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摘 要 为开发百合中南芥菜花叶病毒(Arabismosaicvirus,ArMV)的血清学检测技术及研究ArMV的致

病机理,原核表达ArMV衣壳蛋白(coatprotein,CP),纯化并制备其多克隆抗体。以侵染东方百合杂交品种

‘木门’(‘ConcaD’or’)的ArMV基因组为模板,克隆 ArMVCP基因全长,构建 ArMVCP基因原核表达载

体,转化E.coliBL21(DE3)原核表达ArMVCP蛋白,并以纯化ArMVCP蛋白为抗原制备兔抗多克隆抗体,

Westernblot鉴定 多 克 隆 抗 体 的 特 异 性。结 果 表 明:克 隆 获 得 百 合 ArMVCP序 列(GenBank登 录 号:

MT323117)全长,其长度为1515bp,与已知的ArMVCP基因核苷酸序列相似性最高达到93.6%,氨基酸序

列相似性最高达到98.2%;SDS-PAGE表明CP蛋白在E.coliBL21(DE3)中大量表达,蛋白相对分子质量为

56ku;Westernblot结果显示抗体能够特异性结合ArMVCP蛋白,具有良好的特异性。
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  南 芥 菜 花 叶 病 毒(Arabis mosaicvirus,

ArMV)属于伴生豇豆病毒科(Secoviridae)豇豆

花叶病毒亚科(Comoviridae)线虫传多面体病毒

属(Nepovirus)成员,是危害花卉、果树、蔬菜等

经济作物的主要病原,是列入中国进境检疫名录

的二类植物病毒[1]。ArMV病毒颗粒呈正二十

面体结构,基因组由两条正义单链RNA组成,编
码 两 个 开 放 阅 读 框 (Openreadingframe,

ORF)[2]。ORF1由2284个氨基酸多肽组成,编
码一个多聚蛋白,经蛋白酶剪切后共形成6个成

熟 的 蛋 白,分 别 为 X1,X2,NTB,VPg,Pro,

Pol[3]。ORF2包含有1083个氨基酸多肽,也编

码一个多聚蛋白,剪切后形成病毒的归巢蛋白

(Homingprotein,HP)、运 动 蛋 白(Movement
protein,MP)和衣壳蛋白(Coatprotein,CP)[4]。

ArMV寄主广泛,可以侵染约174属215种

植物,其中如烟草、草莓、葡萄、大豆、番茄等皆为

中国广泛种植的重要经济作物[5]。ArMV所引

起的病毒病症状主要表现为叶片花叶、斑驳、黄

化,严重则表现为矮化、畸形、坏死等,显著降低作

物的产量和品质[6]。百合(Lilium)是一种集观

赏、食用和药用价值于一体的重要经济作物,近年

来被 发 现 是 ArMV 的 新 寄 主[7-8]。百 合 感 染

ArMV后,除叶片和植株表现出上述症状外,种
球部位还会出现坏死斑[9]。即便寄主相同,症状

也会随着株系、栽培品种、季节以及年份不同而发

生变化。
为了有效控制ArMV的危害,并且制定出准

确、高效的防治策略,迫切需要开发出快速高效的

病毒检测技术。血清学方法因为特异性强、灵敏

度高、检测速度快、大样本检测等优点,被作为田

间最常用的病毒检测方法[10]。然而提取病毒粒

子为抗原的传统方法,制备抗体存在着特异性差、
效价低的问题[11]。近年来,运用分子生物学的方

法,构建基因原核表达载体,诱导表达病毒蛋白,
以此为抗原制备抗体的技术已经发展成熟,获得

的抗体具备很高的特异性和效价,被广泛应用于

植物病毒的抗体制备。



病毒基因组分析表明,ArMV 无包膜蛋白

(Envelopeprotein,ep),其CP蛋白在维持病毒生

存及病毒侵染寄主的过程中发挥着关键性作

用[2]。目前,国内关于 ArMVCP蛋白原核表达

的研究,均是以部分CP基因为对象,在分析CP
蛋白的结构和功能时存在不足[12-13]。因此,选择

克隆ArMVCP基因全长,诱导表达出具备完整

结构和功能的CP蛋白,将为研究ArMV的致病

机理奠定基础。
本研究从感染 ArMV的百合中克隆 ArMV

CP基因全长,构建ArMVCP基因的原核表达载

体,转化E.coliBL21(DE3),经IPTG诱导表达,
获得大量高纯度的 ArMVCP蛋白,并以此为抗

原制备高特异性的多克隆抗体,以期为ArMV的

血清学检测技术开发和致病机理研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料及试剂

带毒东方百合杂交品种‘木门’(‘ConcaD’

or’)叶片采自中国科学院西北生态环境资源研究

院皋兰生态与农业综合试验站(36°13″N,103°47″
E),经RT-PCR检测[8,14],获得分别感染百合无

症病毒(Lilysymptomlessvirus,LSV)、黄瓜花

叶病毒(Cucumbermosaicvirus,CMV)、百合斑

驳病毒(Lilymottlevirus,LMoV)、车前草花叶

病毒(Plantagoasiaticamosaicvirus,PlAMV)
和ArMV的百合样品,-70℃保存。

植物总 RNA 提取试剂盒(RNAprepPure
PlantKit)购自天根生化科技(北京)有限公司;植
物蛋白提取试剂盒购自上海贝博生物科技有限公

司;质粒微量抽提试剂盒(E.Z.N.A.○RPlasmid
DNAMiniKitⅠ)购自Omega公司;逆转录试剂

盒(PrimeScriptTM RTReagentKit)、DNA 回收

试剂盒(AgaroseGelDNAFragmentRecovery
Kit)和克隆载体pMDTM19-T购自宝生物工程

(大连)有限公司;Ni-NTA预装重力柱(Ni-NTA
Pre-PackedGravityColumn)和NBT/BCIP碱性

磷酸酶显色试剂盒(蓝色)购自生工生物工程(上
海)股份有限公司;E.coliDH5α和E.coliBL21
(DE3)菌株以及表达载体pET-28a(+)由甘肃省

寒区旱区逆境生理与生态重点实验室保存。

1.2 引物设计与合成

根据已经公布的百合 ArMVCP基因序列

(GenBank登录号:KJ481187)设计合成特异性引

物。为便于表达克隆化基因,分别在正向和反向

引物上添加BamHⅠ和XhoⅠ酶切位点,引物序

列如下(下划线表示引入的酶切位点):
正 向 引 物:5'-GGATCCGGTCTTGCTGG-

TAGAGGTTCTG-3'
反向 引 物:5'-CTCGAGAACTTTAAAG-

CATGTTCTTCCGTA-3'
以上引物均由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成。

1.3 ArMVCP基因的PCR扩增

使用植物总RNA提取试剂盒提取总RNA,
以提取的总RNA为模板,按照试剂盒说明逆转

录合成cDNAs,然后PCR扩增ArMVCP基因。

PCR扩增条件为:94℃预变性4min;94℃变性

30s,53℃退火45s,72℃延伸80s,循环扩增30
次;72 ℃延伸7min。扩增完毕,PCR 产物经

15g/L 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测,目 的 片 段 通 过

DNA回收试剂盒纯化。

1.4 重组克隆载体的构建

纯化片段连接T载体,转化E.coliDH5α。
用质粒微量抽提试剂盒提取质粒,PCR筛选阳性

克隆。阳 性 质 粒 经 BamH Ⅰ和 XhoⅠ切 割,

15g/L琼脂糖凝胶电泳检测,将酶切及凝胶电泳

鉴定为阳性的质粒送交北京擎科新业生物技术有

限公司测序,证实序列正确后命名为pMD19-T-
ArMV。将测序获得的CP序列提交 GenBank,
借助BLAST、ClustalW 和DNAStar软件进行序

列比对、分析以及 ArMVCP蛋白的抗原表位

预测。

1.5 重组原核表达载体的构建

pMD19-T-ArMV质粒和pET-28a(+)质粒

经BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ切 割,回 收 目 的 片 段,

16℃连接过夜。连接产物转化E.coliDH5α,涂
布平板。挑取单克隆过夜培养,PCR筛选阳性克

隆。提取质粒,经BamH Ⅰ和XhoⅠ切割,鉴定

正确后命名为pET-28a-ArMV。未经酶切处理

的重组质粒作为阴性对照。

1.6 ArMVCP蛋白的原核表达

阳性质粒pET-28a-ArMV转化E.coliBL21
(DE3),接种至含有50μg/mLKana的LB液体

培养基,37℃培养过夜。次日按1∶100接种于

相同培养基,37℃培养至OD600 达到0.7时添加

1.0mmol/LIPTG诱导,37℃振荡培养,分别于

3、4、5、6、7h收集菌体进行SDS-PAGE电泳。未

·598·6期 苏学思等:南芥菜花叶病毒衣壳蛋白的克隆、原核表达和多克隆抗体制备



插入目的片段的空质粒诱导蛋白和未经IPTG诱

导的重组菌蛋白作为阴性对照。
按相同的培养条件,诱导培养1L菌体。菌

体经0.01mol/LPBS溶液悬浮、超声破碎、离心

后,取上清。按照Ni-NTA重力柱操作指南纯化

目的蛋白。

1.7 ArMVCP多克隆抗体的制备

用1mg/mL的ArMVCP纯化蛋白作为免

疫原免疫新西兰大白兔。初次免疫中,将1mg
纯化蛋白和完全弗氏佐剂等量混合均匀,进行皮

下多点注射。两周后进行增强免疫,将等体积的

抗原和不完全弗氏佐剂充分混匀,进行皮下多点

注射。每间隔两周进行1次增强免疫,第4次增

强免疫1周后颈动脉采血,分离得到抗血清。收

集到的血清借助饱和硫酸铵沉淀法和DE52阴离

子交换柱层析法进行纯化,从而获得兔抗ArMV
多克隆抗体IgG。

1.8 ArMVCP多克隆抗体的鉴定

称取0.1~0.2g分 别 感 染 LSV、CMV、

LMoV、PlAMV及ArMV的百合叶片组织,加入

液氮研磨,按照植物蛋白提取试剂盒说明书提取

总蛋白。蛋白样品经SDS-PAGE电泳分离后,

15V恒压转移至PVDF膜,转膜后移入1%酪蛋

白封闭液中,4℃过夜封闭。以制备的ArMVCP
多克隆抗体作为一抗(1∶10000),AP标记的羊

抗兔IgG作为二抗(1∶20000),通过NBT/BCIP
碱性磷酸酶显色试剂盒(蓝色)显色。

2 结果与分析

2.1 ArMVCP基因的克隆

以侵染东方百合杂交品种‘木门’(‘Conca
D’or’)的ArMV的基因组RNA为模板,PCR扩

增ArMVCP基因。电泳检测结果显示,得到的

扩增片段大小为1.0~2.0kb,符合预期(1515
bp)(图1)。将扩增的 ArMVCP序列克隆于

pMD-19T载体,测序结果显示ArMVCP序列的

长度为1515bp,编码505个氨基酸组成的CP蛋

白,推测蛋白质相对分子质量为56ku。NCBI上

提交克隆所得序列,获得的登录号为 MT323117。

2.2 ArMVCP基因的序列分析

将克隆的百合 ArMVCP基因与 GenBank
中不同分离物的ArMVCP基因核苷酸及氨基酸

序列进行比较。BLAST结果表明,百合 ArMV
CP基因的核苷酸和氨基酸序列均与采自波兰的

R14_3分离物(MH316599)的相似性最高,分别

为93.6%和98.2%;与其他分离物的核苷酸序列

相似性为81.6%~93.5%,氨基酸序列相似性为

92.2%~97.6%;与已注册的7个百合分离物

(AB279741、KJ481182、KJ481183、KJ481184、

KJ481185、KJ481186和 KJ481187)相比,核苷酸

序列相似性为89.4%~90.2%,氨基酸序列相似

性达到95.5%~96.4%。

  M.DNAMarker;1.阴性对照;2.ArMVCP基因的PCR结果

M.DNA Marker;1.Negativecontrol;2.PCRproductof

ArMVCPgene

图1 PCR扩增ArMVCP全长基因

Fig.1 PCRamplificationof
full-lengthArMVCPgene

  借助DNAStar软件分析百合 ArMVCP蛋

白的二级结构、亲水性和柔韧性,并预测其抗原表

位(图2);将71个不同分离物的ArMVCP蛋白

氨基酸序列进行ClustalW 比对,获得ArMVCP
中相似性达到90%的保守位点。在抗原性指数

较高(指数≥0)的区域,选取亲水性好(指数≥0)
且具有β转角或无规则卷曲结构的区域作为潜在

的抗原表位(氨基酸数≥4),对比抗原表位和保守

位点的氨基酸组成,发现抗原表位所包含的61个

氨基酸中保守位点占据85.2%,表明ArMVCP
蛋白的抗原表位保守。

2.3 重组原核表达载体的构建

pET-28a重组质粒经PCR扩增得到约1.5
kb的条带,长度与ArMVCP基因全长保持一致

(1515bp)。用BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ切割pET-
28a重组质粒,电泳检测结果显示,重组质粒被切

割成两条带,分别与PCR产物(1.5kb)和pET-
28a质粒(5kb)的大小一致(图3)。

2.4 ArMVCP蛋白的原核表达

阳性质粒pET-28a-ArMV转化E.coliBL21
(DE3)菌株,经1.0mmol/LIPTG 诱导,SDS-
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PAGE分析,观察到目的蛋白有明显表达(图4)。
但随着诱导时间从3h增加到7h,目的蛋白表达

量没有显著变化。

图2 ArMVCP蛋白的二级结构、亲水性、柔韧性和抗原性预测

Fig.2 Predictionofsecondarystructure,hydrophilicity,flexibilityandantigenicityofArMVCP

  M.DNAmarker;1.未经酶切的pET-28a重组质粒;2~3.

pET-28a重组质粒的双酶切结果

M.DNAmarker;1.Negativecontrolofrecombinantplas-

midpET-28awithoutenzymedigestion;2-3.Doubleenzymedi-

gestionofrecombinantplasmidpET-28a

图3 双酶切鉴定pET-28a重组质粒

Fig.3 Identificationofrecombinantplasmid

pET-28abydoubleenzymedigestion

2.5 Westernblot免疫印迹

提取百合叶片总蛋白,经Westernblot检测,
发现抗体与感染 ArMV的样品在预期大小的位

置处发生特异性反应,而与健康百合样品以及分

别感染LSV、CMV、LMoV、PlAMV的样品无交

叉反应,表明抗体能够特异性结合 ArMVCP蛋

白,具有很好的特异性(图5)。

  M.蛋白质分子质量标准;1.pET-28a空载体对照;2.未诱

导对照;3~7.分别诱导3、4、5、6、7h的蛋白表达

M.Proteinmarker;1.NegativecontrolofpET-28awith-

outcpgeneinserted;2.NegativecontrolofpET-28anotinduced

byIPTG;3-7.ExpressionofArMVCPinducedat3,4,5,6

and7h,respectively

图4 ArMVCP蛋白的原核表达

Fig.4 ProkaryoticexpressionofrecombinantArMVCP

3 讨 论

贸易全球化推动了中国经济的发展,但是也

为国内生物安全带来挑战,近些年来,海关不断从

进境的百合、水仙、郁金香等花卉植物上检测到

ArMV[15-16]。目前,该病毒的防治主要依赖于快

速灵敏的血清学检测技术,相较于核酸检测技术,
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  M.蛋白质分子质量标准;1.健康百合样品;2~5.分别感

染LSV、CMV、LMoV和PlAMV的百合样品;6.感染 ArMV的

百合样品

M.Proteinmarker;1.Negativecontrolofhealthylily;2-5.

TotalproteinoflilysamplesinfectedwithLSV,CMV,LMoV

andPlAMV,respectively;6.Totalproteinoflilysamplesinfec-

tedwithArMV

图5 Westernblot鉴定ArMVCP多克隆抗体

Fig.5 WesternblotanalysisofArMV
CPusingrabbitpolyclonalantibody

前者的优点在于避免病毒RNA提取的困难,操
作简便,并且适用于大规模的田间检测。病毒CP
蛋白在原核表达中具有较好的免疫原性,因此通

常被作为抗体制备的抗原,同时借助原核表达也

避开直接纯化病毒所面临的难题[17-18]。然而,国
内学者选取部分 ArMVCP基因进行原核表达,
没有注意到CP结构和功能的完整性。于翠等[15]

使用商业化的多克隆抗体建立DAS-ELISA技术

体系,从水仙种球上检测到 ArMV。一方面,商
业化抗体相较于本研究所制备的抗体,对于检测

百合上ArMV的特异性可能有所降低;另一方

面,ELISA检测的结果存在非特异性的可能,无
法应用于病毒蛋白表达分析,不能满足ArMV致

病机理研究的需要。本研究在此基础上,克隆CP
全长基因,表达具备完整结构与功能的CP融合

蛋白。序列分析结果表明 ArMV不同分离物的

CP序列相似性高,抗原表位保守,因此以纯化

ArMVCP蛋白为抗原制备多克隆抗体,可用于

检测感染不同宿主的ArMV。此外,本研究制备

的抗体效价高,建立的 Westernblot方法能够用

于分析病毒蛋白的表达量,可用于病毒蛋白功能

的分析及致病机理的研究。
为了提高目的蛋白表达量,获得优异的抗体,

对重组蛋白诱导表达条件进行初步摸索。本研究

设置蛋白诱导表达的时间梯度,探究诱导时间和

蛋白表达量的关系。SDS-PAGE结果表明,增加

诱导时间,ArMVCP蛋白表达量没有发生明显

变化(图4)。这个结论与王玉等[19]的研究并不一

致,可能与两者所用诱导剂的浓度差异有关。本

研究用于诱导蛋白表达的IPTG为1.0mmol/L,
相比0.2mmol/L浓度明显偏高,这可能会抑制

菌体的生长[20],从而使目的蛋白的表达量在3h
达到峰值。

然而在优化诱导时间后,发现本研究获得的

ArMVCP蛋白表达量并不高,推测其原因可能

与表达载体及密码子偏性有关。谷红等[21]构建

不同的原核表达载体,发现PRRSVdORF5(去掉

N端疏水序列)在pGEX-4T-2表达载体中能够大

量表达,而在pET-28a和pET-5a中不表达。即

表达载体影响蛋白的高效表达,CP蛋白表达量低

可能受到载体的影响。卢海强等[22]根据毕赤酵

母的密码子偏好性,优化嗜热甘露聚糖酶ManBK
的基因序列,并以此构建pPIC9K表达载体,得到

高浓度的嗜热甘露聚糖酶。密码子偏性是普遍存

在的现象,ArMV 和大肠杆菌的密码子偏性不

同,这可能是制约CP蛋白表达的原因。
蛋白纯化和抗体特异性检验也可以进行优

化,从而提高抗体制备的效率。Ni-NTA柱亲和

层析纯化时,最初获得的纯化蛋白浓度较低,后来

在蛋白上样之后增加孵育过程,即在4℃下孵育

4~10h,使目的蛋白与柱子的结合更加充分,显
著提高纯化蛋白含量。Westernblot鉴定抗体特

异性的过程中封闭是非常重要的环节之一,只有

背景干净的显色结果才具有说服力。尤其是对于

化学显色检测系统,因检测灵敏度极高,对背景信

号的要求非常严格。本研究最初选择脱脂奶粉和

BSA作为封闭剂,但是显色结果中均出现较高的

背景,这可能是因为脱脂奶粉和BSA自身具有的

一定的碱性磷酸酶活性造成的结果[23]。为消除

内源性的碱性磷酸酶活性,选择酪蛋白作为封闭

剂,成功降低显色背景,验证多克隆抗体的特异

性[24]。

ArMV是世界上一种重要的植物病害,本研

究构 建 ArMV CP 基 因 原 核 表 达 载 体,制 备

ArMVCP蛋白的多克隆抗体,可以为 ArMV的

血清学检测和致病机理的研究提供一定参考。

参考文献 Reference:
[1] KINGA M,LEFKOWITZE,ADAMSMJ,etal.Virus

Taxonomy,NinthReportoftheInternationalCommittee

·898· 西 北 农 业 学 报 30卷



onTaxonomyofViruses[M].Amsterdam:ElsevierAca-

demicPress,2011.
[2] GAOF,LIN W,SHENJ,etal.Geneticdiversityandmo-

lecularevolutionofArabismosaicvirusbasedontheCP

genesequence[J].ArchivesofVirology,2016,161(4):

1047-1051.
[3] WETZELT,CHISHOLMJ,BASSLERA,etal.Character-

izationofproteinasecleavagesitesintheN-terminalregion

oftheRNA1-encodedpolyproteinfromArabismosaicvi-

rus(subgroupAnepovirus)[J].Virology,2008,375(1):

159-169.
[4] VIGNEE,MARMONIERA,FUCHSM.Multipleinter-

speciesrecombinationeventswithinRNA2ofGrapevine

fanleafvirusandArabismosaicvirus[J].ArchivesofVi-

rology,2008,153(9):1771-1776.
[5] 赵晓丽,周 琦,孙 宁,等.体外转录法制备南芥菜花叶病

毒RNA标准品[J].植物检疫,2014,28(1):37-40.

ZHAOXL,ZHOUQ,SUNN,etal.PreparationofArabis

mosaicvirusRNAstandardsbyinvitrotranscription[J].

PlantQuarantine,2014,28(1):37-40.
[6] 全国植物检疫标准化技术委员会(SAC/TC271).南芥菜花

叶病毒检疫鉴定方法:GB/T28073-2011[S].北京:中华人

民共和国国家质量监督检验检疫总局,中国国家标准化管

理委员会,2011:1-9.

NationalTechnicalCommitteeon Plant Quarantine of

StandardizationAdministration(SAC/TC271).Detection

andIdentificationofArabismosaicvirus:GB/T28073-

2011[S].Beijing:GeneralAdministrationofQualitySu-

pervision,InspectionandQuarantineofthePeople’sRe-

publicofChina;StandardizationAdministrationofChina,

2011:1-9.
[7] ZHENGY,ZHANGW,LUX,etal.Specificandrapidde-

tectionofLilysymptomlessvirusandArabismosaicvirus

inlilybydualIC-RT-PCR[J].JournalofPhytopatholo-

gy,2013,161:823-827.
[8] ZHANGYB,WANGYJ,XIEZK,etal.Rapiddetection

oflilymottlevirusandArabismosaicvirusinfectinglily
(Lilium spp.)usingreversetranscriptionloop-mediated

isothermalamplification[J].ThePlantPathologyJour-

nal,2020,36(2):170-178.
[9] ASJESCJ,SEGERSLC.Incidenceandcontrolofnecrotic

leafmosaiccausedbyArabismosaicvirusinLiliumtigri-

numsplendensintheNetherlands[J].JournalofPhyto-

pathology,1983,106(2):115-126.
[10] BOONHAM N,KREUZEJ,WINTERS,etal.Methods

invirusdiagnostics:from ELISAtonextgenerationse-

quencing[J].VirusResearch,2014,186:20-31.
[11] 薛 杨.葡萄几种病毒多重PCR检测和 ArMV外壳蛋白

的表达及抗血清制备[D].陕西杨凌:西北农林科技大学,

2006.

XUEY.MutipleRT-PCRdetectionofquarantineviruses

ingradeandexpressionofthecoatproteingeneofArabis

mosaicnepovirusandpreparationofvirus-specificantise-

rum[D].YanglingShaanxi:NorthwestA&FUniversity,

2006.
[12] 陈 先 锋,张 吉 红,崔 俊 霞,等.南 芥 菜 花 叶 病 毒 的 RT-

LAMP检 测 试 剂 盒 的 研 制[J].植 物 保 护 学 报,2013,

40(2):189-190.

CHENXF,ZHANGJH,CUIJX,etal.Detectionof

ArabismosaicvirusbyRT-LAMP[J].PlantProtection,

2013,40(2):189-190.
[13] 林武镇.伴生豇豆病毒科病毒和南芥菜花叶病毒RT-PCR

检测方法研究[D].福州:福建农林大学,2014.

LINWZH.DetectionofsecoviridaeandArabismosaicvi-

rusbyRT-PCR[D].Fuzhou:FujianAgricultureandFor-

estryUniversity,2014.
[14] ZHANGY,WANGY,XIEZ,etal.Simultaneousdetec-

tionofthreelilyvirusesusingTriplexIC-RT-PCR[J].

JournalofVirologicalMethods,2017,249:69-75.
[15] 于 翠,杨翠云,杨 艳,等.从进境水仙上检测出南芥菜

花叶病毒[J].植物检疫,2005(6):41-43.

YUC,YANGCY,YANGY,etal.Arabismosaicvirus

wasdetectedfromimportednarcissus[J].PlantQuaran-

tine,2005(6):41-43.
[16] 刘 毅,丁元明,陈丽梅,等.进境百合种球南芥菜花叶病

毒的检测及分子鉴定[J].植物检疫,2009,23(1):7-9.

LIUY,DINGYM,CHENLM,etal.Detectionandmo-

lecularidentificationofArabismosaicvirusfromimpor-

tedlilyhybrids[J].PlantQuarantine,2009,23(1):7-9.
[17] PENGDW,ZHENGGH,ZHENGZZ,etal.Highvaria-

bilityintheNterminusofcoatproteinamongpotyviruses

anditsadvantageinproducingaspecificantibody[J].Eu-

ropeanJournalofPlantPathology,2018,152:385-393.
[18] LIUZ,SUNZHUYJ,ZHOUXP,etal.Monoclonalanti-

body-basedserologicaldetectionofCitrusyellow vein

clearingvirusincitrusgroves[J].JournalofIntegrative

Agriculture,2017,16(4):884-891.
[19] 王 玉,黄显德,魏代福,等.马铃薯Y病毒衣壳蛋白的原

核表达及抗血清制备[J].山东农业科学,2018,50(1):

111-114.

WANGY,HUANGXD,WEIDF,etal.Prokaryoticex-

pressionofpotatovirusYcoatproteinandpreparationof

antiserum[J].Shandong AgriculturalSciences,2018,

50(1):111-114.
[20] 林陈水.色氨酸酶基因工程菌的构建与表达[D].杭州:浙

江大学,2002.

LINCHSH.Constructionandexpressionoftryptopha-

nasegeneticengineeredstrain[D].Hangzhou:ZhejiangU-

niversity,2002.
[21] 谷 红,杨汉春,郭 鑫,等.PRRSVBJ-4株ORF5 基因

的原核表达与重组蛋白的纯化[J].畜牧兽医学报,2004,

35(1):64-69.

GUH,YANGHCH,GUOX,etal.Prokaryoticexpres-

sionofORF5geneofPRRSvirusBJ-4andpurificationof

·998·6期 苏学思等:南芥菜花叶病毒衣壳蛋白的克隆、原核表达和多克隆抗体制备



recombinantprotein[J].ActaVeterinariaetZootechnica

Sinica,2004,35(1):64-69.
[22] 卢海强,谷新晰,袁巧梅,等.嗜热甘露聚糖酶ManBK的密

码子优化表达及在魔芋寡糖制备聚糖降解中的应用[J/

OL].食品科学:1-10[2020-07-25].http://kns.cnki.net/

kcms/detail/11.2206.ts.20191025.1208.004.html.

LUHQ,GUXX,YUANQ M,etal.Heterologousex-

pressionofcodonoptimizedmannanaseManBKandits

applicationindegradationofKonjac[J/OL].FoodSci-

ence:1-10[2020-07-25].http://kns.cnki.net/kcms/de-

tail/11.2206.ts.20191025.1208.004.html.

[23] 格林 MR,萨姆布鲁克J.分子克隆实验指南[M].贺福初,

陈 薇,杨晓明译.第4版.北京:科学出版社,2017:1344-

1345.

GREENM R,SAMBROOKJ.MolecularCloning:ALa-

boratoryManual[M].HEFCH,CHEN W,YANGX M

Trans.4thed.Beijing:SciencePress,2017:1344-1345.
[24] GILLESPIEPG,HUDSPETH AJ.Chemiluminescence

detectionofproteinsfromsinglecells[J].Proceedingsof
theNationalAcademyofSciences,1991,88(6):2563-

2567.

PreparationofPolyclonalAntibodyagainstArabismosaicvirus
byCloningandProkaryoticExpressionofCoatProteins

SUXuesi1,2,3,ZHANGYubao1,3,WANGYajun1,3,
GUOZhihong1,3,QIUYang1,3andTANGGuoliang1,2,3

(1.NorthwestInstituteofEco-EnvironmentandResources,ChineseAcademyofSciences,Lanzhou

730000,China;2.UniversityofChineseAcademyofSciences,Beijing 100049,China;

3.GansuGaolanFieldScientificObservationandResearchStationforAgriculturalEcosystem,Lanzhou 730000,China)

Abstract InordertoimproveserologicaldetectionofArabismosaicvirus(ArMV),andtofacilitate
furtherstudyofitspathogenicmechanism,thecoatprotein(CP)wasexpressedbyprokaryotecells,

andthepolyclonalantibodywasprepared.Inthisstudy,thegenomicRNAofArMVinfectingorien-
talhybridlily(Liliumorientalcv.‘ConcaD’or’)wasusedasatemplatetoamplifythefull-length
CPgene.TheCPgeneof1515bpwasconstructedintotheprokaryoticexpressionvectorpET-28a
(+)toexpressthefusionCPprotein.FurtherCPproteinwaspurifiedbyusingaNi-NTAGravity
Columnandthisantigenwasusedtopreparerabbitanti-polyclonalantibodiestoArMV.A Western
blotassaywasthendevelopedtoidentifythespecificityofthesepolyclonalantibodies.BLASTresults
showedthatthesimilarityofnucleotideandaminoacidsequenceswasupto93.6% and98.2%,

respectively,betweentheclonedArMV CPsequence (GenBank Accession:MT323117)andthe
knownArMVCPsequence(GenBankAccession:MH316599).SDS-PAGEindicatedthatCPprotein
washighlyexpressedinE.coliBL21(DE3),andhadaproteinrelativemolecularmassof56ku.
WesternblotresultsdemonstratedthatthepreparedpolyclonalantibodysuccessfullyboundCPpro-
teinandhadhighspecificityindetectingArMV.
Keywords Lily;Arabismosaicvirus;Coatprotein;Prokaryoticexpression;Polyclonalantibody
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