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　　摘要：采用酶联免疫法对来源于国内不同蝴蝶兰种植场９个蝴蝶兰品种的４５个样本携带建兰花叶病毒和齿兰环
斑病毒的情况进行检测调查。结果表明：（１）９个蝴蝶兰品种的４５株苗中共有９株感染建兰花叶病毒，感染率为
２０％，强阳性概率为２．２％；９个品种中均有样本检测出齿兰环斑病毒，４５株苗中有３２株感染齿兰病毒病，感染率为
７１１％，强阳性率为３７．８％；另有８株苗发生复合感染，感染率为１７．８％，蝴蝶兰中齿兰环斑病毒的发生情况要明显
重于建兰花叶病毒。不同品种蝴蝶兰植株感染病毒后，在叶片上的病毒病症状初期主要表现为叶片上有明显的褪绿、

黄化现象，但有的病株不仅表现出黄化、褪绿，还形成了明显的黄色斑点、斑纹以及疱状结构，尤其是感染齿兰环斑病

毒和复合感染２种病毒的病株均发现发病的叶片后期会出现黑色向内凹陷的坏死斑，部分品种的花也出现了异常症
状，如红色花瓣黄化和花瓣出现坏死斑。
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　　蝴蝶兰是兰科蝴蝶兰属（Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ）中重要的观赏植
物，兰花病毒病一直是严重危害蝴蝶兰品质的一类重要病害，

目前世界上已报道的兰花病毒有２５种，寄主范围广泛、易传
染、防治困难。其中发生最广、危害最严重的是建兰花叶病毒

（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｍｏｓａｉｅｐｏｔｅｘｖｉｒｕｓ，ＣｙｍＭＶ）和齿兰环斑病毒
（Ｏｄｏｎｔｏｇｌｏｓｓｕｍｒｉｎｇｓｐｏｔｔｏ－ｂａｍｏｖｉｒｕｓ，ＯＲＳＶ），且经常发生复
合感染的情况。这２种病毒能使兰花叶片形成褪色斑、坏死
斑、花叶斑等症状，致使蝴蝶兰植株生长不良、叶片无光泽、花

朵质量下降，甚至植株死亡，降低了蝴蝶兰的观赏价值和经济

价值，给蝴蝶兰的生产企业带来严重的经济损失［１－３］。目前

国际上对蝴蝶兰病毒病还未有防治的有效药剂，因此对病毒

病的早期发现，早期隔离处理病株非常有必要，但蝴蝶兰病株

早期通常只有轻微的症状表现，或根本不表现病症，通过单纯

的症状观察已经无法确认，必须利用病毒检测技术鉴定后才

能确定是否染病并筛选无毒苗供进一步无性繁殖试管苗，所

以病毒检测技术也是进行植物脱除病毒工作的前提必备条

件，通过病毒检测技术鉴定出哪些植株携带有规定病毒，才能

确定脱毒试验的研究对象［４－５］。

酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）是目前国内外检测兰花病毒应
用范围最广的检测技术，与传统方法相比具有检测灵敏度强、

特异性高以及检测速度快的优点，其中双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ和
三抗体夹心ＥＬＩＳＡ应用最为广泛。有研究表明，该方法对兰
科不同属类的２种主要病毒 ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ的检测具有较

高的精确度和稳定性，目前是兰花病毒检测的常规手段［６－９］。

基于上述缘由，本研究采用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ和三抗体夹心
ＥＬＩＳＡ对国产蝴蝶兰种苗主要来源地（广东省、江苏省等基
地）生产的９个蝴蝶兰品种试管苗携带２种主要病毒的情况
进行检测调查，以期了解国内蝴蝶兰生产用苗携带病毒的真

实状况，同时本研究还对不同花系感染２种病毒后的症状进
行了比较和分析，以期为蝴蝶兰的种植及兰花病毒病害防治

提供参考和依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
蝴蝶兰检测样本为从广东省、江苏省等蝴蝶兰种植基地

购买的试管苗，一共３个色系９个品种，其中红色花系包括巨
宝、汕农凤凰、超群九号、香妃 ４个品种，样品编号分别为
２４７、３５９、２５７、３６３；粉色花系包括芝娃娃、五彩珍珠，样品编号
分别为２０７、７３２；黄色花系包括万花筒、黄金男孩、幻想曲，样
品编号分别为３６９、８９０、７４３。

样品提取缓冲液、包被缓冲液、ＰＢＳＴ缓冲液、ＥＣＩ缓冲
液、ＰＮＰ缓冲液、包被用的抗体（ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ）、碱性磷酸
酶标记物（ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ），还有９６孔微孔板，阳性对照品
等购自上海必优生生物公司，其余药品均为分析纯，购自生工

生物工程（上海）技术服务有限公司。

１．２　试验方法
本试验对温室中不同品种的蝴蝶兰植株进行标记，每个

品种５株成熟植株作为检测样本，采取样本叶片作为检测材
料，运用ＥＬＩＳＡ血清法进行病毒检测，统计阳性率。

本试验采用 ＥＬＩＳＡ血清学检测方法，分别对样品建兰
花叶病毒（ＣｙｍＭＶ）和齿兰环斑病毒（ＯＲＳＶ）２种兰花病毒
进行独立互不干扰的病毒检测工作，由于２种病毒的检测操
作方法基本相同，所以以下试验步骤均适用于２种病毒的
检测。　
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１．２．１　ＤＡＳ－ＥＬＩＳＡ方法检测ＯＲＳＶ的步骤
１．２．１．１　包被酶标板和孵育　每孔加抗体溶液１００μＬ，将
酶标板置于４℃条件下过夜（但不要长于２４ｈ）。孵育结束
后，将反应孔中的试剂倒出，再加入２５０μＬＰＢＳＴ缓冲液，之
后快速倒出，２次以上。洗好后将微孔板倒扣在吸水纸上以
弄干孔中残留液体。

１．２．１．２　样品的提取及点样孵育　本试验以蝴蝶兰植株的
叶片作ＥＬＩＳＡ试验的检测样品，将叶片剪碎后，再用研钵将其
研磨至绿色汁液全部浸出，在每份样品提取后彻底清洗研钵，

以免造成样品间的相互污染。样品研磨后，按１∶１０［样品质
量（ｇ）∶提取缓冲液体积（ｍＬ）］的比例在提取缓冲液中研磨
样品。根据试验设计图表，取１００μＬ样品提取稀释液于各样
品孔中，取 １００μＬ样品提取缓冲液于阴性对照孔中，取
１００μＬ阳性质控物溶液于阳性对照孔中。之后将微孔板放
在恒湿箱中，置于冰箱４℃条件下过夜。
１．２．１．３　酶标记物的制备　点样孵育时间结束后即进行洗
板，将反应孔中的试剂倒出，再加入２５０μＬＰＢＳＴ缓冲液，之
后快速倒出，重复７次。之后在各反应孔中加入１００μＬ酶标
记物稀释液，在恒湿箱中室温（２５℃）下孵育２ｈ。
１．２．１．４　显色与读数　酶标记物孵育结束后进行洗板，步骤
同“１．２．１．３”节，重复８次。之后在各反应孔中加入１００μＬ
ＰＮＰ底物溶液，在恒湿箱中避光孵育６０ｍｉｎ。出现颜色反应
后，以 ２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液终止反应，在酶标仪上以波长
４０５ｎｍ读数。

１．２．２　ＴＡＳ－ＥＬＩＳＡ方法检测ＣｙＭＶ的步骤　除加入的包被
抗体和酶标抗体不一样，操作步骤与“１．２．１”节所述相同。
“１．２．１”节中的包被抗体是兔抗ＯＲＳＶ，酶标抗体是碱性磷酸
酶标记兔抗ＯＲＳＶ，本法中的包被抗体是鼠抗ＣｙｍＭＶ和酶标
抗体是碱性磷酸酶标记兔抗－鼠抗ＣｙｍＭＶ。
１．２．３　数据分析　根据Ｐ／Ｎ值对所测样品的带毒情况进行
评估，其中 Ｐ／Ｎ＜２视为阴性，Ｐ／Ｎ≥２视为阳性（染病），
Ｐ／Ｎ＞５视为强阳性。利用ＳＰＳＳ软件对脱毒试验中的数据进
行显著差异性分析，Ｐ／Ｎ＝样品孔Ｄ４０５ｎｍ／阴性孔Ｄ４０５ｎｍ。

２　结果与分析

２．１　不同品种蝴蝶兰２种病毒的ＥＬＩＳＡ检测结果
由表１可知，９个蝴蝶兰品种的４５株苗中共有９株感染

建兰花叶病毒病，感染率为２０％，强阳性概率为２．２％，其中
２４７、３６９、８９０号这３个品种的样本中均没检测出建兰花叶病
毒，７４３号品种样本的感染率最高，为６０％，其次为３６３号品
种，感染率为４０％。所检测的９个品种均有样本检测出齿兰
环斑病毒，被检测的４５个样本中，３２株感染齿兰病毒病，总
计感染率为７１．１％，强阳性率为３７．８％。另有８株苗发生复
合感染，感染率为１７．８％，其中７４３、３５９、２０７号的感染率最
高，达到１００％，３个品种的强阳性率也分别达到４０％、８０％、
２０％，其次为８９０，５个样本中有４个阳性，３６９品种病毒的感
染率最低，为２０．０％，这４５个样本２种病毒检测结果说明蝴
蝶兰齿兰环斑病毒的感染情况要明显重于建兰花叶病毒。

表１　不同品种蝴蝶兰中２种病毒的ＥＬＩＳＡ检测结果

品种花系 品种编号 品种名称 品种特点

建兰花叶病毒 齿兰环斑病毒

阳性样

品平均

Ｐ／Ｎ值

阳性

概率

（％）

强阳性

样品平

均Ｐ／Ｎ值

强阳

性概率

（％）

阳性样

品平均

Ｐ／Ｎ值

阳性

概率

（％）

强阳性

样品平

均Ｐ／Ｎ值

强阳

性概率

（％）

复合感染率

（％）

红色系列 ２４７ 巨宝 中粉花 — ０．０ — ０．０ ２．５ ４０．０ — ４０．０ ０．０
３５９ 汕农凤凰 小粉线条花 ３．５ ２０．０ — ０．０ ５．９ １００．０ ６．６ ８０．０ ２０．０
２５７ 超群九号 中大红色花 ３．５ ２０．０ — ０．０ ５．９ ８０．０ ６．８ ６０．０ ２０．０
３６３ 香妃 小红花 ３．４ ４０．０ — ０．０ ４．６ ６０．０ ５．２ ２０．０ ４０．０

粉色系列 ２０７ 芝娃娃 粉色花 ５．２ ２０．０ ５．２ ２０．０ ４．１ １００．０ ５．３ ２０．０ ２０．０
７３２ 五彩珍珠 大斑点花 ２．８ ２０．０ — ０．０ ２．８ ６０．０ — ０．０ ０．０

黄色系列 ３６９ 万花筒 小腊质橙色花 — ０．０ — ０．０ １２．１ ２０．０ １２．１ ２０．０ ０．０
８９０ 黄金男孩 小绿花 — ０．０ — ０．０ ６．０ ８０．０ ６．８ ６０．０ ０．０
７４３ 幻想曲 中大黄色花 ３．３ ６０．０ — ０．０ ４．５ １００．０ ７．４ ４０．０ ６０．０

总计 — ２０．０ — ２．２ — ７１．１ — ３７．８ １７．８

２．２　不同品种蝴蝶兰病毒病的症状观察
所检测的９个蝴蝶兰品种，无论是感染建兰花叶病毒还

是感染齿兰环斑病毒或者复合感染，病株营养生长初期在叶

片上表现出明显的褪绿、黄化（图 １－２、图 ２－１、图 ２－２、
图３－２、图４－１、图５－１、图６－１、图７－１），有的病株在初
期不仅表现出黄化，还形成了明显的黄色斑点、斑纹等花叶症

状（图１－１、图３－１、图６－２、图６－３、图７－１、图７－２、图
８－１、图８－２、图９－１、图９－２、图９－３），感染齿兰环斑病毒
和复合感染的病株发病叶片上出现明显的坏死斑，也有的病

株样本叶片出现大量、小的坏死凹陷斑，如８９０号复合感染的
病叶（图６－３），２０７号单独感染齿兰环斑病毒的病叶（图３－
３、图３－５），其余病株样本则出现较大的、黑色凹陷病斑（图
３－６、图４－３、图５－２、图７－２、图９－４），部分品种的花也出

现了症状，如开红花的２４７、２５７号花瓣明显黄化（图１－３、图
７－３），２０７、７４３号花瓣出现坏死斑（图 ３－４、图 ３－５、
图９－５）。　

３　结论与讨论

本试验利用 ＥＬＩＳＡ法对国内一些较大型蝴蝶兰生产基
地常规品种的试管苗进行２种主要兰花病毒的检测和调查。
数据显示，９个蝴蝶兰品种的４５株苗中共有９株感染建兰花
叶病毒病，感染率为２０．０％，强阳性概率为２．２％，３２株感染
齿兰病毒病，感染率为７１．１％，另有８株苗发生复合感染，感
染率为 １７．８％。其中 ７４３、３５９、２０７号的感染率最高，达到
１００．０％，３个品种的强阳性率也分别达到 ４０．０％、８００％、
２０．０％，说明我国生产蝴蝶兰种苗品质不容乐观，各兰花基地
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种苗生产所面临的品种由于严重带毒而导致品质退化。

据报道，兰花病毒病的症状极其复杂，不同病毒病在不同

时期侵染相同品种的兰花，其症状各异；同种病毒侵染相同品

种的兰花，其症状也不尽相同。在栽培过程中，品种、栽培环

境、季节、本身营养条件等都会影响症状的表现。本研究发

现，无论是红花品种还是黄花品种，不同品种蝴蝶兰植株感染

病毒后，在叶片上都会形成明显的病毒病症状，所检测的９个
品种无论是感染建兰花叶病毒还是齿兰环斑病毒或者复合感

染，在营养生长初期病株的叶片上表现出明显的褪绿、黄化症

状，感染齿兰环斑病毒和复合感染的病株发病时叶片上出现
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明显的坏死斑。因此，兰花植株是否有病毒病，是感染了建兰

花叶病毒还是齿兰环斑病毒，或是其他病害，仅仅从症状上判

断是很不准确的，仍然须要通过 ＥＬＩＳＡ等方法测定才能确
诊，因此蝴蝶兰的早期检测以及脱毒研究引入生产环节势在

必行。
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红灰链霉菌 ＨＤＺ－９－４７防治小麦全蚀病的效果
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（中国农业大学植物病理系，北京１００１９３）

　　摘要：通过室内及盆栽试验测定红灰链霉菌ＨＤＺ－９－４７发酵液对小麦全蚀病的防治效果。室内试验结果表明，
红灰链霉菌ＨＤＺ－９－４７发酵滤液可抑制小麦全蚀病的菌丝生长，稀释５、１０、２０、５０、７０、１００、１５０、２００倍的发酵滤液对
菌丝生长抑制率分别为１００％、９５％、８８％、７７％、５１％、４０％、３８％、２８％。红灰链霉菌ＨＤＺ－９－４７发酵液浸种３ｈ对
小麦发芽率无影响。盆栽试验结果表明，发酵液２次灌根处理可防治小麦全蚀病，在２０１２—２０１３年２次盆栽试验中
的防效分别为５５％和４１％。说明红灰链霉菌ＨＤＺ－９－４７发酵液对小麦全蚀病有较好的防治效果，具有开发为生防
制剂的潜力。
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　　小麦全蚀病是由禾顶囊壳小麦变种（Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓ
ｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｔｒｉｔｉｃｉ）侵染引起的一种毁灭性病害，在世界范围
内广泛分布［１］。我国２０世纪３０年代首次在浙江省发现该
病，近年来该病的发病面积和危害日益加重，已蔓延至华东、

华北、西北地区的１９个省，其中河南、山东和安徽等省份发生
尤为严重。全蚀病从小麦苗期开始危害，造成苗期叶片发黄，

麦苗生长缓慢，在成熟期引起植株大片枯死，造成小麦减产

２０％～５０％，甚至绝收［２－３］。目前，抗小麦全蚀病的品种较

少，轮作倒茬在小麦大面积种植区的应用存在局限性，化学防

治易造成抗药性且污染环境［４］。因此，筛选有效防治小麦全

蚀病的生防制剂势在必行。

自从１９３４年美国和英国发现小麦全蚀病的抑制性土壤
以来，生物防治便成为防治该病的一项重要措施［５］。研究发

现，小麦根际的荧光假单胞杆菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）通
过产生抗生素（２，４－ｄｉａｃｅｔｙｌｐｈｌｏｒｏｇｌｕｃｉｎｏｌ，２，４－ＤＡＰＧ）在小
麦全蚀病自然衰退土壤中发挥着主要作用［６］。目前国内外

都在开发利用荧光假单胞杆菌来防治小麦全蚀病，Ｙａｎｇ等从
河南省和江苏省的小麦根际土壤中分离得到１０５株对小麦全
蚀病具有抑制效果的假单胞菌［７］。除了荧光假单胞菌外，研

究人员还发现芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、木霉菌（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、青
霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）和芽枝霉（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）等对小麦全蚀病
有抑制作用［８］，但这些生防菌易受环境影响，防效不稳定，大

规模应用很少，因此目前亟需筛选受环境因素影响小的生防

因子［９］。放线菌中的链霉菌因其可以产生大量生命力强的

孢子来抵御外界环境影响，而被广泛应用于农业病害防治。

目前放线菌的活体制剂 Ｍｙｃｏｓｔｏｐ（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｇｒｉｓｅｏｖｉｒｄｉｓ
Ｋ６１）和 ＡｃｔｉｎｏｖａｔｅＳｏｌｕｂｌｅ（ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｌｙｄｉｃｕｓｓｔｒａｉｎＷＹＥＣ
１０８）等已被登记注册为生物农药，用于防治镰刀菌属（Ｆｕｓａｒ
ｉｕｍ）、腐霉菌属（Ｐｙｔｈｉｕｍ）、疫霉菌属（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ）等多种常
见土传病害［１０］，但应用链霉菌防治小麦全蚀病却鲜有研究报

道。本研究评价了红灰链霉菌（Ｓ．ｒｕｂｒｏｇｒｉｓｅｕｓ）ＨＤＺ－９－４７
对小麦全蚀病的防治效果，以期为小麦全蚀病的生物防治提
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