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马铃薯块茎青枯病菌潜伏侵染的酶联免疫学检测

谢从华�柳　俊�张克顺
（华中农业大学　湖北武汉　430070）

摘　要：试验采用武汉市场上来源不同产地的7份马铃薯材料�用 CIP 提供的 RS-NCM-ELISA试
剂盒进行了块茎青枯病菌携带情况的检测。试验结果显示�应用该试剂检测马铃薯块茎青枯病菌携带
情况具有较高的灵敏度；检测前样品的富集时间对检测结果具有明显的影响�其最佳富集时间为
48h；不同来源的马铃薯块茎携带青枯病菌的程度具有显著差异。
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1　前　言
马铃薯青枯病 （ Bacterial wilt） 是由 Ralstonia

solanacearum （RS） 引起的细菌性病害�也是我国
南方马铃薯产区的主要细菌性病害。每年因此造成
的产量损失大约在10％～15％�发病严重的地块
产量损失可达80％乃至失收�给马铃薯生产带来
严重威胁〔1〕。由于青枯病为细菌性病害�植株感病
是系统性侵染�因而青枯病的药物防治十分困难。
长期以来�人们试图筛选一些抗菌素用于青枯病防
治�如四环素、青霉素、多菌灵、放射菌酮等�但
试验效果均不理想�在埃及�放射酮的使用反而增
加了青枯病的发生率�其它如生物防治目前还在进
一步研究中〔2�3〕。因此�农业栽培技术成为控制青
枯病发生和蔓延的重要途径。青枯病可经土壤和种
薯传播蔓延�而种薯带菌又是马铃薯青枯病历年发
病和远距离传播的主要侵染源�由此可见�控制种
薯病原菌是防治青枯病蔓延的重要措施。目前�我
国的种薯生产大多在田间自然条件下进行�有些地
区甚至没有正规的种薯生产基地和措施�一些边远
地区常常只是按海拔高度进行换种�不仅种薯质量
低下�而且造成病害蔓延。近十几年来�对于病毒
病的控制已经有了相对配套的脱毒种薯生产和检测

体系�而青枯病的控制一直没有适宜的方法�特别
是没有一种实用的快速检测方法�从而很难预测种
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薯的潜伏侵染情况�研究一种快速、准确、简便的
青枯病检测技术以确保种薯质量是防治青枯病蔓延

急待解决的问题。
国际马铃薯研究中心 （CIP） 研制的 RS-NCM-

ELISA试剂盒�为青枯病的快速检测提供了一个新
的有效方法。本试验的目的在于探索试剂盒在种薯
检测中的操作方法以及各种参数如样品富集的适宜

时间等�为试剂盒的生产应用提供可供参考的实验
方法�为利用试剂盒检测种薯青枯病携带情况提供
试验依据。
2　材料与方法
2∙1　测试材料

测试材料采用武汉市场来源于不同产地的马铃

薯块茎。
表1　试剂材料来源

编　号 1 2 3 4 5 6 7
产地

武　汉

江厦区

武汉东

西湖区

广　西

桂　林

湖　北

长　阳
内蒙古

湖　北

恩　施

华　中

农　大

2∙2　试剂及试验用品消毒
检测 RS-NCM-ELISA 试剂盒由 CIP 提供�试剂

配制按试剂盒说明书提供的方法配制。所有试验用
品和试剂均用高压蒸汽灭菌 （试剂盒中已注明为无
菌的试剂除外）。
2∙3　检测方法
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2∙3∙1　制样
马铃薯块茎用自来水冲洗干净�沥干水份。称

取50g块茎样品用10％ NaOC1浸泡5min进行表面
清毒�然后用无菌水清洗三次。在无菌条件下用刀
片将块茎切成碎片�再将其转移至一250ml的三角
瓶中立即加入70～80ml的抽提液�摇匀后置于碎
冰上避光静置30min左右 （不要超过1h 以防酚氧
化） 以使碎片沉积。
2∙3∙2　富集

将试剂盒中提供的10×SMSA （半选择培
养基 ） 稀释到1×�每个样品用12个指形
管�每管加入0∙5ml SMSA （1×） 和0∙5ml抽提
样品的上清液。每个样品均分成3组�每组
4管�分别设置0h 、24h 、48h的富集时间�
对照采用无菌蒸馏水加 SMSA 培养基。富集在
温度30℃条件下全黑暗培养�培养期间每天
手摇样品3次。0h的处理在加样完成后即置
于－20℃冰箱中储存以备点样�富集完成后
所有处理均储存在－20℃冰箱中备用。
2∙3∙3　点样

取一20×15cm的磁盘或塑料盒并在其中加入
30ml TBS （Tris 缓冲盐水）�将三张硝酸纤维素膜
慢慢放入其中浸泡5min�避免产生气泡。同时取2
张无菌滤纸重叠平放在一干净的玻璃板上�在其上
再放2张用 TBS 湿润的无菌滤纸�然后将浸泡好的
膜轻轻放在滤纸上�避免形成气泡。待膜表面的液
体吸收干净时开始点样。取出不同富集时间的处理
样品�用微量加样器取20μl点样在准备好的纤维
素膜的小方格里�每个样品点一行�共7行�第8
行为空白对照。同一富集时间的处理点于一张膜
上。点样时要注意污染�所有吸头、用品均要灭
菌�操作时要带手套。点样完成后�将膜置于一干
燥的无菌滤纸上自然干燥60min�然后将其夹放在
两张滤纸之间储藏备用。点样过程中吸头尖端轻轻
接触膜使液体慢慢扩散�不要让液体滴下�否则点
样的圆点大小不匀。
2∙3∙4　血清学检测

固定：取30ml固定液于一直径15cm的平皿
中�将已点样并干燥的膜与试剂盒中提供的阳性对
照膜一起放入固定液中�注意避免产生气泡。然后
将其置于摇床上�室温下用50rpm的速度振荡温育
60min。

RS抗体结合：弃除固定液�在平皿中加入
30ml抗体溶液�在上述温育条件下固定2h。

酶标抗体结合：弃除 RS 抗体溶液�在100rpm
条件下用 TBS 洗膜3次�每次3min�用 TBS30ml。
弃除最后一次洗液后�加入30ml酶标结合溶液在
上述同一温育条件下固定60min。

显色反应：弃除结合液�按上述洗膜方法洗膜
3次。弃除最后一次洗液后�按25ml／膜的量加入
显色液 （NBT／BCIP）�显色反应一般在20min左右�
当阳性对照呈现紫色时停止显色反应。弃除显色
液�用自来水彻底冲洗硝酸纤维素膜以除去残留的
显色液�然后将膜置于滤纸上干燥�干燥后的膜夹
在两张干净滤纸间保存。
3　结　果
3∙1　检测敏感性

试验结果显示�由 CIP 研制的 RS-NCM-ELISA
试剂盒检测灵敏性较高。加入显色液后阳性对照
4min即开始显色�16min即可定色�此时阳性对照
中108bact／ml的点呈深紫色�106bact／ml为浅紫色�
不同细菌含量的点可以明确区分开来 （见图版中阳
性对照）。
3∙2　不同富集时间对检测结果的影响

不同富集时间的样品点样检测的结果显示�富
集时间对于观察不同样品病原菌的携带情况具有显

著影响。当样品不富集时�7个不同来源的样品几
乎看不出差异�与空白对照的差异也很小 （见图版
1）。富集24h 的处理不同样品间的差异已开始呈
现出来�特别是样品与空白对照的差异已趋于明显
（见图版2）。富集48h的处理各样品间的颜色差异
已十分明显�可以根据阳性对照提供的标准作出各
样品带菌情况的准确判断 （见图版3）。
3∙3　不同来原的马铃薯块茎携带青枯病菌情况

从富集48h 的样品检测膜的显色反应可以看
出�在本试验材料中�来源于武汉江夏区和广西桂
林的马铃薯块茎携带青枯病菌情况比其它材料严

重�与阳性对照比较�样品细菌含量在106～107／
ml。来源于恩施的样品其颜色与阳性对照中105／ml
相当。来源于内蒙古的块茎样品检测中基本没有颜
色反应�与空白对照一致�其它块茎样品的显色反
应均比阳性对照中105／ml 浅�说明样品的带菌量
低于105／ml。
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图版1　样品不富集时的检测结果

图版2　样品富集24h的检测结果

图版3　样品富集48h的检测结果

4　讨　论
马铃薯生产中的一个重要环节是种薯生产。自

70年代以来�脱毒种薯的生产和病毒检测已基本
用于世界各地的马铃薯生产区。然而�种薯生产中
除病毒以外的病原菌携带情况的检测一直是健康种

薯生产中力求解决的课题�特别是对马铃薯危害较
大又可以通过种薯传播的细菌性病害－－－青枯病的
种薯检测更是急需解决的难题〔4〕。然而�长期以来

沿用的病菌分离、培养鉴定方法因试验周期长、灵
敏性低而难用于种薯检测的实践中。由 CIP 研制的
RS-NCM-ELISA试剂盒�其试验周期短、试验操作
相对较为简单�是一种实用性较强的应用性试剂
盒。由于采用硝酸纤维素膜代替了酶标板�并且提
供了一定范围的阳性对照�使得试验中不需要酶标
检测仪而在普通实验室即可进行〔5〕。同时检测结果
可以在膜上长期保存这更有利于种薯的质量管理。
从试验采用的不同产地马铃薯块茎样品的检测结果

显示�其检测灵敏性较高�检测结果反映了青枯病
的自然分布状况。产于南方、西南高温多湿地区的
马铃薯块茎青枯病携带量较高�这与自然条件下的
青枯病发病情况是一致的。而产于北方内蒙古地区
的马铃薯块茎基本上不携带青枯病�这与北方地区
通常没有青枯病发生也是一致的。

在使用 RS-NCM-ELISA 试剂盒检测时�对样品
病原菌进行一定时间的富集是必要的�特别是样品
本身带菌量较少时�富集可以提高检测的灵敏性。
从试验采用的三个不同富集时间的检测结果可以看

出�当样品不富集 （0h） 时�检测结果很难显示
出差异；富集24h的处理�样品间已开始呈现差
异�某些带菌量较高的样品可以从中区分开来�但
样品间的差异仍然不明显；富集48h的处理�各样
品间带菌量的差异已十分明显�带菌量少的样品也
可与空白对照明显区分开来�从而说明试验结果真
实地反映了各样品病菌的携带情况。从本试验结果
也进一步说明�从市场上随便购买种薯�在很大的
机率上会带来青枯病的蔓延与危害。

由于 RS-NCM-ELISA 试剂盒检测是样品细菌性
青枯病菌携带的情况�因而在试验操作中必须保持
无菌操作�特别是在点样之前的样品处理、试剂准
备等环节要严格避免其它细菌的污染�所有用品菌
应高压灭菌�试验操作应尽可能在无菌环节下进行�
以保证试验结果的真实性。在本试验中�采用了同
一样品同一处理多重复点样 （13次重复）�目的是保
证试验结果的准确性。试验结果显示�同一样品同
一处理的各点在颜色上是一致的�也就是说只要点
量和点样方法一致�同一样品的点样可以适当减少�
以提高每张膜的检测样品数�使检测更为经济。
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ABSTRACT： Potato tubers purchased in Wuhan market from seven sources�were used for detection of Ralstonia
solanacearum using RS-NCM-ELISA kit kindly provided by CIP （Interrnational Potato Center）．The results showed that
the kit was sensitive and applicable to potatoes．Variations in degree of infection among samples from different locations
were identified�indicating a high risk of using these tubers as seeds．The time of bacteria enrichment before detecting
affected the results remarkably．We confirmed that the approieet time for enrichment was48hr under the conditions of
this expriment．
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