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摘 要：先以芜菁花叶病毒（1?F$）免疫 G(H G3I 小鼠，然后取其脾细胞使之与 JK"3# 鼠骨髓瘤细胞融合，经筛选、

克隆，获得 ! 株能稳定传代并分泌抗 1?F$ 单克隆抗体（F(L）的杂交瘤细胞，并以之制备腹水单抗。! 株单克隆抗

体腹水 ;HMJ( 效价在 .#E 9 N .#E 7 之间，仅对 1?F$ 起特异性反应。O2PQ2*D L&%Q 分析表明，! 株单抗都能与 1?F$
-!RS 的外壳蛋白亚基起特异反应。利用 1?F$ 的多抗兔血清和单抗腹水建立了三抗体夹心 ;HMJ( 检测 1?F$ 的方

法，检测病叶的灵敏度为 .T9."# 倍，检测提纯 1?F$ 病毒绝对量为 ".U: DV。利用三抗体夹心 ;HMJ( 测定出 / 种作

物上有 1?F$ 侵染。

关键词：芜菁花叶病毒，单克隆抗体，三抗体夹心 ;HMJ(
中图分类号：J7!.U" 文献标识码：( 文章编号：###.87"#:（"##!）#"8#.098#!

芜菁花叶病毒（ !"#$%& ’()*%+ ,%#")，1?F$）是重

要的作物病毒病原之一，其寄主范围很广，可侵染

"# 余科 "#" 种植物，其危害在十字花科作物上尤为

严重［.］。1?F$ 是马铃薯 W 病毒属（-(./,%#")）成员，

病毒粒子是弯曲线形，长约 /"#D<，宽为 ."D<。病

毒基因组为单链正义 X,(。1?F$ 一般不经种子传

播，但可通过汁液和 !# 多种蚜虫传播［"，-］。

1?F$ 在我国各地均有分布［!］，发病严重，因而

迫切需要建立快速准确的检测方法，帮助我们了解

1?F$ 的发生动态，为病毒病的诊断和防治提供依

据。为此，我们制备了 1?F$ 的单克隆抗体，并建立

了三抗体夹心 ;HMJ(（1(J8;HMJ(）检测 1?F$ 的方

法，该方法有效地应用于田间作物上的 1?F$ 检测。

! 材料和方法

!"! 抗原和抗血清

1?F$、番 茄 花 叶 病 毒（ !(’*.( ’()*%+ ,%#")，
1%F$）、烟草花叶病毒（ !(0*++( ’()*%+ ,%#")，1F$）、

黄瓜花叶病毒（1"+"’02# ’()*%+ ,%#")，IF$）、蚕豆萎

蔫病毒 .（3#(*4 02*$ 5%6. ,%#")，GGO$ .）、蚕豆萎蔫

病毒 "（GGO$ "）、马铃薯 Y 病毒（-(.*.( ,%#")，K$Y）

和马铃薯 W 病毒（K$W）均由本实验室鉴定保存。

1?F$ 多抗血清由本实验室制备，碱性磷酸酶标记

的羊抗鼠 MVZ 为 J+V<5 产品。

!"# 病毒提纯

将 1?F$ 分离物接种于青菜，.9B 后采收病叶，

按周雪平等［9］的方法提纯 1?F$。

!"$ 免疫

按青 玲等［7］的方法，用 1?F$ 病毒抗原免疫 0
周龄的 G(H G3I 小鼠。

!"% 细胞融合

按刘秀梵［/］方法，将免疫小鼠的脾细胞和预先

培养的 JK"3# 细胞融合。

!"& 杂交瘤细胞筛选和克隆

将融合细胞培养 9B 后，用 [(1 培养基换液一

次，第 .# 天用 [1 培养基换液，等到融合细胞覆盖

孔底 .#\ N 9#\时，取上清用间接 ;HMJ( 方法筛选

抗体阳性孔，筛选时包被抗原分别为 1?F$ 感染的

雪菜病汁液（以 . T.# N .T.9 稀释），并以健康汁液作

阴性对照。选择强阳性反应的杂交瘤细胞，用有限

稀释法克隆 - 次，最后一次克隆后检测为阳性的孔

所得细胞株即为分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞株。

经扩大培养后，一部分细胞株用含 .#\ 二基甲亚砜

的冻存液悬浮，分装安培瓶，液氮保存，另一部分用

于腹水制备。



!"# 腹水单抗的制备及其效价测定

按于 翠等方法［!］制备腹水单克隆抗体。用间

接 "#$%& 测定腹水效价。

!"$ %&’(&)* +,-( 检测

参照周雪平等方法［’］进行 %(%)*&+" 和 ,-./-01
234/ 检测，以明确单克隆抗体与 5678 蛋白的特异性

结合反应情况。

!". /01234510 方法的建立

!"."! 5&%)"#$%& 操作步骤：参照青 玲等方法［9］

进行。

!"."6 5&%)"#$%& 最适条件测定：采用方阵试验，

"#$%&板纵向从上而下，用 :;’<9 的碳酸缓冲液从

= >=???至 = > =@!??? 倍比稀释 5678 多抗血清包被；

包被单抗时，横向从左到右为用 :;A<B 的磷酸缓冲

液（含 BC的脱脂奶粉）从 = > D??? 至 = > 9=E??? 倍比

稀释的 5678 单抗腹水；酶标记抗体稀释倍数为

=????，5678 感染的雪菜病叶粗汁液 = > =?（,F8）稀

释作为抗原，并以健康雪菜叶片粗汁液 = > =?（,F8）

作为阴性对照，每个处理设二次重复，本实验中以

*FG H @<= 作为阳性判断标准。以此条件进行 5&%)
"#$%& 方阵实验。

!"7 /01234510 灵敏度测定

将 5678 病叶汁液 = >=? I =>=?@E? 倍比稀释、提

纯的 5678 病毒（=E JKFJ#）= > =??? I = > =@!??? 倍比

稀释后，分别作为抗原，并以对应稀释度的健叶汁

液和健叶提纯液为阴性对照。在上述确定的多抗和

单抗工作浓度下，用 5&%)"#$%& 测定检测灵敏度。

!"!8 /01234510 的特异性检测

在上述确定的多抗和单抗工作浓度下，用 5&%)
"#$%& 方法测定单抗对 5678、5478、578、L78、MM)
,,)=、MM,,)@、*8N 和 *8O 的反应特异性，所用

5678 为 雪 菜 分 离 物（ 5678)NL）、榨 菜 分 离 物

（5678)PL）、萝卜分离物（5678)#M）和青菜分离物

（5678)QL）。

!"!! /01234510 检测田间病样

在杭州、宁波、桐乡、温州、南昌等地随机从雪菜

（!"#$$%&# ’()*%&+,$ ）、榨 菜（ !"#$$%&# -(.&+# ）、盘 菜

（!"#$$%&# "#,# /）、青菜（!"#$$%&# &0%.+.$%$）、萝卜（1#2
,0#.($ $#*%"($）、番茄（ /3&4,+"$%&(’ +$&()+.*(’）、南 瓜

（5(&("6%*# ’#7%’#）等作物上采收呈病毒症状的病

叶，按 = >=?（,F8）稀释，利用制备的 5678 单抗对这

些样本进行 5&%)"#$%& 检测。检测为阳性的样品再

接种苋色藜和青菜，观察其症状。

6 结果

6"! 杂交瘤细胞的融合、筛选、克隆

免疫的 M&# MFL 小鼠脾细胞和 %*@F? 小鼠骨髓

瘤细胞按 B I =? > = 的比例在 B?C *"+ 下融合，用

;&5 培 养 基 筛 选，E 块 ’9 孔 细 胞 板 的 融 合 率 为

=??C。融合 =?R 后换用 ;5 培养基，当每孔杂交瘤

细胞覆盖孔底 =?C I B?C时，采用间接 "#$%& 方法

检测细胞培养上清中抗体的分泌情况，有 =’B 孔表

现阳性反应，阳性率为 B?C。选择 A 个呈强阳性反

应的细胞孔，进行有限稀释法克隆，最后获得 B;=?、

E&=@、=(B 和 ES’ E 株能分泌 5678 特异性抗体的杂

交瘤细胞株。经 9 个月以上体外传代和多次冻存复

苏后，E 株细胞株均能良好生长，并稳定分泌抗体。

6"6 腹水抗体制备及效价测定

小鼠注射 ?<D I ?<B!# 降植烷 A I =?R 后，腹腔

注入用生理盐水悬浮的 B T =?B I =? T =?B 个杂交瘤

细胞，A I =?R 后 采 集 单 抗 腹 水，B???0FJU1 离 心

= I DJU1，取上清 V A?W 冻存备用。用常规的间接

"#$%& 分别测定 E 株单抗腹水的效价，结果表明效

价均在 =?V B I =?V 9之间。

6"9 %&’(&)* +,-( 分析

,-./-01 234/ 分析表明，E 株单抗都能与 5678 的

DE X( 的外壳蛋白亚基特异性结合（图 =），这说明所

制备的单抗是针对 5678 的 DE X( 的外壳蛋白亚基

的特异性抗体。

图 ! 病毒外壳蛋白的 %&’(&)* +,-( 检测

SUKY= ,-./-01 234/ 4Z /[- \U06. ]4^/ :04/-U1 .6261U/ _U/[ 7&2.

6": /01234510 最适条件确定

作包被的 5678 多抗血清倍比稀释后进行 5&%)
"#$%& 测定，多抗在 =：=??? I =：D@??? 稀释范围内均

可用于检测，以 = > =??? I !??? 稀释度效果为好。检

测用的 5678 单抗血清倍比稀释后进行 5&%)"#$%&
的测定，单抗在 = > D??? I = > A9!??? 范围内均可用于

检测，而健株对照在此范围内的 89 值明显低于病

株，*FG 值均大于 ’。但考虑到实际应用时要求有较

高检测灵敏度和尽可能减少非特异性反应，我们选

择多抗血清稀释度为 = > @??? 和单抗血清稀释倍数

为 = >=@??? 作为 5&%)"#$%& 的最适工作浓度。
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!"# $%&’()*&% 灵敏度测定

青菜病汁液从 ! "!#（$%&）开始倍比稀释后进行

’()*+,-)( 测定，从 ! " !# . ! " /!0# 都是较理想的稀

释度。而稀释度为 ! " !#01# 时，2%3 已小于 04!，所

以可确定 ! " /!0# 为检测极限。提纯的 ’56& 病毒

被检测出的最大稀释度约为 71###，病毒浓度约为

#40!8!9%:,，由于检测时每孔加 !##!, 病毒稀释液，

因此被检测出的病毒绝对量约为 0!48;9。这说明建

立的 ’()*+,-)( 系统是灵敏可靠的。

!"+ $%&’()*&% 的特异性检测

1 株 ’56& 单抗用 ’()*+,-)( 方法对 < 种植物

病毒进行检测，每株单抗均与 ’56& 病毒的 1 个分

离物呈阳性反应，而与其它 7 种植物病毒反应呈阴

性（表 !），说明制备的单抗对 ’56& 具有特异性，可

用于对 ’56& 的特异性检测。对 ’56& 的 1 个分离

物检测表明，同一株单抗对不同的 ’56& 分离物反

应差别不大，但不同株单抗对同一分离物的反应差

异明显，其中 /=!# 和 1(!0 两株单抗对 ’56& 反应

更灵敏。

表 , 单克隆抗体的特异性鉴定

’>?@A ! )BACDEDCDFDAG HE 6(?G FAGFAI ?J ’()*+,-)(

&DK5G
6(?G

/=!# 1(!0 !L/ 1M8
’56&*NO

’56&*PO

’56&*,Q

’56&*RO

’H6&

’6&

O6&

QQ$& !

QQ$& 0

2&N

2&S

OT

!4!U/

!4#//

!4!/V

!40#U

#4#<8

#4#U0

#4#U1

#4#70

#4#<U

#4#8!

#4!#!

#4#U<

!4#/0

#48!1

!4#1/

!4#7U

#4#V0

#4#1!

#4#V7

#4#7<

#4#17

#4#VU

#4#7<

#4#/7

#4V<8

#4VV/

#4V/8

#4V<7

#4#00

#4#0V

#4#!<

#4#!U

#4#!1

#4#07

#4#0/

#4#VV

#407V

#40<1

#40/7

#4018

#4#V0

#4#0/

#4#V1

#4#0U

#4#VV

#4#1!

#4#0V

#4#17

!"- $%&’()*&% 的田间检测

对雪菜、榨菜、青菜、萝卜、盘菜、番茄和南瓜等

作物的病样检测表明，所制备的单抗和建立的 ’()*
+,-)( 系统可以有效快速用于田间检测 ’56&（表

0）。’56& 在雪菜、榨菜、青菜、萝卜和盘菜等作物

上发 生 很 普 遍，而 在 番 茄 和 南 瓜 上 没 有 检 测 到。

’()*+,-)( 检测为阳性的病样，温室接种青菜和苋

色藜，均产生典型的 ’56& 引起的症状。

表 ! $%&’()*&% 检测田间作物上 $./0 侵染

’>?@A 0 LAFACFDH; HE ’56& D; EDA@I G>:B@AG WDFX ’()*+,-)(

OKHB 35:?AK HE
G>:B@A

35:?AK HE
BHGDFDYA G>:B@A

2HGDFDYA
K>FA%Z

!"#$$%&# ’()*%&+,$ /V 1< UU47U

!"#$$%&# -(.&+# V0 V# 8V4</

!"#$$%&# &/%.+.$%$ 07 !7 7!4/1

0#,/#.($ $#*%"($ !/ !/ !##

!"#$$%&# "#,# 1 0V 0V !##

12&3,+"$%&(’ +$&()+.*(’ V# # #

4(&("5%*# ’#6%’# V# # #

1 讨论

自 !80! 年 O>KI;AK 和 )CX5@F[ 首次描述 ’56& 以

来，国内外学者对 ’56& 进行了深入的研究，先后在

芜菁花叶病毒病的病原鉴定、快速诊断、细胞超微结

构以及分子生物学等方面作了大量的研究［!# . !0］。

国内虽已有 ’56& 单克隆抗体制备的报道，但所制

备的单克隆抗体主要用于研究其理化特性，以及不

同 ’56& 分离物外壳蛋白的抗原结构，这些单抗并

未见用于 ’56& 的广泛检测［!V，!1］。本实验室已研制

了多种病毒的单克隆抗体，在此基础上获得了 1 株

’56& 特异性单克隆抗体，1 株单克隆抗体均能用于

检测 ’56&，这些单抗的获得为 ’56& 的检测提供了

基础。

’56& 是种世界性流行的植物病毒，它给作物

生产带来严重危害，因此建立 ’56& 快速准确的检

测方法，将有现实的意义。已报道的 ’56& 血清学

检测方法都是采用间接酶联免疫反应（-L*+,-)(）和

双抗体夹心酶联免疫反应（L()*+,-)(）［!/，!7］。本研

究运用研制的 ’56& 特异性单克隆抗体，建立了

’()*+,-)( 检测体系，该方法不但正确性好，而且病

毒检测的灵敏度也高，可有效地用于研究 ’56& 在

田间作物上的发生和分布。本实验对田间作物的测

定结果表明，’56& 在田间多种十字花科作物上发

生普遍。
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