
应用自制检测试剂盒����
一�����检测马铃薯环腐病菌—胡林双

，

阂凡祥
，

王晓丹
，

等
�

���
�

中图分类号
� ���� 文献标识码

� � 文章编号
� ����一������������

一���卜��

应用自制检测试剂盒����
一������检测马铃薯环腐病菌

胡林双
，

�阅凡样
，

王晓丹
，

郭 梅
，

吕典秋
，

于德才
，

马 纪

�黑龙江省农业科学院植物脱毒苗木研究所
�
农业部脱毒马铃薯种，质�监督检验测试中心 ，

黑龙江 哈尔滨 ������ �

马铃薯环腐病��
����。 ��������是由��二����

�

��� ����乙邵������� �����
� 、
���������� 引起的一种危

害输导系统的细菌性病害
，

它是马铃薯生产上危害

较大的病害之一
，

在全国各地都有分布
，

每年都造

成较大损失
，

世界各国也把它列为重要的进出口植

物检疫对象
，

要求种薯带病允许率为
“
�

” 。

近几年

来
，

在我国马铃薯主产区环腐病普遍发生
，

危害日

趋严重
。

这种病菌主要通过种薯传播蔓延
，

而种薯

带菌又是马铃薯环腐病历年发病和远距离传播的主

要侵染源
，

由此可见
，

控制种薯病原菌是防治环腐

病蔓延的重要措施
。

马铃薯环腐病菌在马铃薯块茎

上侵染后
，

前期没有症状表现
，

用传统的革兰氏染

色
、

双抗体夹心酶联免疫吸附测定法等检测方法又

无法检测到病菌 � 用分子检测方法成本比较高
，

要

求操作人员素质也很高
，

需要的仪器也比较多
、

昂

贵
，

很多实验室没有相应的人员和仪器设备
，

所以

该检测方法无法普及
。

因此
，

限制了对马铃薯环腐

病的检测检疫
。

本检测试剂盒成功地研制弥补了以上方法的不

足之处
，

该检测方法称为硝酸纤维素膜酶联免疫吸

附测定法������ ���������一��������一��即�� ������

����������������
，

简称为 ���一�����
，

其基本

原理是抗血清可与预先吸附在硝酸纤维素膜上的细

菌粒子特异结合
，

而带有标记物的抗抗体又可与细

菌抗血清特异结合
，

当加人与抗抗体标记物相应的

底物后
，

就可通过底物与标记物反应所表现出的特

征来判断待检样品是否带有细菌
。

本方法独特之处

是在
“
点样

”
之前增加了一步

“
富集培养

” ，

即使样品

中菌含量比较低
，

经过富集培养基培养之后
，

提高

收稿日期
� ����

一��
一
��

基金项目
�
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助理研究员
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了菌液浓度
，

从而大大提高了检测的灵敏度
。

试剂盒内用品与说明

本试剂盒内共有 �� 件用品
，

详见表 �
，

每件

用品上都标明了
“
编号

”
和

“
名称

” ，

使用时按试剂盒

说明即可
。

� 检测步骤

��� 样品的制备

�
�

�
�

� 制备提取缓冲液

将 ����袋中的物质溶于 �《�����蒸馏水中
，

然后边搅拌边缓慢加人 ����袋中的物质
，

用 ���

���瓶 �或 �������� 瓶 �调 ��值为 �
�

�
，
�����灭

菌 �����
，

灭菌后放人 �℃冰箱内待用
。

�
�

�
�

� 样品提取

���从块茎中提取

用流动的水冲洗块茎
，

并在 ��次氯酸钠

��
�����中浸泡 �而

� ，

在干净的纸上晾干 � 用刀

片从块茎顶部切下一个薄片
，

每切一个样品后在火

焰上灭菌 � 用火焰将试剂盒中所包括的工具灭菌

�去皮器 �并挖取大约 ��� 宽 ����每个块茎不

超过�����的一小片维管束环 � 将块茎片放人 ���

塑料袋内并称重 � 加人提取缓冲液
，

每克块茎组

织 ���� 用小褪或小木棒倒碎块茎 � 将塑料袋垂

直放置于碎冰之上�不超过 ���
，

避免酚氧化 � 检

测潜在感染时
，

应按照段落 �
�

�
�

�中描述的那样在

进行���一�����之前将样品富集培养
。

���从茎中提取

在表现出脉间失绿萎蔫的植物上分析马铃薯环

腐病菌
，

从底部�如果萎蔫刚刚开始 �或顶端区域

�如果细菌症状严重 �切下大约 ��� 组织
，

并将它

放人装有 ���蒸馏水的管中
，

用镊子挤压
，

最终
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表 � 试剂盒内组分与说明

编 号 名 称 化学成分 数 量 物理状态 备 注

������洲����� �刀����
·

��
，
����二�

�

���

�
�

�����
·

�
一� ����

二��
�

���

�
�

��� ����二�
�

���

��� �����
�

��二�
一

����

封闭缓冲液��� ��� 脱脂奶粉�������最终

蛋白含量��
�

�� ��

抗体缓冲液��� ��� 脱脂奶粉
二���� �

酶标缓冲液��� ��� 脱脂奶粉二���� �

�����一�� 〕，
����一������

底物缓冲液���� ��� �
�

����
·

七，
���

�二�
�

���

�
�

����
·

七� �������
�

���

���
��

·

�
一， �邪�

�
·

��刃��
�

���

���一抗体 �。 一特异性兔坛�
二。�� ��

酶标抗体
二���一�舀 羊抗兔抗体���� ��

����卜��
�

�����中稀释 ��林��

底物 ��硝基四氮哩兰�����
二�� ��

�二����一
嗅一氯

一�一叫睬

磷酸盐������
二����

溶剂 �二���二甲基甲酞胺

�����二 �
�

���

�二二甲基甲酞胺

�����二 �
�

���

提取缓冲液 �二柠檬酸 �
�

���卜口 ������ ��

��柠檬酸钠 �
�

������
一，
���

�

卯���

���富集培养液 ����

膜 硝化纤维素膜�����

阳性和阴性对照 点有不同菌液浓度的

硝化纤维素膜

滤纸 �� ������� 滤纸

微量离心管 �
�

���微量离心管

塑料袋 制备块茎样品

�� ���� ���� ��二����

�包 白色粉末 �℃下可稳定 �个月

�瓶

�包

透明液体

白色粉末

避免接触皮肤

现用现配

����

�包

�包

�微量离心管

�包

白色粉末

白色粉末

透明液体

白色粉末

现用现配

现用现配

�℃下稳定

�℃下稳定

��������

�微量离心管

�微量离心管

透明液体

透明液体

�℃下稳定 �个月

�℃下稳定 �个月

����

��� 微量离心管 黄色固体 �℃下稳定

微量离心管 白色固体

��� 微量离心管 透明液体 室温下稳定剧毒
，

皮肤吸收

微量离心管 透明液体

�包 白色固体
�包 白色固体

�瓶 淡黄色液体

�张���
����� 。 �� 白色固体

�张 ���条带 白色固体

�℃下稳定
�℃下稳定

�℃下稳定
，

灭菌后保存

很易碎
，

用时戴手套或镊子

很易碎
，

取用时戴手套

������������

�张

��� 个

���个

�瓶

白色固体

聚丙烯

聚丙烯

透明液体

取用时用镊子

�个样品 �个管

�个样品 �个管

避免接触皮肤

����
‘�，�只﹄�‘ ‘��‘���‘��山���

将浑浊的菌悬液 �� 林�点于膜上
，

不经过富集 �

估计来 自感染田地表面正常茎段的潜在感染时
，

从植物底部切取一段 ��� 茎段
，

放人塑料袋内
，

并按照块茎的方法在提取缓冲液中将它碾碎
。

在

进行���一�����之前
，

茎提取物应按照 �
�

�
�

�中所

述方法进行富集
。

�
�

�
�

� 富集培养

向所提供的�� �����富集培养液����瓶�中加

入 ��� ��蒸馏水进行稀释
，

然后向无菌的 �
�

���

微量离心管�����中加人 ��� 林� ��富集培养液 �

用微量移液器和无菌吸头
，

小合吸取块茎或茎的提

取液
，

不要沉淀 � 将 ��� 林�植物提取液加人 ���

卜���富集培养液 � 在 ��℃固定频率的摇荡培养箱

中孵育 �� �� 孵育结束后
，

如果不打算在同一天

将它点在膜上
，

于一
��℃储存

。

��� 点样

由于指纹会造成假阳性反应
，

所以在取硝酸纤

维膜时要带手套或用镊子
。
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���
�

� 缓冲液的制备

将 �� 袋中的物质溶解于 ����� ��蒸馏水中
，

充分混匀
。

检测 ��值并用 �� 瓶中提供的 ��� 调

��值至 �
�

�
。

����� 膜的处理

向塑料盒内倒人大约 �� ��珊�
，

将干燥的膜

���� 袋内�缓慢地放人缓冲液中浸湿
，

避免形成气

泡
，

浸泡 ����
。

����� 点样

���采用点样装置

将一张 �� ������� 滤纸���� 袋�浸泡在配

好的 ���缓冲液中
，

然后置于多孔过滤加样器的

抽真空板上面
，

并将浸湿的膜置于其上
。

如果膜

的大小比杂交装置表面小
，

就用封 口膜封闭那些

未被膜覆盖的部分
，

以防空气通过 � 用微量移液

器取�� 林�富集植物提取液 � 振摇装有富集植物提

取液的微量离心管
，

让悬液沉降数秒
。

吸取上清

液
，

避免吸取含有淀粉的沉淀而影响 ����反映�

用一个大约 ��� �� 汞柱的真空泵抽吸
，

然后将富

集提取液滴在膜上 � 将膜从抽真空板上取下并置于

一张干燥的滤纸上
，

在室温下风干 �� ���
。

���不使用点样装置

如果没有点样装置
，

将两张干燥的滤纸����

袋�放于实验台上
，

将事先用���浸泡过的两张湿

滤纸一张张地放于其上 �将膜放在湿滤纸上时要避

免形成气泡
。

等待数秒直到膜表面的液体被完全吸

收
。

在膜上滚动干净无菌的试管或玻璃管
，

确保膜

和滤纸很好的接触
。

这些步骤对于样品通过毛细作

用被吸收而不在膜上扩散是非常重要的 � 象
“
采用

点样装置
”

中描述的那样
，

用微量移液器取 �� 卜�

富集植物提取液
，

让吸头与膜垂直
，

在液滴与膜接

触时吸头的末端可以与膜有轻微的接触
，

不要让样

品液滴落
，

因为那样会有所扩散而且斑点也会不统

一
，

就这样非常缓慢地将液滴点在膜上 � 将膜置于

一张干燥的滤纸上
，

并风干 �� ���� 用铅笔在膜

的左下角写上编号以便识别
。

����� 膜的保存

将膜放在两张干燥的滤纸之间
，

保存或邮寄时

再用两块纸板保护
，

以备检测
。

��� 血清学检测

所有的体积和数量都是指在直径 �� 。� 的培养

皿中检测一张膜的用量
。

如果使用半张膜
，

就减少一

半体积并在直径 ��
�� 的培养皿中进行�����反应

。

每张膜需要 ��� �����缓冲液�包括封闭时用

的 �����
，

其中 �����用于配置 �一���缓冲液
。

所有的孵育和冲洗步骤均在室温下完成
，

并需要

一个摇床
，

孵育日创用��
�

·

而丫
，

冲洗时用 ���
�

·

而记
。

如果没有合适的摇床
，

孵育时可以手工振摇
，

但

是
，

洗涤时必须进行持续的手工振摇
。

每张膜加人点有阴阳性的对照 ���条����袋�
。

���
�

� 封闭

���制备封闭溶液

于 ����仆��在前述点样时配制�中溶解��

袋内的物质
，

制成封闭缓冲液
。

���封闭

将 �� ��封闭溶液倒人直径 巧 �� 的培养皿

中
，

将膜和阴阳性对照条缓慢浸人其中
，

避免产生

气泡
。

在 �� �’ 而记摇动下孵育 ��
。

����� 与 ���杭体结合

���制备抗体溶液

在 �� �����缓冲液中溶解 �� 袋内的物质
，

制成抗体缓冲液
。

然后边摇边加人 ��� 协� ����

������微量离心管�
。

���与 ���特异性抗体结合

弃去封闭液
，

然后加抗体溶液 �� ��于培养

皿中
，

加盖以防蒸发
，

在 ��
�

·

���
一，
摇动下孵育

��
，

也可以孵育过夜并不会影响结果
。

���
�

� ���抗体复合物与酶标羊抗兔抗体结合

���配置洗涤缓冲液

将 ���林���
���一����� 微量离心管�与 ��� ��

���混合
。

���洗涤

弃去抗体溶液
，

在 �� ���一��中洗去未被结

合的 ���
抗体

。

共洗 �次
，

以 ��� �
·

���
一，
的频率

振摇
，

每次 �����

��� 配置酶标抗体溶液

在最后一次洗涤时
，

将 ��袋内的物质溶于

�������
，

制成酶标抗体缓冲液
，

在 ��� �
·

���
一，

摇动下加人 ���林�酶标羊抗兔抗体���微量离心管�
。

��� 与酶标抗体溶液一起孵育

弃去最后一次的洗涤缓冲液
，

加人酶标抗体溶

液 ����
，

在 �� �
·

���
一 ‘
振摇下孵育 ��

。

����� 显色反应

���配置底物缓冲液
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用 ��� ��蒸馏水溶解 ��袋内的物质
，

充分混

匀
，

逐滴加人 ��天溶液���瓶�将 ��值调至���
。

���制备 ��������溶液

用 ��� 卜�������������微量离心管中�溶

剂溶解 ����微量离心管中的物质�����
。

振摇直

到完全溶解 � 用 ��� 卜��������������微量离心

管中�溶剂溶解 ����微量离心管中的物质������
。

振摇直到完全溶解 � 将 ���和 ����溶液储存于

�℃�不超过一个月�
。

���洗涤

弃去酶标抗体溶液
，

用 �� ���一��洗膜
，

将未结合的酶标 ���一���洗去
，

共洗 �次
，

每次

����
，

以 ����
�

·

���
一，
的频率振摇

。

���制备 ��������底物溶液

底物溶液�每张膜 �� ���应该在最后一次洗

涤时临时制备
。

所剩余的缓冲液
，
���和 ����溶

液可以分别储存于 �℃以备将来使用�后两者最多

保存一个月�
。

底物对光非常敏感
，

因此
，

应在一

个黑色的瓶子或包裹着铝铂纸的三角瓶中制备底

物溶液
。

用无菌的微量移液器吸头取 ��� 林����溶液
，

边振摇边向装有 �� ��底物缓冲液的黑色瓶子中滴

加 � 然后
，

用无菌的微量移液器吸头取��� 林�����

溶液
，

边振摇边滴加到瓶中
。

��� 显色反应

弃去最后一次洗涤的缓冲液并加入底物溶液

�每张膜 �� 卜��
。

反应可以进行 �一�� ���
，

查看阳

性对照所表现出的颜色
，

以确定何时应停止反应
。

���终止反应

弃去底物溶液并用流动的水充分洗膜以终止显

色反应
，

将膜置于滤纸上干燥
，

保存时用两张干滤

纸夹住
。

� 结 论

硝酸纤维素膜对蛋白质有较高的亲和力
，

提

供蛋白比较大的结合表面
，

抗原和硝酸纤维素膜

的结合较聚苯乙烯载体更为有效
，

使检测的灵敏

度明显提高
，

而且所需检测样品量少 � 该种方法

在检测之前
，

须通过富集培养基孵育块茎提取物
，

这样几乎能将此方法的灵敏性提高 ��� 万倍
，

少

至每毫升提取物中 �� 个细菌就能被检出
，

而不经

富集培养
，

只有当浓度达到 ���个
·

��
一，
以上时才

能被检出
， 一

这使能够从马铃薯块茎�或茎 �中检测

出新近感染的没有可见症状的病菌 � 该方法操作

简单
、

快捷
，

每张��� 的包被
、

洗涤
、

酶标 ���

的反应都被作为一个整体在一个平皿中进行 � 反

应明显
，

产生鲜明的色斑
，

与底色形成强烈的对

比
，

用肉眼就可以观察到结果 � 该方法点样后的

硝酸纤维素膜可以储存数周
，

然后再进行检测
，

也可以将点好样的硝酸纤维素膜寄往其它的实验

室进行检测
。

本检测试剂盒是目前应用于植物细菌检测较为

先进的一种血清学方法
，

具有特异性强
、

敏感度

高
、

稳定
、

可靠
、

操作简便
、

检测成本低等优点
，

对早期马铃薯环腐病的病害防治和检疫有着重要的

意义
，

因此
，

具有很好的推广和应用价值
。

�︿﹀�
六

︺
�八︺�︿﹀�八
︺�六��八曰︺�八﹀�八﹀�八﹀�入﹀�人﹀�八﹀�
八

�
��︺八�口

�

《中国马铃薯》编辑部尚有部分由陈伊里教授等主编
、

哈尔滨工程大学出版社出版的马铃薯产业与开

发方面的图书
，

供读者选购
�

① ����年出版的《高新技术与马铃薯产业》 ，

定价�� 元�本 �② ����年出版的《中国马铃薯研究与产

业开发》
，

定价 �� 元�本�③ ����年出版的《马铃薯产业与东北振兴》
，

定价 �� 元�本
。 ④ ����年出版的

《马铃薯产业与冬作农业》 ，

定价�� 元�本 �⑤ ����年出版的《马铃薯产业与现代农卿
，
定价 �� 元�本

。

另外
，
����

、

����
、

����
、

��用�年
、

����年《中国马铃薯》杂志精装本
，

定价 �� 元�本 有欲求购的

单位或个人请另寄 ���邮费
，

款到即寄
。

联系电话
�

����
一����《�旧� 《中国马铃瓤编辑部

书讯

广
�

今
�

今
�

今
�。�。�。�。�。���。�。�。����。�。、


