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摘 要：本研究利用 RT-PCR技术从发病马铃薯植株叶片中克隆马铃薯M病毒（Potato virus M, PVM）的衣壳蛋白全长基

因，该基因由 912个碱基组成。将其亚克隆到表达载体 pET-28b（+）中后，转化大肠杆菌菌株 Rosetta。经 IPTG诱导处理

后，获得的重组蛋白大小约为 33 kDa，与预期大小一致。经镍离子亲和层析纯化后免疫日本大耳白兔，制备多克隆抗体，

免疫 4次后多抗血清效价为 1∶64 000。经 ELISA和Western blot分析表明，多克隆抗体能够特异性的识别 PVM。PVM多

克隆抗体的制备为 PVM快速检测方法的建立奠定了基础。
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Abstract：Coat Protein coding gene of Potato Virus M (PVM) was cloned from leaf of infected potato plant by RT-
PCR, and it was composed of 912 base pairs. It was subcloned to pET-28b（+）, the construct was then transformed
into E.coli Rosetta. Induced by IPTG, coat protein was expressed as a 33 kDa protein. After the purification by Ni-
NTA resin, the purified protein was used as the antigen to immunize rabbits. The serum titer reached to 1:64 000 af⁃
ter the forth immunization. These anti-serums can recognize specifically natural PVM that was proved by ELISA
and Western blot analysis. The preparation of polyclonal antibody against PVM laid a foundation for the establish⁃
ment of rapid detection method for PVM.
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马铃薯（Solanum tuberosum L.）属茄科多年生

草本植物，块茎可供食用，是全球第四大重要的

粮食作物，仅次于小麦、水稻和玉米 [1-2]。马铃薯

是重要的粮菜兼用作物，在我国粮食生产和国民

经济发展中占有重要的地位。2015年，我国开始

实施马铃薯主粮化战略。
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马铃薯病毒病是马铃薯的主要病害，侵染马

铃薯的病毒多达 30多种 [3]。其中马铃薯 M病毒

（Potato virus M，PVM）属于乙型线形病毒科（Be⁃
taflexiviridae）、香石竹潜隐病毒属（Carlavirus），是
侵染东北地区马铃薯的主要病毒之一。该病害又

名马铃薯小叶病，侵染症状主要表现为由植株心

叶长出的复叶开始变小，与下位叶差异明显，小

叶常畸形，叶面粗糙 [4]，在马铃薯主要种植产区均

有发生，常与马铃薯 S病毒（Potato virus S，PVS）等
复合侵染，造成马铃薯减产 15%～45%[5-8]。

目前，培育脱毒种薯是防治 PVM的有效方

法 [8]，脱毒生产过程中需要对病毒进行检测，免疫
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学检测是最常用的方法。通过原核表达病毒的衣

壳蛋白（Coat protein，cp），以此为抗原制备高特异

性抗体进行免疫学检测是病毒检测的有效途

径 [9]。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

马铃薯感病叶片、大肠杆菌感受态 DH5α菌
株、Rosetta菌株、pET-28b（+）质粒由本实验室保

存；日本大耳白兔购自长春生物制品所；TRIzol试
剂购自美国 Invitrogen公司；cDNA合成试剂盒、限

制性内切酶 Hind Ⅲ、Xho Ⅰ购自 TaKaRa公司；

Easy-Mix DNA聚合酶购自北京全式金生物公司；

无内毒素质粒小量中提试剂盒、DNA胶回收试剂

盒购自天根生化（北京）技术有限公司；T4 DNA连
接酶购自 Fermentas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。

1.2 试验方法

1.2.1 PVM cp 基因的克隆

根据 GENBANK中已有的 PVM病毒设计了 cp
基因的特异性引物：

PVM cp-s： AATAATAATAAGCTTATGGGT⁃
GATTCAACAAAGAAAG（Hind Ⅲ）；

PVM cp-a：AATAATAATCTCGAGTCATTTTC⁃
TATTCGACTTTCCATAATCCC（Xho Ⅰ）。

TRIzol 法 [10]提取 PVM 侵染的马铃薯叶片总

RNA，反转录合成 cDNA，具体方法参考试剂盒说

明书。以此为模板，PCR扩增 cp基因，PCR条件：

94℃预变性 1 min，98℃变性 30 s，55℃退火 1 min，
72℃延伸 1 min，30个循环，72℃再延伸 10 min。
PCR产物经凝胶回收后测序。

1.2.2 原核表达载体的构建

测序成功的 PCR产物和 pET-28b（+）质粒经

Hind Ⅲ、Xho Ⅰ双酶切后，凝胶回收目的片段，T4
DNA 连接酶作用下构建重组质粒 pET28b-PVM
cp，转入大肠杆菌 DH5α感受态，经双酶切验证后

测序。

1.2.3 重组蛋白的表达

将构建成功的重组质粒 pET28b-PVM cp转入

大肠杆菌 Rosetta（DE3）感受态，挑取单菌落鉴定

成功后扩增繁殖。采用不同的 IPTG浓度、诱导时

间、诱导温度，诱导前测 OD600值进行诱导表达，确

定最佳诱导条件 [11]。

1.2.4 重组蛋白的纯化和鉴定

采用优化的表达条件进行大量表达，收集菌体，

反复冻融 3次，用 PBS悬浮菌体沉淀，8 000 r/min离
心 5 min，包涵体沉淀用 pH=8.0含 8 mol/L尿素的

裂解液 37℃裂解 30 min，12 000 r/min离心 20 min，
取上清蛋白与 Ni2+-NTA 填料结合，分别用 pH=
8.0、6.0的 8 mol/L尿素溶液洗涤去杂蛋白后，用

pH=4.0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 [12]。纯化后

的重组蛋白用Western blot法鉴定 [13]，将诱导前沉

淀、诱导后沉淀（包涵体）及纯化后的蛋白进行

SDS-PAGE电泳，转入 PVDF膜，5%脱脂奶封闭，

TBST洗膜，一抗为稀释 2 000倍的抗His标签单克

隆抗体，二抗为稀释 5 000倍的碱性磷酸酶标记兔

抗鼠 IgG。
1.2.5 多克隆抗体的制备及检测

以纯化后的 PVM cp蛋白作为免疫抗原，与等

体积完全弗氏佐剂混合，充分乳化后对家兔采取

5点法皮下注射进行基础免疫，每隔两周以蛋白

加入等体积不完全弗氏佐剂加强免疫 3次，末次

免疫 2周后采耳血 [13]，提取血清检测效价。

分别以纯化的蛋白（1μg/孔）和 PVM染病叶片

总蛋白（10μg/孔）为抗原包被酶标板，血清稀释比例

为 1∶1 000、1∶2 000、1∶4 000、1∶8 000、1∶16 000、1∶
32 000、1∶64 000、1∶128 000共 8个梯度，二抗为

稀释 5 000倍的碱性磷酸酶标记的羊抗兔 IgG。
多抗的特异性检测：以马铃薯 Y病毒（Potato

virus Y, PVY）重组衣壳蛋白及 PVY感染叶片作为

阴性对照，Western blot法检测抗体的特异性。以

马铃薯 S病毒（Potato virus S, PVS）重组衣壳蛋白

及 PVS感染叶片作为阴性对照，多抗血清为一抗，

碱性磷酸酶标记的羊抗兔 IgG为二抗，间接 ELISA
法检测抗体对同属病毒的特异性。

2 结果与分析

2.1 重组质粒的构建及鉴定

成功克隆了 PVM cp基因，产物回收后测序成

功，大小为 912 bp。将 PCR 回收产物，与载体

pET-28 b（+）分别双酶切，胶回收目的条带，在 T4
DNA 连接酶作用下构建重组质粒 pET28b-PVM
cp，重组经双酶切验证，产生大小约 5 340 bp和
912 bp的两条带，如图 1所示。重组质粒经测序

分析，其插入序列为 912 bp，且开放阅读框正确，

说明重组质粒构建成功。

2.2 PVM cp重组蛋白表达

将重组质粒转化大肠杆菌 Rosetta（DE3）感受

态，IPTG诱导表达。经优化，确定诱导条件为：
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IPTG浓度 0.1%（v/v），37℃诱导 3 h。产物经 SDS-
PAGE电泳，如图 2所示，在相对分子量 33 kDa左
右处，诱导后沉淀中有一条特异性条带，与预期

大小一致。诱导后上清未出现目的条带，说明重

组蛋白主要以包涵体形式存在。

2.3 PVM cp重组蛋白纯化及鉴定

由于 PVM cp重组蛋白以包涵体形式表达，将

包涵体用高浓度变性剂（8 mol/L尿素）处理后，经镍

离子亲和层析纯化，如图 3所示，从洗脱的第三管开

始，在相对分子量 33 kDa处得到清晰的条带，分子

量与 PVM cp相符，另外的二条杂带疑似为 PVM cp
降解产物，可能是纯化过程中蛋白出现降解现象。

以抗 His标签单克隆抗体为检测抗体，West⁃
ern blot方法鉴定纯化后的蛋白，如图 4所示，诱导

后沉淀及纯化后蛋白在 33 kDa处有明显的特异

性条带，表明纯化后所获得的蛋白为 PVM cp重组

蛋白。以纯化后的重组蛋白作为抗原免疫日本大

耳白兔，制备多克隆抗体。

2.4 多克隆抗体的效价检测

以纯化后的重组蛋白及天然病毒蛋白分别作为

抗原包被酶标板，免疫 4次后获得的兔源抗体血清

稀释比例为 1∶1 000、1∶2 000、1∶4 000、1∶8 000、1∶
16 000、1∶32 000、1∶64 000、1∶128 000共 8个梯

度，采用间接 ELISA法测定效价。结果如图 5所
示，设定 P/N值大于 2为阳性，结果显示制备的

PVM cp兔抗血清效价达到 1∶64 000，且识别天然

蛋白效价达到 1∶32 000。

2.5 多克隆抗体特异性检测

对多克隆抗体的特异性进行 Western blot分
析，以本实验室纯化的马铃薯 Y病毒（Potato virus
Y, PVY）重组衣壳蛋白及 PVY感染叶片作为阴性

对照，如图 6所示，在 33 kDa处多抗血清能够识别

特异性条带。多抗血清在识别天然病毒蛋白时有

 

 

图1 重组质粒pET28b-PVM cp双酶切检测

M1：1Kb DNA ladder；1-2：双酶切产物；M2：100bp DNA ladder

图2 PVM cp重组蛋白表达

M：未预染蛋白分子量标准；1、5：诱导前沉淀；

2、6：诱导后沉淀；3、7：诱导前上清；4、8：诱导后上清

 

图3 PVM cp重组蛋白纯化

M：未预染蛋白分子量标准；1-4：纯化后的PVM cp

 图4 纯化后蛋白Western blot鉴定

M：蛋白分子量标准；1：诱导前沉淀；

2：诱导后沉淀；3：纯化后蛋白
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单一明显条带且位置正确。阴性对照无检测条

带。

马铃薯 S病毒（Potato virus S, PVS）与 PVM为

同属病毒，且常复合侵染植株，是我国马铃薯种

植产区的主要病毒 [14]。比对 PVS cp与 PVM cp的
碱基同源性为 54.9%，蛋白同源性为 56.1%。为进

一步检测 PVM多抗的特异性，利用间接 ELISA法
检测 PVS重组衣壳蛋白及感染叶片，结果均呈阴

性，说明制备的多抗血清特异性好。

3 讨 论

目前国内马铃薯病毒检测主要依赖国外生产

的试剂盒，检测成本较高 [5]。国内制备的多克隆

抗体主要采用病毒纯化技术，由于 PVM在马铃薯

中常以复合侵染形式存在，病毒纯化需大量获得

PVM纯毒源，难度较大，对质量要求较高 [4，15]，且

制备的多抗血清效价不高，无法媲美国外试剂盒

水平，是试剂盒国产化亟待解决的难题。利用原

核表达病毒的衣壳蛋白基因能够快速富集高纯度

的重组病毒衣壳蛋白作为抗原制备抗体，是制备

马铃薯病毒抗体的有效途径 [16]。

本试验利用原核表达 PVM cp免疫动物筛选

获得高效价、高特异性的多抗血清，经筛选获得

的抗血清能够识别天然病毒，且效价较高，检测

PVM感病叶片，效价为 1∶32 000。在抗体特异性

检测试验中，制备的抗血清作为一抗进行间接

ELISA检测，能够准确检测出阳性样品，不识别其

他病毒，包括同属、亲缘性较高的病毒 PVS，与
RT-PCR及基因芯片检测结果 100%相符。在间

接 ELISA过程中作为一抗识别抗原的过程可在室

温中进行，最终的显色结果依然很明显，说明制

备的抗血清与病毒结合的能力很强，可以应用于

病毒的快速检测，如检测试剂盒、试纸条的研

发 [17]。
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图6 Western blot 检测多抗特异性

M：蛋白分子量标准；0：空白；1：重组 PVM衣壳蛋白；

2：PVM感染叶片总蛋白；3：重组 PVY衣壳蛋白；

4：PVY感染叶片总蛋白


