａ公司；ＨＣＲＶ、ＴＺＳＶ、ＣＣＳＶ、ＣａＣＶ抗体，由笔者所
在课题组制备；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ１ｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ购
自ＴａＫａＲａ公司；其他常规试剂均为国产或进口分析纯。
１．３　方法
１．３．１　样本鉴定
１．３．１．１　ＥＬＩＳＡ检测　利用笔者所在课题组构建的 ＥＬＩＳＡ
血清学鉴定体系，使用了９种抗体对君子兰样本进行了鉴定。
其中 ５种 抗 体 （ＴＳＷＶ、ＩＮＳＶ、ＩＹＳＶ、ＷＳＭｏＶ＆ＧＢＮＶ、
ＧＲＳＶ＆ＴＣＳＶ）使用的是双抗夹心法（ＤＡＳ－ＥＬＩＳＡ），另外 ４
种抗体（ＨＣＲＶ、ＴＺＳＶ、ＣＣＳＶ、ＣａＣＶ）使用的是间接法（ＩＤ－
ＥＬＩＳＡ）。参照对应方法说明书操作。
１．３．１．２　ＲＴ－ＰＣＲ检测　ＲＮＡ提取：应用北京全式金公司
的ＲＮＡ提取试剂盒对君子兰样本进行 ＲＮＡ提取。ＲＴ－
ＰＣＲ：ＲＴ使用的ＴａＫａＲａ公司的 ＲＴ试剂盒，ＰＣＲ使用的是北
京全式金公司的 ＳｕｐｅｒＭｉｘ酶。利用６对特异性引物及１对
通用引物Ｊ１３／ＵＨＰ（表１）进行ＰＣＲ扩增。
１．３．２　ＲＮＡ提取、ＲＴ－ＰＣＲ　利用 ＴｒａｎｓＺｏｌＰｌａｎｔ多糖多酚
ＲＮＡ提取试剂盒提取君子兰样本的总ＲＮＡ。

利用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ１ｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ合成
样本ｃＤＮＡ的第一条链。
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表１　ＲＴ－ＰＣＲ检测所用引物信息

引物名称 序列（５′→３′）
ＴＳＷＶ－ＮＰ－Ｆ ＣＡＣＡＣＴＴＡＡＧＣＡＡＧＣＡＣＡＡＧＣＡ
ＴＳＷＶ－ＮＰ－Ｒ ＡＣＣＣＴＡＡＧＡＡＡＣＧＡＣＴＧＣＧＣ
ＨＣＲＶ－ＮＰ－Ｆ ＣＡＣＡＡＴＡＡＡＣＡＣＡＣＡＡＡＣＡ
ＨＣＲＶ－ＮＰ－Ｒ ＣＴＴＣＣＴＡＡＧＴＡＡＡＣＡＣＣＡＴ
ＣＣＳＶ－ＮＰ－Ｆ ＴＴＣＡＡＣＡＡＡＴＧＣＧＧＣＴＡ
ＣＣＳＶ－ＮＰ－Ｒ ＴＧＣＡＡＡＧＴＧＧＣＴＡＡＡＧＴ
ＴＺＳＶ－ＮＰ－Ｆ ＴＧＧＴＴＡＡＡＡＡＧＡＣＡＧＡＴＣＡＴＴＧＣＴ
ＴＺＳＶ－ＮＰ－Ｒ ＣＴＡＣＴＴＧＣＣＡＡＣＡＴＧＴＣＴＡＡＣＧＴＣ
ＩＮＳＶ－ＮＰ－Ｆ ＣＣＣＡＡＡＡＴＣＡＡＴＡＧＴＡＧＣ
ＩＮＳＶ－ＮＰ－Ｒ ＡＧＧＡＧＡＡＣＡＴＡＧＴＣＡＡＧＣ
ＣａＣＶ－ＮＰ－Ｆ ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＡＣＴＴＣＴ
ＣａＣＶ－ＮＰ－Ｒ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＡＡＣＧＴＣ
Ｊ１３ ＣＣＣＧＧＡＴＣＣＡＧＡＧＣＡＡＴ
ＵＨＰ ＣＡＣＴＧＧＡＴＣＣＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＴＧ

　　病毒分离物的ＳＲＮＡ全序列的扩增引物 ＨＣＲＶ－Ｓ（Ｆ：
５′－ＡＧＡＧＣＡＡＴＣＧＡＧＧＴＡＴＡＡＡＣＡＡＡＴＡＡＴＣＡＴＡＣＡＣ－３′；
Ｒ：５′－ＡＧＡＧＣＡＡＴＣＧＡＧＧＴＡＴＡＡＡＡＣＡＴＡＡＡＴＴＣＴＧＡＡＣ－
３′）由笔者所在课题组利用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０５设计，并用 ｏｌｉｇｏ７对
设计的引物进行分析，引物序列送至铂尚生物技术有限公司

进行合成。利用ＦａｓｔＰｆｕ高保真酶，以合成的ｃＤＮＡ第一条链
为模板，利用引物 ＨＣＲＶ－Ｓ进行 ＰＣＲ扩增。５０μＬＰＣＲ反
应体系：ｃＤＮＡ１μＬ，上下游引物各１μＬ，ＦａｓｔＰｆｕ１μＬ，ｂｕｆｆｅｒ
１０μＬ，ｄＮＴＰ４μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３２μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃
１ｍｉｎ；９５℃ ２０ｓ，５０℃ ２０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ３０ｓ，４０个循环；
７２℃５ｍｉｎ；４℃保存。ＰＣＲ反应完成后，取５μＬ产物进行
１．２％的琼脂糖凝胶电泳检测。
１．３．３　产物胶回收纯化及加 Ａ反应　利用 ＤＮＡ胶回收试
剂盒对上一步获得的目的条带进行切胶回收，从而得到纯化

过的ＰＣＲ产物，产物 －２０℃保存。利用 ｄＡＴＰ、ｂｕｆｆｅｒ、Ｔａｑ酶
对纯化后的ＳＲＮＡ序列 ＰＣＲ产物进行加 Ａ反应。１０μＬ加
Ａ体系：ＰＣＲ产物７μＬ，Ｔａｑ酶１μＬ，ｂｕｆｆｅｒ１μＬ，ｄＡＴＰ１μＬ。
加Ａ反应程序：７２℃３０ｍｉｎ。

１．３．４　病毒分离物Ｓ序列的克隆和转化　将纯化并加 Ａ后
的ＰＣＲ产物连接到ｐＥＡＳＹ－Ｔ１载体上，导入到 Ｔ１感受态细
胞中，通过蓝白斑筛选挑取白色单菌落，通过菌液 ＰＣＲ筛选
出阳性重组子，将３个阳性重组子的菌液送至铂尚生物技术
有限公司进行测序。

１．３．５　病毒分离物序列处理　利用 ＭＥＧＡ软件对测序公司
返回的序列进行人工处理，去掉序列２端的载体序列，去掉序
列３′端的Ａ，从而获得病毒分离物的ＳＲＮＡ全基因组序列。
１．３．６　病毒分离物 Ｓ序列分析　利用 Ｍｅｇａ６．０６，ＤＮＡｓｔａｒ．
Ｌａｓｅｒｇｅｎｅｖ７．１等序列分析软件，从序列特征、系统进化分析
等方面，对获得的病毒分离物ＨＣＲＶ－ＣＭＳＲＮＡ全基因组序
列进行分析。

２　结果与分析

２．１　ＨＣＲＶ－ＣＭ病毒分离物Ｓ序列ＲＴ－ＰＣＲ扩增
以采集到的云南君子兰叶片为材料提取总 ＲＮＡ，ＲＴ获

得ｃＤＮＡ，以其为模板，用设计的 ＨＣＲＶＳ全序列扩增引物扩
增出大小约为２７４９ｂｐ的特异性条带（图１）。

２．２　ＨＣＲＶ－ＣＭ分离物Ｓ序列克隆转化
共挑取２０个单菌落，利用Ｔ１载体通用引物Ｍ１３Ｆ／Ｒ，通

过菌液ＰＣＲ筛选阳性重组子。电泳结果显示，挑取的２０个
单菌落均为阳性重组子（图２）。

２．３　ＨＣＲＶ－ＣＭ分离物ＳＲＮＡ序列分析
２．３．１　序列特征　从ＮＣＢＩ数据库中下载首个公布的ＨＣＲＶＳ
ＲＮＡ全序列ＨＬＳ１－２ＳＲＮＡ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＪＸ８３３５６４．１），利
用ＤＮＡｓｔａｒ进行序列比对，本研究分离的 ＨＣＲＶ－ＣＭ的Ｓ序
列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＹ４８４８３６）与其一致性为９８．７％（表２）。
２．３．２　ＨＣＲＶ－ＣＭ系统进化分析　从 ＮＣＢＩ数据库下载所
有已公布的ＨＣＲＶ病毒的核壳体蛋白Ｎ基因序列，与本研究
所获得的Ｎ基因序列保存在一起，通过Ｍｅｇａ６．０６，利用邻接
法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建基于ＳＲＮＡ序列编码的Ｎｐ基
因的系统进化树。从系统进化树可以看出，本研究获得的病

毒分离物ＨＣＲＶ－ＣＭ的 Ｎｐ基因与分离自云南省的 ＨＣＲＶ

的Ｎｐ基因序列聚为一支（图３）。

３　讨论

Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ病毒扩增迅速，近年来，该属新增的病毒不断
增多，寄主范围也不断加大，根据 ＩＣＴＶ公布的信息，
Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ已经有１１个确定种。云南省气候类型多样，植被
资源丰富，为病毒提供了广泛的寄主条件。目前，云南已经报

道了 ６种 Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ病毒，分别是番茄斑萎病毒（ｔｏｍａｔｏ
ｓｐｏｔｔｅｄｗｉｌｔｖｉｒｕｓ，ＴＳＷＶ）［７］、凤仙花坏死斑病毒（ｉｍｐａｔｉｅｎｓ
ｎｅｃｒｏｔｉｃｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，ＩＮＳＶ）［８］、花生环斑病毒（ｇｒｏｕｎｄｎｕｔｒｉｎｇｓｐｏｔ
ｖｉｒｕｓ，ＧＲＳＶ）［９］、番茄环纹斑点病毒（ｔｏｍａｔｏｚｏｎａｔｅｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，
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表２　ＨＣＲＶ－ＣＭ与ＨＬＳ１－２分离物核苷酸和氨基酸序列一致性比对

ＨＣＲＶ序列　　ＧｅｎＢａｎｋ登录号　　
ＳＲＮＡ ５′－ＵＴＲ ＮＳｓ ＩＧＲ Ｎｐ ３′－ＵＴＲ
ｎｔ ｎｔ（％） ｎｔ ｎｔ（％） ｎｔ ｎｔ（％）ａａ（％） ｎｔ ｎｔ（％） ｎｔ ｎｔ（％）ａａ（％） ｎｔ ｎｔ（％）

ＨＬＳ１－２ ＪＸ８３３５６４．１ ２７２４ ７２ １３３２ ４４３ ８２５ ５２
ＨＣＲＶ－ＣＭ ＫＹ４８４８３６ ２７４９ ９８．７ ７２ １００ １３３２ ９８．６ ９８．０ ４４９ ９７．７ ８２５ ９９．２ ９８．５ ７１ １００

ＴＺＳＶ）［１０］、马蹄莲褪绿斑病毒（ｃａｌｌａｌｉｌｙｃｈｌｏｒｏｔｉｃｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，
ＣＣＳＶ）［１１］、朱顶红褪绿环斑病毒 （ｈｉｐｐｅａｓｔｒｕｍ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ
ｒｉｎｇｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，ＨＣＲＶ）。ＨＣＲＶ是 ２０１３年在云南省发现的
Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ新种，其寄主范围仅集中在几种常见的 ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓｅｓ
寄主中，仍有众多的植物寄主未被发现。本研究利用 ＲＴ－
ＰＣＲ以及ＥＬＩＳＡ技术在云南农业大学校园内的君子兰上检
测到该病毒，并克隆了该病毒分离物的 ＳＲＮＡ全基因组序
列，对其序列特征以及分类地位进行了分析，为后续进一步研

究ＨＣＲＶ提供了基础。此外，研究ＨＣＲＶ寄主范围具有极其
重要的意义，通过了解其寄主的扩张以及范围的增大，可以及

时探究该病毒的危害。

本研究获得的 ＨＣＲＶ－ＣＭ分离物表明君子兰（Ｃｌｉｖｉａ
ｍｉｎｉａｔａ）是Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ新的寄主，ＨＣＲＶ－ＣＭＳＲＮＡ（ＧｅｎＢａｎｋ
登录号：ＫＹ４８４８３６）在序列结构上与全球首次公布的 ＨＣＲＶ
ＨＬＳ１－２分离物的ＳＲＮＡ基本一致，其编码的２个蛋白ＮＳｓ、
Ｎｐ，以及非编码区、ＩＧＲ区，与ＨＬＳ１－２ＳＲＮＡ的一致性都在
９０％以上，仅３′ＵＴＲ区域在碱基数目上相差较大，ＨＣＲＶ－
ＣＭ的ＳＲＮＡ的３′ＵＴＲ相比ＨＣＲＶＨＬＳ１－２多了１９个碱基。
在对ＮＣＢＩ数据库中已公布的Ｎｐ序列进行系统进化分析，发
现本研究分离的ＨＣＲＶ－ＣＭ株系与来自云南省的 ＨＣＲＶ分
离物聚为一支，来自广东、广西和福建的 ＨＣＲＶ株系聚为另
一支，株系明显存在按照地理进行分布的迹象。
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小分子海洋抗菌肽鲎素Ⅰ里氏木霉表达系统构建
张丽君１，王　英２，张　燕１，简　琛１，金　刚１，代建国１

（１．深圳职业技术学院应用化学与生物技术学院，广东深圳５１８０５５；２．广州城市职业学院食品系，广东广州 ５１０４０５）

　　摘要：为实现鲎素Ⅰ基因的高效表达，以对鲎素Ⅰ敏感度较低的里氏木霉为宿主，构建鲎素Ⅰ里氏木霉表达系统。
根据里氏木霉偏爱密码子优化合成鲎素Ⅰ基因，构建鲎素Ⅰ－里氏木霉组成型表达载体ｐＡＮ－ＰＳＧＴ－Ｔａｃ，经ＰＥＧ介
导转化至里氏木霉原生质体，ＰＣＲ法鉴定重组子基因型。基因型鉴定和基因测序检测显示，鲎素Ⅰ基因成功重组到
里氏木霉基因组ＤＮＡ上，因此本研究成功构建了鲎素Ⅰ里氏木霉表达系统。
　　关键词：抗菌肽；鲎素Ⅰ；重组载体；里氏木霉；表达系统
　　中图分类号：Ｑ７８６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）１４－００４１－０４

收稿日期：２０１７－０２－０３
基金项目：国家自然科学基金（编号：３０８００７９３、３１２７２４７４）；广东省自
然科学基金（编号：Ｓ２０１１０２０００５１６０、Ｓ２０１１０２０００４４５３）；广东省高
职院校珠江学者计划（２０１２）；广东省高校高层次人才项目（２０１２、
２０１３）；广东省广州市属高校科研计划（编号：２０１２Ａ１４１）；广东省
深圳 市 基 础 研 究 重 点 项 目 （编 号：ＪＣ２００９０３１８０７１１Ａ，
ＪＣ２０１１０５２０１１９１Ａ）；深圳职业技术学院青年创新项目（编号：
２２１０Ｋ３０７００２４）。
作者简介：张丽君（１９７５—），女，河北石家庄人，博士，副教授，主要研
究方向为抗菌肽表达。Ｔｅｌ：（０７５５）２６０１９１６５；Ｅ－ｍａｉｌ：ｃ７ｚｌｊ＠ｓｚｐｔ．
ｅｄｕ．ｃｎ。

通信作者：代建国，博士，教授，主要研究方向抗菌肽耐药性。Ｔｅｌ：
（０７５５）２６０１９１６５；Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｇｄａｉ＠２６３．ｎｅｔ。

　　阳离子抗菌肽（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＡＭＰ）鲎素Ⅰ
（ｔａｃｈｙｐｌｅｓｉｎⅠ）由 Ｎａｋａｍｕｒｏ等首次从中国鲎（Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓ
ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ）血细胞分离纯化制得［１］，分子量为２２６３ｕ，一级结
构由１７个氨基酸残基构成，含有２个二硫键；二级结构呈典
型的反平行β－折叠结构，疏水的氨基酸残基定位于平面一
侧，分子中６个阳离子氨基酸残基主要分布在分子的尾部。
鲎素Ⅰ具有抗细菌［２］、抗真菌［３］、抗病毒［４］、抑制肿瘤细胞增

殖和诱导癌细胞分化［５］以及显著调控动物肠道微生物菌

群［６］的功能，极具潜在广泛的应用价值。然而，天然鲎素Ⅰ
来源非常受限，人工合成价格非常昂贵，因此基因重组制备成

为规模化获取鲎素Ⅰ的重要途径。
鲎素Ⅰ对常见基因工程宿主的广泛和强烈的抑杀活

性［７－８］使其高效表达异常艰难，融合表达虽可降低鲎素Ⅰ对
工程宿主的抑杀活性，但因特异性蛋白酶价格昂贵和后续切

割精度难以保证而无法得到有效应用。因此，从天然微生物

筛选得到耐受鲎素Ⅰ抑杀的宿主以提高鲎素Ⅰ的表达效率值
得期待。本课题组比较了鲎素Ⅰ对大肠杆菌（ＢＬ２１）、枯草芽

孢杆菌（ＷＢ８００、ＢＳ１６８）、酵母菌（ＧＳ１１５）、小球藻和丝状真
菌里氏木霉（ＱＭ９４１４）等常见工程宿主的抑杀活性，发现丝
状真菌里氏木霉对鲎素Ⅰ的耐受能力最强［７－８］。迄今为止，

抗菌肽能否在里氏木霉中获得有效表达尚未见相关报道。本

研究拟构建鲎素Ⅰ－里氏木霉表达系统，探索鲎素Ⅰ在此表
达系统中的表达效率。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　里氏木霉表达载体ｐＡＮ－ＰＳＧＴ和里氏木
霉（ＱＭ９４１４），均由深圳大学刘刚教授惠赠；大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＣｏｍｐｅｔｅｎｇｔＣｅｌｌＪＭ１０９，购自大连ＴａＫａＲａ公司。
１．１．２　试剂　质粒快速提取试剂盒、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ纯化
回收试剂盒、ＤＮＡ连接试剂盒、Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒和两步法 ＲＴ－
ＰＣＲ试剂盒以及蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ，均购自 ＴａＫａＲａ公司；溶壁
酶、氨苄青霉素和潮霉素，均购自Ｓｉｇｍａ公司；ＮｏｔⅠ、ＳｆｉⅠ酶
和Ｘ－ｇａｌ，均购自ＴａＫａＲａ公司。
１．２　方法
１．２．１　天然鲎素基因（Ｔａｃ）序列的人工合成　从ＧｅｎＢａｎｋ中
获得鲎素Ⅰ的碱基序列，根据丝状真菌里氏木霉偏爱密码子优
化其序列：在其５′端和３′端分别加上ＮｏｔⅠ和ＳｆｉⅠ酶酶切位点，
并补齐宿主中信号肽的部分序列，设计目的基因序列如下：

５′－ＧＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＣＣＡＣＡＧＣＴＣＧＴＧＣＴＡＡＧＴＧＧＴＧＣＴＴ
ＣＣＧＣＧＴＣＴＧＣＴＡＣＣＧＣＧＧＣＡＴＣＴＧＣＴＡＣＡＧＧＣＧＡＴＧＴＣＧＣＴＡ
ＡＧＣＧＧＣＣＧＣ－３′，该序列全长８７ｂｐ，委托大连宝生物公司人
工合成。

１．２．２　鲎素－里氏木霉表达载体构建　ｐＡＮ－ＰＳＧＴ全序列
９７１０ｂｐ，包括Ｐｇｐｄ启动子序列（２１２９ｂｐ）、潮霉素抗性基因
ｐｈｐ序列（１０２３ｂｐ）、终止子序列ＴｔｒｐＣ（７７０ｂｐ）、ＰＵＣ１８中从
ＳＡＬＩ到ＥＣＯＲＩ之间的序列ＡＰ（２６４８ｂｐ）、ｇｐｄ启动子序列（１
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