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摘　要：分别采用改进的 DAS-ELISA 和常规 DAS-ELlSA 法同时对主要马铃薯病毒 （PVX、
PVY、PVS、PVM 和 PLRV） 进行检测�其检测结果完全一致�且其灵敏度也基本相同。局部改进
的 DAS-ELISA方法简便、快速�成本更低�适合于种薯生产中大量样品的马铃薯病毒的快速检测。
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1　前　言
进行病毒诊断的方式有多种［1］：根据被侵染

植株的表现症状进行诊断；指示植物法；电子显微
镜观察；核酸斑点杂交；PCR 或 RT-PCR 法以及
血清学检测法等。其中血清学检测是目前最常用的
快速有效的病毒检测方法［2�3］�双抗体夹心酶联免
疫吸附测定法 （DAS-ELISA） 在马铃薯病毒检测
中有其独到的应用［4～6］。本实验将常规 DAS-
ELISA法的包被和加样两步合为一步�从而减少
工作量、节省时间、降低成本�同时对各步操作进
行优化�以避免假阳性反应�获得准确可靠的结
果。
2　材料与方法
2∙1　材料

马铃薯试管苗�接有病毒的普通烟草由本室保
存。标准毒源 （阳性对照）�健康对照�马铃薯 X
病毒 （PVX）、马铃薯 Y 病毒 （PVY）、马铃薯 S
病毒 （PVS）、马铃薯 M 病毒 （PVM） 和马铃薯卷
叶病毒 （PLRV）。抗血清及其相应的酶标抗体均
由国际马铃薯中心 （International Potato Center�
CIP） 提供�生化试剂均为 Sjgma公司产品。

　收稿日期：2001－08－06
　作者简介：李广存 （1972－）�男�助研�在读研究生�从事分
子生物学和免疫学研究。

2∙2　方法
2∙2∙1　DAS-ELISA法

第一步：制样和包被
①制样：用无毒塑料袋分别从试管苗和普通烟

草上 （接有病毒） 取直径约1cm 的叶圆片2片�
加入1ml 包被液 （其中加有特异抗血清） 研磨�
样品与包被液的比例为1／8 （w／v）�同时取健康样
品和标准毒源�按同样比例加入包被液研磨作为阴
性对照和阳性对照。

②点样：用微量进样器吸取样品�每孔加
150μl （包括阴性和阳性对照）�加样完毕后用粘
性胶带密封微量滴定板�置于37℃温箱内孵育
3h。

第二步：加酶标抗体液
用已备好的 PBS-Tween20洗涤缓冲液洗涤酶

标板�直至将植物汁液完全洗去�用 PBS-Tween
20＋2％ PVP-40酶标缓冲液分别稀释相应的5种
酶标抗体�对应向每孔加130μl 酶标抗体液�再
次用粘性胶带密封微量滴定板�置于37℃温箱内
孵育3h。

第三步：显色 （加底物溶液）
如上所述用 PBS-Tween20洗涤液洗涤酶标板3

次�每次3min。配制底物溶液并向每孔加100μl
底物液�室温放置�观察反应�并用酶标仪读数进
行结果判定。
2∙2∙2　常规 DAS-ELISA法

参照 Mclaughlin的方法［7］进行。
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3　结果与分析
3∙1　检测结果

采用常规的 DAS-ELISA 和局部改进的 DAS-
ELlSA法对试管苗和接有病毒的普通烟草进行病毒
检测�其检测结果一致�即阳性率一致。利用酶标
仪对检测结果进行读数判定�其结果与目测结果一
致�两种方法灵敏度一致。供试试管苗中5种病毒
检测结果均呈阴性�而接有病毒的烟草�其颜色的
深浅程度有所不同�若要对其量化分析�尚需进一
步研究。其中 PLRV 为带毒的马铃薯植株�来源
于 ClP。说明试管苗的脱毒效果非常好�完全达到
脱毒要求 （参照山东省脱毒马铃薯种薯生产标准）。
3∙2　简化程序�降低成本�更易于操作

改进的 DAS-ELISA 将常规 DAS-ELISA 中包
被和制样两步合成一步�大大缩短了时间�由原来
所需的3～5h包被和加上样品后过夜孵育约14h
缩短为3h�使本来进行一次 DAS-ELISA 一天半
的工作在一天内便可轻松完成。因病毒粒子与抗体
能特异结合�当包被和制样两步合成一步混合加样
时�抗体可吸附微量滴定板上�同时暴露在外面的
与抗体特异结合的病毒粒子则可再与酶标抗体特异

结合�达到与常规 DAS-ELISA 同样的目的。在进
行 DAS-ELISA过程中�将原来各步加样量一样改
为逐级递减�特别是在第二步加酶标抗体时�低于
第一步的上样量�避免了酶标抗体与未包被区域的
接触�减少了非特异性吸附�避免了假阳性的产
生。改进的 DAS-ELISA 中�勿需配制提取缓冲
液�而以包被缓冲液代之�对样品提取病毒�这样
可使检测成本降低5％～10％。。
4　DAS-ELISA检测中应注意的问题

DAS-ELISA是看似简单而实际操作起来并不
十分简单的实验技术�在进行 DAS-ELISA 的具体
实验过程中�往往会出现失误�根据 CIP 的经验
和近两年来试剂盒使用单位的反馈意见�现将进行
DAS-ELISA应注意的问题总结如下：
4∙1　pH值

pH值是影响检测结果的重要因素。由于各地
的条件不同�所使用的蒸馏水或去离子水的酸碱度
也会有所差异�因此配制出溶液的酸碱度也不尽相
同�有时会相差很大�特别是在配制包被缓冲液和

底物缓冲液时�最好用高纯度蒸馏水�并用酸度计
调 pH值�包被缓冲液的 pH 值以9∙6为宜�底物
缓冲液的 pH值以9∙8为宜�这两种缓冲液的偏酸
或偏碱将直接影响包被和显色。
4∙2　加样量逐级递减

加样量逐级递减可以有效避免一些人为操作造

成的假阳性。包被时加样量最多�以使每个孔充分
的较大范围的包被�加酶标抗体应低下包被时加样
量至少20μl�这样酶标抗体液的液面就可低于包
被液液面约0∙1mm�只要酶标板倾斜度不超过20
度时�酶标抗体液的液面就不会高于包被液液面�
若加量与包被时加样量一样多�因酶标抗体与抗体
一样可以与酶标板吸附�将极有可能因人为操作而
使酶标抗体吸附到未被包被区域�造成假阳性。滴
加底物液同样遵循上述递减原则�使底物仅与酶标
抗体-病毒粒子复合体上标记酶发生酶促反应。逐
级递减可以最大限量降低人为操作带来的假阳性。
4∙3　洗板

洗板是否彻底与检测结果中背景颜色的有无和

深浅密切相关。在进行 DAS-ELISA 过程中�涉及
到多次洗涤酶标板�以洗去未结合的抗体、病毒、
酶标抗体�以便得到准确可靠的 ELISA 结果。首
先�在洗板时要避免串样�串样可导致假阳性产
生。其次�在洗涤时�每一步第一次洗板应迅速倾
去洗液�特别是在洗涤样品时�第一次洗板迅速倾
去洗液�有利于将样品颜色洗去�若样品颜色不能
有效洗去�将会对结果观察带来影响�特别是用酶
标仪读数判定结果影响更大。第三�洗板所加洗液
应大于最大加样量�一般用180μl�以使洗涤充
分。
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　　青岛恒生源生态农业有限公司生物工程中心�
1999年新上脱毒马铃薯原原种生产。为了探索基
质配方对脱毒试管苗生长的影响�生物工程中心对
基质中大量元素和白糖的不同含量与常规培养基配

方进行了比较试验。
1　材料与方法

鲁引1号脱毒马铃薯试管苗。
配方试验对大量元素含量和白糖含量分别做了

6组处理。常规配方做对照 （CK）。重复10次。
pH值用 pH 试纸于灭菌前测试。表中基质成分含
量以每升溶液中的含量计算。

表1　基质配方
编 号

大量元素

（ml）
微量元素

（ml）
铁盐

（ml）
白糖

（g）
琼脂

（g） pH
1 150 10 10 10∙0 7 5∙8～6∙0
2 150 10 10 7∙0 7 5∙8～6∙0
3 150 10 10 5∙0 7 5∙8～6∙0
4 100 10 10 10∙0 7 5∙8～6∙0
5 100 10 10 7∙5 7 5∙8～6∙0
6 100 10 10 5∙0 7 5∙8～6∙0
CK 100 10 10 20∙0 7 6∙0
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　　培养温度：24～25℃；光照：16h／d；培养
时间：30d；光照强度：2000～3000lx。
2　结果与分析

调查内容：①根系状况、扎根率；②叶片颜
色；③平均茎节数。

表2　试验苗生长情况
编　号 根系

扎根率

（％） 平均茎节数 叶片颜色

1 细长 91 5∙2 深绿

2 细长 91 5∙2 深绿

3 特细、稀 75 3∙5 黄绿

4 细长 98 5∙9 深绿

5 细长 85 4∙3 浅绿

6 细而稀 84 3∙9 黄绿

CK 粗、短 95 4∙9 深绿

通过试验发现�在常规生产扩繁配方中�基质
其它成分含量不变�将白糖的含量减少50％�即
由原来每升溶液中加20g 减少至10g�会使扎根
率比对照增加3％�平均茎节数比对照增加1个。
基质4配方是脱毒马铃薯试管苗扩繁的最佳配方。
3　结　论

基质4配方组合�能降低生产成本�提高脱毒
马铃薯扩繁苗的质量和产量。
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