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Abstract：By Using the modified method to extract Rice dwarf virus virions from infected rice leaves, a 
concentration 3.854mg/mL of purified virus virions reached, and the Rabbits was immunized with 
purified virions, yielding high titer antiserum; 1:20480 by the indirect enzyme-linked immunosorbent 
assay (I-ELISA) test. The antiserum successfully detected three rice samples from Kunming, Yuxi and 
Luliang by I-ELISA.Immunocapture polymerase chain reaction (IC-PCR), respectively was the utilized 
to show that serologic and molecular methods were successfully used for detection of Rice dwarf virus. 
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由水稻矮缩病毒（Rice dwarf virus，RDV）引

起的水稻矮缩病害，最早由日本报道，随后在东南

亚等国以及我国的福建、云南等南方稻区普遍发

生，云南主要发生于中部及南部地区[1]。水稻在苗

期至分蘖期感病后，植株矮缩，分蘖增多，叶片浓

绿，僵直，出现白斑，生长后期病稻不能抽穗结实，

在暴发流行年份可以引起水稻的严重减产。 
RDV 在分类上属于呼肠孤病毒科（Reoviridae）

植物呼肠孤病毒属（Phytoreovirus）成员，病毒粒

子为正十二面体球形结构，直径约为 69.3nm，无刺

突，无脂蛋白外膜包被，具有双层的蛋白衣壳[2]。

病毒基因组由 12 条双链 RNA 片段组成，其中 S8
编码病毒外层外壳蛋白[3]，S6 编码蛋白与细胞间运

动相关[4]，RDV 侵染寄主还可引起 RNA 沉默[5]。 

为便于对水稻感病植株的快速检测，本研究对

水稻矮缩病毒的分离提纯方法进行了改进，并用提

纯的病毒制品制备了高效价抗血清。应用制备的抗

血清对 RDV 云南 3 个不同地区的分离物进行间接

酶联免疫吸附测定（I-ELISA），以及免疫捕捉多聚

酶链式反应（IC-PCR）测定，建立了快速检测 RDV
的血清学和分子检测方法。 

1  材料和方法 
1.1  实验材料 

提纯用病毒材料采自云南省昆明市市郊感病

稻田，其他毒源材料分别采自云南玉溪和陆良，水

稻病株具有明显矮化症状，局部有细小褪绿斑点；

免疫用兔子购自昆明制药厂实验动物处。 
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采集到的水稻病株经电镜及 RDV 运动蛋白多

抗血清 I-ELISA 检测含有 RDV，RDV 运动蛋白多

抗血清由北京大学李毅教授惠赠。 

1.2  RDV 的分离提纯 

将经鉴定含 RDV 的水稻病株叶片剪碎，加入 3
倍体积的 0.1 mol/L PBS (pH6.4) 匀浆，过滤，应用

CHCl3 和 CCl4 澄清、PEG 沉淀，及差速离心分离纯

化，纯化过程中应用电镜监测沉淀物中的 RDV 相

对含量。制备的样品在 BECKMAN DU-640 型紫外

分光光度计上测 200nm～300nm 的吸收光值，并进

行电镜观察。 
1.3  RDV 兔多抗血清制备及其效价检测 

用提纯的病毒对家兔进行常规免疫，采血，测

定效价。间接 ELISA 法参考肖火根等的方法[6]测定

抗血清效价，在 ELX 808 型酶标仪（BIO TEK）上

读取吸光度值（OD 值）。并用此 RDV 兔多抗血清

对 RDV 云南三个不同地区分离物进行 I-ELISA 检

测。 
1.4  水稻矮缩病毒样品的免疫捕捉 PCR（IC-PCR）

检测 

根据已报道的水稻矮缩病毒基因组 S8 片段的

引物序列[7]合成引物，P1：5’-CAAAG ATCTCCACC 
TGCCACTATG-3’；P2：5’-GCGCTCGAGATTCAG 
GACCG-3’。在PCR管中加入稀释为1:5 000的RDV
兔多抗血清，4℃下包被过夜，PBST 洗涤 3 次。采

自云南昆明、玉溪、陆良三个稻区的水稻病样分别

用 PBST 缓冲液研磨，1000×g 离心 1min，取 100μL
上清加入 PCR 管中，温育 3h；PBST 缓冲液洗涤 3
次，H2O 洗涤 1 次，短暂离心，吸去残液。应用

Promega 公司 cDNA 试剂盒合成 cDNA 第一链，取

5μL 反转录产物进行 PCR 反应。PCR 反应体系

50μL，cDNA 5μL，20mmol/LP1、P2 引物各 1μL，
10×PCR buffer（TaKaRa）5μL，10mmol/L dNTP1μL，
Taq 酶 1μL（TaKaRa），超纯水 36μL。反应条件：

94℃预变性 2min，然后 94℃ 30s，54℃ 1min，
72℃1min，35 个循环。 

2 结果与讨论 

2.1  RDV 昆明分离株的分离纯化 

病叶研碎后负染电镜观察，含有 RDV 粒体及

较多的寄主杂质；纯化后的 RDV 为半透明乳白色

悬液，在电镜下观察到直径为 70nm、无刺突的球

形病毒，含量很高，未见寄主杂质，见图 1。紫外

分光光度仪测得提纯病毒的浓度为 3.854mg/mL，
推算提纯病毒的产量为 115ng/g 病叶。 

 
图 1  提纯的 RDV 粒子 

Fig.1  Purified RDV virions 
 

2.2  RDV 昆明分离株兔多抗血清的制备及其效价

测定 

经间接 ELISA 法测定，制备的 RDV 兔多抗

血清最大稀释到 1∶20 480 时，仍有明显的阳性反

应，其效价为 1∶20 480。以往 RDV 的分离提纯

采用差速离心、蔗糖密度梯度并结合 PEG 沉淀的

方法[8]，但往往蔗糖梯度成带取带难，不易获得理

想的病毒制品。本实验用差速离心结合二次 PEG
法，避免了制备和使用蔗糖密度梯度的繁琐以及

抽取病毒带来的不方便，缩短病毒纯化时间，提

高提纯病毒产率和纯度，从而制备得到高效价的

多抗血清，远高于报道的 RDV 兔多抗血清效价

1: 2 000～1: 8 000 [1]。 
2.3  RDV 兔多抗血清对 3 个分离物的 I-ELISA 检测 

应用制备的 RDV 抗血清（1：5  000）与 RDV
云南昆明、玉溪、陆良 3 个分离物进行间接 ELISA
检测，结果均呈阳性反应。 
2.4  RDV 的 IC-PCR 检测 

用此抗血清对 RDV 云南玉溪及陆良分离物进

行 IC-PCR 扩增，得到大小约为 1.35kb 的目的片段，

与报道的 RDV S8 大小相符，见图 2。表明 IC-PCR
方法利用免疫反应原理[9]可以捕捉到病株汁液中微

量的病毒进行 PCR，可以检测到样品中的 RDV。 

 
图 2  RDV 云南三个分离物的 IC-PCR 

Fig.2  IC-PCR test of three isolates of RDV in Yunnan 
1, DNA Marker; 2, Health rice plant; 3, RDV Kunming isolate; 4, RDV 
Yuxi isolate; 5, RDV Luliang isolate. 
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IC-PCR 避免了常规 RT-PCR 中 RNA 样品制备

的损失和破坏，提高了 RNA 浓度，从而提高了检

测的灵敏度。 
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Introduction：介绍本研究领域的历史背景，前人所获得的主要成果，本研究的目的意义。 

Materials and Methods：材料和方法部分主要介绍：研究对象来源、主要试剂厂家、主要实验步骤和检

测方法和技术，要求简明准确、材料完整及可信，常规方法应尽量简述。 

Rsult：介绍实验的主要结果，对结果应是随机客观地加以分析，不应有意无意地加以挑选。文中不要重 
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