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应用间接酶联免疫吸附试验

检侧马铃薯环腐病

谢云陆 何礼远

�中国农业科学院植物保护研究所�

要

用马铃薯环腐菌菌才朱���������和 ���，
兔疫家兔得到效价 ������ 的 杭

血清
。

通过硫 酸按沉淀 法和����柱层析提取免疫球蛋 白�����
。

应用间接 �����

检测 了马铃薯环屑菌及其供试样品
。

结果表明
�
免 疫 球 蛋 白 最 适 浓 度 为 ����

雌���
，
晦标记羊杭 兔结 合物的最适稀释度为 ��������

，
检刚环腐菌的灵教度为

�� ��
�
��户�� 】，

用 ���尸����� 和 ���
，
的 工�� 同马铃薯黑胫病菌

、

软肩病菌和

青枯病菌矛不发生反应
，
用间接 ����� 可 以检 出轻度感病或受其它细 菌二次感染

腐烂 的环肩病著块
。

马铃薯环腐病 ����二�������’�。 。 ‘���
�

夕����� ��
�

万。�������。 脚 �������
，

�

�����
�

� ��� 是我国对内重要植物检 疫 病

害之一
。

口前常用的检验方法主要有症状观

察
、

草兰氏染色和病原培养鉴定等
。

但当感

病较轻或与其它病害混合感染时就往往难以

准确鉴定
，
而且上述检验程序需 要 时 间 较

长
。

为此
，
寻找一种准确

、

快速
、

简便易行

的检测方法是当前马冷薯种薯繁育生产中迫

切需要解决的间翘
。

酶联免 丈及附试脸 ������� 通�� 年

代发展起来的一项新的血清学技术
。

��
���

等 ������ 首先用 ��玲� 技术测定植物病

毒
，

并提出完整的检测 程 序
‘�， 。

��������

������用它检测植物病原细菌获得成功
‘�’ 。

本文报告我们应用间接 ����� 方 法检

测马铃薯环腐病茵及其感病薯块的结果
，

肯

定了这一方法可作为种薯检验的重要技术环

节
。

材 料 和 方 法

一
、

抗血清制备

�一�免疫动物为北京大耳 白健康 成 年

雄兔
，
体重 �����

，

免疫前试血
，

自然 抗

体为阴性
。

�二�免疫 抗 原 选 用 具 有 致 病 力 的

��尸�����。 和 ���
�

两个菌株�详见表��
。

抗原细菌在酵母膏
、

蛋 白陈
、

葡萄糖琼

脂培养基上培养 �天
，

用灭菌生理盐水洗下

制成菌悬液
，

离心 ����������� ��分钟
，

收集沉淀物
，
用灭菌生理盐水 洗 涤 离 心 �

次
，

最后用生理盐水配成 �� ��
’ 。��件���的

菌悬液
，
供免疫用

。

�三�免疫注射程序
�

第 �
、
�次注射量

为 �
�

�� �和 ���
，

加等量福氏不完全佐剂
，

采用肌肉注射
，
间隔时间为 �周

。

以后每次

注射递增 。 �

���
，

均为耳静脉注射
，
间隔时



马铃薯杂志
，
第 �卷

，
第 �期

， ����

表 �
�

供试菌种 的 来 源
���������曰�目�������� �奋 ，

甘� 护州 叹，� � 司�‘ �� ，州�自�
�比

��二�，��，，州��‘ 肠�����声��
�州抽� �匀� ����‘ ��������� �，铸������月，�二��

茵 株 号

����

��盆

���

���

���

���������

�����

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�

过氧化物酶标记羊抗兔结合物为北京生物制

品研究所产品
。

所用溶液有包被溶液�。
�

��

���
�

� 碳酸盆缓冲液�
，
洗涤溶液 〔 。

�

���

�� �
�

���� �含�
�

���吐温���〕 ，
稀释溶液

�牛血清白蛋白用洗涤溶液稀释 成 �
�

���
，

底物溶液 �成分为 ��
一

联大茵香胺无水甲醇

溶液 �
�

���
，
�

，

��� �� ��� �����
，
���

过氧化氢 ����� 和终止溶液 ��� 盐酸�
。

四
、

测定方法

�一�间接 ��巧� 试验基本按照 朱 培

坤及文献 〔�，
�〕进行

。

�二�间接免疫荧光技术 ������ 和琼

脂双扩散 �����检测法参照文献 〔 �〕 。

����

���
。

来 派

从黑龙江省农科院马铃薯研究所病薯分离

从河北省坝上农科所病薯分离

从青海省农科院植保所病薯分离

农妆渔业部植物检疫实验所保存菌株

巾国农科院植保所检疫组保存菌株

英国国立植物病学细菌保藏中心

环 �离菌菌株

西德联邦生物研究院 ������ 博士提供的法

国环腐菌菌袜

西德联邦生物研 究院 ������博士提供的马

铃薯软腐菌菌株

西德联邦生物研 究院 �����
�
博士提洪的马

铃薯黑胫病菌株

我室分离保存的马铃薯青枯病菌株

北京农业大学植保系生防室提供的枯草 抱

杆菌 试 验 结 果

�’�� �天
。

第 �次注射后
，

进 行 �次 强 化 免

疫
。

应用耳静脉和心脏采血
，
以试管凝集法

测定效价
。

抗血清的滴定度为 ����通�
，

抗血

清中加 �
�

��� 叠氮化钠
，

放于冰箱中保 存

备用
。

二
、

免疫球蛋白 �����的提取

取抗血清 ����
，

加蒸馏水 ����
，
然 后

滴加饱和硫酸按 幼��
，
在室温下放置 �� 分

钟
，
�

‘

� 下
，
以 ���������离心 ��分钟

，

弃上清液
，

用 ������缓冲液 ��
�

��� ��

�
�

��溶解
，

装入透析袋内
，

在 �����半浓

度 ���里于 �� 冰箱中透析 �次
，

每 次 �

小时
，

将上述透析液通过 ���� 纤维素层析

柱
，
并用半浓度 ���淋冼

，

分管收集流出

物
，
将各管分别在紫外分光光度计 ���祖��

波长下测定光密度医
，

调节光密度值到�
�

�
，

即相当于 ��� 浓度 ������
，

经 分 装 后
，

于 一 ��℃保存备用
。

三
、

试验材料

采用上海产 ��� 型酶标比色计
，
滴定板

为天律产��凹孔聚苯乙烯微量反应极
，
辣根

一
、

最适免疫球蛋白的浓度测定

固定环腐菌 ���
，
抗原浓 度 为 �� ��

宁

��林�二�
，

阴性对照抗原为马铃薯青枯病菌

��
、 �，

辣根过氧化物酶标记羊杭兔 结 合 物

工作浓度采用����
，

对一系列稀释的�、 ��

吨�川 抗 ���
，
免疫球蛋白进行反应

，
加入

联大菌香胺底物溶液后
，
测波长 �����的光

密度值
。

结果表明
，
间接 ����� 反应所需

免疫球蛋白适宜浓 度 为 �、 ��林�����详见

表 ��
。

二
、

最适辣根过徽化物酶标记羊杭兔结

合物工作浓度的选择

包被环腐菌 ���
、
杭原 浓 度 为 �� �了

��件���
，
阴性对照抗原为马铃薯青枯病菌

���。 。

每 ��含 �卜�的免疫球蛋白用于吸附

抗原
。

对 ��、 ��� 倍一系列稀释 度 的 辣 根

过氧化物酶标记羊抗 兔 结 合 物 进 行 间 接

�����试验
，
测定波长 ���二� 的光密度值

。

结果证明
，
辣根过氧化物酶标记羊抗兔结合

物的稀释度以 �������� 为适宜
。

为 了 防

止非特异性
，

辣根过氧化物酶标记羊杭兔结

合物可选用 �����为工作浓度
。
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表 �
�

兔疫球蛋 白适宜浓度的选择

反应条件 � � � � 空白对 �里 阴性对 照

包 被 抗 原 ���产����

兔痰球蛋白 �拌����

羊抗兔酶标结合物 �稀释度�

颜 色 反 应

光密度值 �波长������

�� ���

��

����

才占 红

�
。

��

�� ��� �� ��� �火 ��� �火 ��� �� ��� � 洲 ��� �� ���

� �
�

� �
�

� 马 �� ��

枯 红

�
。

��

���� ���� ���� ����

枯 红 浅枯红 浅桔红 微 红

�
�

�� �
�

�� �
�

�� �
�

��

� ���

三
、

特异性测定

应用抗 ��������� 和 ���，
血清制备

的免疫球蛋 白
，

分别与 �� ��
“
��件���浓度

的 �个环腐菌菌株
，

以及马铃薯上其它病原

细菌和非致病菌进行反应
，

结果见表 �
。

表 �
�

间接�����对环腐菌特异性的侧 定

光密度值 �波长 ������

被检抗原
��������� ��� ���� ���

���������

����

����

���

���

����

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

���

���

���
�

�
。

���

�
�

���

�
�
���

�
�

���

�
�

���

�
。

���

�
�

���

�
。

���

�
。
���

�
。

���

�
。

���

�
�

���

�
。

���

�
。
���

�
。

���

�
。

���

�
�

���

�
。

���

�
。

���

�
�

���

���

���

试验证明
，
用上述两种免疫球蛋白�娜��

瓜�可以分别检出不同来源的环腐菌菌株
，

而

马铃薯上其它病原细菌及非致病菌均呈阴性

反应
。

四
、

灵敏度测定

采用适宜的免疫球蛋 白浓度 �协����和

酶标记羊抗兔结合物工作浓度�����
，
对每

��含不同菌量的环腐 菌 ���
，
进 行 间 接

����� 反应
。

试验表明
，

应用间接 �����

可以检出抗原最低浓度为 �� ��“
��川��

，

比琼脂双扩散法 ����� 灵敏度
��污���。倍

，

是间接免疫荧光 ���人��的灵眺度的 十 分

之一
。

五
、

应用间接 �日��试验检测 马 铃 薯

样品

供试环腐病薯块样品均为轻度感病
，

症

状不明显或受其它细茵再侵染的腐烂曹块
，

由黑龙江省马铃薯研究所和河北省坝上农科

所提洪
。

青枯病薯块采于河北省 坝 上 农 私

所
。

软腐病薯块和感环腐菌的茄苗均为人工

接种所得
。

先将每份供试样品洗净
，

从薯脐

处取样 “��，

切 成 小 典
，

加 “����吕�一 ““二

温 ��
，

然后用高速 组 织 匀 浆 器 ��������

����将薯块粉碎匀浆
，

室温静置 �。 分钟
，

抽滤 �滤 纸 型 号 �口艺
，

中 速 �
，

将 滤 液 在

���������� 下离心 �� 分钟
，

弃上清液
，

取

沉淀物一半
，

用 ����包被溶液配 成 忌 液 作

间接 ��工�� 用
，

另一半存于冰室作 ����

检测
。

试验于��凹孔聚苯乙烯微量反应板上进

行
，

抗 ���，
免疫球蛋自浓度为 �林����

，

酶标记结合物工作浓度为���。 。
，

加联大简

香胺底物溶液后
，
置 ���下��分钟

，

以�卯�

��盐酸终止反应
，
于酶标比色计 ����� 波

长下测定光密度道
，

检测结果见表 �
。

结 果

表明
，

应用间接 ��工�人 方法可以把轻皮分

病或受其它细菌再侵染的腐烂环鹰病薯块检

测出来
，

而青枯病薯和软腐病薯均呈阴性反

应
。

采用 工���检测时所得结果基本相同
。
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表 �
�

应用间接 ����� 检测

马铃薯薯块样品

间接 �����

�光密度值� 菌数�视 野��
’

看 乡丈 们
、

比�

——
一

� � � �
����，����

一 �
�

� ���

一
一

一
一

� 一
� 一

��
�

一�
�

一
��

一 �
�

�一

轻度感病 �块 �
�

��

轻度感病 �块二 次感染 。 �

���

症状明显 �块二 次感染 �
�

��

腐烂病薯 �块轻度感病 �
�

��

茄苗叶片 �片 。 �

���

青枯病病薯 �块 �
�

���

软腐病薯 �块 �
，

��

健薯 �块 �
�

招

��������� �
�

���

�� �����
� ，�边�

空 白对照 �

�
。

��

�
�

��

�
�

��

�
。

��

�
�

��

�
�

���

�
�

���

�
。

��

�
。

��

���

� ���

� ���

����

���

��

��

�

� ���

���

� ���

����

� ���

���

��

��

�

� ���

光技术灵敏度的十分之一
，

但特异性比后者

强
。

间接免疫荧光技术在样品带菌量大的情

况下
，
因抗原过剩

，

常出现假阴性
，

同时此

法与马铃薯软腐菌和黑胫病菌产生弱反应
，

易受干扰
，
而且还需配置荧光显微镜

，

不易

普及
。

由于细菌菌体较大
，

固相载体吸附能力

比病毒差
，
因而采用间接 ����� 检测马铃

薯环腐病在灵敏度上有一定影响
，

这有待今

后进一步改进组合
，

或制备更具有特异性和

高效价的杭环腐菌单克隆抗体
、

以提高对环

腐菌的检出能力
。

�� 将原液 以 ��倍稀释 �个浓度后制片
，
应用 ����之

万能显微镜观察
，
激发光源为 �����一���

�

放 大 倍 数

�
。

�� ���� �
，

�
。

本试验曾得到河北省坝上农科所郭振国
、

刘锡香同志

和黑龙江省农科院马铃薯研究所暴成光
、
李其文 同志提供

的环腐病薯块样品
，
在此深表感谢

。

结 论 与 讨 论

应用抗 ���
，
免疫球蛋白 �拼����

，

辣

根过氧化物酶标记羊抗兔结合物 工 作 浓 度

�����
�

间接 ��玲� 试验最检出马铃薯环

腐菌的浓度为 �� ��
�
��拼加�

，

这一方法的

特异性能
，

可将马铃薯上其它病原细菌和非

致病菌明显区别开
。

通过问接 ����� 试验检测 马 铃 薯 样

品
，

可以把轻度感病和受其它细菌二次感染

而腐烂的环腐病病薯检出
。

间接 ����� 试验的灵敏度比琼脂双扩

散高 �。 。�信
。

这一方法虽只为间接免 疫 荧
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