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香蕉线条病毒 ＭＰ功能域基因的克隆、
原核表达及抗血清制备

陈　秀１，２，饶雪琴２，阮小蕾２，李华平２

（１博罗县农业科学研究所，广东 惠州 ５１６１００；２华南农业大学 资源环境学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】制备香蕉线条病毒广东分离物（ＢＳＶＧＤ）ＭＰ功能域基因编码蛋白的多克隆抗血清，为ＢＳＶ基因编码
蛋白功能的研究提供条件．【方法】对ＢＳＶＧＤＯＲＦ３基因氨基酸序列进行生物信息学分析，得出ＭＰ功能域基因序
列，克隆该基因并插入载体ｐＥＴ２８ｂ（＋）构建原核表达载体，经 ＩＰＴＧ诱导表达后，采用超声波裂解法进行蛋白可
溶性分析，利用组氨酸标签纯化试剂盒对目的融合蛋白进行纯化和回收，然后以纯化的目的蛋白为抗原免疫健康

家兔制备其多克隆抗血清；通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析该抗血清的特异性，间接ＥＬＩＳＡ法检测该抗血清的效价．【结果和
结论】ＭＰ功能域基因在ＯＲＦ３中的序列为６１～３１１ａａ处，核酸序列长７５３ｂｐ．试验克隆了该基因并成功构建了其原
核表达载体ｐＥＴ２８ｂＭＰ，经ＩＰＴＧ诱导１ｈ后表达了相对分子质量约为３０８００的融合蛋白６Ｈｉｓ·ＭＰ．可溶性分析表明
该融合蛋白以包涵体形式存在，纯化获得了高纯度的目的融合蛋白，以其为抗原成功制备了ＢＳＶＧＤＭＰ功能域基
因编码蛋白的多克隆抗血清；分析表明该抗血清具有很强的特异性，其效价高达２０４８００倍以上．
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　　香蕉线条病毒 Ｂａｎａｎａｓｔｒｅａｋｖｉｒｕｓ（ＢＳＶ）是香蕉
上的一种ｄｓＤＮＡ拟反转录病毒，属于花椰菜花叶病
毒科Ｃａｕｌｉｍｏｖｉｒｉｄａｅ杆状 ＤＮＡ病毒属 Ｂａｄｎａｖｉｒｕｓ［１］．
ＢＳＶ引起的香蕉线条病是香蕉生产上的主要病毒病
之一，发病初期叶片产生连续或不连续的褪绿条斑，

随病情发展，条斑逐渐变褐坏死，假茎、叶柄和果穗

有时也会出现条纹症状，不同基因型香蕉植株表现

的症状存在差异［２］．
ＢＳＶ在世界各香蕉产区分布广泛，造成了一定

的经济损失，严重制约了香蕉种质资源的调运［３］，进

而制约了香蕉生产的健康发展．香蕉线条病在我国
台湾、广东、云南、海南等地的香蕉产区已有发生［４］，

基于该病害在其他国家香蕉产区已造成较严重的生

产危害［５］，因此非常有必要展开这一病害的研究工

作．
ＢＳＶ具有杆状ＤＮＡ病毒的典型分子特征，基因

组包含３个 ＯＲＦ，ＯＲＦ１和 ＯＲＦ２编码２个小蛋白，
ＯＲＦ３编码１个大的多聚蛋白，根据同属病毒基因组
特征推测此多聚蛋白在蛋白水解酶的作用下分解为

运动蛋白（Ｍｏｖｅｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＰ）、外壳蛋白（Ｃｏａｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＰ）、天冬氨酸蛋白酶（Ａｓｅｐａｒｔｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ，
ＡＰ）、反转录酶（Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ＲＴ）和ＲＮＡ酶
Ｈ（ＲＮａｓｅＨ，ＲＨ）［６７］．编码这些蛋白的基因的确切
位置、蛋白的大小目前还不清楚．

目前，对 ＢＳＶ的研究主要还是集中在病毒检
测［８１１］、病毒核酸与寄主基因组整合［１２１４］和遗传多样

性［１５］等方面，而对ＢＳＶ编码蛋白的生物学功能、ＢＳＶ
的致病机制等方面还知之甚少，除ＢＳＶ凯文迪斯株系
ＢａｎａｎａｓｔｒｅａｋｖｉｒｕｓＣａｖｅｒｄｉｓｈｓｔｒａｉｎ（ＢＳＶＣａＶ）ＯＲＦ３
和ＯＲＦ１基因间隔区存在启动子序列［１６］的报道外，鲜

见其他关于ＢＳＶ基因功能的研究报道．
蛋白抗体在蛋白功能的研究中发挥着重要的作

用．ＢＳＶ抗血清的制备是相关研究工作开展的重要
基础．前期已对 ＢＳＶ广东分离物（ＢＳＶＧＤ）的 ＯＲＦ１
和ＯＲＦ２基因进行了原核表达并获得了其高效价的
多克隆抗血清［１７１８］．本研究拟对 ＢＳＶＧＤ（ＧｅｎＢａｎｋ
登陆号为 ＤＱ４５１００９）ＯＲＦ３中的 ＭＰ功能域基因进
行原核表达并制备其编码蛋白的多克隆抗血清，为

进一步研究 ＢＳＶＯＲＦ３编码蛋白的功能奠定基础，
进而为弄清 ＢＳＶ的复制、侵染、致病机制等提供依
据．

１　材料与方法
１．１　试验材料

大肠埃希菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＪＭ１０９、ＤＨ５α、Ｒｏｓｓｅｔａ
（ＤＥ３）菌株、原核表达载体 ｐＥＴ２８ｂ（＋）、ｐＣＡＭＢＩＡ
ＢＳＶ质粒［１９］和香蕉植物组织材料由华南农业大学病

毒研究室保存．ｐＭＤ１８Ｔ载体、各种酶购自 ＴＡＫＡＲＡ
公司；ＤＮＡ回收试剂盒购自杭州维特洁生物技术有限
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（ＨＲＰ）标记的羊抗兔 ＩｇＧ、
Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ树脂、１０Ｋ超滤管为美国 Ｎｏｖａｇｅｎ公司产
品，购自广州英伟创津生物技术有限公司．
１．２　基因功能域的生物信息学分析

利用蛋白功能域分析软件 ＰＲＯＳＩＴＥ（ｈｔｔｐ：∥
ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｃｈ／ｐｒｏｓｉｔｅ／）对ＢＳＶＧＤＯＲＦ３的氨基酸
序列进行分析；利用 ＤＮＡＳｔａｒ软件对 ＢＳＶＧＤＯＲＦ３
氨基酸序列与 ＢＳＶ其他分离物及同属其他成员的
ＯＲＦ３氨基酸序列进行比对分析，推测 ＢＳＶＧＤＭＰ
功能域基因的序列．
１．３　ＢＳＶＧＤＭＰ功能域基因的克隆和原核表达
　　根据 ＢＳＶＧＤＭＰ功能域基因的序列设计引物
ｐｅｔＭＰＦＰ：５′ＧＴＣＧＡＣＣＡＴＡＣＡＣＴＡＴＣＴＡＴＧＧＴＧＧＴ３′；
ｐｅｔＭＰＲＰ：５′ＡＡＧＣＴＴＴＴＡＡＣＣＡＡＡＴＣＧＴＡＴＡＣＴＣＣ
ＧＴＧ３′．上游引物引入 ＳａｌⅠ酶切位点，下游引物引
入ＨｉｎｄⅢ酶切位点．以 ｐＣＡＭＢＩＡＢＳＶ质粒［１９］为模

板，ＰＣＲ扩增目的基因，产物回收后连接到 ｐＭＤ１８Ｔ
载体中，对重组质粒进行测序鉴定．利用 ＳａｌⅠ和
ＨｉｎｄⅢ酶切位点将测序正确的ＭＰ片段连接到ｐＥＴ
２８ｂ（＋）中，获得目的基因的原核表达载体 ｐＥＴ２８ｂ
ＭＰ．

将原核表达载体 ｐＥＴ２８ｂＭＰ转化到表达菌株
Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）中．挑取阳性单克隆接种到 ＬＢ
液体培养基中，培养至 Ｄ６００ｎｍ≈０６，加入 ＩＰＴＧ至终

浓度为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，于３７℃下诱导表达．分别取诱
导时间为１、３、５、７ｈ的菌液１ｍＬ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离
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心 １ｍｉｎ，收集细菌，用１００μＬ灭菌蒸馏水重悬，并
加入１００μＬ２×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，检测目的
蛋白是否表达．

１．４　Ｈｉｓ融合蛋白的纯化和浓缩

离心收集诱导菌体，冰浴超声波破碎后 ４０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，吸出上清，沉淀溶解在１／８体
积的灭菌蒸馏水中，分别取上清、沉淀溶解液进行

ＳＤＳＰＡＧＥ．同时，将超声波破碎的表达产物按 ＭＥＲ
ＣＫ公司组氨酸标签纯化试剂盒操作说明书进行蛋
白纯化，将纯化后的蛋白洗脱液加入到４ｍＬ的１０Ｋ
超滤管中，７５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，收集超滤管底
部的蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ．
１．５　Ｈｉｓ融合蛋白抗血清的制备

抗原制备：第１次注射前取约１００μｇ·ｍＬ－１纯
化浓缩的融合蛋白１ｍＬ，混合等体积福氏完全佐剂，
乳化后作为抗原．第２次、第３次、第４次注射前取约
１００μｇ·ｍＬ－１纯化浓缩的融合蛋白０５ｍＬ，混合等
体积福氏不完全佐剂，乳化后作为抗原．第５次注射
前取约１００μｇ·ｍＬ－１纯化浓缩的融合蛋白０５ｍＬ
直接作为抗原，不加佐剂．

抗体分离和保存：取２ｋｇ左右雄性健康新西兰
大白兔，作标记．注射抗原前取兔耳静脉血作空白血
清对照．参考何云蔚等［１９］的方法分别进行皮下多点

和肌肉混合注射，共免疫５次．每次各注射１～２ｍＬ
乳化抗原溶液．第１次免疫后每隔７ｄ免疫１次，最
后一次免疫采用耳静脉注射，抗原不加佐剂，免疫７
ｄ后，耳静脉采血，测定抗血清效价，效价达到要求
（５０００倍以上）则心脏采血，效价不达要求则继续加
强注射１次，７ｄ后测效价，心脏采血．将所采血样室
温放置约２ｈ，自然凝固后，置于４℃过夜待凝块收
缩，吸取上清液，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清，
加入１ｇ·Ｌ－１的叠氮化钠，－２０℃条件保存．

１．６　抗血清的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
取经 ＩＰＴＧ诱导的转化了 ｐＥＴ２８ｂＭＰ质粒的

Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）菌体裂解液进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，以
经 ＩＰＴＧ诱导的未转化重组质粒的 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ
（ＤＥ３）菌体裂解液和未经 ＩＰＴＧ诱导的转化了
ｐＥＴ２８ｂＭＰ质粒的Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）菌体裂解液
为对照．取ＳＤＳＰＡＧＥ后的凝胶，直接用ＤＹＹ７型转
移电泳仪将其转印于硝酸纤维素膜上，将硝酸纤维

素膜放入可加热封接的塑料袋中用封闭液封闭，按

０１０～０１５ｍＬ·ｃｍ－２的量加入经ＴＢＳＴ稀释的一抗
血清（制备的抗血清），排除气泡后密闭袋口，３７℃
摇床温育１ｈ，然后利用ＴＢＳＴ洗涤３次，将充分洗涤
后的膜转入新塑料袋中，加入经ＴＢＳＴ稀释的酶标二
抗（ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ），３７℃摇床温育０５～
１０ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，再用ＴＢＳ洗涤２次．将膜转移
到小平皿中，加入新配制的底物液室温作用３ｍｉｎ，
立即用Ｘ射线胶片压片，曝光适当时间后，定影、显
影、冲洗照片．
１．７　抗血清的效价测定

参考邓从良等［２０］的方法，用间接 ＥＬＩＳＡ法进行
检测，抗原浓度为免疫注射时的 １／２０，抗血清用
００１％ＢＳＡ的 ＰＢＳＴ缓冲液稀释，稀释度为 １∶４～
１∶２０４８００，设置机械零孔和空白对照，以免疫前的血
清稀释相同倍数作为阴性对照．

２　结果与分析

２．１　ＢＳＶＧＤＯＲＦ３基因功能域的生物信息学分析

　　利用蛋白结构域分析软件ＰＲＯＳＩＴＥ结合序列比
对对 ＢＳＶＧＤ的 ＯＲＦ３核苷酸序列推导的氨基酸序
列进行分析，推测出ＭＰ功能域在ＯＲＦ３推导的氨基
酸序列中位于６１～３１１ａａ处，长为２５１ａａ，核酸序列
长为７５３ｂｐ．ＭＰ保守结构域氨基酸序列比对结果如
图１所示．

图１　ＢＳＶＧＤ与其他ＢａｄｎａｖｉｒｕｓＯＲＦ３基因序列推导的氨基酸序列中的ＭＰ保守结构域氨基酸序列比对
Ｆｉｇ．１　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＢＳＶＧＤａｎｄｏｔｈｅｒＢａｄｎａｖｉｒｕｓｍｏｖｅｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｃｅｎｓｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎＯＲＦ３
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２．２　ＢＳＶＧＤＭＰ功能域基因的原核表达
将ＰＣＲ扩增到的 ＢＳＶＧＤＭＰ功能域基因克隆

到ｐＭＤ１８Ｔ载体中，重组质粒测序结果表明目的基
因序列与原序列完全一致．ＳａｌⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切质
粒，将目的基因连接到原核表达载体 ｐＥＴ２８ｂ（＋）
中，构建目的基因的原核表达载体 ｐＥＴ２８ｂＭＰ，并转
化表达菌株 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３），于３７℃经 ＩＰＴＧ
诱导表达．ＢＳＶＧＤＭＰ功能域基因的编码部分含有
２５１个氨基酸，载体上的 Ｈｉｓ标签部分为１７个氨基
酸，预期可表达相对分子质量大小为３０８００的蛋白
产物．收集经ＩＰＴＧ诱导若干小时的含有重组质粒的
菌体，以经诱导５ｈ的未转化重组质粒的Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓ
ｓｅｔａ（ＤＥ３）菌体及未经诱导的含重组质粒的 Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｒｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）菌体为阴性对照，以菌体裂解产物为
上样样品进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，结果表明含 ｐＥＴ２８ｂＭＰ
重组质粒的菌株经１～７ｈ诱导后均可特异性地表
达出与预期相当大小的目的蛋白，目的蛋白的表达

量在５ｈ内趋于恒定，５ｈ后表达产量迅速降低
（图２）．

Ｍ：低相对分子质量蛋白Ｍａｒｋｅｒ；１～４：含重组质粒 ｐＥＴ２８ｂＭＰ的 Ｅ．

ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）分别诱导７、５、３、１ｈ的裂解产物；箭头示表达的目

的蛋白；５：未经诱导的含重组质粒的 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）裂解产

物；６：经诱导的未转化重组质粒的Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）裂解产物

图２　含ｐＥＴ２８ｂＭＰ的Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）表达产物

Ｆｉｇ．２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＨｉｓＭＰ

ｇｅｎｅｂｙＳＤＳＰＡＧＥ

２．３　融合蛋白６Ｈｉｓ·ＭＰ的纯化
将表达菌菌液经超声波处理，分别收集上清和

沉淀进行ＳＤＳＰＡＧＥ，结果表明融合蛋白主要以包涵
体的形式存在于菌体沉淀物中，上清中几乎没有目

的蛋白（图３）．利用 Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ树脂对６×Ｈｉｓ融合
蛋白进行分离、纯化．纯化的融合蛋白经 ＳＤＳＰＡＧＥ
分析，结果显示单一的目的条带（图４），表明获得了

较纯的目的蛋白．

Ｍ：低相对分子质量蛋白Ｍａｒｋｅｒ；１：未诱导的转化菌全蛋白；２：诱导的

转化菌全蛋白；３：诱导菌液经超声裂解后的沉淀物；４：诱导菌液经超

声裂解后的上清液．

图３　ＳＤＳＰＡＧＥ进行融合蛋白６Ｈｉｓ·ＭＰ的可溶性分析

Ｆｉｇ．３　Ｓｏｌｕｂｌｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ６Ｈｉｓ·ＭＰｂｙＳＤＳ

ＰＡＧＥ

Ｍ：低相对分子质量蛋白Ｍａｒｋｅｒ；１：未纯化的蛋白（诱导菌液经超声裂

解后的沉淀物）；２：纯化的Ｈｉｓ融合蛋白．

图４　纯化融合蛋白６Ｈｉｓ·ＭＰ的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．４　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ６Ｈｉｓ·ＭＰｂｙＳＤＳ

ＰＡＧＥ

２．４　融合蛋白６Ｈｉｓ·ＭＰ抗血清的制备、特异性检
测及效价测定

　　以纯化的融合蛋白６Ｈｉｓ·ＭＰ为抗原免疫新西
兰大白兔，获得了含多克隆抗体的血清．将所制备的
多克隆抗血清按１∶４０００稀释，对诱导培养的含重组
质粒的 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）全蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测，结果显示在目的蛋白的位置有明显杂交带
（图５），说明制备的抗血清能够与目的蛋白发生抗
原－抗体识别反应，且特异性很强，为专化性抗血
清．

用间接ＥＬＩＳＡ法测定抗血清效价，将抗血清按
稀释至１∶２０４８００时，仍具有明显的阳性反应（表１），
说明融合蛋白６Ｈｉｓ·ＭＰ在大白兔体内具有良好的
免疫性，所制备的抗血清效价在２０４８００倍以上．
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Ｍ１：低相对分子质量蛋白Ｍａｒｋｅｒ，Ｍ２：ＥａｓｙＷｅｓｔｅｒｎ蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：ＩＰＴＧ诱导的 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）全蛋白；２：未诱导的转化 ｐＥＴ２８ｂＭＰ的

Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）全蛋白；３：ＩＰＴＧ诱导的转化ｐＥＴ２８ｂＭＰ的Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）全蛋白．

Ａ：ＳＤＳＰＡＧＥ对照，Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析．

图５　６Ｈｉｓ·ＭＰ融合蛋白抗血清的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
Ｆｉｇ．５　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎｔｉｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ６Ｈｉｓ·ＭＰｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

表１　间接ＥＬＩＳＡ法测定融合蛋白６Ｈｉｓ·ＭＰ抗血清的效价

Ｔａｂ．１　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆｔｉｔｅｒｏｆａｎｔｉｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

６Ｈｉｓ·ＭＰｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ

抗血清

稀释倍数

Ｄ４９２ｎｍ
抗血清 对照１） 比值２）

１００ １．２９０ ０．３１２ ４．１３５

２００ １．２４６ ０．３０７ ４．０５９

４００ １．２３３ ０．３０３ ４．０６９

８００ １．２２３ ０．３０２ ４．５００

１６００ １．１０２ ０．１８１ ６．０８８

３２００ １．０２０ ０．１１５ ８．８７０

６４００ １．０１０ ０．０９３ １０．８６０

１２８００ ０．９９７ ０．０８５ １１．７２９

２５６００ ０．９３２ ０．０７６ １２．２６３

５１２００ ０．９１５ ０．０６６ １４．８６４

１０２４００ ０．８９９ ０．０５９ １５．３４３

２０４８００ ０．６１３ ０．０５１ １２．０２６

　１）对照为未免疫血清；２）抗血清和对照的Ｄ４９２ｎｍ的比值．

３　讨论与结论
利用体外表达蛋白为抗原制备病毒的抗血清这

一技术已被广泛应用，但是抗原的制备方法要根据

具体情况确定．目前用体外表达产物制备抗原通常
有２种方法：一是利用 Ｎｉ２＋树脂亲和层析法纯化带
标签的融合蛋白，该法的优点是得到的目的蛋白纯

度高，利于制备特异性强的抗血清，该法的缺点是

Ｎｉ２＋树脂价格相对昂贵，另外纯化蛋白比较耗时；二
是直接从聚丙烯酰胺凝胶上切下表达产物制备抗血

清，该法的优点是简便、经济，缺点是回收得到的表

达产物中可能含有宿主菌的蛋白成分而降低抗血清

的特异性，另外胶块如果研磨不够细，则会损害兔子

的健康．本研究采用的是第１种方法，目的是为了得
到目的蛋白的特异性抗血清，同时获得纯度高的目

的蛋白，可进一步用于后续蛋白功能的研究．如果只
是为了快速获得蛋白抗血清，则建议采用第２种方
法．

抗血清的制备是相关蛋白生物学功能研究工作

开展的重要基础．前期已对 ＢＳＶＧＤ的 ＯＲＦ１和
ＯＲＦ２基因进行了原核表达并制备了其编码蛋白的
高效价多克隆抗血清，为ＯＲＦ１和ＯＲＦ２编码蛋白的
功能研究奠定了基础［１７１８］，而 ＯＲＦ３编码蛋白在
ＢＳＶ的侵染和复制中起着更复杂、更重要的作用，所
以研究ＢＳＶＯＲＦ３基因编码蛋白的功能显得尤为重
要．本研究制备了ＢＳＶＯＲＦ３中ＭＰ功能域基因编码
蛋白的高效价抗血清，为进一步研究 ＢＳＶＯＲＦ３编
码蛋白的功能奠定了基础．ＭＰ功能域基因编码蛋白
的抗血清可用于 ＢＳＶ编码的 ＭＰ蛋白的亚细胞定
位、ＭＰ蛋白在寄主细胞和组织的定位、病毒运动方
式、运动机理和寄主抗病性等多方面的研究．本研究
已着手利用制备的 ＭＰ功能域蛋白抗血清开展感病
香蕉组织蛋白提取物的检测、ＢＳＶＧＤ编码的 ＭＰ蛋
白的亚细胞定位及其在寄主细胞和组织的定位等方

面的研究，这对 ＢＳＶ运动机理的了解将会是一个突
破性进展．

ＢＳＶＧＤ基因组测序结果表明基因组全长６９５０
ｂｐ，共含有３个开放阅读框，ＯＲＦ３全长为５１３０ｂｐ，
编码１７０９个 ａａ［２１］．本研究对 ＯＲＦ３氨基酸序列的
生物信息学分析表明其氨基酸序列含有５个功能位
点，依次是植物病毒运动蛋白保守序列、运动锌指环
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结构（典型的病毒外壳蛋白结构）、天冬氨酸蛋白酶位

点、反转录酶功能域位点、ＲＮＡ酶Ｈ功能域位点，得出
了ＢＳＶＧＤ编码ＭＰ的基因的较确切的位置，克隆了
含ＭＰ功能域的基因，构建了该基因的原核表达载
体，将该载体转化大肠杆菌并诱导表达了Ｎ端带Ｈｉｓ
标签的目的蛋白，回收得到了高纯度的目的蛋白，以

纯化的目的蛋白为抗原免疫健康家兔制备了高效

价、专化性的多克隆抗血清，为 ＢＳＶＯＲＦ３编码蛋白
的功能研究和ＢＳＶ运动机理的研究奠定了基础．
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