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　 　 摘要:　 为建立简便、有效、低成本小麦黄花叶病毒(ＷＹＭＶ)的检测方法ꎬ用提纯的 ＷＹＭＶ 免疫 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠

后ꎬ利用杂交瘤细胞技术经细胞融合、筛选和克隆ꎬ共获得 ２Ｄ４、２Ｄ３ 和 ６Ｆ４ ３ 株能稳定传代并分泌抗 ＷＹＭＶ 单克

隆抗体的杂交瘤细胞ꎬ并分别注射小鼠腹腔制备其单抗腹水ꎮ ３ 株单抗腹水的间接 ＥＬＩＳＡ 效价为 １０－６ ~ １０－７ꎬ抗体

类型及亚类均为 ＩｇＧ１、κ 链ꎮ 特异性检测结果表明 ６Ｆ４ 和 ２Ｄ４ 这 ２ 株单抗仅与 ＷＹＭＶ 的 ３２ ｋＤ 外壳蛋白有特异性

免疫反应ꎮ 利用效价最高的 ２Ｄ４ 单抗建立了检测 ＷＹＭＶ 的抗原包被 ＥＬＩＳＡ 方法(ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ)ꎬ其灵敏度分析结

果表明ꎬ当病叶以１ ∶ ２５ ６００ (ｇ / ｍｌ)倍稀释时仍能检测到病毒ꎬ特异性分析结果表明可有效区分小麦易感染的中国

小麦花叶病毒(ＣＷＭＶ)ꎮ 田间样品检测结果表明该方法可准确、可靠地用于小麦 ＷＹＭＶ 的大规模检测ꎮ
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　 　 小麦黄花叶病是由禾谷多黏菌(Ｐｏｌｙｍｙｘａ ｇｒａ￣
ｍｉｎｉｓ Ｌ.)传播的一种麦类土传病毒———小麦黄花叶
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病毒 (Ｗｈｅａｔ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＷＹＭＶ) 引起的
[１￣２]ꎬ该病早在 １９２７ 年就由日本的 Ｓａｗａｄａ 发现和报

道[３]ꎬ至今仍对小麦的生产造成一定危害ꎮ 在自然

条件下ꎬ中国小麦花叶病毒(Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｈｅａｔ ｍｏｓａｉｃ
ｖｉｒｕｓꎬ ＣＷＭＶ)与 ＷＹＭＶ 一样易感染小麦ꎬ导致严

重的田间病害[４]ꎬ且两者常发生复合侵染ꎬ因病害

症状极其相似ꎬ给鉴定工作带来了一定难度ꎮ 在中

国ꎬ目前该病主要分布于淮河流域的河南、湖北、安
徽、山东以及长江、黄河中下游的四川、陕西、江苏、
浙江等省ꎬ据 ２０１３ 年的统计ꎬ在中国的发生总面积

达２.００×１０６ ｈｍ２ [５￣７]ꎬ已经对中国的小麦产量和品质

都造成了严重影响ꎬ因此急需建立一种能够准确、规
模化检测该病毒的方法ꎬ为小麦黄花叶病的防控提

供技术保障ꎮ
目前ꎬ针对 ＷＹＭＶ 的检测主要有电镜观察、血清

学、分子生物学等方法ꎮ 早在 ２０００ 年叶荣等就采用

电镜观察法对 ＷＹＭＶ 的典型病毒粒子进行了诊

断[８]ꎬ但此方法的仪器精密ꎬ价格昂贵ꎻ血清学检测ꎬ
Ｘｉｎｇ 等以 Ｐ２ 蛋白[９]、向荣等以 Ｐ１ 蛋白[１０]、韩成贵等

以 ＣＰ 蛋白[１１]的原核表达产物制备了相应抗血清ꎬ尚
巧霞等[１２] 根据 ＣＰ 的原核表达建立了 ＷＹＭＶ 的

ＥＬＩＳＡ 检测系统ꎬ耿波等[１３] 利用异种动物抗血清建

立了双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测技术ꎬ但这些血清学方法应

用于田间大规模样品的检测还未见报道ꎻ分子生物学

检测ꎬ丛倩倩等[１４] 利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测了山东地区小

麦黄花叶病的发生情况ꎬ缪倩等建立了一步法快速检

测 ＷＹＭＶ 和 ＣＷＭＶ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ Ｔａｏ 等[１５]建立

了包括 ＷＹＭＶ 在内的小麦多种病毒的多重 ＰＣＲ 检

测体系ꎬＺｈａｎｇ 等[１６] 建立了检测 ＷＹＭＶ 的环介导等

温扩增技术体系ꎬＦｕｋｕｔａ 等[１７]建立了包括 ＷＹＭＶ 在

内的土传小麦花叶病毒多重 ＲＴ￣ＬＡＭＰ 检测体系ꎬ但
该技术的应用受仪器设备和操作人员技术的限制ꎬ成
本高ꎬ耗时长ꎬ不适于田间大量样品的检测ꎮ 因此本

实验室利用蔗糖硫酸铯密度梯度离心法提纯了

ＷＹＭＶ 病毒粒子ꎬ以此为抗原免疫 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ利
用杂交瘤技术获得了 ３ 个分泌抗 ＷＹＭＶ 的杂交瘤细

胞株ꎬ以此制备了 ＷＹＭＶ 的单抗腹水ꎬ并利用其中最

灵敏的一株单抗建立了检测 ＷＹＭＶ 的 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ
方法ꎬ成功地应用于田间小麦黄花叶病毒的检测ꎬ为
ＷＹＭＶ 田间大规模快速检测的实现提供了物质和技

术支撑ꎬ从而推动小麦黄花叶病的预报预警和科学防

控体系的建立ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 毒源

ＷＹＭＶ 毒源繁殖于江苏省农业科学院植物保

护研究所小麦黄花叶病旱池病圃ꎬ经 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴定

后用于 ＷＹＭＶ 的提纯ꎬ－７０ ℃冰箱保存提纯病毒ꎮ
中国小麦花叶病毒 ( Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｈｅａｔ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＣＷＭＶ)和大麦黄花叶病毒(Ｂａｒｌｅｙ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬ ＢａＹＭＶ)经本实验室鉴定后保存ꎮ
１.２　 ＷＹＭＶ 的提纯

ＷＹＭＶ 的提纯参照任春梅等[１８] 的方法加以改

进ꎬ先将约 ４００ ｇ 小麦病叶和 ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ磷酸盐缓冲液

置于搅拌机ꎬ搅碎后用两层纱布过滤ꎬ滤液中加入 ３００
ｍｌ １ / ４ 四氯化碳搅拌 ５ ｍｉｎ、静置 １０ ｍｉｎꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ 取上清液ꎬ加入 ６％ ＰＥＧ￣６０００、３％ ＮａＣｌ
和 １％ Ｔｒｉｔｏｎ.Ｘ￣１００ꎬ冰浴搅拌至全部溶解ꎬ４ ℃下放

置 ６ ｈ 或过夜ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎬ沉淀用悬浮缓

冲液悬浮ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ 取上清液ꎬ上清液

加 ５ ｍｌ ３０％蔗糖垫(含 ０. ３％Ｔｒｉｔｏｎ. Ｘ￣１００)ꎬ２５ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ２ ｈꎬ沉淀用悬浮缓冲液悬浮ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ 取上清液ꎮ 进一步纯化采用蔗糖硫酸铯

不连续密度梯度离心法ꎬ以 ２２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３ ｈꎬ取
离心管上端 １ / ３ 处为病毒层ꎬ用样品缓冲液稀释ꎬ
４０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｈꎬ沉淀用 ０􀆰 ５ ｍｌ 样品缓冲液悬

浮ꎬ即为所提纯病毒溶液ꎮ 提纯病毒液经 ２％磷钨

(ＰＴＡ)染色后置 ＪＥＭ￣１２００ＥＸ 电镜下观察病毒粒子

形态ꎮ 以纯化的 ＷＹＭＶ 病毒粒子作为抗原ꎬ制备抗

ＷＹＭＶ 的单克隆抗体ꎮ
１.３　 小鼠免疫

参照 Ｓｈａｎｇ 等[１９]的免疫程序ꎬ选用 ７ 周龄左右雌

性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠 ６ 只ꎬ将提纯的 ＷＹＭＶ 与等体积弗氏

完全佐剂(Ｆｒｅｕｎｄ'ｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｄｊｕｖａｎｔꎬ ＦＣ)混合ꎬ首次

免疫采用皮下注射ꎬ２~３ 周后加强免疫 １ 次ꎬ将抗原与

弗氏不完全佐剂(Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ｉｍｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｄｊｕｖａｎｔꎬ ＦＣ)
等体积混合ꎬ采用皮下及腹腔注射ꎮ ４ 次免疫后采血检

测ꎬ通过间接 ＥＬＩＳＡ 方法确定抗血清的效价ꎬ待效价大

于１ ∶ １０ ０００ꎬ选择１~２ 只小鼠进行细胞融合ꎮ
１.４　 细胞融合、筛选与亚克隆

１.４.１　 细胞融合　 首先依据 Ｗｕ 等[２０]的方法ꎬ制备

数量比为２０ ∶ １ 免疫小鼠的脾细胞和 ＳＰ２ / ０ 鼠骨髓

瘤细胞ꎬ再用 ＤＭＥＭ 基础培养基稀释细胞并用冷冻

离心机离心弃上清ꎬ摇动离心管使细胞均匀ꎬ缓慢加

５３任春梅等:小麦黄花叶病毒单克隆抗体的制备及 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立



入 ０􀆰 ８ ｍｌ ５０％ ＰＥＧꎬ 反应 ９０ ｓꎬ 加入 ２０~ ３０ ｍｌ
ＤＭＥＭ 培养基终止 ＰＥＧꎬ把融合的细胞放到 ３７ ℃
水浴锅中反应 １０ ｍｉｎꎬ再离心弃上清液加入 ＨＡＴ
ＤＭＥＭ 培养基ꎬ最后置于 ＣＯ２ 培养箱中培养ꎬ融合

１０ ｄ 后开始筛选检测ꎮ
１.４.２　 融合筛选　 检测前 １ ｄꎬ用 ＰＢＳ 包被 ５ μｇ / ｍｌ
抗原于 ＥＬＩＳＡ 板ꎬ过夜ꎮ 次日吸取细胞上清液 １ 孔

１００ μｌ 进行间接 ＥＬＩＳＡ 检测ꎬ以提纯的 ＷＹＭＶ 和感

染 ＷＹＭＶ 的病叶为阳性ꎬ健康小麦叶片为阴性ꎬ根
据 ＥＬＩＳＡ 结果ꎬ判断是否阳性(样品孔 ＯＤ 值 /阴性

孔 ＯＤ 值≥２􀆰 １ 则判定为阳性)ꎮ 用单道移液器挑

检整板检测出的阳性孔ꎬ进行第二次 ＥＬＩＳＡ 确认检

测ꎬ确定后的阳性孔细胞进行亚克隆ꎮ
１.４.３　 亚克隆　 参考 Ｗｕ 等[２０]的方法ꎬ将强阳性反

应杂交瘤细胞进行 ３ 次连续细胞克隆ꎬ挑出稳定传

代细胞的单克隆扩大培养ꎮ
１.５　 腹水制备和抗体纯化

１.５.１　 腹水制备　 参考 Ｗｕ 等[２０]的方法ꎬ将杂交瘤

细胞悬液注射入小鼠腹腔ꎬ再收集腹部明显膨大的

小鼠腹水ꎬ离心取上清液即为腹水单克隆抗体ꎬ－２０
℃保存备用ꎬ待测定效价ꎮ
１.５.２　 抗体纯化　 参照汪谦[２１] 采用的辛酸硫酸铵

方法纯化抗体ꎬ最后取少量进行效价测定ꎮ
１.６　 抗体类型鉴定、效价测定和特异性分析

１.６.１　 抗体类型及亚类鉴定　 鉴定依据美国 Ｓｉｇｍａ
公司的抗体类型鉴定试剂盒操作说明进行ꎮ
１.６.２　 抗体效价测定　 将提纯的 ＷＹＭＶ 用碳酸盐包

被液稀释为 １ ｇ / ｍｌ作为抗原ꎬ一抗采用倍比稀释的单

抗ꎬ二抗应用辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 ＩｇＧꎬ参照

Ｗｕ 等[２０]采用的间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定腹水的效价ꎮ
１.６. ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分 析 单 抗 的 特 异 性 　 选用

ＷＹＭＶ 和 ＣＷＭＶ 感染的小麦叶片、ＢａＹＭＶ 感染的

大麦叶片、健康小麦叶片为分析对象ꎬ参考刘欢

等[２２]的方法进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳胶一部分用于考马斯亮蓝染色观察ꎬ另一部分电

转移硝酸纤维素膜(ＮＣ)后与不同株单抗进行 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬ测定单抗的特异性反应情况ꎮ
１.７　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 方法的建立

１.７.１　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 抗体最适工作浓度 　 根据刘欢

等[２２] 的方法ꎬ利用 ＷＹＭＶ 的单克隆抗体建立其

ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎮ 用方阵实验确定单抗和酶

标抗体的最适工作浓度ꎮ 设置 ＷＹＭＶ 单抗浓度:

４􀆰 ０００ μｇ / ｍｌ、 ２􀆰 ０００ μｇ / ｍｌ、 １􀆰 ０００ μｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ５００
μｇ / ｍｌ、０􀆰 ２５０ μｇ / ｍｌ、 ０􀆰 １２５ μｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ０６２ μｇ / ｍｌ、
０􀆰 ０３２ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ０１６ μｇ / ｍｌ和 ０􀆰 ００８ μｇ / ｍｌꎻＨＲＰ 酶

标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗浓度:０􀆰 ２４８ μｇ / ｍｌ、０􀆰 １２４
μｇ / ｍｌ、０􀆰 ０６２ μｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ０３２ μｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ０１６ μｇ / ｍｌ、
０􀆰 ００８ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ００４ μｇ / ｍｌ和 ０􀆰 ００２ μｇ / ｍｌꎬ测定酶

标仪上的 ＯＤ４５０值ꎮ 同时设健康小麦为阴性ꎬ每个处

理 ３ 次重复ꎮ 选取方阵中间 ＯＤ４５０≈１􀆰 ５ꎬ阴性ꎬ
ＯＤ４５０<０􀆰 ２ 对应的 ＷＹＭＶ 单抗和酶标二抗的稀释

倍数作为最佳工作浓度ꎮ
１.７.２　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 特异性分析 　 利用以上建立的

ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 检 测 方 法ꎬ 测 定 ＷＹＭＶ 感 染 小 麦、
ＣＷＭＶ 感染小麦、ＢａＹＭＶ 感染大麦病叶和健康小麦

叶片在酶标仪上的 ＯＤ４５０值ꎬ分析 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 方法

的特异性ꎮ
１.７.３ 　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 灵敏度分析 　 同上ꎬ以 ＷＹＭＶ
感染小麦病叶为阳性ꎬ健康小麦叶片为阴性ꎬ用 ０.０１
ｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＢＳ(ＰＨ７.４)将小麦病叶从１ ∶ １００ 到 １ ∶
１０２ ４００(ｇ / ｍｌ)倍比稀释ꎬ健康小麦叶片作同样倍比

稀释ꎬ进行 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 方法的灵敏度分析ꎮ
１.８　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 方法的检测应用

应用建立的 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎬ对采自于江苏

的高邮、宝应、仪征、常州、姜堰、兴化、盐都、淮安和大

丰ꎬ安徽的寿县和来安ꎬ河南的遂平ꎬ山东的临沂、泰安

和济宁等的小麦中小麦黄化叶病疑似样品进行检测ꎬ
用温室生长的小麦健康叶片为阴性对照ꎬ病圃中经检

测为小麦黄化叶病病叶为阳性对照ꎬ每个处理设 ３ 个

重复ꎬ以Ｐ / Ｎ>２􀆰 １ 作为阳性判断标准ꎮ 再对每个样品

用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法进行验证ꎬ观察并记录结果ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 小麦黄花叶病毒的提纯

用改进的方法提纯小麦黄花叶病毒样品ꎬ经
２％磷钨酸负染后在透射电镜下观察到较纯且浓密

的病毒粒子(图 １)ꎬ粒子形状呈直线状ꎬ长度约 ２００
ｎｍꎬ直径约 １３ ｎｍꎮ 用紫外分光光度法测得的浓度

为 ５􀆰 ４４ ｍｇ / ｍｌꎮ
２.２　 杂交瘤细胞的融合率、阳性率和克隆

提纯的 ＷＹＭＶ 免疫小鼠ꎬ经融合、筛选和培养

后ꎬ１８ 块 ９６ 孔板细胞的融合率达到 １００％ꎮ 当杂交

瘤细胞生长至覆盖孔底 ２０~ ３０％时ꎬ以提纯病毒为

包被抗原采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法对融合细胞进行阳
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图 １　 ＷＹＭＶ 病毒粒子的电镜观察

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ
ｖｉｒｕｓ (ＷＹＭＶ) ｐａｒｔｉｃｌｅｓ

性筛选ꎬ结果显示阳性率为 ９.５％ꎮ 利用有限稀释法

对 ５ 个阳性反应强、特异性好的杂交瘤细胞进行 ３
次细胞克隆ꎬ最终获得 ６Ｆ４、２Ｄ３ 和 ２Ｄ４ 共 ３ 株生长

良好且能稳定分泌抗 ＷＹＭＶ 的单抗杂交瘤细胞株ꎮ
２.３　 抗体的制备和特性鉴定

用克隆好的杂交瘤细胞注射 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠腹

腔ꎬ采集腹水ꎬ最终 ３ 个细胞株各获得约 ２５ ｍｌ 腹
水ꎮ ３ 株腹水纯化后的 ＩｇＧ 含量在 １􀆰 ４５~ ３􀆰 １０
ｍｇ / ｍｌ(表 １)ꎬ经试剂盒鉴定ꎬ３ 个抗体均为 ＩｇＧ１、κ
链ꎬ间接 ＥＬＩＳＡ 方法测得 ３ 株腹水单抗的效价达

１０－７ ~１０－６(表 １)ꎮ

表 １　 ＷＹＭＶ 单克隆抗体(ＭＡｂｓ)的特性

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ( ＭＡｂｓ ) ａｇａｉｎｓｔ
ＷＹＭＶ

单克隆
抗体

单克隆
抗体类型

单克隆抗体
腹水效价

ＩｇＧ 含量
(ｍｇ / ｍｌ)

６Ｆ４ ＩｇＧ１ꎬ κ 链 １０－６ １.４５

２Ｄ３ ＩｇＧ１ꎬ κ 链 １０－６ ２.３０

２Ｄ４ ＩｇＧ１ꎬ κ 链 １０－７ ３.１０

２.４　 单抗的特异性分析

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ６Ｆ４ 和 ２Ｄ４ 两株抗体均

能与 ＷＹＭＶ 病叶中 １ 条约 ３２ ｋＤ 的蛋白亚基结合ꎬ
而在 ＣＷＭＶ 和 ＢａＹＭＶ 病叶、健康小麦叶片中均没

有出现任何条带(图 ２)ꎬ说明这两株单抗均能与

ＷＹＭＶ 外壳蛋白亚基特异性结合ꎮ ２Ｄ３ 抗体在

ＷＹＭＶ、ＣＷＭＶ、ＢａＹＭＶ 病叶、健康小麦叶片中均未

检测到任何条带ꎬ但 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 检测时 ２Ｄ３ 抗体与

ＷＭＶＹ 病毒呈阳性反应ꎬ故推测 ２Ｄ３ 单抗是针对

ＷＹＭＶ 构象型的抗原决定簇ꎬ具有一定的空间构

象ꎬ其空间结构由于电泳过程中的变性而被破坏ꎬ使
得单抗不能与抗原结合ꎮ
２.５　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 法的条件优化

经方阵实验ꎬ ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 法中 ６Ｆ４、２Ｄ４ 和 ２Ｄ３
的 ３ 个单抗的最适工作浓度分别为 ０􀆰 ５０ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ２５
μｇ / ｍｌ和 ２􀆰 ００ μｇ / ｍｌꎬ酶标二抗的最适工作浓度为

０􀆰 ０６２ μｇ / ｍｌꎮ

Ｍ:蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻ１、５ 和 ９:ＷＹＭＶ 感染小麦病叶提取液ꎻ２、６ 和

１０:ＣＷＭＶ 感染小麦病叶提取液ꎻ３、７ 和 １１:ＢａＹＭＶ 感染大麦病

叶提取液ꎻ４、８ 和 １２:健康小麦叶片提取液ꎮ
图 ２　 ＷＹＭＶ 单克隆抗体(ＭＡｂｓ)与病毒衣壳蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ.２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＹＭＶ ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｍｏｎｏ￣
ｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ(ＭＡｂｓ)

２.６　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 法的特异性分析

３ 个抗体建立的 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 法的特异性分析

见图 ３ꎬ结果显示 ３ 个单抗的 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 检测中ꎬ只
有 ＷＹＭＶ 感染病叶出现了强阳性反应ꎬ而 ＣＷＭＶ
和 ＢａＹＭＶ 感染病叶与健康小麦叶片为阴性反应ꎬ
说明这 ３ 种单抗建立的 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 方法均具有很

好的特异性ꎮ

Ｗ:ＷＹＭＶ 感染的小麦叶片ꎻＣ:ＣＷＭＶ 感染的小麦叶片ꎻ Ｂ:
ＢａＹＭＶ 感染的大麦叶片ꎻＣＫ:健康小麦叶片ꎮ

图 ３　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 的特异性

Ｆｉｇ.３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ

２.７　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 法的灵敏度

灵敏度分析结果表明ꎬ以 ２Ｄ４ 单抗建立的
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ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 检测病叶的灵敏度最高ꎬ当小麦病叶

以１ ∶ ２５ ６００倍稀释时ꎬ仍呈阳性反应ꎻ而以 ６Ｆ４ 和

２Ｄ３ 单抗建立的 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 检测病叶的灵敏度稍

差(图 ４)ꎮ

图 ４　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 的灵敏度

Ｆｉｇ.４　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ

２.８　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 法的检测应用

应用最灵敏的 ２Ｄ４ 单抗建立的 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 检

测方法对采自中国 ４ 个省 １５ 个县、市的 ６０ 个样品

进行检测ꎬ结果见表 ２ꎮ 由表可知ꎬＷＹＭＶ 的分布广

泛ꎬ除江苏的淮安、大丰和仪征三地的小麦样品中未

检到外ꎬ其余 １２ 个县、市均有分布ꎬ阳性检出率在

６３􀆰 ６３％以上ꎬ说明 ＷＹＭＶ 目前仍是麦子上较为流

行的主要病毒ꎮ 同时ꎬ小麦样品进一步用 ＲＴ￣ＰＣＲ
检测验证ꎬ结果表明与 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 检测的阳性结果

高度一致(图 ５)ꎬ此外ꎬ阳性 ＲＴ￣ＰＣＲ 产物经核酸测

序验证均为 ＷＹＭＶꎮ 说明本研究建立 的 检 测

ＷＹＭＶ 的 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 方法能够可靠、准确地用于小

麦中 ＷＹＭＶ 的检测ꎮ

３　 讨 论

单克隆抗体(ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬ ＭＡｂ)是由

一个 Ｂ 淋巴细胞产生的针对一种抗原决定簇的

抗体ꎬ因其特异性强、灵敏度高、可无限量生产等

特点而被广泛应用ꎬ目前已被应用于生物学和医

学的各个研究领域ꎬ促进了细胞学、遗传学、免疫

学和病毒学等众多学科的发展 [２３] ꎮ 自 １９８２ 年

西德科学家成功研制了烟草花叶病毒 ( Ｔｏｂａｃｃｏ
ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＴＭＶ)的单克隆抗体ꎬ目前单抗在植

物病毒学的检测方面得到了广泛应用ꎮ 国内外

学者已经制备了水稻、玉米、蔬菜等作物上几十

种植物病毒的单抗ꎬ大部分都已应用于田间样品

的检测ꎬ对控制病毒病害在田间的发生ꎬ减少经

济损失ꎬ抗病筛选和病害流行预测都起到了十分

重要的作用ꎮ

表 ２　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 法检测田间疑似小麦黄化叶病样品结果

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｅｌｄ ｗｈｅａｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ＡＣＰ￣
ＥＬＩＳＡ

采集地点
样品数
(个)

阳性数(个)

ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ ＲＴ￣ＰＣＲ
吻合率
(％)

江苏高邮 ３ ２ ２ １００

江苏宝应 １ １ １ １００

江苏仪征 ５ ０ ０ １００

江苏常州 ４ ４ ４ １００

江苏姜堰 ７ ４ ４ １００

江苏兴化 ５ ５ ５ １００

江苏盐都 １ １ １ １００

江苏淮安 ３ ０ ０ １００

江苏大丰 ７ ０ ０ １００

安徽寿县 ３ ３ ３ １００

安徽来安 ２ ２ ２ １００

河南遂平 ５ ４ ４ １００

山东临沂 ３ ３ ３ １００

山东泰安 ４ ４ ４ １００

山东济宁 ２ １ １ １００
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Ａ: ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎻＢ: ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎻＭ:ＤＮＡ 分子量 ｍａｒｋｅｒꎻ１￣９:田间小麦样品ꎻ１０:ＷＹＭＶ 感染小麦样品(阳性对照)ꎻ１１:健康

小麦样品(阴性对照)ꎻ图中扩增带均为 ５２０ ｂｐ ＷＹＭＶ 目的条带ꎮ
图 ５　 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 法(Ａ)和 ＲＴ￣ＰＣＲ 法(Ｂ)检测结果的吻合度

Ｆｉｇ.５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｅｌｄ ｗｈｅａｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ(Ａ) ａｎｄ ＲＴ￣ＰＣＲ(Ｂ)

　 　 近几年ꎬ随着耕作制度和推广品种的交替变化ꎬ
小麦黄花叶病在山东、河南、江苏、安徽等冬小麦上

发生仍然严重[２４￣２５]ꎬ因此亟待寻找到控制该病害的

有效方法ꎮ 其中病害的预测预报是前提ꎬ抗病品种

的应用是首选ꎬ这些策略都会产生大量需要检测的

样品ꎮ 因为田间小麦黄花叶和小麦花叶病毒病的发

病症状极其相似ꎬ而且常常发生复合侵染、隐症等现

象ꎬ生物学方法不可有效鉴定ꎮ 虽然分子生物学方

法的灵敏度强且特异性好ꎬ但其需要更高的成本和

更精密的仪器ꎬ且对操作者的要求比较高ꎬ所以一般

只局限于实验室使用ꎮ 综合而言ꎬ血清学方法的操

作相对简便ꎬ且具有特异性好、灵敏度高、成本低等

特点ꎬ所以更适用于大规模田间样品的检测ꎬ也易于

在基层进行推广ꎮ 基于此ꎬ本研究从自建的小麦黄

花叶病病圃中采集了大量病叶ꎬ用蔗糖硫酸铯密度

梯度离心提纯病毒ꎬ免疫小鼠ꎬ通过杂交瘤技术得到

了 ３ 株能高效分泌 ＷＹＭＶ 的单克隆抗体细胞株并

制备了单抗腹水ꎬ其效价达 １０－７ ~ １０－６ꎬ以其为核心

建立了检测 ＷＹＭＶ 的 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 方法ꎬ其检测病

叶的灵敏度达１ ∶ ２５ ６００倍稀释ꎬ且特异性强ꎮ 利用

建立的 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 方法测定中国小麦主产区小麦

黄花叶病的发生情况ꎬ检测结果发现 ＷＹＭＶ 的感染

率高达 ６３􀆰 ６４％ꎬ说明该病仍是当下小麦上极易发

生的病毒病害ꎬ应引起相关部门足够的重视ꎬ也提示

我们快捷、高效、低成本检测方法研制的必要性ꎮ 该

方法虽不及 ＲＴ￣ＰＣＲ 法的检测灵敏度高ꎬ但检出率

与其一致ꎬ说明其检测的可靠性ꎮ 相比于多抗建立

的检测方法ꎬ其具有特异性高、均质性好ꎬ且只要得

到 １ 株好的细胞株就可以无限量生产等优点ꎮ 强特

异性能有效解决田间 ＷＹＭＶ 和 ＣＷＭＶ 复合感染不

易区分的难题ꎬ这在田间应用中的优点尤为明显ꎮ
总之ꎬ以单抗为核心建立的 ＡＣＰ￣ＥＬＩＳＡ 方法具有操

作简便、准确性强、易标准化和大规模生产等特点ꎬ
可有效应用于田间小麦 ＷＹＭＶ 的检测ꎬ对该病毒病

的诊断、预测、预报及防控具有重要意义ꎮ
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