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分泌抗水稻细菌性条斑菌单克隆抗体杂

交瘤株的建立及其在种子检验上的应用
’
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许 东 曾宪铭

(植保 系 )

卜

提 要

本文首次报导 了通过硫酸按沉淀法提取水稻细菌性条斑菌 (X an t ho mon a :。 a m pes t rs i

P v
.

o ry zic ol a夕 (以下简称细条菌 )的蛋白质
,

并以它作抗原建立了 4 个杂交瘤细胞株 E 。 、

E
: 、

A 。
和 F , , ,

其培养物上清的E L I S A效价 为 i
: 2 0~ i : 1 6 0

,

腹 水 效价 为 l : 1 0 6

~

1 :
1。 , 。 该 4 个细胞株所分泌的单克隆抗体 ( M c A b ) 与 58 个不同来源的细条菌都呈阳性反

应
,

而对参试的具有一定代表性约其它 13 个细菌种
,

均呈阴性反应
。

试验还表明
,

4种M
c
人为

是针对同一抗原决定簇的
,

其亲和力大小为
:

E 。 > A
。
> E S

> F : ; 。

应用 M c A b进行种子带

菌检验也获得成功
。

关. 词 水稻细菌性条斑菌 , X a n t h o m o n a s c a m p e o t r i s p , . o r y z i e o l a ; 单克隆抗

休 , 水稻种子带菌检验

引 言

近年来
,

水稻细菌性条斑病为害严重
『

”
。

由于此病是由种子带菌 传播
,

且 是内检

对象
,

进行种子带菌检验是非常必 要的 ”
。

赖文姜等
,

以致病性接种法证明了种子可

带菌
,

但此法灵敏度不够高
,

且需较长的时间
。

虽有人尝试过培养皿法
,

然到目前仍未

找到选择性强的培养基
。

噬菌体法虽是一种简单
、

快速的方法
,

但需做大 量的试验来确

定其专化性及可行性
。 ,

不是短时间内能解决的
。

血清学法是快速而 灵 敏的
,

但其可

靠性取决于血清的专化性
。

`

,

常规血清难于无限量生产并易发生交叉反应
” ; 而M c A b

具有高度的特异性
、

均一性及无限生产的特点
。 了,

是目前被认为最理想 的一种 检验用

的抗体
。

关于细条菌 M c A b的研究
,

种藏文等
“ 1

曾以细条菌的整个菌体作抗原来建株
,

但抗

体特异性尚不够强
,

进行种子带菌检验时
,

出现非特异性反应
,

因而有必要进一步建立

,

本丈承蒙林孔助教授
、

梁于超教授审阅
,

广州 医药卫生研究所何美钾 同志热情带助
,

特此致谢 , ” 19 8 6届硕士研究生
,

现在福建农学院工作 ;

… 广州 医药卫生研究所
。

19 89年 1 0月 16 日收稿
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特异性强的杂交瘤株
。

木文主要介绍建株及应用 M
o b A进行种子带菌检验

。

材 料 和 方 法

(一 )材料

1
.

菌株
:

供试的细条菌菌株共 8 5个
,

其中 44个由作者采集
,

其余由福建农科院等

兄弟单位提供
。

其它细菌 13 个
: 杂菌 4 个

; 甘蓝黄单胞杆菌致病变种 5 个
,

即柑桔溃疡

菌 ( x
a n t h o m o n a s e a m p e s t r i s p v

. e i t r i )
、

水稻 白叶 估菌 ( X
.

C
.

p v
。 o r y az e )

、

豆

角疮痴菌 ( X
.

C
.

p v . v e s i e a t o r i a )
、

甘蓝黑 腐 菌 ( X
。

C
.

p v . e a m p e s t r i s ) 及菜豆

疫病菌 ( X
。

C
。

p v 。

p h a s e o l i ) ; 其它另 4 个属的代表菌
,

即青 枯菌 ( P s e u d o m o n a s

s o l a n a e ea r u m )
、

白 菜 软 腐 菌 ( E
r w i n 主a ca r o t o vo ar v a r 。 e a r o t o v o r a )

、

根 癌菌

( A g r o b a e t e r i u m t u m e f a e i e n s )
、

及马铃薯环腐 菌 ( C
o r y n e b a e t e r i u m s e p e d o n i e u m )

。

2
.

稻种
:

是人工接种病株上的带菌种子
,

有特特普
、

黑糯
; 田间采的带病种子有

汕优 3 0 (清远
,

自采 )
、

汕优 3 5 5 0 (高州 )
、

汕优 6 3 (潮州 )
。

健种为 X 桂 早 (广州
,

自采 ) , 没有注明的均由当地农业部门提供
。

大童啥养细杂蔺
去用 。

.

55 外灭由性理跳水搀卜

难声农 ( 4
0 0 . 八夕拢篇夺

o分钟、简写勺 下。
’

,

下问 )

闷

夜 (弃主)
` 。 / , .确玻诊

,

禹心 、 引 0 0 r p堆 , J S

大亚性理挂水
,

并备台 ( ” “ “ “ r 尸爪
、 下万

.0 19 / ` t减麟锄
.

禹心 戈“ “ “
, r P尸 ) ,

}5

啊色
/

授默军煦
;尾泛 工嘴`卉么夕

砰透州
,

贾`
, “ `立

、 S 。

二
一
止

吸此水

念夕户口
、 T尸

组高

尸 , , 产寿

`诬硒色沉如
J

、重击诀

为c

代
r 、 公

汉渡 止

济幻
以盛后洲妥白质匆1

图 1 蛋白质的提取流 程
,

句次加人硫酸馁后邻调 p H 7
.

0
,

25
” C 作

)们 1小时后离心
.

3
。

抗原
:

用于免疫和包被的蛋白质

都是由同一广东菌株提供的

4
。

用于融合的细胞系
:

S P Z o/ 一 A g1 4来自广州医药卫 生 研究所

病毒室
。

5
.

动 物
: B A L B c/ 小 鼠

,

来 源 与

S P Z / o同
。

(二 ) 方法

1
。

菌株的分离
:

按常规法
。

2
。

蛋 白质的提取
:

以硫酸钱逐级沉

淀和差速离心相结合的方法来提取细条菌

的特异蛋 白质
,

用分光光度计测其浓度
。

具体步骤
. 见图 1

。

3
。

免疫
:

以上述细菌的蛋白质提取

液对 B A L B c/ 鼠作基础免 疫 和 追 加免 疫

(在融合前 3 天连续进 }力
,

免疫方案见

表 1
。

4
.

细胞融合
、

筛选
、

克隆化
、

腹水 生 产
、

细 胞 的 冻 存 及 复 苏
:

均 按 常 规方

法
「 2 ,

只筛选法稍作改进
,

叩包被 4 个杂苗 ( 与细条菌亲缘关系相近 ) 对 初 筛 出的阳

性孔再作筛选
。
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衰 1小吸免咬方案
.

\伞
季 \沐

\

引 次数 天数

幸 \ \ {}

抗原数

(林 g)

补量

m ( l)
住剂 注射部位

9 15

2 2 9 5

2 9 lg n

等量完全佐剂

同上

腹腔

同上

同上

J .几,介工̀

…
八“nó11213基础免疫

户匕八匕几b

…
nùnō0

尸O
ù
n八U内r88

性月口Jl廿

融合前 1天 {

同上

腹腔与静脉各半

同上

123
追加免疫

“
一

”
表示 未加 佐剂

5
。

M c A b 及杂交瘤细胞的鉴定

( 1 ) M c A b 滴度的测定
:

按常规方法
` 里 ’ 。 结果以酶 标仪 ( D G 3 0 2 2 A型 ) 判定

,

凡样品 o
。

D值与阴性对照之比 ) 2
.

1者为阳性
,

反之为阴性
。

( 2 ) M c A b 特异性测定
:

用 4 种M a A b对所有的菌株进行 E LI S A测定
,

以 酶标仪

判定
。

( 3 ) 染色体分析
:

基本按常规法
〔 “ ’ ,

不 同的是
,

不加预处理剂 及从 30 ~ 4 c0 m处

滴液制片
。

( 4 ) 杂交瘤细胞的隐定性
:

在液氮中冻存 4 个月后复苏及在体外传代培养 4 个月

后的杂交瘤细胞
,

对其产生抗体的特异性及
“ 能力

”
进行测定

。

( 5 ) M c A b对细条菌的抗原决定簇特异性

①酶标抗体的饱和曲线 :
按常规法

’ ` ’测定
。

②M c A b饱和曲线的测定
:

用 8 9林 / m l的蛋白液包被
,

4 种腹水作同样的倍 比稀释
,

测0
.

n . 。 。 n m值
。

③M e A b相加试验
:

同 上 法 包 被
,

分 别 加 入 4 种M e A b ( E
。 、

F : :

用 l
: 1 0 名

,

E . 、

A
S

用 l
: 1 0 3

)
,

于 37 ℃作用 2 小时
,

洗后加第二抗体
。

在相同条件下
,

同法测定

不加第二抗体情况的 O
。

D值
。

( 6 ) M c A b相对亲和力的测定
! ` ’ :

在相同的条件下
,

将 腹 水 作 倍 比 稀 释
,

以

E L I S A 测定
。

6
。

M c A b在种子带菌检验 上的应用

( l ) 种子上细菌的富集
:

种子壳米分离后
,

用灭菌的 1 %蛋白栋水浸 6 小时
,

进

行离心集菌 (浸出液以 2 0 0 o rP m 离心 5
产 ,

上清再以 s o 0 0r p m离心 30
尹 ,

留沉 淀 ) 和盐析

集菌
,

后者照前人方法
` “ ` ,

不同点是
,

滤液与硫酸钱饱和液 的 体积比为 1 : 0
.

25
,

以

50 0 0 r pm离心 2 0分钟
,

留沉淀
。

( 2 ) 种子带菌检验
; 以种子浓缩液接种法作对照

, 以 E IL s A及 间 接 免 疫荧光法
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a I F)进行检验
。

新鲜种子的 E ILSA结果以肉眼判定
,

其它用酶标仪
。

n F照常规
’ , ’制

片
,

判定标准按前人方法
’

3 ’ 。

结 果

(一 ) 细饱橄合
、

筛选及克隆化

共进行 15 次融合
,

第 1 1
、

13 及巧批都有阳性孔
,

但只第 11 批 的 4 个孔成 株
,

即 E
. 、

E 。 、

A
.

及 F : : 。

第 14 批在融合后 第 6 及第 9 天检测
,

阳性率都达 80 %以上
,

但克隆化却

未能检到阳性
。

(二 ) 杂交右细胞及M c A b的鉴定结果

I
。

M e A b的滴度
:

培养上 清 的 E L I S A 滴 度 为 E 。

一 l : 8 0
,

E . 、

A
。

一 l : 1 6 0
,

F : :
一 l : 2 0 , 腹 水 E L I S A滴度除 F : 、

为 1 : 1 0
. ,

其余为 1
: 1 0

’ 。

2
.

M c A b的特异性
:

4 种M c A b结果一致
。

供试的 58 个细条菌菌株 全 呈阳性
,

其

它的 13 个细菌全呈阴性
。

3
.

染色体分析结果
:

5个细胞系 S P Z 0/
、

E . 、
E 。 、

A 。
及F : :

的平均染色体数分别

为 61 条
、

91 条
、

96 条及 82 条
。

4
。

杂交瘤细胞的稳定性
: M c人 b仍 具高度的专一性

,

只识 别细 条菌
,

滴度也与前

一样
。

A 。及 E 。
的腹水 E L I S A 滴度仍达 1 : 1 0

’ 。

5
.

M c A b对抗原决定簇的特异性

( 1 ) 酶标抗体的饱和曲线
。

结果见图 2 ( O
.

D值为三次平均
,

下同 )
。

图 2 表

明
,

酶浓度达 1 : 10 0后
,

反应曲线开始出现平峰
,

说明酶 己饱和了所有结合的抗体
。

( 2 ) M
e A b的饱和曲 线

。

结果

见图 3
。

由图 3 可知
,

M c A b稀 释 到

一定程度时
,

反应曲线 出现平峰
,

说

明抗体在此浓度已开始饱和抗原上相

应的位点
。
E 。 、

E 。
( A

。
)
、

F : :
所致 腹

水的起始饱和释释度分别为 l
: 10 , 、

1
: 10

`
及 1

: 1 0
2 。

( 3 ) 单抗相加试验的结果
。

不

加第二种抗体时
,

E
。 、

E 。 、

A 。
及F , :

的 0
.

D值分别为 1
。

6 7
、

l
。

6 1
、

1
.

1 4和

l
。
7 2 ,

加第二 抗体后
,

即 E
。 + E : 、

E
。 + A 卜 E 。 + F I 卜 A

s + F x l 、

E . + F : : 、

A
。 + E

。
的 o

.

D值分别 为

1
。

7 7
、

l
。

8 2
、

l
。

8 4
、
1

。

7 5
、

1
。
7 5和 l

。

7 8
。

可见 4种M o A b分另11相加后的 0 。 D 值与

。
·

吸。 。 ” 。 呀直

2 斗
`

2
.

0
_ 一 二。双 g /

” `

,

` 户一一月 叙乡“

于少一
4 “

脚
`

0
.

8

口 4

/ 一一

一 ,叱价
。
c

3 6 0

图 2

蜡。 。 么 o。 ` 0 0 万。

畴标杭咭
一

`弄辛羊倍饮

酶标杭 体反应的 ha 和曲线
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单个 Mc Ab的差异不大
。

在理论 上
,

当抗原决定簇被相应的抗体完全饱和

后
,

增加抗体的浓度不会增加反应
,

即 0
。

D值不会增大
,

否则 0
。
D值 应 为

两者之和
。

因此认 为
,

4 种M c A b 是

针对同一抗原决定簇的
。

( 4 ) 相加指 数 ( A
。

)I
:

左冬

梅等
「 ` ’
为定 量 起 见

,

引进 A
。
I ,

表 2

是 A
。 I的计算结果

。

理 {论上
,

若 两种

抗体是 针 对 同 一 抗 原 决 定簇
,

则

A
.

I = 1 0 0 %
,

反之则 A
.

I为 O
。

但是

两个不同的抗原决 定簇可 由于位点相

近而形成空间位阻
,

使A
。

I难达 1 00 % ;

此外
,

抗原抗体结 合时表位是否最适

也 影响 O
。
D值

,

使 A
。
I难 为 0

。

按规

。孔 , k . 福东

门州
川 l
川川引-l叫.a0I训

0
。

4

0
。

2

卜、 :

肚件释祛软

图 3 M c A b饱和曲线

定若A
.

I < 50 %
,

判为识别同 一 抗原定决簇
。

表 2中所有的 A
。
I都小于 50 %故 认为 4 种M c A b

均针对同一抗原决定簇
。

6
。

M c A b相对 亲和力的测定结果
,

以图 4 示
。

按达到最大结合 50 %所 需的 M c A b 浓度 来 判

断
,

亲和力越大
,

所需的浓度越小
。

从图 4 可

知
,

相对亲和 力的大小为
: F 。 > A

S

> E 。
> F : , 。

(三 ) M “ A b在种子检验上的应用

结果见表 3
。

由表 3 可知
,

n F法灵敏度 最

高
,

可检测出存放 4 个月的全部病种 (用盐析

法集菌 ) ;
其次是间接 E L sI A 法

,

可检验出全

部的新鲜病种和部分存放 4 个月的病种
; 种子

。熟 , ` “ ,应

I了
,沪 I , ` 拍 4

.10 DI
J , o

冲脸拜择传数

图 4 M c A b相对亲和力的测定曲线

衰早
.

~
.

胜只鑫咖加实肇螂之..-P 位翅杰
.·

准
细胞系产生的 M c 人 b

F 1 1

— —
一

—
一

— 一 {

细胞系

O
。

D值 A
。

I值 O
。

D值 A
。

I值 0
。

D值 人
。

I值 O
。

D值 A
.

1值

7
。

9%

2 9
.

5%

8
。
5 %

l
。

7 7

1
。

6 1

1
。
7 8

1
.

7 5

7
。
9%

2 9
.

5%

5
。
1%

1
.

8 2 2 9
。

5 %

1
。

78 一
1

。
1 4 2 9

。
5%

1
。

7 5 2 2
。
4%

1
。

8 4

1
。

75

1
。

75

1
。

7 2

8
。

6%

5
。

1%

22
。

盛%

行J门了,曰八七月才只

…
5.石EE人

F 1 1 1
。
8 4
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浓缩液接种法灵敏度较低
。

除外
,

用盐析法集菌的效果较离心法好
。

表 3 种子带菌检验的测定结果
.

\ 、

争 来

诊 \
、

价 ,

犷
·

丫

… ”

致病性 间接 E L IS A I I F

新鲜样品

离心

新鲜样品

离心

Zo
O C存 4 个月

离心 盐析

++++0+

+++o黑孺

特特普

汕优 3 0

汕优 6 3

汕优 3 5 5 0

人工接种

人工接种
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街鲜 种 子全 为

果一效 , 街鲜 仲于重复二次
,

其余三 次 , x 桂早 全 为阴 性
。

讨 论 和 结 论

本文报导了以细条菌的蛋白质粗提物作抗原来建株
,

解决了血清不专化的问题
,

提

供了一种有效的检验带菌种子的方法
,

也为今后抗原性复杂的细菌制备特异的抗体提供

了一条可取的途径
。

不同免疫原对建株的影响
。

种藏文等
『 . ’ 以细条菌的整个菌体作抗原 来建株

,

可能

分泌的 M c A b特异性尚不够强
,

未能区别病种与健种
。

本文以其蛋白质粗提物 作 抗原
,

所建的 4 株分泌的M c A b特异性均较好
,

只识别细条菌
,

无交叉反应
,

在种 子 带菌检验

的应用上也获得成功
,

4 种单抗均能区分病
、

健稻种
。

筛选和克隆化是成功建株的关键
。

本试验结果表明
,

用亲缘关系与细条菌相近 的杂

菌对初筛出的阳性孔进行再筛选
,

也是成功建株的一个关键
。

然而
,

可能由于
:

( 1 )

筛选中的假阳性
。

如第 14 批
,

可能是检 测前换液次数不够多
,

致使未融合的脾细胞所分

泌的免疫球蛋白污染了上清液
。

( 2 ) 克隆化过程中的失误
。

第 n
、

13 及 1 5批的阳性孔

即由于克隆化中的污染及生长不良而丧失
。

4 种 M c A b均具有高度的特异性
。

由于供试的 5 8个细条菌的菌株来 源较广
,

覆盖 率

又达 100 % ,
其次

,

供试的 13 个其它细菌又具一定的代表性
,

其中 5 个是与细 条 菌同属

同种的不同变种
,

4 个是不同属的病原细菌
,

另 4 个是从病种上分离的杂菌
,

但它们都

不与M o A b反应
。

这就说 明该 M
o A b具高度的特异性

。

高亲和力的抗体有利于提高阳性检 出率
,

金建平
` ’
认为

,

E L sI A筛选上 清 时
,

O
。
O

值的高低主要由亲和力大小决定
,

抗体的浓度则是次要的
,

作者的结果支持了此观点
。

用不同的方法检验人工病种和 自然病种的试验 均 已 成 功
。

作 者 认 为
,

有 必要把

M c A b迅速制成试剂盒
,

供使用单位应用
,

以便控制该检疫性病害的扩展
,

并进而逐 步

缩小疫 区
。
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