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摘要：【目的】检测灰飞虱体内由水稻条纹病毒（RSV）编码的外壳蛋白（CP）、病害特异性蛋白（SP），以

及非结构蛋白 NS2、NS3 和 NSvc4 等 5 种蛋白以及病毒粒子 CP 与 SP、NS2、NS3、NSvc4 的体外结合，为进一步研

究水稻条纹病毒与其介体昆虫互作提供有用信息。【方法】提取高带毒灰飞虱（Q 家系）总蛋白，用免疫方法检

测昆虫体内 CP、SP、NS2、NS3 和 NSvc4 等 5 种重要蛋白的表达以及病毒粒子 CP 与 SP、NS2、NS3、NSvc4 的体外

结合情况。【结果】结果表明在带毒灰飞虱体内以上 5 种蛋白都能检测到，而且 CP 含量最高，NSvc4、SP、NS3、

NS2 含量依次降低；用体外原核表达后纯化的蛋白进行了 RSV 粒子 CP 与 SP、NS2、NS3、NSvc4 的体外结合实验，

实验结果表明病毒粒子 CP 与 SP、NSvc4 之间存在体外结合关系。【结论】检测结果为灰飞虱作为 RSV 的昆虫寄主

并且可以在其体内增殖的结论提供了支持，表达差异表明病毒编码蛋白在介体灰飞虱体内可能存在着一定的协调

关系；病毒粒子与 SP 的结合为前人关于 CP 与 SP 可能共同作用于叶绿体进而影响症状的严重度的报道又提供了一

个新的证据，病毒粒子与 NSvc4 之间存在体外结合关系，也为 NSvc4 可能作为运动蛋白通过与 CP 的互作以及诱导

病毒在胞间运动需要 CP 的辅助提供了佐证。 
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Detection of the Proteins Encoded by Rice Stripe Virus in  
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Abstract: 【Objective】 Detecting the five proteins encoded by RSV (CP, SP, NS2, NS3 and NSvc4) in the small brown plant 
hopper (Laodelphax striatellus Fallén, SBPH), investigating the interactions between CP and the other four proteins of RSV in vitro, 
and providing available data for further studying the relationship between RSV and its insect vector. 【Method】 The total protein of 
virus infected SBPH was extracted, and hybridized with specific antibodies of the five RSV proteins. The gel overlay assay was 
performed. 【Result】 All the five proteins encoded by RSV presented in the SBPH. Further more, CP has a higher density among the 
five proteins. Besides, results indicated that there are interactions with CP and SP or CP and NSvc4 in vitro. 【Conclusion】 The 
study confirmed that RSV replicates in SBHP, and different concentrations of the five proteins presented in SBHP body indicated the 
different roles in its replication. The interaction in vitro between CP and NSvc4 (the potential movement protein) indicates that the 
cell-to-cell movement of RSV may depend on this relationship between CP and NSvc4. The results also showed the interaction 
between CP and SP, which has been reported previously on chloroplast of rice and influence on the severity of symptoms.  
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0  引言 

【研究意义】水稻条纹病毒（Rice stripe virus，
RSV）是纤细病毒属（Tenuivirus）的典型成员，分布

于中国 16 个省市，给中国水稻生产造成严重损失[1]。

【前人研究进展】RSV 通过灰飞虱以持久方式传播[2]，

并且它在植物及昆虫寄主中都能复制，病毒可以通过

昆虫经卵传递给下一代[3-4]。RSV 由 4 条 RNA 链组成，

分别为 RNA1、RNA2、RNA3 和 RNA4[5-6]。随着 RSV
分子生物学研究的深入，人们对 RSV 编码的几个蛋白

功能的了解也日趋完善。研究结果表明，vcRNA3 编

码相对分子质量 35 kD 的外壳蛋白（CP），vRNA4
编码病害特异性蛋白 SP，CP 和 SP 在病叶中的积累与

褪绿花叶症状的严重度密切相关，推测这两种蛋白都

是致病相关蛋白[7]。Takahashi 等[8]与 Liang 等[9]对由

vRNA2 编码的 NS2 蛋白有不同的看法，前者推测其

与病毒的胞间运动（cell to cell movement）有关，而

Liang 等在进行 NS2 与 RNA 结合实验后认为 NS2 不

可能是运动蛋白。NS3 由 vRNA3 编码，推测其与病

毒的复制有关[10]，但其确切功能还未知。vcRNA4 编

码的 NSvc4 蛋白与植物病毒 30 kD 移动蛋白

（movement protein，MP）大家族的结构有相似性，

推测其可能与病毒的胞间运动有关。【本研究切入点】

以上的推测多数缺乏直接的实验依据，研究 RSV 编码

的 5 种主要蛋白在灰飞虱体内的表达以及病毒粒子与

SP、NS2、NS3 和 NSvc4 的体外结合情况，可以更加

清晰说明 RSV 在灰飞虱体内的增殖与传播。【拟解决

的关键问题】本文采用 ELISA 和 Western blotting 方法

检测到 5 个蛋白在灰飞虱体内的表达，并初步推测 5
种蛋白量的多少；同时采用 ELISA 和凝胶覆盖验证病

毒粒子 CP 与其它 4 种蛋白之间的体外结合关系。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

提纯的 RSV、TMV，高带毒灰飞虱（Q 家系）及

CP 单克隆抗体（对应二抗 Sigma Product No.：A4416）
均由江苏省农科院植物保护研究所病害室保存并提

供，SP、NS2、NS3、NSvc4 原核表达后的纯化蛋白

以及相应多克隆抗体（SP、NS2、NS3、NSvc4 效价

分别为 1﹕102 400、1﹕51 200、1﹕51 200、1﹕25 600，
经试验验证几种抗血清在 ELISA 和 Western 试验中对

其它几种非对应抗原之间无交叉反应；对应二抗

Sigma Product No.：A0545）由浙江大学制备和提供。

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗和辣根过氧化物酶

标记的羊抗鼠二抗购自 Sigma 公司（Product No.：
A4416 和 A0545），NC 膜购自 Amersco 公司。饲虫

水稻品种为高感 RSV 的武育粳 3 号。 
1.2  试验方法 

1.2.1  高带毒灰飞虱筛选  灰飞虱饲养至成虫，单头

雌虫产卵 3～4 d，取出雌虫经 Dot-ELISA 检测，阳性

虫后代饲养 2～4代后再同上法纯化一次，所得纯系（Q
家系）进行扩繁。实验过程中定期进行纯化，使供试

虫的带毒率维持在 90%以上。同样方法筛选出不带毒

灰飞虱群体。 
1.2.2  ELISA 检测带毒灰飞虱体内的 CP、SP、NS2、

NS3、NSvc4  参照王贵珍的方法[11]，略做修改。（1）
取高带毒灰飞虱 10 头，加入 2.5 ml pH 9.6 的 0.05 
mol·L-1 Na2CO3-NaHCO3包被缓冲液，在玻璃匀浆器内

彻底研磨后于 4℃、4 000 r/min 离心 5 min。取上清按

照 1、10、50、100、500、1 000、5 000 和 10 000 倍

做梯度稀释后加到酶联板上，每孔 100 µl，置 4℃温

育过夜。实验中以纯化 CP、SP、NS2、NS3、NSvc4
稀释 10 倍后作为阳性对照，不带毒灰飞虱同样处理的

上清为阴性对照。（2）用 0.01 mol·L-1 PBST 洗 3 次，

每次 3 min。（3）每孔加 1%脱脂奶粉封闭液（0.01 
mol·L-1 PBST 中加入脱脂奶粉至终浓度 1%）125 µl，
37℃封闭 30 min。同（2）洗涤。（4）每孔加入 100 µl
用封闭液稀释（一抗浓度均为 1﹕10 000）的一抗，37℃
温育 1.5 h。同（2）洗涤。（5）每孔加入 100 µl 用封

闭液稀释 HRP 标记二抗，37℃温育 1.5 h。同（2）洗

涤。（6）每孔加入 100 µl 新配制的底物溶液，37℃
显色 30 min。（7）每孔加入 50 µl 2 mol·L-1 H2SO4，

终止反应。随后在 Bio-Rad 550 型酶标仪上测 450nm
处的 OD 值，求出阴性对照的 OD 值的平均值 N，若

样品 OD 值 P≥2N，则视为阳性，否则为阴性（重复

3 次，取平均值）。 
1.2.3  Western 检测带毒灰飞虱体内的 CP、SP、NS2、

NS3、NSvc4  按 Sambrook 等的方法[12]。取高带毒灰

飞虱200头采用Mg-EGTA沉降法[13]提取虫体总蛋白。

提取的蛋白样品与 2×SDS 上样缓冲液中（2﹕1）煮

沸 5 min 后冰水浴中静置 3 min 稍离心加样，经过 
l2.5% SDS-PAGE 电泳（每泳道 40 µl）将蛋白分开，
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电泳结束后将蛋白用 Bio-Rad 半干转移仪转移到 NC
膜上，NC 膜干燥后用 5%脱脂奶粉封闭 24 h。封闭后

的 NC 膜浸于 5%脱脂奶粉稀释的一抗（一抗浓度均为

1﹕100）中，室温下在水平摇床上轻轻振荡反应 1.5 h，
用 PBST 淋洗 3～5 次，每次约 5 min。淋洗后将膜转

移至用 5%脱脂奶粉以 1﹕10 000 稀释的 HRP 标记的

二抗中，室温下轻轻振荡反应 1.5 h。膜用 PBST 洗 8～
10 次，以去除多余的二抗。再将膜浸入显色液中避光

反应，至特异性条带明晰，而背景较低为止。将显色

反应完全后的膜迅速移至去离子水中，以终止颜色反

应（重复 3 次）。 
1.2.4  ELISA 验证 RSV 粒子 CP 与纯化的蛋白体外结

合  将提纯的 RSV 按照 1、10、100、1 000 和 10 000
倍做梯度稀释后加到酶联板上，每孔 100 µl，置 4℃
温育过夜，试验中以提纯 TMV 为阴性对照。用 0.01 
mol·L-1 PBST 洗 3 次，每次 3 min。每孔加 1%脱脂奶

粉封闭液（0.01 mol·L-1 PBST 中加入脱脂奶粉至终浓

度 5%）125 µl，37℃封闭 30 min，同上洗涤。再加入

用 5%脱脂奶粉以 1﹕50 稀释的纯化蛋白，37℃温育

1.5 h[14-16]。以下操作与 1.2.2（4）以后步骤相同（重

复 3 次，取平均值）。 
1.2.5  凝胶覆盖验证（gel overlay assay）RSV 粒

子与纯化蛋白体外结合  如 1.2.3 将 SP、NS2、NS3、
NSvc4 4 个纯化蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，转膜。转

膜后将 NC 膜浸入变性缓冲液（6 mol·L-1 盐酸胍，2 
mmol·L-1 EDTA，50 mmol·L-1 DTT，50 mmol·L-1 
Tris-HCl，pH 8.3）中，28℃，10 min。再让蛋白先后

在复性缓冲液（10 mmol·L-1 Tris-HCl，pH 7.4，150 

mmol·L-1 NaCl，2 mmol·L-1 EDTA，2 mmol·L-1 DTT 和

0.1% NP-40，其中包含盐酸胍依次为 4、3、2、1 和 0 
mol·L-1）中，4℃复性 10 min。复性后的膜用包含 10%
脱脂奶粉和 5%甘油的复性缓冲液[17-20]，在 28℃下，

封闭 1.5 h。将膜转移至用 5%脱脂奶粉作 1﹕100 稀释

的 RSV 中 4℃孵育过夜[21-23]。过夜的膜浸于 5%脱脂

奶粉稀释（1﹕250）的 CP 一抗中 37℃温育 1.5 h，用

PBST 淋洗 3～5 次，每次约 5 min。淋洗后将膜转移

至用5%脱脂奶粉作1﹕10000稀释的HRP标记的二抗

中，室温下轻轻振荡反应 1.5 h。膜用 PBST 短暂淋洗，

以去除膜表面的 Tween-20。再将膜浸入显色液中避光

反应，至特异性条带明晰，而背景较低为止，约需 5～
10 min。将显色反应完全后的膜迅速移至去离子水中，

以终止颜色反应（重复 3 次）。 

2  结果与分析 

2.1  ELISA 检测带毒灰飞虱体内的 CP、SP、NS2、NS3、

NSvc4 

提取高带毒灰飞虱（Q 家系）总蛋白，进行一系

列的稀释后进行 ELISA 反应，结果表明，稀释 100 倍

后，检测不到 NS2 蛋白；稀释 500 倍后，检测不到

SP 和 NS3 蛋白；稀释 1 000 倍后，检测不到 CP 和

NSvc4 蛋白。数据说明了这 5 种蛋白在带毒灰飞虱体

内都被表达，但存在量上的差异，即 CP＞NSvc4＞SP
＞NS3＞NS2（图 1）。 
2.2  Western 检测带毒灰飞虱体内的 CP、SP、NS2、

NS3、NSvc4 

提取的高带毒灰飞虱总蛋白，进行 SDS-PAGE 电

 

 
 

图 1  ELISA 检测带毒灰飞虱体内的 CP、SP、NS2、NS3、NSvc4 蛋白 

Fig. 1  Detection of CP, SP, NS, NS3, NSvc4 in SBPH by ELISA 
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泳后转膜，进行 Western 印迹反应，结果表明在带毒

灰飞虱体内 CP（35.1 kD）、SP（20.5 kD）、NS2（22.8 
kD）、NS3（23.9 kD）、NSvc4（32.4 kD）5 个蛋白

在 Western 检测中都有杂交信号，而且大小与理论值

相符。从条带显色的深浅可以推测带毒灰飞虱体内蛋

白含量为 CP＞NSvc4＞SP＞NS3＞NS2（图 2），这

个结果与 2.1 的结果是一致的。 
 

 
M：蛋白分子量标准；1～5：分别为 CP、SP、NS2、NS3、NSvc4 
M: Protein marker; 1-5: CP, SP, NS2, NS3 and NSvc4 

 

图 2  Western 检测带毒灰飞虱体内的 CP、SP、NS2、NS3、

NSvc4 蛋白 

Fig. 2  Western-blots of the CP, SP, NS, NS3 and NSvc4 

 
2.3  ELISA 验证 RSV 粒子 CP 与纯化蛋白的体外结合 

图 3 的检测结果显示病毒粒子 CP 可以与纯化蛋

白中的 SP、NSvc4 结合，并且分别在病毒粒子稀释到

1 000 倍和 100 倍时仍可以被检测到。而 NS2、NS3
的 OD 值都是 P＜2N，因此判定 NS2、NS3 与病毒粒 
 

 

 

图 3  ELISA 检测病毒粒子与 SP、NS2、NS3、NSvc4 蛋白的

体外结合 

Fig. 3  Detection of the interaction in vitro between CP and SP, 

NS, NS3, NSvc4 by ELISA 

子 CP 没有发生结合。 
2.4  Western验证RSV病毒粒子与纯化的蛋白体外结

合 

纯化的 4 个蛋白进行 SDS-PAGE 电泳后转膜，以

RSV 单抗作为一抗，碱性磷酸酯酶标记的羊抗鼠 IgG
作为二抗，结果表明，纯化的 4 个蛋白中只有 SP、
NSvc4 与病毒粒子 CP 发生了体外结合，从而被 CP 的

单抗检测到，纯化的 SP、NSvc4 带有 His-Tag 标签蛋

白为 19 kD 左右，因此出现的特异条带与理论大小

39.5、51.4 kD 相符（SP、NSvc4 大小分别为 20.5、32.4 
kD），0.2%BSA 的对照没有明显条带出现。NS3 和 NS2
与对照相同也没有出现互作条带（结果未显示）。  
 

 
 

图 4  凝胶覆盖检测验证病毒粒子蛋白与 SP、NS2、NS3、

NSvc4 蛋白的体外结合 

Fig. 4  Detection of the interactions in vitro between CP and 

SP, NS, NS3, NSvc4 by gel overlay assay  

 

3  讨论 

利用已经得到的 5 个多克隆抗体在带毒灰飞虱体

内均能检测到相应的 CP、SP、NS2、NS3、NSvc4 5
个蛋白，而且大小与理论相符。曲志才等[10]在带毒灰

飞虱体内也检测到了 CP、SP、NS3、NSvc4 这 4 个蛋

白，但是大小与理论值有差异。出现这种差异很可能

与灰飞虱的带毒率、灰飞虱蛋白的提取方法以及抗体

的差异相关。另外根据 ELISA 和 Western blot 的结果

可以推测出这 5 种蛋白在表达量上为 CP 含量最高，

NSvc4、SP、NS3、NS2 含量依次降低。在带毒灰飞

虱体内可以检测出 CP、SP、NS2、NS3、NSvc4 5 个

蛋白支持了灰飞虱作为 RSV 的昆虫寄主并且可以在

其体内增殖的结论，同时这 5 个蛋白存在量上的差异

也暗示了RSV编码的这5个蛋白的功能差异并且在昆 
虫介体体内可能存在相互调控关系[24]。 

Takahashi 等[8]认为，在 RSV 侵染的灰飞虱单层 
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细胞培养体系中，vRNA2 编码的 NS2 蛋白可诱导形

成胞间连丝状的管状结构，结合其瞬时表达等特征，

推测其与病毒的胞间运动（cell to cell movement）有

关，而 Liang 等[9]在进行 NS2 与 RNA 结合实验后推翻

了这个推测。因此到目前为止，NS2 的具体功能是未

知的。本文结果表明NS2能在带毒灰飞虱体内检测到，

但含量较低，体外结合实验中 CP 不能与 NS2 互作，

这为进一步证实 NS2 的功能提供初步的基础。vRNA3
编码的 NS3，Western blot 分析可以在病毒粒体、病叶

和带毒虫体内检测到这个蛋白，估计其与病毒的复制

有关[7]。这意味着 NS3 蛋白可能直接参与病毒粒体的

形成，但其确切功能还未知。Bucher 等[25]发现与 RSV
同属的水稻白叶病毒（RHBV）编码的 NS3 是基因沉

默抑制子，因此推断 RSV 编码的 NS3 也可能是基因

沉默抑制子。本研究结果发现病毒粒子不能与 NS3 结

合，因此也未能在病毒粒体中检测到 NS3 的存在，这

可能与病毒粒体的结构相关。刘利华等[26]认为 CP 和

SP 两种蛋白都可以进入叶绿体，且其含量与病叶症状

严重度呈正相关，但现在还不清楚 RSV 侵染后在水稻

上表现的症状是由 CP 或 SP 单独作用所致，还是由两

者共同作用的结果。本文中病毒粒子与 SP 的互作实

验为CP与 SP可能共同作用于叶绿体进而影响症状的

严重度提供了一个有力证据。另外 Melcher 等[27]推测

vcRNA4 编码的 NSvc4 蛋白与植物病毒 30 kD 移动蛋

白大家族的结构有相似性，Western blot 分析也可以在

病叶和带毒虫体内检测到这个蛋白[10]。此外，免疫胶

体金标记显示，在病叶叶肉组织细胞壁的胞间连丝中

存在 CP，这个结果暗示 NSvc4 作为运动蛋白极有可

能是和 CP 协同起作用的[26,28]。而病毒粒子与 NSvc4
的互作结果也为NSvc4可能作为运动蛋白诱导病毒在

胞间运动提供了佐证。 

4  结论 

利用 ELISA、Western blotting 和凝胶覆盖检测方

法表明在带毒灰飞虱体内可以检测出 CP、SP、NS2、
NS3、NSvc4 等 5 个蛋白，并且根据结果推测出这 5
种蛋白在表达量上为 CP 含量最高，NSvc4、SP、NS3、
NS2 含量依次降低；试验结果还表明病毒粒子 CP 与

SP、NSvc4 之间存在体外结合关系。 
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