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摘 要：马铃薯已成为我国第四大主粮作物，具有重要的战略意义，而马铃薯病毒病是主要的病害之一。本研究通过克

隆马铃薯 S病毒（potato virus S，PVS）的衣壳蛋白（Coat Protein）基因，连接表达载体 pET28b，转化大肠杆菌，体外表达纯化

出 PVS CP。免疫日本大耳兔，制备出 PVS CP多克隆抗体，其识别重组蛋白的效价为 64 000倍，识别病毒的效价为 32 000
倍；抗体特异性分析表明，制备的多克隆抗体只识别 PVS，不识别马铃薯M病毒、马铃薯 Y病毒和马铃薯卷叶病毒。PVS
多克隆抗体的制备，为马铃薯病毒检测方法提供了技术支持，为种薯质量的提高奠定了基础。
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Abstract：The potato has become the fourth major grain crop in China, with important strategic significance, and po⁃
tato virus disease is one of the main diseases. In this study, the Coat Protein gene of potato virus S (PVS) was cloned,
and the expression vector pET28b was ligated into E.coli to express and purify PVS CP. The polyclonal antibody
against PVS CP was prepared by immunizing Japanese rabbits. The titer of the recombinant protein was 64, 000
times and the titer of the recognized virus was 32,000 times. Antibody specificity analysis indicated that the pre⁃
pared polyclonal antibodies were only recognized by PVS and were not recognized by potato virus M, potato virus Y
or potato leaf roll virus. The preparation of PVS polyclonal antibody provides technical support for the detection of
potato virus and lays a foundation for the improvement of seed potato quality.
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2015年我国确立马铃薯主粮化战略，马铃薯

成为第四大主粮作物。我国现在是世界第一马铃

薯生产国，种植面积占全球 30%，总产量约占全球

产量的 24%[1]。在马铃薯繁育过程中，病毒病是主

要的病害之一，严重影响了马铃薯的产量和质
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量。马铃薯 S病毒（potato virus S, PVS）隶属于香

石竹潜隐病毒属 [2]，分布于世界各马铃薯种植区，

是马铃薯常见的病毒病之一，可造成马铃薯减产

10%~20%[3]。田间 PVS可以通过汁液摩擦传播，

也可以通过蚜虫传播，远距离传播主要通过马铃

薯种薯调运完成。PVS在田间传播速度快，脱毒

种薯在田间种植时也可被 PVS迅速侵染，一季后

马铃薯感病率可达 70%，造成严重危害 [4]。

PVS内含一条单链正义 RNA，基因组全长约

为 8 500 nt[5-6]，由 6个开放阅读框组成（ORF），其
中 ORF5位于全长的 7 218~8 102位，其编码的氨

基酸为衣壳蛋白（Coat Protein，CP）[7]，在不同的

PVS分离物中其同源性为 93.2%~95.2%，保守性
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较高 [8]，所以对 PVS的核苷酸检测主要以该基因

为主。

马铃薯病毒病种类繁多，且无药可治，因此脱

毒种薯的应用和推广在马铃薯产业发展中占有至

关重要的地位。脱毒种薯的技术核心是病毒检

测，基于免疫学原理的酶联免疫吸附测定（en⁃
zyme linked immunosorbent assay，ELISA）是常用的

一种检测方法 [9-10]，而 ELISA检测方法的基础是稳

定高效的抗体。本研究通过克隆 PVS CP基因，构

建表达载体，纯化出 PVS CP，制备出 PVS的多克

隆抗体，为 PVS的检测方法提供理论支持，为马铃

薯种薯的 ELISA检测提供稳定高效的生物材料。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

马铃薯 PVS感病叶片、大肠杆菌 DH5a感受态

细胞、Rosetta表达感受态细胞、pET28b表达载体、

6×His标签单克隆抗体均由本实验室保存。

TRIzol试剂盒（15596-026）购自美国 Invitrgen
公司，cDNA合成试剂盒（6210A）、同源重组试剂盒

（639649）均购自 TaKaRa公司，胶回收试剂盒（AP-
GX-50）购自 AXYGEN公司，Ni2+离子亲和层析柱

（631428）购自上海意泓生物科技有限公司，DAB显
色液试剂盒（DA1010）购自北京索莱宝公司。

1.2 PVS CP基因的克隆

对实验室已保存的感染 PVS的马铃薯叶片，

利用 TRIzol试剂盒提取其总 RNA，通过 cDNA合
成 试 剂 盒 体 外 合 成 cDNA 第 一 条 链 。 根 据

GENBANK中登记的 PVS病毒序列（NC007289）设
计 CP基因特异性引物（下划线为酶切位点）：

PVS-U：
AGGAGATATACCATGGCGCCTAAACCAGATCC
（NcoⅠ）

PVS-D：
GGTGGTGGTGCTCGAGTTGGTTTATCGCATTACGC
TGA（XhoⅠ）

以 cDNA第一条链为模板，PCR扩增 CP基因，

PCR反应条件为：94 ℃预变性 1 min，98 ℃变性 30
s，60 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，30个循环，

72 ℃再延伸 10 min。PCR产物经 5%琼脂糖凝胶

电泳，观察结果后，目的条带回收并送往吉林省

库美生物科技有限公司测序。

1.3 原核表达载体的构建

限制性内切酶 NcoⅠ和 XhoⅠ双酶切 pET28b
表达载体，酶切产物经 5%琼脂糖凝胶电泳，观察

结果，胶回收试剂盒回收目的条带。通过同源重

组试剂盒，PVS CP基因 PCR产物与 pET28b酶切

产物进行连接，转化 DH5a感受态细胞，37 ℃过夜

培养，挑取单菌落扩大培养，提取重组质粒，PCR
验证是否连接成功并送往吉林省库美生物科技有

限公司测序。

1.4 重组载体的表达及纯化

将构建成功的 pET28b-PVS CP转入 Rosetta
表达感受态细胞，37 ℃过夜培养，挑取单克隆菌

落扩大培养，当检测 OD600值达到 0.5~0.6时，加入

IPTG诱导 3 h，12 000 r/min离心 20 min，弃上清，

ddH2O重悬菌体，超声波破碎菌体，12 000 r/min离
心 10 min，分别回收上清和菌体，进行 SDS-PAGE
电泳，观察重组蛋白表达情况。包涵体蛋白通过

Ni2+离子亲和层析柱进行纯化，8 mol/L尿素对菌

体进行溶解，通过调整 pH值进行洗脱，最终获得

PVS CP。
通过Western blot方法对 PVS CP进行特异性

分析：纯化后的 PVS CP进行 SDS-PAGE电泳，100
V恒压转膜，一抗使用 6×His标签单克隆抗体，二

抗使用辣根过氧化物酶标记的兔源抗体，DAB显
色液显色，观察实验结果。

1.5 PVS CP多克隆抗体的制备及分析

将纯化后的 PVS CP免疫 4只日本大耳兔（编

号：602、603、202和 204），采用皮下注射和肌肉注

射，免疫计量 100 μg/只，半个月免疫一次，免疫 3
次后，耳部静脉取血检测抗体效价，效价达标后，加

强免疫 1次，7 d后采集兔血清。通过间接ELISA方
法进行多克隆抗体效价检测：将PVS CP和感染PVS
的马铃薯叶片粗提物分别包被 96孔酶标板，设置阴

性对照；一抗使用等比例稀释的多克隆抗体，稀释梯

度为：2 000倍、4 000倍、8 000倍、16 000倍、32 000
倍、64 000倍、128 000倍和 256 000倍；二抗使用

碱性磷酸酶标记的羊源抗体，显色液（对硝基苯

磷酸二钠）显色，3 mol/L NaOH溶液终止反应，酶

标仪读取 OD405值，根据检测 OD405值（P值）/阴性

OD405值（N值）>2.0判定为阳性结果。

通过间接 ELISA方法对制备的多克隆抗体进

行特异性分析，抗原选择 PVS、马铃薯M病毒（Po⁃
tato virus M, PVM）、马铃薯 Y病毒（Potato virus Y，
PVY）、马 铃 薯 卷 叶 病 毒（Potato leafroll virus，
PLRV）感病植株叶片和健康植株叶片，0.1 mol/L
碳酸盐包被液充分研磨，12 000 r/min 离心 20
min，提取上清包被 96孔酶标板，37 ℃孵育 1 h；检
测抗体选择制备 PVS多克隆抗体，4 000倍稀释，
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37 ℃孵育 1 h；酶标抗体使用碱性磷酸酶标记的

羊源抗体，37 ℃孵育 1 h；显色液（对硝基苯磷酸

二钠）显色，3 mol/L NaOH溶液终止反应；酶标仪

OD405读取数据。根据检测 OD405值（P 值）/阴性

OD405值（N值）>2.0判定为阳性结果。

2 结果与分析

2.1 PVS CP基因的克隆

以体外合成的 cDNA第一链为模板，设计的

特异性引物进行 PCR反应，经 5%的琼脂糖凝胶

电泳后，如图 1所示，在 880 bp处具有一条明显的

特异性条带。PCR产物经测序后，与 GENEBANK
上传的序列进行对比，确定为 PVS CP基因。

2.2 PVS CP的表达及纯化

构建成功的 pET28b-PVS CP重组载体转入

Rosetta表达菌株，IPTG诱导后，进行 SDS-PAGE电
泳分析，如图 2所示，在 35KDa处有清晰的特异性

条带。经 Ni2+离子亲和层析柱，收集纯化后的

PVS CP。
纯化后的 PVS CP经Western blot方法鉴定，

如图 3所示，在 35Dka处有一条清晰的特异性条

带，说明纯化出的为 PVS CP。

2.3 多克隆抗体效价检测及特异性分析

通过间接 ELISA方法，P/N值大于 2.0为阳性

结果，对 PVS多克隆抗体进行效价分析，结果显示

（图 4）：多克隆抗体 202效价最高，其识别重组蛋

白的效价能达到 64 000倍，识别感染 PVS植株粗

提物的效价能达到 32 000倍；多克隆抗体 204效
价最低，其识别重组蛋白和病毒粗提物的效价均

为 8 000倍。另外从图 4中可以看出，4株多克隆

抗体均在 4 000倍稀释梯度后，P/N值出现拐点，

在实际应用中可以将 4株多克隆抗体 4 000倍稀

释定为抗体工作浓度。

通过间接 ELISA方法对制备的多克隆抗体进

行特异性分析，如图 5所示，图中的红线为 P/N值
2.0，作为判定标准。当检测抗体使用 PVS多克隆

 注：M为 DNA标准分子量；1和 2为 PVS CP基因 PCR产物

图1 PVS CP基因PCR产物
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注：M为蛋白标准分子量；1为未诱导菌体；2为诱导后菌体；3

为纯化后蛋白

图2 PVS CP蛋白表达及纯化
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 注：M为蛋白标准分子量；1为大肠杆菌菌体；2为 PVS CP
图3 PVS CP western-blot分析
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抗体时，PVS的 P/N值 21.278，为阳性结果；PVM、
PVY和 PLRV的检测结果 P/N值均低于 2.0，为阴

性结果。说明制备的 PVS多克隆抗体特异性强，

只特异性识别 PVS，不识别 PVM、PVY和 PLRV其
他马铃薯病毒。

3 讨 论

PVS隶属于香石竹潜隐病毒属，同属的 PVM
也是马铃薯常见的病毒病之一，PVS CP基因与

PVM CP基因的同源性较高，本研究在对 PVS CP
多克隆抗体特异性分析时，选用了 PVM病毒粗提

物，用以验证多抗的特异性，结果显示，本研究制

备的多抗只能特异性识别 PVS，不识别同属的

PVM，而且也不识别其他马铃薯病毒，弥补了多

克隆抗体在特异性方面不如单克隆抗体的不足。

在今后的研究中，也可以有针对性地制备能够同

时识别 PVS和 PVM的抗体，这种通用型抗体在实

际检测中也有广阔的应用前景 [11-12]。

田间调查时发现，马铃薯病毒病多为复合侵

染，这为提纯病毒带来了难度。通过基因工程手

段，体外表达目的蛋白可以解决这一难题，在抗

原的选择上提供了新的思路 [13-15]。另外，多克隆

抗体较单克隆抗体能够识别多个不同位点的抗原

表位，检测的稳定性更强 [16]。

由于感染 PVS后其症状轻微或隐症，难以在

表观上进行辨认，所以对 PVS的检测通常采用

PCR方法 [17-18]或 ELISA方法。PCR检测方法对工

作环境、仪器要求苛刻，检测成本高，难以在基层

推广；而 ELISA检测方法或相关试剂盒操作简单、

重复性好、耗时短等特点受到基层工作者或种薯

企业的青睐。本研究通过体外表达 PVS CP，并制

备效价高、特异性强的多克隆抗体，为马铃薯 S病

毒检测试剂盒的开发提供了必需的生物材料，为

脱毒种薯质量的提高奠定了基础。
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图5 PVS多克隆抗体特异性分析


