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提 要 

F(ab。) 酶联 免 疫 吸附 分析 法 (F(ab’)2一ELISA)成功 地 用于 大 麦黄 花叶 病 毒 

(BaYMV)的常规 检刷和诊断 ．其步骤是先用稀释10DD--4000皓的抗血清F(ab’)2包被反 应 

板 ，加待捌样 品和稀 释1000倍的 同种抗血清或IgG，然后再加A蛋白碱 性磷酸酯酶和底物 ， 

删定OD值 。地较试验 表明 ，ELI SA稀释缓冲液加 八 1 小 牛血清或 1眄全脂奶粉，BaYMV 

的铡捡灵敏度可提高 选2．5— 5 0rig／ml 病叶汁液 检刊终浓 度为稀释160D--32D0倍。我 国 

BaYMV分离物与英国分 离物 的血清学性质完全一致。BaYMV在大 麦病株 中以叶部含量较 

高，茎 中含量 发之，根部测不出病毒 。检 测和诊 断田间样 品， 即使有 的样 品 已不新鲜， 

也均能得封满意 的结果 此方法 也成 功地用于大 麦温和花叶病毒 (BaMMV)、小 麦黄花 

叶病毒 (WYMV)、燕麦花 叶病毒 (OMV)和燕麦金 色条绞病毒 (OGSV) 等汞各 多牯 

菌传麦 毒的检测，这 5种病毒 的血清学关系 研究表 明，除B aYMV~WYMV之 间具 有血 清 

学关系 以外，其采彼此均 不反应 ， 

关键词 ：F(ab’)t酶联免疫吸附分析 法 大 麦黄花叶病毒 菌传麦类病毒 

血清学关系 

由禾谷多粘蔺 Polymyza#raminis传播的大麦黄花叶病毒 (Barley yellow Mos— 

aie Vi rtl 8，BaYMV)y-194O年在 日本首次报道⋯，现已广泛分布 于德国”】 英国 “、 

法国、比利士和荷兰等国。我国自七十年代中期在浙江省发生 以来，现已普遍发生于上 

海、江苏、安徽和删北等长江中下游及东部沿海地区，并造成严重危害 。 BaYMV只 

感染大麦及其紧密相关的一些野生种 。 

长期以来，BaYMV的诊断主要借助大麦叶部所表现的症状和表皮细胞中的内含体。 

对于有些不表现症状的材料，则不能确定其是否带孝。A蛋白免疫电镜 支术” 虽能报好 

地解决这十同题，但因需要电镜，趴而普及有困难，再则大量样品的快速检 测 也 不 方 

便。 因此， 科研和生产上急需其他快速 、 灵敏而又实用的检测和诊断技术。 酶联免疫 

吸附分析法 (ELISA)因具备上述优点，近十年来发展很快，国外已将此 技术 应 用 于 

本文于1。90年l 月2 日收到，19'J1年 3月 幻莓修回。 

衣 弛部和渐匹省 自然科学基盒含费助硬 目 弗分工怍在黄国洛桑试验站完成a 
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BaYMVI ， 但国内尚未 _甩有关报道。 本文报道 F(ab )z—ELISA在 BaYMV以及其他一 

些禾谷多粘菌传麦类滴毒捡涮和血清学关系研究中的应用。 

材 料 与 方 法 

一

、 翥毒 BaYMV浙 江萧山分 离物，BaYMV英国分离物 ，大 麦温 和花叶病 毒 (Bs rley Mild 

Mo saic Virus，BaMMV)，小麦 黄花叶病毒 (Wheat Yellow Mosaic Viru s， WYMV)， 燕麦 花 

叶病毒 (O at Mo salc Viru s，OMV)和燕麦金 色条纹病毒 (Oat Golden Stripe Viru s，OGSV) 

BaYMV 2个分离物拄AdaIll s等I|1的方 法，通过带毒示谷 多粘 菌休眠孢 子堆或游动孢 子悬浮液接神 

大麦 (品种I gri)保存毒螺， 而其他 4种病毒均按常规摩擦接种技术分别接种大麦 (品种IVlaris 

Otter)，小 麦 (品种Galahad)彩 燕麦 (品种Penlarth)。日aYMV萜健大 麦提 纯制剂按 陈剑平等 

方 }圭【 l提纯获 得 

二、IgG和F(ab。)2曲制备 BaYMV~ 萧止分离物的兔抗血清由席 实验室制备f 。’；Bay— 

MV英国分离物 、BaMMV、OMV和OGSV 的兔抗血清 由英国洛 桑试验 站M，J．Adams博士提供； 

WYMV兔 抗血清 由日本九州农 业试验 场T．usugi博士赠遘 。 

1． 1gG：取Iml抗血清，按常规饱和硫酸铵沉 诧}圭l】 】处 理，得 到 2ml浓度 为 l0mg／m]的 

IgG制剂。 

2． F(ab’)2制备 ：制备 方 法按文 献l̈  川  I进行。 祷 上述得到的IgG沉淀溶解于 2ml 0．07 

mol／L pHd．0醋酸钻缓 冲液 (含0．OSmol／L氯化 钠 ) 并在 同神缓 冲液中透析过夜，刮0D280值， 

计 算出IgG含量为 约l0皿g／"ml，然后 加3mg胃蛋 白酶 (Sigma~司产品，~lS0gg酶l／rag lgG)， 

3s℃酶切数 小时，最 后室温下置0．Imol／L磷酸缓 冲液 (PBS)pit／7．2中透析过夜 ，得 到约扣 1 

F(ah。) 制剂，侧得浓 度约为5．4mg／ml，经 测定F(ab。)2纯度后，贮于4℃冰 箱中备 用 

三 、F(ab。)2一ELISA步骤：基 本根据Adams等【 1的防 法。用0．05mol／Lt~酸钠缓 冲液 pH9．5 

稀~F(ab’)2 10O0倍， 包被聚 乙烯反 应板 ，30℃孵 育 4小 时或4℃过夜，用 0．1mol／L pH7．2 pBS 

(含0．05啊Tween 20)洗板 3次，每 次 3— 5分钟，加待测样品 病叶汁 1蝮通常 用EL[SA缓 冲液 

[0．1mol／L pH7．2 PBS含 0．05嘶Tween 20，2师PVP(分 子量44，000)，1师全脂奶糟 ( NIO0公 

司产 品)：稀释lOO誊，30℃孵育2．5— 3．0小时或4℃过夜 ，经 同样方 1击洗板后，加用 EL1SA缓 冲渍 

稀释1000倍的l gG或抗血清，30℃孵育2．5— 3．0小时 ，经 同样方 法洗板，再加入用ELISA缓冲液稀 

释1000-- 2000倍LqlA蛋 白碱性磷酸 酯酶 结台物 (Sigma公司产 品 )，30℃孵育2．5— 3．0小 时，洗板 

后 ，最后加底物溶液 (1000mI)E物溶液中含0．6g p-磷酸 硝基 苯。97ml pH9．7二 乙醇胺和0．2g叠 

氮钠 )，室温下反 应 1小 时 或过夜 ，然后用酶标 读数仪 测定 OD410值 ，并 以太 于或等 于 阴 性对照 

的 2倍 为阳性反应 【 】。 

结 果 与 讨 论 

一

、 F(ab )z制备及其纯度检测 

在制备F(abt) 中，分别以150、200~g／mg IgG的胃蛋白酶量酶切IgG，经PBs透析 

后，测得F(ab ) 的浓度相似，均为5．0～5．9 g／mj之间，平均为5．4mg／ml。将各F(a— 

b ) 制剂分别用0．05mol／L pH9，6碳酸钠缓冲液稀释成2OO、1OOO和5000倍，包被于聚 

乙烯反应板，洗板后，各自直接抑A蛋白碱洼磷酸脂酶和底物，结果均没有反应，OD410 
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值均为0．005以下 (酶空白对照为0．005)。表l调 日15 Ottg／mg IgG的酶最酶蚜是完 的 ， 

Ft曲 )z制剂经透析后，不含有IgG~．FC残基。 

二 、F(ab J 2一ELISA的建立 

1。 F(ab，) 适宜工竹浓度 测定 ，用碳酸钠缓 冲液将BaYMV兔抗血清的F(ab ) 制 

剂稀释成 ]25、25 0、500、100 0、⋯、j60,30倍普 8种 浓度， 印各含 F(ab )2 44．80， 

22．40， 11．20， 5．60， ⋯，0．35／*g／m]， 分别包被反应板， 加同源病毒或健大麦汁液 

(均稀释100倍)、同种病毒IgG(稀释1000倍，含lgG100 ag／m1)、酶和底物，测定OD410 

值。结果表 明，随着F(ab，)：的浓 度降低，OD值也相应减少 (图 1)，当F(ab )z的浓度 

较高 (小于稀释1 000倍，即>5．60gg／m1)时，阴性埘照的底 色较高 (ODll0>0．22)， 

影响检瘿j灵敏度 1易发生假阳性反应j当 F(ab ) 曲浓度较低 (大于稀释,t000倍，即< 

1．40~uglm1)时，虽鬟 阴性对照的底 色很低， 与稀释 lo00～4 000倍 (F(ab )：=5．06— 

1．40／*g／m1)的OD410值差不多，均为0．10—0．1 之问，但病毒样品的OD,I10值 电迅速下 

降至 0．39，影响检测效果。当 F(ab，) 浓度在稀释1000--4000倍的范围内，病毒样品的 

OD410值较高， 阴性对照底 色乜较低，具有较理想 的检测效果， 从而选择F(ab )：的 

适宜工作浓度为稀释l000—4000倍。 

圈 1 

F}g．1． 

F(ah j 2运宜工作格庄 铡定 

Dete rmin nlinn 。f Ff Ph )2 ptim 

o Tk e g ⋯  1 r日1iDn 

F- 2 lgg适宜工作敞廑侧定 

F} 2 Det intion of I gG 。ptfm日 

worki g Ⅲ ⋯ t tio 

’ 艏大 麦 0健 大 麦 一癌^ 盔 O健 大 麦 

一 J nfe cted h ，1ey 0H e 81thy h‘ 】er —I㈣fe t d b自rley O He自Ilh h自T】er 

2． IgG适宜工作浓度的测定 用碳酸钠缓冲液稀释 1000倍的F(ab ) 包被反应板， 

加同豫病毒汁液或健康大麦汁液 (均稀释100倍 )，然后分别加IgG(250，500， 1000， 

⋯

， 8000倍等 6种浓度，即 IgG含量分别为40，20，10，⋯，1．25／*g／m1)，再加酶和 

底物，测OD410信。结果表明，随着 IgG浓度降低，OD410值呈线性下降，而阴性对照 

的底色，当IgG稀释倍数小于1000倍时，随着IgG浓度降低而减小，当IgG稀释倍数大于 

1000倍时，底色几乎不随IgG浓度改变而变，七(图 2)。当IgG稀释倍数为1000倍时，具 

有理想的检测效果，从而选择稀释 1000倍为lgG的适宜工作浓度。 

3． F(ab ) —ELISA稀释缓冲液的选择 用碳酸钠缓冲液稀释1000倍的F(ab，)：包 

被反应扳 加病或健汁液(tO0倍)、IgG(1000倍 )以及酶和底物，测OD410值。角PBS 

～ 

●外● ● ●●●讣●l 0 

i  I  ● 0  
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一

Tween20，含 2 PVP，1 全脂奶粉}PBS—Tween 20，含 2 PVP， 1％小牛血清； 

PBS—Tween 20，含2％PVP，l 伞脂奶粉，1％小牛血清}PBS—Tween20，含2％PVP， 

2％全脂奶粉；PES—Tween 20，含2 PVP，2％小牛血清}PBS—Tween 20，含2 PVP 

2 个脂奶 ，2％小牛血清；以及PBS—Tween 20，含 2 PVP，1 卵清 白蛋 白等 7剃 

EL1SA缓 液，分别稀释病汁或健汁液，Igc：~H酶结台物，并以PBS—I'ween 20为对照。 

结墨 巴表 1，J PBS—Tween 20含 2 PVP，l 5／0全脂奶粉和 PBS—Yween 20含2 PVP， 

1％小牛血清稀释所得，拘病汁液OD410值 (>1．000)，显著大于对照 (0．22．1)，而健 汁 

液ODd1O值 (0．1 3～0．1】6)较 小，与对照 (0．128)无 显著差 异。 用PBS—Tween 20含 

2 PVP， i％全脂奶粉，1 小牛血清稀释，虽然病汁液的 OD410值较大，但健汁液的 

OD410值 (0。17)要比前二者大。其他 4种 ELISA缓冲液的稀释效果相对要差些。所 

以，在以后的变验 申选择PBS—Tween 20含 2 PVP， 1 小牛血清或 PBS-Twcen 20含 

2％PVP，1 全脂奶粉缓冲液作为稀释缓冲液。 

袭 1 不 同 EL LS&曩 冲液 的作 用 

T_h】e 1 Effe et of diff⋯ nI ELISA buffe r 

≤． 灵敏度 用经碳酸钠缓冲液稀释 1000倍的 F(ab，) 包被反应板，分别加^ 8种 

浓度 (80，20，10，5，2．5，1．25和 0．625Pg／m1)的病毒制剂，并以同样方法提纯，稀 

释的健大麦制剂咋为阴性对照，pROD灵敏度／or阴性=2为临界值，二次测定结果表踞 

(图 3)，此方法检测BaYMV的灵敏度达约2．5—5．O g／ml。 

三 、应用 

1． 我国BaS MV分离物与英国分离物的血清 学关系 用我国BaYMV分离物和英国 

分离物抗血清的F(ab ) 和IgG，与我国 BaYMV分离物及英国分离物的病麦汁液，分别 

进行组台，进行F(ab )z—ELISA反应，并以健大麦汁液为阴性对照，二次重复。结果如 

表 2所示，Ba't MV二个分离物的血清学性质完全一致。 
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围 0 F(ab，)2 ELI SA检 铡BaYMV灵敏度 

r E 
．
Dt’ ct⋯ ⋯ si’j t 。f BB M V 

u si g F(ab )2一ELIsA 

测定 1 Rcadj g1 ·宿毒信 剂 ， 

·pu rlfi d V i⋯ P P r日t；0口 

0建 大麦 提纯 佶1剂 ， 

0 plL Tjfjcd beBltfly barleY p rep⋯ tiDn 

测定 P lte ediag 2 ▲病毒制剂， 

▲p rjfied vi⋯ P ion 

△健大麦提纯 1荆， 

△ p rjfied lieair／ay b。TI P p⋯ati n 

裹 2 BaYMV中英商国特离物的血{胄学关系 

T 4bfe 0
． 

Se Tol gi cBl relat~oⅡ8bip betw咖 BBYMV CM ⋯ e 

t口d E gtish ia0lale日 

F(Ib )2 

(1000I) 箍j ) 葱_汁 l健汁te el 

中国 

勰  
英 国 

E日gl b 

英国 
E g1i gb 

英 国 
E。gli日b 

中 国 

中 国 
Cbj⋯ e 

英 国 
E E1j gh 

英 国 
E g}i gb 

1．5 74 0． 11 

1．4 7 0．0Z0 

1．55B 0 ．01l 

1．803 0．01 3 

1．B81 

1 956 

2．000 

0．OOB 

． 01 7 

0．017 

0．D 3O 

2． 大麦病株各部位中BaYMV分布 取具有典型病毒症状的大麦一株，连根拔起， 

用 自来水洗去根部的泥砂，镜检根部具有禾谷多粘菌的游动孢子囊，然后分成根、茎、 

叶三部分，称重 ，加 ELISA缓冲液研磨，将根、茎 液分别稀释成IO，2O，50，100，200，400， 

BOO以及1600等 8种浓度，将叶汁液稀释成100、200、400⋯12800倍 8种浓度，然后用 

F(ab ) —ELISA检测，并以健大麦同样组织同样稀释倍数为阴性对照。结果表明，叶片 

中病毒浓度最高，稀释i600--3200倍时还能检测到病毒。茎中病毒浓度较低，只能检测 

到稀释100倍，而根中不管稀释多少倍，均钡8不到病毒 (表 3)。 

时 _昌 国毗国 国一国 勰 勰 " " _昌 国 国 国一国 想荔腮 
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裹 5 F(ab。)2一ELISA植 太壹奔株中备个舒 位中~BaYMV 

Table 3．Detection 0f BaYMV iⅡ diffe rent part,of ba rley plaat by F( )-ELISA 

’ OD410值 

’ OD410 vel~e 

¨ 拴铡终点稀释倍敷 

’ EⅡd diluIion 0f d⋯t u 0n 

衰 4 五种真菌传蠹类病毒的血j膏学燕系 

T-hle 4
．

Se rolaglcB1 relatl⋯ hip belw⋯ fi e fung●lly 

t⋯ smitted ⋯ e●I vi⋯ e日 

$ OD410值  

0D410 v●lue 

3． 田问大麦样品的诊断 1989年12月至1990年3月，从英国各地采集病大麦样品， 

并邮寄到洛桑试验站，用此方法进行BaYWV诊断。结果表 明，71个样品中 51个含有 

BaYMV，其中有的样 品西在途中耽搁约 7天到达实验室时 巳看不出症状，并巳干枯，开始 

腐烂，但诊断结果还是表现为阳性。部分样品同时经英国农业部中心实验室 电镜诊断， 

二种 方法 结果一 致。 

4． BaYMV、BaMMV、WYMV、OMV和OGSV的血清学关系 用BaYMV、BaM， 

●  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


362 中 国 霸 毒 学 第 6春 

MV、WYMV、0MV和OGSV的F(ab，) 和IgG分别与同种和异种病毒汁液组台，井以大 

麦、 小麦和燕麦的健株汁液为阴性对照，通过此 EL1SA方法研究它们之间的血清学关 

系。结果如 (表 4)所示，BaYMV和 WYMV的抗血清除与其同种病毒反应外， 两者 

也能发生交叉反应， 而其余各种病毒血清均只能 与其简神病毒反应， 与异种病毒不反 

应。 

讨 论 

自 1977正 EL1SA技术首次应用到植物病毒 学以来””，固其具有灵敏、 快速和方 

便等优点，从而发展很快，方法也不断完善和改正。F(ab )：一EL1SASH标准夹心直接法 

ELISA(DAS—ELISA)相 比， 除保持其各摹fj优点外，还 克服了制备病毒特异性酶标抗体 

的麻烦，检测灵敏度也有所提高 。和异种动物双抗体夹心法0”相比，此方法仅需一 

种病毒兔抗血清，其原理是用IgC．的F(ah ) 片段特异地捕获病毒，接着用同种完整 IgG 

与病毒结合，珥I A蛋白一酶结台物连接IgG的Fc段，通过显色反应来达到检测病毒的目 

的。当然，用舁种病毒IgG{~替同种病毒IgG作为检测抗体，可用作病毒间血清学关系的 

研 究。 

在我们的F(ab ) 一EL1SA体系中，选 用A贾白碱性磷酸酯酶结合物作为兔IgG特异性 

酶结台物，反应不需要终止，在 1～16／b时向都能获得 满意的结果。不过，鉴于实验体 

系的标准化，我们一般在显色反应约 1小时后进行OD410读数。 

在ELISA稀释缓冲液中，不加小牛血清或全脂奶粉等蛋白质， 稀释10O倍的病麦汁 

OD410值为0．224，与同样稀释瘩数的健麦汁OD410值(O．128)无明显差异，这可能是此 

条件下F(ab，) 一ELISA的灵敏度较低的缘故。当加入小牛血清或其他种类蛋白质时，检 

测灵敏度显著提高。按照通常的概念， EL1SA缓f中液中加入一些蛋白质， 起到封板作 

用， 降低检测抗体直接吸附于反应板的程度，减少底 色OD4lf)值以提高检测灵敏度。然 

而，在我们的结果中，小牛血清等蛋 白质似乎改善了病毒与F(ab )：，IgG与病毒，以及 

酶与IgC．中各步或至少其中一步的反应条件，使病麦汁的OD4lO值从0．224提高到1．132， 

大幅度提高了检测灵敏度。Adam s(私人通讯 )也获得了相似的结果。这里，小牛血清 

等蛋 白质的真正怍用机理不清楚。稀释缓冲 液中加入 全脂奶料，是由英国洛桑试验站的 

P
。 Jones建议的，他在试验 _]由于常用的小牛血清一时短缺，便随意用全脂奶粉代替，发 

现效果很好。Adam s等 也曾进行了尝试，结果同样有效。我们应用全脂奶粉也获得满 

意的结果，但 其作用机理不清楚。 

在测定F(ab ) 适 宜工作浓度时，当F(ab )：浓度较高 (稀释l25～5OO倍 )时，健大 

麦的OD41O值较大 (0．3～0．5)，随着F(ab )：稀释倍数提高，其OD410值迅速下降，从 

而推测我们制备的BaYMV兔抗血清中可能存在大麦的抗体。 

F(ab ) ‘ELISA具有较高的灵敏度，能成功地检测大麦病叶中的 BaYMV，但尚不 

能检测病根 申的BaYMV。从上面的结果看，应用此方法检测BaYMV时，阴性对照的底 色 

在0．1—0．2之间，较 BaMMV阴性对照0．037高 ，我们试图晦低底 色以进一步提高检测灵 

敏度，具体方往是分别如 上述 7种ELISA缓冲液按F(ab，) 包被后，于3o℃封板 3小时， 
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然后再加病毒~DIgG，结果表明所有处理效果都不 明显a 

F(ab，) ELISA体系还 可袁功 地用来 其他 几种病 毒， 即BaMMV、WYMV、OMV和 

OGSV的检测，其中以检~IBaMMV的效果最佳 (阴性对照的底 色在0．OO5E~下 )，并能检 

测到病根中的病毒。BaMMV至今仅报道于西欧，开始时作为BaYMVI~,,[--个株系 ，目 

前 日本也有零星分布 (Kashlwazaki， 私人通讯 )，我国尚未发现。 2种病毒可在同一 

块田中同时发生，或者说可同时感染同一株大麦。我国BaYMV除与西欧BaYMV血清学 

性质一致或相(r2~b，还与日本BaYMV~jⅡ一1和Ⅲ株系相关(Kashiwazaki，私人通讯)。 
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Detection of Barley Yellow Mosaic Virus 

Using F(ab’)2一ELISA 

Chcn Jian—ping Roan Yi—li 

(Viro)ogy Labor atory，Zheiiang AcademT~of Agricuttura 

Sci ences， Hangzhou 310021) 

Barley yelIoW mosaic viru s(BaYM V) was routinely detected and diagnosed 

by the F(ah )2 indi rect enzyme—linked immunosorbent assaya F(ab )}一ELISA 

in wh ich(1)v irus in ELISA buffer was trapped by F(ab )z fragments of speei— 

fie IgG diluted in 1000 to 4000 with 0．05mol／L sodium carbonate coating buffer 

pH9．6 on microtiter plate， (2)trapped virus was detected by intact IgG dilu— 

ted 1 in i000 with ELISA buffer，(3)positive reaction was identified using pro— 

tein diluted A a1kalinephosphata se diluted 1 in 1000 to 2000 with ELISA buffer 

and substrate solution
．
Application of 1％ BSA or 1 full cream milk in 

EL1SA buffer WaS helpful for detection and diagnosis of the virus． The detccti— 

ve sensitivity of the method Waft 2．5—5 ng／ml in purified preparation and 1 in 
1600 to 3200 dilution of leaf extract．BaYM V Chinese isolate W&S serologically 

related or i dentlcal with English i sofate．The virus concentration Waft the high— 

est in leave。 follod ed by in stem tissue but none coald be detected in root 

tissue from the sam e di seased barley plant． The positive results were obtain— 

ed when the m ethod was applied to diagnosis the leaf sam ples from different 

flelds although som e of these were not fresh． This m ethod had also been 8Ⅱce— 

ssfully applied for detections of other fungally tr an sm itted cereal viruses 

including barley mild mosaic virus (BaMMV)， wheat yellow mosaic viru S 

(W YMV)， oat mosaic virus(OMV)and oat golden stripe virus(OGSV)．Among 

these 5 viruses， BaYM V and W YM V have som e cro ss serological reactions and 

the others COUld only react with their OWn hom ologous antisera． 

Key "vVOrdsl F(ab ) indirect enzyme-linked immunosorl0ent assay 

Barley yellow m osaic virus Fungally transm itted cereal viruses Serolog— 

ical telationshiP 
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