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南方水稻黑条矮缩病毒外壳蛋白 p10 的原核表达 
和抗血清制备及应用  
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摘  要：南方水稻黑条矮缩病毒(SRBSDV) p10蛋白由其基因组片段 S10编码，根据 SRBSD海南分离物 S10序

列(EU523360)设计特异性引物扩增编码 p10 蛋白的片段，并亚克隆至原核表达载体 pET−28a+，以大肠杆菌

BL21plysS 为宿主菌进行高水平表达，利用纯化的 p10 蛋白免疫兔子，制备了 p10 蛋白的特异性抗血清。ELISA

检测显示，p10 蛋白的抗血清可与来自湖南不同地区的白背飞虱病汁液发生强烈的血清学反应，表明该抗血清适

用于田间 SRBSDV的快速诊断。 
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Prokaryotic expression of p10 protein of Southern rice black-streaked 
dwarf Fijivirus and preparation and application of its antiserum 
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Abstract: Protein p10 is encoded by the genome segment S10 of Southern rice black-streaked dwarf virus 
(SRBSDV).Based on the sequence of S10 (EU523360), a pair of S10 specific primers were designed and used to amplify 
the p10 protein-encoding gene. The expected product was subcloned into the expression vector pET−28a+, which was 
transformed into Escherichia coli BL21plysS and expressed at high level. Antiserum specifically against p10 protein was 
prepared using the purified protein to immunize rabbit. ELISA tests showed that the antiserum against p10 protein could 
react strongly with fluids from diseased insects, indicating that the antiserum could be used to rapidly diagnose the 
SRBSDV infection in fields. 
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南方水稻黑条矮缩病毒(SRBSDV)是近年来发现
的水稻病毒病新种，隶属于呼肠孤病毒科(Reoviridae)
斐济病毒属(Fijivirus)[1−2]。有研究[2]表明，南方水稻黑

条矮缩病毒在自然条件下主要以白背飞虱(Sogatella 
furcifera Horvath)传播，侵染水稻、玉米、薏米、稗
草、白草和水莎草等。2009年，湖南省首次发现该
病毒；2010年，在湖南主要水稻产区呈流行趋势[3]。 
白背飞虱以持久性方式传播 SRBSDV [4]，病毒

在虫体内增殖，虫体一旦获毒，即终身带毒。在湖

南稻区，SRBSDV初侵染源主要是春季带毒迁入的
白背飞虱，初侵染源扩繁后，再经白背飞虱传入单

季稻或晚季稻秧田或早期本田，给水稻生产造成严

重危害。白背飞虱的带毒率及早春寄主植物的感病

率是预测南方水稻黑条矮缩病毒病发生程度的重

要依据[5]，因此有必要建立快速有效的 SRBSDV检
测方法。 



 
 

第 37 卷第 4期       张蔚明等  南方水稻黑条矮缩病毒外壳蛋白 p10的原核表达和抗血清制备及应用             401 

SRBSDV 的基因组由 10 条线形的双链 RNA 
(dsRNA) 片段组成，按照基因组在 PAGE凝胶上的
迁移快慢由上到下依次称为 S1～S10[6−9]，其中 p10
蛋白为基因组 S10编码的蛋白，同源性比较分析表
明，该蛋白为主要的外壳蛋白[10]。利用病毒外壳蛋

白制备抗血清进行病毒的检测，具有高效、灵敏、

特异的特点 [11]。笔者利用原核表达方法表达了

SRBSDV p10蛋白，并制备了抗血清，ELISA检测
显示，p10 蛋白的抗血清可与不同来源的介体昆虫
病汁液发生强烈的血清学反应，表明该抗血清适用

于 SRBSDV的田间快速诊断，现将结果报道如下。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

SRBSDV的dsRNA由植物病虫害生物学与防控
湖南省重点实验室保存，携SRBSDV的白背飞虱分
别采自湖南汉寿、浏阳、常宁、炎陵、芷江、道县、

隆回、怀化、洞口、洪江等地。引物由上海生工生

物工程有限服务公司合成；BamHI、XhoI、T4−DNA
连接酶、胶回收、质粒提取试剂盒、T−载体购自

Takara公司；表达载体pET28−a+购自Promega公司；
羊抗小兔IgG (碱性磷酸酶共价结合)、5−溴−4氯−3吲
哚磷酸(BCIP)和氮蓝四唑(NBT)购自Sigma 公司。 

1.2  方  法 

1.2.1  原核表达载体 pET28-p10 的构建与鉴定 

根据已发表的SRBSDV海南分离物基因组片段
S10的序列( EMBL/DDBJ/GenBank数据库登录号为
EU523360)，设计2条引物， p10−1：5′−CGCGGAA 
TGGCTGACATAAGACTTGACATA−3′；p10−2：5′− 
CCGCTCTCTGGTGACTTTATTTAACACAAC−3′。
为了便于克隆和鉴定，在引物p10−1和p10−2 中分
别加入了BamHI和XhoI识别位点。原核表达载体的
构建和鉴定参照文献[12]的方法。 

1.2.2  外源基因的诱导表达及抗血清制备 

将含有目的基因的表达载体pET−p10转化至大
肠杆菌E.coli BL21 (DE3) plysS菌株中诱导表达[13]。

15% SDS−PAGE电泳检测后，参照Invitrogen蛋白纯
化方法纯化表达的p10蛋白，纯化的蛋白经检测后
免疫兔子，免疫3次，采集抗血清。 

1.2.3  ELISA 检测 

以制备的p10抗血清为抗体，参照文献[14]，用
间接ELISA方法检测白背飞虱样品。 

2  结  果 

2.1  表达载体 pET28-p10 的构建 

以SRBSDV的dsRNA为模板，按照TaKaRa One- 
step RT−PCR试剂盒说明进行RT−PCR反应。用引物
对p10−1和p10−2可以特异地扩增得到长约1 700 bp 
的预期片段，回收纯化后连接至T−载体(promega)
转化TG1，进行测序验证。鉴定正确后，构建表达
载体pET28−p10(图1)。结果表明，构建的表达质粒
含有完整的目的片段，并且有正确的开放阅读框。 

1    2     3 

 
1  Marker；2  质粒pET28−p10的BamHI和XhoI双酶切鉴定；3  质

粒pET28−p10的PCR鉴定。 

图 1  pET28-p10 质粒的双酶切和 PCR 检测鉴定 

Fig.1  Identification of pET28−p10 by restriction enzyme digestion and PCR 

2.2  p10 蛋白表达的诱导及优化 

将表达载体 pET28−p10转化大肠杆菌BL21 
plysS，挑取单克隆进行液体培养，并用IPTG诱导
后进行SDS−PAGE检测，在约 71 000处出现1条高
浓度的诱导表达条带(图2，第2泳道)，与预测的大
小基本一致。 

1    2     3 

 
1 Marker；2  诱导后的含pET28−p10的宿主菌；3  诱导后的仅含

pET−28a+空载体的宿主菌。 
图 2  SDS-PAGE 分析 p10 蛋白的原核表达 

Fig.2  SDS−PAGE analysis of the lysates of E. coli BL21 plysS 
transformed with pET28−p10 and induced by IPTG for 3 h 
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2.3  Western blot 检测 

p10蛋白纯化后(图片未显示)制备抗血清，用其
进行Western−blot检测，结果(图3)显示，按1∶5 000
稀释的抗血清与IPTG诱导的空载体转化的细菌裂
解物无任何可检测的信号(图3，第1泳道) ，但与相
应原核表达的62 400蛋白呈现出强烈的信号(图3，
第2泳道) ，且没有其他杂带和背景，表明所制备的
抗血清具有高度的特异性，可以用于SRBSDV的田
间检测。 

1     2 

 
1  诱导的不含pET28−p10菌株；2 诱导表达的含pET28−p10 菌株。 

图 3  Western blot 分析 pET28-p10 原核表达产物 

Fig.3  Analysis of p10 protein by western blot 

2.4  p10 抗血清在检测 SRBSDV 中的应用 

分别以采自湖南10个地区的白背飞虱为样品，
并以发病症状明显的水稻植株为阳性对照，以人工

饲养于实验室无毒的白背飞虱为阴性对照，利用

p10抗血清，采用间接ELISA方法进行SRBSDV的检
测。结果显示，单头飞虱病样汁液经10倍稀释后均
可与稀释1 000倍的p10抗血清产生强烈的血清学反
应，表明由原核表达蛋白所制备的p10抗血清适于
SRBSDV的检测。 

3  讨  论 

笔者通过原核表达的方法获得南方水稻黑条矮

缩病毒(SRBSDV)p10蛋白，并制备了特异性针对p10
的抗血清[15−17]，方法较为简单可行，Western blot检测
结果表明，抗血清具备很高的特异性。ELISA检测显
示，该抗血清能够与采集自湖南各地的介体白背飞虱

之间发生强烈的血清学反应。以人工饲养的带水稻黑

条矮缩病毒(RBSDV)的灰飞虱为同源对照，数据显示
该样品也发生强烈的血清学反应，这可能是由于普通

水稻黑条矮缩病毒病(RBSDV)S10与南方水稻黑条矮
缩病毒病(SRBSDV)S10在氨基酸水平上存在较高的
同源性，两者的血清学的关系较近的缘故。 
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