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Вирусные заболевания наносят серьезный вред картофе-
леводству, значительно снижая урожайность культуры. Ин-
фицирование растения одним вирусом приводит к потере 
урожая примерно на 30%, а одновременное влияние двух 
или более вирусов может привести к практически полной 
потере урожайности или даже гибели растений. Несомнен-
ной проблемой является понижение иммунитета инфици-
рованных растений и их повышенная склонность к пораже-
нию грибковыми и микробными патогенами. В связи с этим 
контроль инфицированности семенного материала имеет 
важное значение. Представленная работа является частью 
исследования посвященного разработке мультипараме-
трической системы определения вирусов картофеля. Полу-
чены представительные панели моноклональных антител, 
узнающих вирусы картофеля Х и М. Показана возможность 
использования моноклональных антител для выявления ви-
русных частиц иммуноблоттингом. На основе полученных 
антител разработаны тест-системы для количественного 
определения вирусов картофеля Х и М с линейным диапа-
зоном измерения ВКХ 0,4 — 50 нг/мл и ВКМ 6 — 400 нг/мл. 

Ключевые слова: вирусы картофеля, сэндвич — 
иммуноферментный анализ, моноклональные антитела.
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Viral diseases cause serious damage to the potato, significantly 
reducing crop yields. Infection of a plant with a single virus leads 
to a yield loss of approximately 30%, and the simultaneous 
influence of two or more viruses can lead to almost complete 
loss of yield or even death of plants. The undoubted problem is a 
decrease in the immunity of infected plants and their increased 
tendency to infect fungal and microbial pathogens. In this 
regard, the control of infection of seed material is important. 
The presented work is part of a study on the development of a 
multiparameter potato virus detection system. Representative 
panels of monoclonal antibodies that recognize potato viruses X 
and M have been obtained. The possibility of using monoclonal 
antibodies to detect virus particles by immunoblotting has been 
shown. On the basis of the obtained antibodies, test systems 
were developed for the quantitative determination of potato 
viruses X and M with a linear range of PVX measurement of 
0.4 – 50 ng / ml and PVM 6 — 400 ng / ml.
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Введение
Вирусные болезни наносят существенный ущерб 

картофелеводству, оказывая негативное влияние на 
развитие растений, снижая урожайность и качество 
клубней, используемых для вегетативного размноже-
ния. Возбудители болезней картофеля переходят в до-
черние клубни от зараженного растения. Соответствен-
но, доля заражённых вирусами растений увеличивается 
по мере размножения посевного материала. Вирусы 
вызывают ряд общих симптомов на наземной части по-
ражённого растения: общее угнетение, морщинистость, 
скручивание и пятнистость листьев. В качестве примера 
на рисунке 1 показаны листья картофеля, пораженного 
вирусом М. В настоящее время известно около 50 видов 
вирусов, идентифицированных на картофеле, часть из 
которых, либо не вызывают серьёзных проблем, либо 
имеют очень узкий ареал распространения. К числу 
наиболее опасных относятся вирусы: вирус скручива-
емости листьев картофеля, вирусы картофеля Y, А, Х, S 
и М. В России согласно ГОСТ Р 53136–2008 семенной 
материал высоких репродукций должен быть свободен 

от 5 вирусов: Y-, X-, S-, M-вирусов картофеля и вируса 
скручиваемости листьев картофеля [1].

Данная работа посвящена выявлению вирусов кар-
тофеля Х и М. Вирусные частицы представляют собой 
гибкие нити со спиральной симметрией, длина которых 
для вируса картофеля Х составляет 515 нм, для М  — 
610–700 нм, диаметр нитей равен 12–15 нм. Геном этих 
вирусов представлен одноцепочечной полиаденилиро-
ванной РНК положительной полярности длиной около 
6.5 тыс. и около 8.5 тыс. нуклеотидов, соответственно. 
ВКX является представителем рода Potexvirus семей-
ства Alfaflexiviridae, ВКМ  — рода Carlavirus семейства 
Betaflexiviridae [2, 3, 4, 5, 6]. ВКX и ВКМ встречаются 
повсеместно и являются одними из самых распростра-
ненных вирусов картофеля. В некоторых местах зара-
женность картофеля достигает 100 %. Инфицирование 
этими вирусами приводит к потерям урожая от 15 до 45 
%. Заражение происходит при механической обработ-
ке картофеля на полях и с помощью тлей. Степень раз-
вития симптомов зависит от сорта картофеля, штамма 
вируса, стадии роста растения и условий окружающей 



65Agrarian science     Аграрная наука     ISSN 0869-8155     

CROP PROTECTION

ЗА
Щ

ИТ
А 

РА
СТ

ЕН
ИЙ

среды. Инфицированные растения отличаются укоро-
ченными побегами, искривленными скрученными ли-
стьями и мозаичной окраской. 

Профилактика и борьба с вирусными заболеваниями 
сводится к использованию здорового посадочного ма-
териала. Совершенствование схемы контроля патоге-
нов, в том числе и вирусов, в процессе оригинального 
семеноводства картофеля предполагает значительное 
увеличение объемов лабораторного тестирования. По-
этому к лабораторным методам для рутинных анализов 
предъявляются серьезные требования: высокая чув-
ствительность, специфичность, воспроизводимость, 
возможность автоматизации, объективного докумен-
тирования, а также время и себестоимость проведения 
анализа. Сегодня контроль над появлением и распро-
странением вирусов и анализ качества семенного ма-
териала картофеля проводится лабораторными моле-
кулярными методами: иммуноферментным анализом 
(ИФА) и полимеразной цепной реакцией (ПЦР). К сожа-
лению, в России сегодня пока нет широкомасштабного 
тестирования посадочного материала, за исключением 
некоторых компаний, которые как правило используют 
тест-системы западных компаний, таких как: «Agritest» 
(Италия) [7], «Agdia» (США) [8], «BIOREBA AG» (Швейца-
рия) [9], «Durviz» (Испания)[10],«LOEWE» (Германия) [11] 
и «Plant-Print Diagnostics» (Испания) [12].

В большинстве диагностических лабораторий для 
контроля вирусной инфицированности посевного мате-
риала используется иммуноферментный анализ. Дан-
ная работа является частью исследования, посвящен-
ного разработке отечественной конкурентно способной 
мультипараметрической тест-системы для выявления 
вирусов картофеля. Основой системы, разрабатыва-
емой нами, являются моноклональные антитела, как 
высокоточные, обладающие уникальной специфично-
стью, воспроизводимые в препаративных количествах, 
инструменты детекции аналитов.

Целью представленной работы была разработка 
тест-систем в формате сэндвич-иммуноферментного 
анализа на основе моноклональных антител для детек-
ции вирусов картофеля Х и М.

Для решения поставленной цели необходимо было 
решить следующие задачи:

1.	 Получить неперекрестные моноклональные ан-
титела против вирусов картофеля Х и М.

2.	 Разработать на основе полученных антител 
тест–системы в формате сэндвич  — ИФА для количе-
ственного определения вирусов картофеля Х и М.

3.	 Апробировать разработанные методы опреде-
ления количественного содержания вирусов картофеля 
Х и М.

Результаты
Для получения гибридом, секретирующих монокло-

нальные антитела к вирусам картофеля Х и М, в качестве 
антигенов для иммунизации использовали препараты 
нативных вирусов, очищенных из листьев инфициро-
ванных растений.

Иммунизацию 7–8 недельных мышей линии BALB/c 
проводили подкожно в подушечки задних лап, индуци-
руя развитие иммунного ответа в подколенных лимфоуз-
лах, с использованием полного и неполного адъювантов 
Фрейнда. Схема иммунизации предполагала развитие 
иммунного ответа, направленного на поверхностные 
эпитопы исследуемых вирусов. Антигены вводили в 
количестве 15 мкг в ходе одной инъекции в расчете на 
одно животное. После иммунизации степень развития 
иммунного ответа оценивали иммуноферментным ана-
лизом, в ходе которого проводили взаимодействие сы-
воротки иммунного животного с иммобилизованными 
на планшеты для ИФА вирусами. Сыворотки животных, 
иммунизированных ВКХ, взаимодействовали с иммоби-
лизованным на планшеты для ИФА вирусом вплоть до 
разведения 1/512 000 (титр). Относительное содержа-
ние антител в сыворотках крови (титры) после имму-
низации ВКМ составило 1/64 000. Сорбцию антигенов 
в обоих случаях проводили из концентрации 1  мкг/мл. 
Высокие титры свидетельствовали о формировании до-
статочного пула плазматических клеток для получения 
гибридомных клеточных линий, стабильно продуцирую-
щих моноклональные антитела, как in vitro, так и in vivo. 
Для получения гибридом использовали лимфоциты из 
заметно увеличенных подколенных лимфоузлов и клет-
ки миеломной линии SP2/0, которые гибридизовали по 
методу Келлера и Мильштейна с помощью полиэтилен-
гликоля [13]. В качестве источника лимфоцитов исполь-
зовали животное, сыворотка которого демонстриро-
вала максимальную антиген связывающую активность 
по сравнению с другими особями экспериментальной 
группы  — 1/512 000 для ВКХ и 1/64 000 для ВКМ. Ги-
бридные клоны выращивали в среде ДМЕМ (Dulbecco's 
Modified Eagle Medium), содержащей НАТ (0.1 mM ги-
поксантин, 0.4 μM аминоптерин, 16 μM тимидин) и 20% 
эмбриональной телячьей сыворотки. Отбор гибридом, 
секретирующих специфичные антитела, проводили 
непрямым ИФА по взаимодействию с иммобилизован-
ными соответствующими вирусами. В ходе культиви-
рования оценивали морфологию растущих гибридных 
клеток, их пролиферативную активность, синтез спец-
ифических антител и способность его сохранения на 
постоянном уровне. В результате были отобраны гибри-
домы, которые были дважды клонированы методом ли-
митирующих разведений: 26 гибридом, секретирующих 
моноклональные антитела против вируса Х, и 27 гибри-

Рис. 1. �Листья картофеля, инфицированного ВКМ
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дом, секретирующих моноклональ-
ные антитела против вируса М. Ста-
бильные гибридомные клоны были 
отобраны по результатам оценки 
пролиферативной активности и ста-
бильности продукции антител. Эти 
клоны были использованы для на-
работки моноклональных антител in 
vitvo в культуральной жидкости.

Для характеристики монокло-
нальных антител провели их изоти-
пирование в среде культивирования 
гибридомных клонов. Результаты 
представлены в таблице 1 для анти-
тел к ВКМи таблице 2 для антител к 
ВКХ. Большинство полученных мо-
ноклональных антител относились к 
иммуноглобулинам класса G, за ис-
ключением ВКМ-20, ВКМ-25, ВКМ-
26, ВКХ-26 и ВКХ-39, которые отно-
сились к классу иммуноглобулинов 
М. Большинство гибридом продуци-
руют антитела, относящиеся к под-
классу IgG 2a с типом легкой цепи κ.

Моноклональные антитела клас-
са G были очищены аффинной хро-
матографией на белок A-агарозе 
в модификации Моула и Лейна [14]. 
Содержание иммуноглобулинов в 
препаратах, оцененное с помощью 
электрофореза, составляло не ме-
нее 95%. Функциональную актив-
ность полученных препаратов мо-
ноклональных антител оценивали 
непрямым ИФА по взаимодействию 
с иммобилизованными вирусами. 
Все очищенные препараты антител 
эффективно взаимодействовали с 
вирусными препаратами.

Методом иммуноблоттинга была 
проверена способность антител 
взаимодействовать с денатуриро-
ванными вирусными препаратами 
(рис. 2). 

Эффективно взаимодействовали 
с денатурированными препаратами 
вирусов моноклональные антите-
ла ВКХ 1, ВКХ 2, ВКХ 3, ВКХ 18, ВКХ 
29, в случае ВКМ практически все 
моноклональные антитела взаимо-
действовали с денатурированным 
препаратом, за исключением, ВКМ 11, ВКМ 5, ВКМ 33, 
ВКМ 36, ВКМ 37. Эти антитела пригодны для анализа 
экстрактов из клубней картофеля методом иммуноблот-
тинга на предмет наличия в них вирусов картофеля.

Была проверена перекрестная реактивность антител 
по отношению к вирусам. Методами иммунофермент-
ного анализа и иммуноблоттинга показано, что антитела 
против вируса Х не взаимодействуют с вирусом М, анти-
тела к вирусу М не взаимодействуют с вирусом Х.

Полученные моноклональные антитела использова-
ли для разработки тест-систем количественно выявля-
ющих вирусы картофеля Х и М в формате твердофаз-
ного сэндвич имуноферментного анализа как описано 
ранее [15]. Из  полученных антител подбирали такие 
парные сочетания, которые взаимодействуют с вирус-
ной частицей одновременно, не препятствуя друг другу. 

Такие пары антител должны при этом демонстрировать 
невысокие фоновые значения, т.е. должны быть при-
емлемы для использования в формате твердофазного 
сэндвич иммуноферментного анализа. С целью выяв-
ления детектирующих пар моноклональных антител для 
выявления вирусов были проверены все их возможные 
сочетания друг с другом. При этом каждое из них было 
использовано как в качестве антитела «захвата» (нижне-
го), так и в качестве антитела детекции (верхнего). В мо-
ноклональные антитела была введена биотиновая метка 
с использованием N-гидроксисукцинимидного эфира 
биотина, биотинилированные антитела использовались 
в качестве детектирующих (далее обозначаются как 
bio). Использование биотиновой метки позволило не 
только идентифицировать сигнал с помощью стрепта-
видина, меченного пероксидазой хрена, но и значитель-

Таблица 1. 

Изотипирование моноклональных антител против ВКМ

№ 
п/п

Название клона
Тип тяжелой и 

легкой цепи
№ 

п/п
Название клона

Тип тяжелой и 
легкой цепи

1 ВКМ 1 IgG 2a κ 15 ВКМ 24 IgG 2a κ

2 ВКМ 2 IgG 2a κ 16 ВКМ 25 IgM λ

3 ВКМ 3 IgG 2a κ 17 ВКМ 26 IgM λ

4 ВКМ 5 IgG 2b κ 18 ВКМ 27 IgG 2b κ

5 ВКМ 6 IgG 2a κ 19 ВКМ 28 IgG 2b κ

6 ВКМ 7 IgG 2a κ 20 ВКМ 30 IgG 2a κ

7 ВКМ 8 IgG 2a κ 21 ВКМ 31 IgG 2a κ

8 ВКМ 9 IgG 2a κ 22 ВКМ 32 IgG 2a κ

9 ВКМ 12 IgG 2a κ 23 ВКМ 33 IgG 2b κ

10 ВКМ 13 IgG 2b κ 24 ВКМ 34 IgG 2a κ

11 ВКМ 15 IgG 2a κ 25 ВКМ 35 IgG 2b κ

12 ВКМ 19 IgG 2b κ 26 ВКМ 36 IgG 2a κ

13 ВКМ 21 IgM λ 27 ВКМ 37 IgG 2b κ

14 ВКМ 22 IgG 2a κ

№ 
п/п

Название клона
Тип тяжелой и 

легкой цепи
№ 

п/п
Название клона

Тип тяжелой и 
легкой цепи

1 ВКХ 1 IgG 2b κ 14 ВКХ 17 IgG 2aκ

2 ВКХ 2 IgG 2a κ 15 ВКХ 18 IgG 2a κ

3 ВКХ 3 IgG 2a κ 16 ВКХ 20 IgG 2b κ

4 ВКХ 4 IgG 2a κ 17 ВКХ 22 IgG 2a κ

5 ВКХ 7 IgG 2a κ 18 ВКХ 26 IgM λ

6 ВКХ 8 IgG 2a κ 19 ВКХ 27 IgG 2a κ

7 ВКХ 9 IgG 2a κ 20 ВКХ 28 IgG 1 κ

8 ВКХ 10 IgG 2a κ 21 ВКХ 29 IgG 2a κ

9 ВКХ 11 IgG 2a κ 22 ВКХ 30 IgG 2a κ

10 ВКХ 12 IgG 2b κ 23 ВКХ 33 IgG 2b κ

11 ВКХ 13 IgG 2a κ 24 ВКХ 34 IgG 2a κ

12 ВКХ 14 IgG 2a κ 25 ВКХ 35 IgG 2a κ

13 ВКХ 15 IgG 2a κ 26 ВКХ 39 IgM λ

Таблица 2. 

Изотипирование моноклональных антител против ВКХ
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но его усилить, за счет высоко аффинного взаимодей-
ствия биотин-стрептавидин. Для каждого возможного 
сочетания антител было определено соотношение сиг-
нал/фон (значения оптической плотности хромогенного 
субстрата пероксидазы в экспериментальных лунках 
к контрольным: с внесенными вирусными частицами и 
без них). В результате, в случае детекции вируса Х была 
выявлена пара моноклональных антител ВКХ 34 + ВКХ 
17 bio, для которой максимальное соотношение сиг-
нал/фон равнялось 30; для вируса картофеля М — пара 
антител ВКМ 35 + ВКМ 27 bio с максимальным соотно-
шением сигнал/фон равным 11,5. Для каждой из этих 
детектирующих пар были построены калибровочные 
графики определения вирусных частиц (рис. 4, 5). 

Пределом детекции считали концентрацию искомого 
антигена, соответствующую фоновому значению опти-
ческого поглощения плюс два стандартных отклонения. 
Пара моноклональных антител ВКХ 34 + ВКХ 17 bio вы-

являла вирус Х, не выявляя ВКМ, вплоть до концентра-
ции 0,4 нг/мл, линейный диапазон измерения составил 
0,4 — 50 нг/мл. Пара моноклональных антител ВКМ 35 + 
ВКМ 27 bio выявляла вирус М вплоть до концентрации 6 
нг/мл, линейный диапазон измерения составил 6 — 400 
нг/мл, не выявляя вирус Х.

Разработанные тест-системы были апробированы на 
растительных экстрактах, полученных из листьев сле-
дующих растений: Nicotiana benthamiana (табак Бент-

Рис. 2. �Взаимодействие моноклональных антител с ВКХ 
в иммуноблотте, над треками указаны названия 
моноклональных антител

Рис. 4. �Калибровочный график для определения концентрации ВКХ 
с помощью детектирующей пары моноклональных антител 
ВКХ 34 + ВКХ 17 bio

Рис. 5. �Калибровочный график для определения ВКМ с помощью 
детектирующей пары моноклональных антител ВКМ 35 + 
ВКМ 27 bioРис. 3. �Взаимодействие моноклональных антител с ВКМ 

в иммуноблотте, над треками указаны названия 
моноклональных антител

Рис. 6. �Определение ВКХ в экстракте Datura stramónium помощью 
детектирующей пары моноклональных антител ВКХ 34 + 
ВКХ 17 bio. Выделены экспериментальные точки
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хама) как зараженного вирусом табачной мозаики, так 
и свободного от вирусов; Bromus inermis (Костёр без-
остый), зараженного вирусом мозаики костра; Datúra 
stramónium (дурман обыкновенный) как зараженного 
вирусом картофеля Х, так и свободного от вирусов. Экс-
тракты получали растиранием листьев в жидком азоте 
с последующими экстрагированием и центрифугирова-
нием.

С помощью разработанных тест-систем методом 
сэндвич-иммуноферментного анализа было определе-
но отсутствие ВКХ и ВКМ в листьях растений Nicotiana 
benthamiana, Brōmus inērmis, Datúra stramónium не зара-
женных вирусами. В листьях Datúra stramónium заражен-
ных ВКХ содержание вирусных частиц было определено 
количественно, и оно составило 3,5± 0,2мкг/мл экстрак-
та. Результат представлен на рисунке 6.

Растительные экстракты были также проанализиро-
ваны иммуноблоттингом. Для окрашивания были ис-
пользованы только те антитела, которые окрашивали 
денатурированные формы вирусов. На рисунке 7 по-
казано детектирование вирусного белка моноклональ-
ными антителами ВКХ 1, ВКХ 2, ВКХ3, ВКХ 18, ВКХ 29. 
Моноклональные антитела эффективно выявляют вирус 
в экстрактах листьев, следовательно, пригодны в каче-
стве инструмента детекции вируса данным иммунохи-
мическим методом. 

Таким образом, в работе получены представитель-
ные панели неперекрестных моноклональных антител 
против вирусов картофеля Х и М. На основе полученных 

антител разработаны тест–системы в формате сэн-
двич — ИФА для количественного определения вирусов 
картофеля Х и М. Также показана возможность детекции 
вирусов в растительных экстрактах иммуноблоттингом. 
Разработанные методы определения содержания виру-
сов картофеля Х и М применены для анализа раститель-
ных экстрактов.

Рис. 7. �Анализ растительного экстракта Datura stramónium 
моноклональными антителами к ВКХ
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