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白背飞虱犞犃犕犘７和犞狋犻１犪蛋白的原核

表达、抗体制备及应用
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（中国农业科学院植物保护研究所，植物病虫害生物学国家重点实验室，北京　１００１９３）

摘要　白背飞虱犛狅犵犪狋犲犾犾犪犳狌狉犮犻犳犲狉犪的囊泡相关膜蛋白７（ＶＡＭＰ７）和囊泡转运蛋白（Ｖｔｉ１ａ）隶属于ＳＮＡＲＥ（ｓｏｌｕ

ｂｌｅＮｅｔｈｙｌｍａｌｅｉｍｉｄｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｆａｃｔｏｒａｔｔａｃｈｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ）家族，该家族蛋白主要参与生物体中关键的膜转

运过程。前期研究发现这两种蛋白分别与南方水稻黑条矮缩病毒犛狅狌狋犺犲狉狀狉犻犮犲犫犾犪犮犽狊狋狉犲犪犽犲犱犱狑犪狉犳狏犻狉狌狊

（ＳＲＢＳＤＶ）的主要外层衣壳蛋白Ｐ１０存在显著互作，推测可能协助病毒粒体在介体白背飞虱内的转运和扩散。为

了进一步利用血清学技术研究ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ在传毒过程中的功能，本研究克隆了白背飞虱编码这两种蛋白的

基因，成功构建了犞犃犕犘７和犞狋犻１犪基因的原核表达载体，并将载体分别转入大肠杆菌中进行诱导表达，得到了相

应的原核表达蛋白。在蛋白纯化后，将纯化蛋白注射于新西兰大白兔体内进行免疫，分别制备得到ＶＡＭＰ７和

Ｖｔｉ１ａ的抗体。两种抗体经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，均可分别与白背飞虱体内的ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ特异性结合。利

用制备的抗体对白背飞虱的肠道进行免疫标记，激光共聚焦显微镜观察发现所制备抗体能够在白背飞虱中肠上皮

细胞的胞质中特异性标记到ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ，表明制备的抗体能够成功用于这两种蛋白的体内外检测，为阐明这

两种蛋白参与传播ＳＲＢＳＤＶ的机制研究奠定了基础。
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虫。以成虫和若虫群栖稻株基部刺吸汁液，使水稻生

长缓慢、分蘖延迟、瘪粒增加，为害严重时，造成稻株

枯死，呈“虱烧”状［１］。除了直接为害外，作为南方水

稻黑条矮缩病毒犛狅狌狋犺犲狉狀狉犻犮犲犫犾犪犮犽狊狋狉犲犪犽犲犱犱狑犪狉犳

狏犻狉狌狊（ＳＲＢＳＤＶ）唯一的传播介体，对于该病毒病害近

年在我国的暴发流行发挥了关键作用［２］。白背飞虱

以持久循回增殖方式传播ＳＲＢＳＤＶ，病毒进入白背飞

虱体内后，会与虫体内多种蛋白发生互作，从而克服

相应的传播屏障［３４］。本实验室前期以ＳＲＢＳＤＶ的主

要外层衣壳蛋白Ｐ１０为诱饵，筛选白背飞虱ｃＤＮＡ文

库，得到了囊泡相关膜蛋白７（ｖｅｓｉｃｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｅｍ

ｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ７，ＶＡＭＰ７）和囊泡转运蛋白（ｖｅｓｉｃｌｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｔｈｒｏｕｇｈｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｔＳＮＡＲＥｓｈｏｍ

ｏｌｏｇ１ａ，Ｖｔｉ１ａ），进一步利用ｐｕｌｌｄｏｗｎ技术验证这

两种蛋白分别与ＳＲＢＳＤＶＰ１０存在显著互作，而且

在白背飞虱肠道内表达量最高，推测他们在白背飞

虱高效传播ＳＲＢＳＤＶ的过程中发挥了重要作用
［５］。

白背飞虱的囊泡相关膜蛋白７（ＶＡＭＰ７）和囊

泡转运蛋白（Ｖｔｉ１ａ）均属于ＳＮＡＲＥ（ｓｏｌｕｂｌｅＮｅｔｈ

ｙｌｍａｌｅｉｍｉｄｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｆａｃｔｏｒａｔｔａｃｈｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ）家族的成员，该家族蛋白在生物体中主要参

与和介导膜融合，在细胞内转运和神经递质释放、细

胞受精和病毒侵染等过程中发挥作用［６］。最早在电

鳐发电器官的神经末梢中发现ＶＡＭＰ７，它是一种

ＶＳＮＡＲＥ类蛋白，一般定位于囊泡膜上，具有

ＳＮＡＲＥ结合活性和囊泡介导的运输功能
［７８］。

Ｖｔｉ１ａ属于ＳＮＡＲＥ家族蛋白的ＶＴＩ１类蛋白，其主

要定位于高尔基体膜上，参与细胞内蛋白质的转运

过程［９］。相关研究表明，在真核细胞中，ＶＡＭＰ７和

Ｖｔｉ１ａ可以组成一种ＳＮＡＲＥ复合体介导一种向细

胞膜表面转运的新型路径［１０］。

以抗体为基础的免疫荧光技术已经广泛应用于

介体昆虫传毒相关蛋白的功能研究［４，１１］。为进一步

确定ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ在白背飞虱高效传播ＳＲＢＳ

ＤＶ过程中的功能，急需制备蛋白的特异性抗体。

本研究首先利用克隆获得的两种白背飞虱蛋白基因

分别构建了原核表达载体，然后将其转化到大肠杆

菌体内进行了成功表达。后将纯化蛋白注射于新西

兰公兔体内制备获得多克隆抗体，并对抗体进行了

纯化和检测，为进一步研究两种蛋白与病毒互作机

制奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　白背飞虱

实验室保存种群，饲养于水稻品种‘黄金晴’幼

苗上，置于光照培养箱内（光期１６ｈ，温度为２８℃；

暗期８ｈ，温度为２５℃），为保证白背飞虱营养充足，

每周更换一次水稻苗。

１．１．２　菌株和载体

大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）购自全

式金公司，入门载体 ＰＵＣ５７和原核表达载体

ＰＥＴ３０ａ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（美国）。

１．１．３　试验试剂

ＧａｔｅｗａｙＬＲＣｌｏｎａｓｅＥｎｚｙｍｅＭｉｘ和Ｇａｔｅｗａｙ

ＢＰＣｌｏｎａｓｅＥｎｚｙｍｅＭｉｘ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（美

国）；Ｐｒｏｔｅｉｎ ＡＳｅｐｈａｒｏｓｅａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎ 购 自

Ｐｉｅｒｃｅ公司（美国）；Ｅｘ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶购自ＴａＫａ

Ｒａ公司；ＩＰＴＧ、ＰＶＤＦ膜、不完全佐剂和弗氏完全

佐剂购自Ｓｉｇｍａ公司（美国）；ＤＮＡ回收试剂盒和质

粒小提试剂盒购自天根生物有限公司；Ｎｉ２＋ ＮＴＡ

亲和层析柱购自ＧｅｎｅｒａｌＥｌｅｃｔｒｉｃ公司；Ｇｏａｔａｎｔｉ

ｒｉｂｂｉｔＩｇＧＣｙ３购自美国ＫＰＬ公司；其他所用试剂

均为国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　引物合成

根据本实验室前期获得的ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ蛋

白的基因序列分别设计一对含有犡犫犪Ⅰ和犅犪犿Ｈ

Ⅰ位点的特异性引物，其中犞犃犕犘７基因的上游引

物为（犡犫犪Ⅰ ＶＡＦ）：５′ＴＣＴＡＣＣＡＡＴＣＣＡＡＴ３′，

下 游 引 物 为 （犅犪犿ＨⅠＶＡＲ）：５′ＡＴＴＧＧＡＴＴＧ

ＧＡＴＣＧＧＡＴＣＣ３′；犞狋犻１犪基因的上游引物（犡犫犪ⅠＶｔ

Ｆ）：５′ＴＣＴＡＧＡＴＣＣＡＡＴＣＣＡＡＴ３′，下游引物（犅犪犿ＨⅠ

ＶｔＲ）：５′ＡＴＴＧＧＡＴＴＧＧＡＴＣＧＧＡＴＣＣ３′。用于扩增

白背飞虱中的犞犃犕犘７和犞狋犻１犪基因。

１．２．２　目的基因的克隆及原核表达载体的构建

取成虫白背飞虱，提取其总ＲＮＡ，后反转录成

ｃＤＮＡ，利用犡犫犪ⅠＶＡＦ／犅犪犿ＨⅠＶＡＲ和犡犫犪Ⅰ

ＶｔＦ／犅犪犿ＨⅠＶｔＲ引物对分别扩增犞犃犕犘７和

犞狋犻１犪基因。利用ｃＤＮＡ为模板，对目的基因进行

ＰＣＲ扩增，后经聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，回收纯

化目的条带。利用 ＧａｔｅｗａｙＢＰＣｌｏｎａｓｅＥｎｚｙｍｅ

Ｍｉｘ试剂盒，将入门克隆载体ＰＵＣ５７与回收产物进
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行ＢＰ 重组反应，最后得到 ＰＵＣ５７ＶＡＭＰ７和

ＰＵＣ５７Ｖｔｉ１ａ的入门载体。对重组载体进行基因测

序，测序正确后，选择含有目的基因的中间载体，利

用ＧａｔｅｗａｙＬＲＣｌｏｎａｓｅＥｎｚｙｍｅＭｉｘ试剂盒，将其

与原核表达载体ＰＥＴ３０ａ进行ＬＲ重组反应。最终

得到含有目的基因的原核表达载体 ＰＥＴ３０ａ

ＶＡＭＰ７和ＰＥＴ３０ａＶｔｉ１ａ。

１．２．３　原核诱导表达

以空质粒作对照，将构建的原核表达载体

ＰＥＴ３０ａＶＡＭＰ７和ＰＥＴ３０ａＶｔｉ１ａ分别转化到大肠杆

菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中，培养后挑取含目

的基因重组表达质粒的菌液，接种于含氯霉素和氨苄

青霉素的ＬＢ液体培养基中，后将其置于３７℃、

１２０ｒ／ｍｉｎ条件下培养。当菌液 ＯＤ６００达０．６～０．８

时，向其中加入ＩＰＴＧ至终浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，在

３０℃条件下，继续诱导培养４ｈ，后收集１ｍＬ菌液

离心，弃上清，保留菌体。利用ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电

泳和考马斯亮蓝染色检测菌体中目的蛋白的表达情

况。当目的蛋白成功表达后，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方

法，利用６×Ｈｉｓ单克隆抗体再次确认目的蛋白表达

情况。为获得可溶性蛋白，进一步优化诱导条件，后

利用超声波破碎菌体细胞，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ后收集上清，最后利用Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和层析

柱纯化回收目的蛋白。

１．２．４　抗体制备与检测

利用完全弗氏佐剂乳化回收纯化的可溶性蛋

白，后将其注射于新西兰公兔皮下，进行多点免疫。

第一次免疫后第１１天进行第二次免疫，之后每隔

１周采用肌肉注射的方式进行１次免疫加强，注射

后每４ｄ取血清，通过间接ＥＬＩＳＡ法，检测效价，在

效价达１∶１０００００以上时，分离血清。将分离后的

血清通过ＰｒｏｔｅｉｎＡＳｅｐｈａｒｏｓｅａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎ从抗

血清中提纯获得ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ抗体，利用Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ技术对两种抗体进行特异性分析。

１．２．５　免疫荧光法检测白背飞虱肠道内的ＶＡＭＰ７

和Ｖｔｉ１ａ的定位

　　在解剖镜下剖出白背飞虱的肠道，用４％的多

聚甲醛固定１ｈ后用０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ＰＢＳ）

清洗３次，每次５ｍｉｎ；用０．２％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００渗

透２ｈ后，ＰＢＳ清洗３次，每次１０ｍｉｎ；用ＰＢＳ稀释

牛血清白蛋白为３％的抗体稀释液，然后将其按照

１∶１００的比例稀释ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ的一抗，利用稀释

后的一抗孵育２ｈ，ＰＢＳ洗３次，每次１０ｍｉｎ；然后再

用稀释后的二抗ａｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧＣｙ３（１∶２００）孵育

１．５ｈ，ＰＢＳ洗３次；在避光环境中，将清洗后的白背飞

虱肠道固定于载玻片上，利用激光共聚焦显微镜

（ＬＳＭＴＰＭＴ，Ｇｅｒｍａｎｙ）观察ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ的定

位情况。

２　结果与分析

２．１　白背飞虱犞犃犕犘７和犞狋犻１犪基因的克隆

利用ＰＣＲ获得犞犃犕犘７和犞狋犻１犪的目的片段

（图１），其中犞犃犕犘７基因为６５１ｂｐ，犞狋犻１犪基因为

６６９ｂｐ。ＰＣＲ产物切胶回收后与载体ＰＥＡＳＹＴ５

进行重组，获得中间载体ＰＥＡＳＹＴ５ＶＡＭＰ７和

ＰＥＡＳＹＴ５Ｖｔｉ１ａ。转化大肠杆菌，阳性克隆测序后

分别通过ＢＬＡＳＴ比对分析，基因同源性均可达

９９％以上。

图１　犞犃犕犘７和犞狋犻１犪基因的犘犆犚扩增结果

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狅犳犞犃犕犘７犪狀犱犞狋犻１犪

　
２．２　载体构建与重组蛋白表达

将目的载体ＰＥＴ３０ａ与测序正确的中间载体进

行ＬＲ 重组，获得重组原核表达载体 ＰＥＴ３０ａ

ＶＡＭＰ７和ＰＥＴ３０ａＶｔｉ１ａ，然后将这两种原核表达

载体分别转入大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中，

挑取单菌落于ＬＢ液体培养基中培养。在３７℃、

２００ｒ／ｍｉｎ条件下，ＩＰＴＧ 诱导４ｈ后，利用ＳＤＳ

ＰＡＧＥ凝胶电泳检测蛋白表达情况。结果发现，目

的蛋白已特异性表达，ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ蛋白大小分

别为２２．５ｋＤａ和２３．４ｋＤａ，与预期的大小一致，而

未诱导的菌液样品中未见目的条带（图２）。因为前

期设计的ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ融合蛋白含有６×Ｈｉｓ

标签序列，因此在 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测中，选用６×
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Ｈｉｓ单克隆抗体特异性检测目的蛋白的表达情况。

结果表明，抗体可分别与ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ的融合蛋

白发生特异性反应（图３）。蛋白纯化中需利用可溶性

的蛋白，因为外源基因在大肠杆菌中表达容易产生包

涵体蛋白，因此本实验对获得的融合蛋白进行了检

测，结果发现，诱导得到的融合蛋白为包涵体蛋白，

需要进一步优化诱导条件，以获得可溶性蛋白。

图２　犞犃犕犘７和犞狋犻１犪基因原核表达产物的

犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵．２　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犲狓狆狉犲狊狊犲犱犞犃犕犘７犪狀犱犞狋犻１犪

犻狀犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻犪犳狋犲狉犻狀犱狌犮犲犱犫狔犐犘犜犌

　

图３　犞犃犕犘７和犞狋犻１犪重组蛋白的犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

犉犻犵．３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狊犞犃犕犘７

犪狀犱犞狋犻１犪犲狓狆狉犲狊狊犲犱犻狀犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻

　

２．３　可溶性蛋白的诱导及纯化

为获得可溶性蛋白，本试验进一步优化诱导条

件：当菌液ＯＤ６００为０．１时，向其中加入ＩＰＴＧ至终

浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，将其置于１６℃，１００ｒ／ｍｉｎ的

条件下诱导过夜。超声波破碎诱导后的菌体，离心

得上清和沉淀。利用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分别对收集

获得的上清和沉淀进行检测，结果表明，沉淀和上清

中均含有目的蛋白。因沉淀中常存在包涵体蛋白，

因此本研究选择回收纯化上清中的可溶性蛋白（图

４），用于下一步的抗体制备。

图４　犞犃犕犘７和犞狋犻１犪可溶性蛋白的犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵．４　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊狅犾狌犫犾犲犞犃犕犘７犪狀犱

犞狋犻１犪犪犳狋犲狉犖犻２＋犖犜犃犪犳犳犻狀犻狋狔犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔

　
２．４　抗体的制备及犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

分别将纯化后的ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ多点免疫注

射于新西兰公兔皮下，制备相应的抗血清。另外，提

取白背飞虱的总蛋白，后将总蛋白通过ＳＤＳＰＡＧＥ

凝胶电泳转移至硝酸纤维素膜上，后将其置于含

ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ一抗抗体（１∶４０００稀释）的抗体

稀释液中孵育，以检测抗体特异性。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

分析结果显示，ＶＡＭＰ７和 Ｖｔｉ１ａ的抗体分别与

ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ的重组蛋白、白背飞虱总蛋白有特

异性反应，产生１条２２．５ｋＤａ或２３．４ｋＤａ的条带，

而与诱导的空载体未产生任何条带，说明制备的抗

体具有特异性（图５）。

２．５　犞犃犕犘７与犞狋犻１犪在白背飞虱体内的分布

参照本实验室已有方法进行免疫荧光检测［１２］，

对白背飞虱成虫肠道进行免疫荧光标记。经激光共

聚焦显微镜观察发现，制备的抗体均可特异性地标

记ＶＡＭＰ７（图６ａ，红色荧光标记）和Ｖｔｉ１ａ蛋白（图

６ｂ，红色荧光标记），说明制备的ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ

抗体能够用于免疫荧光学分析，ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ均

定位于白背飞虱的肠道上皮细胞内。

·８５·



４７卷第１期 张潇婉等：白背飞虱ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ蛋白的原核表达、抗体制备及应用

图５　犞犃犕犘７和犞狋犻１犪多克隆抗体的犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

犉犻犵．５　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犞犃犕犘７犪狀犱

犞狋犻１犪狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱犻犲狊

　

图６　白背飞虱中肠内犞犃犕犘７和犞狋犻１犪蛋白定位分析

犉犻犵．６　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犞犃犕犘７犪狀犱犞狋犻１犪犻狀狋犺犲犿犻犱犵狌狋狅犳

犛狅犵犪狋犲犾犾犪犳狌狉犮犻犳犲狉犪犫狔犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲

　

３　讨论

本研究利用重组技术将白背飞虱编码的犞犃犕犘７

和犞狋犻１犪基因重组插入到原核表达载体ＰＥＴ３０ａ，在大

肠杆菌中成功表达了这两种蛋白。可溶性的重组蛋

白经Ｎｉ２＋ＮＴＡ 亲和层析柱纯化后，作为抗原成功制

备了具有较高特异性的多克隆抗体，为研究白背飞虱

中这两种蛋白的功能奠定了基础。外源基因在大肠

杆菌体内表达容易产生包涵体蛋白，这种状态的蛋白

质不具有生物学活性且不易纯化回收。有研究表明，

胞质内蛋白质生成速率会影响包涵体的形成，新多肽

生成越快，浓度则越高，因高浓度的多肽没有充足时

间进行折叠，导致形成了非结晶、无定形的蛋白质聚

集体［１３］。为降低蛋白质的合成速度，获得可溶性蛋

白，本研究选择利用低浓度菌体，在低温和低转速条

件下诱导。当菌液ＯＤ６００达０．１时，加入ＩＰＴＧ至终

浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，在１６℃、１００ｒ／ｍｉｎ的条件下

继续诱导过夜，进而大大增强了大肠杆菌中

ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ蛋白的可溶性表达，为最终蛋白质

纯化和特异性抗体制备奠定基础。将纯化蛋白免疫

于新西兰公兔，制备得到ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ抗体。

经检测两种抗体特异性良好、性价比较高，为下一步

研究白背飞虱ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ与ＳＲＢＳＤＶ或其

他相关病毒的互作机制打下了基础。

白背飞虱是目前已知的唯一一种能够以持久增

殖循回的方式传播ＳＲＢＳＤＶ的介体昆虫
［２３］。在白

背飞虱取食过程中，病毒随汁液进入消化道，侵入肠

道上皮细胞并在此复制，然后穿透基底膜后扩散入

血液淋巴，继而到达唾液腺，再随唾液的分泌完成其

传播过程，在整个循回过程中病毒与其昆虫介体内

的多种蛋白会形成复杂多样的互作关系［１４］。实验

室前期发现白背飞虱的ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ分别可与

ＳＲＢＳＤＶ的主要外层衣壳蛋白Ｐ１０发生互作
［５］。

在树突结构细胞中，ＶＡＭＰ７定义了一种新的膜结

构，并参与大多数细胞类型常见的运输途径［７］，由此

推测ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ可能参与到病毒在介体白背

飞虱组织内的移动过程。利用ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ重

组蛋白的抗体，我们发现ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ定位在

介体白背飞虱肠道上皮细胞的胞质内，这也是

ＳＲＢＳＤＶ复制和开始扩散的场所。有研究表明，在

人体宫颈癌细胞中ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ蛋白能够组合

形成一种ＳＮＡＲＥ复合体
［１５］，ＶＡＭＰ７、Ｖｔｉ１ａ、ｓｙｎ

ｔａｘｉｎ５蛋白和ｒＢｅｔ１蛋白共同形成ＳＮＡＲＥ复合

体，能够帮助囊泡由内质网向高尔基体转运，在这个

过程中ＶＡＭＰ７和Ｖｔｉ１ａ蛋白能够自动恢复以备循

环使用［１６］，我们推测，白背飞虱体内的ＶＡＭＰ７和

Ｖｔｉ１ａ蛋白可能组成了一种ＳＮＡＲＥ复合体共同完

成ＳＲＢＳＤＶ病毒粒体在介体肠道中的转运，而在此

过程中ＳＲＢＳＤＶ粒体先与转运囊泡膜上的ＶＡＭＰ７

结合，通过ＶＡＭＰ与靶标膜上的Ｖｔｉ１ａ蛋白特异性

识别，将ＳＲＢＳＤＶ病毒粒体运输到特定的囊泡。因

此，白背飞虱的这两种蛋白在其高效传播ＳＲＢＳＤＶ

的过程中可能发挥重要的作用。
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［２３］ＬＩＳＨＫＯＰＶ，ＰＲＯＣＫＯＥ，ＪＩＮＸｉａｎｇｓｈｕ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｎｋｙｒｉｎ

ｒｅｐｅａｔｓｏｆＴＲＰＶ１ｂｉｎｄｍｕｌｔｉｐｌｅｌｉｇａｎｄｓａｎｄｍｏｄｕｌａｔｅｃｈａｎｎｅｌ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｎ，２００７，５４（６）：９０５ ９１８．

［２４］ＣＯＲＤＥＲＯＭＯＲＡＬＥＳＪＦ，ＧＲＡＣＨＥＶＡＥＯ，ＪＵＬＩＵＳＤ．

ＣｙｔｏｐｌａｓｍｉｃａｎｋｙｒｉｎｒｅｐｅａｔｓｏｆｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌＡ１

（ＴＲＰＡ１）ｄｉｃｔａｔｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｔｈｅｒｍａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｉｍｕｌｉ

［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅ

ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，２０１１，１０８（４６）：１８５９５ １８５９６．

（责任编辑：田　?）
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