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(54)发明名称

一种植物病毒弱毒疫苗组合物、弱毒疫苗保

存方法及其应用

(57)摘要

本发明涉及农业科学领域，公开了一种植物

病毒弱毒疫苗组合物、弱毒疫苗保存方法及其应

用。植物病毒弱毒疫苗组合物包括携带植物病毒

弱毒疫苗的发酵菌体、轻质碳酸钙、黄腐酸和黄

原胶。携带植物病毒弱毒疫苗的发酵菌体与轻质

碳酸钙的体积比为1:1。黄腐酸和黄原胶的添加

量与发酵菌体和轻质碳酸钙混合物的关系为：每

10ml发酵菌体和轻质碳酸钙混合物中加入50mg

黄腐酸和50mg黄原胶。本发明的组合物和方法可

以延长弱毒疫苗的保存时间，提高货架期，有利

于弱毒疫苗的广泛应用，可以大大减少损失。
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1.一种植物病毒弱毒疫苗组合物，其特征在于，植物病毒弱毒疫苗组合物包括携带植

物病毒弱毒疫苗的发酵菌体、轻质碳酸钙、黄腐酸和黄原胶；

所述的植物病毒弱毒疫苗以TVBMV弱毒突变体为载体，TVBMV弱毒突变体中嵌入了可诱

导对马铃薯X病毒、和/或马铃薯Y病毒、和/或黄瓜花叶病毒、和/或烟草花叶病毒产生交叉

保护的有效基因片段；

所述的TVBMV弱毒突变体由pCamTVBMV在HC‑Pro  序列中进行四个位点突变获得，所述

的位点突变为：52位的精氨酸突变为谷氨酸，198位的天冬氨酸突变为赖氨酸；第250位的异

亮氨酸突变为天冬氨酸，251位的谷氨酰胺突变为谷氨酸；

可诱导对马铃薯X病毒产生交叉保护的有效基因片段包括马铃薯X病毒的RdRp基因，其

核苷酸序列如Seq  ID  No.13、或Seq  ID  No.14所示、或Seq  ID  No.15所示；

可诱导对马铃薯Y病毒产生交叉保护的有效基因片段包括PVY1片段和PVY2片段，PVY1

片段的核苷酸序列如Seq  ID  No.20所示，PVY2片段的核苷酸序列如Seq  ID  No.21所示；

可诱导对黄瓜花叶病毒产生交叉保护的有效基因片段包括黄瓜花叶病毒的2b基因，2b

基因的核苷酸序列如Seq  ID  No.24所示；

可诱导对烟草花叶病毒产生交叉保护的有效基因片段包括烟草花叶病毒的TMV3片段，

TMV3片段的核苷酸序列如Seq  ID  No.27所示。

2.根据权利要求1所述的一种植物病毒弱毒疫苗组合物，其特征在于，携带植物病毒弱

毒疫苗的发酵菌体与轻质碳酸钙的体积比为1:1。

3.根据权利要求1所述的一种植物病毒弱毒疫苗组合物，其特征在于，所述的组合物中

黄腐酸和黄原胶的质量比为1:1。

4.根据权利要求1‑3任一所述的一种植物病毒弱毒疫苗组合物，其特征在于，所述的黄

腐酸和黄原胶的添加量与发酵菌体和轻质碳酸钙混合物的关系为：每10ml发酵菌体和轻质

碳酸钙混合物中加入50mg黄腐酸和50mg黄原胶。

5.根据权利要求1所述的一种植物病毒弱毒疫苗组合物，其特征在于，所述的发酵菌体

包括农杆菌。

6.一种延长植物病毒弱毒疫苗保存时间的方法，其特征在于，包括：

（1）携带弱毒疫苗的发酵菌体经过离心浓缩后，加入轻质碳酸钙粉制成混合物粉剂；

（2）在混合物粉剂中加入黄腐酸和黄原胶，制成植物病毒弱毒疫苗组合物，延长保存

期；

所述的弱毒疫苗包括以TVBMV弱毒突变体为载体，TVBMV弱毒突变体中嵌入了可诱导对

马铃薯X病毒、和/或马铃薯Y病毒、和/或黄瓜花叶病毒、和/或烟草花叶病毒产生交叉保护

的有效基因片段；

所述的TVBMV弱毒突变体由pCamTVBMV在HC‑Pro  序列中进行四个位点突变获得，所述

的位点突变为：52位的精氨酸突变为谷氨酸，198位的天冬氨酸突变为赖氨酸；第250位的异

亮氨酸突变为天冬氨酸，251位的谷氨酰胺突变为谷氨酸；

可诱导对马铃薯X病毒产生交叉保护的有效基因片段包括马铃薯X病毒的RdRp基因，其

核苷酸序列如Seq  ID  No.13、或Seq  ID  No.14所示、或Seq  ID  No.15所示；

可诱导对马铃薯Y病毒产生交叉保护的有效基因片段包括PVY1片段和PVY2片段，PVY1

片段的核苷酸序列如Seq  ID  No.20所示，PVY2片段的核苷酸序列如Seq  ID  No.21所示；

权　利　要　求　书 1/2 页

2

CN 110856493 B

2



可诱导对黄瓜花叶病毒产生交叉保护的有效基因片段包括黄瓜花叶病毒的2b基因，2b

基因的核苷酸序列如Seq  ID  No.24所示；

可诱导对烟草花叶病毒产生交叉保护的有效基因片段包括烟草花叶病毒的TMV3片段，

TMV3片段的核苷酸序列如Seq  ID  No.27所示。

7.根据权利要求6所述的延长植物病毒弱毒疫苗保存时间的方法，其特征在于，携带植

物病毒弱毒疫苗的发酵菌体与轻质碳酸钙的体积比为1:1。

8.根据权利要求6所述的延长植物病毒弱毒疫苗保存时间的方法，其特征在于，黄腐酸

和黄原胶的质量比为1:1。

9.根据权利要求6所述的延长植物病毒弱毒疫苗保存时间的方法，其特征在于，所述的

黄腐酸和黄原胶的添加量与发酵菌体和轻质碳酸钙混合物的关系为：每10ml发酵菌体和轻

质碳酸钙混合物中加入50mg黄腐酸和50mg黄原胶。

10.一种如权利要求1‑5任一所述的组合物在延长植物病毒弱毒疫苗保存时间方面的

应用。
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一种植物病毒弱毒疫苗组合物、弱毒疫苗保存方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及农业科学领域，具体地，本发明涉及一种植物病毒弱毒疫苗组合物、弱

毒疫苗保存方法及其应用。

背景技术

[0002] 病毒病是农业生产中的重要病害之一，严重影响作物的产量和品质，造成巨大损

失。目前市场上没有防治作物病毒病的特效药剂，因而作物病毒病的防治十分困难。交叉保

护是防治植物病毒病的有效手段。随着技术的进步，现在可以构建病毒的侵染性克隆，通过

反向遗传学技术筛选致病力显著下降、能保护作物免受强毒株系侵染的弱毒疫苗，在作物

苗期提前接种，可有效防治病毒病。

[0003] 植物病毒弱毒疫苗需要利用农杆菌来进行生产，借助农杆菌来接种植物。但农杆

菌常温下存活时间不长，经过一段时间后活菌数会大量下降，因而携带植物病毒弱毒疫苗

的农杆菌不能长期保存，影响了植物病毒弱毒疫苗的广泛应用。

[0004] 有鉴于此特提出本发明。

发明内容

[0005] 本发明要解决的技术问题在于克服现有技术的不足，提供一种植物病毒弱毒疫苗

组合物、弱毒疫苗保存方法及其应用。本发明通过使用轻质碳酸钙干燥携带弱毒疫苗的农

杆菌体，并加入黄腐酸和黄原胶，可延长弱毒疫苗保存时间，提高货架期，有利于弱毒疫苗

的广泛应用。

[0006] 为解决上述技术问题，本发明采用技术方案的基本构思是：

[0007] 本发明的第一目的是提供一种植物病毒弱毒疫苗组合物，植物病毒弱毒疫苗组合

物包括携带植物病毒弱毒疫苗的发酵菌体、轻质碳酸钙、黄腐酸和黄原胶。

[0008] 进一步的方案，携带植物病毒弱毒疫苗的发酵菌体与轻质碳酸钙的体积比为1:1。

[0009] 进一步的方案，所述的组合物中黄腐酸和黄原胶的质量比为1:1。

[0010] 进一步的方案，所述的黄腐酸和黄原胶的添加量与发酵菌体和轻质碳酸钙混合物

的关系为：每10ml发酵菌体和轻质碳酸钙混合物中加入50mg黄腐酸和50mg黄原胶。

[0011] 本发明通过在携带植物病毒弱毒疫苗的农杆菌体中加入黄腐酸和黄原胶，证明能

有效延长保存期，进而通过不同浓度梯度的筛选最终确定每10ml轻质碳酸钙粉剂加入50mg

黄腐酸和50mg黄原胶的配方比例保存效果最好，可将植物病毒弱毒疫苗的保存期延长2个

月以上。

[0012] 进一步的方案，所述的植物病毒弱毒疫苗包括抗马铃薯X病毒、马铃薯Y病毒、黄瓜

花叶病毒、烟草花叶病毒中至少一种的弱毒疫苗。

[0013] 进一步的方案，所述的植物病毒弱毒疫苗包括以TVBMV弱毒突变体为载体，TVBMV

弱毒突变体中嵌入了可诱导对马铃薯X病毒、和/或马铃薯Y病毒、和/或黄瓜花叶病毒、和/

或烟草花叶病毒产生交叉保护的有效基因片段；
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[0014] 或者，所述的植物病毒弱毒疫苗包括马铃薯X病毒、和/或马铃薯Y病毒、和/或黄瓜

花叶病毒、和/或烟草花叶病毒突变的弱毒毒株；

[0015] 优选的，所述的植物病毒弱毒疫苗包括马铃薯Y病毒突变弱毒毒株，HC‑Pro第182

位的K突变为R。

[0016] 进一步的方案，可诱导对马铃薯X病毒产生交叉保护的有效基因片段包括马铃薯X

病毒的RdRp基因，其核苷酸序列如Seq  ID  No.13、或Seq  ID  No.14所示、或Seq  ID  No.15所

示；

[0017] 或者，可诱导对马铃薯Y病毒产生交叉保护的有效基因片段包括PVY1片段和PVY2

片段，PVY1片段的核苷酸序列如Seq  ID  No .20所示，PVY2片段的核苷酸序列如Seq  ID 

No.21所示；

[0018] 或者，可诱导对黄瓜花叶病毒产生交叉保护的有效基因片段包括黄瓜花叶病毒的

2b基因，2b基因的核苷酸序列如Seq  ID  No.24所示；

[0019] 或者，可诱导对烟草花叶病毒产生交叉保护的有效基因片段包括烟草花叶病毒的

TMV3片段，TMV3片段的核苷酸序列如Seq  ID  No.27所示。

[0020] 进一步的方案，所述的发酵菌体包括农杆菌。

[0021] 本发明的第二目的是提供一种延长植物病毒弱毒疫苗保存时间的方法，包括：

[0022] (1)携带弱毒疫苗的发酵菌体经过离心浓缩后，加入轻质碳酸钙粉制成混合物粉

剂；

[0023] (2)在混合物粉剂中加入黄腐酸和黄原胶，制成植物病毒弱毒疫苗组合物，延长保

存期；

[0024] 优选的，携带植物病毒弱毒疫苗的发酵菌体与轻质碳酸钙的体积比为1:1；

[0025] 优选的，黄腐酸和黄原胶的质量比为1:1；

[0026] 优选的，所述的黄腐酸和黄原胶的添加量与发酵菌体和轻质碳酸钙混合物的关系

为：每10ml发酵菌体和轻质碳酸钙混合物中加入50mg黄腐酸和50mg黄原胶。

[0027] 本发明的第三目的是提供一种如上所述的组合物，或者如上所述的方法在延长植

物病毒弱毒疫苗保存时间方面的应用。

[0028] 本发明实施的具体技术方案是：

[0029] a.粉剂处理测试：将携带植物病毒弱毒疫苗的农杆菌分为两组，一组不处理，一组

离心收集菌体并加入等体积的轻质碳酸钙混匀成粉剂。分别取20μL菌液和20μL粉剂，稀释5

倍后涂布LB平板；活菌数分别为14785/100μL和14645/100μL，证明轻质碳酸钙处理对细菌

活性没有影响。

[0030] b.黄腐酸和黄原胶工作浓度优化：分别设置不同浓度黄腐酸和黄原胶的对照组，

室温静置保存。

[0031] c.疫苗保存情况观察：每组取100μL粉剂，加重悬液重悬涂布LB平板并观察菌落生

长状况。

[0032] 采用上述技术方案后，本发明与现有技术相比具有以下有益效果。

[0033] 1、本发明的植物病毒弱毒疫苗组合物，通过使用轻质碳酸钙干燥携带弱毒疫苗的

农杆菌体，并加入黄腐酸和黄原胶，可延长弱毒疫苗保存时间，提高货架期，有利于弱毒疫

苗的广泛应用。
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[0034] 2、本发明的植物病毒弱毒疫苗的保存方法中，离心收集携带植物病毒弱毒疫苗的

菌体并使用轻质碳酸钙混匀成混合物粉剂后，每10ml混合物粉剂中加入50mg黄腐酸和50mg

黄原胶的配方比例保存效果最好，可将植物病毒弱毒疫苗的保存期延长2个月以上。

[0035] 下面结合附图对本发明的具体实施方式作进一步详细的描述。

附图说明

[0036] 附图作为本发明的一部分，用来提供对本发明的进一步的理解，本发明的示意性

实施例及其说明用于解释本发明，但不构成对本发明的不当限定。显然，下面描述中的附图

仅仅是一些实施例，对于本领域普通技术人员来说，在不付出创造性劳动的前提下，还可以

根据这些附图获得其他附图。在附图中：

[0037] 图1为TVBMV基因组片段扩增示意图；

[0038] 图2为pCamTVBMV基因组结构示意图；

[0039] 图3分别取20μL菌液和20μL粉剂，稀释5倍后涂布LB平板；

[0040] 图4不同添加量比例的黄腐酸和黄原胶的弱毒疫苗组合物在保存九周后通过涂布

LB平板观察保存效果；

[0041] 图5保存九周后LB平板统计菌落数；

[0042] 图6是每10ml混合物粉剂中添加黄腐酸和黄原胶各50mg时，首次涂布和第九周涂

布后菌落生长对比。

[0043] 需要说明的是，这些附图和文字描述并不旨在以任何方式限制本发明的构思范

围，而是通过参考特定实施例为本领域技术人员说明本发明的概念。

具体实施方式

[0044] 为使本发明实施例的目的、技术方案和优点更加清楚，下面将结合本发明实施例

中的附图，对实施例中的技术方案进行清楚、完整地描述，以下实施例用于说明本发明，但

不用来限制本发明的范围。

[0045] 实施例一多位点TVBMV弱毒突变体的构建

[0046] 1、烟草脉带花叶病毒侵染性克隆的构建

[0047] 以烟草脉带花叶病毒的RNA为模板，用随机引物进行反转录。根据现有烟草脉带花

叶病毒全基因组的限制性酶切图谱，可分三部分扩增，酶切后装配为TVBMV全长cDNA克隆。

首先，通过Overlap‑PCR将35S启动子融合到TVBMV5′非翻译区到HC‑pro基因Nru  I酶切位点

这一片段的上游，发明人将该片段命名为p35S‑HC；PCR扩增HC‑pro基因Nru  I酶切位点到

6K2Xho  I酶切位点之间的这一片段，发明人将该片段命名为pHC‑6K2；PCR扩增6K2Xho  I酶

切位点到ploy(A)尾巴这一片段，发明人将该片段命名为p6K2‑polyA(如图1所示)。

[0048] cDNA合成所用反转录酶为Moloney  murine  leukaemia  virus  reverse 

transcriptase(Promega)；以植物总RNA为模板，以随机引物为反转录引物进行反转录。

[0049] 以所得反转录产物为模板和相应的引物进行PCR扩增。PCR产物进行1％琼脂糖凝

胶电泳。切胶回收后获得p35S‑HC2110，pHC2111‑6K26075和p6K26076‑polyA三个片段，将三个片

段连接后用SbfI和Sma  I双酶切后0.8％琼脂糖凝胶电泳，回收，连接到农杆菌介导的表达

载体pCAMBIA0390，发明人将该策略构建的侵染性克隆命名为pCamTVBMV(如图2所示)。
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[0050] 2、TVBMV弱毒突变体的构建

[0051] 获得烟草脉带花叶病毒侵染性克隆后，通过在HC‑Pro序列中关键位点进行突变，

获得TVBMV弱毒突变体，具体方法如下：

[0052] 设计突变引物，根据Liu等(2008)的方法，对烟草脉带花叶病毒HC‑Pro的保守氨基

酸位点进行定点突变，突变的引物名称及序列如表1中所示。

[0053] 表1TVBMV  HC‑Pro突变引物名称及序列

[0054]

[0055] 其中，引物1和引物2定点突变HC‑Pro氨基酸序列的52位氨基酸，由精氨酸突变为

谷氨酸；引物3和引物4定点突变HC‑Pro氨基酸序列的198位氨基酸，由天冬氨酸突变为赖氨

酸；引物5和引物6定点突变HC‑Pro氨基酸序列的250位和251位氨基酸，第250位的异亮氨酸

突变为天冬氨酸，251位的谷氨酰胺突变为谷氨酸。

[0056] 用pCamTVBMV为模板，PCR突变体系：5×PCR  Buffer  10μL，dNTP(10mM)1μL，突变引

物F(10μM)1μL，突变引物R(10μM)1μL，模板质粒10ng，Phusion  DNA聚合酶0.3μL，ddH2O补齐

到50μL。

[0057] PCR突变程序：98℃/30sec；98℃/10sec，Tmno+3℃/20sec，72℃/5min，20个循环；

98℃/10sec；Tmpp/20sec；72℃/15min；4℃保存。

[0058] 突变PCR结束后，每一个反应体系加入1μL  Dpn  I，充分混匀后，于37℃消解4h。

[0059] PCR反应体系用Dpn  I处理完后，加入125μL无水乙醇(2.5×体积)和5μL  3M  NaAc 

pH8.0，混匀后沉淀过夜；12000r/min，10min，弃上清；1mL  75％乙醇洗涤沉淀，弃上清；干燥

沉淀，10μL  ddH2O溶解沉淀。

[0060] 突变沉淀产物转化大肠杆菌，将转化后的菌体均匀涂在含有X‑gal和IPTG的Amp抗

生素的LB平板上，挑选单菌落进行培养，提取质粒进行测序，测序正确则获得四个位点突变

的TVBMV弱毒突变体。

[0061] 3、TVBMV弱毒突变体致病力研究

[0062] 将获得的突变质粒转入农杆菌中，经菌落PCR验证后，获得重组菌。然后挑单斑接

种于含有卡那霉素(50μg/mL)、利福霉素(50μg/mL)、四环素(50μg/mL)的液体LB培养基中。

取500μL菌液加至5mL含10mmol/L  2‑(N‑吗啉)‑乙基磺酸(MES)和20μmol/L乙酰丁香酮(AS)

及上述三种抗生素的LB培养基中，28℃振荡培养至对数生长期。

[0063] 离心收集菌体并重新悬浮于10mmol/L  MgCl2，10mmol/L  MES，150μmol/L  AS中，调
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整浓度使其OD600为0.5左右，室温静置3小时。取5mL一次性注射器，去掉针头吸取农杆菌菌

液，从普通烟草(5－6周龄或4－6片真叶)叶片背面浸润。每株浸润2片叶。浸润的植株置于

23℃光照培养箱中培养(16小时光照/8小时黑暗交替)。

[0064] 选取多株6周左右的普通烟NC89，接种TVBMV弱毒突变体，接种15天后发现烟草没

有表现出症状。说明该TVBMV弱毒突变体在接种植物后不会引起可见症状，不会由蚜虫传

播，使用安全。

[0065] 实施例二马铃薯X病毒相关基因片段的扩增及弱毒疫苗的构建

[0066] 1、马铃薯X病毒相关基因片段的扩增

[0067] 以PVX‑1985基因组为模板，利用RT‑PCR进行扩增各基因片段。本发明所提供的实

施例，均按照常规实验条件，其中所采用的引物序列如下表：

[0068] 表2PVX基因片段扩增引物序列

[0069] 编号 序列(5'‑3') Seq  ID  Number

1 GCTCTAGAGCCACCACTTGCTTCTCAGACA Seq  ID  No.7

2 CTTAATTAACAAAGGGATGGTGGCAGGACTTC Seq  ID  No.8

3 GCTCTAGAGACCTACTTAGAGCCAGAGACTACGG Seq  ID  No.9

4 CTTAATTAAGTACATCACATTCGCACTACACACTTGG Seq  ID  No.10

5 GCTCTAGAA  ATGGTATTCCTCAAGTCGCAGTGG Seq  ID  No.11

6 CTTAATTAAAAGAAAGTTTCTGAGGCGGGGA Seq  ID  No.12

[0070] 其中引物1和2应用于扩增PVX的Rd1区域，引物3和4应用于扩增PVX的Rd2区域，引

物5和6应用于扩增PVX的Rd3区域，扩增获得的Rd1基因的核苷酸序列如Seq  ID  No.13所示，

Rd2基因的核苷酸序列如Seq  ID  No.14所示，Rd3基因的核苷酸序列如Seq  ID  No.15所示。

[0071] 以PVX‑1985为模板，利用RT‑PCR进行扩增其各基因片段，所用聚合酶为Phusion高

保真聚合酶(Finnzymes)。

[0072] 2、弱毒疫苗的构建

[0073] 回收的各基因的目的片段和TVBMV弱毒突变体，分别用Xba  I和Pac  I进行双酶切。

TVBMV弱毒突变体和基因片段的连接，酶切产物经凝胶回收后，按照载体与片段分子数的比

例(1：3‑1：10)进行连接。转化大肠杆菌DH5α，连接后质粒经测序验证，获得嵌合体病毒。

[0074] 实施例三马铃薯Y病毒相关基因片段的扩增及弱毒疫苗的构建

[0075] 1、马铃薯Y病毒相关基因片段的扩增

[0076] 以PVY的cDNA基因组为模板，利用RT‑PCR进行扩增各基因片段。本发明所提供的实

施例，均按照常规实验条件，其中所采用的引物序列如下表：

[0077] 表3PVY基因片段扩增引物序列

[0078] 编号 序列(5'‑3') Seq  ID  Number

1 GCTCTAGAGCCACCACTTGCTTCTCAGACA Seq  ID  No.16

2 CTTAATTAACAAAGGGATGGTGGCAGGACTTC Seq  ID  No.17

3 GCTCTAGAGACCTACTTAGAGCCAGAGACTACGG Seq  ID  No.18

4 CTTAATTAAGTACATCACATTCGCACTACACACTTGG Seq  ID  No.19

[0079] 其中引物1和2应用于扩增PVY1基因片段，引物3和4应用于扩增PVY  2基因片段。扩

增获得的PVY1基因片段的核苷酸序列如Seq  ID  No.20所示，PVY  2基因片段的核苷酸序列
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如Seq  ID  No.21所示。

[0080] 以PVY的cDNA为模板，利用PCR进行扩增，所用聚合酶为Phusion高保真聚合酶。反

应结束，PCR产物经1％琼脂糖凝胶电泳分离后，紫外灯下切取目的胶条并使用EasyPure 

Quick  Gel  Extraction  Kit试剂盒回收PCR产物。

[0081] 2、载体构建

[0082] 使用烟草脉带花叶病毒弱毒突变体pCamTVBMV1的多克隆位点中PacI和XbaI两个

酶切位点，分别酶切载体和片段。酶切产物经1％琼脂糖凝胶电泳分离后，回收并用T4DNA连

接酶，4℃下静置8h进行连接。将连接产物转化E.coli  DH5α感受态细胞，测序验证菌落并摇

床培养菌体，提取质粒载体，得到3个单联弱毒疫苗，分别命名为pCamTVBMV1‑PVY1、

pCamTVBMV1‑PVY2。

[0083] 实施例四黄瓜花叶病毒相关基因片段的扩增及弱毒疫苗的构建

[0084] 1、黄瓜花叶病毒相关基因片段的扩增

[0085] 以CMV‑QZ基因组为模板，利用RT‑PCR进行扩增各基因片段。本发明所提供的实施

例，均按照常规实验条件，其中所采用的引物序列如下表：

[0086] 表4CMV基因片段扩增引物序列

[0087]

[0088]

[0089] 其中，引物1和2应用于扩增CMV的2b区域，扩增获得的2b基因的核苷酸序列如Seq 

ID  No .24所示。以CMV‑QZ为模板，利用RT‑PCR进行扩增其各基因片段，所用聚合酶为

Phusion高保真聚合酶(Finnzymes)。利用PCR进行扩增，所用聚合酶为Phusion高保真聚合

酶。反应结束，PCR产物经1％琼脂糖凝胶电泳分离后，紫外灯下切取目的胶条并使用

EasyPure  Quick  Gel  Extraction  Kit试剂盒回收PCR产物。

[0090] 2、弱毒疫苗的构建

[0091] 回收的各基因的目的片段和TVBMV弱毒突变体，分别用Xba  I和Pac  I进行双酶切。

TVBMV弱毒突变体和基因片段的连接，酶切产物经凝胶回收后，按照载体与片段分子数的比

例(1：3‑1：10)进行连接。连接产物转化大肠杆菌DH5α，连接后质粒经测序验证，获得嵌合体

病毒，也就是弱毒疫苗。

[0092] 实施例五烟草花叶病毒相关基因片段的扩增及弱毒疫苗的构建

[0093] 1、烟草花叶病毒相关基因片段的扩增

[0094] 以TMV的cDNA基因组为模板，利用RT‑PCR进行扩增各基因片段。本发明所提供的实

施例，均按照常规实验条件，其中所采用的引物序列如下表：

[0095] 表5TMV基因片段扩增引物序列

[0096]
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[0097] 其中引物1和2应用于扩增TMV  3基因片段。扩增获得的TMV3基因片段的核苷酸序

列如Seq  ID  No.27所示。

[0098] 以TMV的cDNA为模板，利用PCR进行扩增，所用聚合酶为Phusion高保真聚合酶。反

应结束，PCR产物经1％琼脂糖凝胶电泳分离后，紫外灯下切取目的胶条并使用EasyPure 

Quick  Gel  Extraction  Kit试剂盒回收PCR产物。

[0099] 2、载体构建

[0100] 使用烟草脉带花叶病毒弱毒突变体pCamTVBMV1的多克隆位点中PacI和XbaI两个

酶切位点，分别酶切载体和片段。酶切产物经1％琼脂糖凝胶电泳分离后，回收并用T4DNA连

接酶，4℃下静置8h进行连接。将连接产物转化E.coli  DH5α感受态细胞，测序验证菌落并摇

床培养菌体，提取质粒载体，得到单联弱毒疫苗，命名为pCamTVBMV1‑TMV3。

[0101] 实施例六马铃薯Y病毒突变弱毒毒株

[0102] 以马铃薯Y病毒侵染性克隆pCamPVYN为模板，利用PCR进行突变。本发明所提供的

实施例，均按照常规实验条件，其中所采用的引物序列如下表：

[0103] 表6定点突变引物序列

[0104]

[0105] 其中引物1和2应用于将HC‑Pro第182位的K突变为R。粗体字代表突变的核苷酸位

点。突变前的HC‑Pro的核苷酸序列如Seq  ID  No.30所示，氨基酸序列如Seq  ID  No.31所示。

[0106] 以马铃薯Y病毒侵染性克隆pCamPVYN为模板，利用PCR进行突变，所用聚合酶为

Phusion高保真聚合酶(Finnzymes)。反应结束，在PCR产物中加入0.5μL  DpnI(20U/μL)，37

℃处理2h，加入125μL无水乙醇和5μL  3mol/L的醋酸钠(pH＝5.2)混匀，‑20℃沉淀过夜。

13000r/min离心10min，弃上清，沉淀用1mL  75％乙醇洗涤后置于室温自然干燥，加入10μL 

ddH2O水回溶，转化大肠杆菌DH5α，突变质粒经测序验证，获得的突变质粒命名为pCamPVY‑

K182R。

[0107] 实施例七弱毒疫苗转化农杆菌并制备弱毒疫苗组合物。

[0108] 将实施例二到实施例六中获得的各种弱毒疫苗转化农杆菌GV3101。经菌落PCR验

证后，获得重组菌。然后挑单斑接种于含有卡那霉素(50μg/mL)、利福霉素(50μg/mL)、四环

素(50μg/mL)的液体LB培养基中。取500μL菌液加至5mL含10mmol/L  2‑(N‑吗啉)‑乙基磺酸

(MES)和20μmol/L乙酰丁香酮(AS)及上述三种抗生素的LB培养基中，28℃振荡培养至对数

生长期。

[0109] 然后离心收集菌体并在研钵中用等体积轻质碳酸钙混匀成混合物粉剂。

[0110] 分别取20μL菌液和20μL粉剂，稀释5倍后涂布LB平板；菌落生长情况如图3所示，菌

液和粉剂涂布后，菌落的生长情况基本无差别，说明轻质碳酸钙干燥菌体不影响菌体的活

性。

[0111] 然后在混合物粉剂中按照每10ml发酵菌体和轻质碳酸钙混合物粉剂中加入50mg

黄腐酸和50mg黄原胶的量，制成植物病毒弱毒疫苗组合物。

[0112] 试验例
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[0113] 以马铃薯X病毒弱毒疫苗组合物为例，取10ml发酵菌体和轻质碳酸钙混合物粉剂，

分别加入如下11组不同梯度含量的黄腐酸和黄原胶，作为11个试验组，考察黄腐酸和黄原

胶的添加量对组合物稳定期的影响。

[0114] 表7各试验组黄腐酸和黄原胶的添加量

[0115] 试验组 黄腐酸/mg 黄原胶/mg

1 0 0

2 1000 0

3 100 0

4 50 0

5 10 0

6 0 1000

7 0 100

8 0 50

9 0 10

10 100 100

11 50 50

[0116] 试验组1‑11的组合物在制备完成后，每组取100μL粉剂，加重悬液重悬首次涂布LB

平板，于28℃倒置培养48h后拍摄菌落形态图，并进行计数。

[0117] 然后在常温下放置两个月，第九周时每组取100μL粉剂，加重悬液重悬涂布LB平

板，于28℃倒置培养48h后拍摄菌落形态图，结果如图4所示，试验组11的菌落数最多。将菌

落形态图导入电脑后用Photoshop处理，使用画笔模式点击每个菌落并用键鼠软件计数，结

果如图5所示。

[0118] 第九周的菌落结果表明，试验组11中，10ml发酵菌体和轻质碳酸钙混合物粉剂中

添加了50mg黄腐酸和50mg黄原胶处理的菌落数最多，为10228个/100μL。

[0119] 另外，将第九周涂布的试验组11的菌落形态图与首次涂布后的菌落形态图进行比

对，结果如图6所示，常温放置两个月后，试验组11的菌落数与首次涂布的菌落数基本无差

别(如图4所示)，说明本发明的组合物和方法可以延长弱毒疫苗的保存时间，提高货架期，

有利于弱毒疫苗的广泛应用，可以大大减少损失。

[0120] 以上所述仅是本发明的较佳实施例而已，并非对本发明作任何形式上的限制，虽

然本发明已以较佳实施例揭露如上，然而并非用以限定本发明，任何熟悉本专利的技术人

员在不脱离本发明技术方案范围内，当可利用上述提示的技术内容作出些许更动或修饰为

等同变化的等效实施例，但凡是未脱离本发明技术方案的内容，依据本发明的技术实质对

以上实施例所作的任何简单修改、等同变化与修饰，均仍属于本发明方案的范围内。
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