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本文 应用EL1$A-异种 动物抗体双 夹 心 法 (DSM—ELISA)、 ELISA—A 蛋 白酶联 法 

(SPA—ELISA) ELISA一斑 点 免疫 法 (Dot—ELISA)和葡萄球菌凝集法 (sA—test) 

等 四种血请 学方 法捡谢TMV、CMV 感染 的烟草病 叶，结果以Dot-ELISA法灵 敏度 最高， 

其捡铡病叶粗汁浓 的最大 稀释度为 1：1280--2260，其 次是 DSM-ELISA和SPA-ELIZA， 

均为1：640，SA—t(~st灵敏度较低 ，为 1：80。SPA—ELIZA的非特异性反应比DSM—EL1SA 

低，用健康什液 吸附抗血清 ，可 以 明显 降低 Dot-EL1 sA和sA—test的非特异性 反应 。 

关键调 酶联免疫吸附法葡萄球菌凝集法烟草 俐  e ＼／， 

TMV和 CMV侵染烟草均引起烟草花叶病，但田间症状往往很难区分““ ，因而准 

确、快速地检测烟 田TMV和CMV感染 的 烟草病株， 对制订防治措施具有重要意义。为 

摸索一种简 便、 实用的检测方法，我们于 1990-- 1991年选用 以聚苯 乙烯微量反应板为 

载体 的ELISA-异种动物抗体双夹心法 (DSM—ELISA)、 ELISA—A蛋白酶 联法、以硝 

酸纤维素膜为载体 的斑点免疫 法 (Dot—ELISA)和葡萄球菌凝集法 (SA—test)等四种 

血清学方法检测烟草病叶中的TMV,~flCMV， 比较它 们的捡测效果、灵敏度和非特 异性 

反应。 

材 料 和 方 法 

一
、 SPA—ELlŜ 法 

参考 Edwards和 Coope r(1985)提 出的SPA—ELISA方法 l̈ ，试验在聚苯 乙烯 微量反应板 上 

进 行 。 

供 试病毒 CMV、TMV经分离 纯化 ，保 存在防 虫温室 的普通烟上 。试验 时取 扁叶用 s倍 (W／v) 

0．02mo]／L pH7．2的磷酸 盐 缓冲液提 取汁 液。供试TMV、CMV 兔抗 血清， 由农业 部植 物捡疫实验 

所血清 室提 供。冻干 葡萄球茁A蛋 白纯品 (SPA)耗凉于 酶联球 茁 A 蛋白纯 品 (HRp-SPA)，为 

卫生 部上海生物 制品研究所 产品。 

本文~-I992年 4月23日收到， 8月I9日修回。 

率研究得到湖南省烟草叠司 大力支持，承蒙农业部植物拴疫实验所张成良研究鼠．车系陈贞教授、罗宽教授 

柏热心指导．谨致谢意。 
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二 、 DSM—ELISA法 

按常规的DSM—ELIsA方 法 【·1进行。供试 病毒同sPA—ELI SA。 TMV、CMV兔抗 血清和 鼠腹水 

抗体 由农业部植物检疫 实验所血 清室提供。 磙干 辣根过 氧 化酶标 记羊抗兔IgG (GARMgG—HRP) 

为卫生部北京生物 制品研 究所 产品。 

三 、 Dot-ELISA法 

参考改进 的艇点免 疫法 l a。 】进行。 供试病 毒 TM~、 CM 和 CM~、TMV兔抗血 清 同SPA— 

EL JSA。 冻干 辣根过氧化 酶标记 羊抗兔IgG (GARaIgG—HRP)同DSM—ELISA注。 硝 酸 纤维 素膜 

(NC膜 )，为浙江黄岩人 民化工 厂产品。 

试剂：a．样本提取缓冲液：pH7．4，0．01皿01，LTris—HcL缓冲液 (内含0．14mol／L NaC1，简 

称TBS)。 

b
． 清 洗1暖和封 闭液：含0．s嘧Tween20的TBS(简称TBST)o 

c 底 物溶液 邻 苯二胺溶液 ，宣温暗处振荡 3小 时 以上， 过滤作 为 贮备 液， 用前加HjOl 

30Pl／ml o 

试验程 序：操作在室愠下进彳亍。将NC膜剪成适 当 大小 ， 用软铅笔在膜上划威 小方格·取待铷 

样品 lg如9mITBS研磨 过滤 ，取上清溶 5P1滴 于Nc膜小格中央 ，自然干 燥后 ，用清 洗液 清洗 3分钟； 

移^封 闭液 中，轻 微振 荡 l小 时 ，取出清洗；胡入 用健康 汁液吸附过 的抗 血清 ，轻微振 荡 3小时， 

取 出洗涤 3次，每次 l0分 钟；加GARal gG-HRP(1：80)， 轻微振荡 2— 3小时，洗涤 3次 ，每 

次10分钟；再加底物 溶液，暗反应 3— 5分 钟，取 出漂洗 1日分钟，凉干。底 物显色 后， 在NC膜上 

形成特异性的褐色斑为阳性反应，不显色的为阴性反应。 

四 、$A-test法 

参考Chirkov，s．N．(1984)等的方法 T】。供试病毒和抗 血清 同$PA-ELISA法，金 色葡 萄球 

菌 (sP)为 中国 科 学院北 京微生物所提 供 

菌体试 剂制 备： 将新鲜蘸体 用0．0lmol／L pYI7．2 PB$液 洗 i次 ，加适 量PBS缓冲浓 ，4000r／m 

离心30分钟，弃上清， 沉淀按 1：10(W／V)稀释 ， 得sP菌液。 

致敏：取sP菌液 l皿1，加0．1ml抗血蒲混匀 ， 37℃水格 l小时 ，用适量0．1mol／L、pit7．2PBS 

缓冲液洗涤离 心 3次 ，再 甩该缓冲液悬浮成 1啄致 敏sP苗体 试 剂。 

检 测 待 铡样品 用0．02mol／L、PIt7．2 PB$缓冲液 研磨过滤 ，取上蒲 液滴^凹玻片 上，加 等量 

致敏sP菌体 试剂 ， 甩玻捧混匀 ， 1～ 2 分钟 后，肉眼观察 液体清 亮，有凝聚颗 粒为 阳性反 应， 

记录为 ； 维体混浊 ，无凝聚颗 粒，为 阴性反应 ，记录为 。 

、 

结 

一

、 不同血清学方法检测的灵敏度比较 

采集温室中保存繁育的烟草TMV、 CMV样品， 按 各种方法的要求，用不同 的样品 

稀释液研磨病 叶，提 取 粗 汁液， 以j t 10为初 始浓度，进行倍 比稀释。 同时用DSM’ 

ELISA、SPA-ELISA、Dot—ELlSA和SA—Lest 4种血清学方法进行检测，每处理每样品 

设三次重复，1990年～l 991年共进行 4次试验，结果整理见表 l。 

由表 1看出， 4种检 测方法 中以Dot—ELISA灵敏度最高，其检测粗汁液的最大稀 

释度 为1 l i280~2560， 是其 他 2种ELISA法 的 2— 4倍， 为SA—test的16—32倍} 

DSM—ELISA和SPA-ELISA的灵敏 度相当，均 为】：640I 8A—test的灵敏度较低，为 l 
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表1． 几种血清掌方法拉 噩t窿的恍睦 

1 1 e 1
．

Tb⋯  pa Tl⋯ of the m ，itivlt， 0f l⋯ _~roloElca1 

m ethod 9 for de Ee cti“E TM V 。ud CM V 

l 80。 

对采自湖南主要烟区的31 4个 田间烟草花叶病的样品，用TMV~CMV抗血清同时采 

用上述四种血清学方法检测，重复三次。结果表明，D ot—ELISA对样品中病毒的检 出率 

最高， 为97．5％ (含TM-v'$~CM-v"，下同 ) DSM-ELISA和SPA-ELISA相当， 分别为 

90．3 和91．5％’SA—te st的检出率较低，为74．3％。 

二、不同血清学方谗非特 异性反应的 比较 

1． DSM-ELISA和SPA—ELISA比较I 以 10倍健康烟叶汁液为初始浓度。用0．02 

mol／L、pH7．2PBS缓冲液进行倍 比稀释， 同时进 行DSM—ELISA和SPA—ELISA试验。 

加人底物溶液后，反应相同时间， 然后用2mol／L H sO 终止反应，立即测定OD值。每 

处理 3次重复。结果表明， SPA～ELISA的OD值明显低于DSM—ELISA，数据经t检验， 

差异显著。由此可知，SPA-ELISA的非特异性反应低于DSM—ELISA。 

2． 用健康汁液吸附抗血清对消除Dot—ELISA和SA—tesf非特 异性反应的效果 

取温室中纯化繁育的烟草TMV和CMV样品，用经过健康汁液 (1：20倍 )吸附和未 

经吸附的抗血请同时进行D ot—ELISA和SA～test检测， 每处理重复 3次。结果 发现，在 

Dot—ELISA检测中，使用未经吸附的抗血清，健株对照也显出较深的褐色斑，而使用吸 

附过的抗血清，健株对照基本上没有褐色反应斑， 获得了满意的效果。 在SA~test检测 

中， 使用来经吸附的抗血清， 建株对照产生了少量颗粒状沉淀’ 而使用吸附过的抗血 

清，健株对照不产生颗粒状沉淀，这表明， 健康汁液吸附抗血清可有效地消除 SA—test 

检’删中的非特异性反应。 
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讨 论 

大批量检测植物 病毒样本 目前最常用的是 ELISA法， 尤其是DSM—ELISA法，其检 

测灵敏度高，特异性强，至今仍是广泛使用 的一种检测技术。但这种方法需要制备 2种 

不同动物的抗血清，操作欠简 便 SPA-ELISA法则克服了上述映点，且 保持了灵敏度 

岛，特异性强的优点，但 仍须专门的仪器检测反应结果。近年来报道 的以硝酸纤维膜为 

载体的Dot—ELISA法具备了ELISA法的主要优点，并不需特殊仪器，结果可长期保存。 

但目前在植物病毒检测中应用尚不广泛。从本文的试验结果来看，该法较以聚苯乙烯扳 

为载体 的ELISA法灵敏度高，特异性强，操作简便，是一种值得推广的好方法。 

SA-te st法目前很少用于 植物病毒 的检测， 从我们的试验来看， 此法 灵敏度虽较 

低，但操作简便，而且反应在 1— 2分钟内就能观察到结果。若进一步改进，提高灵敏 

度，该法不失为产地检疫、检测的好方法。 

血清学方法检测病叶粗汁液的一个突出 的问题是非 特异 性反应的干扰，尤其是对 

Dot—ELISA法和SA—te st法这类凭肉眼直接观察结 果 的试验，干扰更大，影响了试验结 

果的正确判断。我们试验用健康汁液吸附供试抗血清的方法，对降低非特异性反应有明 

显 的效果 。 
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Comparison of Four Serological Methods for Detecting 

CMV and TMV in the Crude Extracts of Diseased 

Tobacco Leaves 

Xlao Qimlng Liu Xueduan Huang Shengyi 

(Department 0f Plant ~rotectlon，HNAC． Chang sha 420128) 

Three ELISA and all SA—te st m ethods we re used to detect CM V and TM V 

in the crude extract s of di seased plant
． Fo r the sensiti vity． Dot—ELISA 

method is the best with maximum dilution polnt of 1．28— 2．56×10一，follow— 

ed by DSM—ELISA and SPA—ELISA (6
．
4×10一 )， SA—test is lower(0．8× 

10 )．Fo r the non speclfie reaction， SPA—ELISA is Iower than DSM—ELISA． 

W hen the anti seH  are abso rbed by the extracts f rom the health planis
． it 

was avoided to gre at exteat in Dot—ELISA and SA—test 

Key w ordsI ELISA SA—test Detection of tobacco viruse s 
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