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中国大陆水稻黄矮病与台湾省水稻暂 

黄病的血清学鉴定 
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以前的文献报 道 我国 大陆 水稻黄 矮病和台湾省 的水稻 哲黄病 的病状 传 毒介 体 和 

崭 毒形状均相似或相同，被认为是同一病害 ，但 没有赦过血清学反应 的鉴定比 较。 本 试 

验采用琼 脂扩散法和双抗体夹心 法 (PAS—ELISA)，对 上 述两病原的抗血清与黄 矮病 株 

提 取液和带毒黑尾叶蝉研磨液进行了琼脂 双扩散和酶联 免疫反应的比较 研究。 黄 矮病毒 

提取液与暂黄病毒抗血清的琼脂双扩散产生清晰的I沉淀带，在ELISA试验中均 为 典 型的 

阳性反应；黄矮病毒抗血清和暂黄病毒抗血清对生物 测定虫 蜘同一头黑尾叶蝉 研 磨 液 的 

测定结果，阳性虫跗台率98嘶，病原 田捕捉 虫的符合率为 IlDO骺。根据 以上结果可 以认为 

两种抗血请 同源，即中国大 陆水稻黄矮病与台湾省 水稻 哲黄病为 同一病害。 

关奠词： 水稻黄矮病 水稻暂黄 病 
_ _ — - _ _ _ - -
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六十年代中国大陆发生 的水稻黄矮病 (Rice Yellow Stunt Virus，RYSV)⋯，与 

台湾发生的水稻暂黄病 (Rice Transit ory Yellowing Vi rUS，RTYV) ，流行期间对 

水稻生产造成严重为害 ，两病均由黑尾叶蝉 (Nephotettiz elnetioeps)传播。 

阮义理曾根据两病的症状、虫媒、寄主范围、病毒质粒的形态特征等的比较，基本 

认为是同一病害 n， 其后裘维蕃提 出把中国大陆黄矮病和台湾暂黄病统一称为暂黄病 

(Transitory Yellowing Disease)⋯，只是至今尚未有人对两病进行过血清学测定。 

本文报道黄矮病抗血清和暂黄病抗血清与黄矮病株提取液和黄矮病带毒媒虫研磨 液的免 

疫反应结果。 

材 料 与 方 法 

I．抗血清 黄矮病毒 (RYSV)抗血清是本室制备的，琼脂扩散反应效价 为 i 64j 哲黄 舟 

毒 (RTYV)抗血请是 台湾邱人璋先生提供 的，琼腊扩散 反应效价为 1 8· 

2、 抗原 人工繁殖的黄矮病株提取液和经生物接种测定的人工饲毒黑尾叶蝉。 

5． 试 jf4 琼脂糖、氨基 乙酸、葡萄球菌A蛋白 (SPA)和酶联A蛋 白购 自卫生部 上海生物制 
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品研究所，ELISA的试剂参见文献1l】。 

4． 府毒摄取液制备 采集接种病毒后35—40天的病株，切碎后舵等体积的0．3mo1／L甘氪酸 

缓冲液 (pH7 5)捣碎，双层纱 布过滤，滤漩经 5000r／m低速 离心15分 钟， 上清液 15000r／m 高速 

离心60分钟，沉淀用少量甘氨酸缓冲液悬 浮， 再 进行一轮 同样的差速离心 ，悬浮l硪用 20—50袖的 

蔗糖密度梯度离心 (20000r／m，45分 )，分部收集，台并含病毒的分部，15000r／m离心60分钟回 

收病毒，沉淀悬浮子少量甘氨酸缓冲液即得病毒提取 液 【 l o 

5 供 试虫的准备 把 l一 2龄无毒 黑尾叶蝉若 虫置人工接种的水稻黄矮扁株上 饲毒 48小时 ． 

(28—3O℃)后转移到健稻上饲养至成虫，用真叶初展的稻苗单虫单苗置两端通的大玻璃管 内 编 

号饲食484,时，取出硌苗植予防虫水泥槽。发病苗对应的虫子为生物测定带毒虫，无病苗 对 应 的 

虫子为 无毒虫。 传毒后 的虫子按编号装入指形管 ，加0．3mol／L pH7．s的甘氨酸缓冲液 置一20。C冰 

箱保存备用。用对也从毒源田采集成虫装入指形管备用。 

6． 琼膳扩歙涪 将培 养皿 (50×12毫米 )放在水平面上，注入 融化的 1袖琼脂糖 (用0． mol 

／h pH7．5甘氨酿维 (内含0．02嘶硫柳汞 )配制]3毫升 ，加完后立即轻轻转 动培养皿 ，使 琼 脂 糖 

均匀展开后加盖 在室温 冷凝20分钟，放^ 4℃冰箱，使用时取 出按所 需要 的模型打 孔a试验 时 中 

央孔先肌RYS~提 碾扩散两小时，后在 周围孔加入抗血清 ，置龌盘 内于 4℃冰箱扩散，扩散结果照 

像记录a 

T． 膏联反应方法 试验在 国产40孔聚苯乙烯微量璃定板上进行。 测定方法为^蛋白双抗 体夹 

心法 (PAS—ELISA)，操作步 骧如 下：^蛋白包 被 (液度 6 gtg／m1) 抗体 (RYS~抗 血清 l ： 

200，RTY~抗 血清 1：100)呻抗原 (介体叶蝉研磨 碾，病辣提取液 1 ：40) 抗体 (同前 )标 记 

^蛋 白 (1 ：100) 底 物_'终止反迎 测OD．，≈值 以阳性反应与阴性反应OD(P／N)≥2．1为检测 

样 品的阳性判断标准 _l J。 

1． 琼脂扩散试验 

结 果 与 讨 论 

： RYSV抗Ⅱ̈诸 RTYV沆血清与RYsV的琼脂扩散 

Fig 1
． 

Ag r diffu s 0f RYSV anti⋯ um ． 

RTY V 日utl⋯ uIra 日nd R YSV 

注：中央孔为RYSV提取；霞 

ot e；E t TactIo口 0f RYSV a put -Ⅱt0 lh⋯ nt er 

RYSV抗血清 0．3mol／L pH7．5 

甘氨酸液 1 l 1稀释，RTyV抗血清 

未稀 释，黄矮病毒抗原提液浓度 g 

鲜病株／ml。抗原 、抗体加入后，置 

4℃冰箱扩散964",时，两种抗血清与 

RYSV提液 产 生清 晰而相 同的沉 淀 

带 ，表明两种抗血清同源，见图 1。 

2． RTyV抗血清对 RYSV提取 

液 的ELlSA测定 

1 0g鲜重／ml的 RYSV 病株提浈 

以 1 l 40、 1 I 80、 1 I 160、 1 } 

320、1：640系列稀释，其 ODⅢ值分 

别 为 0．85、 0．74、 0．65、 0．50、 

0．40，对媚孔为0．1o：~ilo．【5，其 P／N 

值大于2．1，均为阳性。 

，  

曩 一 
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3． 两种抗血清对孺一头媒介昆虫的测定 

将RYSV和 RTYV的抗血清稀释液分别加入板 l和板 2，待测媒介昆虫按号移入匀 

浆管内，加甘氨酸缓冲液0．1ml，研磨至糊状，再加入0．2ml缓冲液洗 涤匀浆捧，400r／m 

离 心 5分 钟，分别将每头 虫上清液的一半加人板 1和板 2的对应孔，其它操作程序同 

上。经生物洲定法测得的 60头阳性虫和 38头阴性虫 (阳性牢为61．2％ )用两种抗血清 

进行 ELISA'i~IJ定，RYSV抗血清测出51头阳性虫和47头阴性虫 (阳性率为 52．0 )； 

RTYV抗血清恻出50头阳性虫和48头阴性虫 (阳性率为51．0 )。 由此得出两种抗血清 

坝4定的阳性虫符合率为98 ，阳性虫的数目分别是生物测定阳性虫数 目的1．34倍和1．32 

倍。两种抗血清测定44头毒源田捕捉虫均得 30头阳性虫和 14头阴性虫，阳性符合率为 

100 。 

用带毒黑尾叶蝉进行传毒试验，每隔48／b时换苗 1次，连续测定 7次。32头带毒虫 

每次的传毒头数为23、2l、27、24、23、25、19，传毒百分率为71．87、65．62、84．37、 

75．0O、71．87、78．13和 59．3 7％， 这是导致酶联测定阳性虫率高于生物测定的阳性 虫 

率 的原因。 
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CharacterizatiOn Of Ma[nland China Rice Yellow Stunt 

Disease and Ta[wan Rice Transitory Yellowing 

Disease by Serological Identification 

Gao Dongming Qin W ensheng Li Aiming Cheng Shengxiang 

(I ns citute of Virology， Zhe ia tg ACad my 0f Agricuf curd SCiP PtC~$，Hanggh0u 310021) 

Th e syru ptoms． vi rion mo rphoIogi e8 and insect vectors of rice yellow 

stunt di sea se occu rred in mainland Chin and ric e tran sito ry v ellowing dis· 

ease found in Taiwan ar e v ery sim ilar or identieal as described in the 

preyious r13ports，the r efore they re putati V ely r egarded as the same． But 
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serologica1 eom parison between the causative viruse S of two disease s has 

not been done SO far． In thi s pap er we r eport on the r eaction$ of crude 

Rice Yellow Stunt Virus(RYSV)p r eparations ext ract ed from disea sed rice 

plants and Virutiferous leafhoppe rs to anti sera again st tO RYSV and Rice 

Transitory Yellowing Virus(RTYV )with agarose-gel immunodiffusion test 

and Protein A indirect sandwich ELISA (PAS—ELISA)．The extractS 

COn raining R YSV and the antiserum to RTYV produce clear sed Jm ent bands 

in agarose—geI diffusion t e sts and show typical positlve reactions in ELISA 

te sts． The positire reaction coincidence rate s of two antis era to hale eS oj 

the same 1 eafhoppe rs ar e 98 to 100％．According to the above r e suit s， 

we eonclude that two antis era are hom ologous and furthor confirm that 

rice yellow stund dis ea8e and ri ce t ransitory yellowing dis eas e ar e essent— 

id }y the sam e． 

Key w ordsI Ric e y ellow stunt di seas e Rice transitory yellowing 

diseas e Serological identification 
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