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应用斑点法检测植物病毒的研究 

周雪平 濮祖芹 

(南京农业大学 植 物病理教研蛆，南京 21{)014) 

提 要 

应用斑点法检测了病叶粗计液中的芜菁花叶病毒(TuMV)、太豆花叶病毒(SMV)和黄 

瓜花叶病毒(CMV)，病叶粗汁液可被挂测的最大稀释度分别 为 1 t 5120、1 t 2560和1： 

1280。提 纯的大豆花叶痛毒和黄瓜花叶病毒可检测的景 坻限量分别为 1．7rig和 1．2n8。 以 

牛血清 白蛋 白、吐温和聚 乙烯毗咯啉酮作封 闭液 ，均可获得满意的结果。应用斑 点 法 饺 

测芜菁花叶病毒和大豆花叶扁毒对，其抗血请稀释 l：500倍可获得满意效果，稀释 2000 

倍仍可用于 硷测。 
J 
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七十年代发展起来的兔疫静橙技术 (ELISA)已广泛应用于植物病毒的 检测 (1,43。 

ELISA比常规血清学橙凋灵敏度高、特异性强，但手续较繁琐，且还要求用特殊仪器。 

近年来发展了以硝酸纤维薄膜(NCM)为载体进行的斑点测定法 (Dot·ImmunoMndlng ，̂ 

Assay，DIAj Dot-ELISAj Nc-ELISA) DIA较ELISA灵敏度高，方法简单，且不需任 

何特殊设备。目前已报道十多种病毒用DIA进行检测“ ” 】。本文用 DIA检测了芜菁 

花叶病毒(TuMV)、大豆花叶病毒(SMV)和黄瓜花叶病毒(CMV)，并比较了不同封闭液 

和不同抗血清稀释度等因素对 DIA检测效果的影响。 

材 料 与 方 法 

1． 供杖一毒：TuMV、SMV和CMV均为作者从豌豆上分离得到。TuMV繁殖于青菜(Brass~a 

chlnesis)和豌豆 (Pisum satfvUm)上-SMV繁殖于大豆 (G， clne m0 )品种I138—2上。CMV 

繁殖 于三生烟 (NiCotlana b口cc“m、s口卅s“m)上o 

2． 抗血清来■：TuMV、SMV l相CMV抗血清均由本课题组制备。以提纯抗原免疫健康家兔 

后获得。 

3． 试剂：(i)样品浸出缓冲液：含0．05mol／L和 0．2mol／L NaCt、pH7．4的Tris盐酿缓冲液 

(TBS)。(2)请洗液；含O．5霸吐温20的Trig盐酸缓冲液 (TBST)。(3)封网液：含3霸BSA、2嘧 

Tritonx～l∞的TBS。(4)底物液：5{)--75rag．---_、三，=氨基联苯胺 (DAB)溶于10{)ml TBS，室 

温暗处振 荡 3小时以上，德纸过滤 ，作 为贮备液，用前加HlO2使最终浓度为 0．Ol霸一O．03霸。 

4． 斑点速檀 ：所有测定均在塞温进行 将国产硝酿纤维膜剪成适 当太小， 用软铅笔 在薄 

瑛上画成小方格。将 Ig待剥植 物组织在 9 ml样品浸出 缓冲维 中研磨 ，5000r／m离 心 S分 钟，取上 

滑 ，用TBS作系列倍比稀释。提纯禽毒亦以TBS稀释成布同浓度。将s 1各种稀释度的样品分别 
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点在硝酸纤维膜小格中央 ，在空气 中自然干燥后，用清洗液 TBST清洗 3分 钟，移^封闩j液，轻微 

震荡 l小时，以封 闭未结台的抗 原位点。取出清洗，分别扭^用健康汁液稀释的相应 的抗 血 清 ， 

轻微震 荡反映 2小时。用清冼液洗涤 3坎，每次 l0分 钟。 加辣根过氧化物酶酵记羊抗兔免疫球蛋 

白 (购 自北京生物制品所 )轻微振 菏 2— 3小时 ，清洗掖洗涤 3旋，每次 10分钟。 最后舸入底物 

液，暗处反应2一 s分钟，取出露洗 10分钟，凉干 底物显色后， 在硝酸纤维膜上形成特异性的 

褐色斑点为阳性反应，按其颟色深浅分别记录为 。tl十}、卅、+十、+ 4个反应强度。阴性 反应 则 

不 显示颜色匣应，记录为 一 。 

结 果 

1． 斑点法测定病 叶粗汁液中的病毒 

结果见表 1。感染TuMV、SMV~qICMV的植物叶片组织浸出液均能获得阳性结果， 

丽健康组织浸出液反应为阴性。从表中可看出 TuMV病叶浸出液稀释到 1 t 5120仍能被 

检测到，SMV、CMV的最大稀释度分别为 1：2560和 1：1280。图 1是 SMV感染组 织浸 

出液的斑点法试验结果，阳性反应为褐色斑点，阴性反应无色。 

图 l sMV 斑点法试验的持铡结果 

Fi 1
．

Dot i⋯ nobiⅡdi g 8．ss8y of S V 

注；第 l行为感染 sMy叶片浸出渡，第 2行为楚康叶片浸出液． 左至右各点 

的样品稀释度分别为1：10、舯 4o．80．160 3gO．封闭液为TBS+3嘶Bŝ ． 

Notes： LlⅡc1： SMV—iⅡfe cled I⋯ eB． L-Ⅱe2： H0̂ 1lhy leaves
．
The ¨ 加ple 

dilutien8 f rom left to riEht qre 1 l 10、 P0 4O． 80． 180、 320， respectiTely 

The bleckiD go1ⅡlioD i s T8s+ 3嘶BsA． 

裹1 三种植物囊毒 的斑点进试验站皋 

Table 1 R esul1 s of DIA witX three piIut vlru目e● 

角 毒 

Viru 

鼎景 
320 64O 1280 2560 6120 l0240 

TuMV 病蛆织 
iⅡfdcted PIt口￡ 

健组织 
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SMV 痈蛆 
iⅡfeetBd p1-nt 

健组织 
healt~y PÎ Ⅱl 

cMV 病组织 
i_fecl0d pleat 

健 组驭 
he-I r plsnt 

卅  抖  

卅  ．L} 

-卜卜 + 

+ + 

卅 一 一 卅 一 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


府毒掣索老 3t Ï O 319 
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2． 用斑点法检测提纯病毒 

每m1含鼍为0．34rag和0．48rag的 SMV及 CMV提纯液分别稀释 960，】920倍，职 

5gl点样t仍能被榆耐到，换算得出提纯液的 SMV和 CMV可被榆测的最低 限量分别为 

1．7ng和 1．2ng。 

3． 不同封闭液对斑点法试验的检测效果 

结果见表 2。以感染TuMV的青菜病叶为材料，对 7个封闭液作了比较，除了3 明 

胶 +2 TritonX—loo#b，其余均能获得较好的封闭效果。用TBS+3 BSA+2 Tr~en 

X-100作封闭液，硝酸纤维膜的背景较灰，且阳性反应颜色较淡，但能去除阴性反应中 

病叶粗计液的绿色干扰。另外用 5种背景封闭液时，阳性反应颜色较深，硝酸纤维膜背 

景较白，但健康组织在稀释倍数较低时(1，1O一1，8O)，阴性反应存在着绿色干扰。由于 

阳性反应的褐色较易与绿色相区别， 因而不影响检测。 

4． 不同血清浓度 比较 

将TuMV抗血清作1l500、1：2000倍稀释，sMV抗血清作1l 500、1l2000、1l5000倍 

稀释，测定结果见表 3。TuMV、SMV抗血清稀释 500倍均能在 DIA检测中获得满意结 

果，稀释2000倍仍能用于检测。SMV抗血清稀释至 5000倍时，虽然可作检测 ，但 灵度 

寰2 七种封闭蕞 在TaMV斑点洼试噎中曲拉■靛摹 

TRble 2 Results 。f 7 blocking oolution o in TⅡ V D[A test 

明显降低。 

寰 不同血j膏■■直在盘点涪I!l一中的靛暴 
Table 3． ResaItB of D【A w{Ih diffeteat●at|B m dilutionS iⅡ TuMV 

and SM V detectlone 
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讨 论 

斑点法可以简便和快速地检测粗汁液中的植物病毒和提纯病毒。检测粗汁液时，抗 

原的稀释限度与病毒在组织中的浓度有关。抗血清稀释度 取决于 其效价。斑 点法 检测 

时，血清应先用1 20稀释度 的健康寄主汁液吸附，以除去非特异性抗体，使健康组织样 

品获得完全阴性结果，否则就无法用于检测。 

以牛血清白蛋白、吐温和聚乙烯吡咯啉酮为封闭液均可获得满意结果，阳性反应颜 

色深且背景白，但健株汁液在1：l0—8O稀释度内存在着绿色干扰。阳性反应的褐色易与 

绿色相区别，因而不影响检测。封闭液中加入 TritonX一100可去除绿色干扰，但背景颜 

色较深。 

利用辣根过氧化物酶进行斑点法检测时，可利用多种底物 。 我们利用 3，3一二 

氨基联苯胺(DAB)获得了较满意的效果，但DAB为强烈致癌物质，用时需谨慎。 

Banttari( 等报道温室接种PVX的马铃薯叶片粗汁液稀释至 1t 158000时仍可被检测 

到。由于 DIA灵敏度高，方法简单，且不需任何特殊设备，该法在植物病毒检渊上具有 

广阔的前景。 
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Detection of Plant Viruses by DOt-immunObinding Assay 

Zbou Xue—ping PlI Zu—qing 

(Section。，Plant Pa[hotogy．Nanjing Agricutt arat UnlversHy．Nan king 210014) 
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TuMV， SMV， and CMV were detected by dot—immun obinding assay(DIA) 

at dlintions of 1：5120， 1：2560 and l：1280， respectively
．
DIA successfully 

detected 1．7ng of purified SMV and 1
．2o g of purified CM V ．

DIA was used 

with horseradish peroxidase-linked goat anti—rabbit IgG and nitrocellulose me—— 

m brane was used as the solid phase
．

3， 3-Diamino—benzldine was ilsed as the 

suhstrate and got good results
． 

Absorption of the first antibody with healthy 

plant sap Was necessary to eliminate background color。 This assay is simple， 

rapid and sensitive and should prove to be a useful and practical diagnostic 

technique for plant virus diseases
． 

Key w ordsI Dot·immuⅡ0bindi“g assay Plant virus detection 

Soybean ~OSUlC virus Turnip mosaic virus Cucumber i~osaic virus 
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