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柑橘衰退病毒多克隆和单克隆抗体的制备及检测效果分析
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摘 要 通过改进提纯方法获得了柑橘衰退病毒（!#/*)& /*#&/%E+ :#*)&，I?&）的提纯液，其产量为 74CY7##C 植物组织。用 I?& 免

疫大耳白兔，获得多克隆抗体，间接 MVTZ9 效价为 7[!8 $##。用 I?& 免疫小鼠，经细胞融合、MVTZ9 筛选和克隆化培养，获得 7J
株能稳定分泌抗 I?& 单克隆抗体的杂交瘤单细胞株。对其中 " 株单克隆腹水抗体进行分析的结果表明，这些抗体的 MVTZ9 效

价为 7[87 !## \ 7[!#" J##，其中 !Q 和 KF 的抗体类型及亚类为 TCQ!=，7M 和 "F 为 TCQ!5。用所制备抗体对不同来源柑橘样品

的 I?& 检测结果显示，单克隆和多克隆抗体结合使用，采用三抗体夹心 MVTZ9（?9ZLMVTZ9）可以获得理想的检测效果，其特异

性强、灵敏度高。同时发现所分析 " 株单克隆抗体对不同的 I?& 分离物鉴别能力存在差异，但有关这些 I?& 分离物的特性及

其血清学关系还需进一步研究。
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柑橘衰退病毒（!"#$%& #$"&#’() *"$%&，!+,）广泛分

布于世界各柑橘产区，其引起的衰退病是最具危害

性的柑橘病害之一，该病毒主要通过蚜虫和带毒接

穗传播［-］。!+, 存在明显的株系分化现象，除少数

株系在某些柑橘品种上不产生可见症状外，大部分

株系能在柑橘上产生明显症状，常见症状可分为三

大类型，即速衰型、茎陷点型和苗黄型。速衰型症状

主要表现在以酸橙作砧木的甜橙等感病柑橘上；茎

陷点症状的发生与砧木种类无关，常导致葡萄柚或

甜橙产量降低、品质下降、植株矮化；苗黄症状在田

间很少发生，主要是在酸橙、来檬或葡萄柚的苗期引

起严 重 褪 绿 和 矮 化。 !+, 为 长 线 形 病 毒 科

（!./&#’$/*"$"0)’）长线形病毒属（!"#$%&’#()’*$）成员，病

毒粒子细长弯曲，大小约 1 22234 5（-2 6 -1）34，其

基因组全长约为 1 5 -27 个核苷酸（3#），是已知植物

病毒中基因组最大的病毒。!+, 具有 1 种外壳蛋

白，其中主要外壳蛋白（!8）分子量为 19 :;，包裹了

病毒粒子长度的 <9=；次要外壳蛋白（0!8）分子量

为 1>:;，包装在病毒粒子的尾部［-，1］。

针对 !+, 引起的柑橘衰退病，各国普遍采取的

防治措施是使用无病毒的种苗和采用抗病或耐病砧

木。而在美国和巴西等国利用弱毒株系对强毒株系

的交叉保护作用对该病取得了很好的控制效果［?，7］。

病毒的检测是无病毒种质培育和弱毒株系筛选过程

中的一个重要环节，目前，美国、西班牙、日本和意大

利等国均已研制出针对该国特定 !+, 株系的血清

学检测试剂盒［9 @ <］。我国对 !+, 的研究始于 12 世

纪 92 6 A2 年代，大量的研究表明该病毒的多种株系

在我国有广泛的分布，传毒性强的介体褐色橘蚜

（+#,#-%&’. /)%’)/)0. B"$:).0C）也广泛存在，随着我国柑

橘品种结构的调整，强毒株系的危害变得日益严

重［-2 @ -?］。近些年来，柑橘无病毒种质的培育和具有

区域化特点的弱毒株系筛选已引起我国相关科研工

作者的高度重视。本研究通过改进 !+, 的提取方

法，制备了该病毒的多克隆和单克隆抗体，旨在为进

一步研究我国 !+, 的株系特点、血清学关系及建立

高通量、快速的病毒检测技术等奠定基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 抗 体：对 照 用 !+, 多 克 隆 抗 体 由 意 大 利

D)$#’.." 教授提供。

!"!"# 柑橘样品：用于病毒提纯的样品来源于田间

表现茎陷点症状的甜橙植株，该植株经采用意大利

提供抗体进行 EFGHI 检测、电镜观察和 J+K8!J 鉴

定确认带有 !+,。用于检测分析的样品分别采自湖

北省、江西省和华中农业大学的柑橘园，寄主包括甜

橙、柚类和杂柑。

!"# 病毒提纯

采用了两种病毒提纯方法，方法 - 参照 L)$K
M/&’NO等［-7］和 F’’ 等［-9］报道的方法，病毒粗提液经

聚乙二醇 A 222（8EP）浓缩后，再经蔗糖和硫酸铯密

度梯度离心。方法 1 在此基础上进行了改进。其步

骤为：7 6 A 月份采集感染 !+, 甜橙的茎尖、叶柄和

一年生枝条的皮部组织，经液氮研磨后，加入 9 倍

（1 Q2）的 2R294/.QF +$"&KS!. 缓 冲 液（NS >RT，含

-2=蔗糖和 2R9=巯基乙醇），7U搅拌 ?24"3，7 层纱

布过滤后离心（-1 222 $Q4"3，-24"3），取上清获得含

病毒的粗提液。粗提液经 12=和 99=蔗糖密度梯

度离心（L’VO4)3 HW1T 型转头，19 222 $Q4"3，?O）后，

分层取样，用 EFGHI 法确定病毒所在的位置。将含

病毒的样品混合，再经 -2=、11R9=和 ?2=硫酸铯

密度梯度离心（L’VO4)3 HW7- 型转头，?A 222 $Q4"3，

1O），采用同样方法收集含病毒的样品，适当稀释后，

超速离心（?2 222$Q4"3，1O）浓缩病毒。提纯病毒经

1=磷钨酸负染，日立 ST-22 型透射电镜下观察病毒

粒子形态。

!"$ 多克隆抗体制备

用提纯病毒液免疫大耳白兔，第一次耳静脉注

射 2R?4X，以后为肌肉内多点注射，每两周注射 -
次，每次 2R94X，用等体积弗氏不完全佐剂（H"X4)）乳

化，共免疫 ? 次，末次注射 1 周后从耳静脉取血测定

抗血清效价。

!"% 单克隆抗体制备

!"%"! 小鼠免疫：取 2R194F 浓度为 2R14XQ4F 的病

毒提纯液与等体积弗氏完全佐剂（H"X4)）乳化，皮下

多点注射 A 6 T 周龄 LIFLQV 小鼠，以后换用弗氏不

完全佐剂乳化，间隔 1 周注射 - 次，共免疫 ? 次。末

次免疫 7 周后（融合前 ?0），小鼠脾脏内注射 2R94F
相同浓度的提纯病毒液进行加强免疫。

!"%"# 细胞融合、杂交瘤细胞的筛选及克隆：取免

疫小鼠的脾细胞与 H81Q2 鼠骨髓瘤细胞按 -2：- 混

合，用 92= 8EP（H"X4)）进行融合。融合细胞经 S+I
选择性培养液培养筛选 T 6 -20 后，继续用 S+ 培养

液培养。待融合细胞集落长至培养孔底 -Q7 时，以

感染 !+, 的柑橘汁液为抗原，采用间接 EFGHI 法分

别对各培养孔杂交瘤细胞培养上清液进行检测，筛
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选出阳性的杂交瘤细胞，经 ! 次有限稀释法克隆获

得能稳定分泌抗体的杂交瘤单细胞系。

!"#"$ 腹水抗体的制备、效价测定及抗体类型和亚

类鉴定：选取 " # $% 周龄 &’(&)* 小鼠，腹腔注射液

体石蜡约 %+,-(，. # $%/ 后注射扩大培养的克隆化

杂交瘤细胞（, 0 $%, # , 0 $%1 个)只），$%/ 后抽取腹

水，, %%%2)-34 离心 $%-34 即获得小鼠腹水单克隆抗

体。采用间接 5(67’ 法测定其效价，以感染 89: 样

品吸光值)健康对照吸光值（;)<）= > 作为阳性判断

标准。抗体类型及亚类鉴定参照抗体类型及亚类检

测试剂盒（?@8ABC）说明进行。

!"% &’()’*+ ,-.) 检测

取 %+,D 感染 89: 柑橘一年生枝条的皮组织，健

康皮 组 织 作 阴 性 对 照，获 得 粗 提 液 后 进 行 7E7F
;’G5，后将蛋白质电转移至 ;:EH 膜。;:EH 膜用

,I脱脂奶封闭后，分别移入 J 株单克隆抗体的稀释

液中，!.K孵育 !%-34，阴性对照用 J 株单克隆抗体

的混 合 稀 释 液 孵 育。 经 洗 涤 后，;:EH 膜 移 入

$ L, %%%倍稀释的碱性磷酸酯酶（’;）标记羊抗鼠 6DG
中，!.K孵育 !%-34，最后用底物氮蓝四唑（<&9）和

,F溴FJF氯F!F吲哚 磷 酸 二 钠 盐（&86;）显 色，观 察 结

果。

!"/ 血清学检测方法

感染 89: 的柑橘嫩叶在 $% 倍（! )"）的 %+%$
-MB)(的磷酸盐（;&7）缓冲液中研磨获得粗汁液作为

抗原，健康植株的汁液作阴性对照，采用 9’7F5(67’
测定所制备多克隆和单克隆抗体的适宜工作浓度。

其方法为：多克隆抗体用包被缓冲液 $ L !%% # $ L
N 1%%倍比稀释后包被 5(67’ 板，加抗原 JK过夜孵

育后，加入经 ;&79 倍比稀释的单克隆腹水抗体，最

后加入辣根过氧化物酶（?O;）标记羊抗鼠抗体（$ L
, %%%稀释），经 ?O; 催化底物四甲基联苯胺（9P&）

反应，用 ,,% 型酶标仪（&6QFO’E）测 #$J,% 值，根据

阳性样品与阴性对照吸光值之比（;)<）确定抗体的

适宜工作浓度。’ 蛋白夹心 5(67’（;’7F5(67’）参

照文献报道的方法［$1］。

0 结果

0"! 病毒提纯效果

提纯病毒经 >I磷钨酸负染后，在电镜下观察，

可见完整的病毒粒子细长弯曲，大小约为 > %%%4- 0
$$4-（图 $）。采用方法 $ 提纯，获得病毒提纯液的

%>1% )%>"% R $+>%，每 $%%D 鲜 重 植 物 组 织 可 得 到 约

%+$-D 病毒；采用方法 > 提纯，所获提纯病毒液的

%>1% )%>"% R $+$N，每 $%%D 鲜重植物组织可得到约 $-D
病毒，表明改进提纯方法所获提纯病毒的产量高

（图 >）。

图 $ 89: 病毒粒子电镜照片（!% %%% 0 ）

H3DS$ 5BT*C2M43* -3*2MD2UVW MX 89: VU2C3*BTY

图 > 两种方法提纯 89: 的 ZTYCT24 [BMC 分析

H3DS > ZTYCT24 [BMC MX 89: VA23X3T/ [@ C\M
-TCWM/Y \3CW VMB@*BM4UB U4C3[M/@

P：V2MCT34 \T3DWC YCU4/U2/Y（&&6）；8]：WTUBCW@ YU-VBT；$：^32UB

YMBAC3M4 VA23X3T/ X2M- $D X2TYW C3YYAT [@ CWT -M/3X3T/ V2MCM*MB；>：^32UB

YMBAC3M4 VA23X3T/ X2M- >D X2TYW C3YYAT [@ CWT -TCWM/ M4TS ’22U@ 34/3*UCTY

[U4/Y MX 8;S

0"0 多克隆抗体的效价

采用间接 5(67’ 法，以感染 89: 的柑橘汁液 $ L
$% 稀释（! )"）作为抗原，健康汁液作为阴性对照，

测得所制备多克隆抗体的效价为 $ L>, 1%%。

0"$ 分泌抗 123 抗体的杂交瘤细胞株筛选

89:免疫的 &’(&)* 小鼠脾细胞与 7;>)% 鼠骨

髓瘤细胞经 ;5G 融合，其融合率为 N1+"I，采用间

接 5(67’ 法测定各培养孔中的培养液，其阳性孔率

为 "1+JI。

选取 >% 个呈强阳性反应的杂交瘤细胞系，经过

$!1王彩霞等：柑橘衰退病毒多克隆和单克隆抗体的制备及检测效果分析



! 次有限稀释法克隆，获得 "# 株能稳定分泌 $%& 特

异性抗体的杂交瘤单细胞株，经扩大培养后腹腔注

射小鼠获得其单克隆腹水抗体。

!"# 单克隆抗体效价的测定及其类型与亚类鉴定

从 "# 株单克隆抗体中随机选取 "’、()、!* 和

+*，采用间接 ’,-./ 法测定其效价。各株腹水抗体

从 " 0"11 开始倍比稀释，结果显示，各株腹水抗体的

效价 分 别 为 " 0 2" (11（!*）；" 0 "1( +11（()）；" 0
(1+ #11（"’ 和 +*）（图 !）。采用 *3$456 公司抗体类

型及亚类检测试剂盒，对这 + 株单克隆抗体的杂交

瘤细胞培养上清进行测定，结果表明 () 和 !* 的抗

体类型及亚类为 -7)(8，而 "’ 和 +* 为 -7)(9。

图 ! + 株单克隆腹水抗体的间接 ’,-./ 效价

:;7< ! %;6=>? @A 8?B=6;B A54;C A>@D A@4> E39>;C@D8
B=55 5;F=? 6=?6=C 93 ;FC;>=B6 ’,-./

G H I ：>86;@ @A @J6;B85 C=F?;63 86 +21FD @A $%&

;FA=B6=C ?8DJ5=H E=856E3 ?8DJ5=<

!"$ %&’(&)* +,-( 分析

利用 "’、()、!* 和 +* + 株单克隆抗体，对田间

感染 $%& 柑橘样品的粗提液进行 K=?6=>F 95@6 分析，

从图 + 结果可以看出，用 + 株单克隆抗体检测带病

毒样品，产生 " L + 条免疫反应条带，其中 () 和 !*
仅产生 " 条较强的免疫反应条带（条带 -），该条带为

+ 株单克隆抗体所共有，其电泳迁移率与已报道的

$%& 主要外壳蛋白相似［"M，"#］；而 "’ 和 +* 除产生该

条带外，还分别有 ! 条分子量较低的免疫条带（条带

!、"、#），为在提取和处理过程中丢失了部分末端

氨基酸序列或部分降解的外壳蛋白［"2，"#］。该结果表

明，+ 株单克隆抗体所识别的抗原位点有一定的差

异，且与抗体类型有一定的关系，这些抗体属同一类

型（ -7)），但 分 属 两 种 不 同 的 亚 类，() 和 !* 为

-7)(8，"’ 和 +* 为 -7)(9。用这 + 株单克隆抗体的

等量混合溶液检测阴性对照样品，未产生可见免疫

反应条带，表明所制备单克隆抗体具有很好的病毒

特异性，不存在与寄主成分的交叉反应。

图 + + 株单克隆抗体的 K=?6=>F 95@6
检测柑橘样品中 $%& 的效果

:;7<+ K=?6=>F 95@6 8F853?;? @A $%& A>@D B;6>4?
B>4C= ?@546;@F? N;6E A@4> O89?

O：J>@6=;F N=;7E6 ?68FC8>C?（PP-）；$Q：E=856E3 ?8DJ5= C=6=B6=C N;6E

6E= B@BR68;5 @A A@4> O89?；" L +：$%& ;FA=B6=C ?8DJ5=? C=6=B6=C N;6E

"’，+*，() 8FC !*<

!". 所制备抗体 /01234510 法检测 6/7 的适宜

工作浓度及检测效果分析

以多克隆抗体作为包被抗体，稀释 " 0 !11 L " 0
S T11倍，+ 株单克隆抗体分别作为检测抗体，稀释

" 0! 111 L " 0 !#+ 111 倍，对带病毒柑橘样品进行检

测，其吸光值均明显大于阴性对照，UHV 值均大于

(1。选 取 UHV 值 最 高 时 的 稀 释 倍 数，作 为 %/.W
’,-./ 分析时抗体的最适工作浓度，其中多克隆抗

体的适宜稀释倍数为 " 0 + #11；+ 株单克隆抗体的适

宜稀释倍数分别为 " 0# 111（!*）、" 0!( 111（()）和 " 0
T+ 111（+* 和 "’）。

将感染 $%& 柑橘样品的粗提液稀释不同倍数

后，采用以上抗体工作浓度和 %/.W’,-./ 法检测，结

果显示 + 株单克隆抗体的检测灵敏度有一定的差

异，其中 "’ 和 +* 检测灵敏度达到 " 0 2 "(1，!* 和

() 的检测灵敏度分别为 " 0( 2T1 和 " 0" (#1。

采用 %/.W’,-./ 和 U/.W’,-./ 法同时对 2 个带
病毒柑橘样品进行分析，其中 U/.W’,-./ 法检测时，

多克隆抗体预先用健康柑橘汁液进行吸附，第一抗

体工 作 浓 度 为 " 0" T11，第 二 抗 体 工 作 浓 度 为 " 0
" 111；在 %/.W’,-./ 法中第一抗体为多克隆抗体，

未进行预吸附，检测抗体为 + 株单克隆抗体的混合

溶液，工作浓度为 " 0T+ 111。从表 " 可以看出，多克

隆与单克隆抗体结合使用，采用 %/.W’,-./ 法的检

测效果明显好于多克隆抗体单独使用的 U/.W’,-./
法，%/.W’,-./ 检测时阳性样品的吸光值均较高，为

阴性对照样品的 "M 倍以上，而 U/.W’,-./ 法检测这

些样品的吸光值一般为阴性对照样品的 ( L M 倍。

(!T !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 (11T，&@5X((，V@X+



表 ! "#$%&’($# 和 )#$%&’($# 检测部分柑橘样品结果比较

"*+,- ! ./01*234/5 /6 "#$%&’($# *57 )#$%&’($# 6/2
89- 7-8-:83/5 /6 ."; 35 :382<4 4*01,-4

!"#$%&’
()!*+,-!) .)!*+,-!)

!"/01 .23 !"/01 .23
.4 5678/ 906:8 165;/ 96<:
)= 868<< /869; 1691/ :6;:
>? 569:1 8065< 16895 /6:8
!? 961;5 0:6<; 168;5 06/8
=? 16757 5;618 161</ 56<;

?@（ A ） 1610/ 161/0
?@（ B ） 8650: 168<<

!"/01：C$DEF"% G&H’EDI "D /01 H#；?@（ A ）：J&"%DJI ’"#$%&；?@（ B ）：

?(K EHL&FD&G ’"#$%& LMC# NJEFJ DJ& OEMP’ N"’ $PMELE&G LCM DJ& M"E’EHQ CL
"HDERCGE&’S

=>? @ 株单克隆抗体对不同来源分离株的初步鉴

定

分别采用 5+、84、9T 和 /T / 株单克隆抗体和

()!*+,-!) 法，对采自不同果园的 01 份已知带有

?(K 的柑橘样品分别进行检测，以混合单克隆抗体

作参照，共筛选出 5/ 份血清学上存在差异的样品，

表现为同一样品用混合单克隆抗体检测产生较高的

吸光值，而不同单克隆抗体分别使用时吸光值有明

显的差异；同一株单克隆抗体对不同样品的检测效

果也不同，表 8 所列为对部分材料检测的结果，从该

表可以看出，用 84 进行检测时，所有阳性样品吸光

值均较高，与混合抗体具有相似的检测效果，而其它

9 株抗体检测不同样品的吸光值差异较大，检测样

品 U55时，5+ 的检测吸光值仅 1699，而其它 9 株单克

隆抗体及混合单抗的进行吸光值均大于 56/，对其

它样品的检测也存在类似的现象。

表 = @ 株单克隆抗体检测不同来源柑橘样品中 ."; 的效果

"*+,- = &663:3-5:A /6 @ B*+4 6/2 89- 7-8-:83/5
/6 ."; 62/0 7366-2-58 :382<4 1,*584 +A "#$%&’($#

!"#$%&’
V"R’

5+ 84 9T /T VEWDPM& CL #"R’ LCPM
XY*80 16;/9 86/// 16899 16507 86718
U55 16991 Z 96011 56/;0 860// 961<;
.45 167:1 869:1 16;:; 165/9 86;90

?J>*51 168/7 56:78 168/; 1617; 86718
?@（ A ） 16511 1655< 161;5 16109 161;1
?@（ B ） 56;:< Z 96011 86558 56;:< 9697;

?@（ A ）：J&"%DJI ’"#$%&；?@（ B ）：?(K EHL&FD&G ’"#$%& LMC# NJEFJ DJ&
OEMP’ N"’ $PMELE&G LCM DJ& M"E’EHQ CL "HDERCGE&’S

C 讨论

柑橘衰退病毒为韧皮部限制性病毒，寄主仅局

限于柑橘属植物，病毒在柑橘体内的含量较低，其提

纯病毒的难度较大。本研究采用了两种提纯方法，

发现通过聚乙二醇 :111（.+4）浓缩结合蔗糖和硫酸

铯密度梯度离心的方法，产量相对较低，每 511Q 鲜

重植物组织仅能得到约 165#Q 病毒。而不使用 .+4
浓缩，直接将得到的粗提液进行蔗糖密度梯度离心

可明显提高病毒产量，所获 ?(K 提纯液 #8:1 2#8<1 为

5657，与国外报道的比值 5681［57］和 5688［0］相似，每

511Q 鲜重植物组织可得到约 5#Q 病毒，大于曾报道

的 511Q 组织得到 165 [ 16;0#Q 病毒的产量［0］。

本实验制备的单克隆和多克隆抗体均可用于柑

橘样品中的 ?(K 检测，但多克隆抗体单独使用采用

.)!*+,-!) 进行检测时，需对抗体进行吸附，在吸附

不完全时易出现非特异性反应；而多克隆和单克隆

抗体结合使用，采用 ()!*+,-!) 检测，无需对抗体进

行吸附，且可明显提高检测效果，经 9 次克隆所筛选

各单克隆抗体分泌株均具有很好的特异性，且抗体

效价高。采用不同的单克隆抗体对来源于不同果园

的柑橘样品进行分析，发现所分析 / 株单克隆抗体

对不同来源的 ?(K 分离物鉴别能力存在差异，但有

关这些 ?(K 分离物的特性及其血清学关系还需进

一步研究。根据 ?(K 的外壳蛋白存在株系特异性

结合位点这一特性，.&M#"M 等［<］筛选出可以区分速

衰和 非 速 衰 株 系 的 单 克 隆 抗 体 V?)*59，随 后

3E\C%"&O" 等［81］利用原核表达 ?(K 外壳蛋白制备的

多克隆抗体和广谱单克隆抗体，建立了用于区分茎

陷点和非茎陷点株系的 ()!*+,-!) 法。但两者的应

用仅局限于美国的佛罗里达、加里佛尼亚等地，在其

他国家或地区使用效果均不理想，这表明不同国家

或地区发生的 ?(K 株系特点及血清学关系存在差

异。本研究所制备的单克隆抗体是否可以用于 ?(K
株系的鉴别，还需要结合生物学和分子生物学等方

面的研究结果进行分析。
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