
大豆花叶病毒病是世界性大豆病害 [1]，我国从
南到北均有发生，长江以南地区比北方严重，大豆
花叶病毒病侵染大豆植株后， 叶片中叶绿素含量
及叶质量下降，叶面积减小，影响光合面积和光合
能力；植株营养生长受阻、植株矮小，生长量下降，
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单株荚数减少， 流行年份可造成减产 10%~30%，
是造成大豆减产的原因之一。 大豆花叶病毒病不
仅影响大豆的产量，还影响大豆的质量，可造成病
株子粒出现褐斑， 严重时病粒率达 50%以上，严
重降低大豆的商品质量。
大豆花叶病毒(Soybean mosaic virus, SMV)为

马铃薯 Y 病毒属 (Potyvirus)成员 [2]，基因组由单链
正义 RNA 组成，长约 10 000 个核苷酸。 其编码
的多聚蛋白经酶解后产生 10 个成熟蛋白， 从 N
端到 C 端分别为 P1、HC- Pro、P3、6K1、CI、6K2、
NIa- VPg、NIa- Pro、Nib 和 CP[3]，CP 蛋白是病毒的
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摘 要：本研究克隆了东北大豆花叶病毒 3 号株系衣壳 (CP)蛋白基因 ，在大肠杆菌中表达了 CP 蛋白 ，通

过亲和层析获得了纯化的 CP 蛋白 ；制备了 9 株 CP 蛋白单克隆抗体 ，中和试验表明 ，6E7、2D3、1C2 这 3 株单
克隆抗体具有中和作用 ，能够阻断病毒的感染 。 本研究制备的单克隆抗体为大豆花叶病毒检测试剂盒的研制

和大豆花叶病毒抗病育种研究打下基础。
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Abstract: The CP gene of north- eastern region SMV was cloned and the CP protein was expressed in E.

coli and purified by affinity chromatograph. 9 monoclonal antibodies against CP protein were prepared,
among them 6E7, 2D3, 1C2 can prevent SMV infection. These monoclonal antibodies prepared in study
provide ideal biological materials for SMV testing kit and breeding of SMV resistant soybean.
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衣壳蛋白， 对 CP 蛋白的研究较多， 一是可根据
CP 基因的同源性来鉴定病毒或株系间的亲缘关
系， 另外可利用 CP 蛋白进行抗病毒基因工程研
究 [4]。本研究制备了 9 株东北 SMV 3 号株系 CP 蛋
白的单克隆抗体。通过田间试验证实，其中有 3 株
单克隆抗体具有中和东北 SMV 3 号、1 号株系的
特性。为 SMV检测试剂盒的研制和大豆花叶病毒
抗病育种研究打下基础。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 细菌、病毒、细胞和动物
大肠杆菌 DH5α 菌株、Rosseta 菌株、大豆花

叶病毒 3 号 、1 号株系和 SP2/0 细胞由本实验室
保存。 BALB/c 小鼠、新西兰白兔购自长春生物制
品所。
1.1.2 仪器和试剂
台式冷冻高速离心机购置于 Sigma 公司 ，恒

温摇床购置于上海精宏 ，CO2 细胞培养箱购置于

日本三洋 ， 酶标仪 、PAGE 电泳仪购置于美国
BIO- RAD，洗板机购置于美国 Biotek，液氮罐购
置于美国 MVE。 限制性内切酶 、 反转录酶 、T4
DNA连接酶、EX- Tag DNA聚合酶购自大连宝生
物公司 ，IPTG (异丙基 -β- D- 硫代半乳糖苷 )、
Ni2+ 离子亲和层析柱购自美国 GE 公司 ， HRP
标记的羊抗鼠美标抗体购自美国 KPL公司。
1.2 大豆花叶病毒 CP 基因的克隆
根据 GENEBANK 中已有的大豆花叶病毒基

因序列设计了 CP 基因的特异性引物， 上游引物
5'- atCCATGGatgagattcagaacattga- 3' (NcoⅠ)，下游
引物 5'- atCTCGAGctgtaattggactgcattc- 3' (XhoⅠ)。
以 TRIzol 法抽提大豆花叶病毒感染的大豆叶片
总 RNA，用 M- MuLV 反转录酶 42℃作用 1h 合成
cDNA 第一链，以此为模板用 Taq plus DNA 聚合
酶扩增 CP 基因 。 反应条件 ：94℃预变性 2 min；
94℃变性 15 s，56℃退火 30 s，72℃延伸 50 s，进
行 30 个循环；72℃再延伸 10 min。 PCR 产物经凝
胶纯化回收，与 pMD18- T 载体连接，转化大肠杆
菌 DH5α 感受态细胞，构建重组质粒 pMD- CP。
1.3 原核表达载体的构建

NcoⅠ和 XhoⅠ双酶切重组质粒 pMD- CP 和
原核表达载体 pET- 28a(+)，凝胶纯化回收目的片
段 ，将 SMV 的 CP 基因与 pET- 28a(+)连接 ，构建
重 组 质 粒 pET28a- CP， 分 别 转 化 大 肠 杆 菌
DH5α，经 PCR 鉴定和酶切鉴定后，送上海博亚

生物技术有限公司测序。
1.4 重组 SMV CP 蛋白的表达与鉴定
将重组质粒 pET28a- CP 转化至大肠杆菌

BL21 (DE3)，挑取单个菌落进行鉴定后扩增繁殖，
采用不同的 IPTG 浓度 、诱导时间 、诱导温度 、诱
导前测 D600 nm值、培养基抗生素浓度进行诱导
表达，优化诱导条件，比较不同表达载体以及不同
表达条件的表达量，确定最佳诱导条件，同时设立
含 pET- 28a(+)空载体的表达菌作为对照。 重组蛋
白用抗 His 标签单克隆抗体和 HRP 标记羊抗鸡
IgG做 Western- blot 鉴定。
1.5 重组 SMV CP 蛋白的纯化
采用优化的表达条件进行大量表达， 收获菌

体 ，冻融 3 次 ，用 PBS 悬浮菌体沉淀 ， 4℃ 4 500
r/min 离心 10 min，包涵体沉淀用 3 mol/L 尿素溶
液洗去大部分杂蛋白 ，4℃ 4 500 r/min 离心 10
min， 包涵体沉淀用 pH=8.0 含 8 mol/L 尿素的裂
解液室温 溶 解 1 h，4℃ 12 000 r/min 离 心 20
min， 取上清蛋白与 Ni2+- NTA 填料结合 1 h，分
别用 pH=8.0、6.3、5.9 的 8 mol/L尿素溶液洗涤去
杂蛋白后，用 pH=4.5 的 8 mol/L 尿素溶液洗脱目
的蛋白， 收集洗脱的目的蛋白， 进行 SDS- PAGE
鉴定。 用紫外分光光度计测定纯化蛋白的浓度。
1.6 CP 蛋白单克隆抗体的制备
单克隆抗体的制备参照 《 动物免疫学》 第二

版。

2 结果
成功克隆 CP基因，表达并纯化了 CP蛋白(图 1)。

制备了 3B8、2A8、6E7、6B10、4G12、2D3、2C1、
5D2和 1C2共 9株 CP蛋白单克隆抗体(图 2)。
中和试验分析表明(图 3)，空白对照组大豆生

长状态良好， 阴性腹水处理的大豆呈现大豆花叶
病典型症状，在 4 株单克隆抗体 6E7、6B10、2D3、
1C2 中，6E7、2D3、1C2 有中和作用， 能够不同程
度的抑制大豆花叶病毒对植株的感染； 单克隆抗
体 6B10 处理组的大豆植株普遍发病， 表明 6B10
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图 1 CP 蛋白的纯化
1- 7：在 pH=4.0 时不同收集管中纯化的 CP 蛋白；

8：蛋白质 Marker
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无中和活性。

3 讨 论
本研究利用大肠杆菌表达并纯化了 SMV 的

CP 蛋白 [5]，制备了 9 株能够特异性识别天然 SMV
CP 蛋白的单克隆抗体，这些单抗的制备，为 SMV

的研究提供了重要工具，可以用来分析 SMV在大
豆植株中的分布和 SMV感染路径以及 SMV 的致
病机理。 可以利用这些抗体作为探针，研制 SMV
的检测试剂盒 [6]。
本研究通过田间的接毒试验 ， 鉴定出 6E7、

2D3、1C2具有中和活性。植物抗体(Plantibody)是近
年来提出的新概念， 是在植物中表达的动物源性抗
体[7- 8]。 植物抗体已经应用到植物的抗病育种中[9]，本
研究鉴定的中和活性单克隆抗体可以应用到大豆

的抗花叶病育种当中。
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图 2 CP 蛋白单克隆抗体的 ELISA鉴定
1：包被的重组 CP 蛋白；

2：包被的 SMV 感染大豆叶片总蛋白 ；

3：包被的重组羊痘病毒 p32 蛋白；

4：包被的正常大豆叶片总蛋白 ；

a- k： 分别是单克隆抗体 3B8、5G9、2A8、6E7、6B10、4G12、
2D3、2C1、5D2、1C2、5G10。
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图 3 单克隆抗体 6E7、6B10、2D3、1C2的中和活性分析
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