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摘要:主要介绍了通过生物学 、血清学 、电子显微镜以及分子生物学方法检测植物病毒的原理及特

点 ,并重点介绍了近几年发展起来的免疫胶体金技术和实时荧光定量 PCR技术。
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Abstract:The paper mainly introduced the theo ries and characte ristics on the me thods to detect

plant virus by applying bio logical , se ro logical , elect ron micro scopical and mo lecular techniques ,

and emphasised on the Immunogo ld-label assay and real-time f luorescent quanti tative PCR

techniques developed in recent y ear s.
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　　植物病毒学历经近百年的发展 ,病毒的检测手

段和方法也在朝着快速 、灵敏 、准确的方向不断发展

和改进 ,常用的植物病毒的检测方法有生物学方法 、

血清学方法 、电子显微镜检测法和分子生物学方

法等 。

1　生物学检测法
不同的病毒往往都有一套鉴别寄主或特定的指

示植物。鉴别寄主是指接种某种病毒后能够在叶片

等组织产生典型症状的寄主 ,指示植物指接种某种

病毒后能产生独特症状的一种寄主。根据实验寄主

上表现出来的局部或系统症状 ,可以初步确定病毒

的种类和归属。生物学测定通常在隔离温室或网室

进行 ,该方法简单 、易行 ,不需要昂贵的设备 。1929

年美国病毒学家霍姆斯(Holmes)用感病的植物叶片

与少许金刚砂相混 ,研磨成粗汁液 ,磨擦供试植物的

叶片 ,经清水清洗后 ,置于温室内待测 , 2 ～ 3d 后叶

片上出现局部圆形的枯斑 ,在一定的范围内 ,枯斑数

与侵染性病毒的浓度成正比 。枯斑法能测出一些病

毒的相对侵染力 ,对于病毒的定性有着重要的意义。

时至今日 ,很多实验室和生产检测单位仍然利用此

方法检测一些病毒 。吴凌娟等[ 1] 用千日红 、指尖椒 、

灰条藜 、苋色藜鉴定马铃薯 X病毒 ,并确定千日红是

很好的鉴定指示植物 。

2　血清学检测法
血清学方法于 20世纪六七十年代发展起来 ,原

理是利用抗原抗体的体外特异性结合检测植物病

毒。血清学测定的方法有酶联免疫吸附法 、快速免

疫滤纸法及近几年发展起来的免疫胶体金技术等 。

2.1　酶联免疫吸附测定(Enzyme -linked immu-

nosorbent assay , ELISA)

1977年 Clark和 Adams等首次将 ELISA 应用

于植物病毒检测 ,其原理是把抗原抗体的免疫反应

与酶的高效催化作用相结合 ,通过化学方法将酶与

抗体结合 ,形成酶标抗体。在遇到相应底物时 ,酶催

化无色底物产生化学反应 ,生成有色化合物 ,其强度

与病毒浓度成正比 ,用此方法也可测定出病毒的浓

度 ,既保持了酶催化反应的敏感性 ,又保持了抗原抗

体反应的特异性 , 因而极大的提高了灵敏度。

ELISA 方法的最低检测限为 0.1 ～ 10 ng/mL ,具有

特异性强 、仪器简单 、自动化程度高等优点 ,国内外

多家公司有商品化试剂盒出售。由此 , ELISA 被广

泛应用于植物病毒的检测 、病毒病的普查 、口岸和产
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地检疫。随着科学的不断发展 ,在 ELISA 方法基础

上加以改进又发展了许多新的检测方法 , 1982 年

Hawkes等建立了 DIBA(dot immunobinding assay ,

斑点免疫吸附)。DIBA 用硝酸纤维素膜代替酶标

板 ,使检测更为简便 、快速 、经济[ 2] 。另外 ,还有直接

组织斑免疫测定(IDDTB)、A 蛋白酶联吸附(SPA-

ELISA)、伏安酶联免疫分析[ 3]等 。

2.2　快速免疫滤纸测定法(Rapid immuno -filter

paper assay , RIPA)

此方法原理是用特异性抗体球蛋白 IgG 孵育红

白两种乳胶颗粒制备成致敏乳胶 ,同时用封闭剂封

闭致敏乳胶上未被占据的位点 ,将上述乳胶粒子以

红下白上的相对部位分别固定在同一滤纸条上 ,测

定时 ,当滤纸条侵入待测样品液中时 ,如果样品中含

有待测病毒粒子 ,由于毛细管作用 ,它将与一部分红

色致敏乳胶结合 ,结合产物会同其他尚未结合的红

色致敏乳胶及病毒粒子一起向上迁移 ,当迁移到固

定有白色致敏乳胶部位时它们就会被吸附起来 ,该

部位显示红色。反之 ,如果没有待测病毒粒子 ,则不

会产生吸附现象 ,该部位不显现红色
[ 4]
。在兰花病

毒检测中 ,采用致敏抗体(A 蛋白)代替常规抗血清

所形成的微量凝集法 ,其灵敏度有很大的提高[ 5 , 6] 。

2.3　免疫胶体金技术(Immunogold-label assay)

金是惰性金属 ,有良好的电荷分布 ,柠檬酸钠-

鞣酸能将氯金酸金离子还原为胶体金 ,利用胶体金

在碱性环境中带有负电的性质 ,能以静电 、非共价键

方式吸附抗体 IgG 或 A 蛋白分子 ,形成稳定的 IgG

或 A蛋白胶体金复合物。而且免疫胶体金对组织细

胞的非特异性吸附作用小 ,具有较高的特异性。免

疫胶体金制备不需经过化学反应交联 ,生物大分子

与金颗粒吸附形成复合物 ,生物活性保持不变。通

过抗原抗体特异性结合 , IgG 或 A 蛋白胶体金复合

物就可以结合在抗原上 ,从而得到明显的鉴别性和

可见度
[ 7]
。自1983年胶体金标记的抗体首次被成功

的应用于植物病毒检测以来 ,该技术不断改进 , 1992

年傅仓生等[ 8] 应用胶体金免疫电镜技术检测烟草花

叶病毒电镜下观察到大量金颗粒密集地 、有规律地

附着于病毒粒子上 ,魏梅生等[ 9] 应用该技术成功地

进行烟草环斑病毒的检测 。

3　电子显微镜检测法
电子显微镜的诞生加快了人类认识微观世界的

脚步 ,电镜技术在近 70 年发展历程中 ,已广泛应用

于生物学 、组织学 、细胞学 、病毒学等各个领域。对

植物病毒的研究 ,由于电镜的出现 , 得到重大的发

展。电子显微镜技术可以说是最直接 、最准确的检

测病毒的手段 ,它可以直接看到病毒的形态结构 、存

在与否 ,所以在进入了分子水平的今天它仍然有着

无法替代的作用 。

植物病毒电镜诊断最常用的是负染色和超薄切

片法 ,结合免疫电镜技术则可以更进一步判断血清

学关系 、研究病毒在细胞内的复制和装配等。

3.1　电镜负染检测法(elect ron micro scopy neget-

ive stain)

1959年 Brenner和 Horne 将电镜负染技术首次

成功应用于病毒结构研究 ,当时发现一些重金属离

子能绕核蛋白体四周沉淀下来 ,形成一个黑暗的背

景 ,在核蛋白体内部不能沉积而形成一个清晰的亮

区 ,其图像如同一张照相的底片 ,因此人们习惯地称

为负染色 。负染色法快速简便 ,可以直接观察病毒

的形态 、大小 、表面结构 、有无包膜等 。常用的染色

剂为磷钨酸 、醋酸铀 、甲酸铀 、钼酸铵等 ,但某一种染

色剂并非对各种病毒都合适 。2%磷钨酸水溶液

(pH6.7 ～ 7.0)适用于大多数病毒 ,负染色法既可以

做纯化的样品 ,也可以做粗汁液样品 ,后者在诊断中

有广泛的用途[ 10] 。

3.2　电镜超薄切片法(elect ron micro scopy ult ra-

thin sect ion)

超薄切片是观察病毒在寄主细胞内分布以及细

胞病变的主要方法 。观察各种病毒引起的寄主细胞

病变和内含体特征 ,有助于鉴别病毒种类甚至株系 ,

并了解病毒侵染和增殖的动态过程 ,直观病毒生物

大分子的亚基单位 ,已经从细胞水平发展到分子水

平。尤其对一些未知病毒 、难于提纯的病毒材料 、负

染技术不能解决的检测材料都可用此方法 ,通过对

组织细胞的直接观察而得到解决 ,因此在病毒学检

测和脱毒快繁的实际生产中均有着特殊的重要性和

不可取代的作用 。超薄切片整个过程比较繁琐和冗

长 ,现已发展了微波辐射固定等快速固定和包埋方

法 ,可在较短时间内制备好样品包埋块供切片观察 。

3.3　免疫电镜检测法(immuno electron micro sco-

py , IEM)

免疫电镜技术是将免疫学原理与电镜负染技术

相结合 ,利用抗原抗体的吸附性使病毒能较集中地

沉集在有效视野内 ,从而便于电镜下的观察 ,大大提

高了检测几率。Derrick(1973)建立了免疫吸附电镜

术(ISEM)[ 11] ,此后 M ilne 、Shukla、Katz 等在应用中

进一步发展完善 ,形成了一系列方法
[ 12 ～ 14]

。目前常

用的有:诱捕法 ,即用抗体预先包被的载网来捕获样
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品溶液中的病毒粒体 ,再作负染 ,可以大大增加电镜

视野中病毒粒子的数量 ,提高诊断的灵敏度 。 ISEM

法最少可检出几个微升样品中 0.1 ～ 1 mg/mL 的病

毒。蛋白 A -吸附法是先用蛋白-A 包被载网 ,再

结合抗体来捕获病毒 ,可以进一步增加灵敏度。修

饰法则是将吸附于载网的病毒粒子与其抗体进行反

应 ,利用电镜下可见的特异性免疫反应所产生的抗

体”外套“ ,来判断血清学关系 ,尤其适用于病毒种或

株系的诊断 、复合感染病毒的检测等。为了进一步

增加修饰法的直观性 , Lin(1984)、Louro(1984)等建

立了悬浮样品的金标记免疫修饰法[ 15 , 16] ,先用一抗

病毒进行免疫修饰 ,再用胶体金标记二抗或蛋白 A

处理 ,形成病毒-抗体-金颗粒免疫复合物 ,在病毒

表面的抗体”外套“上结合了直径 5 ～ 10 nm 的金颗

粒 ,电镜下可见性好 ,比单纯免疫修饰法更易判断 。

4　分子生物学检测方法
分子生物学检测法是通过检测病毒核酸来证实

病毒的存在 。此方法灵敏度高 ,特异性强 ,有着更快

的检测速度 ,操作也比较简便 。目前 ,在植物病毒检

测与鉴定方面应用的分子生物学技术主要包括核酸

分子杂交技术 、ds RNA 电泳技术 、多聚酶链式反应

技术等。

4.1 　核酸分子杂交技术(Nucleic acid hybridiza-

tio n)

核酸分子杂交技术是 20 世纪 70 年代发展起来

的一种新的分子生物学技术 ,它是基于 DNA 分子碱

基互补配对的原理 ,用特异性的核酸探针与待测样

品的 DNA 或 RNA 形成杂交分子的过程。根据使用

的方法 ,待测样品核酸可以是提纯的(膜上印迹杂交

或液相杂交), 也可以在细胞内杂交(细胞原位杂

交)。核酸探针是指能与特定核苷酸序列发生特异

互补杂交 ,而后又能被特殊方法检测的已知核苷酸

链 ,所以探针必须标记 ,以便示踪和检测 。核酸探针

的标记有同位素标记和非同位素标记两大类。同位

素标记方法简单 ,灵敏度高 ,但存在环境污染以及放

射性废物处理等问题。非同位素标记不存在以上问

题 ,且由于信号放大以及模板扩增两方面的发展 ,检

测灵敏度亦在不断提高 ,常用的非同位素标记物有

生物素 、地高辛精和荧光素 。孟清等[ 17] 应用 Digoxi-

genin标记的 cDNA 探针检测香蕉束顶病毒的灵敏

度为 10pg 。

4.2 　双链 RNA(double - st randed RNA , ds

RNA)电泳技术

大约 90%的植物病毒基因组为单链 RNA ,当病

毒侵染植物后利用寄主成分进行复制时 ,首先产生

与基因组 RNA 互补的链 ,配对成双链模板 ,再以互

补链为模板转录出子代基因组 RNA ,互补链的长度

与基因组 RNA 相同 。这种双链 RNA 结构称为复制

型分子(RF),可在植物组织中积累起来。有些病毒

基因组为 dsRN A ,因而复制后会产生大量的子代

dsRNA 基因组。而正常的植物中往往不产生 ,而且

dsRNA 对酶具有一定的抗性 ,因而较易操作。因此

通过对植物组织中 dsRNA 的分析 ,可用于植物病毒

的检测和诊断等研究[ 18, 19] 。1979年 , Morris和 Dodds

成功的将 dsRNA 技术用于植物和真菌病毒的研

究[ 20] 。

dsRNA 经提纯 、电泳 、染色后 ,在凝胶上所显示

的谱带可以反映每种病毒组群的特异性 ,并且有些

单个病毒的 dsRN A 在电泳图谱上也显示一定的特

征。因此 ,利用病毒 dsRN A的电泳图谱可以检测出

病毒的类型和种类 。此法已用于一些病毒组(如黄

化病毒组 、马铃薯 Y 病毒组 、番石竹潜病毒组 、烟草

坏死病毒组 、黄瓜花叶病毒组 、绒毛烟斑驳病毒组)

的分类研究。李东栋等(2000)确立葡萄卷叶病病毒

(GLRV)的 dsRNA 提取方法和检测标准 ,为今后葡

萄病毒病的诊断检测奠定了良好的基础 。

4.3　聚合酶链式反应(polymerase chain react ion ,

PCR)技术

1983年美国 PE-Cetus 公司的 Mullis 等人发

明了聚合酶链式反应 ,并推出了第一台 PCR仪 ,它是

一种体外模拟自然 DNA 复制过程的核酸扩增技术 ,

即通过引物延伸核酸的某个区域而进行的重复双向

DNA 体外合成
[ 21]

。能把痕量的遗传物质迅速而简

便的扩增百万倍 ,使原来无法进行分析和检测的各

种项目得以完成 。基本原理是:以待扩增的 DNA 样

品为模板 ,两条分别与待扩增 DNA 正链相同和互补

的 DNA 片断为引物 ,在 T aqDNA 聚合酶的催化下 ,

反复进行变性 、退火 、延伸循环 ,就可以使 DNA 无限

扩增 。当上述三个过程中一个循环过程完成后 ,

DNA 的总量则可增加一倍 ,每次循环所得产物都是

下一个循环的模板。理论上 ,循环 n次 ,就增加为 2n

倍。一般经过大约 30次循环 ,DNA 的量可扩增 100

万倍以上 。对于 DNA 病毒可以直接进行扩增 ,而对

于 RNA 病毒 ,则需先将 mRNA 反转录成 cDNA ,再

做 PCR 扩增 , 此方法称 RT -PCR(Reverse t ran-

scription-PCR)。RT -PCR是一种检测 RNA 病

毒的行之有效的方法。应用 RT -PCR技术从百合

叶片组织中检测百合无症病毒(LSV),结果表明 RT
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-PCR是 DAS-ELISA 敏感度的 1 000倍
[ 22]

。

4.4　实时荧光定量 PCR(real-time f luorescent

quantitative PCR)技术

实时荧光定量 PCR技术于 1996 年由美国 Ap-

plied Biosy stems公司推出 ,它是一种在PCR反应体

系中加入荧光基团 ,利用荧光信号积累实时监测整

个 PCR 进程 ,最后通过标准曲线对未知模板进行定

量分析的方法。

实时荧光定量 PCR所用荧光探针主要有三种:

TaqM an荧光探针 、杂交探针和分子信标探针三种 ,

其中 TaqMan荧光探针使用最为广泛 。TaqM an 荧

光探针的工作原理是使用具有 5' 外切核酸酶活性的

DNA 聚合酶[ 23] ,水解同底物 DNA 杂交的探针。反

转录后 ,在复性阶段 ,两个特异性的引物同模板DNA

的末端杂交 , 同时探针同模板中互补序列杂交。

TaqM an 探针的 5' 端带有荧光染料报道(repor ter),

它发出的荧光信号可被 3' 端的淬灭子吸收 ,以热量

的形式释放掉。如果在 PCR过程中 ,底物序列不能

同探针互补 , 则探针仍然是游离的 , 由于使用的是

酶 、是双链特异性 ,因此没杂交的探针仍然保持完

整 ,荧光信号也就不能被检测到。相反如果正确的

底物被扩增出来后 ,探针就会在复性阶段与其杂交 ,

当聚合酶延伸到探针时 ,它就会将探针的 5' 端给替

换下来 ,并将报道子切割下来 ,这就使得报道子和淬

灭子分开 ,从而使荧光信号释放出来 ,可通过检测系

统观察到信号的变化 。

实时荧光定量 PCR技术不仅实现了对 DNA 模

板的定量 , 而且具有灵敏度高 、特异性和可靠性更

强 、能实现多重反应 、自动化程度高 ,具实时性和准

确性等特点 。采用完全封闭管检测 ,不需要 PCR后

处理 ,避免了交叉污染。朱建裕等[ 24] 用实时荧光 RT

-PCR一步法检测番茄环斑病毒证明实时荧光 PCR

检测比 PCR 电泳检测灵敏度高出 10 ～ 100 倍。
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