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晚疫病
、

环腐病
、

黑茎病
、

青枯病及病

毒病是危害我国马铃薯生 产的 �种主要病

害
�

其中病毒病发生最普遍
，

白�� 年代以

来一直是闲扰我国马铃薯生产的主要因素
，

引起马铃薯的退化
，

大幅度降低产里
，

马铃

薯 � 病 毒 �����
、

马 铃 薯 � 病 毒

�����
、

马铃薯卷 ���
，

病毒 ������
、

马铃

薯 �病 毒 ����� 及 马铃 薯块 茎类 病 毒

���丁��是 中国马铃薯的 �种主要病毒及

类病毒
，

而且某些病毒株系分化明显
。

培育

抗病品种及脱毒种薯是减轻病毒病危害
，

提

高马铃薯产里的重要措施
。

快速
、

准确
、

灵

敏
、

特异的病毒检测方法是提高育种速度
、

保证脱毒效果的关键
。

传统的多克隆抗体效

价低
，

特异性差
，

不能区分株系
，

使病毒检

出水平受到影响
。

采用细胞工程杂交瘤技术

研制生产的单克隆抗休效价高
，

特异性强
，

叮显著提高检测灵敏度
，

在马铃薯病毒检测

方面具有重要的应用价依
，

木文是我们所作

关于 ���
、

��� 单克隆抗休及应用研究的

总结
。

�����
，
���一 �� 株 系

，
���一 � 株 系 及

���一��� 株系�做免疫和筛选抗原
，

采用

�种免疫学方法 �普通免疫及诱导耐受性免

疫�
，

经数次融合
，

建立 了 �� 株稳定分泌抗

��� 株系特异性单克隆抗体的杂交瘤细胞

系
。

其中
，
�个对 ��� 普通株系

、

�个对 ���

轻斑驳株系
、

�个对 ���一��及 ���一� 株

系有特异反应
，

其它 �个与供试 �个 ��� 株

系均有较好的反应
。

�� 个杂交瘤细胞系在克隆化 �次之后
，

再

传代培养 �� 代以上并经液氮多次冻存
、

复苏

以及液氮冻存 �一 �年后仍表现稳定
，

日前
，

经复

苏观察
，

测定发现细胞仍长势良好
，

抗体滴度及

特异性不变
。

测定表明�

�
�

腹水抗体 ���� 滴度达 ���� ���以

上
，

细 胞 培 养 上 清 液 中 的 抗 体 滴 度 达

�����一 ����
，

琼脂糖双扩散证明其免疫球蛋

白属 ��� 亚类
。

�
�

中和试验表明
，

随着抗体浓度的增加

，��� 的枯斑寄主千 日红上的枯斑数日逐渐减
少

，

抗体的中和滴度为 ���护
。

� 抗体和 �、�
、

�
，

��
、

���
、

���
、

�沮” �
、

���等病毒无交叉反应
。

�
�

抗体较稳定
，

耐冻融漩酸按沉淀
、

冻干
。

� 马铃薯�病毒的单克隆抗体

白 一���年至 ����年
，

用 ��� 的 �个株

系 ���� 普通株系 ����
，

��� 轻斑驳株系

� 马铃薯丫病毒的单克隆抗体

��� 单克隆抗体的研究始于 ���� 年
，

供

试 抗 原 为 ��� 的 �个株 系一一����
、
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����
、

����
�

��料 至 ����年
，

获得了 ��

个稳定分泌 ��� 株系特异性单抗的小 鼠杂

交瘤细胞株
，
����至 ����年又成功地建

立了 �个分 出 ��� 单抗 的大 鼠杂交瘤细

胞株
，

其中 �个小 鼠单抗
、

�个大 鼠单抗

对 ��� 。 ，
�个小 鼠单抗

、

�个大 鼠单抗

对 ���� ，
�个单 抗 对 ���� 有 特异 反

应 � 其它 �个小鼠
一

单抗
，

�个大 鼠单抗对

供试的 �个 ��� 株 系均有反应
。

测定表

明�

�
�

小鼠单抗的腹水 ����� 滴度达 ��

�� ���以上
，

细胞培养上清液滴度达 ��

����
，

大鼠单抗的腹水 ����� 滴度可达 ��

���一 ����，。

抗体免疫球蛋 白除 �株大鼠

单抗为 ��� 外
，

其余所有 单抗均 为 ���

亚类
。

�
�

无 论 大 鼠单 抗 还 是 小 鼠单 抗 与

���
、

���
、

���
、

���
、

���� 和

���� 等植物病毒均无交叉反应
。

�
�

通过交叉封闭试验发现 ���� 株系

至少存 在 �个 不 同的抗原 决定簇
，

��� 。

和 ��� � 至少 各有 �个 不 同的抗原决定

簇
。

�
�

大 鼠单 抗对 环境
、

温度
、

离子 浓

度
、

冻干
、

冻融具有一定的耐性
，

理化性

质较稳定
。

述 纯 化后 可集 到 �一 ��� 抗体免疫球 蛋

白
，

每 毫 升 收 大 鼠 腹 水 可 收 集 到 �一

����
。

将纯化的抗体免疫球蛋 白分别用辣根

过 氧 化 物 酶 ����� 及 碱性 磷 酸 脂 酶

���标 记
，

将标 记好的抗体分装冻干
，

每

只冻干抗体可检测 ���份样品
。

� 抗体生产

抗体生产主要在小 鼠和大 鼠腹腔内进

行
。

何只小 鼠平均产 �一 ��� 】 腹水抗体
，

甸只大鼠平均产 ��一 ����
。

� 检测方法

近几年来
，

我室发展 了 �种灵敏
、

快

速的病毒检侧方法 �

�
�

间接 ����� � 待检样 品 �抗原��

第一 抗 体 �抗 病 毒 单 抗 � 十第
一

二 次抗 体

�酶标抗体��底物
。

�
�

双抗体夹心 ����� � 包被抗体�待

检样品十抗病毒单抗一酶结合物�底物
。

。
�

硝 酸 纤 维 素 膜 � ����

一 ����� � 待检样 品点样十抗病毒单抗�酶

标第 二抗体�底物
。

�
�

组织印迹 ����� � 待检样品印迹 十

组织抗病毒单抗一酶结合物十底物
。

其中
，

第 �种方法主要用于检测纯化

的抗原
，

筛选抗休阳性细 胞孔 � 第 �
，

�

种方法主要用于实验室 内检测样品
，

要求

实验室具备有一定的条件
，

而第 �种方法

用于 田 间直接测定
，

在 �
�

�小时内即可获

得实验结果
，

而且灵敏度较高
。

� 抗体的提纯及酶标记

腹水抗体经过 �次硫酸钱沉淀
，

透析

�次 �有一 次过夜 �
，
�������� ����柱

层析 即可得到 比较纯 化的抗 体免疫球 蛋

白
�

试验测定表明 � 娜毫升小 鼠腹水经上

� 抗体应用

��� 病毒调查

用单克隆抗体较大规模地调查我国马

铃薯主产 区 的 ��� 或 ���
，

已进行 了 �

次
。

����年对采 白我国 �个省市马铃薯产

区 的 ���份样 品进行 了检测发现 ��� 带

毒率达 ��
�

��
。

被检测的 �个地 区
，

马铃

薯感病程度 变异很大
，

其 中陕西
、

宁夏
、
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四川
、

广东
、

北京
、

上海在 ��� 一 ���之

间
，

而内蒙古
、

黑龙江两地则只有 ���和

���
。

由北 向南 ��� 带毒率依次增高
。

�

个株 系 中
，
��� 。 占检 出 ��� 样 品数的

��
�

�� 一 ����
，

平均 ��
�

��
，

是我 国的

主导株系
，

而 ���� 株系检 出率较低��一

��
�

���
，

平均 为 �
�

��
，

且 内蒙
、

陕西
、

宁

夏
、

上海
、

北京等五处均未检到 ��� 株

系
。

��� �
株系居 中

。

不同株系的复合感

染率各地差异很大
，

在 �一 ��� 之间
，

平

均为 ��
�

��
，

其中以 ��� 。 与 ���� 复合

感染为主
。

����年用新研制成功 的大 鼠 ��� 单

抗对采 白黑龙江
、

内蒙古
、

甘肃
、

北京
、

河北
、

��一东
、

四川 的 ����份马铃薯样 品

再次进行检 测
。

结果 表明 ��� 带毒率 占

��
�

��
，

从 中选出 ��� 份阳性样品进行株系

检测
，

其 ���� 株系
，’���

�

����
，

而 ��� �
株

系 ���’ ��
�

��
，

��� 以 上 为 �株 系复合感

染
，

这 �次调查结果表明
，

近年来
，

由于

在我国大面积推广脱毒种薯
，

马铃薯 � 病

毒感染程度有逐渐减轻 的趋势 � 在株系群

中 ��� �
株系呈上升趋势

。

而 ���� 株系

则呈 卜降趋势
。

����年同时检测 了 ��� 的感病程度

及株 系分 布
。

结 果 表 明
，

��� 带 毒 率
��了

��
�

��
，

���一�� 和 ���一 � 株 系
‘
��少毒

率占 ���
。

其中 ��� 普通株系 占检 出样

品的 ��
�

��
，
��� 轻斑驳株系 占检 出样

品的 ��
�

��
。

���� 年 的 检 测 结 果 揭 示 出 ���
、

��丫 仍是我 国马铃薯产 区 的 �种主要病

毒
，

并且大多数样品为二者复合感染
。

��� 脱毒马铃薯生产与推广

白 ����年
，

我们就发现国内许多
‘

脱

毒
”

马铃薯试管苗
，

实 际上并没有 完全脱

毒
，

经过
“

脱毒
”

处理的试管苗带毒率仍达

��� 左右
，

即使某些从关国进 �
一

百的马铃薯

品种脱毒 试管苗
，

例 � “

布 尔班 克
” 、 “

林

海
” 、 “

夏 波 蒂
”

仍具有 相 当高 的带 毒 率
，

����年调查发现以上 �个品种脱毒试管苗

繁殖 的后 代
，

其块茎 ��� 带毒率分别是

��
�

��
，

��
�

��
，
�

�

�� �叶片 ��� 带毒率

分别 ��
�

��
，

��
�

�� ��
�

�� � 块茎 ���

带毒率分别是 ��
�

��
，

��
�

��
，
�

�

�� � 叶

片 ��� 带毒率分别是 ��
�

��
，

��
�

��
，

��
�

��
。

用免疫电镜技术也证实了上述实

验结果
。

针对上述情况
，

自 ����年我们与河

北省 围场县 �全 国马铃薯种薯生产基地�

合作
，

将单克隆抗体用于围场 县马铃薯原

种场脱毒种薯的病毒检测
。

经过近几年的

努力
，

该原种场 的马铃薯原种带毒率 已降

至 �� 以下
，
���� 年全 县播种脱毒马铃薯

��
�

��万 亩
，

占马铃薯播种而积 ��
�

���
，

亩增 ���
，

���
，

如按每千克鲜薯销售 �
�

��

元
，

亩增 ��
�

� 少已
，

总增效益 ����万元
。

这些工作在围场产生 了巨大的经济效益
。

� 讨 论

�
�

� ��� 单克隆抗体

本实验所用 的 �个 ��� 株系是 国际

上几个典型 的株系
。

其中 �� 株系具有打

破抗性基因的特性
，

除在南美发现外
，

尚

未在其它地 以发现
，

�� 株系的存在及传

播对马铃薯育种是一潜在的威胁
。

由 于该

株系和 ��� 的其它株系在马铃薯上引起

相似的症状
，

而用多克隆抗体又不能 区分

它们
，

因此在研究 ��� 株 系特异性单抗

的过程 中重点放在筛选 �� 株系特异性的

单抗
。

实验证明
，

靠传统的免疫方法很难

成功
，

而采用诱导免疫技术
，

通过对新生

����� � 小 鼠免疫 诱导其对 �� 株系以

外的其它 ��� 株系的耐受性
，

从而较易地

获得 了抗 �� 株 系 单克隆抗体
，

这些抗体

虽然和 � 株系尚有交又反应 �原因是 ��

株系和 � 株系抗原决定簇 可能相同
，

或由
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于 � 株系较不稳定
，

免疫小鼠前降解程度

较大
，

没起到免疫 诱导作用�
，

相 比较而

言大大提高了其特异性
，

由于 � 株系是最

能代表 ��� 的一典型 株系
，

因此这类抗

体具有相 当重要的应用价值
。

��� ��� 单克隆抗体

��� 是众多的马铃薯病毒中株系分化

最明显的病毒
，

木研究获得了对 �个株系

都具有特异反应 的单抗
，

获得 了抗 ���

的大鼠单抗
，

后者在植物病毒单抗研究方

面还是第一次
，

单只大 鼠的腹水产量是小

鼠的 ��一 ��倍或更高 、 腹水 的效价与小

鼠单 抗 的 腹 水 几 乎 相 当
，

单 只 大 鼠抗

��� 单抗的研制成功 为 ��� 的检测提供

较为廉价的试剂
。

但是大 鼠杂交瘤的退化

问题较为严重
，

某些杂交瘤在大鼠腹 中不

能诱发腹水
，

其原 因及控制措施正在研究

之中
。

木研究采用脾脏免疫方法
，

免疫周期

短
，

可节约大量抗原
，

对某些产童较低的

病毒是一好方法
。

实验证 明 已得 ���
、

��� 抗体理 化

性质较稳定
，

对环境
、

温度
、

离 子浓度
、

冻干
、

冻融具有一定的耐受性
，

这对 �
几

抗

体的贮藏
、

运输及推 �
‘ 一

应用有着甭要的指

导意义
。

��� 抗体的应用

本研究获得 的抗体对于 ���
、

���

病毒调查
、

株系鉴定
、

抗病育种
、

国内外

检疫具有重要的应用意义
。

截止 目前
，

国

内多家科研生产 单位使用我们的 单抗检测

样 品达万份
。

特别 白 ����年来我单位和

河北省 围场县农业局合作将单抗用于其原

种场的脱毒薯的病毒检测上产生 了巨大的

社会经济效益
，

这一项工作 ���在向全国展

开
。
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