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建兰花叶病毒单克隆抗体的制备及检测应用

孟春梅&""，吴建祥&""，谢 礼&，郑锦凯$，洪 健&"

（& 浙江大学生物技术研究所 杭州 *&%%$’）

（$ 浙江森禾种业股份有限公司 杭州 *&%%$%）

摘 要：用建兰花叶病毒（!"#$%&%’# #()*%+ ,%-’)，HIBJK）免疫的 LMNLOH 鼠脾细胞与 PQ$O% 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 HIBJK 单克隆抗体（J,M/）的杂交瘤细胞（$H5、#L" 和 &$2’），分别制备它

们的单抗腹水。其中 #L" 和 &$2’ $ 株单克隆抗体腹水间接 ANRPM 效价达 &%@ 5，* 株单抗的抗体类型及亚类均为

R:2&，轻链均为!链。利用单克隆抗体建立了抗原包被间接 ANRPM（MHQ6ANRPM）检测 HIBJK 的方法。蝴蝶兰病叶作

&S&%$!% 倍稀释、提纯 HIBJK 病毒浓度为 !E("9:OBN（每孔的病毒绝对量为 %E!("9:）时，该方法仍能检测到病毒。

利用 MHQ6ANRPM 方法检测了田间样品，发现 HIBJK 在兰花上发病很普遍。
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建兰花叶病毒（!"#$%&%’# #()*%+ ,%-’)，HIBJK）属线形病

毒科（./01%,%-%&*0）、马铃薯 U 病毒属（2(301,%-’)），病毒粒子呈

线状，长 !"#9B ) !’%9B，直径 &*9B，螺旋对称结构，是兰科植

物中发生最广泛为害最严重的病毒之一［&，$］。HIBJK 在各

兰花品种上引起花叶、坏死、叶脉褪绿、条斑等症状，当与齿

兰环斑病毒（+VPK）复合侵染时可导致植株矮化，叶片畸形

等重症，严重影响其经济价值和观赏价值。目前，国内外检

测 HIBJK 主要采用酶联免疫吸附测定（ANRPM）［$ ) "］和 V36
QHV 技术［(，’］，3C9CWC 等还使用快速免疫滤纸测定法从有症

状或症状不明显的兰花样品中检测到该病毒［&%］。国内近年

来随着兰花产业的扩大，兰花新品种不断引进，病毒病日益

严重。各地采用加强出入境检疫、组织培养脱毒和抗病毒基

因工程等手段来控制兰花病毒，同时建立了以 ANRPM 和 V36
QHV 为主的病毒检测技术［&& ) &*］。由于 ANRPM 检测中常使用

的多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，V36QHV 技术又不适用于大规模检测，因而需要建立

一种快速、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 苗 生 产 提 供 技 术 支 持。为 此，我 们 制 备 了

HIBJK 的单克隆抗体，并建立了抗原包被间接 ANRPM（MHQ6
ANRPM）检测方法，对田间兰花样品进行了检测应用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 病毒：HIBJK 采集于浙江森禾种业股份有限公司海

宁花卉基地的蝴蝶兰（24*/*05(6)%) *#*$%/%)）。蚕豆萎蔫病毒

&（LLXK &）、蚕豆萎蔫病毒 $（LLXK $）、香石竹斑驳病毒

（HC1JK）、马铃薯 Y 病毒（QKY）、烟草花叶病毒（3JK）、中国

番茄花叶病毒（3YNHHZK）、百合无症病毒（NPK）、芜菁花叶病

毒（3=JK）、中国番茄黄化曲叶病毒（3YNHHZK）和黄瓜花叶

病毒（HJK）均由本实验室鉴定保存。

!"!"# 培养基和抗体：VQJR6&5!% 培养基、[3、[M3、抗体类

型及亚类鉴定试剂盒、碱性磷酸酶标记的羊抗鼠 R:2 均为

PD:BC产品。HIBJK 兔多抗血清由福建农林大学吴祖建教

授惠赠。

!"!"$ 主要仪器：5(% 酶联免疫检测仪（LR+6VM\）

!"# 建兰花叶病毒的提纯

采集到的蝴蝶兰病叶先用负染色法进行电镜观察，筛选

出含有线状病毒粒子的病叶，再用 HIBJK 抗血清进行间接

ANRPM（R6ANRPM）检测。阳性样品以曼陀罗（7*3’-* )3-*#(5%’#
N>）为枯斑寄主，* 次单斑分离后，在曼陀罗上进行繁殖。病

毒提纯参照 [= 等的方法［*］稍加改进，在离心管底部加 $%]
的蔗糖溶液垫。病毒提纯液经 $]磷钨酸（^[ 5E"）负染色后

置日本 _A+N 公司的 _AJ6&$*% 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 HIBJK 免疫 (
周龄的 LMNLOH 小鼠。将免疫小鼠的脾细胞和鼠 PQ$O% 细胞

融合。融合细胞培养 #? 后，用 [M3 培养基换液一次，第 &%
天用 [3 培养基换液，等到融合细胞覆盖孔底 #] ) *%]时，



取上清用 !"#$!%& 方法筛选抗体阳性孔，筛选时包被抗原分

别为提纯的 ’()*+、蝴蝶兰病叶和曼陀罗病叶汁液（, - ./ 稀

释），并以蝴蝶兰、曼陀罗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吴建祥等的方法［,0］进行，采

用辛酸"硫酸铵方法［,1］纯化单抗腹水，获得的纯化单抗于 2
3/4保存。

!"$ 抗体类型及亚类鉴定和腹水效价测定

%56)7 公司的羊抗鼠捕获抗体包被 81 孔酶标板，. 株杂

交瘤细胞上清 液 为 一 抗，./// 倍 稀 释 的 辣 根 过 氧 化 物 酶

（9:;）标记的 !6<,、!6<=7、!6<=>、!6<.、!6& 和 !6* 标准抗血清

为二抗，按照试剂盒的说明进行三抗体夹心酶联免疫吸附检

测（?&%"#$!%&），判断 . 株单克隆抗体的抗体类型及亚类。

以提纯病毒（,!6@)$）包被 #$!%& 板，倍比稀释的腹水作一

抗，碱性磷酸酶标记的羊抗鼠 !6< 为二抗进行 !"#$!%& 测定

单克隆抗体的腹水效价。

!"% &’()’*+ ,-.) 检测

参照吴建祥等［,0］的方法，用提纯病毒进行外壳蛋白亚

基的 %A% 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

纤维素滤膜与不同的腹水单抗进行 BCDECFG >HIE 分析。

!"/ 012345670 检测 189:; 的方法

参照 J57G6 等［,3］操作步骤进行 &’;"#$!%&，用 /K/0)IH@$
碳酸盐缓冲液（L98K1）./ 倍稀释的病叶汁液 ,//!$@孔加入

#$!%&板，’()*+ 提纯病毒为阳性对照，健康叶汁液为阴性

对照，0/// M ,//// 倍稀释单抗腹水为一抗，N/// 倍稀释 &;
标记的羊抗鼠 !6< 结合物为二抗，硝基磷酸盐（;O;;）为底

物，用 1N/ 酶联免疫检测仪测 !"P/0 值，以 ;@O Q . 作为阳性

判断标准。

!"< 012345670 法对 189:; 和不同病毒的特异性测定

用提 纯 的 $%+、’7F*+、RRB+ ,、RRB+ =、;+S、?*+、

?S$’’O+、?I*+、?T*+ 和 ’*+（,!6@)$）包被 #$!%& 板，提纯

的 ’()*+ 为阳性对照，缓冲液为 阴 性 对 照，用 上 述 &’;"
#$!%& 法分别测定 . 株单克隆抗体的特异性反应。

!"= 012345670 法检测灵敏度检测

将 ’()*+ 蝴蝶兰病叶汁液作 ,-,/ M ,-=/PN/ 倍比稀释、

提纯的 ’()*+（0)6@)$）作 , - ,/// M , - ,=N/// 倍比稀释后，

分别作为抗原包被 #$!%& 板，并以对应稀释度的健叶汁液作

阴性对照。将 0R3 单克隆抗体腹水作 0/// 倍稀释后应用

&’;"#$!%& 方法测定检测灵敏度。

!"!> 应用 012345670 法检测田间样品

应用 ’()*+ 单克隆抗体建立的 &’;"#$!%& 方法对田间

兰花样品进行了检测。在浙江海宁、浙江大学农场、北京、四

川 成 都 采 集 的 蝴 蝶 兰、石 斛 兰（ "#$%&’()*+）、卡 特 兰

（,-../#0-）、文心兰（!$1)%)$+）、大花蕙兰（,0+()%)*+ 20&)%*3）、

春兰（4’#&)$5 10+()%)*+）样品，研磨组织汁液作 ,-=/ 倍稀释，

然后进行 &’;"#$!%& 检测，用 ’()*+ 提纯样品作阳性对照，

包被液作阴性对照。

? 结果和分析

?"! 建兰花叶病毒的提纯

从接种 ’()*+ 曼陀罗病叶中提纯的病毒在 J#*",=./
电镜下可观察到高浓度的线状病毒粒子（图略）。紫外吸收

曲线具有明显核蛋白特征，最高吸收峰在 =10G)，最低峰在

=P1G) 处，6=1/ @6=N/ U ,K,=，与文献报道相近［,N］。

?"? 杂交瘤细胞的融合、筛选、克隆

免疫的 R&$R@’ 小鼠脾细胞和 %;=@/ 小鼠骨髓瘤细胞按

0 M ,/ - , 的比例在 0/V ;#< 下融合，用 9&? 培养基筛选。

融合 ,/W 后换用 9? 培养基，当每孔杂交瘤细胞覆盖孔底

0V M ./V时，采用 !"#$!%& 方法检测细胞培养上清中抗体的

分泌情况。选择 0 个呈强阳性反应的细胞孔，进行有限稀释

法克隆，最后获得 =’1、0R3 和 ,=<8 共 . 株能分泌抗 ’()*+
的特异性抗体杂交瘤细胞株。经 1 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&$R@’ 小鼠，约 3 M ,/W 后腹

部膨大，采集腹水，之后每天取一次，每只小鼠可取 0 M =/)$
腹水。抗体类型及亚类鉴定结果表明（表 ,），. 株单克隆抗

体的抗体类型及亚类均为 !6<,，轻链均为"链；其中 0R3 和

,=<8 = 株单克隆抗体腹水间接 #$!%& 效价达 ,/2 1。

表 ! 189:; 单克隆抗体的特性

?7>HC , ;FILCFE5CD IX )IGIYHIG7H 7GE5>IW5CD EI ’()*+
*Y&>D !DIE(LC &DY5ECD E5EFC !6< (5CHW@（)6@)$）

=’1 !6<,，"链 ,/ 2 0 =KP,
0R3 !6<,，"链 ,/ 2 1 NK,1
,=<8 !6<,，"链 ,/ 2 1 3K=.

?"# &’()’*+ ,-.) 分析

对提纯的 ’()*+ 进行 BCDECFG >HIE 分析表明，. 株单抗

都能与 ’()*+ 的 =3ZA7 外壳蛋白亚基特异性结合（图 ,），说

明所制备的单抗是针对 ’()*+ 的 =3ZA7 外壳蛋白亚基的特

异性抗体。

图 ! 189:; 外壳蛋白 &’()’*+ ,-.) 检测

[56\, BCDECFG">HIE 7G7H(D5D IX ’()*+ YI7E LFIEC5G\ ,：9C7HE]( LH7GE

D7L；=：;H7GE D7L 5GXCYECW ^5E] ’()*+；.：;TF5X5CW ’()*+\

?"$ 012345670 的特异性检测

&’;"#$!%& 检测表明，. 株单抗均仅对 ’()*+ 有特异性

反应，而与 RRB+ ,、RRB+ =、’7F*+、;+S、?*+、?I*+、?T*+、

$%+、?S$’’O+ 和 ’*+ 等病毒均无反应（表 =），说明这 . 株

单抗建立的 &’;"#$!%& 方法对 ’()*+ 有很好的特异性。

8=8孟春梅等：建兰花叶病毒单克隆抗体的制备及检测应用 \ @微生物学报（=//3）P3（0）



表 ! "#$%& 单克隆抗体的特异性

!"#$% & ’(%)*+*)*,*%- .+ /)0#- ,%-,%1 #2 0345678’0

/)0#-
9*:;-

32</9 ==>9 ? ==>9 & 3":/9 49@ !/9 !./9 !;/9 7’9 !@733AA 3/9 B%"$,C2
&3D EFG&H HF?HH HF?HH HF?HH HFHIJ HFHKL HFHIJ HFHKK HF?HH HF?HH HFHID HFHKK
G=J EFKE? HFHKE HFHID HFHKK HFHID HFHKI HF?HK HFHKL HFHIK HFHK& HFHIG HF??L
?&MK EFI&& HF?HH HFHKJ HF?HL HFHKE HF?HH HF?HH HFHKL HFHKL HFHK? HFHK? HF?HG

!’( 检测灵敏度的确定

灵敏度检测表明，用 G=J 单克隆抗体建立的 0345678’0
方法对 ?N?H O ?N?H&LH 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 ? N ?H&LH，对纯病毒的检测灵敏

度可达 LFIJPQR<7，每孔的病毒绝对检出量为 HFLIJPQ。
!’) *"+,-./0* 的田间检测应用

应用制备的单抗和建立的 0345678’0 方法对采自浙江、

北京、四川等地 IJ 个蝴蝶兰、石斛兰、文心兰等不同兰花样

品进行检测。结果发现，有 LD 个样品呈阳性反应，阳性率高

达 G&FKS，表明兰花上 32</9 的感染率很高。

1 讨论

本研究通过 32</9 的动物免疫、细胞融合、筛选、克隆

和腹水制备，获得了 E 株 32</9 特异性单克隆抗体，并用这

些单抗建立了对 32</9 有特异性反应、而与其它 ?H 种病毒

均无反应的 0345678’0 检测方法。本研究研制的 32</9 单

克隆抗体具有特异性强、均质性好、可无限量生产等优点，使

用该单抗建立的 0345678’0 方法简便、准确性强、易标准化

和大规模生产。此方法已有效地用于 32</9 的田间检测。

我们应用 32</9 单抗 0345678’0 方法对采自浙江、北京、四

川等地 IJ 个兰花样品进行了检测，在 LD 个样品中检测到该

病毒，侵染率高达 G&FKS，表明 32</9 是各地兰花上存在的

最主要病毒之一。我国兰花产业正处于蒸蒸日上的大好发

展时期，兰花的观赏价值和巨大经济效益也逐渐体现出来，

但由于病毒病的影响，兰花叶片及花出现明显病症，将严重

影响其经济价值。我们制备的 32</9 单克隆抗体及建立的

0345678’0 检测方法，将为该病毒病的快速诊断、抗病育种

和脱毒种苗生产提供技术支持。
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我国微生物学开山大师的传记———《国士无双伍连德》

整整一百年前，一位 :Z 岁的剑桥医学博士从海外回到贫穷落后的祖国，把自己一生中的大部分工作岁月献给了祖国的医

学事业，导演了一幕幕可歌可泣的真实故事。他就是伍连德———我国微生物学开山大师。

伍连德是我国近代微生物学的开山大师和近代卫生防疫事业的奠基人。梁启超在 ->:Y 年说：“科学输入垂 J= 年，国中能

以学者资格与世界相见者，伍星联博士一人而已。”

半个世纪以来，这是我国第一本介绍这位爱国、勤奋，精力旺盛而又功绩卓著的科学家的传记。作者试图从大历史的角

度，通过伍连德一生的曲折经历，展现现代医学在中国的传奇进程。有志为祖国科学事业献身的当代青年，有意了解我国医

学防疫事业的开创历史的读者，从本书中将获得许多知识。

作者王哲，旅美华人医学博士，根据大量翔实史料，用流畅的文笔撰写的这本传记，韩启德院士为本书写了序言。
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