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玉米黄花叶病毒运动蛋白的原核表达纯化
与抗血清制备

马秋萌 刘玉姿 吴 迪 李洪蕊 王 颖 韩成贵*

（中国农业大学植物病理学系，农业农村部作物有害生物监测与绿色防控重点实验室，北京 100193）

摘要：为实现对玉米黄花叶病毒（maize yellow mosaic virus，MaYMV）的血清学检测，丰富该病毒

的检测方法，将编码 MaYMV 运动蛋白（movement protein，MP）的基因连接到原核表达载体 pDB-

His-MBP上，将构建成功的原核表达质粒转化到大肠杆菌Escherichia coli中诱导表达融合蛋白，将

纯化后的融合蛋白对新西兰大白兔Oryctolagus cuniculus进行免疫并制备MaYMV MP多克隆抗血

清，并采用Western blot对抗血清的效价、灵敏度和特异性进行检测。结果显示，利用成功构建的原

核表达载体经诱导表达获得分子量大小约为62 kD的融合蛋白，纯化后对新西兰大白兔进行免疫

获得MaYMV MP抗血清，该抗血清的效价为1∶128 000，灵敏度为1∶32，且该抗血清能够特异性地

检测到本氏烟Nicotiana benthamiana中瞬时表达的MaYMV MP，而不与马铃薯卷叶病毒属Polero‐

virus及黄症病毒属Luteovirus的其他病毒发生血清学交叉反应，证明该抗血清具有良好的特异性。

表明本研究制备的 MaYMV MP 抗血清能特异性地检测到 MaYMV MP，可用于对田间样品的

MaYMV血清学检测。
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Abstract: In order to achieve serological test of maize yellow mosaic virus (MaYMV) and provide more

detection methods for the virus, the movement protein (MP) gene of MaYMV was cloned and ligated in‐

to the prokaryotic expression vector pDB-His-MBP. The ligated plasmid was transformed into Esche‐

richia coli to express fusion protein. The fusion protein (62 kD) was purified and used to immunize

Oryctolagus cuniculus to prepare MaYMV MP polyclonal antiserum, and the titer, sensitivity and speci‐

ficity of the antiserum were determined by Western blot. The results showed that the titer of the antise‐

rum was 1∶128 000 and its sensitivity was 1∶32. The antiserum could react specifically with the

MaYMV MP transiently expressed in Nicotiana benthamiana and did not have cross-reactions with

MPs of other members in the genera Polerovirus and Luteovirus. This antiserum developed in this study

will be useful in detection of MaYMV MP in the transient expression system and in detection of

MaYMV in field samples.
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玉米是世界上重要的粮食作物和饲料作物，生

产中受到诸多病虫害的严重威胁。玉米黄花叶病毒

（maize yellow mosaic virus，MaYMV）于 2014 年在

中国云南省田间玉米植株中被首次发现，该病毒是

马铃薯卷叶病毒属Polerovirus的 1个新成员（Chen

et al.，2016）。MaYMV 主要由蚜虫近距离传播，可

以导致多种禾谷类作物出现黄化和矮化等症状

（Chavez et al.，2012；陈建生等，2019；Mlotshwa et

al.，2021），目前已在中国、巴西和厄瓜多尔等国家广

泛分布，给世界各地的玉米生产带来严重威胁

（Read et al.，2019；Yahaya et al.，2019；Welgemoed et

al.，2020）。MaYMV寄主范围十分广泛，可以侵染

玉米和高粱等多种禾本科作物，2016—2018年在尼

日利亚和中国的感病甘蔗上也检测到了MaYMV，

说明该病毒可以侵染甘蔗（Sun et al.，2019）；而且

MaYMV经常与引致甘蔗花叶病的相关病毒同时侵

染甘蔗和玉米，由于多种病毒频繁混合侵染，仅根据

症状来区分MaYMV与引致甘蔗花叶病的相关病毒

具有一定困难（Sun et al.，2019；2021）。因此，对

MaYMV的准确鉴定与精准防治十分重要。

MaYMV是正单链RNA病毒，全长为 5 642 bp，

包含 7 个开放阅读框（open reading frame，ORF）

ORF0~ORF5、ORF3a 和 3 个非编码区（untranslated

region，UTR）5′ UTR、3′ UTR 及 intergenic UTR。

MaYMV 的运动蛋白（movement protein，MP）由相

对保守的ORF4编码，能够促进病毒在宿主细胞之

间的移动（Crawford & Zambryski，2001；Chen et al.，

2016；李畅等，2017）。目前，对MaYMV MP的研究

报道很少，有研究人员对同属的马铃薯卷叶病毒

（potato leaf roll virus，PLRV）和黄症病毒科Luteovir‐

idae的大麦黄矮病毒（barley yellow dwarf virus，BY‐

DV）的MP进行了详细研究，发现PLRV MP与其致

病性和症状表现密切相关，而且能够调节植物细胞

之间胞间连丝的直径，使病毒能够顺利在细胞之间

移动；BYDV MP 在植物体内和体外发生强烈的自

身互作形成二聚体，在本氏烟 Nicotiana benthami‐

ana 和普通烟 Nicotiana tabacum 叶片中瞬时表达

BYDV MP 会引发植物对病原物的抗性反应，使叶

片发生细胞程序性死亡（programmed cell death，

PCD），并且BYDV MP的N端可能是引发PCD的关

键区域（Fusaro et al.，2017；Ju et al.，2017；DeBlasio

et al.，2018）。

目前，已有利用反转录PCR（reverse transcription

PCR，RT-PCR）和反转录环介导等温扩增（reverse

transcription loop-mediated isothermal amplification，

RT-LAMP）技术检测 MaYMV 的报道（陈建生等，

2019；Sun et al.，2021），但是还没有通过原核表达方

法获得MaYMV MP抗血清及利用血清学反应检测

MaYMV的正式报道（王建光等，2019；张静雅和何

衍彪，2019；薛超，2020）。因此，本研究通过构建含

有 MaYMV MP 基因序列的原核表达载体，表达大

量的纯化蛋白，制备高效价、高灵敏度、高特异性的

MaYMV MP多克隆抗血清，并进一步验证MaYMV

的血清学关系，以期用于MaYMV MP的检测，促进

田间玉米病毒病害的检测与防治，同时为研究马铃

薯卷叶病毒属各病毒之间的血清学关系提供材料，

为深入研究MaYMV MP功能及MaYMV与寄主互

作提供必要的材料。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株及植物：大肠杆菌 Escherichia coli感

受态细胞DH5α来源于北京全式金生物技术有限公

司，感受态细胞Rosetta由中国农业大学分子植物病

毒学实验室保存。根癌农杆菌Agrobacterium tume‐

faciens感受态细胞GV3101和本氏烟由英国剑桥大

学的 David Baulcombe 教授馈赠，本氏烟在温度

（24±1）℃、相对湿度 40%、光周期 16 L∶8 D条件下

培养3~4周供试。

供试载体及病毒：原核表达载体pDB-His-MBP

来源于 DNASU 质粒库；双元表达载体 pMDC32 由

中国农业大学分子植物病毒学实验室保存并提供。

MaYMV MP 基因克隆 pMDC32-MPMaYMV-3Flag、芸

薹黄化病毒（brassica yellow virus，BrYV）MP基因克

隆 pMDC32-3Flag-MPBrYV、PLRV MP 基因克隆 pM‐

DC32-3Flag-MPPLRV 由本实验室左登攀博士提供；

BYDV MP 基因克隆 pMDC32-3Flag-MPBYDV-PAV由本

实验室胡汝检硕士提供；丝瓜蚜传黄化病毒（suak‐

wa aphid-borne yellow virus，SABYV）MP 基因克隆

pMDC32-MPSABYV-3Flag由本实验室张绍康硕士提供；

甜菜叶黄化病毒（beet leaf yellowing virus，BLYV）

MP 基因克隆 pMDC32-MPBLYV-3Flag 由本实验室刘

玉姿博士提供；甘蔗黄叶病毒（sugarcane yellow leaf

virus，ScYLV）MP 基因克隆 pMDC32-MPScYLV-3Flag

由本实验室赵航海硕士提供。

供试培养基：LB（Luria-Bertani）固体培养基成

分为酵母浸膏 25 g、胰蛋白胨 50 g、NaCl 50 g、琼脂

粉 82.5 g，调节 pH为 7，定容至 5 L，121 ℃高压灭菌
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20 min，室温保存；LB固体培养基不添加琼脂即得

到LB液体培养基。

试剂及仪器：Primer Star Max HS DNA Poly‐

merase、T4 DNA Ligase、Solution I，日本 TaKaRa 公

司；限制性内切酶Nde I和Xho I，美国NEB公司；同

源重组酶试剂盒，北京全式金生物技术有限公司；

2×Taq DNA聚合酶Mix，北京擎科生物有限公司；蛋

白质预染Marker，美国赛默飞世尔科技公司；5-溴-

4- 氯 -3- 吲 哚 二 钠 盐（5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

phosphate，BCIP）、氯化硝基四氮唑蓝（nitro blue tet‐

razolium，NBT）、异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（isopro‐

pyl β-D-1-thiogalactopyranoside，IPTG）、苯甲基磺酰

氟（phenylmethylsulfonyl fluoride，PMSF）、2-吗啉乙

磺酸（2-morpholinoethanesulfonic acid，MES）、乙酰

丁香酮（acetosyringone，AS）、生物素标记山羊抗兔

免疫球蛋白 Anti-rabbit IgG，日本 Sigma 公司；DNA

凝胶回收试剂盒，美国Omega公司；质粒小量提取

试剂盒，美国Axygen公司；硝酸纤维膜，美国GE公

司；镍亲和 His 融合标签蛋白纯化树脂 Ni-NTA His

Binding Resin，北京 Novagen 公司；Flag 标签抗血

清，北京柏奥易杰科技有限公司；其余试剂均为国产

分析纯。22331 Hamburg PCR仪、5424 R离心机，德

国 Eppendorf 公司；ZHWY-103D 恒温培养振荡器，

上海智城分析仪器制造有限公司；GRP-9080型隔水

式恒温培养箱，上海森信实验仪器有限公司；

Bluepard隔水式恒温培养箱，上海一恒科技有限公

司；Universal Hood II 凝胶成像仪，美国 Bio-Rad 公

司；JY600C电泳仪，北京君意科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 原核表达载体的构建

采用同源重组的方法构建MaYMV MP的原核

表达载体。根据MaYMV MP基因序列和pDB-His-

MBP 原核表达载体序列设计引物 MaYMV MP-F

（5′ -ACCTTTACTTCCAGGGCCATATGATGGACG‐

CAGAGCTAGGAAC-3′）和MaYMV MP-R（5′-TGG-

TGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTACCTATTTCGG-

GTTTTGAACAT-3′），下划线所示为 pDB-His-MBP

原核表达载体的同源臂。以pMDC32-MPMaYMV-3Flag

为模板、MaYMV MP-F 和MaYMV MP-R为引物进

行PCR反应。50 μL反应体系：Primer Star Max HS

DNA Polymerase 25 μL、模板 1 μL、10 μmol/L 引物

MaYMV MP-F/MaYMV MP-R各 1 μL、ddH2O 22 μL。

扩增程序：98 ℃预变性20 s；98 ℃变性10 s，55 ℃退

火 30 s，72 ℃延伸 15 s，共 30 个循环；72 ℃再延伸

10 min；PCR产物于4 ℃保存。PCR扩增完成后，通

过 1%琼脂糖凝胶电泳观察电泳结果，根据Marker

指示，在紫外灯下切胶回收大小为600 bp左右的目

的条带。用Nde I和Xho I两种限制性核酸内切酶在

37 ℃烘箱内酶切 pDB-His-MBP 原核表达载体，将

同源重组酶处理回收的目的片段并与经过酶切处

理的载体在 50 ℃下反应20 min。10 μL反应体系包

括同源重组酶5 μL、载体1 μL和PCR产物4 μL。将

所得同源重组产物pDB-His-MBP-MPMaYMV加入大肠

杆菌感受态细胞DH5α进行热激转化，在含有终浓

度为50 μg/mL的卡那霉素的LB固体平板上于37 ℃

烘箱内培养 12 h，挑取单克隆大肠杆菌菌落并进行

PCR检测。根据PCR检测结果筛选阳性克隆，挑取

阳性菌落接种于含有终浓度为50 μg/mL的卡那霉素

的LB液体培养基中于 37 ℃摇培 12 h，利用质粒小

量提取试剂盒参照说明书进行质粒DNA的小量提

取，质粒送至北京擎科生物技术公司进行DNA测序。

1.2.2 融合蛋白的原核表达和纯化

将 1.2.1 成功构建的原核表达载体 pDB-His-

MBP-MPMaYMV转入大肠杆菌表达感受态细胞Rosetta

中，大肠杆菌在含有终浓度为50 μg/mL的卡那霉素

和 34 μg/mL 的氯霉素的 LB 固体平板上于 37 ℃烘

箱内培养12 h。挑取阳性单克隆菌落接种于10 mL

含有终浓度为 50 μg/mL的卡那霉素和 34 μg/mL的

氯霉素的LB液体培养基中，37 ℃摇培 12 h获得大

肠杆菌菌液。取10 mL大肠杆菌菌液接种于1 L含

有终浓度为 50 μg/mL的卡那霉素和 34 μg/mL的氯

霉素的LB液体培养基中，37 ℃下振荡培养 3~4 h，

测定菌液OD600 nm值在 0.6~0.8时，收集备用，一部分

留作未诱导液，一部分用于诱导表达融合蛋白。向

用于诱导表达的1 L菌液中加入2 mL IPTG，16 ℃下

以 180 r/min 摇培 18~20 h，诱导大肠杆菌表达大量

的融合蛋白。将大肠杆菌诱导表达液分装到500 mL

离心瓶中，以 8 000 r/min 离心 5 min 收集大肠杆菌

菌体，再用 100 mL 高盐缓冲液（500 mmol/L NaCl、

20 mmol/L Tris-HCl，pH 8）悬浮大肠杆菌菌体。将悬

浮菌液转移至 100 mL烧杯中，并加入 1 mL PMSF，

在冰浴条件下超声破碎3次，于4 ℃下以12 000 r/min

离心40 min，将沉淀于4 ℃冰箱中保存备用，并收集

上清液备用。在 4 ℃下，先用高盐缓冲液清洗镍亲

和His融合标签蛋白纯化树脂层析柱2次后，再将收

集的上清液过层析柱，收集穿出液备用。再次用

15 mL高盐缓冲液清洗层析柱从而洗脱杂蛋白，并

收集洗杂液备用。依次用20、40、60、80、100、200和
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500 mmol/L 咪唑浓度洗脱结合在层析柱上的融合

蛋白，并收集以上各浓度的咪唑蛋白洗脱液备用。

洗脱完成后用超纯水冲洗填料，加入适量20%乙醇

在 4 ℃下保存。取少量上述离心所得沉淀，以及未

诱导、上清液、穿出液、洗杂液和不同浓度咪唑蛋白

洗脱液各 100 μL，分别加入 100 μL十二烷基硫酸钠

（sodium dodecyl sulfate，SDS）蛋白上样缓冲液，

100 ℃加热10 min，12 000 r/min离心10 min，取上清

液进行SDS-聚丙烯酰胺（polyacrylamide gel electro‐

phoresis，PAGE）电泳检测。将提取的蛋白样品按照

一定的次序加入凝胶中，每孔上样量为10 μL。80 V

电泳 30 min，当蛋白样品完全进入分离胶后，120 V

继续电泳，直到溴酚蓝跑至分离胶底端，结束电泳。

根据SDS-PAGE电泳检测结果，将能够洗脱下目的

融合蛋白的对应浓度（80、100 和 200 mmol/L）的咪

唑蛋白洗脱液合并于 30 kD浓缩管中，通过超滤管

以 6 000 r/min 离心浓缩至 1.0~1.5 mL，用高盐缓冲

液稀释3次，确保融合蛋白的终浓度不小于2 mg/mL，

并于-80 ℃保存备用。

1.2.3 多克隆抗血清的制备

将 1.2.2所得纯化的融合蛋白作为抗原送至北

京华大蛋白质研发中心有限公司对健康的新西兰大

白兔Oryctolagus cuniculus进行免疫，制备多克隆抗

血清。各取 1只体重为 2 kg左右的新西兰大白兔，

初次免疫 400 μg 抗原，之后分 3 次进行加强免疫，

间隔时间分别为 14、12和 10 d，每次加强免疫量为

200 μg。在免疫过程中，将抗原先用生理盐水稀释

到 200~500 μL，再加入等体积弗氏佐剂，初次免疫

用弗氏完全佐剂，加强免疫用弗氏不完全佐剂；将

溶液和佐剂混匀至油包水状态，之后在新西兰大

白兔背部皮下打 8~10个点进行注射免疫。在整个

免疫过程完成后 7 d，自新西兰大白兔的颈动脉取

血，以5 000 r/min离心10 min，经过2次相同条件的

离心后收集得到抗血清30 mL，即为MaYMV MP多

克隆抗体Anti-MPMaYMV。经北京华大蛋白质研发中

心有限公司测定免疫效价为102 400，符合要求。

1.2.4 农杆菌浸润接种本氏烟后瞬时表达蛋白提取

采用农杆菌浸润接种本氏烟获得瞬时表达

MaYMV MP的样品，用于对抗血清的效价、灵敏度

以及特异性检测。取100 μL根癌农杆菌GV3101感

受态细胞置于冰上，加入MaYMV MP基因克隆pM‐

DC32-MPMaYMV-3Flag质粒5 μL进行感受态细胞的冻

融转化，筛选阳性克隆根癌农杆菌菌落，接种于

10 mL含有终浓度为25 μg/mL的利福平和50 μg/mL

的卡那霉素的 LB 液体培养基中，于 28 ℃下以

220 r/min 摇培 16 h。将获得的菌液以 4 000 r/min

离心 10 min，弃上清液，收集菌体，加入2 mL农杆菌

悬浮缓冲液（MES 1 mL、AS 50 μL、2 mol/L MgCl2

250 μL，定容至50 mL），用移液枪充分悬浮菌体，获

得原菌液。取100 μL原菌液稀释至2 mL，用紫外分

光光度计测定稀释液在600 nm波长下的吸光度值，

换算原菌液OD600 nm值（OD600 nm测定值×20）。用根癌

农杆菌原菌液稀释得到OD600 nm约为0.5的4 mL注射

液，于室温静置3 h，用注射器的针头在适龄本氏烟

的倒数第 3、4、5叶片中间分别刺 2个孔便于注射。

用不带针头的注射器从叶背针孔处进行注射，直至

注射液几乎浸润整片叶片，标记注射液浸润叶片范

围。将注释后的本氏烟置于生长室继续培养，2 d后

采样。取 0.1 g标记范围内的不含粗壮维管组织的

本氏烟叶片，置于装有 0.5 mm钢珠的 2 mL离心管

中，液氮速冻后研磨成末。加入300 μL SDS蛋白上

样缓冲液，充分混匀 10 min，100 ℃下加热 10 min，

以 12 000 r/min 离心 10 min，取上清液即为接种

MaYMV MP基因克隆 pMDC32-MPMaYMV-3Flag的本

氏烟叶片总蛋白样品，置于-80 ℃保存备用。采用

相同方法制备接种空载体 pMDC32 的本氏烟叶片

总蛋白样品，相同条件下保存备用。

1.2.5 抗血清的效价检测

利用Western blot检测抗血清的效价。分别取

1.2.4 制备的瞬时表达空载体 pMDC32（阴性对照）

和MaYMV MP基因克隆 pMDC32-MPMaYMV-3Flag的

本氏烟叶片总蛋白样品 20 μL，采用 1.2.2方法对其

进行SDS-PAGE检测，将凝胶中的蛋白样品通过电

转化法转移至硝酸纤维膜上。称取 0.5 g奶粉溶解

于10 mL 1×TBST缓冲液（含pH 7.5~8.0的0.02 mol/L

Tris、0.15 mol/L NaCl 和 0.05％吐温 20）中，将携带

蛋白样品的硝酸纤维膜浸入其中，37 ℃封闭 1 h。

分别以 1∶1 000、1∶2 000、1∶4 000、1∶8 000、1∶10 000、

1∶16 000、1∶32 000、1∶64 000、1∶128 000的比例向封

闭液中加入MaYMV MP多克隆抗体Anti-MPMaYMV，

于 37 ℃孵育 1 h，用 1×TBST 缓冲液（含 pH 7.5~8.0

的 0.02 mol/L Tris、0.15 mol/L NaCl 和 0.05％吐温

20）洗膜3次，每次10 min。然后以1∶10 000的比例加

入二抗Anti-rabbit IgG，于37 ℃孵育1 h，用1×TBST

缓冲液（含 pH 7.5~8.0的 0.02 mol/L Tris、0.15 mol/L

NaCl和0.05％吐温20）洗膜3次，每次10 min。准备

10 mL 显色缓冲液，分别加入 BCIP 66 μL 和 NBT

66 μL，混匀后使硝酸纤维膜浸润其中，避光显色3~

5 min即可观察到目标条带，其所对应的最大稀释倍

数即为抗血清的效价。
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1.2.6 抗血清的灵敏度检测

利用Western blot检测抗血清的灵敏度。以接

种空载体 pMDC32 的本氏烟叶片总蛋白样品为阴

性对照，将MaYMV MP多克隆抗体Anti-MPMaYMV分

别稀释 2 000倍和 6 000倍，获得 1∶2 000和 1∶6 000

的抗血清，将 1.2.4所得瞬时表达MaYMV MP的本

氏烟叶片总蛋白用SDS蛋白上样缓冲液稀释 4、8、

16、32、64、128、256、512倍，再分别用 1∶2 000和 1∶

6 000的抗血清进行Western blot检测，方法同1.2.5。

1.2.7 抗血清的特异性检测

利用Western blot检测抗血清的特异性。以接

种空载体 pMDC32 的本氏烟叶片总蛋白样品为阴

性对照，并采用 1.2.4 方法依次提取瞬时表达

MaYMV MP 基 因 克 隆 pMDC32-MPMaYMV-3Flag、

BrYV MP 基因克隆 pMDC32-3Flag-MPBrYV、PLRV

MP 基因克隆 pMDC32-3Flag-MPPLRV、BYDV MP 基

因克隆 pMDC32-3Flag-MPBYDV-PAV、SABYV MP 基因

克隆 pMDC32-MPSABYV-3Flag、BLYV MP 基因克隆

pMDC32-MPBLYV-3Flag 和 ScYLV MP 基因克隆 pM‐

DC32-MPScYLV-3Flag的本氏烟叶片总蛋白，先用Flag标

签抗血清验证各瞬时表达蛋白的存在，再将MaYMV

MP多克隆抗体Anti-MPMaYMV稀释1 000倍后对以上

各蛋白进行Western blot检测，方法同1.2.5。

2 结果与分析

2.1 构建获得MaYMV原核表达载体

根据琼脂糖凝胶电泳结果，利用引物MaYMV

MP-F/MaYMV MP-R 扩增得到 600 bp 左右的特异

性条带，符合MaYMV MP的实际大小579 bp。对筛

选到的含有pDB-His-MBP-MPMaYMV的阳性克隆进行

测序，所得序列经 DNAMAN 比对发现与 MaYMV

MP序列的一致性为100%，表明已成功构建了pDB-

His-MBP-MPMaYMV原核表达载体。

2.2 原核表达获得纯化的融合蛋白

各蛋白样品的 SDS-PAGE 检测结果显示，80、

100和 200 mmo/L的咪唑蛋白洗脱液可以将融合蛋

白成功洗脱，蛋白分子量大小为62 kD（图1）。浓缩

后的蛋白样品浓度为3.5 mg/mL，满足浓度需求。

M：蛋白质分子量标记；1：未诱导；2~5：IPTG诱导大肠杆

菌的上清液、沉淀、穿出液、洗杂液；6~12：浓度分别为 20、

40、60、80、100、200 和 500 mmol/L 咪唑蛋白的洗脱液。M:

Protein molecular weight marker; 1: non-induced bacterial ly‐

sate; 2-5: soluble extract, insoluble fraction, flow-through frac‐

tion and washes fraction from IPTG-induced lysate; 6-12:

eluted MaYMV MP fusion protein with elution buffer contain‐

ing imidazole concentrations of 20, 40, 60, 80, 100, 200 and

500 mmol/L, respectively．

图1 MaYMV MP融合蛋白的SDS-PAGE分析

Fig. 1 SDS-PAGE analysis of the MaYMV MP fusion protein

2.3 MaYMV MP抗血清的效价

Western blot 检测结果显示，将 MaYMV MP 抗

血清稀释到 1∶128 000时仍然可以检测到相应蛋白

条带，因此MaYMV MP抗血清Anti-MPMaYMV的效价

约为1∶128 000（图2）。

M：蛋白质分子量标记；1：在野生型本氏烟中瞬时表达的 MaYMV MP 蛋白；2：阴性对照。M: Protein molecular

weight marker; 1: MaYMV MP proteins transiently expressed in N. benthamiana; 2: negative control．

图2 MaYMV MP抗血清效价的Western blot检测

Fig. 2 Titer of the MaYMV MP antiserum determined by Western blot

2.4 MaYMV MP抗血清的灵敏度

Western blot 检测结果显示，将 MaYMV MP 抗

血清Anti-MPMaYMV稀释 2 000倍时，能够检测到稀释

32 倍的 MPMaYMV；稀释 6 000 倍时，也能够检测到稀

释 32倍的MPMaYMV（图 3）。因此，1∶2 000和 1∶6 000

的MaYMV MP抗血清的灵敏度均为1∶32。

2.5 MaYMV MP抗血清的特异性

Western blot 检测结果显示，MaYMV MP 在本
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氏烟叶片中均能正常表达，MaYMV MP抗血清An‐

ti-MPMaYMV的稀释倍数为 1 000时，能够特异性地检

测到本氏烟中的 MPMaYMV，而与同属的 BLYV、

BrYV、PLRV、ScYLV、SABYV 以及黄症病毒属的

BYDV-PAV的MP均未产生血清学交叉反应（图4），

表明制备的抗血清特异性良好，可用于区分

MaYMV与同属的其他病毒。

M：蛋白质分子量标记；1：阴性对照；2~9：在野生型本氏

烟中瞬时表达稀释浓度分别为1∶4、1∶8、1∶16、1∶32、1∶64、1∶

128、1∶256、1∶512的MaYMV MP蛋白。M: Protein molecular

weight marker; 1:negative control; 2-9: MaYMV MP proteins

transiently expressed in N. benthamiana was determined by

dilution of 1∶4, 1∶8, 1∶16, 1∶32, 1∶64, 1∶128, 1∶256, 1∶512.

图3 MaYMV MP抗血清灵敏度的Western blot检测

Fig. 3 Sensitivity of the MaYMV MP antiserum

determined by Western blot

M：蛋白质分子量标记；1：阴性对照；2~8：分别为MPMaYMV-

3Flag、MPBLYV-3Flag、3Flag-MPBrYV、3Flag-MPPLRV、MPScYLV-

3Flag、MPSABYV-3Flag 和 3Flag-MPBYDV-PAV 融合蛋白。 M:

Protein molecular weight marker; 1: negative control; 2-8:

MPMaYMV-3Flag, MPBLYV-3Flag, 3Flag-MPBrYV, 3Flag-MPPLRV,

MPScYLV-3Flag, MPSABYV-3Flag and 3Flag-MPBYDV-PAV fusion pro‐

teins, respectively.

图4 MaYMV MP抗血清特异性的Western blot检

Fig. 4 Specificity of the MaYMV MP antiserum determined

by Western blot

3 讨论

植物病毒病是危害植物的重要病害，不能彻底

根治，因此检测并及时掌握田间作物病毒病的发生

状态，对于预防该类病害的发生尤为重要。目前，病

毒病的检测方法主要有症状观察、分子生物学检测、

血清学检测以及电镜观察等方法（庄新建等，

2020）。血清学检测操作简便，成本低廉，是最常见、

应用最广泛的植物病毒病检测方法之一。利用提纯

的植物病毒粒子作为抗原制备抗血清是早期常用的

方法，但是病毒粒子浓度低，较难提纯。随着生物学

技术的发展，基因克隆技术日渐完善，以植物病毒的

某个蛋白作为抗原制备抗血清得以实现（徐品三等，

2017；胡汝检等，2020；苏学思等，2021）。

本研究制备的MaYMV MP抗血清Anti-MPMaYMV

具有良好的效价和灵敏度，并且在瞬时表达体系中

能够特异性地与 MaYMV MP 发生血清学反应，利

用NCBI数据库比对了MaYMV与同属于马铃薯卷

叶病毒属的 BLYV、BrYV、PLRV、ScYLV、SABYV

以及黄症病毒属的 BYDV-PAV 的氨基酸序列一致

性，发现 MP 氨基酸序列的一致性除 PLRV 外均低

于 50%（MPMaYMV 与 MPPLRV 氨基酸序列同源性为

62.82%），而本试验结果也验证了MaYMV MP 抗血

清不能与 BLYV、BrYV、PLRV、ScYLV、SABYV 和

BYDV-PAV发生血清学交叉反应，具有良好的特异

性。MaYMV作为马铃薯卷叶病毒属的新成员，寄

主范围十分广泛，近年发现其可以侵染甘蔗，本实验

室制备的 ScYLV MP多克隆抗血清与MaYMV MP

不能发生血清学反应（刘玉姿等，2020）。对

MaYMV河北分离物进行了RT-PCR和序列分析鉴

定，克隆获得了含有复制酶、间隔区、外壳蛋白和

MP的MaYMV cDNA克隆，与云南分离物的一致性

达 99%以上（李畅等，2017）。因此，本研究通过制

备得到 MaYMV MP 多克隆抗血清，根据 MaYMV

抗血清的特异性检测结果，进一步验证了ScYLV与

MaYMV的血清学关系，证明该MaYMV MP抗血清

可 以 用 来 区 别 侵 染 禾 本 科 作 物 的 ScYLV 与

MaYMV，实现了对 MaYMV 的血清学检测。本研

究制备MaYMV抗血清的一个主要目的是实现对田

间玉米黄花叶病毒病的血清学检测，因此未来还需

要使用该抗血清进行田间玉米黄花叶病毒病的检测

验证，并以此对田间玉米黄花叶病毒病的发生率及

严重程度展开系统调查。
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