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　　长期以来 , 人们一直认为斑点病是葡萄扇叶病的一种 ,
Vuittenez等(1966 年)首先发现了该病的病原 , 就该病毒的为

害状 、寄主范围 、理化特性进行了研究 ,并命名 Grapevine mar-

brure virus[ 1] 。1991 年 Boscia等鉴定了葡萄斑点病的病原为

葡萄斑点病毒(Grapevine fleck virus , GFkV)[ 2] 。该病毒分布

广泛 ,遍及世界各地 , 其为害主要是使叶片皱缩 、卷曲 , 甚至可

以诱发葡萄产生不同程度的矮化 ,果实糖度下降 3°～ 5°, 风味
极差 ,新梢及果穗发育不良 , 扦插苗生根发芽困难[ 3] 。本研究

采用圆点印迹法对 GFkV 检测 , 旨在探讨一种经济 、简便 、可
靠的检测方法。

1　材料
葡萄斑点病毒多克隆抗体由意大利地中海作物病毒及类

病毒研究所 Mar telli 教授提供。碱性磷酸酯酶标记羊抗兔
IgG及底物(NBT/ BCIP)均购自 Promega。 PVDF 膜购自 A-

marshan。

待检样品来源于湖北省农科院果茶所采集的葡萄胜宝的

休眠枝条和叶片 ,以葡萄病毒指示植物 LN33(由中国农科院

辽宁兴城果树所提供)作为阴性对照。反应溶液主要涉及
T ris-Hcl和 PBS 病毒提取液 , 5%的脱脂牛奶封闭液 , 0.2%

的 PBS(pH7.4), 氯化氮蓝四唑(NBT)/ 5-溴-4-氯-3 吲

哚磷酸(BCIP)底物缓冲液:Tris 1.21 g(克)、NaCl 0.585 g
(克)、MgCl20.112 g(克),用 2 mol/ L HCI 调节 pH 值至 9.5 ,

加蒸馏水定容至 100 ml(毫升)。

2　方法
2.1　取 0.5 g(克)葡萄韧皮和叶组织 ,分别在 1 ml(毫升)0.1
M PBS 提取缓冲液和 0.5 M 的 T ris-HCl提取缓冲液中充分

研磨 ,然后在 5 000 mg/ kg(毫克/公斤)的条件下离心 20 min

(分钟),收集上清液。

2.2　将 PVDF 膜 ,剪成一定大小 , 并作好标记 , 用 100%的甲

醇浸湿膜 10 sec钟 , 然后用蒸馏水洗 5 min(分钟), 用 0.01 M
的 PBS 漂洗膜 5 min(分钟)。将膜放到经 0.01 MPBS 预浸润

过的滤纸上 ,自然晾干 , 准备印迹。
2.3　吸取 2 μl病毒提取液 ,依次加到经上述处理过的 PVDF
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膜上 ,设 3 次重复 ,自然晾干 , 用含 5%脱脂牛奶的 PBST 缓冲

液封闭 1 h(小时)。为了封闭均一充分 , 整个封闭过程自始至

终 , 均需要在脱色摇床上震荡。
2.4　用 PBST 按 GFkV 多克隆抗体的效价(1∶1 000)稀释 , 并

将上述封闭后的膜浸入其中 , 震荡孵育 1 h(小时), 然后用
PBST 洗涤 3 次 ,每次洗涤 5 min(分钟)。

2.5　将 PVDF 膜 , 放入碱性磷酸酯酶标记的羊抗兔 IgG 溶液

中 , 室温震荡孵育 1 h(小时), 洗涤方法同前。
2.6　取 33 μl贮存液浓度为 100 mg/ ml(毫克/毫升)的 NBT

和 35 μl贮存液浓度为 50 mg/ ml(毫克/毫升)的 BCIP , 加入
10 ml(毫升)NBT/ BCIP 缓冲液 , 使其终浓度分别达到

0.33 mg/ ml和 0.175 mg/ml(毫克/毫升),室温下反应 5 min

～ 20 min(分钟)。
2.7　用蒸馏水冲洗终止反应 , 将 PVDF 膜 , 放在滤纸上自然

晾干 , 肉眼或低倍放大镜上观察。

3　结果
以带 GFkV 的胜宝和无病毒沙地葡萄的韧皮部和叶片为

材料 , 分别用 0.1 MPBS 和 0.5 M 的 T ris-HCl两种植物病

毒提取液 , 按 1∶2 的比例研磨 ,经离心后 , 2 μl点样 ,每样品重
复 3 次。检测结果表明:两种病毒提取液在提取 GFkV 时效

果相同 , 经圆点印迹法检测 ,已知的带毒材料均显示很深的紫

色 ,而健康的阴性材料 LN33 却呈现褐色或淡红色。选用同
一植株的不同部位作为检测材料 ,结果表明:从韧皮部中粗提

的病毒呈现出较深的紫色 , 而从叶片中粗提的病毒却呈现较
浅的紫色 ,表明 GFkV 在同一植株的韧皮部中含量相对较高

(见图)。

圆点印迹检测葡萄斑点病毒的结果图

注:1、2;3 、4 分别来源于胜宝的韧皮部和叶片;5 、6;7、8

分别来源于沙地葡萄的韧皮部和叶片;1、3 、5 、7 为 PBS 提取

液;2、4、6、8 为 T ris-Hcl提取液。

4　讨论
圆点印迹法所需样品量少 ,每个样点仅 2 μl , 尤其那些不

足以 ELISA 检测的珍贵少量样品能够采用此法进行检测。
该法点样量少 , 所需抗体数量也明显少于 ELISA , 而且只要抗

体保存得当 , 可以多次使用 ,同样数量的抗体可以检测更多的

样品 , 比较适合于大量样品的快速检测 , 而且检测成本低。该
方法不需要额外的仪器 , 检测结果直观 ,待检样品也能存放数

月之久 , 但仍存在着操作步骤稍显繁琐 , 不能定量缺点。

基中某种元素消耗过快或缺乏所致 ,具体原因有待进一步的

研究。
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