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摘要：基于双抗体夹心 ()*+,反应原理，在两种不同加工成形的硝酸纤维素膜条（-. /0123）上进行了马铃薯 ,病毒
（45,）的检测研究，并以酶标板 ()*+,做参比。结果表明，在 -.条6"（-. /01236"）上的检测灵敏度与酶标板 ()*+,相
当，而反应试剂的用量仅为酶标板 ()*+,的百分之一；-.条6!（-. /01236!）由于加样点间易发生交叉污染而不适合
进行 ()*+,检测。应用 -.条6"可稳定进行 45,的 ()*+,检测，为进一步开展微流体斑点免疫检测研究奠定了基
础。
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可侵染马铃薯的植物病毒有 "$余种，其中马铃
薯 ,病毒（3J0F0J N21L/ ,，45,）引起系统侵染的马铃
薯 , 病毒病［!，"］。该病毒的已知寄主为茄属植物
（如马铃薯、烟草等），在欧洲和北美广泛发生［"］。

在一些地区，该病可造成高达 8$\的产量损失，是
马铃薯生产上危害较严重的病毒病之一［"，#］。在我

国仅在黑龙江省有发生的报道［8］。由于至少有 ’种
我国较常见的蚜虫能以非持久性方式传播该病毒，

因此 45,在我国流行的可能性很大［#］，是重要的国
内监测对象和出入境口岸对外检测目标［!］。

45,在马铃薯上引起花叶症状的严重程度受
病毒株系、栽培品种和环境条件的影响。45,隶属

于马铃薯 ]病毒属（4J0RN21L/），病毒粒子为正单链
^-,，线状（长约 ’#$=U，直径 !%=U）。该病毒可随种
薯传播并随着种薯的种植而定殖。在 45,病毒常
发区，种植抗病品种和脱毒种薯、防治蚜虫是防治

45,的有效措施；在偶发区和未发区，实施严格的
检验检疫是关键的预防措施。

酶联免疫吸附（ @=ZRU@ Q2=P@I 2UUL=J/J1T@=0
F//FR，()*+,）是植物病毒检验检疫常用和有效的方
法［"，8，%，_，!$］。目前国际上有关于 45, 病毒 ()*+,、
^:64.^和荧光定量 ^:64.^检测和应用研究的报
道［"，&］，国内仅有应用国外进口试剂盒进行 45,检
测的报道［8］。斑点酶联免疫吸附实验（7J06()*+,）
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是以硝酸纤维素膜（!"）为载体而发展的一种酶联
免疫吸附方法，具有样品吸附量大和试剂用量少等

特点，已经在多种病原微生物的检验检疫中得到研

究和应用［# $ %&］。通常的 ’()*+,-./是在一块剪切大
小适宜的硝酸纤维素膜（01)2(345565(74 84892:04，
!";）上进行。
本研究采用复合式双抗体夹心 +,-./ 检测体

系（3(8<(60’ ’(6954 :0)19(’147 7:0’=13> +,-./，?/.*
+,-./），在 @种不同加工成形的 !"膜条或片上进
行马铃薯 /病毒的检测研究。

! 材料与方法

!"! #$条的制作
供试的 !"膜由北京中美检科微技术研究所提

供。!"条*@（!" 7)21<*@）是先将硝酸纤维素膜（孔径
&ABC!8，D458:0 .314034，美国）经激光切割成直径
@88 的圆片，然后以边缘粘贴在事先打孔（孔径
@88 E %AC88，间距：%&88）的塑料胶条上（大小
B&88 E @88）（如图 @右所示）。!"条*%（!" 7)21<*%）
是将 !"膜切割成长 F&88和宽 @88的窄条，直接
粘在塑料胶条上（如图 @左所示）。
!"% 植物材料和 &’()*试剂

GH/侵染的马铃薯叶片和阴性质控样品（健康
马铃薯叶片）以及其多抗 -ID（包被抗体）、单抗 -ID
（检测抗体）和碱性磷酸酶标记的兔抗鼠 -ID均来自
美国 /I’1: 公司。样品提取液是 % 倍磷酸缓冲液
（JA&I!:"5， &A@IKL@GMB， @ANI !:@LGMB·%@L@M，

&A@IK"5，%&&&8, ’’L@M，<L#AB，GO.）；洗涤液是含

&A&CP吐温 @&的磷酸缓冲液（GO.Q）［%&］。牛血清白
蛋白（9(R104 74268 :596810，O./）购自 .1I8:公司；可
拆卸式 NS孔酶标板购自 !603公司。
!"+ 样品提取液的准备
称取 &A&CI经冷冻干燥（ T C&U，%@>）和粉碎后

的马铃薯叶片（包括发病的和健康的），加入 @8,样
品提取液（含 @P <(5VR10V5<V22(51’(04（GHG）的 GO.溶
液，<L#AB），在 BU条件下振荡 C810，离心后取上清
液备用（BU，J&&&2W810，%&810）。
!", 酶标板上 -*).&’()*
常规的 ?/.*+,-./ 参照蒋成淦［%&］的记载。包

被抗体、检测抗体和酶标抗体的工作稀释倍数比为

@ X% X%；反应试剂的用量为 %&&!,W孔。在酶标板上加

入适宜浓度的包被抗体，BU过夜，倒去上清液、
GO.Q冲洗 F 次（F810W次）；用 @P O./在 F#U封闭
%>，冲洗同上；加入待检样品和阴性质控样品提取
液及空白对照，F#U温育 %>，冲洗同上；加入适宜稀
释的检测抗体和酶标抗体混合液，F#U温育 %>，冲
洗同上；加入显色底物 G*硝基苯磷酸酯（G!GG，%
8IW8,），室温避光反应 @&810 $ F&810。最后用酶标
仪（.602174，Q43:0，奥地利）在 B&C08 波长下读取吸
光度值（!"）。
!"/ #$膜免疫斑点 &’()*（-01.&’()*）
供试的 !"条首先在 GO.Q中漂涤 F&810，晾干

后备用。在 !"条上的 ?/.*+,-./操作步骤基本同
%AB，所不同的是反应试剂用量为 %!,W!"片，显色底
物为 C*溴*B*氯*F*吲哚磷酸W氮蓝四唑（O"-GW!OQ，% X
@ # W#），结果的判断是直接观察 !" 膜上的颜色，
与阴性质控样品和空白对照（不显色）对比明显着

色者为阳性。

% 结果与分析

%"! 酶标板上 23*的检测
由图 %可见，在两种不同抗体稀释组合下，GH/

侵染叶片的 !" 值均显著高于健康组织（阴性对照）
的 !" 值约 F倍，一般 @倍即可判定为阳性，且两种
抗体浓度间的 !" 值没有明显差异。

图 % 酶标板上马铃薯侵染叶片中

GH/的 ?/.*+,-./检测
注：!包被抗体 @&&倍稀释W检测抗体 %&&倍稀释，"包被抗体 %&&

倍稀释W检测抗体 C&倍稀释

%"% 在两种#$条上及不同抗体浓度下 23* 的检测
图 @左侧 @条为 !"条*%，右侧 @条为 !"条*@。

无论是侵染样品还是未侵染样品（从上至下：G T，G
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!，" #，" !，" #，" !，" #，" !），$%条&’的颜色均
比在 $%条&(上的均匀和清晰且反应点之间没有交
叉扩散现象。从 $%条&’上侵染样品 " !的检测结
果来看，高浓度抗体下（’)*，+)*）的反应颜色比低
浓度（())*，’))*）的深，显示出一定的定量检测的
趋势。健康组织 "&的结果发现高浓度抗体下的底
色亦较深。所以，()) 和 ’)) 倍抗体稀释是适宜马
铃薯 , 病毒的 -./&0123, 的工作浓度，与酶标板
0123,检测趋势一致。

图 ’ 两种 $%条和四种不同抗体使用
浓度下 "4,的检测

注：" !：侵染样品，" #：健康组织；样品的排列顺序从上至下 " #

和 " !交互排列；条 (和条 5为 ’)倍和 +)倍的包被抗体稀释，条

’和条 6为 ())倍和 ’))倍的包被抗体稀释，每一浓度设 6个 $%

片、重复 ’次

!"# 在 $%条&!上 ’()的检测实验
在捕获抗体 ’))*7检测抗体 ())*的稀释浓度下

"4, 病毒的重复性 -./&0123,检测实验（图 5）结果表
明 $%条&’可稳定用于 "4, 的 0123,定性检测。

# 讨论

斑点酶联吸附实验（-./&0123,）由于试剂用量
少、操作简便、费用低、结果直观等优点，已在许多

病原菌的检测中得到应用［5 8 +］。本研究采用不同加

工成形的 $%膜进行 -./&0123,检测 "4,研究，实验
结果更显示出 -./&0123, 检测的优越性，可广泛用
于 "4,的定性检测，为进一步开展微流控&斑点免
疫芯片检测研究奠定基础。

目前利用 -./&0123,进行样品的准确定量还很
难，而半定量是有可能实现的，本研究结果（图 ’）显
示出 -./&0123,半定量检测的可能性。观察还发现
抗体浓度过高（如 ’) 倍稀释），对照的底色明显加

图 5 在 $%条&’上马铃薯 ,病毒的

9,3&0123,检测结果
注：" !：侵染样品，"&：健康组织；$%条上样品的排列顺序同图

’；包被抗体 ’))倍7检测抗体 ())倍稀释

重，所以半定量检测也应在一定的浓度范围内。

通常情况下 -./&0123, 是在人为剪成的 $% 膜
上用画线标记出点样点［: 8 ()］。这易造成如‘标记

线’在冲洗中变模糊、滴液不准确、反应点扩散等现

象，给实验操作和观察带来不便。本研究中采用激

光切割和微加工技术，比手工操作规范且省材料。

虽然加工和制作难度较大，但是显色均匀、清晰，而

且不发生交叉反应现象。所以，不同加工成形的 $%
条可显著影响 -./&0123,检测实验。
在不同检测点上同一样品的 $%片显色程度有

时表现出较大差异（图 5），原因可能是操作中的人
为误差或者 $%条在加工过程中可能受到损坏，所
以在实际检测中每个样品重复 ’ 8 5 个 -./ 是必要
的，且要进一步规范和标准 $%条的加工制作。
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