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摘 要：为进一步了解柑橘黄龙病菌亚洲种 CLas 的致病机理，从 Prasad 预测的 166 种分泌蛋白中选取 1 个在柑

橘植株中表达量较高的 CLIBASIA–04580 基因进行研究。提取感染柑橘黄龙病的柑橘叶片总 DNA，经 PCR 扩增

得到 CLIBASIA–04580 基因，切胶回收 PCR 产物，双酶切连接到 pET–28α 载体上，使用菌落 PCR 和限制性内切

酶双酶切鉴定筛选阳性克隆；转化大肠杆菌 BL21(DE3)，用 0.5、1.0、1.5、2.0 mmol/L 的异丙基硫代半乳糖苷(IPTG) 

诱导重组蛋白表达融合组氨酸标签的 CLIBASIA–04580 重组蛋白，聚丙烯酰氨凝胶电泳(SDS–PAGE)检测重组蛋

白的表达水平，再用蛋白纯化镍柱进行纯化。结果表明，携带组氨酸标签的 CLIBASIA–04580 重组蛋白得到表达，

且异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)浓度为 1.5 mmol/L 时相对表达量达到峰值，通过 SDS–PAGE 凝胶分析，与未经过

镍柱纯化的蛋白原液比较，可知纯化了 CLIBASIA–04580 重组蛋白。 
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Abstract: CLIBASIA-04580, which highly expressed in citrus plants, was selected from 166 secreted proteins predicted by 
Prasad and was investigated to further understand the pathogenesis of Candidatus Liberibacter asiaticus(CLas). The total 
DNA of citrus leaves identified as infected with citrus Huanglongbing(HLB) was extracted, and the CLIBASIA-04580 gene 
was obtained by PCR. The PCR product was extracted and connected to the pET-28α vector by double enzyme digestion, 
and the positive clones were screened by colony PCR and restriction endonuclease double digestion. The recombinant 
Escherichia coli BL21(DE3) was induced to express the fusion histidine-labeled recombinant protein 04580 by isopropyl 
thiogalactoside(IPTG)(0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mmol/L). The expression level of the recombinant protein was detected by 
polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE), and then purified by protein purification nickel column. The results showed 
that the recombinant protein 04580 with histidine label was successfully expressed, and the expression reached the peak 
when the concentration of IPTG was 1.5 mmol/L. By SDS-PAGE gel analysis, the recombinant protein 04580 was 
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successfully purified compared with the original protein solution which was not purified by nickel column. 

Keywords: Candidatus Liberibacter asiaticus; secretory protein; prokaryotic expression; protein purification 

 

柑橘黄龙病(Citrus Huanglongbing，HLB)病原

菌为韧皮部杆菌(Candidatus Liberibacter spp.)，革兰

阴性菌，由于难以在培养基上纯培养，对其开展形

态学、生物学、病原学等方面的研究难度较大。已

知的细菌分泌系统有 9 种，在植物病原菌中仅发现

其中 6 种(T1SS、T2SS、T3SS、T4SS、T5SS、T6SS)[1]。

已经测定的多个柑橘黄龙病菌的菌株全基因序列，

对其分泌系统及分泌蛋白进行的预测和分析，发现

柑橘黄龙病菌亚洲种具有完整的Ⅰ型分泌系统和

完整的 SEC(普通分泌途径)[2]。研究较为深入的黄

龙 病 菌 分 泌 蛋 白 有 Serralysin 蛋 白 (CLIBASIA– 
01345)，依靠Ⅰ型分泌系统转运到细胞膜外，是一

类进攻型分泌蛋白，属于金属类蛋白水解酶，对氧

化胰岛素的 β 链有特异识别切割作用[3–4]；SDE1 蛋

白(CLIBASIA–05315)依赖 SEC 途径转运，与柑橘

类木瓜蛋白酶(PLCPs)相互作用，与 H2O2 的积累有

关，同时引起离子泄露、胼胝质沉积等[5]；SDE15
蛋白(CLIBASIA–04025)依赖 SEC 途径转运，与

CsACD2 互作，抑制由柑橘黄单胞杆菌柑橘亚种

(Xanthomonas citri subsp.)引起的过敏性坏死反应

(HR) 以 及 降 低 免 疫 相 关 基 因 的 表 达 [6] ；

SDE70(CLIBASIA–02470)蛋白依赖 SEC 途径转运，

与多个柑橘内蛋白互作，通过作用于膜泡运输和信

号转导相关蛋白来调节寄主抗病反应[7]。 
笔者从 Prasad 预测的 166 个分泌蛋白中选择在

柑橘植株内表达相对较高的 CLIBASIA–04580 蛋

白，进行基因克隆及原核表达，以期为进一步阐明

CLIBASIA–04580 蛋白在黄龙病菌侵染柑橘过程中

的功能和其在柑橘中的互作蛋白提供研究基础。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

于湖南省永州市顺一农业科技开发有限公司

(111°48' E、26°49' N)采摘携带柑橘黄龙病菌亚洲种

CLas 病原菌的柑橘叶片，保存于植物病虫害生物学

与防控湖南省重点实验室。 
pET–28α表达载体自北京擎科生物科技有限公

司购得；大肠埃希菌(E.coli)感受态 DH5α、BL21(DE3)

菌株自上海唯地生物技术有限公司购得；细菌总蛋

白提取试剂盒自北京酷来博科技有限公司购得；切

胶回收、Ni–NTA 镍柱纯化试剂盒自北京全式金生

物技术有限公司购得。 

1.2 方法 

1.2.1 CLIBASIA–04580蛋白基因的生物信息学分析 

通过 SignalP–5.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/ 
SignalP–5.0/abstract.php)预测蛋白质信号肽序列；

NCBI 网站 Blast(http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/)分
析 蛋 白 质 保 守 结 构 域 ， 利 用 网 站 (https://www. 
cbs.dtu.dk/services/TMHMM)预测跨膜结构域；利用

CONG 等 [8] 创 建 的 网 站 (http://prodata.swmed.edu/ 
liberibacter_asiaticus/.)获得 CLIBASIA–04580 蛋白

相关信息。 

1.2.2 模板扩增以及构建载体 

利用 CTAB 法提取感染 CLas(经 OI1\OI2:GGG 
TATAAGCACTTAGGCTTTAAGAAACC\TCACG

TCGTAAAGACATCCTGCCT 检测)柑橘叶片样品

DNA。根据 CLas–psy62 基因组(GenBank 登录号为

CP001677)的 CLIBASIA_04580 序列及转录分析，

删除 04580 基因的信号肽序列后，使用 Primer 5.0

设计原核表达引物 C8F/R(上游 AAAGGATCCCA 
ACCTTTTTTGGAAGAGACGGA，下游 AAGCTCG 

AGCTAATGATGCGACGGCAAA)分别插入 BamH Ι

和 Xho I 的酶切位点，并设置 3 个保护碱基[9]。引

物均由北京擎科生物科技有限公司合成。以感染

CLas 样品 DNA 为模板进行 PCR 扩增。反应条件为：

95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，62 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 30 s，35 个循环；72 ℃最终延伸 5 min，

4 ℃保存。 
切胶回收 PCR 产物双酶切到 pET–28α 载体上，

并转化E.coli DH5α，经过PCR和测序筛选阳性克隆。 

1.2.3 IPTG 诱导及镍柱纯化分泌蛋白 

将 阳 性 克 隆 质 粒 通 过 热 激 法 转 化 E.coli 
BL21(DE3)，挑取单菌落于 200 mL 加入卡那霉素

(终质量浓度为 50 μg/mL)的 LB 液体培养基中，37 
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℃、200 r/min 振荡培养至 OD600 nm 值为 0.6~0.8[10]，

分别加入终浓度为 0.5、1.0、1.5、2.0 mmol/L 的 IPTG
溶液，28 ℃过夜诱导表达；10 000 r/min 离心 5 min，

收集菌体，使用细菌总蛋白提取试剂盒提取总蛋

白，加入蛋白 loading buffer 后 95 ℃煮沸 5 min，处

理样品后进行 12%SDS–PAGE 电泳检测，确定诱导

分泌 04580 重组蛋白的 IPTG 的最佳浓度。 
在 IPTG 最佳诱导浓度下诱导 04580 重组蛋白，

使用 Ni–NTA 镍柱纯化试剂盒纯化 CLIBASIA– 
04580 重组蛋白，选取 50、100、150、200、250 mmol/L 
的咪唑溶液洗脱目的蛋白。 

2 结果与分析 

2.1 CLIBASIA–04580 蛋白的生物信息学预测 

对 CLIBASIA–04580 蛋白的信号肽进行的预测

结果表明，CLIBASIA–04580 蛋白全长包含 116 氨

基酸，信号肽长 23 氨基酸；其保守结构域包含 1
个未知功能结构域 DUF5330，其同源性较高的为柑

橘黄龙病美洲种和非洲种中的分泌蛋白以及斑马

片菌(Candidatus Liberibacter solanacearum)[11]和根

瘤菌属(Rhizobium)中一些分泌蛋白；经 TMHMM 预

测发现，该蛋白无跨膜结构域，在 CONG 等创建的

网站中搜索到 04580 蛋白，对其基本信息进行了补

充，该蛋白存在无序区域，26~41 为无序区域，42~98
为 DUF5330 结构域，104~116 为无序区域。 

2.2 CLIBASIA–04580 基因的克隆及其表达载体

的构建 

除去 SP(1~23 氨基酸)基因序列后，使用 Primer5
设计 04580 引物，采用 OI1/OI2 检测为柑橘黄龙病

阳性的柑橘叶片 DNA 为模板，经 PCR 扩增得到约

为 282 bp 的片段，扩增条带与目的条带大小一致(图
1)。测序结果经 NCBI Blast 分析表明，该序列与

CLIBASIA–04580 及其他柑橘黄龙病亚洲种的相似

性 为 100%。 使 用该 扩增 片 段连 接至 表 达载 体

pET–28α 上，并使用 SnapGene 软件对其整体序列

进行质粒图谱构建(图 2)。 

 
M 为 Mark；左 1~5 分别为感染 CLas 样本扩增；右 1~8 为不同单菌落 PCR 扩增；– 为阴性对照。 

图1 CLIBASIA–04580的扩增和菌落PCR验证 
Fig.1 Amplification of CLIBASIA-04580 gene and colony PCR products  

 
图2 CLIBASIA–04580蛋白原核表达载体质粒图谱 

Fig.2 Vector map for the prokaryotic expression of CLIBASIA- 

04580 secretory proteins 

2.3 CLIBASIA–04580 蛋白的表达及纯化 

将构建的重组质粒 pET–28α–04580 转化至

E.coli BL21(DE3)，经不同终浓度 IPTG 诱导后，进

行 12% SDS–PAGE 电泳，得到 IPTG 的最佳诱导：

浓度为 1.5 mmol/L，重组蛋白表达量最大(图 3)。 

 
M 蛋白分子质量标记；1 1.0 mmol/L IPTG 诱导的 BL21 菌株； 

2 1.0 mmol/L IPTG 诱导的 pET–28α；3 不加 IPTG 的 pET–28α–04580；

4~7 0.5、1.0、1.5、2.0 mmol/L IPTG 诱导的 pET–28α–04580。 

图3 pET–28α–04580经IPTG诱导的 SDS–PAGE凝
胶电泳结果 

Fig.3  The SDS-PAGE gel electrophoresis of pET-28α-04580 

induced by IPTG at different concentrations 
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使用 Ni–NTA 镍柱纯化试剂盒，50、100、150 

mmol/L 咪唑溶液成功洗脱重组蛋白，得到纯化的

04580 重组蛋白，其中 50 mmol/L 咪唑洗脱浓度下

的重组蛋白含量最高(图 4)。 

 
M 蛋白分子质量标记；1 1.5 mmol/L IPTG 诱导的

pET–28α–04580；2~3 上样流出液；4 缓冲洗涤液；5~9 

50、100、150、200、250 mmol/L 咪唑平衡缓冲液洗脱获

得的蛋白。 

图4 04580重组蛋白经Ni–NTA纯化的SDS–PAGE凝
胶电泳结果 

Fig.4 The SDS-PAGE gel electrophoresis map of pET-28α-04580 

purified by Ni-NTA  

3 讨论 

CLas 的分泌蛋白对于其信息传递、生存和生长

发育都有重要意义。分泌蛋白是 CLas 入侵寄主时

影响其防御反应、降低寄主抗性、直接导致寄主病

变的重要毒力因子，目前只能通过对其全基因组序

列的分析，研究其噬菌体、转录调控、转运系统、

代谢途径、分泌系统和抗逆基因的表达来了解 CLas
的作用机理[12]。有关这类分泌蛋白的研究都表明，

柑橘黄龙病菌可能通过多个分泌蛋白的共同作用

来协助病菌侵染并产生症状[13]。笔者克隆了柑橘黄

龙病菌分泌蛋白 CLIBASIA–04580 基因，诱导并纯

化了 04580 重组蛋白，后续将通过体外 PULL 
DOWN 试验进一步寻找其在柑橘中的互作蛋白并

研究其功能。 
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