
嘴 ., 、 , 卢 . . , ` 闷 , 卜 , 乍州 .lI 卜 四 l ,

华 , 农业大学学报 199 2: 16~ 2 2

J
。

S O U比

;大学掌报 琦 ( 2)
C h肠 . ^ 林,

·

U n i v
·

日

柑桔黄龙病的血清学检测

与诊断方法的初步研究
’

李德望 唐伟文 范怀忠
(植保来 )

摘耍 用扭此的柑摘货龙病有尿 ( c 比刃 ) 免疫小民创备出抗体如
,

其浓度与 .2 7毗间
,

并

证明它对 c 1 3。 其有特矛性
.

效价侧定结果
: E ` ` A 达 l ,

6 ,0 , 间接免农爽光 (uF ) 达 l
,
1 0 00 , 斑

点碑联免应技术 (。睁龙L` 人 ) 达 1 . 1 2 . 0 . 斑点免应芡光技术 《。 改
,

企》达 1
. 1 2 8 .0 检侧纯化抗旅

润度
,
E乙巧人达 l . 2 56 .

nr 达 l , 4 09 6 , 。改
,

几` A 达 1
一 8 19 2 . 。 成

.

下达 1 . 3 2 7 68离瓦巧A 只 . 用于

检侧典盛的燕柑租递柑病材料
,

面征
,

协
E乙̀ 人和协下还可用于甜桩的植侧

,

用`种方法均

不能检侧出未1 症材料的 c y s O
.

关住调 I 联免皮 . 免皮黄光 . 斑点礴联免皮 . 斑点免度黄光

柑枯黄龙病是我国华南地区柑桔的殷灭性病害
,

由类细菌 (B oL ) 引起
。

迄今其防治方

法主要粉眼于无病苗木的培育和病株的清除
。

因此
,

快速检洲诊断病株
,

特别是未显症或初

显症的早期病株
,

就成为一个极为重要而急待解决的问题
.

目前
,

人们在电镜检查 [’] 生理生化以及荧光染色 .3[ 等方法上进行了研究
,

但都不够德定

可靠
.

因而
,

血清学方法 以其简捷而灵敏的特 点成为最有希望的途径
。

采用长春花

(` “ 曰 f .川` 叨 ,

~
L

.

) 作为获殖材料来提纯抗原
,

柯林等已作过一些探索 lt]
.

oB ve 等也利用

其粗提物来免疫小鼠所侧备出的单克隆杭体 .t] 只能专化性地检侧某些地城的柑枯青果病

(与柑枯黄龙病属同类病害
,

其病原也是 B L O )
,

但不能检测柑枯黄龙病
.

因此
,

有必要制备

出效价高
,

能广泛检测可能存在的不同菌系的病原抗体
,

同时模索出一些快速简便而又具

有高分辨力的血摘学的检侧方法
。

近年来
,

血清学检侧技术在细菌学
,

病毒学和植物菌原体学上已有迅速的发展
,

在力

求高灵敏度 .j[ 的同时
,

向经济实用
,

准确德定的方向发展
,

如 〔以
一

E L IS A ..t ’ .] 等技术可以借

鉴
.

本试验应用常规的间接 EL 巧 A 和间接荧光技术 (nI ` cer
t I
lnm un ofl ou

r

csc o ce IIF )进行检

侧
,

同时还尝试了应用斑点酶联免疫方法和斑点免疫荧光方法
。

办

口

材料与方法

试验材料

1 cy so 系由柑枯黄龙病株经冤丝子 ( 伪。 自 ca 。 产活扮臼
.

)L 传到长春花上
,

再经嫁

2 参试的挽原材抖 ( 1 ) 感染 “ 5 0 的长春花
.
( 2 ) 感染 C Y S o 的碰柑

,
( s ) 感染芝

1LL接L

一
国东自热科伞基全资助项 目

19 9 1一 04一 08收福 口
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,

食

、

协

麻丛枝病 伽压。 ) 的长春花 ; ( 4) 感染苦株丛枝病 (栩无。 + B L o ) 的长春花
;

( 5) 感染番茄

巨芽病 ( M工 o ) 的长春花 ; ( 6) 健康长春花 . ( 7) 健康盛柑
.

1
.

1
.

3 供试的病
、

健材杆 从下述柑桔品种的病树上采取症状典型的叶片及旁侧的
“ 无症

状
”

叶片
,

并用同种的健康实生苗的绿色叶片和黄化老龄叶作对照
:

(1 ) 碰柑 (魏
,

, 、 :

汕
纽

肠。 ct,
.

乃 . ` . ) , ( 2 ) 蕉柑 (已 r ` 众侧加白 肠。 二
.

必山
,
) ; ( 3 ) 甜橙 ( e

.

葫脚翻污似
洲止 ) ;

(幻 感染柑枯衰退病 ( rT . 垃 . ) 的盛柑
.

上述样本均取其叶片主脉
,

以 1
: 5或 1

:
1 0加入提纯液

,

匀浆后经 1 5 00 9离心 20 而
n ,

贮

于 一 2 0℃下备用
。

1
.

2 C Y s o 小鼠抗腹水制备

1
.

2
.

1 c y s o 的布夺提纯 采用柯撼等的方法〔幻每次提纯产物贮于一 20 ℃下备用
。

l
,

2
.

2 杭腹水的制备 参考前人的方法 .2[ 习将提纯的抗原反复冻融 20 次以上
,

随后免疫一

月龄的含鼠
,

第一次用等量福氏完全佐剂乳化
,

以后各次用不完全佐剂
,

共 5次
,

每次间隔

7一 1 0天注射剂量依次为 0
.

2
,

0
.

5 ,

.0 7和 0
.

7 izn
,

并在第 2和第 4次除腹腔注射外
,

并在腿
,

脚各肌注 2点
,

每点注射 0
.

1 而
,

末次免疫 3天后
,

注射从小鼠膨胀腹部新抽出来的腹水 0
.

2

mI
。

待小鼠腹部膨胀到一定程度
,

抽取抗腹水
,

经 2 0 00 9 离心 15 m i n ,

加入 0
.

1% N司闻: ,

分

装
,

保存于 0℃下备用
。

1
.

, 间接 EL IS A法

参考前人方法 .l[ 〕 ,

用羊抗鼠 gI G
一

辣根过氧化的酶 (羊抗鼠 l gG
- H R p ,

工作浓度 1
,

1 0 0 0 )
,

为结合物
,

用 0
.

5%牛血清白蛋白 (as A ) 作封闭剂
,

0
.

0 5 m o l / L 的 p BS ( p H 7
.

4
,

含 0
.

05 % T w 份n -
20) 作稀释液

,

0
.

02 m ol / L p B s (PH 7
.

2) 作洗涤液
,

底物为邻苯二胺

(O P D )
。

1
.

4 间接免痰荧光法 ( n F )

l
,

咬
.

1 切片法 参考前人方法 .t]
,

经固定或新鲜材料
,

用冰冻切片或徒手切片
,

切片厚度

与 15 一 30 阿
,

检侧时每次取 l个切片置于载玻片上
,

加 1滴抗体溶液孵育
,

以羊杭鼠 gI G一

异硫银酸荧光素 (羊抗鼠飞G 一 R江℃ ) 与结合物
,

用 -L l l OO荧光显微镜检查
。

阳性反应判断标准
:

切片韧皮部四周见排列较规则的黄色至黄绿色荧光点
,

健康对照

无此反应
。

1
.

4
.

2 涂片法 参考前人方法 [,1
,

取少量病叶提纯液
,

系列稀释后分别取 3~ 5 而 置于多孔

载玻片或凹载玻片上
,

用牙签展匀
,

在室温下置空氛中干操后
,

加 1滴固定液 (3 %戊二醛

中加入 10 % 甲醛或70 %乙醉 )
,

固定 20
n五n
后

,

用 0
.

5% B s A 封闭 10 m i n ,

加抗体 l g G 和羊抗

鼠殆G
~

祠叮c 解育
,

用荧光显微镜检查
。

阳性反应判断标准
:
在荧光显微镜 10 OX F ,

每视野的荧光斑点超过 10 个
。

荧光强度中等

以上为
“ + . ,

荧光斑点 5一 1 0个时为
“ 土

” ,
5个以下且荧光较弱者为

“ 一 ” .

1
.

5 〔陌 t - E L IS A 法

参考前人方法11[ 〕。

用 1 m g /耐 的部分提纯抗原作标准抗原
,

检测时用经 1 00 0 9 离心 20

m in 的典型病叶叶脉的粗提物作抗原
,

程序如下
:
( l) 将硝酸纤维素膜 ( NO M ) 切成 8 cm X

6 cm 大小
,

每隔 。
.

5~ I cm 用铅笔或针头打点
,

将 N c M 展于 BC 中10
n止n ,

取出药面向上
,

空气干操 ; ( 2) 点样
:

抗原用 0
.

05 m ol L/ cB 液 (PH g
.

6) 作 2倍系列稀释
,

用微量进样器每

点加2 血或 5 以
;
( 3 ) 洗涤

:

用 F 巴二 T
wee

n
洗涤液 ( o

`

0 5 m o l / L ) pH 7
.

2 ,

含 0
.

5 % T w ee
n 一

2 0

及 0
.

25 %明胶 ) 洗涤 3次
,

每次 2~ 3 n垃n ;
( 4) 封闭

:

用 10 d 封闭液 (洗涤液中加入 。
.

5%
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B s A,

1%千酪素 p H 7
.

幻 在室沮下封闭 10 m in , ( 5) 加杭体
:
用吸水纸将 N c M 压千后加抗

体
,

在室温下孵育 l h 或在 3 7℃下 3 0 rn in , ( 6 ) 洗涤 . ( 7 ) 再封闭 , ( 8 ) 加醉标
:

加入以洗

涤液加入 0
.

5% BS A 稀释液的醉标羊抗鼠 IGS
,

在室沮下孵育30 m加 , ( 9) 洗涤 . ( 10 ) 加底

物 ( 1 m g / m o一o p D 每 1 0耐 加入 2 0而 3 0% H
: o :

)
,

在室沮下避光孵育 3 0 m如
,

或在3 7℃ 15 m切 ,

( 1 1 ) 终止反应
:

用自来水冲洗 5~ 10 m in
,

观察颜色反应
,

红褐色斑点为阳性反应
.

L 6 oD
t
一

IF 法

试验程序
:

(1 ) ~ (6 ) 同 D ot
一

E L IS A ,
( 8) 浸入荧光标记的羊抗鼠犯G 中

,

室沮下避

光孵育 10 ~ 30 而 n
.

( 9) 冲洗后用荧光显微镜检查
.

阳性反应判断
:

用涂片 I IF 法
.

户

2
、

试验结果

么 l 抗腹水的特异性测定

经健康杭原吸收的杭腹水
,

用琼脂双扩散法测得其效价为 1
,
8 , 用徽量沉淀法测得其效

价为 1
,
5 1 2

。

健康对照芝麻丛枝病 M工。 ,

苦徕丛枝病 MOL + B L O 和番茄巨芽病 卜几 0 等均不

与该腹产生反应
,

说明它对 C Y s o 具有特异性
.

么 2 抗体的效价测定

用 E L sI A 法
, n F 涂片法

,

oD
t
一

EL sI A 法和 eD
t
一

IF 法测定抗体效价
。

结果 (见表 l )
,

oD 卜

E u S A 和 D ot
一

IF 法测得的效价较高
,

为 1 : 1 2 8 0
,

其次是 I IF 法为 1 : 1 0 00
,

最低是 E L IS ^ 法

为 1 .
6魂0

。

健康对照及正常抗腹水空白对照都只在 1 :
4以下时才有非特异性反应

。

农 1 抗体效价不同检测方法比较
,

方 法 EL sI A lI p oD
t一 E LsI A oD 卜 IF

稀释倍数 6 4 0 1
.

2 8 0 1 000 1 0 0 00 1 28 0 2 5 6 0 1 280 2 5 60

抗体浓度
,

月
.

3 4 2
.

1 7 2
.

7 8 o
.

Za 2
.

1 7 一 0 a 2一 7 一 08

结果判断
`

+ 士 + 士 + 土 + 土

a ,

各种方法均 t 复 4次以上 . b
,
I IF 未用涂片法 . 。 ,

为对应稀释度的扰原浓度的扭略位
,

月 陀 /` 表示 . d
,

“
+

”

一在此稀释度或低于此摊择度时均 1 阳性反应 , “
士 ”
一 t 岌之问由 于误王亦有阴性反左

,

而 高于此

释释度 时均呈阴性反应
。

,

口

2
.

3 几种检测方法的灵敏度比较

对 l : 1 00 0的部分提纯抗原进行 l : 2系列稀释后
,

用 E L IS A 法
, I IF 涂片法

, D ot
一

E L sI A 法

和 o o t
一

xF 法测定
,

结果 (见表 2 )
,

D o t
一

IF 法灵敏度最高
,

为 0
.

0 3 1 林g /间
, D o t

一

E L sI A 法次之
,

为 0
.

1 2 林g / m 一
,

I IF 涂片法为 0
.

2 4 “ g / m l ,

而 E L ` A 法最低
,

为 3
.

9 1 协g / m l
。

衰 2 不同检洲方法抗原滴度的比较
`

方 法
“

稀释倍数

抗原浓度
.

结果判断
.

工翔卜 E L IS 人 r抽 t一作

4 0 9 6

0
.

2 4

8 1 , 2

0
.

1 2

32 7 6吕

0
。

0 3 1

+

6 5 5 36

0
。

0 1̀

a ,

各种才法均 t 复4次以上
. ` ,

扰体浓度
:

砚 15 ^
,

n F 月 l :
5 0 .
伪
卜
氏巧 ^

,

伪
t一作 月 1 . 5 0 0 , 。 ,

4
.

I IF 来

512.91一
6
. .二

:
+,̀.口

口
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用涂片法 , d
,

与对左铃释度的坟原浓度的粗略位
,

用 阳 /时表示 ; e , “
+

”
一在此稀释度或低于 此铃释度

时
,

均呈阳性反左
, “
土

,

一 t 复中有阴性反应的
,

高于此铃译度
,

均呈阴性反应
, “
一

”

一在此稀释度戈

高于此铃释度呈 阴性反应
。

协

今

么 ` 样本检测

2
.

4
.

1 E L` A 法 用 E L ` A 法检测在 10 月上旬在田间采集到的样本
,

结果如下 (见图 1 )
:

蕉柑和在柑的病株的曲线与健株曲线差别明显
.

蕉柑和碰柑其粗抗原稀释度分别为 1
:

32
。

而

甜橙的病株曲线与健株曲线十分相近
.

按阳性反应判断标准
,

用 E L IS A 法只能检测出蕉柑

和碰柑病株
,

而检测不出甜橙病株
.

.2 4
.

2 ll F 法

切片法
:

检测典型长春花病叶叶脉切片
.

可见到韧皮部有一圈排列较规则的黄绿色荧光

斑点 (见图版 1)
,

当抗体浓度较高 (l
:
5 0) 时

,

病株上的邻近病叶的
“
无症状

”

叶片的叶

脉切片也显现较弱的黄色荧光斑点
,

经检测 1 5。个
,

符合率达 100 %
;
而健康对照株切片

,

经

染色或不染色
,

均未见上述荧光斑点 (见图版 2)
.

用同样方法检测柑桔样本
,

当抗体浓度为 1
:

50 时
,

蕉柑和碰柑的病叶叶脉切片均在韧

皮部内周出现一圈细而较密的黄色荧光斑点 (见图版 3 )
.

经检测的蕉柑病叶叶脉切片 2 07 个
.

其符合率为 69
.

5写 ;
碰柑切片18 9个

,

符合率为 23
.

8% ; 甜橙切片1 23 个
,

符合率与。%
。

健

康材料或感染衰退病的碰柑叶脉切片经染色或不染色
,

均未见到上述的荧光反应
。

涂片法
:

蕉柑的粗提物呈现阳性反应的最大稀释度为 l : 1 28 (见图版 4 ) ;

应柑为 1 :

32
;

甜橙为 1
:

16
.

健康对照及感染衰退病的橙柑粗提物的系列稀释液均为阴性反应 (见图版 5 )
.

2
.

4
.

3 oD -t E L侣A 法 用 1 :

10 的典 .

、

型病叶叶脉粗提物作抗原
,

用健康叶

脉粗提物作对照
,

用 D -ot EL sI A 法检

测
,

呈阳性反应的最大稀释度为
:

长

春花为 l ,
256

;
对照的为 l , 4 ;

蕉柑的

为 i :
6峨

,

对照的为 i
:
s ;

应柑的为 z :
6峨

,

对照的为 l
:

七 甜橙的为 1
:

16
,

对照的

为 1 *
4

。

(见图版 6 )

.2 .4 4 D ot
~

IF 法 用典型病叶叶脉

的 1
:

10 粗提物作抗原
。

同祥处理的健

康粗提物作对照
。

用 D o -t IF 检测
,

呈

阳性反应的最大稀释度
:

长春花的为
i

:
22吕

,

对照 i
:
4 ;

碰柑的为 l :
3 2

,

对

照的为 1
:
4

,

蕉柑的为 i :
3 2

,

对照 i :
8 ;

派久
_ _ _

二
\ \ t 竖 1刀

厂一甜怪

6050,2010300.0..00.0.0.0

居`帕O甲00

牛笋君邻之二里全水

1 0 9 8 7 6 5 4

筑原稀释度 (一 5 x 2。 )

图 1 不同样本的 EL IS人测定曲线

— 发病材料
·

“ 一健康对照

甜橙的为 1 :
8

,

对照 l
:
4

.

3 结论与讨论

本试验用部份提纯的抗原免疫小鼠
,

制备出 。侣。 的抗腹水
,

经用各种参试的对照材料

检测证明其对 C Y s o 具有特异性
.

其效价在前人的基础上有较大提高
,

测定结果
: E L` A 为

卜 z
:
6 4 0 ;

皿 为 i
:
1 0 0 0 ; n -ot E L Is ^ 为 1

:
x 2 5 0 ; n 。 , 企为 i :

一 2 5 0
.

检测纯化扰原滴定度
, E
比

^



华 南 农 业 大 掌 学 报 第 13巷

为 1
*
2 56. 刀F 为 1: 4 0 6 9. 〔以

~

EL IS A为 1. 8 1 92 . D t O
一

企为 1
:

2 3 78 6
。

本文首次报道应用多克隆抗体结合 EL IS A等方法来检侧植株体内的 C, ’s O ,

试验结果

表明
,

用 EL ` A 法只能检测出燕柑
、

痊柑和典型症状的长春花病材料吕的 c y s o
.

而对甜橙

病株则检侧不出
,

而用 IIF 涂片法
, 0 。卜 E

比
人 和 oDt

一

IP 均能检侧出蕉柑
,

碰柑
,

甜橙和长

春 花的典型病株中的 C Y SO 均比 EL sI 人 灵敏
.

D心 t
-

IF 法是根据 D以
-

EL IS A 法的墓本原
,

理首

次被提出来的
,

它具有 U以
一 EL IS 人 的简便

,

省时
,

准确和节省抗原
,

杭体用 t 的优点
,

但其

灵敏度比 d ot
-

EL招人 更高
。

用荧光技术检测柑桔黄龙病
,

前人已作过一些研究.[J
,

其原理是利用感病植株的坏死组

织产生的自发荧光
.

本试验结果证明
,

感染衰退病的柑拮叶片以及生理性分化叶片也会出现

上述现象
。

因此
,

认为该方法可能对黄龙病不具专化性
,

这一缺点用血摘学方法可以克服
。

本试验给果表明
,

应用 cy so 的腹水抗体 18 G ,

除感染黄龙病的燕柑与橙柑的典觅病叶脉切

片的韧皮部内周围出现一圈排列较整齐的荧光斑点的特异性免疫荧光反应外
,

其他材料包

括感染衰退病的叶片和生理黄化叶片都没有出现
.

但本试验有不足之处是
:
检侧燕柑和夜柑

时虽有特异性反应
,

但荧光强度中等
,

且符合率不够高
。

另外
,

用切片法检洲甜橙病株无效
,

其原因是抗体效价不够高
。

还是甜橙树体内病原浓度低
,

有待进一步研究
。

当前
,

进行黄龙病血清学检侧技术的研究的首要目标应是对未显症或初显症的材料的

检侧
.

但是
,

本试验用几种方法检侧病株上典型症状叶片相邻的
“
无症

”

叶片都没有成功
,

而

同样地应用于长春花病株上与典型病叶相邻的
“
无症

”
叶片上

,

则反应很明显
,

由此可推

侧
,

在各种柑桔病株枝条上
,

即使是与典型病叶片相邻的
“
无症

”
叶片

,

所含 C Y’s 0 的浓度

极低
.

还未达到 目前可以检侧得出的水平
,

这对于黄龙病的早期诊断是一大难题
,

因而还需

要在检猫手段的灵敏度上作进一步研究
.
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图版 1
.

感染 C Y s o的典型长春花病叶叶脉横切片的免疫荧光反应 ,

2
.

健康长春花叶脉横切片的免疫荧光反应 ,

3
.

燕柑典型黄龙病叶叶脉横切片的荧光反应

4
.

燕柑黄龙病抗原的涂片免疫荧光反应

5
.

健康燕柑抗原的涂片免疫荧光反应
6

.

盛柑粗提物的 D成
.

班巧 A 检洲结果
: A

,
c 两行为病样重复 , B

,
D 两行为对照重复

.


