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　　摘要：以黄瓜绿斑驳花叶病毒为检测对象，应用黄瓜绿斑驳花叶病毒的特异性抗体，以稀土荧光纳米颗粒为标记
物，制备黄瓜绿斑驳花叶病毒荧光纳米颗粒试纸条，建立高效、灵敏、准确检测黄瓜绿斑驳花叶病毒的荧光免疫技术体

系，旨在研发一种可用于快速、便捷检测黄瓜绿斑驳花叶病毒（ＣＧＭＭＶ）的检测方法。
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　　黄瓜绿斑驳花叶病毒（ｃｕｃｕｍｂｅｒｇｒｅｅｎｍｏｔｔｌｅｍｏｓａｉｃｖｉ
ｒｕｓ，ＣＧＭＭＶ）是葫芦科作物上重要的植物检疫性病毒，主要
分布在欧洲、印度和日本等，严重威胁着西瓜、甜瓜、黄瓜等葫

芦科作物的生产，一般减产约１５％［１］。２００５年辽宁省盖州市
西瓜感染了黄瓜绿斑驳花叶病毒，损失惨重，此后在广西、辽

宁、河北、山东、广东和北京等地陆续发现疫情，已严重威胁西

瓜、甜瓜、黄瓜等作物的生产，因此加强该病毒的检测极为重

要。快速检测技术是有效防止黄瓜绿斑驳花叶病毒疫情扩散

的重要保障，而现有检测该病毒的方法多为酶联免疫吸附

（ＥＬＩＳＡ）法，该方法可在短时间内检测大量样品，但对检测环
境、人员素质及设备等条件要求较高，且血清价格昂贵，不能

满足现场快速检测的需要。此外，人们先后研究出多种快速

诊断方法，如聚合酶链式反应 ＲＴ－ＰＣＲ［２］、免疫捕获
ＲＴ－ＰＣＲ（ＩＣ－ＰＴ－ＰＣＲ）［３］、实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ［４］等，但这
些分子生物学检测方法均具有费用昂贵、操作繁琐的缺点，不

能满足一线检测人员或田间检测的需求。因此，本研究以黄

瓜绿斑驳花叶病毒为检测对象，应用黄瓜绿斑驳花叶病毒的

特异性抗体，以稀土荧光纳米颗粒为标记物，制备黄瓜绿斑驳

花叶病毒免疫层析试纸条，建立快速、灵敏、准确检测黄瓜绿

斑驳花叶病毒的荧光免疫技术体系。

１　材料与方法

１．１　材料
牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自生工生物工程（上海）股份有

限公司；羊抗鼠ＩｇＧ购自中晶生物技术有限公司；硝酸纤维素
膜、玻璃纤维素膜购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，所用试剂均为分析
纯。荧光纳米颗粒购自深圳易瑞生物技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　黄瓜绿斑驳花叶病毒单克隆抗体的制备　参照曹洁
等的方法［５］。

１．２．２　单克隆抗体的纯化　将腹水２００００ｇ离心３０ｍｉｎ，取
上清，往所得上清中逐滴加入等体积的饱和硫酸铵溶液，边加

边搅拌，室温搅拌３０ｍｉｎ，将液体置于４℃冰箱中静置过夜；
４℃，１００００ｇ离心３０ｍｉｎ，弃上清，用ｐＨ值为７．４的ＰＢＳ重
悬沉淀，将所得溶液用 ＰｒｏｔｅｉｎＡ柱进行纯化，用 ＰＢＳ（ｐＨ值
为７．４）滤洗所得产物３次，往透析后的产物中加入海藻糖，
使海藻糖的终浓度为５％，１００μＬ／支分装待用。
１．２．３　抗体与颗粒共价偶联　取荧光颗粒 ５０μＬ，用
５０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ（ｐＨ值为６．０）洗涤颗粒２次，每次１ｍＬ；用
６００μＬ５０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ（ｐＨ值为 ６．０）重悬颗粒；加入
１００ｍｇ／ｍＬｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ和ＥＤＣ各２００μＬ，室温摇动３０ｍｉｎ；
离心，弃上清；用１ｍＬ５０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ（ｐＨ值６．０）洗涤颗粒
１次；用１ｍＬ５０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ（ｐＨ值６．０）重悬颗粒；加入适
量纯化后的黄瓜绿斑驳花叶病毒单克隆抗体，室温振摇１ｈ；
加入等体积的ＰＢＳ－ＢＳＡ（ＢＳＡ含量２％，ｐＨ值７．４），继续反
应１ｈ；离心，弃上清；用５０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ（ｐＨ值６．０）洗涤颗
粒３次，１ｍＬ／次；用 ３００μＬ重悬液［１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ
（ｐＨ值８．０）、１０％蔗糖］重悬颗粒，４℃保存，备用。

将单抗梯度稀释后，分别取５０、１００、１５０、２００、２５０、３００μｇ
单抗溶液，按上述方法与荧光纳米颗粒偶联，用 ＢＣＡ蛋白检
测试剂盒检测偶联后的上清中抗体的浓度并筛选出最佳抗体

浓度。

１．２．４　试纸条的装配　用点膜仪在结合垫上喷涂单抗 －荧
光纳米颗粒偶联物，在硝酸纤维素膜上按照１μＬ／ｃｍ的量喷
涂１．５ｍｇ／ｍＬ黄瓜绿斑驳花叶病毒单抗和１ｍｇ／ｍＬ羊抗鼠
ＩｇＧ，分别作为检测线和质控线。依次将硝酸纤维素膜、结合
垫、样品垫，吸收垫粘贴于 ＰＶＣ衬板上，其中结合垫、吸收垫
均与硝酸纤维素膜部分重叠，分别与硝酸纤维素膜重叠约

２ｍｍ，样品垫部分重叠于结合垫上，二者重叠约４ｍｍ；粘贴
好后切成４ｍｍ宽的试纸条，将制备好的试纸条置于密封袋
中，加干燥剂，密封，４℃保存。
１．２．５　检测方法　取１ｇ叶片于洁净塑料袋中，加入３ｍＬ
ＰＢＳＴ（１×ＰＢＳ，０．５％Ｔｗｅｅｎ２０，ｐＨ值７．４），揉搓塑料袋中的
叶片，取汁液进行检测。
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往反应杯中加入 ２００μＬ提取物，插入试纸条，继续反应
５ｍｉｎ，紫外光下肉眼观察结果。
１．２．６　试纸条特异性检测　采用小西葫芦花叶病毒
（ＺＹＭＶ）、黄瓜花叶病毒（ＣＭＶ）、烟草花叶病毒（ＴＭＶ）、番木
瓜环斑病毒（ＰＲＳＶ）、南瓜花叶病毒（ＳｑＭＶ）、烟草环斑病毒
（ＴＲＳＶ）、甜瓜坏死斑点病毒（ＭＮＳＶ）和黄瓜绿斑驳花叶病毒
（ＣＧＭＭＶ）作为特异性检测的参照，测试方法同上。
１．２．７　稳定性检测　将试纸条放在３７℃下７ｄ，每天检测阳
性样品，观察其稳定性。

１．２．８　与胶体金试纸条灵敏性对比试验　采用４０ｎｍ胶体
金参考Ｆｒｅｎｓ的方法［６］制备胶体金试纸条。用ＰＢＳＴ按８、１６、
３２、６４、１２８倍稀释同一份阳性样本，分别用胶体金和荧光颗
粒试纸条进行检测。

２　结果与分析

２．１　单克隆抗体的效价
间接酶联法测定小鼠腹水抗体效价为１∶１００００００。

２．２　抗体的最佳浓度
将单抗梯度稀释后，分别取５０、１００、１５０、２００、２５０、３００μｇ

单抗溶液与５０μＬ的１ｍｇ／ｍＬ纳米颗粒偶联，用ＢＣＡ蛋白检
测试剂盒检测偶联后上清中抗体的浓度，取上清中抗体浓度

刚好升高的前１个浓度为最佳抗体用量。本试验确定１５０μｇ
与５０μＬ颗粒共价偶联为佳。
２．３　荧光纳米颗粒试纸条制备的最佳条件

通过对检测线和质控线包被条件等条件进行优化，最终

确定最佳免疫层析体系：随着二抗包被浓度的增加，检测线的

亮度也逐渐增加，在达到１．５ｍｇ／ｍＬ后亮度不再明显增加，
因此确定检测线的最佳包被条件为１．５ｍｇ／ｍＬ的二抗。图１
为优化后的检测线；随着二抗包被浓度的增加，质控线的亮度

也逐渐增加，在达到２．５ｍｇ／ｍＬ后亮度不再明显增加，因此确
定质控线的最佳包被条件为２．５ｍｇ／ｍＬ的二抗。图２为优
化后的质控线。

２．４　特异性
用制备的荧光纳米颗粒试纸条检测黄瓜绿斑驳花叶病

毒、小西葫芦花叶病毒等９种植物病毒的阳性样本，除黄瓜绿
斑驳花叶病毒外，其余均无交叉反应。典型试验结果如图３
所示。

２．５　稳定性试验
将试纸条放在３７℃下７ｄ，检测不同浓度的阳性样品，观

察其稳定性。试验结果证实，试纸条在３７℃下放置７ｄ，灵敏
性没有明显降低，表明其稳定性较好。

２．６　灵敏度对比试验结果
２．６．１　胶体金试纸条的制备　随着单抗 －胶体金偶联物添
加量的增加，检测线和质控线的信号越来越强，添加量在０～
６μＬ之间时，信号强度明显增强，６μＬ以上信号强度依然会
增强，但是不再明显。考虑到非特异反应等因素，将胶体金的

用量定在６μＬ。胶体金试纸条典型反应结果如图４所示。

２．６．２　灵敏度的对比　用ＰＢＳＴ倍比稀释同一份阳性样本，
分别用胶体金和免疫层析方法进行检测。其中，荧光试纸条

用肉眼方式判读，判读结果如表１所示。从表１可以看出，荧
光纳米颗粒试纸条的灵敏性高于胶体金试纸条。

表１　不同方法灵敏性比较

试纸条类型
放大不同倍数后的灵敏性结果

４倍 ８倍 １６倍 ３２倍 ６４倍
胶体金试纸条 ＋ ＋ － － －
荧光纳米颗粒试 ＋ ＋ ＋ ＋ －
纸条（肉眼）

　　注：＋表示阳性，－表示阴性。

３　结论与讨论

本研究研制的荧光纳米颗粒免疫层析试纸条可以在

１０ｍｉｎ之内得出检测结果，大大快于传统的 ＰＣＲ（１～２ｈ）、
ＥＬＩＳＡ（１～２ｈ）等检测方法，提高了检测效率；该方法既适合
单份样品的检测，也适合大批量样品的快速检测；该方法对操

作者的能力要求不高，操作者只须要经过简单培训就可以独

立完成检测工作；该方法不需要大型精密的试验仪器，只需要

１台紫外灯就可以了，非常容易开展。与近几年发展较为迅
速的胶体金试纸条相比，荧光纳米颗粒中含有多个荧光颗粒，

具有良好的发光性能，荧光信号也远远强于传统的标记物质。
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　　黄瓜绿斑驳花叶病毒荧光纳米颗粒检测试纸条的研制成
功，为黄瓜绿斑驳花叶病毒的快速检测提供了一个极好的检测方

法，便于野外检测的开展，为植物保护工作提供了一把利器，也为

其他微生物、病毒等快速检测方法的建立打下了坚实的基础。
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（１．甘肃农业大学草业学院，甘肃兰州７３００７０；２．甘肃省农业科学院植物保护研究所，甘肃兰州 ７３００７０；
３．甘肃省平凉市农业科学研究所，甘肃平凉７４４０００；４．甘肃省农业科学院畜草与绿色农业研究所，甘肃兰州 ７３００７０；

５．甘肃省农业科学院，甘肃兰州７３００７０）

　　摘要：为了明确土壤封闭除草剂在全膜双垄沟播玉米田垄沟底和全地面的撒施效果，开展了玉米田除草剂撒施方
式比较试验。田间试验结果表明，除草剂常规量全地面撒施，玉米株高、株高整齐度、成穗株率最高，分别达到

１８９３８ｃｍ、３３．３４％、９２．４２％，主要农艺性状均高于其他药剂撒施处理，与其他处理差异显著。大剂量垄沟底撒施对
杂草株防效、鲜质量防效最高，分别达到９７．３７％、９５．５９％。常规量全垄面撒施和常规量全地面撒施对玉米增产效果
最好，较对照分别增产１２．６１％、９．９２％。常规量全垄面撒施取得的经济效益最高，较对照增加１４．６４％，同时对环境
的污染轻。建议在生产中用全地面撒施进行全膜双垄沟播玉米田杂草防除。

　　关键词：全膜双垄沟；玉米田；杂草；防效
　　中图分类号：Ｓ４５１．２２＋２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０９－０１５４－０４

收稿日期：２０１４－０８－２９
基金项目：甘肃省科技支撑计划（编号：１０１１ＮＫＣＡ０６５）；国家公益性
行业专项（编号：２０１３０３０２２）。

作者简介：张军高（１９８７—），男，甘肃天水人，硕士研究生，主要从事
农作物病虫草害防治研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１１０２９８５０３２＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：李敏权，博士，研究员，主要从事农作物病虫草害防治研

究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｍｑ＠ｇｓａｕ．ｅｄｕ．ｃｏｍ。

　　全膜双垄沟播技术是甘肃省广大农业科技人员在长期实
践中研究出的一项抗旱新技术。该技术从根本上实现了对有

限自然降水的高度富集与叠加利用［１］，现已成为甘肃省乃至

全国旱作农业区重点推广的抗旱技术。近年来，甘肃省年推

广全膜双垄沟播技术面积均在６６．７万 ｈｍ２以上，玉米、马铃
薯等主栽作物增产幅度均在３０％左右，社会和经济效益显
著。全膜双垄沟播技术突出的集水保墒效应在大幅度提高作

物产量的同时，也诱致田间杂草严重发生，随着全膜双垄沟播

技术推广面积的进一步增大，其危害性也越加凸显，已成为限

制全膜双垄沟播技术高产稳产的瓶颈因素［２］。化学除草是

控制农田草害最有效的手段［３－５］，具有不可替代性，但由其造

成的环境污染问题备受关注［６－７］，开展除草剂局部减量施用

技术研究与推广是有效解决该问题的最有效途径。本试验于

２０１３年度在土壤严重干旱条件下根据全膜双垄沟播玉米田
杂草的分布特点，对土壤封闭性除草剂在全膜双垄沟播玉米

田中局部减量施用方式进行了初步研究，旨在明确干旱胁迫

条件下土壤封闭性除草剂在全膜双垄沟播玉米田局部施用最

佳靶标区域及效果，为全膜双垄沟播玉米田杂草化学防除提

供安全经济高效的施药方式。

１　材料与方法

１．１　试验地概况
　　试验设在甘肃省平凉市农业科学研究所高平试验场，试
验地地块平整，土层深厚，黑泸土质，无灌溉条件，排水良好，

前茬为糜子，田内杂草分布均匀。所在地海拔１３６０ｍ，位于
大陆性季风气候带，春季至初夏季干旱多风，秋季多雨，冬季

干燥，全年累计日照时数２４２４．８ｈ，年均气温８．６℃，≥０℃
活动积温 ３５１１．６℃，年降水量 ５１１．２ｍｍ，年蒸发量
１４６６．５５ｍｍ，７—９月降水量占年降水量６０％左右，无霜期
１６５ｄ。２０１３年冬至春季，气候十分干旱，土壤墒情极差，严重
偏离常年，覆膜至玉米播种期土壤含水量在１０％以下，远低
于坐水播种土壤临界含水率［８］，致使不能正常覆膜和播种；

但玉米生长期雨水充沛，降水量明显超过常年。
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