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摘  要：利用 RT-PCR 扩增马铃薯卷叶病毒（PLRV）外壳蛋白（CP）基因（PLRV-CP），回收大小

约 630 bp 的特异性扩增片段并进行 T-A 克隆，测序表明该基因长度为 627 bp，与已报道的 36 个 PLRV-CP

基因的核苷酸序列的同源性大于 96%。以 pBAD/Thio-TOPO 为起始载体，构建了 PLRV-CP 基因的原核表

达载体 pBAD-LRCP。以 pBAD-LRCP 为模板，用 PCR 法删除了该基因富含精氨酸稀有密码子的第 52 ~ 177

核苷酸，获得了 PLRV 缺失突变 CP 基因的原核表达载体 pBAD-LRCP-126。用阿拉伯糖诱导工程菌 TOP10

（pBAD-LRCP-126），获得了 34 kD 的诱导表达的融合蛋白（重组 CP）。用镍离子亲和层析法从包涵体中

纯化出了高纯度的重组 CP，用纯化的重组 CP 作抗原免疫家兔获得了 PLRV 特异性的抗血清，间接 ELISA

检测显示效价为 1︰12 800。本研究结果为利用重组 CP 作抗原大量制备 PLRV 抗血清奠定了基础。 
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Abstract：Potato leafroll virus（PLRV）coat protein（CP）gene（PLRV-CP）was amplified by 

RT-PCR，and the specific product about 630 bp was cloned through T-A ligation. DNA sequencing 

showed that its length was 627 bp，and the homology of nucleotide sequences between the cloned 

PLRV-CP gene and other 36 previously published ones was above 96%. Using pBAD/Thio-TOPO as 

initial vector，prokaryotic expression vector of PLRV-CP gene was constructed and named pBAD-LRCP. 

DNA fragment（52–177 nucleotides）rich in rare codons of arginine was deleted from PLRV-CP gene by 

PCR using pBAD-LRCP as template，the yielding recombinant plasmid pBAD-LRCP-126 was indeed the 

prokaryotic expression vector of deletion mutation CP gene of PLRV. After induction of the engineered 

strain TOP10（pBAD-LRCP-126）with arabinose，the mutation gene was successfully expressed and 
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34 kD fusion protein（the recombinant CP）was obtained. High-purity recombinant CP was purified from 

inclusion bodies with nickel affinity chromatography column，and the purified recombinant CP was used 

as antigen to immune rabbits. Antiserum specific to PLRV was obtained，its titer was 1︰12 800 in indirect 

ELISA detection. This research has laid the foundation for preparation of antiserum against PLRV by 

using recombinant CP as antigen in a large scale. 

Key words：Potato leafroll virus；CP gene；deletion mutation；prokaryotic expression；antiserum  

 

马铃薯卷叶病毒（Potato leafroll virus，PLRV）分布广泛、危害严重，可导致马铃薯减产 80%

（Harper et al.，1975），一直是重点防治对象。 

生产中应用马铃薯无毒种薯是克服马铃薯病毒危害的有效措施，规范的病毒检测可保障脱毒种

薯的质量。酶联免疫吸附测定（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）法操作条件相对简单，

适合于大量样品的检测，但是由于高纯度病毒粒体制备困难，中国自主研制的马铃薯病毒抗血清还

远远不能满足实际需要，明显影响了 ELISA 检测技术的广泛应用。 

利用重组外壳蛋白（coat protein，CP）作抗原制备马铃薯病毒的特异性抗血清是一条可行的技

术路线，国内外针对马铃薯 X、Y、S 与 M 等主要病毒 CP 基因的原核表达及利用重组 CP 作抗原制

备抗血清的报道已有很多（王振东 等，1999；Balogun et al.，2002；吴兴泉 等，2003；李广存 等，

2004；Flowarczna et al.，2008；Cerovska et al.，2010；Cerovska et al.，2012）。马铃薯卷叶病毒在寄

主植株内的分布主要局限于维管束内，且含量很低，提取纯化特别困难，因此利用重组 CP 途径制

备其抗血清显得尤其必要。 

马铃薯卷叶病毒的基因组为正的 ssRNA，对应的 cDNA 全长 6.0 kb，内有 6 个 ORF，其中第 4

个读码框（ORF3）是 CP 的编码序列，长 627 bp，编码产物为 23 kD 的多肽（Mayo et al.，1989；

van der Wilk，1989）。PLRV-CP 基因结构特殊，5′端精氨酸的密码子多为原核表达的稀有密码子且

呈连续排列，因此原核表达非常困难。Lopez 等（1994）将 PLRV-CP 基因连接到 β–半乳糖苷酶基

因的下游，使富含精氨酸密码子的区域位于嵌合基因的 3′端，实现了该基因的融合表达。近期 Pichova

等（2011）报道利用特殊的受体菌实现了 PLRV-CP 基因的原核表达并制备了抗血清，对感染 PLRV

的病叶进行了间接 ELISA 检测，但制备的多抗特异性差、免疫反应信号弱。PLRV-CP 基因的原核

表达及重组 CP 抗血清的研究仍需加强。 

本研究的目的是通过缺失突变实现 PLRV-CP 基因的高效原核表达，并利用重组蛋白作抗原制备

出 PLRV 特异性的抗血清，为马铃薯卷叶病毒抗血清的大量制备及 ELISA 检测试剂盒的组装奠定基

础，为马铃薯无毒种苗规范生产、销售及应用提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验于 2007—2010 年在青岛农业大学遗传研究室完成。 
感染 PLRV 的马铃薯叶片由山东省农业科学院蔬菜研究所李广存博士提供，限制性内切酶及

TaKaRa Mutan BEST 基因突变试剂盒为大连宝生物工程公司产品。Ultrafree-DA DNA 纯化回收试剂

盒购自 Millipore 公司，pGEM-T easy vector 为 Promega 公司产品。原核表达试剂盒为 Invitrogen 公

司产品，该试剂盒含有线形原核表达载体 pBAD/Thio-TOPO、受体菌 TOP10 及测序引物。大肠杆菌

DH5α由本实验室保存。 
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L–阿拉伯糖、蛋白酶抑制剂（PMSF）、蛋白质提取与电泳试剂、完全弗氏佐剂、不完全弗氏

佐剂均为 Sigma 进口分装产品。蛋白质金属亲和层析纯化柱 HiTrap Chelating HP 为 HE Heacthcare

产品。酶标二抗（羊抗兔）购自华美公司，pNPP 为 BBI 产品。  

大肠杆菌的培养主要采用 SOB 培养基（20 g · L-1 胰蛋白胨，5 g · L-1 酵母抽提物，5 g · L -1 氯化

钠，2.5 mmol · L-1 KCl，pH 7.2），用前按 5 mL · L-1 的比例加入灭菌的 2 mol · L-1 MgCl2溶液。参照

文献报道的 PLRV 的 RNA 全序列（Mayo et al.，1989；van der Wilk，1989）及其外壳蛋白基因序列

（Kawachuk et al.，1989），设计了 5 条 DNA 引物并由上海生工生物工程公司合成。引物的序列为：

P1：5′-ATGAGTACGGTCGTGGTTAAAG-3′；P2：5′-CTACCTATTTGGGGTTTTGC-3′；P3：5′-TTT 

GGGGTTTTGCAAAGCCAC-3′；P4：5′-TGGTTGTTGTACACCACCATTG-3′；P5：5′-ACTGGAGTTCC 

CCGAGGACG-3′。 

1.2  方法 

1.2.1  PLRV-CP 基因的克隆及其原核表达载体的构建 

按照何心凤等（2007）的方法，以 P1、P2 为引物进行 RT-PCR 扩增，获得 PLRV-CP 基因的特

异性扩增产物。用 Ultrafree-DA DNA 试剂盒纯化回收的 PCR 产物与 pGEM-T easy 载体连接，连接

物转化大肠杆菌 DH5α。经 PCR 及酶切鉴定筛选出阳性克隆，提取质粒（pGEM-PLRV）作模板，

由上海生工生物工程公司采用 T7 通用引物进行测序。 

以 P1、P3（无终止密码子）为引物，用重组质粒 pGEM-PLRV 作模板进行 PCR，特异性 PCR

产物直接与原核表达起始载体 pBAD/Thio-TOPO 进行 T-A 连接，连接产物转化大肠杆菌 TOP10。经

酶切鉴定，再用载体引物 Pv1（5′-TTCCTCGACGCTAACCTG-3′）测序，筛选出构建正确的表达载

体，命名为 pBAD-LRCP。  

1.2.2  PLRV-CP 基因的缺失突变 

在构建了原核表达载体，但没能实现PLRV-CP基因诱导表达的情况下，利用突变试剂盒TaKaRa 

MutanBEST Kit 对该基因进行了缺失突变。突变包括以 pBAD-LRCP 为模板，用 P4、P5 进行 PCR

及 PCR 产物的平端化、磷酸化、环化与受体菌 TOP10 的转化等，具体方法参照试剂盒说明。用 Pv1

引物进行测序，筛选出目的克隆，相应的重组质粒命名为 pBAD-LRCP-126，该质粒实际上就是缺

失突变 CP 基因的原核表达载体。 

1.2.3  缺失突变 CP 基因的诱导表达及鉴定 

将工程菌 TOP10（pBAD-LRCP-126）单菌落接种于 SOB 液体培养基中，37 ℃过夜震荡培养。

将培养物按 1%的比例接入新配置的含 Amp 的 SOB 液体培养基中，培养至 OD600值约为 0.5，加入

L–阿拉伯糖至终浓度为 0.2%，继续培养 4 h。取 1 mL 菌液离心后收集菌体，加等体积蛋白上样缓

冲液并混匀，煮沸 7 min 后离心，取 20 µL 上清液点样，于 12%十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰胺凝胶

上电泳。 

1.2.4  融合蛋白的提取纯化与定量 

收集诱导处理过的菌液，每管 50 mL，于 4 ℃、4 000 r · min-1 离心 15 min，弃上清液并称质量，

用提取缓冲液（50 mmol · L-1 Tris-HCl，pH 8.0；1 mmol · L-1 EDTA，pH 8.0；0.1 mol · L-1 NaCl）重

悬细菌沉淀。悬浮液中先加 PMSF 和溶菌酶，搅拌约 20 min，再加入去氧胆酸，放置于 37 ℃并不断

搅拌。裂解物变粘稠时，加入 DNaseⅠ，室温放置至裂解液不再粘稠。4 ℃、12 000 r · min-1 离心 20 

min，融合蛋白主要以沉淀（包涵体）的形式存在。提取蛋白时，每克湿重大肠杆菌加 3 mL 裂解液、

8 µL PMSF（50 mmol · L-1）、80 µL 溶菌酶（10 mg · mL-1）、4 mg 去氧胆酸与 20 µL DNaseⅠ（1 

mg · mL-1）。 
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用结合缓冲液（20 mmol · L-1 NaH2PO4，0.5 mol · L-1 NaCl，8 mol · L-1 尿素，10 mmol · L-1 咪唑）

悬浮包涵体，充分混合溶解后，10 000 r · min-1 离心 5 min。上清液经 0.22 µm 滤膜过滤后，用 HiTrap 

Chelating HP 亲和层析柱纯化出融合蛋白。用 20% PEG6000 浓缩蛋白液，然后用蒸馏水透析 24 h，

期间换透析液 3 次，再用 PBS 透析 24 h，期间换透析液 3 次。蛋白质的定量采用 Bradford 法。 

1.2.5  抗血清的制备及效价测定 

初免用 1 mg 融合蛋白作抗原，蛋白溶液与等体积完全福氏佐剂混匀，对新西兰大白兔颈背部

皮下多点注射。4 周后进行加强免疫，抗原量同初免，用不完全福氏佐剂混合，后腿肌肉注射。第 2

次加强免疫的剂量与注射方法同第 1 次加强免疫，不加佐剂，时间隔 2 周，同时耳静脉取血试效价。

再过 2 周，进行第 3 次加强免疫，剂量为每只兔 0.25 mg。免疫结束 1 周后心脏采血，效价的测定

采用琼脂糖双扩散法与间接 ELISA 法。 

1.2.6  PLRV 的间接 ELISA 检测 

感染 PLRV 的马铃薯病叶用液氮研磨破碎后，按 1︰10（g︰mL）加入病毒提取缓冲液（含 2% 

PVP-40000、1% BSA 的 PBST）并进一步研磨，4 ℃、12 000 r · min-1 离心 5 min 后取上清液用于检

测。每反应孔加 150 µL 上清液，4 ℃过夜后洗涤，包被结束后加 180 µL 3%的 BSA 进行封闭。随

后每孔加 140 µL 稀释的抗血清、130 µL 的酶标二抗稀释液及 120 µL 的底物液（0.67 mg · mL-1 pNPP，

11.65%二乙醇胺），最后加 100 µL 的 1.2 mol · L-1 NaOH 终止反应。检测过程中，酶标板温育及洗

涤条件主要参照李广存等（2001）报道的方法。除目测外，用 BioTek 公司 Elx800 型酶标仪测定 405 

nm 的 OD 值。 

2  结果与分析 

2.1  PLRV-CP 基因的克隆 

以 P1、P2 为引物，RT-PCR 扩增得到大小约为 630 bp 的特异性的产物，经回收、纯化后进行了

T-A 克隆。针对 PCR 初步筛选出的阳性克隆，BamHⅠ、PstⅠ与 EcoRⅠ单酶切鉴定显示重组质粒

含有 BamHⅠ与 PstⅠ的单一切点，含有 EcoRⅠ的两个切点（图 1），结果表明该质粒含有预期的插

入片段，命名为 pGEM-LRCP。 

 

图 1  重组质粒 pGEM-LRCP 的酶切图谱 

Fig. 1  Restriction pattern of recombinant plasmid pGEM-LRCP 

M1：λ-EcoT14ⅠDNA marker；M2：DL2000 DNA marker；1：pGEM-LRCP； 

2：pGEM-LRCP/ BamHⅠ；3：pGEM-LRCP/ PstⅠ；4：pGEM-LRCP/ EcoRⅠ. 
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1      ATGAGTACGGTCGTGGTTAAAGGAAATGTCAATGGTGGTGTACAACAACCAAGAAGGCGA 

1       M  S  T  V  V  V  K  G  N  V  N  G  G  V  Q  Q  P  R  R  R 

61     AGAAGGCAATCCCTTCGCAGGCGCGCTAACAGAGTTCAGCCAGTGGTTATGGTCACGGCC 

21      R  R  Q  S  L  R  R  R  A  N  R  V  Q  P  V  V  M  V  T  A 

121    CCTGGGCAACCCAGGCGCCGAAGACGTAGAAGAGGAGGCAATCGCCGCTCAAGAAGAACT 

41      P  G  Q  P  R  R  R  R  R  R  R  G  G  N  R  R  S  R  R  T 

181    GGAGTTCCCCGAGGACGAGGCTCAAGCGAAACATTCGTGTTTACAAAGGACAACCTCATG 

61      G  V  P  R  G  R  G  S  S  E  T  F  V  F  T  K  D  N  L  M 

241    GGCAACTCCCAAGGAAGTTTCACCTTCGGGCCGAGTCTATCAGACTGTCCGGCATTCAAG 

81      G  N  S  Q  G  S  F  T  F  G  P  S  L  S  D  C  P  A  F  K 

301    GATGGAATACTCAAGGCCTACCATGAGTATAAGATCACAAGCATCTTACTTCAGTTCGTC 

101     D  G  I  L  K  A  Y  H  E  Y  K  I  T  S  I  L  L  Q  F  V 

361    AGCGAGGCCTCTTCCACCTCCTCCGGCTCCATCGCTTATGAGTTGGACCCCCATTGCAAA 

121     S  E  A  S  S  T  S  S  G  S  I  A  Y  E  L  D  P  H  C  K 

421    GTATCATCCCTCCAGTCCTACGTCAACAAGTTCCAAATTACGAAGGGCGGCGCCAAAACT 

141     V  S  S  L  Q  S  Y  V  N  K  F  Q  I  T  K  G  G  A  K  T 

481    TATCAAGCGCGGATGATAAACGGGGTAGAATGGCACGATTCTTCTGAGGATCAGTGCCGG 

161     Y  Q  A  R  M  I  N  G  V  E  W  H  D  S  S  E  D  Q  C  R 

541    ATACTGTGGAAGGGAAATGGAAAATCTTCAGATACCGCAGGATCCTTCAGAGTCACCATC 

181     I  L  W  K  G  N  G  K  S  S  D  T  A  G  S  F  R  V  T  I 

601    AGGGTGGCTTTGCAAAACCCCAAATAG 

201     R  V  A  L  Q  N  P  K  * 

 

测序结果表明插入片段为 PLRV-CP 基因，长 627 bp，该 cDNA 的序列及其编码的氨基酸见图 2。

本研究中克隆的基因与已报道的 36 个 PLRV-CP 基因的核苷酸序列的同源性介于 96.81% ~ 99.84%，

其中与河北分离物（DQ315385）、云南分离物（DQ309064）的同源性分别为 99.68%与 99.36%。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 2  PLRV-CP 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸 

富含精氨酸密码子的序列用下划线标记。 

Fig. 2  Nucleotide sequence of PLRV-CP gene and the deduced amino acids 

DNA sequence rich in arginine codons was underlined. 

 

2.2  PLRV-CP 基因原核表达载体的构建 

以 P1、P3 为引物的 PCR 扩增产物与线性原核表达载体 pBAD/Thio-TOPO 的连接产物转化受体

菌获得了抗性菌落。重组质粒经 Bsp1407Ⅰ与 NdeⅠ单酶切后，电泳图谱上都只有一条 DNA 带，大

小与重组质粒中线性条带对应（图 3，Ⅱ、Ⅲ），Bsp1407Ⅰ和 NdeⅠ双酶切图谱上有两条带，一条

大小为 2 000 bp，另一条是 3 000 bp（图 3，Ⅳ），酶切结果表明重组质粒中只有 Bsp1407Ⅰ和 NdeⅠ

的单一切点符合预期，且 PLRV-CP 基因与载体正向连接，测序结果进一步表明了表达载体构建的正

确性，命名为 pBAD-LRCP。 

将工程菌 TOP10（pBAD-LRCP）的菌液用不同浓度诱导物、不同处理时间和培养温度进行基

因表达的诱导，SDS-PAGE 显示提取的蛋白中没有预期的融合蛋白。由于没能实现诱导表达，所以，

以 pBAD-LRCP 为模板，采取朝背离方向进行 PCR 扩增的方法，对 PLRV-CP 基因进行了缺失突变。

测序结果表明已从 PLRV-CP 基因中成功删除了富含精氨酸密码子的第 52 ~ 177 核苷酸（126 bp，图

2 中带有下划线的序列），没有其它核苷酸的改变，突变符合预期。突变后获得的质粒命名为 pBAD- 

LRCP-126，该质粒实际上就是突变后的 CP 基因的原核表达载体。 
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图 4  融合蛋白的 SDS-PAGE 分析 

M：蛋白 marker；Ⅰ、Ⅲ：对照（无诱导）； 

Ⅱ、Ⅳ：阿拉伯糖诱导。 

Fig. 4  SDS-PAGE analysis of the fusion protein 

M：Protein marker；Ⅰ，Ⅲ：Without induction； 

Ⅱ，Ⅳ：Induction with arabinose. 

图 5  融合蛋白的纯化结果 

M：蛋白 marker；Ⅰ：对照（无诱导）；Ⅱ：0.2%阿拉伯糖诱导；

Ⅲ：纯化的目的蛋白。 

Fig. 5  Purification of the fusion protein 

M：Protein marker；Ⅰ：Without induction；Ⅱ：Induction with  

0.2% arabinose；Ⅲ：Purification of target protein. 

 
图 3  重组质粒 pBAD-LRCP 的酶切图 

Fig. 3 Restriction pattern of recombinant plasmid pBAD-LRCP 

M：λ-EcoT14ⅠDNA marker；Ⅰ：pBAD-LRCP；Ⅱ：pBAD-LRCP/ Bsp1407Ⅰ； 

Ⅲ：pBAD-LRCP/ Nde I；Ⅳ：pBAD-LRCP/ Bsp1407 I + Nde I. 

 

2.3  融合蛋白的鉴定、提取与纯化 

经 0.2% L–阿拉伯糖诱导，突变基因表达结果见图 4，在 34 kD 处有一条明显的诱导表达的蛋

白质条带（图 4，Ⅱ、Ⅳ），未加入阿拉伯糖诱导的处理中无此条带（图 4，Ⅰ、Ⅲ）。本研究中采用

了融合表达的策略，预期的融合蛋白为 34 kD，实际结果与预期相符，表明该蛋白是 PLRV 缺失突

变 CP 基因正确表达的融合蛋白（重组 CP）。 

用溶菌酶法提取细菌蛋白，重组 CP 主要存在于沉淀部分，以包涵体形式存在，上清液中很少。

用含 8 mol · L-1 尿素的结合缓冲液溶解包涵体，然后用 Ni2+亲和层析的方法进行纯化，得到了单一

的目的条带（图 5，Ⅲ），结果表明获得了高纯度的重组 CP。 

 

 



10 期            隋炯明等：马铃薯卷叶病毒缺失突变 CP 基因的原核表达及抗血清的制备               1955  

 

2.4  抗血清的制备与 PLRV 的间接 ELISA 检测 

用重组 CP 免疫两只新西兰大白兔获得了两份抗血清，在琼脂糖双扩散中，抗血清和提纯的重

组 CP（抗原）反应产生明显而单一的沉淀线，效价分别为 1︰128 和 1︰256。对效价高的抗血清进

一步用间接 ELISA 方法测定，按 A/C（重组 CP 抗血清反应平均值/对照抗血清反应平均值）为 2 的

标准判断，效价为 1︰12 800（表 1）。结果显示重组 CP 具有良好的免疫原性与反应原性，即获得了

重组 CP 的特异性抗血清。 
 

表 1  抗血清效价的测定 

Table 1  Titer detection of the antiserum 

注：A 为重组 CP 抗血清反应孔的平均值，C 为对照抗血清反应孔的平均值（0.139）。 

Note：A is the average value of well of recombinant CP antiserum；C is the average value of well of control antiserum（0.139）. 

 

利用制备的抗血清对感病叶片进行间接 ELISA 检测，反应孔颜色变黄，病叶汁液有较强的阳性

反应，在抗血清稀释度小于 1︰400 时，A/C 大于 2.0（表 2）。健康叶片的汁液没有颜色变化，呈阴

性反应。结果表明利用重组 CP 制备的抗血清可用于 PLRV 的检测，已获得了 PLRV 特异性的抗血

清。 
 

表 2  马铃薯病叶的间接 ELISA 检测 

Table 2  Indirect-ELISA detection of the potato diseased leaves 

注：A 为重组 CP 抗血清反应孔的平均值，C 为健康马铃薯叶片（阴性对照）反应孔的平均值（0.063）。 

Note：A is the average value of well of recombinant CP antiserum；C is the average value of well of potato healthy leaf（negative control）. 

 

3  讨论 

3.1  PLRV-CP 基因的原核表达 

本研究中克隆了 PLRV-CP 基因，并以 pBAD/Thio-TOPO 为起始载体构建了该基因的原核表达

载体 pBAD-LRCP，基因的表达受强启动子 PBAD 驱动。虽然对诱导物阿拉伯糖的浓度、诱导温度与

时间等参数进行了改变和优化，但没能实现 PLRV-CP 基因在受体菌 TOP10 中的诱导表达，没获得

重组 CP。用试剂盒中的受体菌 LMG194 进行该基因的表达也没有检测到预期的表达蛋白，该受体

菌适用于毒性蛋白基因的低水平表达研究，结果表明检测不到重组 CP 是基因没有表达所致。 

Lopez 等（1994）将 PLRV-CP 基因插入具有强启动子的原核表达载体，没有诱导出表达产物，

推测该基因 5′ 端富含精氨酸稀有密码子是在大肠杆菌中不能表达的主要原因；在将 PLRV-CP 基因

连接到 β–半乳糖糖苷酶基因下游，使 PLRV-CP 基因的编码序列处于融合基因 3′ 端的情况下，表达

出了 139 kD 的融合蛋白。Pichova 等（2011）利用特殊的受体菌实现了 PLRV-CP 基因的原核表达，

因为该受体菌含有额外的质粒，这种质粒带有 AGA、AGG、CGG 等精氨酸稀有密码子对应的 tRNA

抗血清的稀释度 Dilution of antiserum 吸收值 
OD405 1︰400 1︰800 1︰1 600 1︰3 200 1︰6 400 1︰12 800 1︰25 600 

A 
A/C 

0.411 
2.96 

0.342 
2.46 

0.314 
2.26 

0.309 
2.22 

0.302 
2.17 

0.298 
2.14 

0.249 
1.79 

抗血清的稀释度 Dilution of antiserum 吸收值 
OD405 1︰50 1︰100 1︰200 1︰400 1︰800 1︰1 600 

A 
A/C 

0.178 
2.83 

0.157 
2.49 

0.149 
2.36 

0.137 
2.17 

0.125 
1.98 

0.117 
1.85 
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基因。本研究中将 PLRV-CP 基因的第 52 ~ 177 核苷酸删除后，突变基因可顺利地在大肠杆菌 TOP10

中高效率表达，结果表明是该片段抑制了 PLRV-CP 基因的原核表达。 

PLRV-CP 基因第 52 ~ 177 核苷酸这段序列编码 42 个氨基酸残基，其中精氨酸残基有 21 个，占

50%，精氨酸密码子非常密集。从图 2 可以看出这段序列中精氨酸密码子连续出现，且有 5 个、7

个精氨酸密码连续排列的情况。另外，这些密码子大多为 AGA、AGG、CGA 等稀有编码，且稀有

密码子也呈连续性排列。精氨酸稀有密码子的出现及其连续排列会使翻译减慢、受阻甚至中断，这

可能是 PLRV-CP 基因原核表达困难的主要原因。本实验室用人工合成的方法将该 126 bp 片段中的

稀有密码子突变成高频利用密码子，实现了突变基因在 TOP10 中的表达（张建建 等，2010），研究

结果表明稀有密码子是抑制表达的因素。后续的研究发现表达不稳定，很难用于重组 CP 的大量制

备，表明同义密码子的连续排列仍是抑制该基因原核表达的重要因素。 

除上述 126 bp 序列之外，PLRV-CP 基因中还有少量分散存在的精氨酸稀有密码子，但没有影响

表达。本实验室在用 pBAD/Thio-TOPO 载体及受体菌 TOP10 表达马铃薯 S 病毒 CP 基因时，表达非

常顺利，未曾发现表达困难。PVS-CP 基因也有 AGA 等精氨酸的稀有密码子，但数量少、也不呈连

续排列。零散存在的稀有密码子不构成表达的障碍。 

3.2  重组 CP 多克隆抗体的制备与应用 

经缺失突变后，PLRV-CP 基因可在大肠杆菌中高效率、大量表达，利用镍离子亲和层析法可获

得高纯度重组 CP，包涵体的溶解则是影响重组 CP 纯化、回收率的主要步骤。本实验室利用重组

CP 制备 PVS-CP 的抗血清时，研究结果表明复性获得的重组 CP 作抗原，制备的抗血清的效价明显

提高。针对 PLRV，复性后的重组 CP 作抗原是否可提高抗血清的效价，也值得研究。 

DAS-ELISA 特异性强、准确性高，是重要的 ELISA 检测法。有报道，采用重组 CP 途径制备的

马铃薯 X 病毒（Cerovska et al.，2010）、马铃薯 Y 病毒（Flowarczna et al.，2008）的多克隆抗体达

不到 DAS-ELISA 的要求，制备的马铃薯帚顶病毒（PMTV）的多抗甚至不能包被酶标板（Helias et al.，

2003）。Pichova 等（2011）利用马铃薯卷叶病毒重组 CP 制备的抗血清只能用于病叶的间接 ELISA

检测，且特异性差、免疫反应信号弱。研究发现用重组 CP 制备的天竺葵环带斑病毒的多克隆抗体

也存在不能用于 DAS-ELISA 检测的问题（Gulati-Sakhuja et al.，2009）。 

本研究中利用镍离子亲和层析获得的高纯度重组 CP 进行大剂量免疫家兔获得了 PLRV 的特异

性抗血清。本实验室李楠楠等（2011）用 Protein G 从制备的抗血清中纯化出抗体并经过碱性磷酸酶

标记后，纯化抗体与酶标记抗体可用于 PLRV 的 DAS-ELISA 检测，制备的多抗达到了 DAS-ELISA

检测的要求，为利用重组 CP 大量制备 PLRV 抗血清及组装 DAS-ELISA 检测试剂盒提供了技术基础。

CP 基因的原核表达是简单的操作，而 PLRV-CP 基因表达困难是一个例外，重组 CP 的提取与纯化、

免疫剂量及程序的确定、抗体的纯化与标记等则是复杂的过程，多克隆抗体的质量及应用效果更可

能取决于这些后续过程。 
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