
　!"!!# $%&'()!!- !++ 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

收稿日期：　２０２１ ０８０８　　　修订日期：　２０２１ １１ ０８
基金项目：　浙江省基础公益研究计划（ＬＧＮ２１Ｃ１４０００４，２０１５Ｃ３２０７６）；浙江省中医药科技计划（２０２０Ｂ０６０）

 通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｗｅｉｃｈｕｎｚｈａｏ＠ｚｃｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

引起浙贝母黑斑病的交链格孢单抗及
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摘要　浙贝母黑斑病是危害浙贝母茎叶的重要真菌性病害之一，该病侵染叶片产生叶斑、叶枯，严重时全株枯死。

本研究制备了针对浙贝母黑斑病致病菌交链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪的单克隆抗体（单抗），并开发了胶体碳免

疫层析试纸条用于黑斑病早期精准检测。以交链格孢提取液免疫Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，采用杂交瘤技术制备单抗，间接

ＥＬＩＳＡ法和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析单抗的效价、灵敏度、特异性、抗体类型及结合蛋白。以双抗夹心法制备胶体碳免

疫层析试纸条。得到３种针对交链格孢的单抗及其杂交瘤细胞株ＡａＡ１、ＡａＣ２和ＡａＣ５。３种单抗对交链格孢均

具有高度特异性，灵敏度为１２．２１～２４．４１ｎｇ／ｍＬ，效价≥６．４０×１０５，抗体类型分别为ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ３和ＩｇＧ３，结合

蛋白的分子量分别为３７、６２ｋＤａ和６６ｋＤａ。以ＡａＡ１为碳标单抗，ＡａＣ２为划膜单抗的胶体碳试纸条检测交链格

孢的方法快速简便、准确灵敏、经济环保。从田间采样到出结果用时少于１５ｍｉｎ，样品简单研磨后取汁液加入加

样孔即完成全部操作，对交链格孢抗原的检测灵敏度为６．２５μｇ／ｍＬ，试纸条采用环保材料制备，单个试纸条的成

本约１．７元。
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１．７狔狌犪狀．

犓犲狔狑狅狉犱狊　犉狉犻狋犻犾犾犪狉犻犪狋犺狌狀犫犲狉犵犻犻；　犫犾犪犮犽狊狆狅狋犱犻狊犲犪狊犲；　犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪；　犿狅狀狅犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔（犕犮犃犫）；　狋犲狊狋狊狋狉犻狆

　　浙贝母犉狉犻狋犻犾犾犪狉犻犪狋犺狌狀犫犲狉犵犻犻Ｍｉｑ．是著名的

“浙八味”之一，具有清热化痰，散结解毒的作用，可

治疗风热咳嗽、肺痈喉痹、瘰疬、疮疡肿毒等症［１］。

浙贝母黑斑病是由交链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪

等引起的真菌性病害［２］，侵染的早期症状为叶尖发

病，随后向叶基部蔓延，最后导致浙贝母鳞茎瘦小，

产量及质量降低［３］。近年来，分子生物学［４５］、光谱

学［６］、红外热成像［７］等检测技术逐步应用于病害监

测，但是上述检测手段技术复杂，成本高昂，不适于

田间应用。农户依靠肉眼辨别症状，易误判且发现

症状时通常已错过最佳防治时期。农户大多只能通

过过量喷洒农药进行防治，不仅不能精准防治，还会

造成病原微生物耐药性、农药残留、环境污染等问

题。基于此，本项目采用杂交瘤技术制备针对交链

格孢的单抗，并研发胶体碳免疫层析试纸条，为农户

提供准确、高效、经济、便捷的浙贝母黑斑病检测产

品，为田间浙贝母黑斑病的早发现、早防治提供技术

支持，为研究浙贝母交链格孢的侵染机制提供技术

手段。

１　材料与方法

１．１　材料

供试菌种：从浙贝母黑斑病病株上分离并经分

子鉴定的交链格孢菌株［２］，本实验室保存。供试动

物：Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，生产许可证：ＳＹＸＫ（浙）２０２１

０００６，由浙江中医药大学动物实验中心提供。ＲＰ

ＭＩ１６４０干粉、ＨＡＴ干粉、ＨＴ干粉、ＰＥＧ４０００、降

植烷均购自美国Ｓｉｇｍａ公司，辣根过氧化酶标记羊

抗小鼠ＩｇＧ（酶标二抗）购自ＫＰＬ公司，兔ＩｇＧ、羊抗

兔ＩｇＧ、预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ均购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，小

鼠单抗亚类鉴定试剂盒购自佰奥通实验材料中心，

胶体碳标记抗体试剂盒购自北京纳晶生物科技有限

公司。

１．２　仪器

酶标仪ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦｌａｓｈ购自Ｔｈｅｒｍｏ公司，超

声波细胞粉碎机ＢＩＬＯＮ２５０Ｙ购自上海比郎仪器

制造有限公司，电泳仪ＤＹＹ６Ｃ购自北京市六一仪

器厂。

１．３　方法

１．３．１　抗原制备和小鼠免疫

挑取交链格孢单菌落接种于１００ｍＬＰＤＢ培养

基中，２５℃振荡培养５ｄ后，收集菌丝和孢子，超声

波破碎后６０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清，酶标

仪测定上清的蛋白含量，用ｐＨ７．２的ＰＢＳ调节至蛋

白浓度为１ｍｇ／ｍＬ作为免疫抗原及后期检测用抗

原。其他分离自浙贝母的真菌包括木贼镰刀菌犉狌

狊犪狉犻狌犿犲狇狌犻狊犲狋犻、灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪、半裸镰

刀菌犉．犻狀犮犪狉狀犪狋狌犿、尖孢镰刀菌犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿、细

极链格孢犃．狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪、茄病镰刀菌犉．狊狅犾犪狀犻、茎点

霉属真菌犘犺狅犿犪ｓｐ．和犘犺狅犿狅狆狊犻狊狅犫犾狅狀犵犪等抗原

的制备方法同上。取交链格孢抗原免疫３只６～８周

龄的Ｂａｌｂ／ｃ小鼠
［８］，０．１ｍｇ／只。第３次免疫后７ｄ，

取小鼠颌下腺血，４℃冰箱放置１５ｍｉｎ后，４０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，取上层血清－２０℃保存。采用间接

ＥＬＩＳＡ测定血清效价
［９］。用碳酸盐缓冲液将交链

格孢抗原稀释１０００倍后包被酶标板（即１μｇ／ｍＬ），

４℃过夜，ＰＢＳＴ 洗涤３次后用３％脱脂奶封闭

６０ｍｉｎ。将小鼠血清倍比稀释加入包被孔，以１％

ＢＳＡ为阴性对照，每孔１００μＬ，３７℃温育１ｈ，ＰＢＳＴ

洗涤３次后加入稀释５０００倍的酶标二抗１００μＬ／孔，

３７℃温育１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤后加入邻苯二胺（ＯＰＤ）底

物显色液显色，使用５０μＬ２ｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２ＳＯ４终止

反应后，酶标仪测定ＯＤ值（λ＝４９０ｎｍ），以与阴性

对照比值大于２为阳性，最低阳性值对应的血清稀

释倍数即为抗体的效价。

１．３．２　单抗的制备

采用杂交瘤技术制备单抗［１０］。取效价＞１０４的

小鼠制备脾细胞悬液，与体外培养的小鼠骨髓瘤细

胞ＳＰ２／０在ＰＥＧ４０００的作用下进行细胞融合。将

融合细胞接种至９６孔细胞培养板，用ＨＡＴ培养基

选择性培养１３ｄ后，换用ＨＴ培养基继续培养。此

时仍在生长的细胞即为杂交瘤细胞。待细胞铺满

９６孔板孔底１／４时，取细胞培养上清液，以稀释

１０００倍的交链格孢抗原包被酶标板，采用间接
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ＥＬＩＳＡ检测各细胞培养孔中细胞分泌抗体的阳性

反应情况。筛选出强阳性的细胞接种于２４孔细胞

培养板进行扩大培养。待细胞铺满２４孔板孔底

１／４时，取细胞培养上清液，以稀释１０００倍的木贼

镰刀菌、茄病镰刀菌、半裸镰刀菌、尖孢镰刀菌、交链

格孢、细极链格孢、灰葡萄孢、茎点霉属真菌和犘．

狅犫犾狅狀犵犪的抗原分别包被酶标板，用间接ＥＬＩＳＡ法

检测抗体的特异性，筛选只与交链格孢反应的特异

性细胞株，用有限稀释法进行克隆化培养［１０］；重复

进行阳性孔筛选、扩大培养、特异性筛选和克隆化培

养，直至获得阳性率为１００％的单株细胞。进一步

扩大培养，以细胞数５×１０５～１×１０６ 个／只注入预

先腹腔注射降植烷的小鼠。收集腹水，纯化后

－８０℃ 保存。

１．３．３　单抗的特性鉴定

１．３．３．１　单抗的效价检测

采用间接ＥＬＩＳＡ测定抗体的效价。操作流程

见１．３．１，将小鼠血清替换为纯化后的腹水型单抗。

１．３．３．２　单抗的特异性检测

以１．３．２所述的８种真菌为检测对象，将上述

抗原用包被液稀释至１μｇ／ｍＬ后包被酶标板。以

１％ＢＳＡ为阴性对照，用间接ＥＬＩＳＡ法检测腹水型

单抗的特异性，其中单抗稀释２００００倍，酶标二抗

稀释５０００倍。操作流程见１．３．１。

１．３．３．３　单抗的灵敏度检测

采用间接ＥＬＩＳＡ测定单抗的灵敏度。步骤同

１．３．１，将抗原倍比稀释（１∶８０×２０～１∶８０×２１０）后包

被在酶标板上，重复８次，第１２列为阴性对照，用

１％ＢＳＡ包被。以稀释２００００倍的单抗作为一抗，

与阴性对照比值大于２则视为阳性，测得抗原最大

稀释倍数，检测灵敏度＝１０００μｇ／ｍＬ÷最大稀释倍

数。

１．３．３．４　单抗的类型及亚类鉴定

用鉴定小鼠单抗亚类的ＥＬＩＳＡ试剂盒对单抗

类型和亚类进行鉴定。单抗稀释２００００倍用于检

测，每种单抗重复３次，其他操作步骤按试剂盒说明

书进行。阳性孔所对应的抗体Ｉｇ类型及亚类即为

该单抗的抗体类型及亚类。

１．３．３．５　抗体结合蛋白的检测

采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测抗体结合蛋白。浓

缩胶和分离胶的浓度分别为５％和１０％，样品和预

染的 Ｍａｒｋｅｒ的上样量分别为２０μＬ和３μＬ。经

１０ｍＡ恒流后改为１２０Ｖ恒压。半干转印法在２５Ｖ

恒压下转印３０ｍｉｎ将蛋白转移至硝酸纤维素膜

上。转印后的膜用３％脱脂奶室温封闭，单抗稀释

２００００倍，酶标二抗稀释５０００倍，二氨基联苯胺

（ＤＡＢ）显色液显色，蒸馏水终止显色反应。以标

准蛋白（Ｍ）的对数对相对迁移率（狓）拟合线性方

程。根据待测蛋白质样品的相对迁移率，计算其相

对分子质量：ｌｏｇ（Ｍ）＝ａｌｏｇ狓＋ｂ。

１．３．４　胶体碳免疫层析试纸条的制备及初步应用

试纸条的制备：取稀释１０倍后的腹水型单抗

ＡａＡ１和兔ＩｇＧ抗体，按照胶体碳标记抗体试剂盒

说明书分别制备碳标抗体。将１５μＬ碳标单抗

ＡａＡ１、２５μＬ碳标兔ＩｇＧ抗体与２５μＬ喷碳稀释液

混合后按４μＬ／ｃｍ喷点在玻璃纤维膜上，３７℃烘

干。在ＮＣ膜上，喷涂４５μＬ羊抗兔ＩｇＧ作为质控

线，喷涂４５μＬ单抗ＡａＣ２作为检测线，３７℃干燥

过夜。将样品垫、喷有碳标抗体的玻璃纤维膜、包

被有羊抗兔ＩｇＧ和单抗ＡａＣ２的ＮＣ膜、吸水纸按

序粘于双面胶板上，完成后切割成３ｍｍ的试纸

条，组装至包装盒内成胶体碳免疫层析试纸条［１１］。

试纸条的初步应用：取１０００μｇ／ｍＬ的交链格

孢抗原，用ＰＢＳ缓冲液倍比稀释（１∶１０×２１～１∶１０

×２６），吸取１００μＬ滴加于试纸条加样孔中。以滴

加相同体积的ＰＢＳ缓冲液为空白对照。１０ｍｉｎ内

观察检测线和质控线的颜色变化。试验重复３次。

２　结果与分析

２．１　杂交瘤细胞株的制备

共获得杂交瘤细胞生长孔１８９个，融合率为

３３．１％，其中阳性孔２６个，阳性率为１３．７％。最

终得到３株稳定分泌针对交链格孢抗体的杂交瘤

细胞株，分别命名为ＡａＡ１、ＡａＣ２和ＡａＣ５。各细

胞株分别制备获得腹水型单抗约１０ｍＬ。

２．２　单抗的效价测定

如图１所示，ＡａＡ１的效价为稀释６．４０×１０５

倍，ＡａＣ２、ＡａＣ５的效价均为稀释１．２８×１０６倍，稀

释２００００倍时ＯＤ值明显降低，选择稀释２００００

倍用于后续试验。
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２．３　单抗的特异性检测

单抗ＡａＡ１、ＡａＣ２、ＡａＣ５均只与交链格孢抗原

反应，均不与木贼镰刀菌、灰葡萄孢、半裸镰刀菌、

细极链格孢、尖孢镰刀菌、茄病镰刀菌、茎点霉属

真菌、犘．狅犫犾狅狀犵犪的抗原反应。结果见图２。

２．４　单抗的灵敏度测定

如图３所示，ＡａＡ１的抗原最大稀释倍数为

８１９２０倍，即检测灵敏度为：１０００μｇ／ｍＬ÷８１９２０

＝１２．２１ｎｇ／ｍＬ。ＡａＣ２、ＡａＣ５的抗原最大稀释倍

数均为４０９６０倍，即检测灵敏度为：２４．４１ｎｇ／ｍＬ。

２．５　单抗类型及亚类测定

当单抗与某种已知类型或亚型的酶标第二抗

体特异性结合时，则该单抗即为对应的抗体Ｉｇ类

型及亚类。如图４所示，ＡａＣ２、ＡａＣ５抗体类型均为

ＩｇＧ３，ＡａＡ１则为ＩｇＧ２ａ。

２．６　单抗结合蛋白检测

如图５和表１所示，以标准蛋白质Ｍ的对数对

相对迁移率狓拟合方程，计算得出 ＡａＡ１、ＡａＣ２、

ＡａＣ５的结合蛋白分子量分别为３７、６２ｋＤａ和

６６ｋＤａ。

图１　交链格孢单抗效价

犉犻犵．１　犜犻狋犲狉狅犳犿狅狀狅犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔（犕犮犃犫狊）犪犵犪犻狀狊狋犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪

　

图２　交链格孢单抗的特异性检测

犉犻犵．２　犛狆犲犮犻犳犻犮犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犕犮犃犫狊犪犵犪犻狀狊狋犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪
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图３　交链格孢单抗灵敏度

犉犻犵．３　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳犕犮犃犫狊犪犵犪犻狀狊狋犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪

　

图４　交链格孢单抗类型与亚类

犉犻犵．４　犃狀狋犻犫狅犱狔狋狔狆犲狅犳犕犮犃犫狊犪犵犪犻狀狊狋犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪

　
表１　单抗结合蛋白标准曲线及分子量

犜犪犫犾犲１　犕犮犃犫狊犫犻狀犱犻狀犵狆狉狅狋犲犻狀狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲犪狀犱犿狅犾犲犮狌犾犪狉狑犲犻犵犺狋

蛋白质样品

Ｐｒｏｔｅｉｎｓａｍｐｌｅ

标准曲线

Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

相关系数（Ｒ２）

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

迁移率

Ｍｏｂｉｌｉｔｙｒａｔｉｏ

分子量／ｋＤａ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ

ＡａＡ１ 狔＝－０．００９８狓＋０．０９８６ ０．９９５２ ０．５４３ ３７

ＡａＣ２ 狔＝－０．００９８狓＋０．０９８６ ０．９９５２ ０．３１３ ６２

ＡａＣ５ 狔＝－０．００９８狓＋０．０８６７ ０．９９６８ ０．２７６ ６６

２．７　胶体碳免疫层析试纸条的制备及初步应用

随着抗原浓度升高，检测线从无到有，由浅入深，

抗原最低检测浓度为６．２５μｇ／ｍＬ（图６）。由于检测

时加样量为１００μＬ，抗原最低检测量为６２５ｎｇ。
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图５　交链格孢单抗结合蛋白

犉犻犵．５　犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪犕犮犃犫狊犫犻狀犱犻狀犵狆狉狅狋犲犻狀

　

图６　胶体碳免疫层析试纸条的初步应用

犉犻犵．６　犘狉犲犾犻犿犻狀犪狉狔犪狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀狅犳犮狅犾犾狅犻犱犪犾犮犪狉犫狅狀犻犿犿狌狀狅犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺犻犮狋犲狊狋狊狋狉犻狆狊

　

３　结论与讨论

植物感染真菌性病害是一个病原真菌在体内不

断累积的过程。当病原真菌侵染至一定程度时会表

现出病害症状，此时植物体内的病原真菌数已达到

较高的水平，施用杀菌剂的防治效果不尽如人意，亟

须一种快捷简便的早期诊断技术。近年来，植物病

害检测技术发展迅速，赵森等［６］利用高光谱技术，已

实现刺五加黑斑病的早期诊断，能够保证较高的准

确性和实时性，但光谱技术目前仅适用于科学研究；

向日葵黑斑病的检测方式主要集中于ＰＣＲ检测技

术［１２］，不适用农户田间应用；月季［１３］、冬枣［１４］、菊

花［１５］、浙贝母［２］等植物黑斑病检测方式集中于形态

学和分子生物学方法，分子生物学检测方法虽然精

准度高，但是需要较高成本，缺乏实用性［７］。因此，

为准确且及时地确定病害种类，需要更为精准且实
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用的检测手段。制备针对基于单抗的浙贝母黑斑病

胶体碳免疫层析试纸条将为诊断黑斑病提供新的便

捷手段。

不同于常规单抗制备过程中采用单一特异性目

的蛋白作为免疫原［１７１８］，本文以交链格孢的孢子和

菌丝经超声波破碎后溶解于ＰＢＳ的上清蛋白为抗

原免疫小鼠，全菌体蛋白成分复杂，不同真菌间存在

相似抗原成分，尤其是同属的不同种间，能与抗体发

生相似的分子识别作用，使得相互间可能发生交叉

反应。为此，本文通过对抗体进行大规模的特异性

筛选，得到了不与其他８种分离自浙贝母的其他属

的病原真菌交叉反应，只针对交链格孢的单抗及其

细胞株。经检测，单抗灵敏度高，且不受浙贝母提取

液干扰；特异性强，能够与交链格孢抗原强烈反应而

不与其他菌种交叉反应并且与目标蛋白结合单一；

灵敏度高，与目标蛋白结合的分子量大小固定，具有

良好的开发前景。

基于此单抗的免疫层析试纸条抗原最低检测限

位为６．２５μｇ／ｍＬ，采用的胶体碳颗粒具备更高的灵

敏度、稳定性和环保性［１６］，更符合田间检测条件和

需求。田间应用时操作简便，只需要利用配备的一

次性离心管、研磨棒、吸管等进行简单的研磨和加样

就可完成全部操作，并且不需要复杂的仪器设备。

检测时间从采样到出结果只需１５ｍｉｎ，特别适用于

田间样品的大规模快速检测。此外，１株单抗的开

发成本约为３．５万元，相较于杂交瘤细胞株的制备，

后续单抗及试纸条的制备所需成本更为低廉。并且

试纸条的大量生产使得制备杂交瘤细胞株所需的费

用分摊至单个试纸条的费用降低，生产成本仅为

１．７元／条。同时出于试纸条运输、储存、推广等额

外费用及盈利的考虑，试纸条定价５元／条。与其他

检测方法相比较，成本非常低，基层人员普遍可以承

受。目前试纸条仍处于实验室应用阶段，后期将逐

步开展该试纸条的田间检测应用。

由交链格孢引起的黑斑病危害农作物的种类众

多［１９２０］，制备针对交链格孢的单抗及其检测试纸条

不但可为浙贝母黑斑病的田间快速、简便、经济的检

测提供手段和方法，也可能为其他植物黑斑病的快

速检测提供科学依据，为植物黑斑病的早发现、早防

治提供可能。
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