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摘 要：建立了一种新的检测灰霉菌的方法。利用灰霉菌培养基中分离得到的菌丝体上清液抗原

和孢外多糖抗原，通过免疫Balb／c小鼠后，经离心、沉淀和纯化后得到了灰霉菌抗体。实验结果表

明，上清液抗原的的免疫效果要好于孢外多糖抗原的免疫效果。纯化后的抗体的效价大于13 000，

最低检测限1 ng／mL。该研究为今后的ELISA法快速检测灰霉菌提供了一些参考依据。
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Abstract：Purpose：to establish a new way to detect method gray mold．Method：the mycelium

supernatant antigen and the exopolysccharides antigen were obtained from the liquid medium．

Through immuning Balb／C rice and isolation and purification，the botrytis cinerea ployantibody

was obtained．The results showed that the mycelium supernatant antigen was better than that of

exopolysccharides antigen．Results；The titers of the antiserum is over 13000，The limit of

detection is 1 ng／mL．This study provide a way for the ELISA detection of botrytis cinerea．
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灰霉菌属半知菌亚门葡萄孢属。呈灰黑色，菌

核褐色，形状不规则，大小2～4 mm×1"--3 mm[¨。

能够侵染近200多种植物Ⅲ，它是引起葡萄采摘后

病害的主要病原真菌之一。在葡萄采摘时，无论在

有伤或无伤时接触灰霉菌均会造成果粒软腐、干

腐、裂果，还可引起果粒脱落。灰霉菌能够自身分

泌和诱导寄主产生果胶酶，具有能够长期潜伏侵

染、适于寄主生理状态和降低寄主产生防御反应的
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共生亲和功能，而且具有较强的低温(4℃)条件下

的致病性，因此，比其它致病菌的危害性更大。霉

菌毒素对人体的免疫系统有着极大的危害，有效的

检测手段将会最大程度地保障人类的安全。

传统的灰霉菌的检测方法有琼脂基培养法，平

板计数法，光谱检测法，霉菌快速检验纸片法等。

1986年Lin和Cousin等人，以西红柿汁中常见的

污染菌交链孢霉(Alternaria alternata)、白地霉

(Geotrichum candidum)、匍枝根霉(Rhizopus

stolonifer)为研究对象，以它们的冷冻干燥菌丝为

抗原，通过免疫Balb／c小鼠获得特异性抗体，

ELISA试验结果的交叉反应率小于10％，样品中

最小检出量达到1 ttg／g，无背景干扰，ELISA读数

和西红柿汁中这些污染真菌的含量具有较好的相

关性。Notermans等人(1986，1988)以真菌的胞外

多糖为抗原，用ELISA检测分析了坚果、水果、果

汁、蔬菜、粮食中曲霉属(Aspergillus)、根霉属

(Rhizopus)、分枝霉属(Cladosporium)、毛霉属

(Mucor)、青霉属(Penicillium)等属的真菌，并和常

规的霉菌平板菌落计数法相比较，发现ELISA更

能准确反映食品中这些真菌的污染程度，而平板计

数法则在样品处理过程中对真菌的影响较大，因而

不能很准确地反映污染情况。1991年Ricker等人

用ELISA方法定量分析了成熟葡萄中灰霉葡萄孢

(Botrytis cinerea)的污染情况。国内鲜有关于用

ELISA方法来检测灰霉菌的报道。本研究中利用

灰霉菌的菌丝体上清液作为抗原，经过免疫小老鼠

成功得到灰霉菌的多克隆抗体口_4]，为用ELISA方

法检测灰霉菌提供了理论基础。

1材料与方法

1．1试验材料

1．1．1 灰霉茵菌种 葡萄灰霉菌由国家农产品保

鲜中心(天津)提供。

1．1．2培养基 PDA培养基配方：土豆100 g，葡

萄糖20 g，琼脂20 g，pH值为5．4。将土豆切成丁

称取100 g，加入500 mL的水，在电炉上煮沸。经4

层纱布过滤取清液于锥形瓶中再加入葡萄糖。由

作者所在江南大学实验室自制。

1．1．3主要化学试剂 弗氏完全佐剂、弗氏不完

全佐剂、牛血清蛋白(BSA)、卵清蛋白(0VA)：

Sigma公司提供(美国)。辣根过氧化物酶标记羊

抗鼠IgG酶标二抗：杭州艾康生物技术有限公司提

供。PBS缓冲液，作者所在实验室自制。透析带

(截留相对分子质量14 000)：上海华美生物工程有

限公司提供。ELISA(enzyme-linked immunosor—

bent assay)使用液∞3。

1．1．4 实验动物 6周龄雌性SPF级Balb／c小

鼠，购自复旦大学实验动物中心。

1．2主要仪器

DS-1高速组织捣拌机：上海标本模型厂生产；

5804-R冷冻离心机：PPENDORF产品；wFJ2000

型可见分光光度计：尼克上海仪器有限公司生产；

酶标仪和洗板机：Labsystem产品(芬兰)；冷冻离

心机：Allegra产品(美国)；冷冻干燥机：Labconco

产品(美国)；微量可调移液器：Finnpipette产品

(芬兰)；96孔和16孔酶标板：Corning产品(美

国)。

1．3试验方法

1．3．1 免疫抗原的制备菌种的活化培养：制备

抗体前菌种先经过2次传代，每次32 h。

1．3．2 抗原的收集 上清液抗原的制备[6]：在培

养第12天[71量取液体培养基中的培养液，冷冻离心

4 000 r／min，5 rain，取上层清液作为抗原，放入冰

箱冷藏室中保存，备用。

胞外多糖抗原的制备：量取液体培养基中的培

养液，冷冻离心4 000 r／rain，20 rain。取上层清液，

加入2倍体积的95％体积分数乙醇[81，用玻璃棒搅

起丝状沉淀物，再冷冻离心4 000 r／rain，10 min，去

掉上清液，再分别用体积分数85％乙醇洗涤沉淀物

两次，沉淀物即为胞外多糖，加入5 mL PBS后即为

胞外多糖抗原[8_9]。放入冰箱冷藏室中保存，备用。

1．3．3灰霉菌抗血清的制备 ．

1)动物免疫通过预养一周BALB／c小鼠，将得

到的抗原与弗式佐剂混合免疫注射BALB／c小鼠。

通过3次免疫，从BALB／c小鼠取血提取抗体。通

过间接ELISA法稀释不同浓度的抗原，抗体检测

是否有灰霉菌抗体产生并比较两种抗原的免疫效

果。基础免疫共5次，间隔3周，首次基础免疫

时，取1 mL灰霉菌免疫抗原加等量的完全福氏佐

剂充分乳化。每次抗原用量为50“g／只，加强免

疫用弗氏不完全佐剂，肌肉多点注射，且自第2次

免疫起，免疫后1周(眶静脉采血)测血清抗体效

价，待血清抗体效价达到要求后于融合前3 d尾静

脉注射加强免疫，抗原用量100“g／(0．1 mE／只)

；共加强2次。分别从2只BALB／c小鼠的眼球采

血：将血液滴入1．5 mL的离心管中，直至不流血为

止‘”3。

将盛有血的离心管迅速放入37℃的水浴中，

放置l h，等血液完全溶解，在冰箱中4℃静置过夜
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后，4℃、4 000 r／rain离心10 rain后得上清液即为

抗血清。用移液枪吸取上层的血清放入经过预处

理的离心管(60℃放置烘箱5 rain)中，在冰箱的冷

藏室中保存过夜。

2)纯化盐析采用饱和硫酸铵二步沉淀法纯化

抗体[11|。

1．3．4 间接竞争ELISA测定方法 包被抗原在

包被缓冲液中被稀释成2弘g／mL，在酶标板每孔中

加入i00“L，密封后4℃过夜，弃去包被抗原，洗涤

液洗涤3次，加入200肚L封闭液37℃温育1 h。每

孔加入100肚L抗血清，37℃温育2 h，弃去抗血清，

洗涤液洗涤3次；每孔加入100|lL酶标二抗工作

液，37℃温育1 h，弃去酶标二抗工作液，洗涤液洗

涤3次；每孔加入100肛L底物溶液，37℃避光显色

15 rain后每孔加入50弘L终止液终止反应，在酶标

仪上读取450 am的吸光度值。

1．3．5抗血清效价的测定将抗血清和阴性对照

血清进行逐级稀释，空白对照孔不加抗血清而加入

100“L PBS溶液。按照1．3．4中的ELISA法进行

测定。以A阳／A阴>2．1的最大稀释倍数作为抗血

清的最终效价。

1．3．6抑制率IC。。和灵敏度的测定用PBS将灰

霉菌标准品稀释成不同质量浓度(1 000、100、10、1、

0．1和0．01 ng／mL)，取0．2 mL该溶液和0．2 mL

适当浓度的抗血清混合，4℃反应过夜。取上述灰

霉菌和抗血清混合液100“L按照1．3．4间接

ELISA法进行反应。以(A阴一A阳／Am)×100％接

近50％时的混合液中的灰霉菌的浓度作为IC5。。

测定阴性孔10次，计算A阴的SD，以A阴平均值一

2SD混合液中的灰霉菌的浓度作为灵敏度。

2结果与讨论

2．1抗原的制备

根据灰霉菌的特性，设计了适合灰霉菌生长繁

殖的土豆液体PDA培养基培养。将经过传代培养

的灰霉菌菌体接种到液体培养基后，每天观察灰霉

菌在培养基中的生长状况，在培养的第12天，从培

养基中提取上清液抗原和多糖抗原，并将制备好的

2种抗原在冷冻室中保存，分别免疫小鼠。

2．2 多糖抗原和上清液抗原的比较

为了比较2种抗原的免疫效果，稀释不同倍数

的多糖抗原一抗体和上清液抗原一抗体并测定其

0D。。。值。结果见表1，2。

从表1、表2中的结果可以看出，OD姗值随着

抗体浓度的减少而呈现下降趋势。结果表明：多糖

抗原中抗原稀释倍数为1：5或1：2．5，抗体稀释

倍数为1：40、上清液抗体的稀释倍数为1 t 150，均

可作为间接ELISA法检测灰霉菌的参考浓度。从

表1和表2可看出，上清液抗原的免疫效果优于胞

外多糖的免疫效果。

袭1 多糖抗原一抗体450 nm下吸光度值

Tab．1 The OD,,o of exopolysccharides antigen-antibody

表2上清液抗原一抗体450 mn下吸光度值

Tab．2 The ODmso of supernatant antigen-antibody

注：“一”表示未测。

以上数据显示小鼠免疫成功，产生了相应抗

体，且浓度较高。由于上清液抗原的免疫效果优于

胞外多糖的免疫效果，现以上清液OD。。。nm为纵坐

标，上清液抗原稀释倍数为横坐标，作折线图来确

定最佳抗原包被浓度。

----0---稀释20倍

---II--稀释40倍

+稀释80倍

2．5倍 5倍 10倍 20倍

抗原稀释倍数

图1 上清液抗拒原最佳稀释倍数

Fig．1 The best dilution times of supernatant antigen

所示抗原5倍稀释时，吸光度450 nm最大，特异

性抗体水平最高，故可确定上清液的最佳抗原包被浓

度为5倍稀释时的上清液抗原，即0．2 mg／mL。

2．2抗血清的效价

通过测定发现，在免疫的过程中，每隔2 d抗血

清的效价是逐步提高的，尤其是在强化免疫后，它
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的效价有显著的提高。由测定结果可知，当包被原

质量浓度为1．0弘g／mL时，抗血清效价达1．06×

104，抗体纯化后冻干粉的效价则达1．30×104。这

说明灰霉菌免疫原的制备是成功的，经纯化后测定

吸光值表明纯化后抗体的效价有所提高。

2．3抗血清的抑制率和灵敏度

用上清液抗原免疫小鼠后得到的抗体对灰霉

菌的敏感度为1．0 ng／mL，抑制中浓度IC；。为1．5

ng／ml，阴性孔的A阴平均值一2SD=1．142—2×

0．056=1．03，其灵敏度为1．0 ng／mL。

3 结 语

在免疫学检测中，抗原和抗体的制备是整个分

析方法中最为关键的技术，本实验中由于灰霉菌的

抗原的主要成分为多糖和蛋白质类物质，为大分子

化合物，本身就具有免疫原性，不需要再偶联大分

子化合物就可以作为免疫原来免疫动物了。本实

验中主要是通过灰霉菌抗原制备，免疫小鼠，使小

鼠产生多克隆抗体，最终可采用ELISA的检测方

法对葡萄中灰霉菌进行定量分析。实验通过间接

ELISA方法已经证实上清液抗原和胞外多糖抗原

可使小鼠产生抗体，并且对上清液抗原中的成分进

行分离鉴定，可为今后的ELISA法快速检测灰霉

菌提供一些参考依据。

由于试验条件所限，未能对从上清液中得到的

多糖抗原进行分离纯化，它的成分较为复杂，用它

作为抗原进行免疫，动物得到的抗体是针对免疫原

中所有的成分的。所以在检测时所用的包被抗原

不是用来免疫动物的多糖抗原，而是来自国家农产

品保鲜中心(天津)提供的经过分离纯化的灰霉菌

抗原，依此来增加ELISA反应的特异性。试验证

明，用多糖抗原制备抗体的路线是可行的。在下一

步的继续研究中，可以对得到的上清液多糖抗原进

行分离纯化，这样得到的抗体的纯度更高，也会使

得ELISA反应的特异性大大提高。
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