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　 　 摘要:　 为建立快速、灵敏、准确且易操作的黄瓜绿斑驳花叶病毒(ＣＧＭＭＶ)检测方法以实现早期诊断与控制

病害ꎬ制备了 ８ 株效价大于 １×１０－７的单克隆抗体ꎬ配对筛选结果表明经辣根过氧化物酶标记的 Ａ８Ｈ 与单抗 Ａ３ 配

对检测的灵敏度最高ꎬ并据此创制了双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 试剂盒ꎮ 该试剂盒对 ＣＧＭＭＶ 具有特异反应ꎬ灵敏度达 １ ∶
１２ ８００(ｇ ∶ ｍｌ)ꎬ准确度与 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果吻合ꎬ检测周期小于 ５ ｈꎬ可用于生产上病害发生初期的快速诊断与鉴定ꎮ
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　 　 黄瓜绿斑驳花叶病毒(Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｇｒｅｅｎ ｍｏｔｔｌｅ
ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＣＧＭＭＶ)是烟草花叶病毒属(Ｔｏｂａｍｏ￣
ｖｉｒｕｓ)成员之一ꎬ为正义单链 ＲＮＡ 病毒ꎬ病毒粒子杆

状ꎬ长约 ３００ ｎｍꎬ直径约 １８ ｎｍꎬ基因组长度约为 ６.４
ｋｂꎬ其中核酸组分约占病毒粒子总质量的 ６％ꎬ蛋白

质约占粒子质量的 ９４％[１]ꎮ ＣＧＭＭＶ 是一种严重危

害世界各地葫芦科作物生产的重要种传病毒ꎬ感染

ＣＧＭＭＶ 会使植株矮小ꎬ生长发育缓慢ꎬ叶片出现斑

驳花叶ꎬ褪绿等症状ꎬ结果延迟或不结果ꎬ果肉水渍

状病变或空心[２]ꎮ 该病毒以带毒种子和机械操作

为其传播的主要途径ꎬ并且嫁接、授粉摘心等农事操

作也会造成该病毒的相互感染与传播从而加大病害

的发生[３]ꎮ 自 １９３５ 年在英国黄瓜上首次被报道以

来[４]ꎬ黄瓜绿斑驳花叶病毒病目前已在中国大部分

种植葫芦科作物的省份发生ꎬ在日韩、中东地区、欧
洲大部分地区和南北美洲等地也均有分布ꎬ屡次出

现大爆发造成严重损失甚至绝收的报道[５￣９]ꎮ 鉴于

ＣＧＭＭＶ 的危害ꎬ中国农业农村部已将其列为全国

农业植物检疫性有害生物ꎮ 加之病害在植物生长初

期影响不十分明显ꎬ容易被忽略ꎬ从而导致后期坐果

９６７



或收获阶段严重爆发ꎬ损失惨重[２]ꎮ 因此ꎬ对该病

毒病的准确检测尤其是病程初期的监测有着重要意

义ꎮ
目前该病毒的检测方法有:生物学检测法、电子

显微镜观察法、血清学检测法及分子生物学检测法

等ꎮ 生物学检测主要通过摩擦等方法将植物病毒接

种于鉴别寄主或指示植物ꎬ然后根据植物发病症状对

该病毒进行鉴定ꎮ 此方法操作简单ꎬ结果直观ꎬ但工

作量大、周期长ꎬ稳定性和重复性差ꎮ 电子显微镜鉴

定病毒技术结果直观、准确ꎬ但所需仪器价格昂贵ꎬ技
术条件要求很高ꎬ不适用于大规模的病毒检测ꎮ 分子

生物学方法检测植物病毒具有特异性强、灵敏度高、
检测效率高的优点ꎬ己经成为重要的植物病毒病检测

技术之一ꎬ但其存在抽提ＲＮＡ、反转录等繁琐操作ꎬ对
实验技术也有一定要求ꎮ 血清学检测法是目前最常

用的一种有效检测方法ꎬ利用抗原抗体的体外特异性

免疫反应检测植物病毒的存在与否ꎬ并可对被测物进

行定性或定量ꎮ 血清学检测方法具有操作简单、灵敏

度高等优点ꎬ使其在植物病毒检测方面产生了巨大作

用ꎬ可用于大田样品等大规模检测ꎮ 但血清学方法检

测时需要针对病毒的特异性抗体ꎮ 因此ꎬ为了建立快

速、灵敏、高效特异的 ＣＧＭＭＶ 血清学检测方法ꎬ本研

究利用提纯的 ＣＧＭＭＶ 作为抗原ꎬ通过杂交瘤细胞技

术制备单克隆抗体ꎬ并以制备的抗体为核心研制灵敏

度高、特异性好的 ＤＡＳ￣ＥＬＩＳＡ 试剂盒ꎬ为葫芦科作物

上 ＣＧＭＭＶ 的检测和诊断提供支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 ＣＧＭＭＶ 毒源

ＣＧＭＭＶ 毒源从江苏省高邮市大棚中发病的瓠

瓜叶片上采集ꎬ根据任春梅等[１] 的方法经 ＲＴ￣ＰＣＲ
和核酸测序鉴定后ꎬ通过摩擦接种繁殖并保存于玻

璃温室种植的葫芦上ꎮ
１.２　 ＣＧＭＭＶ 的鉴定与繁殖

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中已报道的 ＣＧＭＭＶ 基因组中的

运动蛋白基因序列ꎬ设计特异性引物ꎬ上游引物

(ＧＭ＿Ｆ)为 ５′￣ＡＴＣＣＣＴＣＧＴＧＣＣＴＧＴＣＡＡＧＴ￣３′ꎬ下游

引物(ＧＭ＿Ｒ)为 ５′￣ＧＡＴＣＧＧＡＴＴＧＴＡＡＧＣＣＡＴＣＴＴＣ￣
３′ꎮ 使用 ＲＮＡ 提取试剂盒(美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司产

品)按照说明书步骤对样品进行 ＲＮＡ 提取ꎬ利用随

机引物 Ｒａｎｄｏｍ ｐｒｉｍｅｒ(日本 ＴａＫａＲａ 公司产品)进

行反转录ꎮ 将反转录得到的 ｃＤＮＡ 作为模板ꎬ使用

引物 ＧＭ＿Ｆ 和 ＧＭ＿Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 体系为

２×ＴａｑＭｉｘ(北京全式金公司产品)１２􀆰 ５ μｌꎬ正、反向

引物各 ０􀆰 ５ μｌꎬ模板 ＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎬ用无菌双蒸水补

足至 ２５􀆰 ０ μｌꎮ ＰＣＲ 反应条件为:９４ ℃ 预变性 ５
ｍｉｎꎻ９４ ℃ ４５ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ４５ ｓ 为一个循环ꎬ
进行 ３３ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 ５ ｍｉｎꎬ最后 ４ ℃ 保存ꎮ
ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳分析后送至南京擎科

生物公司进行测序鉴定ꎮ
１.３　 抗体制备与测定

１.３.１　 ＣＧＭＭＶ 的提取与纯化　 采集感染 ＣＧＭＭＶ 的

叶片ꎬ提纯病毒粒子ꎬ参照任春梅等[１０]的方法并进行

部分改动ꎮ 按１ ∶ ２(质量 ∶ 体积)比例加入 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ
磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)(ｐＨ ７􀆰 ２)ꎬ并加入终体积浓度为

０􀆰 １％的巯基乙醇ꎬ匀浆后过滤ꎮ 滤液加等体积的

ＣＨＣｌ３乳化ꎬ４ ℃搅拌 ２ ｈ 后６ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ 取上

清液ꎬ加入 １０％聚乙二醇(ＰＥＧ)及 １％ ＮａＣｌꎬ４ ℃搅拌

２ ｈ 后３０ ０００ ｇ 离心 ２ ｈꎬ将沉淀重悬于 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ磷
酸缓冲液(含 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００)中ꎬ６ ０００ ｇ 离心 １５
ｍｉｎ 取上清液ꎬ重复上一步ꎬ合并上清液ꎬ加至 ２０％蔗

糖溶液中ꎬ９０ ０００ ｇ 超速离心 ９０ ｍｉｎ 弃上清液ꎬ沉淀

加入 ２ ｍｌ ＰＢＳ(ｐＨ８􀆰 ０)溶解后再１０ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ
上清液即为病毒提纯液ꎮ 病毒提纯液经磷钨酸染色

后置于电镜下观察粒子形态ꎮ 纯化的病毒粒子用于

动物的免疫及单抗的制备ꎮ
１.３.２　 单克隆抗体的制备　 参照 Ｗｕ 等[１１]的方法ꎬ
用纯化的 ＣＧＭＭＶ 对 ４２ ｄ 龄雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠进行

３ 次免疫ꎮ 参照 Ｓｈａｎｇ 等[１２]的方法将免疫后的小鼠

脾细胞与提前复苏的骨髓瘤细胞进行融合ꎬ加入

ＨＡＴ 细胞培养液铺 ９６ 孔板ꎮ 待培养板孔底长出肉

眼可见的克隆ꎬ通过间接 ＥＬＩＳＡ 法对所有细胞孔进

行筛选ꎮ 挑取特异性好、阳性强的杂交瘤细胞孔再

经过连续 ３ 次细胞克隆ꎬ得到分泌特异性抗 ＣＧＭ￣
ＭＶ 单克隆抗体的杂交瘤细胞ꎮ 取健康雌性小鼠腹

腔注射杂交瘤细胞制备腹水ꎬ待小鼠腹腔明显膨大

后收集腹水ꎬ离心取上清液ꎬ经硫酸铵沉淀后采用

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 小柱进行纯化ꎮ
１.３.３　 抗体类型、亚类型鉴定及效价测定　 应用小

鼠抗体亚型鉴定试剂盒(美国 Ｓｉｇｍａ 公司产品)进行

单克隆抗体类型及亚类型测定ꎮ 用 １ μｇ / ｍｌ提纯病

毒作为包被抗原ꎬ倍比稀释的单抗腹水为一抗ꎬ碱性

磷酸酶标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 为二抗ꎬ采用间接 ＥＬＩＳＡ
方法测定单克隆抗体效价ꎮ
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１.４　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒的研制

１.４.１ 　 单克隆抗体的配对筛选 　 应用双抗夹心

ＥＬＩＳＡ 方法对制备得到的抗体进行筛选ꎬ筛选出可

以配对的抗体组合ꎮ 选取检测灵敏度最高的抗体偶

联辣根过氧化物酶作为检测抗体ꎬ其余抗体稀释至

５ μｇ / ｍｌ作为包被抗体对病毒稀释液进行配对检测ꎮ
使用 ＴＭＢ 显色液显色后读取 ＯＤ４５０数值ꎬ判断最佳

配对组合ꎮ
１.４.２　 抗体检测质量浓度确定 　 将配对筛选得到

的包被抗体选用不同质量浓度 ( １􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、 ２􀆰 ５
μｇ / ｍｌ、５􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、１０􀆰 ０ μｇ / ｍｌ)进行包被ꎬ用辣根过

氧化物酶偶联标记的检测抗体选择不同的孵育质量

浓度(０􀆰 １０ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ２５ μｇ / ｍｌ、１􀆰 ００ μｇ / ｍｌ)进行检

测ꎮ 显色后读取 ＯＤ４５０数值ꎬ判断所选抗体的最适包

被质量浓度和检测质量浓度ꎮ
１.４.３　 试剂盒特异性检测 　 用配对筛选得到的包

被抗体稀释液包被酶标板ꎬ之后分别将感染 ＣＧＭ￣
ＭＶ、烟草花叶病毒( ＴＭＶ)、小西葫芦黄花叶病毒

(ＺＹＭＶ)、西瓜花叶病毒 (ＷＭＶ)、黄瓜花叶病毒

(ＣＭＶ)的病叶样品用碳酸盐缓冲液充分研磨后ꎬ加
入包被好的 ＥＬＩＳＡ 板ꎬ以免疫原 ＣＧＭＭＶ 为阳性对

照ꎬ健康叶片的研磨液为阴性对照ꎬ用上述建立的双

抗夹心 ＥＬＩＳＡ 法测定抗体的特异性反应ꎮ
１.４.４　 试剂盒灵敏度测定　 将人工摩擦感染 ＣＧＭ￣
ＭＶ 的葫芦病叶汁液按一定质量浓度逐级稀释ꎬ用
筛选建立的包被抗体和检测抗体以双抗夹心 ＥＬＩＳＡ
方法对病叶稀释液进行检测ꎬ以健康葫芦叶片稀释

液为对照ꎬ确定试剂盒检测的灵敏度ꎮ
１.５　 田间检测应用及检测结果的 ＰＣＲ 验证

用建立的 ＣＧＭＭＶ 双抗夹心法 ＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒对在江苏省田间采集的 １６ 个瓜类作物样品进行

检测ꎬ以实验室摩擦接种 ＣＧＭＭＶ 的葫芦叶片作为

阳性对照ꎬ以健康葫芦叶片和包被缓冲液作为阴性

和空白对照ꎮ 用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法和核酸测序验证

ＥＬＩＳＡ 检测结果的准确性ꎬ其中ꎬＲＮＡ 提取、反转录

以及 ＰＣＲ 的方法同方法 １.２ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＣＧＭＭＶ 毒源的鉴定

田间采集具有 ＣＧＭＭＶ 感染后典型斑驳花叶症

状的瓠瓜叶片样品ꎬ提取总 ＲＮＡꎬ经过 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩

增出长度为 ６３５ ｂｐ 的基因片段ꎬ与预期片段大小相

符ꎮ ＰＣＲ 产物测序和比对结果显示ꎬ该序列与 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 数据库收录的 ＣＧＭＭＶ 株系基因序列相似性

达 ９９％ꎬ确认样品感染 ＣＧＭＭＶꎮ
２.２　 ＣＧＭＭＶ 的提取纯化

采用差速离心法提纯 ＣＧＭＭＶ 病毒粒子ꎬ将提

纯物负染色后在透射电子显微镜下观察ꎬ可见提纯

液中有较高数量浓度的杆状病毒粒子ꎬ大小约为

３００ ｎｍ×１８ ｎｍꎬ符合 ＣＧＭＭＶ 粒子形态特征ꎮ
２.３　 制备的单克隆抗体类型、亚类型及效价

通过免疫小鼠和细胞融合培养ꎬ共筛选并建立

阳性单克隆杂交瘤细胞株 ８ 株ꎮ 收集杂交瘤细胞ꎬ
制备并收集小鼠腹水ꎬ经纯化后采用 ＥＬＩＳＡ 间接法

测定抗体效价ꎬ抗体类型亚类型ꎮ 结果显示ꎬ与 ８ 株

杂交瘤细胞对应的腹水抗体效价均大于１×１０－７ꎬ其
中抗体 Ａ１、Ａ２、Ａ３ 的类型为 ＩｇＧ２ａꎬ抗体 Ａ４、Ａ５、
Ａ６、Ａ７、Ａ８ 类型为 ＩｇＧ２ｂꎮ ８ 株单抗轻链均为 κ 链

(表 １)ꎮ

表 １　 ＣＧＭＭＶ 单克隆抗体的特性

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｃｕｃｕｍｂｅｒ

ｇｒｅｅｎ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ(ＣＧＭＭＶ)

抗体编号 抗体类型、亚类型 抗体效价

Ａ１ ＩｇＧ２ａꎬ κ １×１０－７

Ａ２ ＩｇＧ２ａꎬ κ １×１０－７

Ａ３ ＩｇＧ２ａꎬ κ １×１０－７

Ａ４ ＩｇＧ２ｂꎬ κ １×１０－７

Ａ５ ＩｇＧ２ｂꎬ κ １×１０－７

Ａ６ ＩｇＧ２ｂꎬ κ １×１０－７

Ａ７ ＩｇＧ２ｂꎬ κ １×１０－７

Ａ８ ＩｇＧ２ｂꎬ κ １×１０－７

２.４　 单克隆抗体配对筛选

应用双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 法对制备得到的抗体进

行配对筛选ꎮ 选取检测中灵敏度最高的抗体 Ａ８ 偶

联辣根过氧化物酶(Ａ８Ｈ)ꎬ其余抗体作为包被抗

体ꎬ对稀释后的病毒进行配对检测ꎬ筛选可以用于双

抗夹心配对检测的最佳配对抗体ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ单
抗 Ａ３ 作为包被抗体与单抗 Ａ８Ｈ 作为检测抗体配对

效果最佳ꎮ 因此选择 Ａ３ 与 Ａ８Ｈ 作为双抗夹心

ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒的核心抗体ꎮ
２.５　 ＣＧＭＭＶ 检测试剂盒的抗体使用质量浓度

为确定抗体的最佳检测浓度ꎬ选用不同质量浓

１７７杨　 柳等:黄瓜绿斑驳花叶病毒的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测



度(１􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、２􀆰 ５ μｇ / ｍｌ、５􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、１０􀆰 ０ μｇ / ｍｌ)
的单抗 Ａ３ 包被酶标板ꎬ选择不同孵育质量浓度

(０􀆰 １０ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ２５ μｇ / ｍｌ、１􀆰 ００ μｇ / ｍｌ)的 Ａ８Ｈ 进

行检测ꎮ 根据检测结果(表 ３)ꎬ选定 Ａ３ 的包被质量

浓度为 ２􀆰 ５ μｇ / ｍｌꎬＡ８Ｈ 的检测质量浓度为 １􀆰 ００
μｇ / ｍｌ作为双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒的抗体使用

质量浓度ꎮ

表 ２　 单克隆抗体配对筛选

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｔｃｈｉｎｇ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

包被抗
体编号

抗体检测病毒稀释液的 ＯＤ４５０ ｎｍ值

稀释液对照 １×１０－９稀释 １×１０－８稀释 １×１０－７稀释

Ａ１ ０.１０１ ０.１３５ ０.２１９ １.２５７

Ａ２ ０.１０１ ０.１１３ ０.１９１ １.００３

Ａ３ ０.０８７ ０.１６０ ０.５２５ ３.７１０

Ａ４ ０.０８５ ０.０８５ ０.０９６ ０.３１２

Ａ５ ０.０７８ ０.０９４ ０.０９２ ０.２５９

Ａ６ ０.０９２ ０.１００ ０.１１１ ０.２０１

Ａ７ ０.０７４ ０.０７８ ０.０８６ ０.１６９

Ａ８ ０.１２７ ０.１３８ ０.１１１ ０.２６６

表 ３　 ＣＧＭＭＶ 检测试剂盒的包被抗体质量浓度测定

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｏｆ ＣＧＭ￣
ＭＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ

包被抗体
质量浓度
(μｇ / ｍｌ)

病毒标准品
质量浓度
(μｇ / Ｌ)

不同质量浓度抗体检测的 ＯＤ４５０值

１.００ μｇ / ｍｌ ０.２５ μｇ / ｍｌ ０.１０ μｇ / ｍｌ

１.０ １００ ３.３４３ ２.５１３ １.７９９

３２ １.２２５ ０.８４１ ０.６０９

２ ０.４６７ ０.３１６ ０.２３５

０ ０.２３７ ０.１２１ ０.１１９

２.５ １００ ４.０００ ３.４８０ ２.９３４

３２ １.９１４ １.４２２ １.０３３

２ ０.７１７ ０.４９ ０.３４６

０ ０.１９２ ０.１０７ ０.１０６

５.０ １００ ４.０８４ ４.００１ ３.３９６

３２ ２.５９５ １.８１４ １.４２３

２ ０.９８９ ０.７８０ ０.５３８

０ ０.２６８ ０.１７２ ０.１４０

１０.０ １００ ４.５０９ ４.１２２ ３.８８７

３２ ３.２１３ ２.５６０ ２.１０３

２ １.７００ １.２２０ ０.９１３

０ ０.８２８ ０.４０４ ０.２９９

２.６　 ＣＧＭＭＶ 检测试剂盒的特异性

对 ＣＧＭＭＶ 检测试剂盒的特异性进行分析ꎬ结
果(图 １)表明ꎬ感染 ＣＧＭＭＶ 的葫芦组织呈现很强

的阳性反应ꎬ 而健康组织以及分别感染 ＴＭＶ、
ＺＹＭＶ、ＷＭＶ、ＣＭＶ 的植物组织呈现阴性反应ꎬ并且

阳性和阴性的 ＯＤ４５０值差异极显著ꎮ 说明建立的双

抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测法中使用的抗体对 ＣＧＭＭＶ 具有

很强的特异性ꎮ

ＴＭＶ:烟草花叶病毒ꎻＺＹＭＶ:小西葫芦黄花叶病毒ꎻＷＭＶ:西瓜

花叶病毒ꎻＣＭＶ:黄瓜花叶病毒ꎮ
图 １　 ＣＧＭＭＶ 检测试剂盒的特异性

Ｆｉｇ.１　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＣＧＭＭＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ

２.７　 ＣＧＭＭＶ 检测试剂盒的灵敏度

用感染 ＣＧＭＭＶ 的病叶叶片研磨液的倍比稀释

液对 ＣＧＭＭＶ 检测试剂盒进行灵敏度分析ꎮ 结果

(图 ２)显示ꎬ当 ＣＧＭＭＶ 病叶汁液稀释倍数为１ ∶
１２ ８００(ｇ ∶ ｍｌ)时ꎬＯＤ４５０值仍呈现阳性ꎬ因此此稀释

倍数即为试剂盒检测病叶汁液的灵敏度ꎮ

ａ:１ ∶ ５０ꎻｂ:１ ∶ １００ꎻｃ:１ ∶ ２００ꎻｄ:１ ∶ ４００ꎻｅ:１ ∶ ８００ꎻｆ:１ ∶ １ ６００ꎻ
ｇ:１ ∶ ３ ２００ꎻ ｈ: １ ∶ ６ ４００ꎻ ｉ: １ ∶ １２ ８００ꎻ ｊ: １ ∶ ２５ ６００ꎻ ｋ: １ ∶
５１ ２００ꎻｌ:１ ∶ １０２ ４００ꎮ

图 ２　 ＣＧＭＭＶ 检测试剂盒的灵敏度

Ｆｉｇ.２　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＣＧＭＭＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ
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２.８　 试剂盒田间检测应用及检测结果的 ＰＣＲ 验证

用以单抗 Ａ３ 和 Ａ８Ｈ 为核心建立的双抗夹心

ＥＬＩＳＡ 试剂盒对江苏省田间葫芦科作物调查采集的

样品进行检测ꎮ 在随机抽取的 １６ 个样品中ꎬＥＬＩＳＡ
检测阳性样品有 １３ 个ꎬ阴性样品有 ３ 个(图 ３)ꎮ 进

一步分别提取每个样品 ＲＮＡ 进行 ＲＴ￣ＰＣＲꎬ发现

ＥＬＩＳＡ 检测呈阴性的 ２ 号、８ 号、９ 号样品未扩出条

带ꎬ而其他 ＥＬＩＳＡ 检测呈阳性的样品均扩增得到大

小正确的特异性条带(图 ３)ꎬＰＣＲ 产物测序结果表

明这些样品均感染了 ＣＧＭＭＶꎮ 由此可见ꎬ本研究

制备的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 试剂盒的检测结果准确可

靠ꎬ可用于检测田间感染 ＣＧＭＭＶ 的样品ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~１６:田间样品ꎻＰ:人工接毒的阳性对照ꎻＮ:健
康叶片(阴性对照)ꎻＢ:空白对照ꎮ
图 ３　 ＣＧＭＭＶ 试剂盒和 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测田间样品

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｆｉｅｌｄ ｂｙ ＣＧＭＭＶ ｋｉｔ ａｎｄ
ＲＴ￣ＰＣＲ

３　 讨 论

ＣＧＭＭＶ 是在瓜类作物中分布十分广泛的一种

重要病毒ꎬ它在全球的广泛流行造成了十分严重的

经济损失ꎮ 而建立该病毒的检测技术是防控病害的

首要任务和关键ꎮ 加之该病毒病具有前轻后重的特

点ꎬ前期难以引起重视ꎬ从而导致后期坐果时病害大

爆发ꎬ大面积减产甚至绝收ꎬ造成无法挽回的损

失[２]ꎮ 因此ꎬ迫切需要建立一种在病害发生初期即

可进行快速精准诊断的检测手段ꎮ
目前ꎬ血清学检测技术具有简便、高通量等优

点ꎬ多数植物病毒均有对应的检测抗体和检测方

法[１０ꎬ １３￣１５]ꎮ 目前已有针对 ＣＧＭＭＶ 病毒粒子或其衣

壳蛋白的单抗和多抗制备的报道[１６￣１８]ꎬ但国内商业

化的检测试剂盒仍依赖于进口ꎮ 本研究在前人工作

的基础上制备了 ８ 株抗 ＣＧＭＭＶ 的单克隆抗体并创

制了具有自主知识产权的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测试

剂盒ꎮ 该试剂盒利用辣根过氧化物酶标记ꎬ检测时

长小于 ５ ｈꎬ对 ＣＧＭＭＶ 具有很好的特异性ꎬ对病叶

检测的灵敏度达１ ∶ １２ ８００(ｇ ∶ ｍｌ)稀释倍数ꎮ 试剂

盒对田间样品的检测结果与灵敏度较高的 ＲＴ￣ＰＣＲ
检测结果完全吻合ꎬ证明该试剂盒所用抗体及检测

方法具有很好的准确性ꎮ 与 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法相比ꎬ试
剂盒检测省去了 ＲＮＡ 提取和反转录等繁琐步骤ꎬ更
加简便高效ꎮ 目前对 ＣＧＭＭＶ 的血清学检测主要依

赖国外进口的单抗或多抗试剂盒ꎬ大量样本检测时

成本高昂ꎮ 本研究研制的 ＣＧＭＭＶ 单克隆抗体及双

抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒弥补了这方面的不足ꎬ其
中的核心抗体 Ａ３ 与 Ａ８Ｈ 用量少、价格低廉ꎬ更具备

灵敏、准确、高效、简便、省时的优点ꎬ可用于田间样

品标准化大规模检测ꎬ在病程早期即可进行准确及

时的诊断ꎬ从而为该病毒病的早期防控提供有利条

件ꎮ
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