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南方水稻黑条矮缩病毒安徽分离物 Ｓ５片段的克隆
及 Ｓ５２基因的原核表达
江　彤，单文书，夏伟伟，张享享，蒋西子
（安徽农业大学 植物保护学院，安徽 合肥 ２３００３６）

摘要：【目的】探讨南方水稻黑条矮缩病毒（Ｓｏｕｔｈｅｒｎｒｉｃｅｂｌａｃｋｓｔｒｅａｋｅｄｄｗａｒｆｖｉｒｕｓ，ＳＲＢＳＤＶ）安徽分离物（ＳＲＢＳＤＶ
ＡｎＨｕｉＨＮ２）的遗传特性，并获得原核表达的Ｐ５２蛋白。【方法】ＲＴＰＣＲ扩增ＳＲＢＳＤＶＳ５片段，克隆、测序并进行
序列分析。将Ｓ５２基因插入原核表达载体，重组载体转化大肠埃希菌并用 ＩＰＴＧ诱导，Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和柱纯化融合
蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ分析Ｐ５２蛋白的表达情况。【结果】ＳＲＢＳＤＶＡｎＨｕｉＨＮ２Ｓ５片段全长３１６７ｂｐ，包含Ｓ５２基因全
长６１２ｂｐ，编码２０４个氨基酸。序列比对结果显示，ＳＲＢＳＤＶＡｎＨｕｉＨＮ２Ｓ５片段与其他ＳＲＢＳＤＶ分离物Ｓ５片段的
序列相似性极高，达９９０％～９９７％，而与斐济病毒属（Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ）其他成员Ｓ５片段的序列相似性较低，仅为３８０％
～７１３％；构建的 Ｓ５片段系统发育树表明ＳＲＢＳＤＶ和ＲＢＳＤＶ聚成１个分支，其中６个ＳＲＢＳＤＶ分离物聚成１个亚
分支。原核表达获得相对分子质量约为４７０００的重组蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示，ＧＳＴ单抗能够与重组融合蛋白
发生特异性反应。【结论】ＳＲＢＳＤＶ各分离物之间亲缘关系非常近，而与Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ其他成员亲缘关系较远，原核表达
获得的融合蛋白为靶标蛋白。
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　　南方水稻黑条矮缩病毒（Ｓｏｕｔｈｅｒｎｒｉｃｅｂｌａｃｋ
ｓｔｒｅａｋｅｄｄｗａｒｆｖｉｒｕｓ，ＳＲＢＳＤＶ）为呼肠孤病毒科
Ｒｅｏｖｉｒｉｄｅｓ斐济病毒属 Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ［１］。该病毒由迁飞性
昆虫介体白背飞虱Ｓｏｇａｔｅｌｌａｆｕｒｃｉｆｅｒａ传播［２］，病毒可

在虫体内增殖，虫体一旦获毒，可终身带毒［３］。研

究［４］表明ＳＲＢＳＤＶ可侵染水稻Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ、玉米Ｚｅａ
ｍａｙｓ、稗草 Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａｃｒｕｓｇａｌｌｉ和白草 Ｐｅｎｎｉｓｅｒｎｍ
ｆｌａｃｃｉｄｕｍ等多种禾本科植物。感染 ＳＲＢＳＤＶ的水稻
表现出植株矮缩、叶色深绿、节部气生须根倒生等典

型症状［５］。近年来，由于耕作制度的改变、气候变暖

和白背飞虱暴发等多种因素的影响，ＳＲＢＳＤＶ在我国
多个省市流行成灾。２００９年，ＳＲＢＳＤＶ在江西、湖南
和广东等部分地区严重发生，受害面积超过 ３０万
ｈｍ２，约６５００ｈｍ２水稻绝收［６７］。２０１０年，ＳＲＢＳＤＶ
在安徽省６市２６县水稻种植区大发生，受灾面积约
３３万ｈｍ２［８］。

ＳＲＢＳＤＶ病毒粒体为正二十面体等轴状粒子，直
径７０～７５ｎｍ，其基因组由 １０条 ｄｓＲＮＡ组成，分别
命名为 Ｓ１～Ｓ１０，共编码 １３个蛋白［１，９］。根据水稻

黑条矮缩病毒 （Ｒｉｃｅｂｌａｃｋｓｔｒｅａｋｅｄｄｗａｒｆｖｉｒｕｓ，
ＲＢＳＤＶ）基因组结构推测 ＳＲＢＳＤＶ共编码６个结构
蛋白（Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、Ｓ８、Ｓ１０）和７个非结构蛋白（Ｓ５
１、Ｓ５２、Ｓ６、Ｓ７１、Ｓ７２、Ｓ９１、Ｓ９２）［１０１２］。目前，仅有
部分片段编码的蛋白功能得到注释，Ｓ１编码 Ｒｅｐ蛋
白，指导基因组 ＲＮＡ的复制；Ｓ４编码外壳蛋白的 Ｂ
型突起［１３］；Ｓ５２编码的蛋白主要定位于细胞质，且
能在细胞质中形成较大的颗粒状聚集体［１４］；Ｓ６编码
１个ＲＮＡ沉默抑制子，协助病毒克服寄主的防御体
系，利于病毒的侵染［１５］；Ｓ７１编码一种小管蛋白，与
病毒的胞间移动有关［１０］；Ｓ８编码核心内衣壳蛋白，
参与形态构建［１６］；Ｓ９１编码蛋白与病毒基质的形成
密切相关，是 ｄｓＲＮＡ合成及病毒组装的重要场
所［１０］；Ｓ１０编码外壳蛋白，决定了该病毒的表面抗原
特性［１７］。

水稻叶片胶体金定位和本氏烟叶片亚细胞定位

研究［１８］发现，ＲＢＳＤＶ编码的 １３个蛋白中，仅 Ｓ５２
编码的Ｐ５２蛋白定位在叶绿体上，ＲＢＳＤＶ侵染水稻
表现的叶色深绿症状可能与 Ｐ５２蛋白有关，推测
Ｐ５２蛋白可能是 ＲＢＳＤＶ的症状决定子。ＳＲＢＳＤＶ
Ｓ５２基因编码的 Ｐ５２蛋白可能具有相似的功能，因
此，本研究克隆 ＳＲＢＳＤＶ安徽分离物 Ｓ５片段序列，
探究来源于安徽的 ＳＲＢＳＤＶＳ５片段与 Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ其他

成员Ｓ５片段之间的序列差异；再进行原核表达获得
Ｐ５２融合蛋白，以期为深入研究 Ｐ５２蛋白的功能奠
定基础。

１　材料与方法
１．１　材料

感染ＳＲＢＳＤＶ的水稻样本于２０１２年８月采自
安徽怀宁，样本保存于 －８０℃冰箱；大肠埃希菌
ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α和 ＢＬ２１及原核表达载体 ｐＥＴ
ＧＳＴ保存于安徽农业大学植物保护学院植物病理研
究室；克隆载体ｐＭＤ１９Ｔ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶及 ＤＮＡ内
切酶购自ＴａＫａＲａ公司，硝酸纤维素膜购自北京索莱
宝公司，Ｎｉ２＋ 柱 购 自 ＱｉａＧｅｎ公 司；ＧＳＴＴａｑ·
Ａｎｔｉｂｏｄｙ单抗、ＡＰ·羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗及异丙基硫
代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）购自美国ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公
司；ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、蛋白 ｍａｒｋｅｒ、ＰＣＲ凝胶回收试剂盒
和质粒提取试剂盒购自天根生化科技公司；Ｔｒｉｚｏｌ
ＰｌｕｓＲＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ购自北京全氏金生物科技
有限公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＨｉＦｉＭＭＶ反转录试剂
盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；其余试验药品均购自国药生物
公司。引物合成及测序为上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＳＲＢＳＤＶＳ５片段的克隆与序列分析　称取
０１ｇ水稻感病样本，加液氮研磨，再用 ＲＮＡ抽提试
剂盒提取水稻叶片总 ＲＮＡ，详细方法参照 Ｔｒｉｚｏｌ
ＰｌｕｓＲＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ说明书。反转录水稻总
ＲＮＡ，得到 ｃＤＮＡ。以 ｃＤＮＡ为模板扩增 Ｓ５片段，引
物 Ｓ５Ｆ：５′ＡＡＧＴＴＴＴＴＴＴＣＡＣＴＣＡＴＧＡＣＡＴＡＴＴＣＧＡ
３′／Ｓ５Ｒ：５′ＧＡＣＡＴＣＡＧＣＴＧＴＡＴＴＣＡＣＴＣＣ３′，反应条
件为 ９４℃ ４５ｓ，５３℃４５ｓ，７２℃１２０ｓ，循环３０次。
用纯化的目的片断连接载体 ｐＭＤ１９Ｔ，热击转化
ＤＨ５α，挑取单菌落为模板，ＰＣＲ扩增筛选阳性转化
子。根据测序结果获得 ＳＲＢＳＤＶＳ５片段核苷酸序
列。运用软件ＤＮＡＭＡＮＶｅｒｓｉｏｎ５２２和 ＤＮＡＳｔａｒ进
行序列分析。采用邻近相连法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构
建系统发育树。

１．２．２　ＳＲＢＳＤＶＳ５２基因的克隆及原核表达载体
的构建　根据 ＳＲＢＳＤＶ片段 Ｓ５的核苷酸序列设计
扩增引物，正向引物添加酶切位点 ＢａｍＨＩ，Ｓ５２Ｆ：
５′ＡＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＡＴＧＡＣＡＣＧＴＴ３′，反向引物添
加酶切位点 ＳａｌＩ位点，Ｓ５２Ｒ：５′ＣＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡ
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ＡＡＣＡＴＧＡＡＧＴＡＴＡ３′。以含有 Ｓ５片段的质粒 ＤＮＡ
为模板，ＰＣＲ扩增Ｓ５２基因，反应条件为９４℃４５ｓ，
５６℃ ４５ｓ，７２℃ ６０ｓ，循环３０次。琼脂糖电泳纯化
扩增的ＤＮＡ目的片段，连接载体 ｐＭＤ１９Ｔ，热击转
化ＤＨ５α，挑取单菌落ＰＣＲ筛选阳性转化子ｐＭＤＳ５
２。重组载体ｐＭＤＳ５２和表达载体ｐＥＴＧＳＴ均用限
制性内切酶ＢａｍＨＩ和 ＳａｌＩ酶切，再将 Ｓ５２基因插
入表达载体 ｐＥＴＧＳＴ，热击转化 ＤＨ５α，挑取单菌落
ＰＣＲ筛选阳性转化子ｐＥＴＳ５２。
１．２．３　融合蛋白的表达、纯化与检测　将获得的质
粒ｐＥＴＳ５２转化 ＢＬ２１，挑取阳性转化子接种于 ＬＢ
培养基，３７℃条件下振荡培养１２ｈ，再扩大培养至菌
液 Ｄ６００ｎｍ ＝ ０６。诱导条件为 ２８℃、１０ｈ、０２
ｍｍｏＬ·Ｌ－１ＩＰＴＧ。将培养好的菌液离心，收集菌体，
在超声破碎仪内处理１５ｍｉｎ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１条件
下，将破碎的菌液离心 ３０ｍｉｎ；上清液转移至新的离
心管，加入 １ｍＬ的镍胶亲和纯化琼脂糖（Ｎｉ２＋
ＮＴＡ），过柱纯化获得融合蛋白。

共设 ４个处理的菌液，空载体ｐＥＴＧＳＴ未诱导、
空载体ｐＥＴＧＳＴ诱导、重组载体 ｐＥＴＳ５２未诱导和
重组载体 ｐＥＴＳ５２诱导。各处理菌液用 ＰＢＳ缓冲
液重新悬浮，混入５×Ｂｕｆｆｅｒ，在沸水中处理 ５ｍｉｎ，再
冰浴 １０ｍｉｎ；离心后，上清液转移到新的离心管，即
为制备的上样样品。相同方法处理过柱纯化获得的

融合蛋白制备上样样品。制备 ２块聚丙烯酰胺凝
胶，同时电泳，第 １块凝胶用考马斯亮蓝染色后观察
蛋白条带，第 ２块凝胶用作 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，先覆
盖ＮＣ膜进行转印，再将 ＮＣ膜转移至 ５０ｇ·Ｌ－１奶
粉溶液中，２５℃轻微振荡处理 ２ｈ，加入稀释 ２０００
倍的ＧＳＴＴａｑ·Ａｎｔｉｂｏｄｙ单抗（一抗），２５℃条件下
振荡处理 １ｈ，ＰＢＳＴ溶液冲洗 ３次，再用稀释 ２０００
倍的ＡＰ·羊抗小鼠 ＩｇＧ（二抗）振荡处理 ２ｈ，ＰＢＳＴ
溶液冲洗 ５次，最后加入ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色。

２　结果与分析
２．１　ＳＲＢＳＤＶＳ５片段的克隆与序列分析

将ＰＣＲ扩增的 ＳＲＢＳＤＶ安徽分离物（ＳＲＢＳＤＶ
ＡｎＨｕｉＨＮ２）Ｓ５片段克隆并测序，序列长度为３１６７
ｂｐ，序列的 ＧｅｎＢａｎｋ登录号为：ＨＦ９５４９９９。比对
ＳＲＢＳＤＶＡｎＨｕｉＨＮ２Ｓ５片段和 ＮＣＢＩ下载的斐济病
毒属（Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ）其他分离物Ｓ５片段的序列相似性，发
现ＳＲＢＳＤＶＡｎＨｕｉＨＮ２Ｓ５片段与其他 ＳＲＢＳＤＶＳ５
片段的序列相似性极高，达９９０％ ～９９７％，而与其
他Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ成员 Ｓ５片段的序列相似性较低，仅为
３８０％～７１３％（表１）。

表１　ＳＲＢＳＤＶＡｎｈｕｉＨＮ２Ｓ５片段与１６个斐济病毒属其他
分离物Ｓ５片段核苷酸序列的相似性

Ｔａｂ．１　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎＳ５ｓｅｇｍｅｎｔ
ｏｆＳＲＢＳＤＶＡｎｈｕｉＨＮ２ａｎｄＳ５ｓｅｇｍｅｎｔｓｏｆ１６
ｏｔｈｅｒｉｓｏｌａｔｅｓｏｆＦｉｊｉｖｉｒｕｓ

分离物 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 来源地 相似性／％
ＳＲＢＳＤＶＡｎｈｕｉＨＮ２ＨＦ９５４９９９ 中国安徽 １００．０
ＳＲＢＳＤＶＶＮＭ ＪＱ６９２５７６ 越南 ９９．７
ＳＲＢＳＤＶＨｕＮｙｙ ＪＱ０３４３５２ 中国湖南 ９９．５
ＳＲＢＳＤＶＨｕｂｅｉ ＨＭ５８５２７５ 中国湖北 ９９．４
ＳＲＢＳＤＶＹＮＭＳｈｉ ＪＱ７７３４２４ 中国云南 ９９．２
ＳＲＢＳＤＶＨＮ ＦＮ５６３９９３ 中国海南 ９９．０
ＲＢＳＤＶＨＢ ＫＣ１３４２９３ 中国河北 ７１．３
ＲＢＳＤＶＪＳ ＫＭ９２１６７７ 中国江苏 ７１．１
ＲＢＳＤＶＳＤＺＺ１０ ＪＸ４２１７６８ 中国山东 ７０．２
ＲＢＳＤＶＭＸ８ ＨＦ９５４９８９ 中国安徽 ７０．２
ＲＢＳＤＶＡｎｈｕｉＬＪ ＨＦ９５５００９ 中国安徽 ７０．２
ＲＢＳＤＶＷＺ ＫＣ８０１０４７ 中国浙江 ７０．１
ＲＢＳＤＶＬＨ ＫＣ８０１０４６ 中国浙江 ７０．０
ＲＢＳＤＶＫｏｒｅａｎ ＨＱ６７０６６７ 韩国 ６９．９
ＦＤＶＡＵＳ ＮＣ＿００７１６０ 澳大利亚 ４９．９
ＭＲＣＶＡｒｇ ＡＹ６０７５８７ 阿根廷 ６４．１
ＮＬＲＶＴＳＵ Ｄ４９６９７ 古巴 ３８．０

　　构建 ＳＲＢＳＤＶ安徽分离物与 Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ其他成员
Ｓ５核苷酸序列系统关系树（图 １），结果发现，
ＳＲＢＳＤＶ和 ＲＢＳＤＶ聚成一个分支，其中 ６个
ＳＲＢＳＤＶ分离物聚成一个亚分支，８个 ＲＢＳＤＶ分离
物聚成另一个亚分支。而里奥夸尔托病毒（Ｍａｌｄｅ
ＲｉｏＣｕａｒｔｏｖｉｒｕｓ，ＭＲＣＶ）、稻飞虱呼肠孤病毒
（Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓｒｅｏｖｉｒｕｓ，ＮＬＲＶ）和斐济病病毒
（Ｆｉｊｉｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＦＤＶ）分别单独聚成一个分支。

图１　基于Ｓ５片段核苷酸序列构建的系统关系树
Ｆｉｇ．１　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆＳＲＢＳＤＶＡｎｈｕｉＨＮ２

ａｎｄｏｔｈｅｒｉｓｏｌａｔｅｓｏｆＦｉｊｉｖｉｒｕｓｂａｓｅｄｏｎＳ５ｓｅｇｍｅｎｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２．２　ＳＲＢＳＤＶＳ５２重组表达载体的构建
ＰＣＲ扩增的模板为含有Ｓ５片段的质粒ＤＮＡ，引

物为Ｓ５２Ｆ和Ｓ５２Ｒ，只能扩增出１条约６００ｂｐ的
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条带，将此特异性条带克隆并测序，证明插入

ｐＭＤ１９Ｔｓｉｍｐｌｅ的 Ｓ５２基因没有发生变异。再将
Ｓ５２基因亚克隆到原核表达载体ｐＥＴＧＳＴ上，ＢａｍＨＩ
和ＳａｌＩ双酶切验证，片段大小和理论值完全相符
（图２），测序验证Ｓ５２基因序列未发生突变，说明插
入的Ｓ５２基因读码框正确。
２．３　重组蛋白的诱导表达与纯化

从图３ａ可以看出，ｐＥＴＳ５２诱导表达的 Ｐ５２
蛋白条带相对分子质量大约为４７０００，与理论预测
完全符合。从图３ｂ可以看出，ＧＳＴＴａｑ·Ａｎｔｉｂｏｄｙ单
抗可以和 ｐＥＴＳ５２诱导表达的 Ｐ５２融合蛋白以及
纯化的Ｐ５２融合蛋白特异性结合，在蛋白相对分子
质量４７０００的 Ｐ５２融合蛋白位置均出现一条明显
的条带；而ｐＥＴＧＳＴ空载体未诱导、ｐＥＴＧＳＴ空载体
诱导和 ｐＥＴＳ５２未诱导３个处理，各个泳道蛋白相
对分子质量４７０００位置均未出现条带。

　Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ＢａｍＨＩ和 ＳａｌＩ双酶切 ｐＥＴＳ５２；２：
ＢａｍＨＩ单酶切ｐＥＴＳ５２；３：ＳａｌＩ单酶切 ｐＥＴＳ５２；４：重组质粒 ｐＥＴ
Ｓ５２。

图２　重组质粒ｐＥＴＳ５２的酶切电泳图谱
Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ

Ｓ５２ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ

　Ｍ：分子质量蛋白Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴＧＳＴ空载体未诱导；２：ｐＥＴＧＳＴ空
载体诱导；３：ｐＥＴＳ５２未诱导；４：ｐＥＴＳ５２诱导；５：纯化的融合蛋白。

图３　融合蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
Ｆｉｇ．３　ＳＤＳＰＡＧＥａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｕｓｉｏｎ

ｐｒｏｔｅｉｎ

３　讨论与结论
序列比对发现 ＳＲＢＳＤＶＡｎＨｕｉＨＮ２与其他

ＳＲＢＳＤＶ各分离物 Ｓ５片段的序列相似性极高，说明
ＳＲＢＳＤＶＳ５片段核苷酸序列在序列进化过程中非常
保守。系统关系树表明 ＳＲＢＳＤＶ和 ＲＢＳＤＶ聚成一
个分支，而ＮＬＲＶ、ＦＤＶ和 ＭＲＣＶ分别单独聚成一个
分支。研究发现，ＳＲＢＳＤＶ和ＲＢＳＤＶ同属于Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ
属亚组 ＩＩ，ＳＲＢＳＤＶ和 ＲＢＳＤＶ的血清学关系较
强［１９］，均为害水稻和玉米，主要发病地区是东亚和东

南亚，但ＳＲＢＳＤＶ的传播介体是白背飞虱，ＲＢＳＤＶ的
传播介体是灰飞虱 Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ［２］。ＮＬＲＶ
属于Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ属亚组Ｖ，只能侵染褐飞虱Ｎｉｌａｐａｒａｖａｔａ
ｌｕｇｅｎｓ，与 Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ属其他成员没有任何血清学关
系［２０］。ＦＤＶ属于Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ属亚组Ｉ，传播介体是甘蔗
扁角 飞 虱 Ｐｅｒｋｉｎｓｉｅｌｌａｓｐｐ．，自 然 寄 主 为 甘 蔗
Ｓａｃｃｈａｒｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ，主要发病地区是澳大利亚，与
Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ属其他成员也没有任何血清学关系［２１］。

ＭＲＣＶ虽属于 Ｆｉｊｉｖｉｒｕｓ属亚组 ＩＩ，但其传播介体是明
飞虱Ｄｅｌｐｈａｃｏｄｅｓｋｕｓｃｈｅｌｉ，主要寄主是玉米，也能侵染
高粱ＳｏｒｇｈｕｍｂｉｃｏｌｏｒＬ．、小麦ＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬｉｎｎ．
和燕麦ＡｖｅｎａｓａｔｉｖａＬ．等禾本科作物，一般发生于南
美洲的阿根廷和巴西南部，与 ＳＲＢＳＤＶ和 ＲＢＳＤＶ血
清学关系均较弱［２２］。

张蔚明等［１７］制备的ＳＲＢＳＤＶＰ１０蛋白特异性抗
血清，可用于带毒白背飞虱和感病水稻寄主的快速

检测。羊健等［１６］原核表达了ＲＢＳＤＶＰ８蛋白并制备
了Ｐ８蛋白的多抗血清，可用于 ＲＢＳＤＶ田间病株的
快速诊断。张上林等［２３］原核表达了 ＲＢＳＤＶＰ７２蛋
白，与水稻总蛋白进行了 ＰｕｌｌＤｏｗｎ试验，鉴定出与
Ｐ７２互作的４个水稻蛋白。本研究利用载体 ｐＥＴ
ＧＳＴ获得了带有６×Ｈｉｓ和 ＧＳＴ双标签的 Ｐ５２融合
蛋白，２８℃、１０ｈ和０．２ｍｍｏｌ·Ｌ１ＩＰＴＧ条件下诱
导，Ｐ５２蛋白能够快速、大量地表达，但表达的 Ｐ５２
蛋白为沉淀蛋白，缺乏生物活性，可用于抗血清制

备，但不能进行蛋白互作试验［２４］。为了获得具有生

物活性的可溶性蛋白，需降低诱导温度，延长诱导时

间，调整ＩＰＴＧ诱导浓度等优化诱导条件，提高可溶
性蛋白的表达量，为开展 Ｐｕｌｌｄｏｗｎ和 ＣｏＩＰ等蛋白
互作试验奠定基础。
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