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香蕉线条病毒 ORF 1 基因的原核 达及抗体制备

何云蔚，陈 秀，阮小蕾，沈文锦，刘福秀，李华平

(华南农业大学植物病毒研究室，广东广州 510642)

摘要:利用 PCR 方法从含香蕉线条病毒广东分离物( BSV-GD)部分基因组的质粒中扩增该病毒的 ORF 1 基因，将其

克隆到 pET-28b( + )原核表达载体中进行了融合表达 SDS-PAGE 电泳发现，目的融合蛋白与预期大小一致，相对

分子质量约为 230∞，表达产物主要以不可溶的包涵体形式存在，将其变性溶解后利用 N 端的组氨酸标签进行纯

化.以纯化产物为抗原免疫兔子制备了香蕉线条病毒的阳性兔抗血清，Western blot 和 ELISA 分析表明，制备的兔抗

血清为香蕉线条病毒的高效特异性抗血清，效价高达 1: 51 2∞. 
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Prokaryotic Expression of Banana streak virus ORF 1 Gene 
and Preparation of Its Antiserum 

HE Yun-wei , CHEN Xiu , RUAN Xiao-Iei , SHEN' Wen-jing , LIU Fu-xiu , LI Hua-ping 

( Laboratory of Plant Virology , South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: ORF 1 gene of Bananα stmαk virus Guangdong (BSV -GD) isolate was amplified from a BSV­

GD recombinant plasmid by PCR , and the gene was expressed by being cIoned into prokarγote expression 

vector pET -28b ( + ). The interesting fusion protein was about 23 000 in size by SDS平AGE analysis. 

The product was existed in form of incIusion body. It was dissolved by denaturalization , and the purified 

protein was obtained by using the histidine labeling kit of N-terminus of the protein. The antiserum was 

obtained by immunizing healthy rabbits with the purified protein. The results from Westem blot and 

ELISA analysis showed that it' s a special antiserum of BSV with high titer which was determined to be 

1: 51 200. This study was a base of the research of BSV incIuding ORF 1 gene' s function and the virus 

detection. 
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香蕉线条病是香蕉生产上一种重要的病毒病，

可引起叶片和假茎部位产生线条症状，病情严重时，

会出现植株矮化，不开花或开花结果果穗小、果实不

饱满、产量减少 70% - 90% [1]. 目前，香蕉线条病在

亚洲、非洲、澳洲、美洲等世界香蕉产区均有报道，该

病害在我国的华南地区也有发生[23]. 香蕉线条病的

病原物为香蕉线条病毒(Bαnana streak vir旧， BSV) , 

收稿日期 :2∞8-09-12

属花椰菜花叶病毒科 Caulimoviridae 杆状 DNA 病毒

属 BadnαUrus ，基因组编码 3 个开放阅读框，ORF 1 和

ORF 11 分别编码 2 个功能未知的小蛋白，ORF m编

码 1 个多聚蛋白 [4]. 本研究对香蕉线条病毒广东分

离物( BSV -GD , Genbank 登陆号: DQ451009) 的 ORF

I 基因进行了原核表达，并以纯化的原核表达产物为

抗原制备了相应的特异性抗血清，为进一步研究
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ORF 1 编码蛋白的功能奠定基础，并为 BSV - GD 发 分析.

生情况调查提供条件. 1.2.3 表达产物的纯化 产物的可溶性分析:取诱

1 材料与方法

1. 1 材料

香蕉线条病毒(Bαnαnα streak virus , BSV )阳性植

株、含 BSV 部分基因组片断的质粒 pMD-12 、克隆和

表达所用大肠杆菌 Escherichia coli DH5α 、 BL2 1

(DE3 )、原核表达载体 pET-28b ( + )均由华南农业

大学植物病毒实验室保存、提供;克隆载体 pMD1 8-T

simple vector 、 DNA 聚合酶、各种限制性内切酶均购

自大连宝生物公司;多聚组氨酸蛋白纯化试剂盒购

自德国 MERCK 公司;辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG 和 Superecl plus 超敏发光液购自广州捷倍思生

物技术有限公司.

1. 2 方法

1. 2. 1 ORF 1 基因原核表达载体构建根据己知的

BSV-GD ORF 1 的序列设计 2 条特异性引物 BFI-l

(5'-GGATCCTATGGTCGAGAAAACTTGG-3' )和 BFI-

2 (5'-AAGC'I'ITCATCCCATGAGC'I'ITCG-3') ，其中

BFI-l 引人 BamH 1 酶切位点， BFI-2 引人 Hind m酶

切位点.以质粒 pMD-12 为模板，经 PCR 扩增后电

泳检测扩增结果.切下含目的 DNA 片段的琼脂糖

凝胶，利用 DNA 回收试剂盒回收、纯化目的 DNA

片段，将纯化产物连接到 pMD1 8 -T simple 载体中，

得到重组质粒 pST-BFI.重组质粒经酶切鉴定后进

行测序.

将质粒 pST-BFI 和 pET-28b ( + )分别用品mH 1 

和 Hind m进行双酶切，回收目的片段后利用 T4

DNA 连接酶进行连接，获得目的基因的原核表达载

体 pET-BFI.重组质粒经酶切鉴定后转化到寄主菌

B口1 (DE3) 中进行表达.

1. 2. 2 ORF 1 基因的诱导表达挑取含 pET-BFI 的

B口1 ( DE3) 单菌落接种到液体 LB (含 Kan 50 

μg/mL) 中，37 "c下活化过夜后，按体积比 1: 100 比

例接种到液体 LB( 含 Kan 50μg/mL) 中， 37 "c下培

养至 D刷刷为 0.6 左右，加入 IPTG 至终浓度为 l

mmoVL，于 37 "c下振荡诱导表达.含重组质粒的寄

主菌在终浓度为 1 mmoνLIPTG 的诱导下表达，分别

取诱导时间为 1 ， 2 、 3 和 4 h 的菌液 1 mL , 12 000 

r/min离心1 min ，收集细菌，用 100μL 灭菌蒸馆水重

悬，并加入 100 μL 2 x SDS 的凝胶上样缓冲液，沸水

中煮 5 min ，分别取 15μL 上样，进行 SDS-PAGE 电泳

导 4h 的菌液离心、收集沉淀.加1/8 体积的裂解液

重悬菌体，冰浴超声波破碎(功率 400 W ，破碎 15 s , 

15 次，间隔 15 s) ,4000 r/min 离心 10 min ，将上清液

小心吸出，沉淀洛解在1/8 体积灭商蒸馆水中，取上

清液、沉淀的溶解液进行 SDS-PAGE 电泳分析.

产物的纯化浓缩:表达产物如上进行超声波破

碎后，加入含 6 moνL 尿素的缓冲液重悬沉淀，冰浴

1 h ，彻底溶解包涵体.按 MERCK 公司组氨酸标签纯

化试剂盒操作说明进行蛋白纯化.将纯化后的蛋白

洗脱液加入 4 mL 的超滤管中， 7 500 r/min 离心 10

min，收集超滤管底部的蛋白，析出的变性蛋白颗粒

用少量灭菌去离子水冲洗超~m管壁一并收集.纯化

收集物进行 SDS-PAGE 电泳分析.

1. 2 .4 融合蛋白抗血清的制备 取纯化浓缩的融

合蛋白， t昆合等体积福氏完全佐剂，乳化后作为抗

原.取 1 只 2 kg 左右雄性健康大耳白兔，注射抗原前

取兔耳静脉血做空白对照血清，然后参考邓丛良

等[ 5 ]的方法分别进行皮下多点和肌肉?昆合注射，共

免疫 5 次，每次各注射 1 - 2 mL( 约含 100 附抗原蛋

白)乳化抗原溶液，免疫间隔期为 7 d ，最后 1 次免疫

采用不加佐剂抗原静脉注射，免疫 7 d 后耳静脉采 e

血，测定抗血清效价后心脏采血.将所采的血室温放

置，待自然凝固后放置 4 "C下使凝块收缩，然后吸取

上清液 3 000 r/min 离心 15 min ，弃沉淀取上清，加入

1 g/L 的叠氮纳，分装后- 20 "c下保存.

1. 2.5 多克隆抗血清的 Westem-blot 及 EUSA 分

析 Westem-blot 分析:取 SDS-PAGE 电泳后的凝胶，

通过电转移法将重组蛋白转印于硝酸纤维素膜上，

将目的蛋白的多克隆抗体稀释 500 倍作为一抗， 37

℃下反应 0.5 -1. 0 h ，洗膜 3 次，与 5000 倍稀释的

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG 作用 0.5 - 1. 0 h, 

洗膜，加 Superecl plus 超敏发光液室温作用 3 min ，用

X 光胶片曝光.

效价测定:参考吴兴泉等[6] 的方法，抗原浓度

为免疫注射时的 1120 ， 抗血清稀释度为 1 : 100 -

1:51200 ，用间接 EUSA 法进行检测.

工作浓度测定:取 BSV 的阳性植物材料和健康

香蕉组织，加入 10 倍体积的抗原包被液(含 5 g/L 的

酣试剂)进行研磨，离心后取上清包被酶联板，抗血

清稀释度为 1:100~1:51200 ，用间接 EUSA 法进行

检测.
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2 结果与分析

2.1 BSVO盯 I 基因原核表达载体构建与鉴定

从含 BSV ORF 1 基因的质粒上扩增到目的片

段，连接到克隆载体 pMD18 -T simple 中，获得 pST­

BFI 重组质粒，经测序鉴定正确后，利用品mH

和 Hind m 双酶切，将其克隆到表达载体 pET-28b

( + )中，构建了目的基因的原核表达载体 pET­

BFI，经酶切鉴定正确后，转化到寄主菌株 E. coli 

B口 1 (DE3) 中.

2.2 ORF 1 基因的原核表达及产物纯化

收集经 1 mmoνLIPTG 诱导若干小时的含有重

组质粒的寄主菌 E. coli BU1 ( DE3 ) ，以经诱导的不

含质粒的 E. coli B口 1 (DE3) 和含 pET-28b ( + )的

E. coli BU1 ( DE3 ) ，及未经诱导的含重组质粒的

E. coli BU1 ( DE3 )为阴性对照.以上产物的 SDS­

PAGE 电泳分析结果表明，与阴性对照相比，含 pET­

BFI 质粒的菌株可特异性地表达出 1 条相对分子质

量约为 23000 的目的蛋白，目的蛋白的产量与诱导

时间无明显正相关(图 1 ) . 

22800 

1 :IPrG 诱导的 Escherichia coli B口 1 (DE3)全蛋白 ;2:I阿G 诱导的含

有 pET-28b( + ) E. coli Bl21 (DE3)全蛋白 23:未诱导的含有 pET-ORF 1 

的E. coli Bl21 (DE3) 全蛋白; 4 -6:IPrG 诱导 1 ,2 ,3 h 含有 pET-ORF 1 

的 E. coli Bl21 ( DE3 )全蛋白 ;M:为中范围相对分子质量蛋白 Marker( 从

上到下其大小依次为 1263∞、97 2∞、56 8∞、443∞、27 4∞、 16 1∞、

94∞) 

图 1

Fig. 1 

BSV-ORF 1 基因原核表达产物 SDS-PAGE 分析

Analysis of prokaryotic expression products of BSV -ORF 1 

by SDS-PAGE 

将含目的基因的寄主菌菌液经超声波裂解、

SDS-PAGE 分析后表明:重组蛋白主要以包涵体的形

式存在于菌体沉淀物中(图 2) .利用 6 moVL 尿素对

其进行变性溶解后，用镰离子亲和树脂纯化回收带

6 x His标签的 BSV ORF 1 融合蛋白.纯化产物经超
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滤浓缩后进行 SDS平AGE 电泳分析，可观察到较纯

目的蛋白条带(图 3) . 

M 2 3 

66000-一

45000-

35000 I 

27000一-

20000一-j

14400-

1:细胞裂解后沉淀物;2: 细胞裂解上清液; 3: 未经超声波处理的细

胞;M:中范围相对分子质量蛋白 Marker

固 2 融合蛋白 His BFI 可溶性分析(SDS-PAGE 电泳图)

Fig.2 Soluble analysis of fusion protein His BFI by SDS-PAGE 

94000 

66200 

45000 

35000 

28500 

20000 

14400-

M 

1:未经纯化的全蛋白; 2 ，3: 亲和层析收集液; M:低相对分子质量蛋

白 Marker

Fig.3 

2.3 

图 3 融合蛋白 His ORF 1 纯化后 SDS-PAGE 分析

Analysis of the purified fusion protein His ORF 1 by SDS­

PAGE 

多克隆抗血清的 Western-blot 及 ELISA 分析

鉴定

将所制备的多克隆抗血清作为一抗进行 West­

ern-blot 分析，结果(图的表明，以纯化蛋白的包涵体

制备的抗血清可特异性与表达的重组蛋白产生反

应.间接 ELISA 测定结果表明，以稀释的重组蛋白

为抗原，将抗血清稀释 51 200 倍时，仍有明显的阳

性反应.将抗血清作系列梯度稀释后，以感染 BSV

香蕉叶片的汁液为抗原进行间接 ELISA 测定，抗血

清进行 1 : 400 - 1 : 3 200 稀释时表现明显的阳性

反应.
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1 23M 3 2 

A: SDS-PAGE 分析 B: Westem-blot 分析

1 :IPfG 诱导的 Escherichia coli BI21 ( DE3 )全蛋白; 2: 未诱导的含有

的研究发现，其 ORF 1 编码蛋白与病毒粒子前体的

形成有关，而 BSV 与 CoYMV 存在着较高的氨基酸同

源性，相应的基因是否存在类似的功能?为了研究

BSV ORF 1 基因编码蛋白，本研究成功地对该基因进

行了体外表达，并利用其制备了多克隆抗血清，同时

华南农业大学植物病毒研究室已开展 BSV 侵染性克

隆的研究，在两者基础上，期望通过侵染性克隆中

ORF 1 基因的突变、功能互补等试验对 ORF 1 基因功

能进行进一步地分析.

pET-ORF 1 的 E. coli BI21 ( DE3 )全蛋白 ;3:IFTG 诱导的含有 pET- 参考文献:

ORF 1 的E. coli BI21 (DE3) 全蛋白 :M:低相对分子质量蛋白 Marker

图 4 融合蛋白 His ORF 1 的 SDS-PAGE 和 Westem-blot 分析 [ 1 J DAHAL G , ORTIZ R , TENKOUANO A , et al. Relationship 

Fig.4 Analysis of fusion protein His ORF 1 by SDS-PAGE and 

Westem-blot 

3 讨论

自香蕉线条病毒被鉴定以来，有关其抗血清的

研究也相继展开.因 BSV 株系间存在较大的血清学

差异，一些株系间不发生交叉反应[叫.目前为止，还

没有我国的 BSV 分离物血清学方面的研究报道，华

南农业大学植物病毒研究室在对 BSV 研究中曾尝试

使用国外的 BSV 抗血清对 BSV-GD 进行检测，但是

效果不理想，可能 BSV 广东分离物与国外分离物也

存在较大血清学差异.序列比对分析发现 BSV-GD

与国外已报道 SBV 基因组序列及氨基酸序列变异很

大(结果未显示) ，该结果进一步支持了上述推测.本

研究所制备的 BSV 抗血清可特异地检测到我国的

BSV-GD 分离物，对开展国内 BSV 的研究有重要

意义.

传统抗血清制备中，常以感病的植物组织为材

料提纯病毒，免疫动物.这种方法不仅程序繁琐，而

且由于杆状病毒在寄主植物组织中含量极低，不易

获得大量高纯度的病毒粒子.本研究利用纯化后的

BSV ORF 1 原核表达产物作抗原，不仅可简便快速地

制备大量 BSV ORF 1 的融合蛋白，而且由于表达产

物中不含 BSV 寄主植物组织的成分，以此为抗原得

到的抗体有较好的专化性，因而用血清学方法检测

BSV 时不易出现假阳性，可以快速、准确地用于该病

毒的检测.
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