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摘 要：本研究利用 PCR方法从大豆花叶病毒阳性叶片中成功克隆出大豆花叶病毒东北 3号株系 nib基因。序列分析表

明，大豆花叶病毒东北 3号株系与 Ar33株系亲缘关系最近，序列同源性高达 99.48%，其次为WS160、G4、G2、L株系，同源

性分别为 98.97%、94.88%、90.95%、90.35%，与 6202-2、6067-1株系亲缘关系最远，分别为 83.82%、84%；利用大肠杆菌中

表达 NIb蛋白，并通过亲和层析获得纯化的 NIb蛋白，将纯化的 NIb蛋白免疫小鼠，制备了 2G3、1D6、6F9和 6B2共 4株 NIb
蛋白单克隆抗体，为大豆花叶病毒基因 nib的功能研究及抗病育种提供材料。
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Abstract：A nib gene of Soybean mosaic virus (SMV) strain 3 in northeastern regions of China was cloned from the
SMV-infected soybean leaves. Sequence analysis of the nib gene exhibited the highest of 99.48% similarity with
that from Ar33, followed by WS160, G4, G2, and L with 98.97%, 94.88%, 90.95% and 90.35%, respectively. The
gene sequence also showed a distant phylogenetic relationship with that from 6202-2 and 6067-1 with 83.82% and
84% of similarity respectively. The recombinant NIb protein was expressed in E.coliand purified using affinity chro⁃
matograph. Four monoclonal antibodies against NIb protein, 2G3, 1D6,6 F9 and 6B2 were prepared, by immunizing
mice with the purified recombinant NIb protein. The results might lay the foundation for the function investigation of
the SMV nib gene and soybean SMV resistance breeding.
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大豆花叶病毒病(Soybean mosaic virus，SMV)为
世界性大豆病害 [1]，我国从南到北均有发生。SMV
侵染大豆植株后，会引起大豆植株矮化、叶片皱缩、
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花叶、顶枯等症状。流行年份可造成 10%~30%的减

产，是造成大豆减产的原因之一。大豆花叶病毒

病还可造成病株籽粒出现褐斑，严重降低大豆的

商品质量。

SMV为马铃薯 Y病毒属(Potyvirus)成员 [2]，基因

组由单链正链 RNA组成，长约 9 600个核苷酸。

其编码的多聚蛋白酶解后产生 10个成熟蛋白 [3]，

从 N 端到 C 端分别为 Pl、HC-Pro、P3、6K1、CI、
6K2、NIa-Vpg、NIa-Pro、NIb和 CP[4]。NIb区域可编

码一 RNA依赖型 RNA聚合酶 (RdRp)[5]，也是所有
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SMV基因组编码的蛋白中最保守的一个，与病毒

复制有重要的关系 [6]，其复制酶活性与 NIa-Pro核
苷结合能力有关 [7]。在植物细胞内，病毒基因组

RNA经病毒脱壳而释放，在细胞质内翻译出各种

蛋白。负链 RNA分子的产生是通过 RdRp(NIb)对
正链 RNA分子 3′-末端的识别来介导的，这个过

程需要 3′-NTR有特异的二级结构。一旦负链

RNA合成了，在 RdRp的作用下以负单链 RNA为
模板得到正单链的基因组RNA[8]。

目前，对于大豆花叶病毒主要集中于 cp基因

的研究 [9-11]，而 nib作为复制酶基因，其蛋白表达及

单克隆抗体的制备国内外均未见报道。为了进一

步研究 nib基因功能及与寄主互作的关系，本研究

利用大肠杆菌表达并纯化了 SMV的 NIb蛋白，制

备了 4株能够特异性识别天然 SMV NIb蛋白的单

克隆抗体，与多克隆抗体相比，亲和力强，特异性

更高，为大豆花叶病毒的研究提供了重要工具，

对分析花叶病毒在大豆植株中的分布和感染路径

以及 SMV的致病机理具有重要作用；另外可作为

探针研制 SMV检测试剂盒，为大豆花叶病毒快速

检测提供材料。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 病毒、细菌、细胞和动物

大肠杆菌 DH5α感受态细胞、Rosseta感受态

细胞、大豆花叶病毒东北 3号株系与 SP2/0细胞由

实验室保存。BALB/c小鼠购于长春生物制品所。

1.1.2 仪器和试剂

反转录酶、限制性内切酶、T4 DNA连接酶、

Taq plus DNA聚合酶购于大连宝生物公司，HRP
标记的鼠源抗体购于 Sigma公司，Ni2+亲和层析柱

购于美国GE公司。

1.2 大豆花叶病毒 nib基因的克隆

根据 GeneBank中已报道的大豆花叶病毒基

因序列（GenBank:KP710869.1）设计了 nib基因的

特异性引物，上游引物为 5′- atCATATGgagagat⁃
gggttttggatg-3′（NdeI），下游引物为 5′-atCTCGAGc⁃
tattgta aggacactgattca-3′（XhoI）。利用 TRIzol法提

取感染大豆花叶病毒的大豆叶片总 RNA，M-
MuLV反转录酶 42℃反应 l h，合成 cDNA第一条

链。以其为模板利用 Taq plus DNA聚合酶扩增

nib基因。反应条件：94℃预变性 2 min；98℃变性

10 s，55℃退火 1 min，72℃延伸 2 min，进行 30个循

环；72℃再延伸 10 min。PCR产物 1%琼脂糖凝胶

电泳，试剂盒纯化，与载体 pMD18-T连接，转化大

肠杆菌DH5α菌株，构建重组载体 pMD-NIb。
1.3 nib基因的序列分析

将测序后的结果在 NCBI网站上与基因库中

已经发表的序列进行对比，选择大豆花叶病毒不

同株系的 nib基因（GeneBank序列号及来源如图

2）作为参比序列，序列测定结果使用 DNAMAN6.0
软件进行序列对比，MEGA5.10进行系统发育树的

建立。

1.4 原核表达载体的构建

NdeI和 XhoI双酶切重组质粒 pMD-NIb和原

核表达载体 pET-28a(+)，试剂盒纯化回收目的片

段，将 SMV的 nib基因与 pET-28a(+)载体连接，构

建重组质粒 pET28a-NIb，转化大肠杆菌 DH5α菌
株，经酶切鉴定和 PCR鉴定后，送上海生工生物

技术有限公司测序。

1.5 重组SMV NIb蛋白的表达与鉴定

将重组质粒 pET28a-NIb 转化至大肠杆菌

BL21(DE3)菌株，挑取单个菌落鉴定后扩增繁殖，

采用不同的 IPTG浓度、诱导温度、诱导时间、培养

基抗生素浓度、诱导前 OD600值进行诱导表达，比

较不同的表达载体及不同表达条件的表达量，确

定最佳诱导条件 [9]，SDS-PAGE电泳分析，考马斯

亮蓝染色、脱色后观察表达产物。同时设含空载

体 pET-28a(+)的表达菌作对照。重组后蛋白用单

克隆抗体（抗His标签）和HRP标记的 IgG做West⁃
ern-blot鉴定。

1.6 重组SMV NIb蛋白的纯化

将诱导表达 3 h后的菌液在 4℃ 6 000 r/min离
心 10 min，收集菌体。菌体超声波破碎后将包涵

体表达的 SMV NIb重组蛋白收集，用 3 mol/L尿素

溶液去除大部分杂蛋白，4℃ 6 000 r/min离心 10
min，包涵体沉淀用 pH=8.0的含 8 mol/L尿素裂解

液室温溶解 1 h，4℃ 12 000 r/min离心 20 min，取
上清蛋白与 Ni2+-NTA填料结合 l h，分别用 pH=
8.0、6.0的 8 mol/L尿素溶液洗去杂蛋白后，用 pH=
4.0的 8 mol/L尿素溶液洗脱目的蛋白，收集洗脱

的目的蛋白，进行 SDS-PAGE电泳分析纯化结果。

1.7 单克隆抗体的制备

经过纯化的 NIb蛋白，免疫小鼠，制备单克隆

抗体，单克隆抗体的制备参照文献 [12]的标准程

序进行。

1.8 Western-blot检测抗体特异性

将纯化的 NIb蛋白和未诱导的菌体裂解后的

上清进行 SDS-PAGE电泳，电泳后将各孔道电泳
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胶切割，一部分用于考马斯亮蓝染色观察，另一

部分电转移硝酸纤维素膜后与不同株单抗进行

Western-blot分析，一抗为稀释 1 000倍的单克隆

抗体，二抗为稀释 5 000倍的鼠源酶标抗体，暗室

条件下DAB显色。

2 结果与分析

2.1 nib基因的克隆与序列分析

经琼脂糖凝胶电泳分析，结果表明（图 1），在
1 000~2 000 bp有 1条特异性条带，大小约为 1 500
bp，与 nib基因的大小（1 551 bp）相吻合，回收后

与 pMD18-T载体连接，测序结果表明克隆基因为

nib基因。将本研究克隆的 SMV东北 3号株系 nib
基因测序结果与 Genebank数据库比对，绘制系统

进化树（图 2）。分析结果表明，大豆花叶病毒东

北 3号株系 nib基因与 Ar33亲缘关系最近，序列同

源性高达 99.48%，其次为WS160、G4、G2、L株系，

与 6202-2、6067-1株系亲缘关系最远。

2.2 nib基因的蛋白表达

转化 pET28-NIb的菌株经由 IPTG诱导，SDS-
PAGE 电泳表明，在相对分子质量 (Mr)约 57KDa

处，细胞破碎沉淀中有 1条特异性条带 (图 3)，而
细胞破碎上清与空载体 pET28a(+)转化的菌株中

没有相应蛋白的表达，由此确定 NIb蛋白主要以

包涵体形式表达存在于大肠杆菌周质腔内。

2.3 nib基因的蛋白纯化及鉴定

以包涵体形式表达的 NIb蛋白经 Ni2+亲和层

M   1   2 

 

 图 1 SMV-3 nib基因 PCR扩增产物

琼脂糖凝胶电泳分析

M: DNA marker; 1～2: nib基因 PCR扩增

 

 
图 2 大豆花叶病毒 nib基因系统进化树分析

M     1    2    3      4 
 

  94.0 kDa→ 

  66.2 kDa→                          

←57 KDa 

  45.0 kDa→ 

图 3 NIb蛋白诱导表达的 SDS-PAGE分析

M：蛋白质Mr标准；1～2：pET28a-NIb转化菌诱导后的细胞

破碎沉淀；3:pET28a(+)空载体转化菌诱导后的细胞破碎沉淀；4：
pET28a-NIb转化菌诱导后的细胞破碎上清

 

 M      1       2                                     

 

94.0 kDa→ 

66.2 kDa→ 

                                 ←57 KDa 

45.0 kDa→ 

 

33.0 kDa→ 

26.0 kDa→ 

 

图 4 SMV-NIb蛋白纯化的 SDS-PAGE分析

M：蛋白质Mr标准；1：空载体转化菌诱导后的纯化产物；

2：pET28a-NIb 转化菌诱导后细胞破碎沉淀的纯化产物

M       1       2      3 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 5 SMV-NIb重组蛋白Western-blot鉴定

M：蛋白质 Mr标准；1～2：pET28a-NIb 转化菌诱导后细胞

破碎沉淀的纯化产物；3：空载体转化菌诱导后的纯化产物
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析纯化（图 4），在相对分子质量（Mr）约 57 KDa处
得到清晰的单一条带，其分子量大小与 NIb蛋白

相符，说明经纯化后获得了高纯度的 NIb蛋白。

Western-blot验证表明重组原核表达载体成功表

达出了目的蛋白（图 5）。
2.4 单克隆抗体的制备及Western-blot检测

制备了 2G3、1D6、6F9和 6B2共 4株 SMV NIb
蛋白单克隆抗体。为鉴定单克隆抗体对 NIb蛋白

的特异性反应，进行Western-blot分析。如图 6所
示，PVDF 膜上出现单一清晰条带，大小约为

57KDa，说明制备的 4株单克隆抗体均能够特异性

识别NIb蛋白。

3 讨 论

病毒基因组 RNA编码的核内含体大分子量

蛋白 (NIb)，具有 RNA复制酶的功能，是马铃薯 Y
病毒组中 3′端突变率较高的一个区域，对其进行

RNA复制酶基因介导的抗病性，或病毒与寄主互

作关系，都有极为重要的意义。本研究通过对东

北大豆花叶病毒 3号株系的 nib基因序列进行克

隆和比对分析。结果表明，大豆花叶病毒东北 3
号株系与伊朗的 Ar33株系亲缘关系最近，序列同

源性为 99.48%，其次为韩国的WS160株系、美国

的 G4、G2株系与加拿大的 L株系，序列同源性分

别为 98.97%、94.88%、90.95%、90.35%，与中国的

4469-4、4547、Sc3、Sc6、6202-2、6067-1株系亲缘

关系反而较远，其中与 6202-2、6067-1株系的同

源性仅为 83.82%、84%。由于马铃薯 Y病毒组本

身存在变异率高，存在大量的缺失突变、点突变

以及一系列重组变异 [13]，因此大豆花叶病毒东北 3
号株系与国内外其他株系在核苷酸序列同源性上

存在不同水平的原因和机制还有待进一步研究。

本研究用纯化的 NIb蛋白作为免疫原，经细

胞融合、筛选、克隆与腹水制备，共获得 4株 NIb
蛋白特异性单克隆抗体。自 1982年西德科学家

首次成功研制烟草花叶病毒 (Tobacco mosaic vi⁃
rus, TMV) 单克隆抗体以来 [14]，单克隆抗体在植物

病毒学上也得到广泛的应用。目前已应用在植物

病毒的检测、植物病毒种下分类级别的划分、植

物病毒抗原决定簇的鉴定、作为探针分析病毒非

结构蛋白的功能等方面 [15]。近年来，国内关于

SMV单克隆抗体的制备也陆续有报道，王永志

等 [9]制备了 9株 SMV CP蛋白单克隆抗体，为大豆

花叶病毒的研究提供了重要工具，而 nib作为复制

酶基因，是所有 SMV基因组编码蛋白中最保守的

一个 [16]，其单克隆抗体特异性更高，亲和力更强，

为进一步研究大豆花叶病毒奠定了基础。
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图 6 纯化后的NIb重组蛋白Western-blot分析

M：蛋白质Mr标准；1~4：单克隆抗体 2G3、1D6、6F9、6B2
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