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苹果褪绿叶斑病毒的 ELISA检测技术研究 

马书尚，阮小凤 勇 ，由I．t 
Ⅱ亚互 萃耳 鬲再 女 。o ss， 

[摘 要] 比较 了直接双 抗体夹 心法 (DAS EL1SA)和 问接双 抗体 夹心 法 (F(ab)z— 

ELISA)检测 CLSV的范围(不同株系)，并分折丁在病毒提取介质 中加人某些特殊成分后 ，对 

直接双抗体夹心法检测CI SV效果的影响。结果表明，间接法可以检测较宽范围的病毒株 

系 当常规病毒提取介质中加人尼古丁、氯化镁和聚酰胺 时，标 准双抗体夹心法的检测范围也 

可以扩大。嶂 睦铺1．叶n蝴  gtT．5~丰垒叫 
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苹果褪绿叶斑病毒(cLsV)是落叶果树上一种非常普遍的病毒，感染苹果、梨、樱桃 、 

桃、杏和李等多种果树_1] 通常在仁果类果树上不表现 明显症状 ，呈潜隐性 ．造成慢性危 

害，而在核果类果树上则引起严重 的病毒病害，如桃深绿叶斑驳病、樱桃裂皮病、杏矮缩 

病、李果实坏死痘斑病等。。 。国内外对这一病毒的苹果株系已经制备出相应的抗血清， 

建立 了ELISA检测方法一 。但由于该病毒寄主范围广，株系及血清类型多 且体外稳 

定性差 ‘，当用某种 EL1SA方法检测 CLSV时，有时对已知感染者 ，却检测不出来，或者 

是有些器官能检出，有些器官检不出。在用标准双抗体夹心法(DSA—ELISA)对苹果、桃、 

樱桃和杏的CLSV感染情况进行调查时就出现了这种问题。当改变 ELISA 检测方法或在 

病毒提取缓冲液中增加某些成分时 ，则可以扩大检测范围．识别出更多的株系。为此，从 

1996～1997年，对 CLSV的 EL1SA检测技术进行 了研究。 

1 材料和方法 

1．1 材 料 

抗血清 DSA—EL1SA所用抗体和碱性磷酸盐酶标抗体为瑞 士 BIOREBA AG公司 

生产(是针对 CLSV 的 1个苹果株系)；F(ab) 一ELISA所用抗血清为英 国东茂林 国际园 

艺研究F)i：．Adams博士提供。 

阳性对照 英国东茂林国际园艺研究所Adams博士提供的CLSV标准毒原，保存于 

草本植物昆诺藜上。 

阴性对照 CLSV鉴定指示植物(R19740—7A) 

被捡 CLSV寄主植物(株 系) 苹果、桃、樱桃和杏，为以前在病毒病的调查，检测中， 
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用指示植物鉴定法和 ELISA检测法确认的 CLSV 田间感染植株。 

1．2 方 法 

采样 1996～1 997年，春季在花期同时采集花瓣和幼叶，从植株 的各个方位采集 30 

朵花的花瓣和 20片幼叶，样品从 田问采 回后 ，每样品立即称取 5份各 1 g，分别装入塑料 

研样袋，编号后保存于一40 C低温冰箱．直至各树种采样结束后一同检测。 

检测 DSA ELISA程序主要参照文献[23进行，IgG和碱性磷酸酯酶标记 IgG的使 

用浓度均 为 1：1 000；Ft,ab)2-ELISA 中 F(ab)!片断的制备及检测 法均 按 Barbara和 

Clark所描述的方法 进行，第 1抗体 F(ab) 的浓度为 1：1 000，第 2抗体IgG的使用浓 

度为 1：2 000。样品处理和检测结果分析按文献[2]所描述的方法进行。 

2 结果与分析 

2．1 2种 ELISA检测法的检测结果 

分别用标准双抗体夹心法和 F(ab)z间接法对苹果 、桃、樱桃及杏不同器官感染的 

CLSV进行了检测．结果见表 1 

表 1 2种 ELISA检测法的检测结果比较 

注：每 】树种的花瓣和叶片来自司一 CLSV感染株；每 1树种不同器官 2年共检测 20个样本 每样本重复 2改。 

从表 1可以看出，用直接双抗体夹心法检测 ，在桃树上 ．被检组织为花瓣 和幼叶时都 

表现出较强的阳性反应 ，OD值分别为 2．02和 1．05，检测效果 良好 ；苹果上用花瓣 检测 

时，阳性反应最为强烈，OD值高达 2．81，而用幼叶检测效果不好 ，OD值仅为 0．11；在樱 

桃上，用幼叶检测时阳性反应 良好 ．OD值为 1．14；杏上用花瓣和幼叶检测均没有明显的 

阳性反应，OD值仅为 0．04和 0．03，基本与阴性对照相同。说明用苹果的 1个 CLSV 株系 

制备的抗血清，标准双抗体夹心法可以检出苹果、桃和樱桃上的CLSV 株系 ，检不出杏上 

的株系。苹果上用花瓣检测效果最好，幼叶则不够理想，检测桃和樱桃时，用幼叶和花瓣都 

可得到满意的检测效果。F(ab) 问接法，在苹果上 ，虽然以幼叶为被检样品时，检测效果 

仍不理想 ，OD值仅为 0．15，但能够检 出杏上的CLSV株系 ，OD值达到 1．07，阳性反应明 

显 。同时也检出了桃和樱桃上的株系，OD值也较高 

2．2 病毒提取缓冲液中加入不同成分后的检测效果 

用直接双抗体夹心法 ，在标准病毒提取缓冲液中加入某些成分，可使检测敏感性增 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


苎!塑 — — 里童堂箜：兰里望堡型 童 兰 兰 堡 垫 壅 

强，即检测范围扩大 ，结果见轰 2。 

衷 2 不同成分病毒提取介质对CLSV检测效果的影响 

注：结 果 为 40．5 run的 OD 平 均 值．N— Nicotine，尼 古 丁·0．25 g／L FMg— MgClz，1 g／L；DD 3． 

diamiaodipropylamine，聚 酰胺 ，0 02 g／L 

从表 2可以看出，在常规病毒提取介质(PBS—TPO)中只加入尼古丁，对苹果花瓣的 

检测效果没有明显影响，而苹果幼叶的 OD值 由 0．11提高到 1，54，杏幼叶 的 OD值 由 

0．03提高到 1_O7，对桃和樱桃的检测虽有促进，但不显著。说明在PBS—TPO中加入尼古 

丁提高了苹果叶片的检测效果，同时对检测杏 品种上的 CLSV株系也特别有效 ；在加入 

Mg。 和聚酰胺(3．3 DD)2种附加成分时，苹果叶片检测的 OD值仅从 0．11提高到0．15， 

说明对检测苹果叶片的效果不明显，检测杏叶片的 OD值 由 0．03提高到 1．21，效果显 

著，同时加入尼古丁、MgCI 及聚酰胺(3．3 DD)3种成分时，供试样品都得到满意的检测 

结果 。由此可得 出，对 CLSV 检测最适宜的病毒提取介质是 PBS—TPO 中加入尼古丁、 

Mg 和 3．3 DD。但在对桃的花瓣和幼叶、樱桃幼叶、苹果花瓣及草本寄主检测时，则不必 

加入上述物质，因为仅用基本病毒提取缓冲液即可得到蒲意的检测效果。 

3 讨 论 

1)Barba等 的研究表明，不同树种中分离的 CLSV可能属于不同的血清型 ，即不同 

株系。本研究 中 F(ab) 间接法 比标准双抗体夹心法可以检测出更多 的病毒株系，这与 

Barbara报道的结果一致 】。 

g)ELISA检测效果与被检植物组织中的病毒含量密切相关，本研究在比较 2种不同 

方法 的检测效果时，所用抗原为同一样品，这就基本消除了病毒含量本身对检测效果的影 

响 

3)ELISA检测的成功与否也取决于病毒提取介质的性质和其对寄主植物及病毒本 

身的适应性 。尼古丁为一抗氧化剂，可以中和干扰 ELISA检测的单宁等氧化物质，因此， 

在检测含单宁较高的苹果和杏的叶片时，加入尼古丁坝0得到 比较满意的检测效果 

4)CLSV病毒粒子的体外稳定性较差 ]，在病毒提取过程中加入稳定剂 Mg ，增加 

了病毒的稳定性 ，也加强了病毒蛋 白质与抗体蛋 白质之间的相互反应 ；聚酰胺可以保护病 

毒的RNA，避免核酸降解酶的作用，因此，病毒提取介质中加入上述物质后检测效果明显 
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加强 。 
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Study on the techniques of EI ISA in the detection of 

different strains of apple ehlorotie leaf spot virus 
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Shaanxi Pomology Research l~lstitate Xi‘d 710065，China) 

Abstract：TWO procedures，DSA—EI ISA and F(ab) 一ELlSA were used to test CLSV 

in apple，peach，cherry and apricot and the testing effects were com pared．The effect of 

different additives in virus extract medium Oll the testin effect of DSA ELISA was als0 

arialyzed．The results showerl that F(ab) El ISA could detect more virus strains thun 

DSA—ELISA ，and that the testing effect of DSA ELISA was improved when nicotine， 

MgCI 2 and 3．3 D D werp supplemented into virus extract medium of peta[s and Ieaves 

Key words：CLSV ；ELlSA ；virus extract mediuIn 
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