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建兰花叶病毒和齿兰环斑病毒联合免疫

胶体金试纸条的研制及应用

于子翔１，　李　丽２，　俞禄珍１，　杨翠云１，　吴建祥３，　黄卫昌２，　于　翠１

（１．上海出入境检验检疫局，上海　２００１３５；２．上海辰山植物园，上海　２０１６０２；３．浙江大学生物技术研究所，杭州　３１００５８）

摘要　为了实现兰花种植苗圃和口岸一线直接检测样品中建兰花叶病毒犆狔犿犫犻犱犻狌犿犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣｙｍＭＶ）和齿

兰环斑病毒犗犱狅狀狋狅犵犾狅狊狊狌犿狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊（ＯＲＳＶ）的目的，我们研制了上述两种病毒联合免疫胶体金检测试纸条。

采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金颗粒，标记单抗Ｃ１０并固定于胶金垫上；将抗体５Ｂ７和４Ｆ３分别固定于硝酸纤

维素膜上作为检测线，将羊抗鼠抗体包被固定于硝酸纤维素膜上作为质控线，经优化后组装胶体金试纸条。结果表

明研制的联合试纸条特异性强，能够在１０ｍｉｎ之内同时检出两种病毒，操作简便。对两个种植苗圃的９３份兰花样

品进行实际检测所得结果与ＥＬＩＳＡ的检测结果符合性好（犓犪狆狆犪值分别为８４．６％和８６．７％），能满足兰花样品中

建兰花叶病毒和齿兰环斑病毒的初筛要求。

关键词　建兰花叶病毒；　齿兰环斑病毒；　联合免疫胶体金试纸条
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　　随着人民生活水平的提高，国人对兰花的品种和

数量都有相当大的需求。然而病虫害特别是病毒的

侵染会严重影响兰花的品质。目前至少有２８种病毒

曾被记录可侵染兰科植物，其中各项特性已被清楚掌

握，分类地位明确的有建兰花叶病毒犆狔犿犫犻犱犻狌犿犿狅

狊犪犻犮狏犻狉狌狊 （犆狔犿犕犞）、齿兰环病毒犗犱狅狀狋狅犵犾狅狊狊狌犿
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狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊（犗犚犛犞）、黄瓜花叶病毒犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅
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（ＴＭＶ）、烟草脆裂病毒犜狅犫犪犮犮狅狉犪狋狋犾犲狏犻狉狌狊（ＴＲＶ）、

番茄环斑病毒犜狅犿犪狋狅狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊（ＴｏＲＳＶ）、番茄

斑萎病毒犜狅犿犪狋狅狊狆狅狋狋犲犱狑犻犾狋狅狉狋犺狅狋狅狊狆狅狏犻狉狌狊（ＴＳＷＶ）、

凤仙花坏死斑病毒犐犿狆犪狋犻犲狀狊狀犲犮狉狅狋犻犮狊狆狅狋狅狉狋犺狅狋狅狊狆狅
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狏犻狉狌狊（ＢＹＭＶ）、芜菁花叶病毒犜狌狉狀犻狆犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊
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（ＣＹＶＶ）和兰花斑点病毒犗狉犮犺犻犱犳犾犲犮犽犱犻犮犺狅狉犺犪狏犻狉狌狊

（ＯＦＶ）等１３种
［１２］，而对于兰花上最近发生的辣椒褪

绿病毒Ｃａｐｓｉｃｕｍｃｈｌｏｒｏｓｉｓｖｉｒｕｓ（ＣａＣＶ）、石斛脉坏

死病毒Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｖｅｉｎｎｅｃｒｏｓｉｓｖｉｒｕｓ（ＤＶＭＶ）和

蝶兰褪绿斑病毒Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓｃｈｌｏｒｏｔｉｃｓｐｏｔｖｉｒｕ狊

（ＰｈＣＳＶ）等１５种病毒的分类地位、传播方式及侵染

过程等尚不十分明确。

针对侵染兰花的病毒检测，酶联免疫吸附

（ＥＬＩＳＡ）和ＲＴＰＣＲ分子检测应用较为普遍
［３６］。这

两种方法特异性较强且灵敏度高，但是需要一定的试

验场所、仪器设备，不适合口岸一线及苗圃的现场检

测。免疫层析胶体金试纸条检测是一种简便、灵敏、

适合现场快速检测的方法，目前已有侵染葫芦科的４

种病毒的免疫胶体金试纸条研制成功［７］，但均无成功

应用报告，此外还有烟草环斑病毒和番茄环斑病毒联

合免疫胶体金试纸的研制８］等。在兰花病毒病的发生

中以ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ最为普遍，危害也最大，而

ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ的复合胶体金免疫层析试纸条的

研究尚未见报道，因此研制这两种主要兰花病毒的试

纸条可以快速筛查出带病植株，将在我国兰花的进出

境口岸一线和兰花种植苗圃中发挥重要作用。

１　材料与方法

１．１　病毒来源

建兰花叶病毒和齿兰环斑病毒阳性对照购自美

国Ａｇｄｉａ公司，用于试纸条的灵敏度检测；南芥菜花

叶病毒、黄瓜花叶病毒、番茄花叶病毒阳性对照购自

美国Ａｇｄｉａ公司，用于验证试纸条检测的特异性；辰

山植物园兰花培养温室、孙桥农业园区兰花种植苗

圃采集的样品用于验证试纸条检测的准确性。

１．２　胶体金的制备、鉴定

采用常规的氯金酸 柠檬酸三钠还原法制备胶

体金。具体制备和鉴定过程参考魏梅生等的方

法［８１０］。将烧制的胶体金溶液用紫外 可见光分光

光度计（岛津ＵＶ２４５０）进行全波长扫描鉴定。

１．３　抗体配对筛选

先将所有抗体分别稀释至２ｍｇ／ｍＬ，然后分别

标记和包被，ＣｙｍＭＶ采用４×４配对，ＯＲＳＶ采用６

×６配对，组装简易试纸条进行抗体配对筛选。

１．４　免疫胶体金试纸条制备工艺优化

着重对标记量、标记ｐＨ、复溶液配方、胶体金与

抗体配比量进行优化，具体优化过程参照魏梅生等

的文献进行［９］。

１．４．１　免疫胶体金制备及条件优化

取１０支洁净小试管分别加入１ｍＬ胶体金，用

０．２ｍｏｌ／ＬＫ２ＣＯ３ 分别调节ｐＨ至５．５、６．０、６．５、

７．０、７．５、８．０、８．５、９．０、９．５、１０．０，加入不同浓度的

待标记单抗５０μＬ，使其终浓度分别为５、７．５、１０、

１２．５、１５μｇ／ｍＬ，混匀后室温静置反应１５ｍｉｎ，加入

１００μＬ１０％ＮａＣｌ溶液，观察颜色变化。根据结果

确定免疫胶体金的最适ｐＨ及抗体标记量。标记了

胶体金后的单抗加入１０％ＢＳＡ封闭１５ｍｉｎ，离心弃

上清，用复溶液复溶沉淀至合适的比例，用喷金仪器

涂在玻璃纤维纸上，制作胶金垫。

１．４．２　检测线和质控线

用０．０２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４）将ＣｙｍＭＶ和

ＯＲＳＶ单克隆抗体稀释到１．０ｍｇ／ｍＬ，划线于硝酸

纤维素膜（ＮＣ膜）上，作为检测线（ｔｅｓｔｌｉｎｅ）。Ｔ１线

为ＯＲＳＶ的检测线，Ｔ２线为ＣｙｍＭＶ的检测线。

用０．０２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４）将羊抗鼠ＩｇＧ分别稀

释到１．０ｍｇ／ｍＬ，划线在硝酸纤维素膜上，３７℃烘

干，作为质控线（ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｅ），简称Ｃ线。

１．５　试纸条组装

以硝酸纤维素膜作为固相载体，用１．３筛选出

的ＯＲＳＶ特异性单抗制作检测线Ｔ１，ＣｙｍＭＶ特异

性单抗制作检测线Ｔ２，羊抗鼠二抗制作质控线Ｃ，

包被在硝酸纤维素膜上（图１）。

图１　联合免疫胶体金试纸条工艺设计图

犉犻犵．１　犇犲狊犻犵狀狅犳狋犺犲犮狅犿狆犾犲狓犵狅犾犱

犻犿犿狌狀狅犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔犪狊狊犪狔狊狋狉犻狆犲

用１．４．１筛选出的ＯＲＳＶ／ＣｙｍＭＶ通用型单

抗Ｃ１０制作成胶金垫。将包被膜和胶金垫配以样品
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垫、吸水滤纸、ＰＶＣ底板等制作成大板，然后用切条

机切割成一定宽度的试纸条，装卡、装袋、包装。

１．６　试纸条的质量检测

１．６．１　特异性检测

分别将建兰花叶病毒、齿兰环斑病毒、南芥菜花

叶病毒、黄瓜花叶病毒、番茄花叶病毒阳性对照按照

说明与２ｍＬ的ＰＢＳ缓冲液混匀，低速离心５ｍｉｎ，

上清即为制备好的待检样品。将上述溶液取６０μＬ

滴于加样孔中进行检测，每种病毒重复２次。

１．６．２　灵敏度检测

取ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ阳性对照进行倍比稀释

获得１０倍、２０倍、４０倍、８０倍、１６０倍、３２０倍、６４０

倍和１２８０倍的样品稀释液，分别用试纸条进行灵

敏度检测，测试方法同１．６．１。

１．７　兰花样品检测

分别在辰山植物园兰花培养温室、孙桥农业园

区兰花种植苗圃采集有症状样品，利用免疫胶体金

试纸条及ＤＡＳＥＬＩＳＡ方法分别进行检测，将结果

进行对比分析，若结果不一致，再利用ＲＴＰＣＲ方

法进行验证。

１．８　犓犪狆狆犪值计算

犓犪狆狆犪值用于评价两种不同方法的检测结果

是否具有一致性，是描述检测一致性较为理想的指

标。本文采用不带加权的计算方法评价 ＤＡＳ

ＥＬＩＳＡ和免疫胶体金试纸条的一致性。犓犪狆狆犪＝

（犘ｏ－犘ｃ）／（１－犘ｃ），其中犘ｏ为实际一致率，犘ｃ为理

论一致率。犘ｏ＝（犪＋犱）／狀；犘ｃ＝［（犪＋犫）（犪＋犮）＋（犮＋

犱）（犫＋犱）］／狀２。

表１　犓犪狆狆犪值计算表格

犜犪犫犾犲１　犜犪犫犾犲犳狅狉犮犪犾犮狌犾犪狋犻狀犵狋犺犲狏犪犾狌犲狅犳犓犪狆狆犪

方法１

Ｍｅｔｈｏｄ１

方法２　Ｍｅｔｈｏｄ２

阳性数量／份

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ

阴性数量／份

Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ

合计

Ｔｏｔａｌ

阳性数量Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ ａ ｂ ｇ１

阴性数量Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ ｃ ｄ ｇ２

合计Ｔｏｔａｌ ｆ１ ｆ２ ｎ

２　结果与分析

２．１　抗体配对筛选

抗体经过纯化后分别通过４×４和６×６的交叉

配对反应，确定ＣｙｍＭＶ的Ｃ１０与５Ｂ７、ＯＲＳＶ的

４Ｆ３和６Ｂ４配对最佳。将上述４株单抗分别组合，

制作二合一试纸条。利用该试纸条分别检测Ｃｙｍ

ＭＶ和ＯＲＳＶ，结果发现两个病毒之间存在严重的

交叉反应，结果无法判定。进一步研究分析，单抗

Ｃ１０与ＯＲＳＶ存在明显的交叉反应，因此可利用此

特性，将Ｃ１０作为通用型抗体用来制作胶体金，然后

再用ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ特异性单抗分别制作检测线。

经进一步筛选，确定最佳配对方式为：胶体金标记

Ｃ１０—分别包被４Ｆ３和５Ｂ７作为Ｔ１和Ｔ２检测线。

２．２　免疫胶体金试纸条优化参数

经过试验，免疫胶体金试纸条的条件优化如下：

胶体金制备按照犞氯金酸（１％）∶犞柠檬酸三钠（１％）＝１∶１的比例

烧制，粒径约４０ｎｍ；单抗Ｃ１０标记量为１０μｇ／ｍＬ，标

记ｐＨ为８．０；金标记物复溶液配方为：０．１ｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ＋１０％蔗糖＋１％ＰＶＰ＋１％ＢＳＡ＋０．５％

Ｔｗｅｅｎ－２０，盐酸调ｐＨ至８．５；胶体金复合物浓缩

比例为１００μＬ／ｍＬ；胶体金复合物喷涂量为１０μＬ／ｃｍ；

检测线Ｔ１，单抗４Ｆ３浓度为１．５ｍｇ／ｍＬ；检测线

Ｔ２，单抗５Ｂ７浓度为１．５ｍｇ／ｍＬ；质控线，羊抗鼠

ＩｇＧ浓度为１．５ｍｇ／ｍＬ；检测线Ｔ１、Ｔ２和质控线划

膜量均为１μＬ／ｃｍ。

２．３　试纸条特异性

分别使用滴管滴加建兰花叶病毒和齿兰环斑病

毒阳性对照约６０～１００μＬ后，相应病毒的检测线及

质控线出现明显条带；两种病毒阳性对照混合后各

取５０μＬ加入检测孔后，两条检测线和质控线均出

现明显条带；加入南芥菜花叶病毒、黄瓜花叶病毒、

番茄花叶病毒的阳性对照，仅质控线出现条带，因此

本试纸条具有较好的特异性。

２．４　试纸条灵敏度

分别将稀释１０、２０、４０、８０、１６０、３２０、６４０、１２８０

倍的ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ阳性对照滴加于样品孔检

测试纸条的灵敏度。结果发现试纸条可检测稀释至

４０倍的齿兰环斑病毒汁液，而建兰花叶病毒汁液稀

释至１６０倍仍可以检测到。
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２．５　犇犃犛犈犔犐犛犃检测与免疫胶体金试纸条的检测

比对结果

　　从辰山植物园采集带有症状的兰花样品７份，

分别进行免疫胶体金试纸条检测和ＤＡＳＥＬＩＳＡ检

测，结果（表２）表明，除７＃样品外，ＤＡＳＥＬＩＳＡ检测

与免疫胶体金检测结果基本一致，反应程度也基本一

致。７＃样品ＯＲＳＶ试纸条检测为阴性，而ＤＡＳ

ＥＬＩＳＡ检测为阳性，对该样品进行ＲＴＰＣＲ检测，结

果为阳性，这一结果表明免疫胶体金试纸条对ＯＲＳＶ

的检测灵敏度较低，有可能出现假阴性结果。

表２　兰花样品犇犃犛犈犔犐犛犃和免疫胶体金试纸条检测结果比较１
）

犜犪犫犾犲２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狅犳犇犃犛犈犔犐犛犃犪狀犱犮狅犿狆犾犲狓犵狅犾犱犻犿犿狌狀狅犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔犪狊狊犪狔狊狋狉犻狆犲狊

检测方法

Ｍｅｔｈｏｄｓ

阳性对照

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ＯＲＳＶ ＣｙｍＭＶ

样品Ｓａｍｐｌｅ

１＃

ＯＲＳＶＣｙｍＭＶ

２＃

ＯＲＳＶＣｙｍＭＶ

３＃

ＯＲＳＶＣｙｍＭＶ

４＃

ＯＲＳＶＣｙｍＭＶ

５＃

ＯＲＳＶＣｙｍＭＶ

６＃

ＯＲＳＶＣｙｍＭＶ

７＃

ＯＲＳＶＣｙｍＭＶ

健康对照

Ｈｅａｌｔｈｙ

ｃｏｎｔｒｏｌ

ＯＲＳＶＣｙｍＭＶ

试纸条

Ａｓｓａｙｓｔｒｉｐｅ
＋＋＋ ＋ ＋＋＋＋＋＋＋ ± ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ － ＋＋＋＋ ± ＋ － ＋＋＋＋ ± ＋ － －

ＤＡＳＥＬＩＳＡ

（ＯＤ）
１．０６０ ０．４３５ １．３７０ ３．５５０ ０．２７０ ３．３４１ ０．９８５ ３．６１２ ０．１７４ ３．１９５ ０．２１９ ０．３４２ ０．１４６ ３．２０９ １．０００ ０．３７３ ０．１２ ０．１２９

　１）“＋”表示试纸条检测线颜色的深浅，＋越多，表明病毒含量越高；“±”表示试纸条检测线颜色肉眼不易判定；“－”表示未检出。ＯＤ值为

酶标仪在４０５ｎｍ波长下测得的数值。

“＋”ｍｅａｎｓｔｈｅｄｅｐｔｈｏｆｔｈｅｃｏｌｏｒｏｆｔｈｅｔｅｓｔｌｉｎｅ，ｍｏｒｅ“＋”，ｍｏｒｅｖｉｒｕｓ；“±”ｍｅａｎｓｔｈｅｔｅｓｔｌｉｎｅｃａｎｎｏｔｂｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈｅｙｅｓ；“－”

ｍｅａｎｓｔｈｅｒｅｓｕｌｔｗａｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．ＯＤｖａｌｕｅｉｓｔｈｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｖａｌｕｅｓｕｎｄｅｒｗａｖｅ４０５ｎｍｗｉｔｈｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒ．

２．６　兰花样品检测

我们从辰山植物园、孙桥农业园区采集９３份样

品进行检测对比，免疫胶体金试纸条检出ＣｙｍＭＶ

阳性样品５１份，ＯＲＳＶ阳性样品３８份，其中Ｃｙｍ

ＭＶ和ＯＲＳＶ同时侵染样品２８份，而ＤＡＳＥＬＩＳＡ

检测出ＣｙｍＭＶ阳性样品５８份，ＯＲＳＶ阳性样品

４３份，ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ同时侵染样品３１份。利

用犓犪狆狆犪值来比较两种检测方法的符合性，由表

３、表４可知免疫胶体金试纸条与ＤＡＳＥＬＩＳＡ检测

ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ的符合率均超过８０％，基本能够

满足田间及口岸一线的检测需求。

表３　免疫胶体金试纸条与犇犃犛犈犔犐犛犃检测犆狔犿犕犞的一致性评价（犓犪狆狆犪值）

犜犪犫犾犲３　犚犲狊狌犾狋犮狅狀狊犻狊狋犲狀犮狔犫犲狋狑犲犲狀犇犃犛犈犔犐犛犃犪狀犱犮狅犿狆犾犲狓犵狅犾犱犻犿犿狌狀狅犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔

犪狊狊犪狔狊狋狉犻狆犲狊犫犪狊犲犱狅狀犓犪狆狆犪狏犪犾狌犲犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犆狔犿犕犞

免疫胶体金试纸条

Ｃｏｍｐｌｅｘｇｏｌｄｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ａｓｓａｙｓｔｒｉｐｅｓ

双抗体夹心酶联免疫吸附法　ＤＡＳＥＬＩＳＡ

阳性数量／份

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ

阴性数量／份

Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ

合计

Ｔｏｔａｌ

阳性数量Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ ５１ ０ ５１

阴性数量Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ ７ ３５ ４２

合计Ｔｏｔａｌ ５８ ３５ ９３

犓犪狆狆犪值＝

８４．６％

表４　免疫胶体金试纸条与犇犃犛犈犔犐犛犃检测犗犚犛犞的一致性评价（犓犪狆狆犪值）

犜犪犫犾犲４　犚犲狊狌犾狋犮狅狀狊犻狊狋犲狀犮狔犫犲狋狑犲犲狀犇犃犛犈犔犐犛犃犪狀犱犮狅犿狆犾犲狓犵狅犾犱犻犿犿狌狀狅犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔

犪狊狊犪狔狊狋狉犻狆犲狊犫犪狊犲犱狅狀犓犪狆狆犪狏犪犾狌犲犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犗犚犛犞

免疫胶体金试纸条

Ｃｏｍｐｌｅｘｇｏｌｄｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ａｓｓａｙｓｔｒｉｐｅｓ

双抗体夹心酶联免疫吸附　ＤＡＳＥＬＩＳＡ

阳性数量／份

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ

阴性数量／份

Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ

合计

Ｔｏｔａｌ

阳性数量Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ ３８ ０ ３８

阴性数量Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ ６ ４９ ５５

合计Ｔｏｔａｌ ４４ ４９ ９３

犓犪狆狆犪值＝

８６．７％

３　讨论

本研究在获得建兰花叶病毒和齿兰环斑病毒

单克隆抗体的基础上研制了建兰花叶病毒和齿兰

环斑病毒联合免疫胶体金试纸条。该试纸条能够

在１０ｍｉｎ之内检出这两种严重危害兰花的病毒，
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且特异性强，效果稳定，操作简便，与ＤＡＳＥＬＩＳＡ

的检测结果符合性好（犓犪狆狆犪值分别为８４．６％和

８６．７％），能够满足兰花实际样品中建兰花叶病毒

和齿兰环斑病毒的检测，实现种植苗圃及口岸现场

一线使用的目标。

免疫胶体金试纸条在现场使用过程中虽然操作

比较简单，但是还需注意以下两点：①由于病毒分布

的不均一性，不同位置取样会导致结果出现差异性，

特别是不同样本之间相对强度的偏差，在生产调试

过程中，检测７＃样本时，ＯＲＳＶ未检出明显反应，

而ＤＡＳＥＬＩＳＡ阳性，出现这一结果原因可能是两

种方法使用抗体不同，对病毒的检测灵敏度不同，而

导致结果有差异；②样本处理之后，放置时间较长，

结果会出现明显的波动性，建议样本处理后及时检

测，不要放置过夜。
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