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摘 要：用番茄花叶病毒（8&9%）免疫的 :); :<= 鼠脾细胞与 >?"<# 鼠骨髓瘤细胞融合，经筛

选克隆，获得 ! 株能稳定传代并分泌抗 8&9% 单克隆抗体（9)@）的杂交瘤细胞，其中 " 株能同

时检测 8&9% 和烟草花叶病毒（89%），各单克隆抗体腹水 A;;>) 效价在 0B2" ### C 0B0 #"! ###
之间。经 8)>7A;D>) 测定，! 株单克隆抗体检测病汁液的稀释度均能达到 0 B " ### 倍以上。!
株单克隆抗体与其他病毒无交叉反应。EF,-FGH7@’&- 分析表明，其中两株与 8&9%05I1JK 的外

壳蛋白亚基有特异反应，而另两株无反应，推测它们是针对构象决定簇的抗体。
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番茄花叶病毒（8&LM-& L&,MN= ONG*,，8&9%）是烟草花叶病毒属 8&@ML&ONG*, 的种，其寄主

范围很广，能侵染茄科、十字花科、禾本科、藜科、豆科等许多植物，番茄是其主要寄主［0］。

8&9% 与烟草花叶病毒（8&@M==& L&,MN= ONG*,，89%）粒子均为短杆状，基因组为单链正义

P.)，并在许多寄主上产生相同的症状，而且具有很近的血清学关系，因而过去一直被认

为是 89% 的一个株系。5# 年代后 8&9% 从 89% 中划出，成为独立的病毒种［"］。8&9% 是

8&@ML&ONG*, 属中与 89% 关系最近的一种病毒。我们对 8&9% 的研究报道始于 4# 年代初，

周雪平等［2，!］和薛朝阳等［3，1］对我国发生的 8&9% 生物学、血清学和分子生物学特性作了

系统报道，并认为我国番茄上发生的大多应为 8&9%，洪健等［5］研究了受 8&9% 和 89% 侵

染后寄主的超微病变结构，认为根据 Q 体的有无可以将 89% 和 8&9% 区分开来。

8&9% 和 89% 之间有着较密切的血清学关系，单纯使用多抗血清较难区分 8&9% 和

89%。制备能够区分 8&9% 和 89% 的单克隆抗体对于鉴定病原、了解 8&9% 与 89% 的发

生分布有重要的意义。因此制备 8&9% 的单克隆抗体并进行了检测应用。

! 材料和方法

! "! 毒源

番茄花叶病毒 >0 分离物（8&9%7>0）和茶花分离物（8&9%78;）、烟草花叶病毒蚕豆分

离物（89%7:）、黄 瓜 花 叶 病 毒（R9%）、蚕 豆 萎 蔫 病 毒 0（::E%0）、蚕 豆 萎 蔫 病 毒 "
（::E%"）、芜菁花叶病毒（8*9%）和甘蔗花叶病毒（>R9%）均由本实验室鉴定保存。



! "# 病毒提纯

将番茄花叶病毒 !" 分离物接种三生烟（!"#$%"&’& %&(#&)* !#$%&$ ’’），约两周后待烟

草呈现典型花叶症状时采收病叶，并按周雪平等的方法［(］提取病毒。病毒提纯液经 )*
磷钨酸（+,-./）染色后置 0123，0145")6617 电镜下观察粒子形态。

! "$ 小鼠免疫

参照青 玲等［8］免疫程序用纯化的 9:4; 病毒粒子免疫 ( 周龄的 <=3 <>? 小鼠。

! "% 细胞融合

参照刘秀梵［"6］方法将免疫小鼠的脾细胞和预先培养的 !@)>6 细胞融合。

! "& 筛选与克隆

参照青 玲等人［8］方法进行，对阳性孔进行三次有限稀释克隆。

! "’ 腹水制备及其效价测定

")66A 离心收集对数生长期的杂交瘤细胞，悬浮于生理盐水中（浓度为 "6- 个>$3），并

加青霉素和链霉素至终浓度为 "66 单位>$3。取 ( 周龄健康 <=3 <>? 小鼠，腹腔注入 6BC
D 6BE$3 降植烷（!FA$# 产品），/ D "6G 后注入 E H "6E D "6 H "6E 个杂交瘤细胞，"6G 后用大

号针头刺入小鼠腹部收集腹水，I666A 离心 C$F’，上清液即为腹水单克隆抗体。13J!= 测

定腹水效价。

! "( )*+,-./+*
9=!513J!= 操作参照文献［""］方法进行，其中多抗血清由本实验室制备，工作浓度为

" KC666。

! "0 检测灵敏度测定

将温室接种 9:4; 和 94; 的病叶分别从 " K "6 开始作倍比稀释，将提纯的 9:4; 和

94; 病毒从 " K" 666 开始作倍比稀释。各稀释液分别加入反应孔内，用同 "B/ 方法进行

9=!5133!= 测定。测定时，分别以对应稀释度的健叶汁液或健叶提纯液作为阴性对照。

! "1 2345367,89:5 检测

参照周雪平等方法［")］进行，用提纯病毒（-EB"$A>$3）进行外壳蛋白亚基的 !L! 凝胶

电泳，电泳后将各孔道电泳胶切割，一部分用于考马斯亮蓝染色，另一部分进行电转移，然

后将电转移所得的硝酸纤维素滤膜与不同的腹水单抗进行 MN%ONP’5QR:O 印迹分析。

! "!; ):<= 的田间检测

利用制备的 9:4; 单抗对田间作物进行 9=!5133!= 检测。在杭州市郊、云南随机从

番茄、辣椒、烟草、蚕豆、豇豆、茄子、马铃薯、莴苣等作物中采收呈病毒症状的病样，作 " K
"6 D "K)6 倍稀释，然后进行 9=!513J!= 检测，用温室播种的各作物的健株汁液作阴性对

照，接种 9:4; 和 94; 的汁液作阳性对照，检测为阳性的样品再在温室中接种普通烟（! .
%&(&#)*）进一步验证。

# 结果和讨论

# "! 杂交瘤细胞的融合、筛选及克隆化

免疫的 <=3 <>? 小鼠脾细胞和 !@)>6 小鼠骨髓瘤细胞融合后，经 ,=9 培养液选择性

培养，第三天开始出现融合细胞，C/- 个培养孔中有 CE8 个孔内有杂交瘤细胞生长，融合率
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为 !"#"$。融合 %& 天后换用 ’( 培养基，当每孔杂交瘤细胞覆盖孔底 %&$ ) "&$时，采

用 *+,-. 方法检测 /"! 个杂交瘤细胞生长孔培养上清液，有 "% 孔表现阳性反应，阳性率

为 %0#/$。选择 1 个具较强阳性反应的杂交瘤细胞系，经过三次有限稀释法克隆，共获得

%*2、%*%3、3.!、045 0 株单克隆抗体杂交瘤细胞株。其中 045、3.! 对 (678 和 (78 都有

反应，而 %*%3、%*2 只对 (678 特异反应。在 / 个月内经 0& 次继代培养，细胞生长良好，并

继续稳定分泌抗体。

! "! 腹水抗体制备、效价测定

将小鼠腹腔注射降植烷，再注射单克隆杂交瘤细胞，约 %&9 后采集 :.+ :;< 腹水，每

只小鼠约可取 2 ) 5=+ 腹水。用 (.->*+,-. 测得各细胞株腹水效价分别为：% ? /3 &&&
（%*2）；% ?% &30 &&&（%*%3）；% ?/3 &&&（3.!）；% ?"%3 &&&（045）。

! "# 检测灵敏度确定

(678 和 (78 汁液及提纯病毒倍比稀释后进行 (.->*+,-. 测定。对接种 (678 和

(78 病叶的检测表明，所制备的单克隆抗体均有较高的检测灵敏度。%*2 对 (678 病叶

的检测灵敏度达到 % ?%& 30&（图 %），3.! 检测 (678 病叶的灵敏度达到 % ? 3 "1&，检测 (78
病叶的灵敏度为 % ?3 "1&（图 3）。不论是对 (678 特异的 %*2 还是与 (678 和 (78 都有反

应的 38!，他们对健康汁液的反应都是微弱的。%*2 和 3.! 对 (678 提纯病毒的检测灵敏

度均为 % ?3"1 &&&，而 3.! 对 (78 提纯病毒的检测灵敏度为% ?3"1 &&&（图 /，图 0）。由此

可见用于检测的单克隆抗体和所用的 (.->*+,-. 检测系统是灵敏可靠的。

图 $ $%& 对 ’()*、’)+ 病叶的检测

@ABC% 4DEDFEA6G 6H (678 IG9 (78 AG AGHDFED9 JKIGEL MAEN %*2

图 ! !,- 对 ’)+ 和 ’()+ 病叶的检测

@ABC3 4DFEA6G 6H (78 IG9 (678 AG AGHDFED9 JKIGEL MAEN 3.!

图 # $%& 对提纯病毒的检测灵敏度

@ABC/ 4DEDFEA6G 6H END JOPAHAD9 (678 MAEN %*2
图 . !,- 对纯病毒的检测

@ABC0 4DEDFEA6G 6H END JOPAHAD9 (678 IG9 (78 MAEN 3.!
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表 ! 单克隆抗体的特异性鉴定

!"#$% & ’(%)*+*)*,*%- .+ /0#- ,%-,%1 #2 !0’3456’0

7*89-
/0#-

:;< =0> &4? &4&=

!./73!5 &@A&B B @>=C & @DD: & @D?:

!./73’& &@ACD & @BCC & @D?< & @A=B

!/7 &@DA= & @DC? B @&:D B @&<?

E/7 B@&D= B @&A> B @&CB B @&C<

!9/7 B@&=? B @&&C B @&C& B @&C&

F;/7 B@&:< B @&=: B @&:& B @&CB

GH’7= B@&>A B @&&< B @&:= B @&&:

F>CD B@&?B B @&&< B @&=B B @&&?

I%"$,J EK B@&:< B @&&A B @&BD B @&&&

" #$ 单克隆抗体对不同植物病毒的特

异性测定

用 D 种不同的植物病毒分别与 : 株

单抗进行 !0’3456’0 检测，以 !./73!5、

!./73’&、!/7 病汁液作阳性对照。健

康汁 液 作 阴 性 对 照。结 果 表 明 &4&=、

&4? 只与 !./73!5、!./73’& 反应，:;<、

=0> 与 !./73!5、!./73’&、!/7 有反应，

: 株单抗均不与其他病毒发生反应。在

对 !./7 和 !/7 的反应中，:;< 对两种

病毒反应差异不明显，而 =0> 对 !/7 的

反应较 !./7 强。同一种单抗对 !./7
的两种分离物差异不明显（表 &）。

" #% &’()’*+,-./)

图 % 病毒外壳蛋白的 &’()’*+,-./) 检测

L*M@ D N%-,%8O3#$., .+ ,J% P*89- ).", (8.,%*O -9#9O*,

Q*,J /0#-

对提纯的 !./7 和 !/7 N%-,%8O3#$., 分析表明，

&4&= 和 &4? 能与 !./7 &?RAS; 的外壳蛋白亚基特

异性结合（图 D），而 :;< 和 =0> 没有特异性结合条

带。可能是因为它们所结合的抗原决定簇具有一

定的空间构象，在电泳过程中由于变性而空间结构

被破坏，致使所制备的单抗不能与抗原结合。

" #0 123,45632 的田间检测

利用制备的单抗和建立的 !0’3456’0 系统对杭州市郊和云南地区的烟草、番茄、辣

椒、蚕豆、豇豆、茄子、马铃薯、莴苣等田间作物进行了检测。番茄样品 ? 例，检测为 !/7
侵染的有 & 例，被 !./7 侵染的 & 例；辣椒样品 ? 例，被 !/7 侵染的有 C 例，未发现 !./7
侵染；烟草样品 =A 例（采自云南），检测为 !/7 侵染的有 &C 例，亦未发现 !./7 侵染；茄子

样品 : 例，只有 & 例是由 !/7 侵染的；而在莴苣、蚕豆、豇豆上未检测到 !/7 和 !./7。检

测呈阳性的样品再在温室接种普通烟，其验证的结果与 !0’3456’0 测定结果一致。这表

明所制备的单克隆抗体能很好的用于检测田间 !./7 和 !/7。

过去我们对 !./7 和 !/7 的鉴定主要是通过二者在某些指示植物上的症状反应［:］，

病毒侵染后寄主的超微病变差异和胶内交叉吸附试验等方法，虽能区分 !./7 和 !/7，但

是这些方法或者实验周期过长，或需要精密的仪器。而使用能够区分 !/7、!./7 的单克

隆抗体，使鉴定比较容易进行，且重复性好。

!./7 单克隆抗体的获得及检测系统的建立为了解田间作物上的病毒的发生分布创

造了条件。薛朝阳等［&C］利用 !./7 的多抗血清对浙江和山西等地的田间病样进行了测

定，结果发现茄子、番茄等茄科作物中均有 !./7 的侵染，其中番茄中 !./7 发生率南北差

异大，在浙江发生率仅为 &BT左右，而在山西有 ABR?T的发生率。目前我们正在利用各

单抗对茄科作物进行大量的检测，以便进一步明确这些作物上 !.#"U.P*89- 的分布。
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