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摘 要：稻温病菌的分生孢子、芽管、附着胞的混合物作为抗原免疫7897／,小鼠，取免疫小
鼠的脾细胞与:;$／"骨髓瘤细胞在<"=;>?下融合成杂交瘤细胞，用间接>9@:8筛选阳性
孔，获%%株单克隆抗体。间接免疫荧光试验表明其中!株单克隆抗体$7!、!8%、%*%和$A!
分别与孢子、芽管或附着胞有特异性结合；B+CD+/E.(’DDFEG分析发现$7!、!8%、%*%单克隆抗
体分别与孢子、芽管表面的提取物有不同的结合带；此四株单克隆抗体均干扰稻温病菌附着

胞形成，并抑制稻温病菌在叶表的致病性。
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稻温病是水稻的毁灭性病害，世界上几乎栽培水稻的地区都有此病发生。据英联邦

真菌学协会（HI@*FCD/F.JDF’EIKLC’M;(KED*FC+KC+C，<%，#+N，%24%）统计，世界上4<个国
家都有此病的危害。日本尽管广泛地使用了化学杀菌剂，但%2<1年至%2#"年间，平均年
损失仍占总产$O24=［%］。在印度，%2#"年至%2#$年间，由于稻温病流行，造成$##P"""
吨产量损失，占总产"O4=［$］。在菲律宾，稻瘟病流行地区上万公顷水稻遭受其害，产量
损失超过<"=［1］。进入4"年代，由于抗病品种选育，合理栽培措施以及采用有效的杀菌
剂，我国稻瘟病发生的面积及产量的损失有明显的降低，但是在%24!年至%24<年间我国
稻瘟病仍然流行，造成的产量损失为"O3=!"O4=［!］。
稻瘟病菌以菌丝体和分生孢子在病稻草和病谷上越冬，病稻草和病谷是翌年病害初

次侵染的主要来源。至第二年当气温回升到$"Q左右时，若遇降雨，就能不断地产生分
生孢子。孢子的产生和传播以夜间%$时至次晨#时为最多［1］。当稻瘟病菌接触稻株后，
在适宜湿度条件下发生如下的侵染过程：（%）病菌的分生孢子接触寄主表皮上的机动细胞
后，其尖端泄放的粘胶［<］以及发芽使得孢子紧密地粘着在寄主表面；（$）芽管继而分化成
特别的侵染机构，叫附着胞［#］；（1）附着胞产生侵染栓穿透角质层和表皮细胞壁；（!）病菌
分化成次生菌丝在寄主细胞中生长，侵染邻近表皮细胞并能深入叶肉细胞；（<）<63N后出
现症状，分生孢子梗上分化出大量的新的分生孢子并从病斑中释放出来；（#）这些新形成
的分生孢子可重新侵染寄主。在生长期即以菌丝体和分生孢子在病稻草、病谷上越冬，完

成侵染循环。其中附着胞形成是病菌成功侵入寄主完成整个侵染循环的关键步骤之一。

因此，我们开展了稻瘟病菌附着胞形成机理的研究。为了分析稻瘟病菌的结构成份，并探



讨其对附着胞形成的作用，我们首次制备了稻瘟病菌的一系列单克隆抗体。发现单克隆

抗体在适当浓度下能有效地封闭病菌表面抗原因子，干扰病菌的附着胞形成，抑制病菌侵

染寄主形成病斑。单克隆抗体这一特性为稻瘟病的防治提供了一条新的思路。而且，我

们利用单克隆抗体为探针，筛选稻瘟病菌分生孢子的!"#$表达文库，已获得一个与附着
胞形成相关的基因，为稻瘟病菌附着胞形成的分子生物学研究打下基础。

! 材料和方法

!%! 发芽孢子和附着胞抗原制备
稻瘟病菌&’(’’)’由浙江省农业科学院稻瘟病研究室柴荣耀提供，该菌株对籼稻

（!"#!$%）品种致病性强。菌种在实验过程中一般在*+,$上培养。通过混合培养产生
大量孢子后，用-./01明胶，轻轻地在培养基表面洗擦，收集悬浮液，经羊毛纸过滤后得
纯分生孢子。分生孢子悬液经02---3离心0456，收集沉淀孢子，用灭菌的去离子水（+57(
7589:;）悬浮稀释至’-<个分生孢子／4=浓度。取该浓度的分子孢子悬液0-!=，然后用移
液枪小心逐滴加到洗净灭菌的玻璃培养皿（直径&!4）上，每皿><滴，保持一定距离，注意
防止水滴之间相遇连合，/?@培养’-A后，此时不发芽孢子所占比例为0.<1，发芽孢子
未形成附着胞比例为>’.?1，发芽孢子已形成附着胞的比例为??.?1。用洗净灭菌的小
橡皮轻轻擦刮，收集上述培养皿上的稻瘟病菌培养物，然后离心收集含有孢子，芽管和附

着胞的混合物，<@保存，作为抗原备用。

!%" 单克隆抗体的制备

!%"%! 单克隆抗体的制备主要参考吴建祥等方法［B］。其中阳性孔筛选，单克隆抗体的
纯化方法略作变动，即包被不一样，具体见’%/%/，另外，提纯单克隆抗体方法不一样，采
用辛酸—硫酸铵方法［C］。

!%"%" 采用间接D=EF$方法筛选对稻瘟病菌的单克隆抗体细胞株，方法如下：

"包被稻瘟病菌分生孢子悬液（?G’-0个分生孢子’4=）’--!=／孔于&>孔的D=EF$板
中，/-@培养/<A，使孢子发芽形成附着胞，并紧密粘附在小孔底壁，作为包被的抗原。如再
用’1的乙醛固定-.0A，效果更好。#用01小牛血清（用H)F,稀释）封闭液’--!=／孔

?B@封闭?-456。$加样：待检细胞培养上清（,IF）每孔加’--!=，重复/孔。每块反应板上
设多克隆血清阳性对照和稀释液阴性对照各/孔，?B@温育’A。%用H)F,洗液洗三次，每
次?456。&加’J/---稀释的辣根过氧化合酶标记的羊抗鼠E3K结合物’--!=／孔，?B@温
育?-456。’用H)F,洗液洗三次，每次?456。(加新鲜配制的底物溶液（邻苯二胺溶液）每
孔’--!=，?B@温育’-456。)加终止液（/497／=L/F*<）每孔0-!=，终止反应。用酶标读数
仪判定，用酶标读数仪测读各反应孔在<&-64处的光度值（&’）。按下式计算：H／#M待检
孔&’值／阴性对照孔&’值，被检上清孔的H／#值!/.’者判为阳性。

!%# 用间接免疫荧光技术确定抗体在抗原表面的分布
采用间接法并略作改动，主要是利用孢子发芽后能紧密粘附于载玻片上的特性省去

固定这一步。具体步骤如下：

"用8LB./-.-/497／=H)F配制稻瘟病菌分生孢子悬液（’-<个分生孢子／4=），取

’--!=于无菌干净的载玻片上，/-@培养/<A，使孢子发芽形成附着胞，并紧密粘附在载
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玻片上。!用上述!"#洗一次，$%&’。"以正常的()*（+／+）小鼠血清（#&,%-）作为阴
性对照；以()*（+／+）稻瘟病菌多克隆小鼠抗体为阳性对照；以杂交瘤细胞的培养上清
（./#，待测单抗）作为待测样品；上述各样品在载玻片上加0))#1，重复0片，室温下处理

23。$!"#洗三次，每次$%&’。%加入释度为(45)的67./接合的经亲和层析提纯的羊
抗鼠7,8（全分子，#-&’91-:&;，<#=）0))#1，室温下处理23。&!"#洗三次，每次$%&’。

’滴加缓冲甘油（>份甘油加(份!"#），用盖玻片封液，并在激发波长为5$)(5>)的荧
光显微镜下观察记录实验结果。

!?" 单克隆抗体对附着胞形成的干扰作用测定

)将各单抗小鼠腹水7,8稀释成$，()和2)#,／%1三个浓度梯度。7,8蛋白含量采
用分光光度计进行比色测定，然后获得2@)’%和2A)’%的波长下的吸光值=，按1BCDEF
G-HBI-D公式计算蛋白浓度：
蛋白浓度（%,／%1）J(?5$K=2@)L)?M5K=2A)。

!取各单抗小鼠腹水7,8的各释度2)#1加到洋葱表皮上和25孔培养板的小孔中，
然后加2)#1的2K()5个分生孢子／%1的孢子悬液，混合后使孢子浓度和7,8浓度都释
稀一倍。以正常小鼠血清7,8（#&,%-）作为阳性对照，重复三次。2@N下(@3后测定附着
胞的形成率。试验重复二次。

!?# 单克隆体对稻瘟病菌的致病性抑制作用测定

!?#?! 取五叶期原丰早水稻稻叶，剪成$O))P%长片段，然后置于含湿的灭菌棉花球的
培养皿（直径为>P%）中，叶背朝上，备用。

!?#?$ 同时，采用对稻瘟病菌附着胞具有抑制作用的单抗7,8与分生孢子悬液混合，使
分生孢子浓度为()5个分生孢子／%1，单抗7,8浓度相应稀释到原先相对应对附着胞具
有抑制作用的浓度。然后共取()#1加到水稻片段的叶背面一侧（以中脉为界），每叶0
滴，在叶背面相对应另一侧加()#1同样浓度但不含单抗的分生孢子悬液（()5个分生孢
子／%1），同样0滴，每皿0片叶片，重复0皿。将上述培养皿置于2@N下光暗（(03／((3）
培养$Q，每天记录实验结果。实验重复2次。

!%& ’()*(+,-./**0,1分析

!%&%! 样品处理：收集分生孢子和带发芽的分生孢子各)O$,，分别加(*#R#含

(%%BH／1!S#6和5)%%BH／1*F巯基乙醇)O$%1，置于TUUV’QBDW离心管中，在沸水中煮

0)%&’，然后@X)))D／%&’离心$%&’，取上清，加含#R#蛋白电泳上样缓冲液。电泳备用。
另收集分生孢子和带发芽的分生孢子各)O$,，分别加)O$%1的冷())*三氟乙酸
（.6=），充分混匀()%&’，@X)))D／%&’离心()%&’，低温抽真空，干燥后，加含#R#蛋白电
泳缓冲液，混匀备用。

!?&?$ #R#F!=8T、YV;9VD’ZHB99&’,分析：参考李德葆等［>］方法。

$ 结果和分析

$?! 单克隆抗体筛选
共测定了@$)个杂交瘤细胞的培养上清（./#），发现20)个细胞株的./#能够在间

接T17#=显色中呈阳性，其中20个细胞株的./#呈强阳性。进一步克隆得((株细胞
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株（见表!）。
表! 稻瘟病菌单克隆抗体的性质

"#$%&! ’(#)#*+&),-+,*-./0.1.*%.1#%#1+,$.2,&-./3#41#5.)+(&4),-&#

3.1.*%.1#%#1+,$.2,&-
6-.+75&-#12-8$*%#--&-./

0.1.*%.1#%#1+,$.2,&-
",+)&./#-*,+,*/%8,2-

9,12,14-,+&-./0.1.*%.1#%#1+,$.2,&-
（6:;）

<;! 64; !=><??? ’.1,2,#
@9< 64; !=><?? ’.1,2,#，A&)1+8$&，#55)&--.),#
@B< 64; !=C>??? ;55)&--.),#
!D! 64; !=C@??? A&)0+8$&
@9!! 64; !=!>??? ’.1,2,#
EF@ 64; !=><??? ’.1,2,#，4&)0+8$&，#55)&--.),#
@;C 643 !=!>??? A&)0+8$&
<AG 64; !=!>??? ’.1,2,#，4&)0+8$&
CA< 64; !=H??? A&)0+8$&
EB!? 64; !=H??? ’.1,2,#
!:H 64; !=H??? ’.1,2,#，4&)0+8$&

"I" 间接免疫荧光方法获得的结果
从表!可以观察到!!株单抗抗原结合位点在稻瘟病菌的分生孢子、芽管和附着胞表

面分别具有不同的分布状况。其中<株单抗，即<;!，@9<，@B<和!D!能在免疫荧光反
应中表现出很强的阳性反应。<;!能够对孢子具有很强的结合作用，但对芽管和附着胞
反应很弱，@9<能够与分生孢子、芽管和附着胞都具有结合作用；@B<只能与附着胞起着
很强的结合作用，但对分生孢子和芽管不作用；!D!仅对芽管具有结合作用，对分生孢子
和附着胞不结合（见图!）。

图! 采用间接免疫荧光技术显示各种稻瘟病菌单克隆抗体在病菌表面的结合状况
:,4I! 612,)&*+,0081./%8.)&-*&1*&,12,*#+,14+(&#1+,4&1%.*#%,J#+,.1,1+(&

,1/&*+,.1-+)*+8)&-./3#41#5.)+(&4),-&#$70.1.*%.1#%#1+,$.2,&-
:6"’/%8.)&-*&1*&K#-L,&K&2K,+(&M,+#+,.1/,%+(&)9N<E?O<EGIP.K!5)&-&1+-

+(&5,*+8)&-812&)QRS&5,/%8.)&-*&1*&#12P.K@#-#*(&*T812&)%,4(+I
;I@9<%#$&%&2*.1,2,#，4&)0+8$&-#12#55)&--.),#81,/.)0%7；9I<;!%#$&%&2

*.1,2,#-+).14%7#1281,/.)0%7；’I!D!%#$&%&24&)0+8$&-；DI@F<%#$$&%&2#55)&--.),#0.-+-+).14%7I
*：*.1,2,#；+：4&)0+8$&；#：#55)&--.),#I

"I# 单克隆抗体对稻瘟病菌附着胞形成干扰作用
由于@9<、<;!、!D!、@B<在免疫荧光反应中反映强，且抗原表面的结合位点具有代

表性，故选用此四株单克隆抗体测定它们对稻瘟病菌附着胞形成的干扰作用。结果表明
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!"#、#$%、%&%和!’#能够在洋葱表皮和!#孔聚乙烯培养板上有效地抑制稻瘟病菌附着
胞的形成（见表!）。!"#作用效果最佳，即使其()*的浓度为+,)／-.还能起抑制作用；
在洋葱表皮表面尤为明显（见图!，/），而最弱者为!’#，其()*浓度需达到!0!)／-.时
才具作用。%01后观察已发现有抑制作用，但对照此时形成的附着胞率还不高，因此，对
比不明显，而%21后对照附着胞形成率达%003，而实验组附着胞形成率与%01后几乎一
样，抑制效果明显。

图! 单克隆抗体!"#在聚乙烯表面对稻瘟病菌附着胞形成的抑制作用

45)6! (789:;9:57)<581=>>:9??@:5,-;@:-=85@7AB-@7@CD@7=D=785A@EB!"#@7819?,:;=C9?@;>@DB981BD979?,A?8:=89?

"=7E&=?C19CF?，=;89:57C,A=85@7@;%01=7E%21，:9?>9C85G9DB；$=7EH57E5C=89!"#5789:;9:E<581=>>:9??@:5,-;@:-=85@76

图/ 单克隆抗体!"#在洋葱表皮上对稻瘟病菌附着胞形成的抑制作用

45)6/ (789:;9:57)<581=>>:9??@:5,-;@:-=85@7AB-@7@CD@7=D=785A@EB!"#@7819?,:;=C9?@;@75@79>5E9:-5?

"=7E&=?C19CF?=;89:57C,A=85@7@;%01=7E%21，:9?>9C85G9DB；$=7EH57E5C=89!"#5789:;9:E<581=>>:9??@:5,-;@:-=85@76
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!!" 单克隆抗体对稻瘟病菌致病的影响
由于"#$、$%&、&’&、"($四株单克隆抗体在免疫荧光反应中反应强，且在抗原表面

的结合位点具有代表性，故选用此四株单克隆抗体测定对稻瘟病菌致病的影响。试验表

明，单克隆抗体"#$、$%&、&’&和"($均对稻瘟病菌的病斑形成具有有效的抑制作用。
单抗"#$表现最强的作用，其)*+浓度仅为,!*／-.时，就可以对病斑具有有效抑制作
用。单抗对病菌致病性的影响主要是干扰病菌在稻叶表面形成附着胞从而完全抑制或延

缓病斑的形成（见表"，图$）。
表! 单克隆抗体对稻瘟病菌附着胞形成和病菌致病性的影响

/0123" )453673684*985:0;;63<<=68>-7=6-058=4=7-0*40;=65:3*68<3004?85<;05:=*343<8<1@-=4=A2=40204581=?83<

B=4=A2=402

04581=?83<

C=4A3456058=4=7

)*+／（!*／-.）

D778A834A@=70;;63<<=68>-

7=6-058=4=45:3=48=4’<

3;8?36-8<／E

D778A834A@=70;;63<<=68>-

7=6-058=4=45:3<>670A3=7

;=2@35:@2343／E

.3<8=4234*5:=4

68A32307／--!

"#$ "F &!"G&!" &!FGF!H F!F
&F "!IG&!J "!&G&!$ F!F
, K!JG&!$ ,!$G&!, F!J

$%& "F J!HG"!F J!&G&!J F!F
&F I!FGJ!F L!,G$!F F!"

&’& "F J!,G&!$ "!HG&!$ F!F
&F L!HG&!, ,!HG&!J F!J

"($ "F K!$G&!I L!KG&!, ／

CM H&!$GK!H IL!HGK!, &F!J

!.34*5:=7230723<8=4<9363-30<>63?07536,?0@<；CM：4=)*+!

图$ 单克隆抗体对稻瘟病菌在水稻叶表致病性的影响

N8*!$ D773A5=7-=4=A2=40204581=?83<=45:37>4*02;05:=*343<8<

O=9&!A:3AP；O=9"!56305-345!%22=75:37=>6-=4=A2=40204581=?83<A=>2?

3773A58Q32@84:81853?5:3?8<30<32307?3Q32=;-34507536,?0@<!

%!"#$，,!*／-.；#!$%&，&F!*／-.；C!’&，&F!*／-.；’!"($，"F!*／-.!

!#$ %&’(&)*+,-((.*/分析结果
结果表明，单克隆抗体"#$能与&,M’0的蛋白抗原起结合作用。由于该蛋白抗原存

在于分生孢子和芽管表面的冷&FFE/N%提取物，而不存在于热&ER’R提取物中，故而
推测该蛋白可能是某种疏水蛋白。S3<536412=5584*分析表明，其它三株单克隆抗体，

$%&、&’&和"($均不能与分生孢子或芽管表面的冷&FFE/N%提取物任何蛋白条带起
结合作用。$%&仅对溶于热&ER’R的分生孢子提取物J&P’蛋白及来自分子量-06P36
（T6=-3*0，UR%）组分J&P’的羧化酶蛋白起结合作用，对芽管提取物及冷的&FFE/N%
提取物不起结合作用，&’&仅识别溶于热&ER’R的芽管提取物中的LFP’蛋白；"($对
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上述各种物质（!"#和$%$提取物）均没有发现特异的结合条带（见表&，图’）。
表! 稻瘟病菌单克隆抗体()*+),-./0++1-2分析结果

!3.0)& #-304*1*,)*50+*/6()*+),-.0/++1-2.47/-/80/-303-+1./91)*/6:32-3;/,+<)2,1*)3

:/-/80/-303-+1./91)*
$/5,8)*/6*37;0)*

8/09=>>?!"# </+=?$%$
@,/+)1-3-+12)-*

ABC D/-1913，2),7+5.) ／ =’E%
C#= ／ D/-1913，73,E),（@,/7)23，F$#） &=E%
=%= ／ G),7+5.) H>E%
AIC ／ D/-1913，2),7+5.)， ／

图’ 稻瘟病菌单抗()*+),-.0/++1-2分析

"12J’ ()*+),-.0/+3-304*1*

#JK-9183+)*+<)*37;0)6,/78/-1913；BJG),7+5.)*；DJD3,./-183-<49,3*)3-9:73,E),J

ABC,)8/2-1L)9=’E%;,/+)1-3-+12)-./+<6/,8/-19133-92),7+5.)*；C#=,)8/2-1L)9&=E%;,/+)1-3-+12)-6,/78/-1913

3-9+<)8/7;/-)-+/6719,3-2)7/0)8503,73,E),（@,/7)23，F$#）；=%=,)8/2-1L)H>E%;,/+)1-3-+12)-6,/72),7+5.)*；

AIC307/*+919-/+,)8/2-1L)3-4;,/+)1-.3-9*1-MD7)7.,3-)*./+<6,/78/-19133-92),7.5)*J

! 讨论
为了试图制备稻瘟病菌表面抗原的单克隆抗体来探讨单克隆抗体对附着胞形成机理

的作用和对抗原结构的分析，并进一步把单克隆抗体作为探针来筛选分生孢子8%M#表
达文库，以获得与附着胞形成相关基因。因此，我们用完整的发芽孢子免疫B30B／D小白
鼠，并用完整的发芽孢子抗原筛选阳性孔。这一点对我们获得稻瘟病菌表面抗原的单克

隆抗体至关重要，但也大大地增加了间接NOK$#筛选阳性孔时包被的难度。我们在本研
究过程中摸索出本论文中的包被方法，效果良好。并且在NOK$#过程中，可随时在倒置
显微镜上检查孔中的抗原数量。这一方法也是由于稻瘟病菌孢子能形成紧密粘附于基膜

的芽管和附着胞这一特性所决定。当然也可用液氮把真菌抗原磨碎或用超声波击碎后的

抗原包被，然后用免疫荧光技术或免疫胶体金技术来定位，但工作量很大。应用本文中的

包被方法在洗涤和加样过程中要做到尽量温和，切忌拍打NOK$#反应板，用吸水纸吸干
即可。真菌的抗原性一般不强，一般阳性率较低，如何提高其阳性率值得大家探讨。

利用单克隆抗体作为探针，来筛选稻瘟病菌产生孢子的8%M#表达文库，以获得与附
着胞形成相关的基因，是一条行之有效的途径，目前我们利用ABC单克隆抗体已从分生
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孢子!"#$表达文库中获得阳性克隆，该阳性克隆的基因"#$序列已完成，发现是一个
新的基因，其功能还在研究之中。因此，稻瘟病菌的单克隆抗体研制为水稻稻瘟病发病机

理以及其抗体基因转化水稻的研究打下基础。
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