
!" 卷 ! 期

#$$" 年 % 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,+-.

/’)!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

基金项目：浙江省科技厅资助项目（#$$#01#2#%）；国家科技部农业科技成果转化专项资助项目（$#34/#211$$#56）

"通讯作者。78(：%59":29%56:22:6；39;<=(：>?’@,A B>+) 8C+) D@
作者简介：吴建祥（265% E ），男，浙江诸暨人，讲师，在职博士研究生，主要从事免疫学和分子生物学研究。78(：%59":29%56:25::；39;<=(：F+>G

A B>+) 8C+) D@
收稿日期：#$$"9$19$!，修回日期：#$$"9$!91$

百合无症病毒单克隆抗体的制备及检测应用
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摘 要：用百合无症病毒（!"#$ %$&’()&#*%% +",-%，HI&）免疫的 J*HJK0 鼠脾细胞与 IL#K$ 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 HI& 单克隆抗体（M*N）的杂交瘤细胞（#*#、"O6、"O# 和 "32#），并分别制备它们的

单抗腹水。! 株单克隆抗体腹水间接 3HPI* 效价达 2$E 5，"O6 和 "32# 的抗体类型及亚类均为 P,Q2，而 #*# 和 "O#
均为 P,Q1，! 株单克隆抗体的轻链均为!链。利用单克隆抗体建立了抗原包被间接 3HPI*（*0L93HPI*）检测 HI& 的

方法。病叶作 2：1$$ 倍稀释、提纯 HI& 病毒浓度为 2%@,K;H（每孔的病毒绝对量为 2R%@,）时，该方法仍能检测到病

毒。利用 *0L93HPI* 检测了田间样品，发现 HI& 在百合上发病很普遍。
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百合无症病毒（ !"#$ %$&’()&#*%% +",-%，HI&）是香

石竹潜隐病毒属（./,#/+",-%）成员，病毒粒子为略弯

曲的线状，无包膜，长 52$ S :$$@;，直径 2# S 2"@;，

螺旋对 称 结 构。病 毒 基 因 组 为 单 分 子 线 形 正 义

--T/*，长 %16!@.，含有 5 个 UT4，其 中 UT4" 编 码

1#VW 外 壳 蛋 白，基 因 组 T/* 1X 端 有 一 个 L’(Y
（*）［2 S 1］。HI& 的寄主范围很窄，主要侵染百合科植

物，单独侵染百合寄主时表现为隐症，与其它病毒

复合侵染时则可引起严重的田间症状，直接影响了

百合的花和球茎质量，给花卉生产带来重大经济损

失［! S 5］。目前，检测 HI& 的方法主要采用进口抗血

清检测试剂盒进行酶联免疫吸附测定（3HPI*）以及

用电镜直接观察组织中的病毒粒子。但抗血清存在

非特异性高、准确性和均质性差、产量有限等不足；

电镜检测需要昂贵的设备而不能普及应用。因而迫

切需要建立快速、准确、简便的检测方法，为该病毒

病的诊断、抗病育种和脱毒种球种苗生产提供技术

支持。我们在对浙江丽水的栽培百合病毒病进行研

究鉴定的基础上，首次制备了 HI& 的单克隆抗体，

建立了抗原包被 3HPI*（*0L93HPI*）检测方法，对田

间百合样品进行了检测应用。

! 材料和方法

!"! 病毒、培养基和抗体

HI& 采集于浙江丽水百合栽培基地自然感病的

东方百合。蚕豆萎蔫病毒 2（JJZ&92）、蚕豆萎蔫病

毒 #（JJZ&9#）、香石竹斑驳病毒（0<[M&）、黄瓜花叶

病毒（0M&）、马铃薯 \ 病毒（L&\）、马铃薯 ] 病毒

（L&]）、甘 蔗 花 叶 病 毒（ I0M&）、烟 草 花 叶 病 毒

（7M&）、番 茄 花 叶 病 毒（7’M&）和 芜 菁 花 叶 病 毒

（7+M&）均由本实验室鉴定保存。TLMP925!$ 培养

基、O7、O*7、抗体类型及亚类鉴定试剂盒、碱性磷酸

酶标记的羊抗鼠 P,Q 均为 I=,;< 公司产品。HI& 的

W*I93HPI* 多抗血清检测试剂盒为 *,C=< 公司产品。

!"# 百合无症病毒的提纯

采集于浙江丽水自然感病的东方百合病叶，经

3HPI* 检测试剂盒验证为 HI& 感染，参照 O-+ 等［:］

的 HI& 提纯方法略作修改，以 $R2;’(KH 的 7[=-9O0(
（^O6R$）为缓冲液提取 HI&。病毒提纯液经 #_ 磷

钨酸（^O5R:）负染色后置日本 ‘3UH 公司的 ‘3M9
2#$$3\ 透射电镜下观察粒子形态。

!"$ 小鼠免疫、细胞融合、筛选与克隆

参照青玲等［%］报道的免疫程序用纯化的 HI&
病毒粒子免疫 % 周龄的 J*HJK0 小鼠。参照吴建祥



等［!］的方法将免疫小鼠的脾细胞和鼠 "#$%& 细胞融

合。融合细胞培养 ’( 后，用 )*+ 培养基再换液一

次，第 ,&( 用 )+ 培养基换液，等到融合细胞覆盖孔

底 ’- . /&-时，取上清用间接 012"* 方法筛选抗

体阳性孔，筛选时包被抗原分别为提纯的 1"3、1"3
感染的百合病叶汁液（, 4 /& 稀释），并以健康叶汁液

作阴性对照。选择强阳性反应的杂交瘤细胞，用有

限稀释法连续克隆 / 次，最后一次克隆后检测为阳

性的孔所得细胞株即为分泌单克隆抗体的杂交瘤细

胞株。杂交瘤细胞经扩大培养后，用于腹水制备和

液氮保存。

!"# 腹水制备和抗体纯化

单克隆抗体腹水制备按照施曼玲等［,&］的方法

进行，采用辛酸5硫酸铵方法［,,］纯化单抗腹水，获得

的纯化单抗于 6 7&8保存。

!"$ 抗体类型及亚类鉴定和腹水效价测定

采用 "9:;< 公司的羊抗鼠 2:=,，2:=$<，2:=$>，

2:=/，2:*，2:? 标准抗血清，将纯化的腹水抗体作适

当稀释后用琼脂双扩散法测定，$@A 后观察沉淀线，

判断 @ 株单克隆抗体的抗体类型及亚类。以提纯病

毒（,!:%;1）包被 012"* 板，倍比稀释的腹水作一抗，

碱性磷 酸 酶 标 记 的 羊 抗 鼠 2:= 为 二 抗 进 行 间 接

012"* 测定单克隆抗体的腹水效价。

!"% &’()’*+ ,-.) 检测

参照于翠等［,$］的方法进行，用提纯病毒进行外

壳蛋白亚基的 "B" 凝胶电泳，将电泳胶切割后一部

分用于考马斯亮蓝染色观察，另一部分进行电转移，

然后将电转移所得的硝酸纤维素膜与不同的腹水单

抗进行 CDEFDGH >IJF 分析。

!"/ 012 的 345670813 检测方法

参照 K9<H: 等［,/］操作步骤进行 *L#5012"*，用

&M&’;JI%1 碳酸盐缓冲液（N)!MO）/& 倍稀释的病叶

汁液 ,&&!1%孔加入 012"* 板，1"3 提纯病毒为阳性

对照，健康叶汁液为阴性对照，’&&& . ,&&&& 倍稀释

单抗腹水为一抗，P&&& 倍稀释 *# 标记的羊抗鼠 2:=
结合物为二抗，对硝基苯磷酸盐（#Q##）为底物，用

OP& 酶联免疫检测仪（R2S5T*B）测 !"@&’ 值，以 #%Q
U $M, 作为阳性判断标准。

!"9 345670813 方法对 012 和不同病毒的特异性

测定

用提纯的 RRC3,、RRC3$、L<G?3、L?3、#3V、

#3W、"L?3、+?3、+J?3 和 +X?3（,!:%;1）包 被

012"* 反应板，以免疫抗原 1"3 为阳性对照，以包被

缓冲液作阴性对照，用上述 *L#5012"* 法，分别测定

@ 株单克隆抗体的特异性反应。

!": 345670813 方法测定检测灵敏度

将 1"3 病叶汁液作 , 4 ,& . , 4 ,&$@& 倍比稀释、

提纯的 1"3 病毒（’;:%;1）作 , 4 ,&&& . , 4 ,$P&&& 倍

比稀释后，分别作为抗原包被 012"* 板，并以对应

稀释度的健叶汁液和健叶提纯液为阴性对照。将

’0,$ 单 克 隆 抗 体 腹 水 作 , 4 ,&&&& 倍 稀 释 后 利 用

*L#5012"* 方法测定检测灵敏度。

!"!; 345670813 方法田间检测 012 的应用

利用制备的 1"3 单克隆抗体建立的 *L#5012"*
方法对田间百合进行检测。在浙江丽水地区采集百

合样品，研磨组织汁液作 , 4 /& 倍稀释，然后进行

*L#5012"* 检测，用百合健叶汁液作阴性对照，1"3
提纯样品作阳性对照。

< 结果和分析

<"! 百合无症病毒的提纯

用改进的方法提纯田间百合病叶样品，在电镜

下观察提纯液中有高浓度的病毒粒子，形态呈略弯

曲的线状，粒子完整（图 ,）。用紫外分光光度法测

得提纯病毒的浓度为 ’;:%;1。

图 ! 纯化的 012 病毒粒子（=;;;; > ）

Y9:Z, 39GXE N<GF9[ID J\ NXG9\9D( 1"3（/&&&& ] ）

<"< 杂交瘤细胞的融合、筛选、克隆

免疫的 R*1R%L 小鼠脾细胞和 "#$%& 小鼠骨髓

瘤细胞按 ’ . ,&：, 的比例在 ’&- #0= 下融合，用

)*+ 培 养 基 筛 选，O 块 !O 孔 细 胞 板 的 融 合 率 为

,&&-。融合 ,&( 后换用 )+ 培养基，当每孔杂交瘤

细胞覆盖孔底 ’- . /&-时，采用间接 012"* 方法

检测细胞培养上清中抗体的分泌情况，有 ,!P 孔表

现阳性反应，阳性率为 /’-。选择 P 个呈强阳性反

应的细胞孔，进行有限稀释法克隆，获得 $*$、’)!、

’)$ 和 ’0,$ 共 @ 株能分泌抗 1"3 的特异性抗体杂

交瘤细胞株。经 O 个月以上体外传代和多次冻存复

苏后，@ 株细胞株均能良好生长，并稳定分泌抗体。

<"= 腹水抗体制备、抗体类型及亚类鉴定、效价测定

注射单克隆杂交瘤细胞的 R*1R%L 小鼠后，约

,P’$&&’，3JIZ@’ QJZ@ 吴建祥等：百合无症病毒单克隆抗体的制备及检测应用



! " #$%后腹部膨大，采腹水，以后每天取一次，每只

小鼠可取 & " ’$() 腹水。抗体类型及亚类鉴定结

果表明，&*+ 和 &,#’ 的抗体类型及亚类均为 -./#，

而 ’0’ 和 &*’ 均为 -./1，2 株单克隆抗体的轻链均

为!链；2 株单 抗 腹 水 间 接 ,)-30 效 价 均 达 #$4 5

（表 #）。

表 ! "#$ 单克隆抗体的特性

6789: # ;<=>:<?@:A =B (=C=D9=C79 7C?@8=%@:A ?= )3E
F08A -A=?G>: 0AD@?:A ?@?<: -./ G@:9%H（(.H()）

’0’ -./1，! #$ 4 5 &I2’
&,#’ -./#，! #$ 4 5 5I2&
&*’ -./1，! #$ 4 5 #1I’
&*+ -./#，! #$ 4 5 +IJ&

%&’ ()*+),- ./0+ 分析

对提纯的 )3E 进行 K:A?:<C 89=? 分析表明，2 株

单抗均能与提纯病毒的 1’LM 外壳蛋白亚基特异性

结合（图 ’），说明所制备的单抗是针对 )3E 的 1’LM

外壳蛋白亚基的特异性抗体。

图 % "#$ 外壳蛋白 ()*+),- ./0+ 检测

N@.O’ K:A?:<C 89=? 7C79GA@A =B )3E D=7? ><=?:@C

#IE@<PA >7<?@D9: =B >P<@B@:% )3E；’：*:79?QG >97C? A7>O

%&1 23456"7#2 的特异性检测

0R;S,)-30 检测表明，2 株单抗均仅对 )3E 有

特异 性 反 应，而 与 TTKE#、TTKE’、R7<FE、RFE、

;EU、;EV、3RFE、6FE、6=FE 和 6PFE 等病毒均无

反应（表 ’），说明用这 2 株单抗建立的 0R;S,)-30
方法对 )3E 有很好的特异性。

表 % "#$ 单克隆抗体的特异性

6789: ’ 3>:D@B@D@?@:A =B F08A ?:A?:% 8G 0R;S,)-30

F08A
E@<PA

)3E TTKE# TTKE’ R7<FE RFE ;EU ;EV 3RFE 6FE 6=FE 6PFE *:79?QG
’0’ $I!5’! $I$’$ $I$’$ $I$’# $I$’’ $I$#+ $I$’’ $I$’$ $I$#! $I$’2 $I$’’ $I$’#
&,#’ #I1’$ $I$’$ $I$’$ $I$’& $I$’# $I$’1 $I$’$ $I$#+ $I$’& $I$’$ $I$’5 $I$’$
&*’ #I$’# $I$’& $I$’1 $I$’# $I$’$ $I$’# $I$#+ $I$’# $I$’1 $I$’# $I$#+ $I$’2
&*+ #I’## $I$#+ $I$’# $I$’1 $I$’’ $I$’1 $I$’2 $I$’1 $I$’’ $I$’$ $I$’# $I$#J

!!"2$& W79P: 1$(@C 7B?:< 7%%@C. AP8A?<7?: 7? <==( ?:(>:<7?P<:O

%&8 检测灵敏度的确定

灵敏度检测表明，用 &,#’ 单克隆抗体建立的

0R;S,)-30 方法对 #：& " 1$$ 倍稀释的病叶汁液均

呈阳性反应，即对检测病叶的灵敏度可达到 #：1$$，

对纯病毒的检测灵敏度可达 #JC.H()，每孔的病毒

绝对检出量为 #IJC.。
%&9 23456"7#2 的田间检测应用

利用制备的单抗和建立的 0R;S,)-30 方法对采

自浙江丽水地区的 &1 个百合样品进行了检测。检

测结 果 发 现 ’& 个 样 品 呈 阳 性 反 应，阳 性 率 为

2!I’X，说明百合上 )3E 的感染率很高。

: 讨论

本研究通过 )3E 病毒的动物免疫、细胞融合、

筛选、克隆和腹水制备，获得了 2 株 )3E 特异性单

抗，并用这些单抗建立了对 )3E 有特异性反应、而

与 TTKE#、TTKE’、R7<FE、RFE、;EU、;EV、3RFE、

6FE、6=FE 和 6PFE 等病毒均无反应的 0R;S,)-30
检测方法。从已有报道看，目前国内外对 )3E 的血

清学检测方法均基于 )3E 多抗血清而建立的［2 " 5］，

商品 ,)-30 检测试剂盒也是多抗血清，然而多抗存

在非特异性高、准确性和均质性差、产量有限等不

足，难以满足日益增长的花卉生产中对病毒的检测

需求。本研究首次研制了 )3E 特异性单克隆抗体，

其具有特异性强、均质性好、可无限量生产等优点，

从而使以单克隆抗体建立的 0R;S,)-30 血清学方法

具有准确性强、易标准化和大规模生产等特点。我

们应用 )3E 单抗的 0R;S,)-30 方法对采自浙江丽

水地区的 &1 个百合样品进行了检测，有 ’& 个样品

检测到该病毒，侵染率达 2!I’X，表明 )3E 是田间

百合上存在的最主要病毒种类之一。尽管少有文献

报道 )3E 在我国的发生［1］，但随着各地百合种球的

大量引进，)3E 在我国百合上普遍发生是一个不争

的事实。)3E 对百合的侵染一直没有引起重视的原

因可能是当 )3E 单独侵染时表现为隐症，不被人们

所注意，当 )3E 与其他病毒复合侵染出现明显的生

物学症状，造成重大经济损失时，人们又认为是与

)3E 复合侵染的病毒单独作用的结果。)3E 单克隆

’J& 微生物学报 #$%& ’($)*+(*,*-($& .(/($& ’$$&，E=9O2& Y=O2



抗体的获得及检测方法的建立，将为该病毒病的快

速诊断、抗病育种和脱毒种球种苗生产提供技术支

持，同时为研究 !"# 侵染寄主的分子机理打下了

基础。
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