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热带兰花 2 种病毒的 ELISA检测
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摘 要: 采用三抗夹心酶联免疫吸附法( TAS-ELISA) 和双抗夹心酶联免疫吸附法( DAS-ELISA) 检测了海南
主要兰花种植基地的疑似病毒感染的兰花叶片。结果表明，海南兰花病原病毒主要为建兰花叶病毒( Cym-
bidium mosaic virus，CymMV) 、齿兰环斑病毒( Odontoglossum ring-spot virus，ORSV) ，以及二者复合感染; 感染
建兰花叶病毒的植株比感染齿兰环斑病毒的植株多。该法具有较高的灵敏度、准确性和特异性，可应用于兰
花 CymMV和 ORSV 2 种病毒的早期诊断和检测。
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兰花是我国的传统名花，以独有的秀雅多姿、花香幽远而著称，具有很高的经济价值。栽培品种主要
有国兰和洋兰。随着经济的发展，海南省的兰花产业近年发展迅速，与其他名贵花卉共同成为了一些地
方的重要农业支柱产业。然而，兰花病害在国兰和洋兰上普遍存在，这些病害分为生理性病害与侵染性
病害。侵染性病害如兰花根腐病、炭疽病、软腐病、褐腐病和病毒病等，尤其是病毒病感染后严重降低了
成品花的品质。病毒主要是通过兰花植株上的伤口入侵到活细胞内，并进一步在细胞内增殖，这样的伤
口往往可由昆虫引起或农业操作不当而造成。病毒能通过染病种苗、组培苗的调运等途径而快速扩散。
目前，兰花病毒病已成为影响兰花种植的一个严重问题，而各兰花种植户和企业又缺乏有效的病毒检测

手段，因此，迫切需要快速简便的病毒检测技术，为兰花病毒病的防治和检疫提供快速简便的检测手段。
建兰花叶病毒 ( Cymbidium mosaic virus，CymMV ) 和齿兰环斑病毒 ( Odontoglossum ring-spot virus，

ORSV) 是兰科植物中发生最广泛的 2 种病毒，CymMV 属马铃薯 X 病毒属( Potexvirus sp． ) ，ORSV 属烟草
花叶病毒属( Tobamovirus) 。这 2 种病毒能侵染兰科及其他科共 20 多种植物［1 － 3］，能使兰花叶片形成不规
则的褪绿条纹、圆斑、环斑甚至坏死，在花瓣上表现放射状褪色条纹，并且时常复合感染，为害加剧，使兰
花观赏价值和经济价值大为下降

［4 － 6］。这 2 种病毒传染性强，主要通过汁液传染，桃蚜能传毒。鉴于目前
国际上还未有防治植物病毒病的有效药剂，这对病毒病的早期发现，早期隔离处理病株非常有必要。
酶联免疫吸附法 ( Enzyme-Linked Immunosorb-nentAssay，ELISA) ［7 － 11］是以免疫学反应为基础，将抗

原、抗体的特异性反应与酶对底物的高效催化作用相结合起来的一种敏感性很高的试验技术［10 － 11］。在
本试验中，笔者采用目前应用前景较好的免疫—酶学领域中三抗夹心酶联免疫吸附法 ( TAS-ELISA) 和
双抗夹心酶联免疫吸附法( DAS-ELISA) 分别对 CymMV 和 ORSV 进行检测，旨在了解海南热带兰花病毒
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病害的病毒种类和发病率，为兰花病毒病害防治提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料 2010 年 9 月从海南三亚、文昌等兰花种植区采集的安诺兰、石斛兰、艾玛兰 3 种兰花的疑似

带毒植株的叶片，以健康兰花叶片作对照。
1． 2 试剂

1) 抗体:兔抗 CymMV、鼠抗 CymMV、碱性磷酸酶标记兔抗 －鼠抗、兔抗 ORSV、碱性磷酸酶标记兔抗
ORSV( Agdia公司，美国) 。

2) 缓冲液 PBST: NaCl 8． 0 g，Na2HPO4 1． 15 g，KH2PO4 0． 2 g，KCl 0． 2 g，Tween20 1． 0 g，以水为溶剂，
pH7． 4，定容至 1 000 mL。

3) 提取缓冲液:无水 Na2SO3 1． 3 g，PVP( K30) 20 g，溶于 PBST，pH7． 4，定容至 1 000 mL。
4) ECI缓冲液:牛血清白蛋白 2． 0 g，PVP( K30) 20 g，溶于 800 mL PBST，pH7． 4，定容至 1 000 mL。

5) PNP缓冲液:二乙醇胺 9． 7 mL，MgCl2·H2O 0． 01 g，pH9． 8，定容至 100 mL。
6) 包被缓冲液: pH9． 6 的碳酸盐缓冲液。
7) 仪器:酶标仪、离心机等。

1． 3 方法
1． 3． 1 TAS-ELISA检测 CymMV

1) 包被和封闭 用 pH 9． 6 的碳酸盐缓冲液 200 倍稀释包被兔抗 CymMV，以每孔 100 μL 加入 96 孔
板，4 ℃孵育过夜，倒去溶液，以 PBST冲洗 3 次，加含 w = 5%的脱脂奶粉 PBST 250 μL，25 ℃孵育 1 h，倒
去溶液，再以 PBST冲洗 3 次。

2) 样品制备 称取新鲜兰花叶片组织 0． 1 ～ 0． 5 g置于研钵中，加入 1 mL pH7． 4 提取缓冲溶液研磨，

取滤液 10 000 r·min －1
离心 2 min，取上清液备用。

3) 形成抗原、抗体复合物 每孔加样品上清液 100 μL，同法加入病毒阴性标样和阳性标样，25 ℃孵
育 1 h，倒去溶液，以 PBST冲洗 3 次;取鼠抗 CymMV和碱性磷酸酶标记兔抗 －鼠抗各 50 μL，加入 10 mL

的 PBST缓冲液混合均匀制成抗体溶液，每孔加 100 μL，25 ℃孵育 1 h，倒去溶液，再以 PBST冲洗 3 次。
4) 显色与读数 取 10 mg底物( pNPP) 加入 10 mL PNP缓冲液中溶解，制成底物溶液，每孔加 100 μL

底物溶液，25 ℃孵育 0． 5 h，出现颜色反应后，每孔加入 100 μL 2 mol·L －1
的 NaOH 溶液终止反应，在酶

标仪上波长 405 nm处读数，实验重复 3 次，实验结果取平均值。
1． 3． 2 DAS-ELISA检测 ORSV 方法同 1． 3． 1 项所述。本法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。

1． 4 数据分析 样品反应后 OD405值与病毒阴性对照( 健康叶片) OD405值进行比较。按照病毒检测试剂
盒使用说明，样品反应孔 OD值 /阴性质控孔 OD 值( P /N) ＜ 1． 5 视为阴性( 健康) ; 1． 5≤P /N ＜ 2． 1 视为
可疑; P /N≥2． 1 视为阳性 ( 染病) ; P /N ＞ 5 视为强阳性。P 代表样品反应孔 OD 值，N 代表阴性对照
OD值。

2 结果与分析

2． 1 待检测病毒的热带兰花叶片外部形态 图 1 为待检兰花叶片外观情况。从图 1 中可见，这些样品

表现出的症状分别为:叶片边缘黄化，如石斛兰样品;斑驳，如安诺兰样品( 3 号样品) ;或者带状黄化，如艾
玛兰叶片样品( 20 ～ 24 号样品) ，健康叶片外观正常，无花叶或黄化症状。
2． 2 ELISA检测结果 图 2 为兰花疑似病毒样品 ELISA 检测结果。从图 2 中可见，带病毒提取样品的
ELISA反应显示为淡黄色，即为阳性。
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图 1 待检兰花叶片外观情况

图 2 兰花疑似病毒样品 ELISA检测结果( 部分样品)

1． CymMV阳性对照; 2． ORSV阳性对照; 3． CymMV阴性对照( 健康叶片) ;

4． 1 号样品; 5． 2 号样品; 6． 3 号样品; 7． 4 号样品

2． 3 酶标仪读取吸光值结果 表 1 和表 2 数据表明，依照反应孔 OD值 /阴性质控孔 OD值( P /N) ≥2． 1
视为阳性( 染病) ; P /N ＞ 5 视为强阳性的判读标准，27 个兰花样品中，带有 CymMV( 建兰花叶病毒) 样品
占样品总数 46． 2% ;带有 ORSV( 齿兰环斑病毒) 样品占兰花样品总数的 11． 5% ;检测还发现有 1 个样品
被 2 种病毒复合感染。兰花疑似病毒感染的样品中，被建兰花叶病毒感染的样品数量比齿兰环斑病毒感
染的多。实验重复 3 次，结果重复性较好。

表 1 不同样品的 CymMV和 ORSVG 2 种病毒 ELISA检测结果

CymMV
检测血清

CymMV阳性 ORSV阳性对照 阴性对照( 健康) 样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 样品 5
0． 544黄 0． 175 0． 127 0． 379黄 0． 198 0． 451黄 0． 395黄 0． 376黄

样品 6 样品 7 样品 8 样品 9 样品 10 样品 11 样品 12 样品 13
0． 115 0． 172 0． 356黄 0． 252 0． 385黄 0． 229 0． 167 0． 487黄

样品 14 样品 15 样品 16 样品 17红 样品 18 样品 19 样品 20 样品 21
0． 152 0． 226 0． 237 0． 398黄 0． 345黄 0． 446黄 0． 147 0． 512黄

样品 22 样品 23 样品 24 样品 25 样品 26 样品 27
0． 434黄 0． 266 0． 355黄 0． 187 0． 144 0． 177
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续表 1

ORSV
检测血清

CymMV阳对照 ORSV阳性对照 阴性对照( 健康) 样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 样品 5
0． 180 0． 456灰 0． 140 0． 174 0． 145 0． 146 0． 196 0． 163
样品 6 样品 7 样品 8 样品 9 样品 10 样品 11 样品 12 样品 13
0． 188 0． 414灰 0． 263 0． 226 0． 195 0． 218 0． 217 0． 234
样品 14 样品 15 样品 16 样品 17红 样品 18 样品 19 样品 20 样品 21
0． 272 0． 235 0． 276 0． 414灰 0． 223 0． 246 0． 217 0． 219
样品 22 样品 23 样品 24 样品 25 样品 26 样品 27
0． 216 0． 279 0． 218 0． 265 0． 195 0． 196

注:表 1 中数值为在酶标仪上波长 405 nm处读数。黄色标记指明这些样品建兰花叶病毒检测阳性，灰色标
记指明这些样品齿兰环斑病毒病毒检测阳性，红色指明 2 种病毒都感染了的样本号

表 2 热带兰花中 CymMV和 ORSV检测的 ELISA检测结果

样品名称 样品数 CymMV染病数 染病比率 /% ORSV染病数 染病比率 /%
安诺兰 3 2 66． 7 0 0
石斛兰 17 8 47． 1 2 11． 8
艾玛兰 6 3 50． 0 1 16． 7
健康对照 1 0 0 0
总计 27 13 － 3 －

3 讨 论

传统的植物病毒鉴定方法有指示植物法和电镜法等，但由于兰花品种多，病毒病害症状表现存在品

种间差异，并有隐症现象，寄主出现症状的时间一般需 7 ～ 20 d，因此，指示植物法不能用于病毒的快速确
诊，并且这种方法工作量大，相当繁琐。因病毒的粒体形态不足以用来做为病毒种类鉴定的依据，电镜观
察法只能作为一种辅助诊断方法，不能单独确诊，而且样品处理过程复杂，技术操作要求高，设备昂贵。
近年来，用于 CymMV 及 ORSV 的检测方法大多为血清学方法。血清学检测技术是生产中最常用的一项
病毒检测技术，具有快速、准确、简便的优点，可以满足病毒病调查、出入境检疫、组织培养脱毒批量检测
的需求。如何获得高效价、强特异性的抗血清是该项检测技术的关键。本试验采用的方法已应用于兰花
脱毒苗生产检测，并取得了良好的效果。因此，对于兰花病毒的检测，应根据病毒特性及具体的实验条
件、科研水平和技术人员的水平选用合适的方法，以达到快速、准确、经济的检测目的。对于病毒检测方
法也应根据不同的工作要求来选择，尤其在生产上应简化检测步骤，缩短检测时间，以提高检测效率。
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

［12 － 14］。在栽培过程中肉眼判断为健康的植株，但一旦生长环境因子变迁，如瓶苗移出驯化或
生长环境的温度上升，都会造成植株突然出现不同症状。
笔者在检测中发现，虽然有些兰花植株有类似病毒病害的症状，甚至有明显的花叶、褪绿条纹或环斑

( 如样品 2) ，但却检测不到病毒。其原因有二，一是植株可能携带其他病毒，由于供试抗血清种类较少，无
法检测到所携带病毒;二是有些类似病毒病症状，但不一定都是病毒引起的［13 － 14］。因此，兰花植株病毒
病的有无，是感染了 CymMV 还是 ORSV，或是其他病害，仅仅从症状上来判断是很不准确的，还需要通过
ELISA 等方法测定才能确诊。国外学者曾认为，石斛兰建兰花叶病毒病发生较轻，但笔者研究的结果表
明，海南的石斛兰建兰花叶病毒发生已相当严重，至于与国外报道的不同结果的原因，尚有待于从病毒种

群的变化和环境因子等方面进行深入研究。
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ELISA Detection of Two Viruses in Tropical Orchid

SONG Hai-chao1，ZHANG Yong2，XING Bo3，XIE Yu-cheng4，LIU Fu-xiu2，SHI Xue-qun1
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3． Best Goldlines Tropical Orchid Industrial Co．，Ltd，Sanya 572029，China;
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Abstract: The TAS-ELISA and DAS-ELISA were established to detect the orchids suspected to be infected by
virus mainly from main orchid planting in Hainan Province． The results suggested that the pathogen were Cym-
bidium mosaic virus ( CymMV) ，Odontolossum ring spot virus ( ORSV) and their mixed infection; there were
more orchids which were infected with CymMV than with ORSV． The method possesses high sensitivity，accura-
cy and specificity．
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