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　　[摘　要 ]　选取不同浓度的柑橘溃疡病菌 SOB 培养液,利用载玻片进行固定、封闭、抗体结合、免疫荧光标记

及荧光强度检测,以探讨免疫荧光检测技术在柑橘溃疡病菌快速检测方面的应用。结果表明, 30 ℃下用BSA 封闭2

h, 30 ℃下抗体结合 1 h,荧光抗体浓度为 4 ΛgömL ,室温放置 40 m in 后,在荧光显微镜下可以清楚看到绿色的柑橘

溃疡病菌体。该方法操作简便,检测过程仅需 4 h,抗原抗体反应特异性极强,检测灵敏度可达 103 cfuömL。
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　　柑橘溃疡病 (cit ru s bacteria l canker)是影响全

球柑橘生产的重大检疫性病害,可危害包括柑桔属中

的绝大多数商品化栽培品种在内的数十种芸香科植

物。柑橘溃疡病病原菌为地毯草黄单胞柑橘致病变种

(X an thom onas ax onop od is pv. citri) ,可通过带菌种

苗、接穗、果实等柑橘材料进行远距离传播。该病主要

分布在亚洲、非洲、太平洋和印度洋群岛及南美洲的

30 多个国家, 以亚洲国家发生较为普遍, 在我国广

东、广西、福建、湖南、湖北、江西、浙江及四川等地均

有发生报道。目前,世界上已将其列为检疫性病害,实

施检疫禁止输入、输出的国家和地区有30多个[122 ]。

我国加入W TO 后,柑桔产品进出口以及种苗、

种质资源的调运和交换日趋频繁,柑桔溃疡病人为

传播的危险性加大。目前,我国已开始着手实施柑桔

非疫生产区建设、大力强化植物检疫、严防疫害传入

的监控策略。因此,开展柑桔溃疡病菌的快速、灵敏

和准确检测技术研究具有重要意义。同时,加强这方

面的研究也是植物检疫作为一个国家在对外贸易中

发挥技术壁垒作用的必然要求。

柑橘溃疡病菌的检测技术主要有常规判定法、

EL ISA 检测法、噬菌体检测法和分子生物学检测

法[328 ]。常规判定法简便易行,但检测周期过长,经验

不足者易误判; EL ISA 检测法是将抗原抗体的免疫

反应和酶的高效催化反应有机结合的一种综合性技

术,具有灵敏度高、特异性强、安全快速的特点;噬菌

体检测法准确度高,但操作复杂、检测周期较长; 用

DNA 杂交技术对柑桔溃疡病菌进行检测, 特异性

强、灵敏度高,但检测成本较高,检测周期约为1周。

而 PCR 检测技术是基于质粒DNA 序列设计的引

物,由于质粒的不稳定性,有时检测不到某些菌株。

免疫荧光细胞化学是根据抗原抗体反应原理,

将已知抗原或抗体标记上荧光素制成荧光标记物,

再用这种荧光抗体 (或抗原)作为分子探针检查细胞

或组织内的相应抗原 (或抗体)。H artung 等[8 ]和王

公金等[9 ]用I标记A 蛋白和多克隆抗血清,建立了柑

桔溃疡病菌的液相免疫放射分析鉴定法,获得了较

满意的效果。但由于其方法较复杂,操作性不强,故

一直未得到推广使用。本研究选取不同浓度的柑橘

溃疡病菌SOB 培养液,利用载玻片进行固定、封闭、

抗体结合、免疫荧光标记及荧光强度检测,以探讨免

疫荧光检测技术在柑橘溃疡病菌快速检测方面的应

用,这对防止有害生物的传入和传出,保护我国柑橘

业生产和生态安全具有重要检疫意义。

1　材料与方法

1. 1　材　料

柑橘溃疡病菌 (X an thom onas ax onop od is pv.

citri) ,由南京农业大学提供。水稻白叶枯病菌 (X .

ory z ae pv. ory z ae) ,由华中农业大学提供。柑橘溃疡

病菌 (X. a. c ) 抗体, 由重庆大学提供, 用 0. 01

mo löL、pH 7. 4的PBS稀释1 000倍。0. 03 gömL 小

牛血清 (BSA ) ,以 0. 01 mo löL、pH 7. 4的PBS 稀释。

Ξ [收稿日期 ]　2005211222
[基金项目 ]　湖北省出入境检验检疫局重点科技项目 (HUBE2005204)
[作者简介 ]　罗志萍 (1971- ) ,女,青海贵德人,农艺师,硕士,主要从事进出境植物检疫研究。E2m ail: luozp@hbciq. gov. cn



异硫氰酸荧光素标记的羊抗兔抗体 ( IgG2F ITC) ,用

0. 01 mo löL、pH 7. 4的PBS稀释成4 ΛgömL。缓冲甘

油,由无荧光的甘油 (分析纯) 9份和0. 2 mo löL 碳酸
盐缓冲液 (pH 9. 2) 1 份配制。0. 01 mo löL PBST 缓

冲液,由 0. 55 g N aH 2PO 4·H 2O + 2. 85 g N a2H PO 4

·2H 2O + 9 g N aC l+ 0. 01%吐温+ 1 000 mL 去离

子水配制。SOB 培养液,由 2%胰蛋白胨+ 0. 5%酵

母浸膏+ 0. 5 göL N aC l+ 2. 5 mmo löL KC l+ 10

mmo löL M gC l2 配制, 121 ℃湿热灭菌15 m in。

1. 2　方　法

1. 2. 1　菌液制备　分别挑取柑橘溃疡病菌和水稻

白叶枯病菌单菌落,于SOB 培养液中振荡培养3 h,

使菌液浓度 (菌落计数法测得)约为1×102, 1×103,

1×104 和1×105 cfuömL。

1. 2. 2　免疫荧光标记与观察　 (1)涂片。分别用接

种环取1环浓度为1×105cfuömL 的柑橘溃疡病菌和

水稻白叶枯病菌培养液,涂抹于洁净的载玻片上,火

焰固定。(2)封闭。将涂片置于有盖搪瓷盒内,用BSA

布满菌体涂层, 30 ℃下封闭1～ 3 h, PBST 缓冲液洗

板3次,每次5 m in。 (3)抗体结合。将柑橘溃疡病菌

抗体 (1∶1 000)布满菌体涂层, 30 ℃下放置1～ 2 h,

PBST 缓冲液洗板3次,每次5 m in。 (4)荧光标记观

察。涂层上加 4 ΛgömL IgG2F ITC, 室温下放置 40

m in 后取出涂片,用滤纸吸去多余水分,但不使标本

干燥,加1滴缓冲甘油,以盖玻片覆盖。立即用N ikon

D FM 230 荧光显微镜 (500 nm 波长)于高倍视野下

观察标本的特异性荧光强度。

1. 2. 3　检测灵敏度的确定　选用浓度为 1×102,

1×103, 1×104 和1×105 cfuömL 的柑橘溃疡病菌菌

液,用1. 2. 2的方法分别在30 ℃下用BSA 封闭2 h,

抗体结合在30 ℃下放置1 h,荧光抗体浓度为4 Λgö

mL ,室温放置 40 m in 后在荧光显微镜下观察荧光

的有无和荧光强度,同时以水稻白叶枯病菌为阴性

对照。每处理重复2次。

2　结果与分析

2. 1　柑橘溃疡病菌免疫荧光检测方法的建立

由表1可以看出,将浓度为1×105 cfuömL 的柑

橘溃疡病菌菌液于30 ℃下用BSA 封闭2 h,抗体结

合后在 30 ℃下放置 1～ 2 h,荧光抗体浓度为 4 Λgö

mL ,室温放置 40 m in 后镜检,可以在荧光显微镜下

清楚地看到绿色的柑橘溃疡病菌体 (图1) ,而在同等

方法和条件下,水稻白叶枯病菌不发荧光。

表1　柑橘溃疡病菌和水稻白叶枯病菌的免疫荧光检测结果
T able 1　D etection resu lts of Xac and Xoo by

imm uno2fluo rescence m icro scopy

菌种
Fungi

BSA 封闭
时间öh

BSA block ing

抗体结合
时间öh

A ntibodies
co2cu ltu ring

荧光强度
F luo rescence

reaction

柑橘溃疡病菌
X an thom onas

ax onop od is
pv. citri

1 1 ±
2 +

2 1 + + +
2 + +

3 1 +
2 + +

水稻白叶枯病菌
X . ory z ae
pv. ory z ae

1 1 -
2 -

2 1 -
2 -

3 1 -
2 -

　　注: - . 无荧光;±. 极弱的可疑荧光; + . 荧光较弱,但清楚可见;
+ + . 荧光明亮; + + + . 荧光闪亮。下表同。

N o te: - . N o fluo rescence; ±. w eak fluo rescence; + . obvious
fluo rescence; + + . b righ t fluo rescence; + + + . b link fluo rescence.

图 1　柑橘溃疡病菌免疫荧光显微观察
F ig. 1　D etection of Xac by imm uno2

fluo rescence m icro scopy

2. 2　免疫荧光检测法检测柑橘溃疡病菌的灵敏度

不同浓度柑橘溃疡病菌菌液在 30 ℃下用BSA

封闭2 h,抗体结合在30 ℃下放置1 h,荧光抗体浓度

为4 ΛgömL ,室温放置40 m in 后镜检结果见表2。
表 2　不同浓度柑橘溃疡病菌菌液的荧光免疫检测结果

T able 2　F luo rescence detection resu lts of

Xac by differen t concen tra t ion

菌种
Fungi

菌液浓度
Concen tration

荧光强度
F luo rescence

reaction

柑橘溃疡病菌
X an thom onas

ax onop od is
pv. citri

102 - -
103 + ±
104 + + +
105 + + + + + +

水稻白叶枯病菌
X . ory z ae
pv. ory z ae

102 -
103 -
104 -
105 -
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　　由表 2 可知,本研究建立的柑橘溃疡病菌荧光

免疫检测方法的检测灵敏度可达1×103 cfuömL。

3　讨　论

荧光免疫检测法易受荧光物质特性的影响,所

以荧光染色后一般应该在1 h 内完成观察,或于4 ℃

保存4 h,时间过长会使荧光减弱。此外在操作的各

个步骤中,涂片应该始终保持湿润,避免干燥。所滴

加的待检抗体标本或荧光标记物应始终保持在已知

抗原标本玻片上,避免因放置不平使液体流失,造成

非特异性荧光染色。

本研究结果表明, 30 ℃下用BSA 封闭2 h,抗体

结合后在 30 ℃下放置 1 h, 荧光抗体浓度为 4 Λgö

mL ,室温放置 40 m in 后镜检,可以在荧光显微镜下

清楚地看到绿色的柑橘溃疡病菌体。用该方法进行

柑橘溃疡病菌免疫荧光抗体检测操作简便, 仅需 1

台荧光显微镜,整个检测过程仅需 4 h,抗原抗体反

应特异性极强,检测灵敏度可达 103 cfuömL ,所需试

剂易购,仪器均为常规设备。因此,该方法能满足柑

橘植物检疫工作中快速准确验放的实际需求,适合

在植物检疫部门推广使用。
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Study on detect ing X an thom onas ax onop od is pv. citri by imm unofluo rescence

L UO Zh i-p ing1, HONG N i2

(1 H ubei E n try 2E x it Insp ection and Q uaran tine B u reau ,W uhan, H ubei 430022, Ch ina;

2 Colleg e of P lan t S cience and T echnology , H uaz hong A g ricu ltu ra l U niversity ,W uhan, H ubei 430070, Ch ina)

Abstract: C it ru s bacteria l canker d isease, cau sed by X an thom onas ax onop od is pv. citri, is a seriou s quar2
an t ine disease of mo st cit ru s species and cu lt ivars in m any cit ru s2p roducing areas w o rldw ide. T he study

tried to u se a p iece of g lass to estab lish a simp le and conven ien t imm unofluo rescen t techn ique fo r a qu ick

iden t if ica t ion of X an thom onas ax onop od is pv. citri. Imm unofluo rescence experim en ts demon stra te that green

X an thom onas ax onop od is pv. citri bacteria bodies can be seen exp licit ly under f luo rescen t m icro scope after

enclo sed by BSA under 30 ℃ fo r 2 hou rs, com b ined w ith an t ibody fo r 1 hou rs, w ith the fluo rescen t an t i2
body concen tra t ion of 4 ΛgömL in room temperatu re fo r 40 m inu tes w h ile X an thom onas ory z ae pv. ory z ae

can no t. T he test ing w ith imm unofluo rescence an t ibodies by th is m ean s is so simp le that on ly a fluo rescen t

m icro scope is needed and the w ho le test ing p rocess on ly takes 4 hou rs w ith an ex trem ely strong specif icity

in an t igen2an t ibody react ion and the assessing delicacy of less than 103 cfuömL. T herefo re, th is m ethod

m eets the p ract ica l dem ands of the rap id C it ru s bacteria l canker quaran t ine iden t if ica t ion qu ite w ell in ex2
po rt and impo rt sites.

Key words: X an thom onas ax onop od is pv. citri; IgG2F ITC; imm unofluo rescence detect ion; p lan t quaran2
t ine
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