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　　 [摘　要 ] 　对采自云南各大烟区的烟草野火病菌株进行了分离、鉴定, 用通过筛选致病力强的烟草野火病

菌株为抗原, 制备了烟草野火病菌特异性的抗血清, 建立了一套快速检测烟草野火病菌的方法, 制备了 SPA 2
EL ISA 反应试剂盒, 应用玻片凝集或协同凝集反应与 SPA 2EL ISA 反应试剂盒相结合的方法, 使检测真正做到了

简便、快速、灵敏、准确。
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　 　 烟 草 野 火 病 ( w ildfire of tobacco , 由

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci 引起) 是一种在烟

草植株上普遍发生的毁灭性细菌病害。近年来, 由

于地理条件及栽培制度的原因, 烟草野火病的发生

有逐年加重的趋势, 特别是在云南省, 年发病面积

达6 万 hm 2, 成为烤烟生产的主要病害之一。本研究

以特异性抗血清为基础, 研制准确、灵敏的检测烟

草野火病的血清学方法, 从而确定云南烟草野火病

的初侵染源, 进一步科学地揭示烟草野火病的发生

规律, 为生产服务, 使烟草野火病的危害降至最低。

现将研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　参试菌株

　　本试验所用菌株见表 1。

1. 2　抗血清的制备

1. 2. 1　免疫原的制备　 (1) 制备抗血清的菌株:

P s. sy. pv. tabaci Y5 菌株; P s. sy. pv. tabaci X 3

菌株。 (2) 免疫原的种类及制备。全菌体免疫原的

制备参考文献 [ 1 ], 制备的抗血清命名为 P sY5A ,

P sY5B 和 P sX 3。胞外多糖 (EPS) 的制备参照文献

[ 2 ], 并稍作改动, 制备的抗血清命名为 P sEY5。

1. 2. 2　试验动物　健康新西兰大耳兔 (雄兔) , 体

重约 2. 5 kg。

1. 2. 3　免疫血清的制备　免疫血清的制备参见文

献 [ 3 ]。

1. 3　抗血清效价、专化性、灵敏度测定

抗血清效价、专化性、灵敏度的测定方法见文

献 [ 1 ]。

1. 4　检测方法

1. 4. 1　试验材料　抗血清: P sY5A。

阳性对照: ①由南京农业大学植保学院植检所

提供的烟草野火病的标准菌株; ②温室中接种发病

的烟株种子、根、茎及根部土壤。

阴性对照: 健康烟草植株的种子、根、茎及根

部土壤。

空白对照: 0. 01 mo l PBS 缓冲液。

1. 4. 2　检测方法　玻片凝集反应、协同凝集反应

参考文献 [ 3, 4 ]。

利用烟草野火病菌 Y5 菌株菌悬液, 制成不同

浓度梯度, 分别参考文献 [ 1 ] 检测步骤, 根据反应

强弱程度划分级别: 液体透明, 凝集颗粒粗大为

“+ + + + ”, 凝集颗粒较大为“+ + + ”, 凝集颗粒

小为“+ + ”; 液体不透明, 有凝集颗粒为“+ ”, 无

凝集颗粒为“- - ”, 见图 1。
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表 1　供试菌株及其来源

T able 1　 Iso la tes and their sources

细菌名称
N am e of pathogens

菌株
Iso late

来源
Source

烟草野火病菌
P seud om onas sy ring ae pv. tabaci

X1, X2, X3, X8, X10, X11 昆明市寻甸县 Xundian coun ty, Kunm ing

Q 5, Q 7, Q 11, Q 12, Q 4, Q 15 曲靖地区沾益县 Zhanyi coun ty, Q ujing
A 野21, A 1, A 2, A 4, A 3 昆明市安宁县A nning coun ty, Kunm ing
安1, 安2, 安3 昆明市安宁县A nning coun ty, Kunm ing
Z1, Z2, Z3, Z4 昭通地区 Zhao tong p refectu re
Y3, Y5, Y6, Y7, Y8, Y9, Y20, Y21, Y22,
Y23, Y24

玉溪市红塔区延河 Hongta area, Yux i
E1, E2, E3, E4 大理州洱源县 E ryuan coun ty, D ali

丁香假单胞菌大豆致病变种
P s. sy. pv. g ly cina N 2189 南京农业大学植保学院 T he co llege of p lan t

p ro tection, N an jing A gricu ltu ral U niversity

丁香假单胞菌豆属致病变种
P s. sy. pv. p achy rh iz us Pb7 云南省植物病理重点实验室 Phytopatho logy

L abo rato ry of Yunnan P rovince

丁香假单胞菌桑致病变种
P s. sy. pv. m ori P. m ori

南京农业大学植保学院 T he co llege of p lan t
p ro tection, N an jing A gricu ltu ral U niversity

黄瓜角斑病假单胞菌
P s. sy. pv. lach rym ans

PSL 28 南京农业大学植保学院 T he co llege of p lan t
p ro tection, N an jing A gricu ltu ral U niversity

丁香假单胞菌女贞致病变种
P s. sy. pv. sy ring ae

L ig217 南京农业大学植保学院 T he co llege of p lan t
p ro tection, N an jing A gricu ltu ral U niversity

丁香假单胞菌番茄致病变种
P s. sy. pv. tom a to

N 2844 南京农业大学植保学院 T he co llege of p lan t
p ro tection, N an jing A gricu ltu ral U niversity

烟草青枯病菌 R alston ia solanacearum FJ; N 9005; P. s. 福建三明 Sanm ing area, Fu jian

草生欧文氏菌 E rw in ia herbicola EH 21 南京农业大学植保学院 T he co llege of p lan t
p ro tection, N an jing A gricu ltu ral U niversity

图 1　模式菌株菌悬液致敏金黄色葡萄球菌的协同凝集反应的级别 (4 倍显微照片)

从左至右: “+ + + + ”, “+ + + ”, “+ + ”, “+ ”, “- - ”

F ig. 1　R eaction grade of slide agglu tination & coagglu tination

from left to righ t: “+ + + + ”, “+ + + ”, “+ + ”, “+ ”, “- - ”

　　间接2EL ISA 反应检测参考文献 [ 2, 5 ], SPA 2
EL ISA 诊断试剂盒的研制参考文献 [ 5, 6 ]。

É 缓冲液及试剂配方。

(1) 0. 05 mo löL pH 9. 6 包被缓冲液 (coat ing

buffer, CB )。

1. 59 g N a2CO 3, 2. 93 g N aHCO 3, 0. 2 g N aN 3,

加蒸馏水至 1 000 mL。

(2) 0. 01 mo löL pH 7. 4 磷酸缓冲液 (PBS)。

8. 0 g N aC l, 2. 9 g N a2H PO 4·12H 2O , 0. 2

g KH 2PO 4, 0. 2 g KC l, 加蒸馏水至 1 000 mL。

(3) 1×PBST 洗涤液。Tw een220 0. 5 mL , 加

0. 01 mo löL pH 7. 4 PBS 至 1 000 mL。

(4) 底物缓冲液 (pH 5. 4)。A 液 (0. 1 mo lö

L 柠 檬 酸 ) 2. 22 mL , B 液 ( 0. 1 mo löL
N a2H PO 4) 2. 78 mL 加蒸馏水 10 mL。

(5) TM B 底物反应液。TM B (四甲基联苯胺,

10 m gömL 以四甲基亚砜配制) 100 ΛL , 体积分数

0. 65% H 2O 2 25 ΛL 加底物缓冲液至 10 ΛL。

(6) A 蛋白纯品 (SPA ) 及酶标A 蛋白 (HR P2
SPA )。
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葡萄球菌A 蛋白 (SPA ) 为华美生物工程公司

产品, 工作质量浓度为 2. 5 ΛgömL , 以包被缓冲液

先配成 1 m gömL 母液, 4 ℃贮备; 辣根过氧化物酶

标记A 蛋白 (HR P2SPA ) 为上海科欣生物技术研究

所产品, 工作浓度为 1∶40。

Ê SPA 2EL ISA 工作流程参照文献 [ 2 ]。

2　结果与分析

2. 1　抗血清效价的测定结果

　　用玻片凝集、试管凝集、奥氏双扩散 (ODD )、

EL ISA 几种方法测定抗血清效价, 结果见表 2。

表 2　不同免疫原制备的抗血清及其效价

T able 2　Po tency of an tisera imm unized by differen t imm unogen

免疫原
Imm unogen

抗血清
A ntisera

效价 Po tency

玻片凝集
Slide agglu tination

试管凝集
T ube agglu tination ODD EL ISA

Y5 P sY5A 1∶1 000 1∶2 560 1∶64 1∶16 000

Y5 P sY5B 1∶1 000 1∶1 280 1∶32 1∶8 000

X3 P sX3 1∶1 000 1∶1 280 1∶32 1∶8 000

EPS P sEY5 1∶50 1∶20 1∶4 1∶2 000

Y5 IgM

PS-

　　注: 表中空格为阴性反应; IgM 为第 1 次免疫原注射 4 d 后所采血清; PS- 为未注射免疫原时的阴性血清。

N o te: T he b lank spaces are negative reaction ; IgM is the sera co llected after 4 d from the first imm unization in jection; PS- is the negative

sera co llected befo re the first imm unization in jection.

2. 2　抗血清的专化性

2. 2. 1　用玻片凝集法测定的抗血清专化性　利用

玻片凝集法测定了抗血清对不同细菌和菌株的专化

性, 结果见表 3。由表 3 可以看出, 本试验所制备的

4 个 血 清, 除 与 P seud om onas sy ring ae pv.

lach rym ans 有弱交叉反应外, 专化性较好。

表 3　玻片凝集法测定的抗血清专化性

T able. 3　Specificity of an tisera by slide agglu tination

供试菌株
Iso late P sY5A P sY5B P sX3 P sEY5 V F5 9005 P. C PS-

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci Y5 + + + + + + + + + - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci X3 + + + + + + + + - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci E3 + + + + + + + - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci Q 4 + + + + + + + - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci Z1 + + + + + + + - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci A 1 + + + + + + + - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci 安1 + + + + + + + - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. g ly cina - - - - - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. p achy rh iz us - - - - + + + - - -

P seud om onas sy ring ae pv. m ori - - - - - - - -

P seud om ona. sy ring ae pv. carop hy lli - - - - - - + + + -

P seud om onas sy ring ae pv. lach rym ans + + + + - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. sy ring ae - - - - - - - -

P seud om onas tom a to - - - - - - - -

R alston ia solanacearum - - - - - + + + - -

E rw inn ia herbicola - - - - - - - -

2. 2. 2　利用ODD 法测定的抗血清专化性　利用

ODD 法测定了各抗血清对不同菌株的专化性, 结果

见表 4。由表 4 可见, 除 PS- 外, 所有抗血清只与免

疫原菌株发生阳性反应, 说明各种方法制备的抗血

清均可用ODD 法对烟草野火病进行检测, 同时也

表明ODD 法的专化性极强。

2. 3　抗血清的灵敏度

利用不同血清学检测方法对不同稀释度的目标
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菌进行了检测, 各方法的灵敏度见表 5。由表 5 可

见, ODD 法灵敏度最低, SPA 2EL ISA 的灵敏度最

高, 可以达到 103, 以 EPS 为免疫原制备的抗血清质

量不高。
表 4　ODD 法测定的抗血清专化性

T able 4　Specificity of an tisera by ODD

供试菌株
Iso late P sY5A P sY5B P sX3 P sEY5 V F5 9005 P. C PS-

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci Y5 + + + + + + - - - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci X3 - - + + + - - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci E3 - - - - - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci Q 4 - - - - - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci Z1 - - - - - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci A 1 - - - - - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. tabaci 安1 - - - - - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. g ly cina - - - - - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. p achy rh iz us - - - - + + + - - -

P seud om onas sy ring ae pv. m ori - - - - - - - -

P seud om ona. sy ring ae pv. carop hy lli - - - - - - + + + -

P seud om onas sy ring ae pv. lach rym ans - - - - - - - -

P seud om onas sy ring ae pv. sy ring ae - - - - - - - -

P seud om onas tom a to - - - - - - - -

R alston ia solanacearum - - - - - + + + - -

E rw inn ia herbicola - - - - - - - -

表 5　不同检测方法的灵敏度比较

T able 5　Sensit ivity of differen t detection m ethods

检测方法
D etection m ethods

抗血清A ntisera

P sY5A P sY5B P sX3 P sEY5

玻片凝集
Slide agglu tination 105 106 106

协同凝集
Coagglu tination 105 105 105

ODD 107 107 107

间接2EL ISA
Indirect2EL ISA 104 104 105 107

SPA 2EL ISA 103 103 104 107

　　注: 表中空格为阴性反应。

N o te: T he b lank spaces are negative reaction.

2. 4　样品检测

2. 4. 1　玻片凝集法　利用烟草野火病菌 Y5 菌株

菌悬液, 制成不同浓度梯度, 根据反应强弱程度划

分级别 (图 1)。用 P sY5A , P sY5B , P sX 3 和 P sEY5

抗血清对参试菌株和样品进行检测, 并与图 1 分级

标准进行对比, 结果见表 6。
表 6　用玻片凝集反应检测菌株与样品的结果

T able 6　 Iso la tes & samp les detected w ith slide agglu tination

样品
Iso late & samp le

抗血清 A ntisera

P sY5A P sY5B P sX3 P sEY5

　　　　　　　　Y5 + + + + + + + + + + +
　　　　　　　　X3 + + + + + + + + + +
　　　　　　　　E3 + + + + + + + + + +
　　　　　　　　A 2 + + + + + + + + + + +
　　　　　　　　安1 + + + + + + + + + +
　　　　　　　　Q 4 + + + + + + + + + +
　　　　　　　　Z1 + + + + + + + + + +
田间感病叶片D iseased leave from fields + + + + + + + + + + +
温室接种发病叶片 D iseased leave by
inocu lation in the greenhouse

+ + + + + + + + + + +

健康烤烟叶片 H ealthy tobacco leave - - - - - - - -

　　由表 6 可见, 所有血清均与野火病菌株及感病

叶片发生阳性反应, 而与作为阴性对照的健康烟叶

发生阴性反应。同时, 检测中发现, 用玻片凝集法

检测土壤样品、种子、根残体时, 受样品本身的干
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扰, 不易观察到结果, 因此, 该方法可以用于鉴别

病原菌和叶片上的病斑, 而对检测土壤样品、种子、

根残体不太实用。

2. 4. 2　协同凝集法　用 P sY5A , P sY5B , P sX 3 和

P sEY5 4 种抗血清致敏的金黄色葡萄球菌, 对参试

菌株和样品进行检测, 结果见表 7。检测中发现, 与

玻片凝集法相比, 协同凝集法在灵敏度上有很大提

高, 但同样在检测土壤样品、种子、根残体时 (检

测时受样品干扰, 所以检测结果未在表中列出) 受

样品本身的干扰, 不易观察到结果, 因此, 该方法

可以用于鉴别病原菌和叶片上的病斑, 而对于检测

土壤样品、种子、根残体不太实用。
表 7　用协同凝集反应检测菌株与样品的结果

T able 7　 Iso la tes & samp les detected w ith coagglu tination

样品
Iso late & samp le

不同抗血清致敏的金黄色葡萄球菌
S tap h lococus au reus sensit ized by the differen t an tisera

P sY5A P sY5B P sX3 P sEY5

　　　　　　　　Y5 + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　X3 + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　E3 + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　A 2 + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　安1 + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　Q 4 + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　Z1 + + + + + + + + + + + + +

田间感病叶片D iseased leave from fields + + + + + + + + + + + + + +

温室接种发病叶片 D iseased leave by
incu lation in the greenhouse

+ + + + + + + + + + + + + +

健康烤烟叶片 H ealthy tobacco leave - - - - - - - -

2. 4. 3　EL ISA 检测烟草野火病菌　由表 8 可以看

出, 本试验所用的两种酶联免疫吸附实验技术均能

准确地检测到烟草野火病菌, 包括叶片中所存在的

病原菌, 证明这两种技术在用于烟草野火病菌的检

测上获得了成功。

表 8　用酶联免疫吸附反应检测菌株与样品的结果

T able 8　 Iso la tes & samp les detected w ith EL ISA

样品
Iso late & samp le

P sY5A

间接2EL ISA Indirect2EL ISA SPA 2EL ISA

　　　　　　　　Y5 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　X3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　E3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　A 2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　安1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　Q 4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

　　　　　　　　Z1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

田间感病叶片 D iseased leave from
fields + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

温室接种发病叶片 D iseased leave by
inocu lation in the greenhouse + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

健康烤烟叶片 H ealthy tobacco leave - - - - - - - -

3　结论与讨论

3. 1　抗血清的制备

　　本研究利用烟草野火病菌提取不同免疫原, 对

制备烟草野火病菌的特异性抗血清进行了初步的探

索, 发现用戊二醛固定的全菌体作为抗原制备的抗

血清效价高、专化性好。而用烟草野火病菌的胞外

多糖 (EPS) 制备的抗血清效价相当低, 这可能是因

为烟草野火病菌的胞外多糖分子质量过小, 免疫原

性不好。

3. 2　各种检测技术

本研究应用了玻片凝集、协同凝集、试管凝集、

奥氏双扩散 (ODD )、间接 EL ISA 和 SPA 2EL ISA 6

种技术。值得注意的是, 在用血清学技术检测时, 必

须设阴性、阳性、空白对照。研究结果表明, 各种

技术均有优缺点, 适用的范围也各不相同。

3. 3　烟草野火病快速检测体系的建立

根据以上几种技术的优缺点, 进行有机结合, 即
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(1) 应用ODD 技术检测抗血清的效价、专化性以及

菌株间的亲缘关系; (2) 用玻片凝集和协同凝集法

检测未知菌菌体本身非常有效, 且快捷简便; (3) 应

用酶联免疫检测种子、土壤和根围样品, 可以做到

快速、准确、灵敏。特别是制成免疫试剂盒后, 实

验就更为简便、快捷。
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Stud ies on rap id detect ion of tobacco w ildfire
(P seud om onas sy ring ae pv. tabaci) in Yunnan

L IU Ya- t ing1, ZHANG Sh i-guang23 , L IY ong-zhong3, W ANG Shao-kun 4

(1 F acu lty of A g ricu ltu ra l S cience and T echnology ; 2 P hy top a thology L abora tory of Y unnan P rov ince; 3 F acu lty of T abacco,

Y unnan, K unm ing 650201, Ch ina; 4 Q uj ing T obacco Comp any , Y unnan P rov ience, Q uj ing , Y unnan 655001, Ch ina)

Abstract: Stra in s of tobacco w ildfire from Yunnan w ere iso la ted and iden t if ied. P seud om onas sy ring ae

pv. tabaci specif ic an t iserum w as ob ta ined th rough screen ing the st rong2viru len t st ra in s as an t igen.

Straphylococal p ro tein A EL ISA (SPA 2EL ISA ) k its w ere developed successfu lly and th is w as the first t im e

to estab lish the rap id detect ing m ethod of the pathogen. D etect ion techn iques becom e easier, rap ider, mo re

sen sit ive and accu ra te, by com b in ing SPA 2EL ISA w ith agglu t ina t ion test ( slide agglu t ina t ion and

coagglu t ina t ion).

Key words: tobacco w ildfire; P seud om onas sy ring ae pv. tabaci; rap id detect ion; indirect2EL ISA ; SPA 2
EL ISA ; agglu t ina t ion
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