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以直接斑点免疫结合测定法检测灰飞虱体内的水稻条纹病毒

                      王贵珍‘，周益军’，周雪平’
(1.浙江大学生物技术研究所，浙江杭州 310029; 2.江苏省农科院植保所，江苏南京210014)

摘 要:利用过碘酸钠法用辣根过氧化物酶标记了水稻条纹病毒(RSV)的3株单克隆抗体，3株酶标杭

体(HRP-3B9,HRP-2H2,HRP-2E5)的效价分别达到1:25600,1:1600,1:3200，直接ELISA方阵试验确

定HRP-3139的最佳工作浓度分别为1:5000.用HRP-3139在琦酸纤维素膜上采用直接和间接斑点免疫

结合试验(DIBA)对灰飞虱体内RSV进行了检测.结果表明，DIBA法可有效地用于检测灰飞虱的带毒

率，直接DIBA法比间接DIBA法灵敏度更高.故采用直接DIBA法对采自江苏10个县、市的灰飞虱带

毒率进行了检测.
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Abstract:Three horseradish peroxidase-linked monoclonal antibodies of Rice stripe virus (RSV)，HRP-

3139，HRP-2H2 and HRP-2E5，were produced by NaIO, method. The diluted times of the three en-

zyme-linked antibodies were 125600, 1，1600 and 1:3200, respectively. In direct ELISA，the suitable

diluted times of HRP-3139 was 1:5000. Enzyme-linked antibody HRP-3139 was selected to detect RSV in

Laodelphax striatellus Fallen with direct dot immunobinding assay (DIBA) and indirect DIBA, and the

detection results showed that the direct DIBA was more sensitive than indirect DIBA. The direct DIBA

was then used to detect the virus in Laodelphax striatellus Fallen collected from 10 counties in Jiangsu

province，China.
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    水稻条纹病毒(Rice stripe virus, RSV)弓}

起的水稻条纹病是我国水稻上发生范围最广的

一种病毒病巨‘」.在我国，该病从南至北都有发生，

特别是近年来在局部地区爆发病害流行.灰飞虱

(Laodelphax striatellus Fallen)是RSV的主要

传播介体.灰飞虱的带毒虫量是水稻条纹病发生

流行的主要影响因子[[2 31，适期治虫不仅要了解

灰飞虱的数量，同时还要准确测定其带毒率.因

此建立一种快速、灵敏检测灰飞虱带毒率的方法

是十分必要的.目前检测植物病毒的方法较多，

如ELISA已用于检测灰飞虱体内的RSV，但此

方法较费时，不适于基层技术人员操作。1982

年，Hawkes等人仿照分子生物学中点杂交(Dot

hybridzation)方法发展了斑点免疫结合测试技

术(Dot immunobinding assay, DIBA)，利用硝

酸纤维素膜代替酶联板进行酶联免疫吸附测定，

使检测更简便、快速、经济、有效、灵敏叫.为此，
我们进行了DIBA检测RSV的研究，并建立了

快速、灵敏检测灰飞虱体内RSV的DIBA方法.

酶结合率=
结合物中酶量
标记加人酶量

X100%.

1 材料与方法

1.1 供试材料

    带毒灰飞虱于2003年采自江苏姜堰发病

稻田，经人工饲毒后，筛选到经卵带毒虫.RSV

江苏分离物由本实验室分离保存.

1. 2  IgG的制备

    RSV江苏分离物的单克隆抗体2H2, 3139

和2E5由本实验室制备151. IgG的纯化按常规

饱和硫酸钱沉淀法进行E61

1.3 酶标抗体的制备及定量测定

    以改良的过碘酸钠法用辣根过氧化物酶制

备酶标单克隆抗体川.将制备的酶标单克隆抗

体作适当稀释后，用Shimadzu UV-2201紫外

分光光度仪测定250̂-450 nm的光吸收值，并

按以下公式计算酶标单克隆抗体中酶量及克分

子比，以鉴定其酶标效果[[8]
    结合物中酶浓度/(mg "mL-')一
  OD403 X 0. 4 X稀释倍数·

    结合物中IgG浓度/(mg "mL-') =

  (OD,,。一OD403X0.4)X0.62X稀释倍数·

    克分子比=(酶浓度/IgG浓度)X 4.

1.4 酶标抗体效价的测定

    以1 fkg/mL的提纯病毒包被ELISA板，

每孔加样100 j.L，用ELISA包被液分别以1:

100开始倍比稀释酶标抗体HRP-3139, HRP-

2H2和HRP-2E5，用未免疫的小鼠血清作同样

的稀释度作为阴性对照.用间接ELISA测定3

株酶标抗体的效价CsC
1.5 酶标抗体最佳工作浓度的测定

    将2 mg/mL的提纯病毒用ELISA包被液

以1:500开始倍比稀释，HRP-3B9用包被液以

1 200开始倍比稀释，以水稻健康汁液作为阴

性对照进行方阵试验，确定HRP-3B9的最佳

工作浓度.

1.6 直接DIBA和间接DIBA

1.6.1 直接DIBA 单头灰飞虱成虫加100

f.L碳酸盐缓冲液，用牙签捣碎，5000 r/min离

心3 min，取上清3 p.L加样，室温凉干，浸入

5%脱脂奶粉封闭缓冲液37℃封闭30 min，加

人500o x酶标抗体(HRP-3B9), 37℃孵育1.5

h，用PBST洗涤3次，每次3 min.加入底物溶

液，37℃下反应30 min，自来水冲洗膜，凉干保

存.底物溶液为:4-氯-1-蔡酚6 mg溶人2 mL

无水乙醇，加人10 mL 0. 02 mol/L pH 7.4的

PBS，加人7 pL H102混匀.有显色反应的判断

为阳性，无显色反应的则为阴性.

1.6.2 间接DIBA 样品处理同1.6.1,50o

的脱脂奶粉封闭后加入1000o x的单抗(3B9),

3 7 0C孵育 1. 5,h，用 PBST洗涤 3次，每次 3

min.将膜浸人500O X的辣根过氧化物酶标记

的羊抗鼠IgG, 37℃孵育1. 5 h，用PBST洗涤

3次，每次3 min，将膜浸人底物溶液，37℃下

反应30 min，自来水冲洗膜，凉干保存.

2 结果与分析

2.1 酶标抗体的制备

    按常规饱和硫酸按沉淀法纯化了3株单抗

(3B9,2H2,2E5)，测定其IgG含量分别为:

6.52、10. 25、9.64 mg/mL.

    以改良的过碘酸钠法制备了3株单克隆抗
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体的酶标抗体HRP-3B9, HRP-2H2和HRP-

2E5，其定量测定如表1，徐宜为认为结合物中酶

浓度为0. 5 mg/mL，克分子比值1.5̂ 2.0之

间，酶结合率大于30%时，标记效果最好[8].从

表1数据可以看出，HRP-3B9标记效果最好.

    以直接ELISA测定酶标抗体HRP-3B9,

HRP-2H2和 HRP-2E5的效价分别为 l e

25600,1:1600,1:3200.因此选择HRP-3B9进

行DIBA.

            表1 酶标抗体的定且测定

  Table 1  Quantitative analysis of enzyme-linked antibodies

HRP-3139  HRP-2H2  HRP-2E5

勺
‘

月了

S

Q
乙

酶浓度/(mg"mL-1)

IgG浓度/(mg"mL-1)

克分子比

酶结合率/%

0.68

0. 89 :.
3. 07

27. 2

7.79

20.8

0.44

0. 87

2.0

17.6

2.2 酶标抗体最佳工作浓度的测定

    用直接ELISA方阵试验测定酶标抗体

HRP-3B9的最佳工作浓度，提纯病毒((2 mg/

mL)以1 500倍开始倍比稀释，酶标抗体以1:

20。开始倍比稀释.表2为HRP-3B9的测定数

据.从表2可以看出，在同一抗原浓度下，检测

OD值随着HRP-IgG稀释倍数的增加而减小，

在HRP-3B9稀释800-v 25600倍之间时，OD

值下降幅度最大.在同一HRP-IgG稀释倍数

下，检测OD值随着抗原稀释倍数的增加而减

小.在同一HRP-3B9稀释倍数下，抗原稀释至

2000 - 32000倍之间时，下降幅度最大，在

HRP-3B9稀释至200倍时，阴性对照的OD值

较高，综合考虑到田间样品检测的灵敏度，将酶

标抗体HRP-3B9稀释5000倍作为检测的最适

合工作浓度.

        表2  HRP-313，最佳工作浓度测定

Table 2  Detection of the suitable dilution time of HRP-3139

HRP-3139

稀释倍数

RSV抗原稀释倍数(X 100)
阴性对照

10 20 40 80 160 320 640 1280      2560      5120

  200

  400

  800

  1600

  3200

  6400

12800

25600

1. 338

1. 176

1. 071

1. 031

1.012

0. 942

0. 778

0. 646

0. 826

      关

2. 793

2.111

      关

      关

2. 994

2. 496

1. 801

2. 733

2. 726

2. 723

2. 683

2. 479

2. 152

1.880

1.480

1. 925

1.843

1. 779

1. 739

1. 618

1. 377

1. 197

0. 974

770

700

654

642

538

529

认

仓

0，

0.

0.

0.

0. 472

0. 589

0.487

0.457

0. 447

0. 423

0. 387

0. 339

0.313

0. 398

0. 334

0. 306

0.303

0. 276

0. 264

0. 245

0.208

0. 285

0. 252

0. 234

0. 230

0. 213

0. 212

0. 181

0. 169

0. 228

0. 184

0. 178

0. 168

0. 164

0. 161

0. 154

0. 152

0. 218

0. 169

0. 164

0. 134

0. 132

0.131

0. 128

0. 127

0.100

0. M91

0. 085

0. 091

0. 091

0. 096

0. 093

0. 095

注:OD49o>3. 5.

2. 3         DIBA法检测灰飞虱体内RSV的最适实

验条件

    单抗3B9分别稀释10000,5000,2500倍，

37℃下孵育的时间均为90 min，羊抗鼠HRP-

IgG稀释5000倍，3 7 ̀C下孵育90 min，间接

DIBA结果表明改变单抗的浓度对实验结果基

本没有影响，阳性斑点的颜色基本没有深浅变

化.3B9稀释10000倍，3 7 0C下分别孵育30,

60,90 min，以确定改变单抗孵育的时间对检测

结果的影响.结果表明37℃孵育30 min时，检

测不出阳性样品，孵育90 min比60 min时的斑

点颜色深.故确定单抗稀释10000倍、37℃孵育

90 min，羊抗鼠HRP-IgG稀释5000倍、37 0C孵

育90 min，为间接DIBA的最佳工作条件，

    HRP-3B9稀释5000,2500,1000倍，37℃

孵育90 min，直接DIBA结果表明改变HRP-

3B9的浓度不影响检测灵敏度，阳性斑点的颜

色变化不大.HRP-3B9稀释5000倍，37℃孵

育30,60和90 min，直接DIBA结果表明3 7 0C

孵育30 min时，阳性样品的颜色很浅，灵敏度

不高，孵育90 min比60 min时阳性斑点深，但

不影响检测灵敏度.故确定HRP-3B9稀释

5000倍、37℃孵育90 min为直接DIBA的最

佳工作浓度.

2.4 直接与间接DIBA法检测灰飞虱体内的

RSV比较

    应用建立的直接DIBA法和间接DIBA法

检测经卵带毒的15头灰飞虱，比较两种方法的
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检测灵敏度.直接DIBA法能检测到阳性样品

9个，阳性率为6000，间接DIBA法能检测到阳

性样品6个，阳性率为40%，且直接法的斑点

颜色比间接法深很多，因此直接DIBA法比间

接DIBA法的灵敏度高，而且直接法整个流程

只需要3h，比间接法省时.

2.5 应用直接DIBA法检测田间灰飞虱的带

毒率

    利用建立的直接DIBA法对2003年采自

建湖、盐都、武进、海安、常熟、姜堰、靖江、丹阳、

高邮、灌云等地的灰飞虱成虫进行检测，检测的

样品数分别为34,14,15,5,20,50,51,35,74,

18,22头，阳性样品数对应为8,5,3,1,4,21,

16, 7, 25, 8, 7头，带毒率对应为 23. 50o,

35. 6%、2000、2000、200o、42%、31. 1%、20%、

33.700,44.4%和31.70o.从上述数据可以看

出，各地灰飞虱的带毒率还是很高，这也是近年

来江苏省部分地区水稻条纹病毒广泛流行的主

要因素.

发生呈上升趋势，在江苏的一些地区发生面积

较广，特别是2001年，发病率达到50%以上，

已成为江苏省水稻生产前期的一个重要病害.

而灰飞虱的带毒率是水稻条纹病流行的主要影

响因子.直接DIBA方法的建立，可望为准确检

测各发病地区灰飞虱的带毒率及适期治虫提供

了依据，也为水稻条纹病毒的防治打下了基础，

进而达到遏制水稻条纹病广泛流行的目的.

3 讨 论

    制备了RSV单克隆抗体的酶标抗体

HRP-3B9,HRP-2H2和HRP-2E5，在此基础上

建立了直接DIBA和间接DIBA检测RSV的

方法.比较两种方法对灰飞虱体内RSV的检测

灵敏度，发现直接DIBA较间接DIBA灵敏，因

此我们认为直接DIBA更适合对田间灰飞虱带

毒率的检测.

    硝酸纤维素膜不仅比酶联板便宜，而且可

以根据试验需要裁减成不同大小.在进行病害

田间诊断和调查时，硝酸纤维素膜体积小而便

于携带，在很小的体积上可以进行大量样品检

测，使用十分方便.DIBA法检测时使用的抗原

少，只需要点样3 ttL.这对于检测昆虫体内含

量较低的病毒十分有利.反应的底物以非容性

的固体形式沉淀在硝酸纤维素膜上，结果可以

长期保存，而且直接DIBA法的整个流程只需

要3h，对于大批量的检测十分适用.

    近年来RSV引起的水稻条纹病在我国的
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