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摘 要：洋葱黄矮病毒（Onion yellow dwarf virus, OYDV）是危害洋葱质量和产量的主要病毒之一。本研究从吉林省农安县

的分蘖洋葱种植区分离到一株 OYDV，通过 RT-PCR克隆 OYDV衣壳蛋白（coat protein, cp）基因，构建重组质粒 pET28-OY⁃
DV-cp，转化大肠杆菌 Rosetta，经诱导后表达并纯化，Western-blot鉴定为 OYDV cp蛋白。与实验室制备的 9株大豆花叶

病毒单克隆抗体进行反应，得出其中 3株单克隆抗体（2D3、4F9、4G12）能够识别 OYDV。综上，本研究首次从分蘖洋葱上

分离并鉴定 OYDV，对 OYDV cp基因进行原核表达，获得重组蛋白，并且鉴定到能够识别 OYDV的单克隆抗体 3株，为分

蘖洋葱病毒检测提供了抗体材料。
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Abstract：Onion yellow dwarf virus (OYDV) is one of the major viruses that damage the quality and yield of shallot.
In this study, OYDV was isolated from the tiller onion plantation in Nongan County, Jilin Province, and the OYDV
cp gene was cloned by RT-PCR. The recombinant plasmid pET28-OYDV-cp was constructed and transformed into
Escherichia coli strain Rosetta. Then cp was expressed and purified after induction and was identified as OYDV cp
protein by Western-blot. The reaction analysis of OYDV cp protein with 9 monoclonal antibodies against Soybean
mosaic virus showed that three monoclonal antibodies (2D3, 4F9, 4G12) could recognize specifically OYDV. In sum⁃
mary, OYDV cp was isolated from the tiller onion for the first time. The recombinant cp was obtained by prokaryotic
expression, and three strains of monoclonal antibody capable of recognizing OYDV were identified, which provided
antibody material for the detection of OYDV.
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分蘖洋葱（Allium cepa var. aggregatum），又
称分蘖葱头，俗称毛葱、鬼子葱，为百合科葱属两

年生草本植物，是北方地区特色经济作物 [1]，具有

抗癌、抑菌、消炎等保健功能。分蘖洋葱大量出
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口欧洲、东南亚和韩国等地，种植面积逐年增加，

吉林省 2016年种植面积约为 1万公顷。本研究发

现 OYDV能够侵染分蘖洋葱，OYDV感染植株后，

存在于感病植株的根、叶和鳞茎等各个部分 [2]，表

现为矮化，叶片伴随局部不规则发黄，后期整个

叶片发黄、向下卷曲、起皱及萎缩等症状 [3]。尤其

是与其它病毒复合感染后，因鳞茎母体带病毒而

垂直传染给后代，引起种性退化，产量及品质逐

年降低，直至最后毁种。
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隶属于马铃薯 Y病毒属，是为害洋葱的主要病毒

之一，也可以侵染多种其他百合科植物 [4]。OYDV
的基因组为单链正义 RNA，分子量为 3.0×106～
3.5×106，核酸占病毒粒子重量的 5%，基因组的 5'

端序列结合有基因组连接蛋白 (viral protein ge⁃
nome-linked, VPg)，3′端具有 poly (A)尾 [5-7]。OYDV
的基因组含有一个大的开放阅读框，通过蛋白酶

裂解成 10个成熟蛋白，从 N端到 C端依次为 P1、
HC-Pro、P3、6K1、CI、6K2、NIa-VPg、NIa-Pro、NIb
和 CP[8-9]。其中 CP是结构蛋白，参与病毒的包装、

症状表现和胞间长距离运输 [10]。OYDV粒子一般

通过蚜虫以非持久方式传播，也可以汁液的摩擦

接种传播 [11]。本研究对 OYDV cp进行原核表达纯

化，并与本实验室制备的 9株大豆花叶病毒单克

隆抗体进行反应性分析 [12]，为今后洋葱黄矮病毒

快速检测和抗病育种提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

分蘖洋葱叶片采自吉林省农安县，1C2、2A8、
2C1、2D3、3B8、4F9、4G12、5D2、6E7[12]共 9株单克

隆抗体均由实验室制备和保存。

La-Taq DNA 聚合酶、1st strand cDNA Syn⁃
thesis Kit反转录试剂盒、限制性内切酶购自 Ta⁃
KaRa，T4 DNA连接酶购自 Thermo公司，提取质粒

试剂盒购于 Tian Gen，Ni2+离子亲和层析柱购自美

国 GE公司，HRP标记的鼠源抗体购自 Sigma公
司。

1.2 OYDV毒株的鉴定

采集分蘖洋葱叶片共 9个品系，177个样品，

通过通用单克隆抗体 4F9酶联免疫吸附（ELISA）
初选再通过RT-PCR筛选鉴定阳性毒株。

1.3 OYDV cp基因的克隆

根据GENBANK中已知洋葱黄矮病毒的病毒基

因序列设计了 cp基因的特异性引物，上游引物为

（下划线处为 Nco I酶切位点）：5′-AATAATAATC⁃
CATGGCCGGCCCAGGGGAGGATG-3′；下游引物分

别为（下划线处为 Xho I酶切位点）：5′-AATAATA⁃
ATCTCGAGCATTCTGACTCCAAGCAGAG-3′ 。 以

TRIzol 法抽提 OYDV 染病叶片的总 RNA，用 1st
strand cDNA Synthesis Kit反转录试剂盒合成 cDNA
体外第一条链，以此为模板用 La-Taq DNA聚合酶

扩增 cp基因。反应程序为：94.0℃预变性 5 min，
92.0℃变性 10 s，55.0℃退火 30 s，72.0℃延伸 30 s，进
行 30个循环；72℃再延伸 5 min。PCR产物经琼脂糖

凝胶电泳鉴定，PCR产物纯化试剂盒回收，-20℃保
存备用。回收后的 PCR产物，与 pMD18-T载体

16℃作用连接 1 h，转化大肠杆菌 DH5α感受态细

胞，构建重组质粒 pMD-OYDV-cp。
1.4 原核表达载体的构建

利用 Nco I和 Xho I分别双酶切重组 pMD-OY⁃
DV-cp和原核表达载体 pET-28b，凝胶回收目的片

段，将 OYDV cp基因与 pET-28b连接，构建重组质

粒 pET28b-OYDV-cp，转化大肠杆菌 DH5α感受态

细胞，经双酶切和 PCR鉴定后，送往测序公司进

行测序。

1.5 重组蛋白的表达与鉴定

重组 pET28b-OYDV-cp转化大肠杆菌 Roset⁃
ta，经 0.1mM IPTG 37℃诱导 2 h，获得重组蛋白，

SDS-PAGE电泳分析。

1.6 重组蛋白的纯化及鉴定

将诱导表达后的菌液 4℃ 12 000 r/min离心

10 min，收集菌体。超声波破碎菌体后将包涵体

收集，重组蛋白纯化参照文献 [13]。包涵体蛋白

经 8M尿素充分溶解，利用镍离子亲和层析柱纯

化，SDS-PAGE电泳分析。

通过Western blot方法对纯化后的重组蛋白进

行鉴定，含有空载体的大肠杆菌沉淀作为对照，进

行 SDS-PAGE电泳，转膜（PVDF）后，5%的脱脂奶

进行封闭，PBST缓冲液洗膜 5 min，一抗为稀释 5
000倍的 4G12单克隆抗体，二抗为稀释 5 000倍的

抗鼠酶标抗体，DAB显色液显色。

1.7 OYDV的抗体分析

通过实验室已制备的 9株单克隆抗体，对 OY⁃
DV侵染的分蘖洋葱叶片悬液以及纯化后的 cp蛋白

参照文献[14]进行ELISA鉴定。包被抗原100μg/孔，

37℃包被 1 h，PBST洗脱 3遍；5％脱脂奶 200μL/孔
37℃封闭 1 h，PBST洗脱 3遍；一抗 1 000倍稀释于

封闭液中，100μL/孔 37℃作用 30 min，PBST洗脱 3
遍；酶标抗体 5 000倍稀释于封闭液中，100μL/孔
37℃作用 30 min，PBST洗脱 6遍，摔板拍干；室温

避 光 条 件 下 OPD 显 色 5 min 后 ，用 1 M 的

H2SO4 100μL/孔终止反应，酶标仪检测 OD490nm
值，读数。计算出检测值与阴性值之比（P/N值）。

当其值≥2.1时，检测结果呈阳性，以“+”记录 [15]。

2 结 果

2.1 OYDV田间调查

通过 4F9通用单克隆抗体 ELISA初选分蘖洋

葱阳性毒株 45株，RT-PCR鉴定 9株阳性毒株。
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2.2 OYDV cp基因克隆

TRIzol法提取 OYDV染病的分蘖洋葱叶片总

RNA，以反转录合成的 cDNA为模板进行 PCR扩
增，1％琼脂糖凝胶电泳分析。结果表明，在 800
bp左右有 1条特异性条带，与 OYDV cp基因大小

（771 bp）相吻合（见图 1），回收后连入 pMD-18T
载体中，经双酶切鉴定，产生大小约为 2 700 bp和
800 bp两条带。测序结果进行 BLAST分析克隆的

基因为 OYDV cp基因，并登录到 GenBank中（登录

号：KY347900.1）。

2.3 衣壳蛋白的表达与纯化

OYDV cp基因与 pET-28b(+)连接，构建重组质

粒 pET28b-OYDV-cp，经双酶切鉴定产生大小约

为 5 300 bp和 800 bp的两条带，经 PCR鉴定产生

大小约为 800 bp的一条带，表明重组质粒构建成

功。 pET28b-OYDV-cp转化大肠杆菌 Rosetta，经
IPTG诱导后，SDS-PAGE电泳发现，在相对分子量

28 kDa处，沉淀中有 1条特异性条带。以融合的

包涵体形式表达的 OYDV cp重组蛋白经镍离子

亲和层析纯化（见图 2），得到清晰的单一条带，分

子量大小与 OYDV cp重组蛋白相符，说明经过纯

化后获得了高纯度的OYDV cp重组蛋白。

对纯化后的 OYDV cp蛋白进行 Western blot
鉴定，结果表明（图 3），PVDF膜上出现清晰条带，

与目的蛋白大小相符。

2.4 OYDV抗体分析

以 OYDV染病叶片研磨上清和纯化的 OYDV
cp蛋白为抗原，分别用 9株单克隆抗体进行 ELI⁃
SA分析，如表 1显示，2D3、4F9、4G12既能够识别

染病叶片，也能够识别重组蛋白，其中抗体 4F9和
4G12识别染病叶片的程度高于 2D3。其余抗体检

测均为阴性。

 

M：100 bp plus marker；1、2：OYDV cp基因 PCR扩增产物

图1 OYDV cp基因PCR扩增产物

 

M：蛋白质分子量标准；1：OYDV cp蛋白诱导前菌体；

2：OYDV cp蛋白诱导后菌体；3-6：纯化后的 OYDV cp蛋白

图2 OYDV cp蛋白的诱导及纯化

 

M：蛋白质分子量标准；1：阴性对照；

2：纯化后的 OYDV cp蛋白

图3 OYDV cp蛋白Western blot分析

表1 9株单克隆抗体对病毒悬液、重组蛋白的ELISA分析

OYDV
OYDV cp
阴性对照

注：OYDV：洋葱黄矮病毒分离物；OYDV cp：洋葱黄矮病毒衣壳蛋白；-：P/N<2.1；++：5≤P/N<10；+++：P/N≥10

1C2
-
-
-

2A8
-
-
-

2C1
-
-
-

2D3
++
+++
-

3B8
-
-
-

4F9
+++
+++
-

4G12
+++
+++
-

5D2
-
-
-

6E7
-
-
-
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3 讨 论

OYDV隶属于马铃薯 Y病毒属，该属基因组

编码一个多聚蛋白，并通过自身蛋白酶切割后形

成至少 10个功能不同的成熟蛋白，其中衣壳蛋白

在病毒的侵染过程中具有重要作用，含有多个抗

原决定簇，决定着病毒的抗原性 [16-17]。

本研究使用的单克隆抗体，与天然病毒分离

物和体外表达的 cp蛋白反应有差异，这是由于病

毒分离物为天然构象蛋白，体外表达的 cp蛋白缺

少在生物体内的蛋白折叠及修饰，在蛋白结构上

两者不一致，导致同一抗体与两种抗原状态的亲

和力不同 [18]。

目前已知能感染分蘖洋葱的马铃薯 Y病毒属

病毒只有OYDV，因此利用本研究鉴定的 3株单克

隆抗体检测为阳性的样品，可以判断为 OYDV侵
染 [19]。

本研究鉴定了 3株识别 OYDV 的单克隆抗

体，与多克隆抗体相比较具有特异性高的特点，

其中单克隆抗体 4G12和 4F9与 OYDV反应的亲和

力非常高，适合病毒检测及检测试剂的开发。另

外，鉴定的单克隆抗体 4G12和 4F9能够识别马铃

薯 Y病毒属多个病毒，说明这两个抗体识别的抗

原表位在马铃薯 Y病毒属中具有保守性，本研究

又证明该抗体可以识别洋葱黄矮病毒，进一步扩

大了该抗体的识别范围。因此，单克隆抗体 4G12
和 4F9为马铃薯 Y病毒属的病毒检测、致病机理

研究及利用植物抗体技术进行抗病分子育种提供

了基础材料 [20]。
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