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提 要 

经 人工接 种分离纯化的水仙花 }病毒 ( MV)， 表现局 斑 的苋 色藜叶片为 提纯材 

，经聚 乙二醇 (PEG 6 0 D)沉淀 、 差 速离心和 蔗糖密 度梯 度离心提 纯后 ．进行 6敬家兔 

免疫 注射制备抗血清 结果 表明注封 后 3周左右 敖价 最高， 经 毛细管沉淀身法测定可达 

1：5 000 o用琼脂 双扩散方法将此NMV扣专血清与来 自荷 兰的NM~抗血清进行 比较，结果 

发现二者的抗体往相 同。应用此 法制成 均 NMV抗血 清，以琼脂双扩散 、ELISA方 洼分别 

对3O份水仙组培魂毒试营 苗样本 进行带毒率 检测 。 结果 裘明所 测得 的平均带 毒率 分别为 

33．3瞄和80．0瞄，并 用IEM测定方法验 证 了ELISA结果 的可靠性 和准确性。 

关键词：水仙花叶病毒 抗血清 与盟  

水仙花叶病毒 (Narci ssus mosai c Vi rus， NMV)几乎发生于世界所有的水仙产 

区” 。 近年来在我国也相继报道了该病毒 、 且据作者的田问调 查研究发现， 该 病 

毒是福建水仙产区的主要病毒之 。为了给生产上和检疫部门提供大量抗血清，用于检 

疫和检测各种脱毒水仙样本，以期向生产上供应大量水仙无毒苗或脱毒苗，作者进行了 

NMV抗血清的制备及其应用研究。 

材 料 与 方 法 

一

、 病曩提纯材料：以采 自产 区混合感 染均水 仙稍叶 经 人工 接种分离 纯亿后 ， 在苋色藜上表 

现为 局 斑的叶片作为病毒提 纯材料 。 

二、抗血清檀 溯材料 ：以福建农学院 园艺 系坦培 室提供 的30份水仙 组培 脱毒 试管苗样本 (1 

～ 3个叶片 )为 检测对 象 

三 、抗最制备 ：取苋 色藜局 笺叶片250克置于 一20℃冰箱 中冷 冻24小时后 ， 以2：3(W／v)的 

比例加 A,0．imo]／L(pH7．8)磷酸缓冲 液 (内含0．2啦Na 2 SO 3)， 捣碎榨汁， 经PEG沉 淀 、差违 

离心和蔗糖 密度梯 度离心后所 得 的提 纯病毒制剂作为抗原 ，具体步 骤如下： 

本文于1990年 l2月18日收到，1 991年 3月 6日修回 

丰课题为福建省科委和中国花协资助项 目，荷兰c J．A~ij es博士赠送了 MV掖血清，谨致谢忱 
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处理好 的材料250克 
0加 ^ 375m L 0．1mol／L PBS(pH7．8)捣 碎 ， 过 德 

榨出渍 

I加入15啦氯仿，充分搅拌，4000 r／m 15mln 

弃 沉淀 上靖 液 

l加入6嘶PEG B 0 c 0，0．2mol／L NaC1，搅拌溶解，置4℃过夜， 
I 12000r／m 30min 
l 

弃 上 清 掖 沉 淀 

1月少量 理盐出诜湛，4000 r／m 30rain 
l

— —  

} l 

弃沉淀 上清液 

I 35000~／m 2h． 

弃上清椎 沉淀 

I按 液每100ml~Ĥ 5m1生理盐水， 
l充分洗溶，5000~／m 30rain 

～  

弃 沉淀 上清液 

l用20~50啦蔗糖密度进行梯度离心， 
I 30000r／m 3h． 

非翥 赢分 沉降带 

l 40000r／m 2h．进行蔗糖冼脱 

彝 上清液 沉淀 

弃 

提 纯#．瓯用 日立557型紫外一可 见分光 光麈计 进行紫外 扫描， 

镜 下观 察。 

lmol／L(pH7．8)充 分 
r／m 30min 

即为提 纯病毒拭原 ) 

并经 负檠后 在 日立 JEM一100Cx电 

健栋材料作用 同手莩处理为对 照。 

四、抗血清制 备：从1990年 3月 6日开始将上 述制备 的 抗匣分 6敬 进行家兔免 疫注射 。 前 4 

淡为肌 肉注射 (每 次注射将抗 原与等量 的 Freand不完全佐荆均匀混台 ， 共 4m1)， 每 次间 隔 1 

周，随后进行 2次静脉 注射 (分别为1．0和2．0m1)， 其间问隔 4天。此后分别于 4月15日、25日、 

30日栗血 ，析出抗血 清，以毛细管沉淀方法测定其 数价。 

五、抗血清曲血 清学特性分折 ：配好1．0眄琼脂 (内台0．1嘶NaN s)，在琼 脂凝胶 板上 打 3个 

孔穴，使 它们成 为等边或等腰 三角形的 3个 顶点，然后 分别加入NM~抗原 、制备好 I~NMV抗血 清 

和荷 兰提供的NMV抗血 清，室温下24小时 后观察 结果 。 

六 、组 培脱毒 试管苗曲检测 ：分 3次取 组培 脱毒试 营苗 样本 各10份。 第一 次样本 研磨 后 的稀 

释 倍数为1；I(w／v)，后 两次祥奉榨 出液的稀释倍数则为1：3(w／v)。将每 份样本进行 血 清学检 

测 ． 

1． 琼 脂双扩散测定：自 好1．0铀琼脂 (内台0．1嘶NaN 3)，以制各 好的抗血 清 (稀释 100倍 ) 

为抗体，置于中央孔 亢中，组培脱毒试 管苗的榨出液为 原 ，置于周 围小孔 中， 24小时后 理索 结 

果 

．  

●  
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2
． EI ISA捡 刊： i观 毒试 管苗榨 出液为 原 ， 制 备好 的 护血 清 (稀释 500倍 )为抗体， 

辣根 过氧化酶标 记羊扩兔 I gG(卫 。卜 ：北 京l牛物 制品 研究所 出吕 )， 为酶标 抗体(蔓 用 浓度 以商 品 

化产品的说 明为 准，即将 该产 品稀器1000倍 )， 默 自制 的磊 岔抗 血 清处理过 水仙 榨出液为 i性 

对 照。月 DG 3 c 2 z互 骛 联免疫吸附 检 仪 (国营华东 电 了管 厂出产 )进行 间接法检 测， 

3． 1EⅥ检 讧j：采 Derrlk技术 写装 饰浩相结台 『l。方 弦[．】进行 样。在JEM—I200Cx吧镑下 

观察，以验证 ELISA检测的可靠性 。 

结 

一

、 病毒提纯制剂的紫外吸收和电镜现察 

图 1提纯病毒的紫补吸收光谱 

Fi g．1 uV ⋯bs b⋯ e of th P rifi㈣d i u 8 

提纯抗原的紫外吸收光谱具典型的 

桉蛋白吸收峰 (图 1)，最大吸收波长 

为 260nm， 最小 吸收 波长为 240nm， 

A ： =1．4d2。 电镜下病毒粒体为线 

状， 大小在 G50×13nm (图版 v 2)。 

二、抗血清效价测定 

用毛细管沉淀方法测定所制备的抗 

血清的效价，结果表明，以注射后约 3 

周时的 效价最高， 可达 1：5000(表 

1 ) 

三、抗血清的抗体特性 

从图版 v 3可 以看出，我们制备的 

rqMV抗血清 (Ab1)和荷兰 NMV抗血 

清 (Ab )在琼脂扩散中， 与我们提纯 

的抗原 (Ag)所 产生的 沉淀线 完全愈 

寰 1 毛细 蕾沉 淀涪 测 定不 同耐 问采血 曲抗 血清 的散 价 

Table 2 Tit re of antise rum by p re e~piti口 reaetio．s in ~apilla ry pipett eB 

匀免疫1D天翦抗盘清的稀释度 

Dl1uti D⋯ f BⅡtiae⋯ 10 days f{e T im ⋯ l z ￡io口 

¨ 为免疫20、25天后的抗血清 的稀释度 

D|1utt 口_ of Dt ⋯ ∞ 1 O and 25 d．ys afte r im⋯  z8ti0n 
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台，说明两个抗血清的抗体性是一致的。 

四、水仙组培脱毒试管苗的检铡 

1． 琼脂双扩散测定；将琼脂双扩敝的沉淀分为明显 (++)、擞弱 ( )和无沉 

淀 (一)三级 (图版 v 4)。测定结果表明， 30份样本的带毒率在 20~50 ， 平均为 

33．3％ (表 2)。 但以 4月 28日的样本的带毒率为最高， 这可能与该次样本榨出液的 

稀释倍数较低有关，说 月̈这些组培脱毒试管苗并非真正脱毒，而只是起到降低病毒浓度 

的作 用。 

表2 穰瞄双护散 定木仙组墙慢管苗的带毒宰 

Tab 2 Detection 0f r。te of Tiru自一ca r rled spe ci棚 8 of tï ue enlture 

pl xntlets by aga r—gel im~uunodiffu sio~ 

2． ELISA检测：水仙组培脱毒试管苗经 ELISA间接法测定指出， 其带毒率在70 

～ 90 ，平均为 80．O％，仍以 4月 28日样本的带毒率为最高， 但差异不如琼脂扩散的 

大，这与ELISA检测的灵敏度高有关。 

采3 ELISA 翮定术仙组培试蕾苗的带毒宰 

Fig 3 Det~etl 0口 of r_te 0f Ti⋯ 一c arri ed speei⋯ 日 of lissue eultur~ 

I I1e with ELSlA 

3． IEM检测：在 电镜下可以看到经抗体捕获聚集的抗原粒体 (图版 V 5)，3O份 

样本的测定结果与 ELISA相似，说明本试验中所采用的 ELISA方法是可靠的。 

讨 论 

一

、 抗血清的制备及其特性 

我们经过人工接种分离纯化后，以苋色藜褪绿斑叶片作为 IVMV提纯材料， 经聚乙 

二醇 (PEG。 )沉淀、 差速离心和蔗糖密度梯度离心后， 可 获得相 当纯净的 NM~抗 

原，经家兔免疫后，获得了高效价 的抗血清。 

将制备好的 NblV抗血清与来自荷兰的 NMV抗血清进 行比较， 经琼脂扩散测定表 

N 卜  
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明，二者的抗体性完全一致，说明我们所分离的 NMV与荷兰的 NMV相同。Brunt也报 

道过他所分离的 NMV可 与荷兰水仙花叶病分离株的抗血清起反应 ， 这说 明 NMV不 

存在血清型的差别。不过 Koenig曾报道过 NMV所用的 繁殖寄主 可能会对 NMV抗血 

清的异源反应产生一些影响，他发现从千 日红上制备的抗原所产生的抗血清比从克利夫 

兰 烟上制备的抗原所产生的抗血请具有较低的同源反应和较高的异源反应 。 

二、水仙分生组织培养管苗的检测 

赢用分生组 织培养选行脱 毒一直是 人们努力 的目标， 在水仙 上有许多成功的例 

子 7-91。其中检测手段是这一技术能否成功应用于生产的关键所在。在我们所 试验的三 

种检测方法中，琼脂扩散虽然灵敏度低，但 由于其操作简便，且对抗原和抗血清的纯度 

要求不高，田此在初检时有一定的应用价值，尤其是对水仙这样一类受多种病毒混台感 

染的作物更是如此。 

ELISA作为检测培组脱毒试管苗是一种理想的方法，其灵敏度高 ，且可克服试管苗材 

料少的缺点，在试管苗培养旱鳎便可淘汰选择，但该方法需要严格设置阳性对照，而目 

前生产上和实验室内尚未发现无毒 的水仙满足这一要求，故我们在进行该试验的同时， 

自制了水仙病毒混台抗血清，并用该混合抗血清去吸收水仙榨出液，离心去除沉淀物后， 

再 以这种处理过的水仙榨 出液作为 ELISA检测水仙组培试管苗试验的阴性对照。 

为了验证上述 ELISA检测的可靠性和准确性， 同时探索其它检测方法， 我们将同 

样的样本进行 了灵敏度与 ELISA相似甚至更高的检测手段——免疫电镜 (IEM) 。 结 

果表明用我们制备的混台抗血清处理过 的水 仙榨出液作为 ELISA检测的阴 性对照是可 

行的。IEM 作为检测试管苗也是一种很好的方法，除了用料 省、灵敏度高等优点外，此 

方法无需 阴性对照，可克服 ELISA的局限{生， 但其需要复杂昂贵的设备， 从而 限制了 

它在生产上的广泛应用。 
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Studies on the Antisera to Narcissus Viruses 

1． The Preparation and the Use of 

Antiserum to NarciSSUS Mosalc Virus 

Xie Lian-hui Zhen Xiang—yang Lin Qi-yin 

(Lab．of Plant Viro Eogy，Fttjian Agricu Etura E College，Funhou，3 5000~) 

Narcissus mosaic virus(NM V )WaS obtained from the 131ixed infected 

narcissus plants aTzd purifled from the inoculated leaves of ~henopodium 

amarn~ieolor．The procedures of purification involved precipitation w．th 6％ 

PEG (M． W ．6000)， differential centrifugation and 2O一 50 sucrose dens- 

ity—gradient centrifugation． 

After 6 times of immune injection to rabbit with the purified preparat— 

ion of NM V。 an antiserum was prepared with a tltre of 1 l 5000 tested 

by precipitation reactions in capillary pipettes about 4 weeks after the final 

injection． The antiserum was compared with an NMV antiserum some from 

Ne￡he rjands(presented by Dr．Asjes)by agar—gel immuttodiffusion and showed 

that the properties of the two antlser~ are the same． 

The prepared antiserum was used to detect NM V in the narcissus plant— 

lets of tissue cu]ture and showsd that ii1 the 30 specimens the virus—carried 

specimens are 33．3 in agar—gel immunodiffusion， 80．0 in ELISA。 7O一  

8O％ in IEM respectively． 

K ey w ords}Narcissus Mesa ic Virus Preparation and use of 

antiseru]at 
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Xi⋯ L n b⋯ t aI S1⋯dl 0n t h e aⅡti⋯ a 1 0 rcl s su s ⋯ u s I
．
The 

圈 2 提纯病毒的电镜粒体 (3 0000×) 

Fig．2 El e ct⋯ mic⋯ gr ph 0f p rlfied Vi⋯  

图 3 中国 NMV拭血清与荷兰NMV抗血源的抗体性 比较 

Fig．3 C Dmp Br；⋯ of 日Ⅱti~odies of NMV-antis e rum f⋯ China 

with NMV一日Ⅱtise⋯ f帅 Nethe r]i口d日 

图 4 水仙鲑培脱毒苗的琼脂双扩散测定 

Fig．4 D Etecti⋯ f vi⋯ -ca r rl ed pec；Ⅲ eⅡ9 of ti~su⋯ u】tⅢ  

P!日nt】et s by 。g r—ge】immⅡⅡodlffusion 

固 5 水仙组培脱毒试管苗的 IEM粒体 

Fig
．

5 D tett{⋯ of {⋯ 一ca T r{ d p {⋯ E of ti e}u e—cu】'u Te 

P】n口t】et s b v I EM 

网艇 

P Jat ev 

N 

一 

姐 
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