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摘 要
�

建立 � 株分泌抗甘薯青枯病菌特异性单克隆抗体的杂交瘤细胞
。

该单抗对甘薯青枯病菌以

及可侵染甘薯的 � 个参试青枯病菌呈阳性反应
�
与参试的其它假单胞杆菌

、

其它属的检测菌株及薯

苗上的各种杂菌无交叉反应
。

� �� �� 法测定培养液抗体滴度为 �护一 �沪 � 腹水抗体滴度为 � � �一 �少
。

检出抗原灵敏度为每 � � ��
�

� 川 蛋白
。

杂交瘤细胞及其培养液抗体保存 � 年以上均保持原有特性
。

� 株单抗对我省分离的 � 个致病型的甘薯青枯病菌全部产生阳性反应
,

覆盖面广
。

� �� � � 间接法检

测人工接种的潜症薯苗
,

可准确地检出带菌
,

检出率达 � �� �
。

对 � �� 份病 田无症苗进行检测
,

其

中 �� 份阳性反应
,

�� 份阴性反应
。

通过单抗检测与接种检测的比较试验
,

说明单抗检测的敏感性

和特异性都高于接种法
,

同时快速简便
。
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在南方主要薯区为害严重
。

带菌薯苗是传病的主要途径
,

种苗检疫是控制病害蔓延的重要措

施
。

但 目前 尚缺快速
、

准确的检疫手段
。

为了满足生产上大批调苗的检疫需求
,

我们于 1987

年
,

研究应用单抗技术
,

建立了甘薯青枯病潜症苗的速检方法
,

并应用于检测田间无症苗
。

结

果证明
,

该法快速
,

灵敏
、

准确
、

特异性强
,

具有推广应用价值
。

1 材料与方法

飞
.
1 免疫原制备 从新鲜病样中分离纯化甘薯蔓青枯病菌株

,

置室温无菌水保存队叼
。

免疫前

生 TT
c 培养平板上闭划线纯化

,

挑取单菌落在牛 肉琼脂斜面上培养 36 一48 h
,

以每 m l 10
‘。

个

菌细胞的菌悬液免疫
。

用于免疫的菌株是 87001 (永泰)
、

8 8 0 1 9 ( 连江)
、

8 8 0 0 1 ( 罗源)
、

8 8 0 4 3

( 福清) 和 89 112 (泉州 )
。

1

.

2 试验菌株 甘薯青枯病菌共 12 3 株
,

分别来 自福建
、

浙江和广东 3 省
,

经致病力测定分

属 3 个菌系群
。

姜青枯病菌
、

烟草青枯病菌
、

花生青枯病菌
、

辣椒青枯病菌
、

茄子青枯病菌
、

番茄青枯病菌
、

马铃薯青枯病菌
、

烟草角斑病菌
、

黄瓜细菌性角斑病菌
、

水稻细菌性条斑病

菌
、

水稻白叶枯病菌
、

柑桔溃疡病菌
、

辣椒斑点病菌
、

菜豆细菌性疫病菌
、

大白菜软腐病菌
、

桃树根癌肿病菌
、

马铃薯环腐病菌以及甘薯上分离的杂菌
。

1

.

3 单克隆抗体的制备 选择 6一 8周龄的 BA LB /c 小白鼠
,

腹腔注射纯化菌悬液 3 次后
,

取

其脾细胞和 鼠骨髓瘤细胞 (s P Z/o ) 进行杂交融合比
8〕,

获得杂交瘤细胞
,

以间接 Eu SA 法检

测筛选与参试青枯病菌产生阳性反应
,

而与健康薯苗及其它试验菌株呈阴性反应的杂交瘤细

胞
。

有限稀释法克隆化后
,

获得稳定分泌特异性单克隆抗体的杂交瘤细胞株
。

腹腔注射杂交

瘤细胞产生腹水
,

以硫酸按沉淀法进行提纯
,

制备腹水单克隆抗体
。

1

.

4 人工接种潜症苗制备及检测

1
.
4
.
1 供试薯苗

:
将感病品种惠红早薯苗假植在盆钵中

,

每盆各播 2株
,

待苗成活后供接种

用
。

1

.

4

.

2 接种
:
采用剪叶法阁

、

茎注射法接种
,

菌悬液浓度为每毫升 6一9 亿个菌细胞
,

设清水

接种对照
。

1

.

4

.

3 采样
:
从接种后第 2 天开始

,

取 1号钵中 1 株苗检测 (另 1 株留作症状观察)
,

第 3天

取 2 号钵中 1株苗检测
,

直至第 5 天或第 6 天出现症状为止
。

1

.

4

.

4 样苗处理
:
用 自来水将薯苗冲洗干净

,

剪碎后用 0
.
IM

、
p H g

.

5 的碳酸缓冲液浸泡 30 一

60 m in
,

用滤纸过滤去渣
,

滤液即为待检样液
。

1

.

4

.

5 检刚
:
采用酶联免疫吸附试验 (Eu SA ) 间接法比

‘
、

5 〕
。

试验均设病原菌阳性对照和健

康薯苗阴性对照
。

检测结果用 D G
一

3 0
21 型酶联免疫检测仪读版 (入一 490n m )

。

以无抗原对照孔

调零
,

P
/

N
)

2

.

0 为阳性反应
;P /N < 2

.
0 为阴性反应 (P 为待测样品 O D 值

,
N 为健康样品 OD

值)

1
.
5 病田无症状苗检测及接苗试验

1
.
5
.
1 样品来源

:
从本省永泰

、

长乐
、

闽清
、

连江
、

罗源和福州等县 (市) 不同病虫
、

不同

品种上采集无症状薯苗 119 份
。

其中 1989 年 52 份
,

1 9 9 0 年 67 份
。

单抗检测方法与人工接种
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潜症苗检测法相 同
。

1

.

5

.

2 病田 无症苗浸 出液接苗试验
:
将样苗剪碎

,

无菌水浸泡 1h
,

80
0 O

r

/
m in 离心 20 m in 取

浓缩液剪叶接种在感病品种惠红早薯苗上
。

以健康薯苗浸出液和纯菌悬液接种
,

分别作为阴

性和阳性对照
。

一周后观察发病情况
。

2 结果和分析
2. 1 杂交瘤细胞选育结果 分别用 5 株甘薯青枯病菌株免疫 BA L B /c 小白鼠

,

进行 3 次杂交

融合
,

共接种 2424 个培养孔
,

平均融合率为 90 %
,

阳性率为 15 写
,

经筛选分泌特异性抗体

的杂交瘤细胞占 5. 5 %
,

建立了 6个特异性杂交瘤细胞株
,

分别命名为 Ps B 20
、

Ps

B
24

、

Ps

B
28

、

P s B 4 4

、
P s B 4 6

、

邢B56 (见表 l)
。

2

.

2 杂交瘤细胞株及单克隆抗体特性 按 H ur re 法检查了 5 株杂交瘤细胞和鼠骨髓瘤 (sP Z/

o) 细胞的染色体数分别为 98 一104 条和 60 一70 条
。

经琼脂双扩散试验检测 6 株单抗的免疫

球蛋白亚类分属 Is G
,

和 Ig M
。

细胞培养液的 ELI sA 滴度为 10
2
一10

3,
腹水的 ELI s A 滴度为

105一10
6 (表 2)

。

杂交瘤细胞株置氮罐保存 3年后
,

仍保持原有特性
。

T
a
b 】e

表 1 杂交瘤细胞选育结果

Results of eleetion and Prod
uetion of hybridom a

Celllines

表 2 甘薯育枯病单克隆抗体特性

Table 2
.
Cha
raeteristics of M eA加 against P

.

solanaeearum from sw ee t Pota tO

融合序 号

N O 。
o

f

免疫原 菌号 融合率

及来源 %

Jm m unogens Fusion
sfld SOUrCe tate

阳性率 特异性杂交瘤

% 细胞建株
Pos itive SPeeifie hyhridom a
rate 沈11 lin es

单克隆抗体
EL lsA 滴度 (EL IsA titer)

培养液
M eA b C uirural

suPerna语n

免疫球蛋 白

亚类

Subelass of 19

PSB 20 102 一

lsGl�lgGllgM
105105一l0s

,d人丹竹‘八�八U
O
人U八11�山.

1
‘
1 .11
1

8 7 0
0
一永泰

88019 连江
88001 罗源
88043 福清

88001 罗源
891]2 泉州

86

94

4 P SB20 PS B24

26 P SB28

PS B46

PSB 44

PSB 56

PS B24

PSB 28

PSB 44

PSB 46

合计 (Tot al ) 90 15 PSB 56 102 一

以比浊法和紫外分光光度计测定相结合确定纯菌悬液的蛋白浓度
,

以 E LI SA 间接法测定

单抗灵敏度为每 m l n
.
5 阳 蛋白 (菌悬液浓度约为每 m l l于 个菌细胞 )o

该单抗对假单胞杆菌属的参试青枯菌株呈阳性反应
,

对其它参试菌株以及甘薯上分离的

杂菌均呈阴性反应 (表 3)
。

将辣椒
、

茄子
、

烟草
、

姜
、

花生
、

番茄和马铃薯等 7种青枯病菌

分别接种甘薯苗产生明显甘薯青枯病症状
,

且从病斑中分离出青枯病菌
,

再回接于甘薯苗上

出现症状
,

说明这 7种青枯病菌均可侵染甘薯
。

这一结果表明所建的单抗具有极强的特异性
。

用该单抗对来 自福建
、

广东
、

浙江 3省不同地区的分属 3 个菌系群的 12 3个菌株检测结果均

呈阳性反应见 (表 3)
,

所不同的是反应强弱不一
,

可见此单抗覆盖面广
。

2

.

3 人工接种潜症苗测定 感病品种惠红早薯苗从接种后第 2 天的薯苗中即可检出带菌
,

且

带菌量 日渐增多
。

接清水对照的健康薯苗均呈阴性反应
。

三次重复试验结果相同 (表 4)
。

试

验结果表明
,

该方法可准确地检测潜症苗带菌情况
。

检出率达 100 写
。
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表 弓 甘 , 青枯病菌单克隆抗体特异性测定(E Ll sA 试验 )

一

、
Table 3

.
D eter m in at i

on of spe cifie rea ctiv ity of M eA b to pcsudom on as
solan

aeearum from sw eet Potato

病原菌名称

M ane of PsLhog
en

甘薯青枯病菌

Ps eud
o们n o n a s Sol a n a e e a ru m

姜青枯病菌
PSeudom onas solanaCeafum

烟草青枯病菌
P邻u do m on as So la n aCe压rU m

花生青枯病菌
Pseudo们n o n a s s o la n a e e a r u m

辣椒青枯病菌
Pseudo幻n o n a s s o la n a C

e a tu
m

茄子青枯病菌
Pseudom on韶 sof a na eea r

u
m

番茄青枯病菌
Pseudom onas Solanaeearum
马铃薯青枯病菌
PSeudom on韶 so la na eea ru m

烟草角斑病菌

Pseudom onas angula扭
黄瓜细菌性角斑病菌

Ps
eudom on as Syringa

e Pv.laehrym ans

单克隆抗体反应
R eaCtion of M aA b

病 原菌名称 单克隆抗体反应
M ane of 琳thogen R eaction of M cA b

水稻细菌性条斑病菌
’

S
a n t

h
o r o o n

as

e a

m
pe

s t r
is P

v

.

o r
y

z
i
e

o

la

水稻白叶枯病菌
X anthom onas eam Pes tris Pv

.
or yzae

柑桔溃疡病菌

X anth om on as ca m P
estris Pv

.eitri

辣椒斑点病菌

X anthom
onas ca m Pes t

ris Pv.V esica toria

菜豆细菌性疫病菌 _

X anthom onas eam Pestris Pv
.Phaseolus

桃树根癌肿病菌
A grobaeterium tum efs eiens

马铃薯环腐病菌 _
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erium m iCh iganens

e Pv ·

s e
P

e

d
o n

i
u

m

大白菜软腐病菌
E rw iniacatot ov叮a V ar

. Ca rov o tora

甘薯苗分离杂菌 _

o ther 碑thogenic bact
eria is ol ated fr

om
sw eet Potato seed ing

注
:“

+
”

为阳性反应
, “
一

”

为阴性反应
。

N
o t e

: “
+

”
p os i t i v

e “
一

” n e g a t iv
e

2

.

4 病田无症苗的检测与接苗试验比较 119 份病田无症苗经单抗检测
,

其 中呈阳性反应 51

份
,

阴性反应 68 份 (表 5)
。

用 12 份单抗检测呈阳性反应的无症苗浸出液接种薯苗
,

有 10 份

发病
,

3 份单抗检测阴性反应的无症苗侵出液接种薯苗均无发病 (表 6)
。

测为阳性反应的接苗不一定发病

抗检测法的灵敏度高于接苗法
。

。

而单抗检测为阴性反应的接苗均不发病
。

同时表明单抗检测薯苗方法的准确性
。

由此可见
,

单抗检

这一结果表明
,

单

表 4 室内人工接种潜症苗测定 (ELI sA) o D 值
Table 4. D eterm ination of Sym Ptom 一

l
a t e n t

Se

e
d i

n 郎

P os t
一
i
n o e a

l
a t i o n

表 5 病田无症状 , 苗检测结果
Table 5

.
R es ults Of determ ination of sy m bPtom

less

肥edings

检测样 品 (
~
Pl。)

试验 序号 惠红早接
菌潜症苗

病原菌
(对照 )

薯苗来源

G eeding

ELI sA 试验检测结果

R 韶u lts b y E L IS A

T 留t N 。
-

检测时 间
T im e

(天 day ) The seed ing
s

sPos t一 i n oc u l a t i叻

接清水健
康苗 (对照 )
N e助tlvc
eontrol

P os itive
C6ntrol

SOUtCe

检测份数
T est

m Um bet 阳性反应
POSitive

阴性反应

N egative

30灯313468310331魂5161366448永泰

福州

长乐

闽清

连江

罗源

总计

(Total)

J任nCUI占,�,dg�I
J

.

…
,‘J.l月J
l
一

0.0.0.0.0.0.0.0.

,�勺J jq口咬

月卜�O甘J任Jq,1
0
.1

2.

…
114一.111

000508
00一05090010

氏0.0.0.

28325249一37445579

0.0.0.0.勺‘勺UJ组10

1 1 9

注
: P/N ) 2

.0 为阳性 反应 ; P/N < 2
.0 为阴性反应

。

N
o t

e :
P

/
N

)
2

.

0 p
os

i
t
i
v

e
;

P
/
N

<
2

.

0
n

e

朋tive
.
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表 6 病田无症状薯苗单抗测定与接种试验比较

Table 6. Com Parision of results of sym Ptom less by ELISA
and by inocu lation

样苗来源及品种名称

S ource and nam e of seedings

E LIsA 试验结果 (o n 值)

R es ults by EL ISA

(V alue fot O D )

接种试验结果
R es ults by inoc ulation

永泰城关 86

永泰城关 惠红 早

永泰城关 胜利 百号

永泰温泉 禺北 白

永 泰温泉 惠红早

永泰温泉 86

永泰大坂 86

永泰温泉 禺北 白

永泰大汤 禺北 白

永泰大肠 86

水泰马豆园 惠红早

永泰新郎店 禺北 白

永泰澡 堂 胜利 8 号

永泰大汤 惠红早

永泰大坂 禺北白

健康薯苗

甘薯青枯病菌

0.06一

0
。

0 4 一

0
.
0 2一

0 9 1十

0
.
3 3 +

7 9 十

0
.
5 7 +

0
.
6 0 +

0
.
7 5 +

0
.
5 4 +

0
.
7 5 +

0
.
0 8一

1
.
3 4十 +

无出现症状 sym p:om l哪

无出现症状 sym p
tozn
l
.

无出现症状 sy m p
t
oln
l翔

出现典型症状 A bvious 盯m ptom

无明显症状 N ot abviou s sym ptom

出现典型症状 A bv iou
: sy m pto m

出现典型症状 A bvious sym ptom

出现症状 sym ptom

出现症状 sym ptom

出现症状 sym ptom

出现症状 sym ptom

出现症状 sym ptom

出现典型症状 A bv
lou
s 、y m p to m

无明显症状 N ot abviou s sym p
tom

出现典型症状 A bv iou : sym Pt om

无症状 sym pt om l
e
朋

出现典型症状 ^ bvio us sym ptom

注
: P/N ) 2

.0 为阳性
“
十

” ; P
/
N
<

2
.

0 为阴性
“
一

” ;

N o t e : P
/
N

)
2
.
0 p os i t i v

e ;
P
/
N
<

2
.

0
n e g o t i v

e

3 讨 论

几年来我们共建了 6 株分泌抗甘薯青枯病菌单克隆抗体的杂交瘤细胞株
。

其所分泌的抗

体分别用于检测病原菌
,

病薯苗和人工接种潜症苗
,

其检出率达 100 %
。

而与健康薯苗及其它

甘薯病害苗无任何交叉反应
,

E
LI

S A 法检测健康薯苗的 o D 值 (入一 49 2 n m ) 一般在 。
.
1 以下

,

在此 oD 值范围内肉眼即可清浙分辨阴阳性 (阴性无色
,

阳性微红色至红色 )
。

这表明本试验

所制备的单克隆抗体具有极强的特异性
,

用于甘薯苗检测准确性高
。

制备具特异性强的单克

隆抗体关键在于纯化免疫原和选择杂交瘤细胞的筛选范围
,

我们用甘薯的健康组织
、

植物病

原细菌的有关菌株及甘薯苗上分离的杂菌进行筛选获得了与其它病原菌及健康组织不产生交

叉反应的杂交瘤细胞
。

所制备的甘薯青枯病菌单克隆抗体除与甘薯青枯病菌呈阳性反应外
,

还与烟草
,

茄子
、

姜
、

花生
、

番茄
、

辣椒和马铃薯等 7 种青枯病菌呈阳性反应
。

将上述 7种青枯病菌分别接种薯苗

上
,

均出现甘薯青枯病症状
,

并分离出青枯病菌
,

1 9 8 7 一1989年此试验重复了 3次
,

均得到



第 l 期 种藏文等
:
甘薯青枯病潜症苗的快速检测 83

、滋

表 了 甘薯青枯病菌接种在不同寄主植物上的反应

T able 7
.
R eaetion of the differenthosts inoeulated w ith the Pathogens from sw eet Pa饭to

甘薯青枯病菌
Pathogen

致病类型
Pathogenie tyPe

接种反应 R
eaetion

of the hosts inoeulated

茄子
Egg 琳n

e
姜
G inger

花生
Peanllt

蕃茄
T olnato

辣椒
R ed pe PPer

烟草
T oboCCo

马铃薯

Potato

MMWBa 31

SSBa 32

Ba 33

强 S tr
ong

中 M
ediun

弱 W
eak

注

N ote

S

—S
—

强侵 染; M
—

中度侵染 ; w
—

弱侵染
。

s t r
o

n
g i

n 介etion
,

m

—
mediuminfeetion;W

—
weakinfeetion

相同结果
。

说 明这 7各青枯病菌均可侵染甘薯
。

将甘薯青枯病菌分别接种以上 7 种寄主
,

在

各种寄主上也相应地出现明显青枯症状 (表 7)
。

这一试验结果和任欣正 [
‘〕等将甘薯青枯病菌

划分为小种 1 是一致的
。

在上述研究的基础上
,

我们正在利用甘薯青枯病单克隆抗体进一步

研究青枯病菌的血清型
。
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