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北京地区设施草莓 8 种病毒的酶联免疫吸附测定检测 

王佳 1  崔高峰 2  祝宁 3  任俊达 1  尚巧霞*1 
1 北京农学院农业农村部华北都市农业重点实验室  北京  102206 

2 华南农业大学农学院  广东 广州  510640 

3 北京市昌平区农业技术推广站  北京  102200 

摘  要：【背景】病毒可以随同草莓无性繁殖材料传播扩散，导致产量和品质下降。选育无病毒种苗

是草莓病毒病防治的主要措施，高效、灵敏的检测技术可为草莓病毒病防治提供技术保障。【目的】

为明确 8 种能够侵染草莓的病毒在北京地区设施草莓上的发生情况，应用酶联免疫吸附测定

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay，ELISA)进行检测。【方法】将待检病毒的阳性对照样品分别

进行间接法和双抗夹心法(Double-Antibody Sandwich，DAS) ELISA 检测，以空白对照和阴性对照作

参照比较，确定应用 DAS-ELISA 检测体系结合田间症状对北京地区采集的草莓样品进行病毒检测，

并利用逆转录-聚合酶链式反应和序列测定方法对阳性样品进一步验证，确定检测结果的可靠性。【结

果】侵染北京地区设施草莓的病毒为草莓轻型黄边病毒 (Strawberry Mild Yellow Edge Virus，

SMYEV)。‘红颜’品种的病毒检出率为 8.1%，‘天香’品种的检出率为 2.7%，其他品种均未检出病毒。

【结论】研究结果为北京地区设施草莓病毒的检测以及草莓病毒病的科学防治提供理论依据。 

关键词：草莓病毒，双抗夹心酶联免疫吸附测定，逆转录-聚合酶链式反应，田间症状，病毒检测 
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Abstract: [Background] Viruses could be disseminated through asexual reproductive materials and 
severely affect the output and quality of strawberry. The production of virus-free seedling is one of the 
main methods to control strawberry viral diseases. Therefore, the efficient and sensitive detection of 
viruses is important for viral disease control. [Objective] To investigate the occurrence of eight important 
viruses commonly infect greenhouse strawberry in Beijing, the different strawberry plants collected from 
different districts were tested by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). [Methods] We established 
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a double-antibody sandwich ELISA (DAS-ELISA) method to detect eight viruses. Compared with the 
negative control, the positive control samples showed expected results in indirect ELISA and 
double-antibody sandwich ELISA (DAS-ELISA) analyses. Combined with the symptom observation in the 
field, DAS-ELISA was used to detect viruses in the greenhouse strawberry samples. Virus infected 
samples were further verified by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and sequence 
analysis. [Results] The results showed that only strawberry mild yellow edge virus (SMYEV) was 
detected in strawberry plants collected in Beijing. 8.1% of ‘Benihoppe’ and 2.7% of ‘Tianxiang’ cultivar 
plants tested could detect the infection by SMYEV, whereas there were no virus detected in other varieties. 
[Conclusion] This study presents important information and techniques for virus detection and strawberry 
viral disease management in Beijing area. 

Keywords: strawberry viruses, DAS-ELISA, RT-PCR, field symptoms, virus detection 

草莓是全球性广泛种植的重要经济作物，以栽

培种凤梨草莓(Fragaria ananassa Duch.)为主，具有

营养丰富、适应性广、结果早、生长周期短等优   

点[1-2]。近年来，草莓栽培在北京地区迅猛发展，以

其易繁殖、高效益的优势，成为观光采摘和设施果

品发展中的主导产业。草莓生产主要依靠匍匐茎进

行无性繁殖，虽可保持草莓品种的优良性状，但在

长期的无性繁殖过程中，容易受到病毒的侵染并在

体内不断积累，使草莓出现叶片黄化、畸形、植株

矮化等症状，造成产量减少、果实品质变劣，严重

时减产 30%−80%，而且危害逐年增加，影响规模

化生产需求[3-5]。 

目前已报道能够侵染草莓的病毒有 20 余种，

其中草莓轻型黄边病毒 (Strawberry Mild Yellow 

Edge Virus，SMYEV)在世界各地区广为分布，可造

成较为严重的危害，能应用血清学方法-酶联免疫吸

附(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay，ELISA)

进行测定[3-11]。大多数病毒只在局部地区发生，番

茄环斑病毒(Tomato Ringspot Virus，ToRSV)、烟草

条纹病毒(Tobacco Streak Virus，TSV)和草莓潜隐环

斑病毒(Strawberry Latent Ringspot Virus，SLRSV)

对美国草莓的危害最为严重，且在欧美地区普遍发

生[12-14]；番茄黑环病毒(Tomato Black Ring Virus，

TBRV)、树莓环斑病毒(Raspberry Ringspot Virus，

RpRSV)、烟草坏死病毒(Tobacco Necrosis Virus，

TNV)和 南芥菜花叶病毒 (Arabis Mosaic Virus，

ArMV)对欧洲的草莓产业构成威胁，降低果实的品

质和产量，TBRV 和 RpRSV 也是波兰和新西兰草

莓的检疫性病原[15-18]。ELISA 检测具有检测速度

快、灵敏度高、操作简单等优点，成本及工作量均

较少，适用于大量样品检测，但我国未见应用 ELISA

检测草莓样品中上述 8 种病毒的相关报道[4,19]。 

本文对 SMYEV、ArMV、RpRSV、ToRSV、

SLRSV、TBRV、TNV 和 TSV 等 8 种能够侵染草莓

的病毒进行 ELISA 检测，并利用 RT-PCR 对检测出

的病毒阳性样品进行鉴定和序列比对分析。通过比

较分析北京市不同地区和不同草莓品种受病毒的

侵染情况，明确以上 8 种病毒在北京地区设施草莓

上的发生情况，研究结果可以为进一步检测侵染草

莓的主要病毒种类提供依据，为该地区设施草莓病

毒病制订科学防治策略和草莓无毒化栽培提供理

论依据，保障草莓健康生产，从而促进草莓产业的

可持续发展。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

在北京市设施草莓栽培区进行草莓病毒病

害调查，采集 37 份具有典型病毒症状的草莓叶

片样品。 

1.2  主要试剂和仪器 

SMYEV、ArMV、RpRSV、ToRSV、SLRSV、

TBRV、TNV 和 TSV 抗血清、阳性对照及 96 孔酶

联板，AC Diagnostics 公司；辣根过氧化物酶羊抗

兔 IgG，北京博奥森生物技术有限公司；其他化学
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试剂均为国产分析纯；EASYspin 植物 RNA 快速提

取试剂盒、2×Taq PCR Mix，北京艾德莱生物科技

有限公司；dNTPs、5×M-MLV 逆转录反应缓冲液、

M-MLV 反转录酶、RNase 抑制剂，宝日医生物技

术(北京)有限公司；DEPC 水，生工生物工程(上海)

股份有限公司。 

酶标仪、PCR 仪和凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；

台式离心机，KUBOTA 公司；电泳仪，北京六一生

物科技有限公司。 

1.3  SMYEV 引物 

参照 Thompson 等设计的 SMYEV 特异性引物

YT1 (5′-CCGCTGCAGTTGTAGGGTA-3′) 和 Y2 

(5′-CATGGCACTCATTGGAGCTGGG-3′)[20]，由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.4  检测方法 

1.4.1  间接 ELISA  

参照尚巧霞等的间接 ELISA 方法对草莓叶片

样品进行检测[19]。将草莓叶片样品经液氮研磨后，

加 10 倍体积的包被缓冲液，4 °C、3 000 r/min 离心

5 min，取上清液加在酶联板上，37 °C 培养 3 h 后，

PBS-T 洗板。接着，加入稀释 1 000 倍的抗血清，

37 °C 培养 3 h，洗板。然后，加稀释 5 000 倍的酶

标羊抗兔 IgG 缓冲液，37 °C 培养 3 h，洗板。最

后，在酶联板中加入底物溶液室温培养 30 min 后，

采用酶标仪测定法测定 490 nm 下的紫外吸光度值

(OD490 值)，设空白、阴性和阳性对照，每份样品

重复 3 次取平均值，被测样品 OD490 值/阴性对照

OD490 值≥2 即判断为阳性反应[21]。 

1.4.2  DAS-ELISA  
参照史利雪等的 DAS-ELISA 方法对草莓叶片

样品进行检测[21]。取包被缓冲液与抗血清混匀，加

在酶联板上，37 °C 培养 3 h，PBS-T 洗板。接着，

将草莓叶片样品经液氮研磨后，加入 10 倍体积的

SB1 缓冲液，4 °C、3 000 r/min 离心 5 min，取上清

液加在酶联板上；在酶联板中分别加入待测样品、

阳性对照、阴性对照、空白对照(SB1 缓冲液)，37 °C

培养 3 h，洗板。然后，加入按 1:200 混合的 ECB1 

缓冲液和酶标抗体，37 °C 培养 3 h，洗板。最后，

加入 1 mg/mL 的 PNP 溶液室温培养 30 min 后，采

用酶标仪测定法测定 405 nm下的 OD405值，设空白、

阴性和阳性对照，每份样品重复 3 次取平均值，被

测样品 OD405 值/阴性对照 OD405 值≥2 即判断为阳性

反应，检测的阳性样品重复检测一次。 

1.4.3  RT-PCR 
参 照 陈 柳 等 的 方 法 从 DAS-ELISA 检 测 呈

SMYEV 阳性的草莓叶片样品中提取总 RNA，并进

行 RT-PCR 检测[22]。 

反转录体系：以 1.5 L 提取的总 RNA 为模板，

加入引物 Random Primer (9mer) (50 mol/L)和

Oligo (dT)18 Primer (50 mol/L)各 0.5 L，dNTPs  

(10 mmol/L) 2.0 L，DEPC 水补至 15.5 L。65 °C

水浴 5 min，冰浴 5 min。向体系中加入 5×M-MLV

逆转录反应缓冲液 4.0 L，M-MLV 反转录酶   

(100 U/L)和 RNase 抑制剂(40 U/L)各 0.5 L。42 °C 

1 h，70 °C 15 min。合成的 cDNA 于−20 °C 保存。 

PCR 反应体系：2×Taq PCR Mix 12.5 L，引物

YT1 (10 mmol/L)和 Y2 (10 mmol/L)各 1.0 L，cDNA

模板 2.0 L，DEPC 水补至 25.0 L。PCR 反应条件：

94 °C 2 min；94 °C 30 s，60 °C 40 s，72 °C 30 s，

共 35 个循环；72 °C 5 min。扩增产物经 1%琼脂糖

凝胶电泳检测。 

1.4.4  序列测定与分析 

将目的条带明亮的 RT-PCR 扩增产物回收后，

送交生工生物工程(上海)股份有限公司进行序列测

定。测序结果在 NCBI 上与国内外已报道的 SMYEV

序列进行一致性比对，使用 MEGA 7.0 软件的邻  

接 法 (Neighbor-Joining Method) 构 建 系 统 进 化 发  

育树[23]。 

1.5  病毒检出率计算 

统计检测样品中各种病毒的阳性样品数，并计

算病毒检出率。 

病 毒 检 出 率 = 阳 性 样 品 数 / 总 检 测 样 品 数 × 

100%[24]。 



王佳等: 北京地区设施草莓 8 种病毒的酶联免疫吸附测定检测 1051 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2  结果与分析 

2.1  ELISA 检测体系的确定 

应用每种待检病毒的阳性对照样品分别进行

间接 ELISA 和 DAS-ELISA 的检测，并以空白对照

和阴性对照作参照比较。采用间接 ELISA 检测病毒

时，阴性对照和空白对照均有不同程度的显色，与

阳性对照相比差异不显著，导致检测结果难以确

定。然而 DAS-ELISA 中的阳性对照显色明显，与

阴性对照相比具有显著差异，在本研究中确定应用

DAS-ELISA 进行草莓叶片样品中 8 种病毒的检测。 

2.2  DAS-ELISA 检测结果 

对 37 株供试草莓叶片进行 DAS-ELISA 检测，

其中 4 份样品检测出 SMYEV (表 1，其他样品检测

数据未提供)，分别是采集于昌平、平谷和房山的‘红

颜’以及海淀的‘天香’草莓品种。 

所有样品的主要信息和检测结果见表 2。根据

检测结果可知，在待检的 8 种病毒中北京地区设施

草莓仅受 SMYEV 的危害，病毒阳性样品的检出率

为 10.8%，而 SLRSV、ArMV、ToRSV、RpRSV、

TBRV、TNV 和 TSV 均未检出。 

2.3  RT-PCR 检测结果 

利用 SMYEV 的特异性引物 YT1/Y2 对经

DAS-ELISA 检测为阳性的样品进行 RT-PCR 检测，

结果显示，从这些样品中均能 PCR 扩增出 851 bp

片段，与预期目的片段大小一致。PCR 扩增的目的

片段包含完整的外壳蛋白(Coat Protein，CP)基因及

该基因两端的部分非编码区基因序列[22]。 

利用 DNAMAN、Clustal 1.81 和 MEGA 7.0 将

获得的 SMYEV 北京草莓分离物部分序列和不同国

家或地区分离物的 cp 基因核苷酸序列进行分析比

较(表 3)，并用 Neighbor-Joining 法构建系统发育树

进行分析(图 1)[22,25]。结果显示，获得的北京分离物

Smyev4 (GenBank 登录号为 MT126786)的部分序列

与 中 国 沈 阳 分 离 物 sy04 (GenBank 登 录 号 为

EU107086.1)序列的一致性为 97.99%，且亲缘关系

较近，归属于同一组群。 

2.4  草莓病毒病典型症状 

对北京地区种植的草莓植株进行田间调查，并

经 DAS-ELISA 和 RT-PCR 检测表明，SMYEV 侵染

的草莓植株表现出不同程度的花叶症状，主要为叶

片黄化(图 2B)、叶缘变黄(图 2C、2D)和镶脉(图 2D)

等症状。 

2.5  不同地区的病毒检测结果比较 

通过调查昌平、密云、怀柔、平谷、房山、顺

义和海淀共 7 个区县种植的草莓样品，结果表明，

SMYEV 对昌平、平谷、房山和海淀的草莓植株造

成危害，病毒检出率均为 2.7%，而怀柔、密云和顺

义的草莓植株中未检出病毒(表 2)。 

 
表 1  草莓病毒阳性样品的 DAS-ELISA 检测 OD405值 
Table 1  OD405 value of virus infected strawberry samples by DAS-ELISA 

采集地点 

Collecting place 

品种 

Cultivar 

OD405 值 

OD405 value 

阴性对照 

Negative control 

阳性对照 

Positive control 

空白对照 

Blank control 

昌平 

Changping 

红颜 

Benihoppe 

0.290 0.091 1.104 0.000 

平谷 

Pinggu 

红颜 

Benihoppe 

0.361 0.146 1.369 0.000 

房山 

Fangshan 

红颜 

Benihoppe 

0.402 0.146 1.369 0.000 

海淀 

Haidian 

天香 

Tianxiang 

0.439 0.146 1.369 0.000 

注：表中数值为酶标仪波长 405 nm 处所测 OD405 值的平均值。酶标仪的阈值为 0.000−3.500 
Note: The values in the table are the average OD405 values measured at the wavelength of 405 nm of the enzyme scale. The threshold value of 
the enzyme scale was 0.000−3.500 
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表 2  北京地区设施草莓 8 种病毒的 DAS-ELISA 检测 
Table 2  Results of eight viruses detection in greenhouse strawberry plants in Beijing by DAS-ELISA 

序号 

No. 

采集地点 

Collecting place 

品种 

Cultivar 

样品数 

Sample number

SMYEV SLRSV ArMV ToRSV RpRSV TBRV TNV TSV 

1 昌平 

Changping 

红颜 

Benihoppe 

6 1 − − − − − − − 

2 梨木 

Limu 

1 − − − − − − − − 

3 天皇御用 

Tochiotome 

1 − − − − − − − − 

4 甜查理 

Sweet Charlie 

1 − − − − − − − − 

5 章姬 

Akihime 

3 − − − − − − − − 

6 房山 

Fangshan 

红颜 

Benihoppe 

1 1 − − − − − − − 

7 甜查理 

Sweet Charlie 

1 − − − − − − − − 

8 章姬 

Akihime 

1 − − − − − − − − 

9 海淀 

Haidian 

红颜 

Benihoppe 

4 − − − − − − − − 

10 天香 

Tianxiang 

3 1 − − − − − − − 

11 燕香 

Yanxiang 

1 − − − − − − − − 

12 章姬 

Akihime 

3 − − − − − − − − 

13 怀柔 

Huairou 

红颜 

Benihoppe 

1 − − − − − − − − 

14 密云 

Miyun 

红颜 

Benihoppe 

1 − − − − − − − − 

15 甜查理 

Sweet Charlie 

1 − − − − − − − − 

16 章姬 

Akihime 

1 − − − − − − − − 

17 平谷 

Pinggu 

红颜 

Benihoppe 

1 1 − − − − − − − 

18 甜查理 

Sweet Charlie 

1 − − − − − − − − 

19 顺义 

Shunyi 

红颜 

Benihoppe 

3 − − − − − − − − 

20 童子一号 

Tongzi No.1 

1 − − − − − − − − 

21 伊利美女 

Yilimeinv 

1 − − − − − − − − 

总计 

Total 

37 4 0 0 0 0 0 0 0 

注：−：草莓样品中未检测到病毒 
Note: −: There were no virus detected in strawberry samples 
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表 3  来源于不同国家或地区的 SMYEV 不同分离物序列信息 
Table 3  Gene sequence of SMYEV isolates from different countries or areas 

序号 

No. 

分离物名称 

Name of isolate 

GenBank  
Accession number 

长度 

Length (bp) 

国家 

Country 

参考文献 

References 
1 Smyev4 MT126786 851 中国北京 

Beijing, China 

本研究 

This study 
2 Sy04 EU107086.1 878 中国沈阳 

Shenyang, China 

[25] 

3 Sy02 EU107084.1 878 中国沈阳 

Shenyang, China 

[25] 

4 KNS1 EU284709.1 729 韩国 

Korea 

未发表 

Not available 
5 D74 AJ577359.1 5 970 德国 

Germany 

未发表 

Not available 
6 9Redland AJ577345.1 878 澳大利亚 

Australia 

未发表 

Not available 
7 7CH AJ577343.1 878 智利 

Chile 

未发表 

Not available 
8 10CH AJ577346.1 878 智利 

Chile 

未发表 

Not available 
9 MY-18 D12515.1 854 德国 

Germany 

未发表 

Not available 
10 5CH AJ577341.1 878 智利 

Chile 

未发表 

Not available 

 
 

 
 
 

图 1  SMYEV 不同国家或地区分离物 cp 基因核苷酸序列的系统进化树 
Figure 1  Phylogenetic tree of SMYEV isolates from different countries or areas based on the available coat protein gene 
nucleotide sequences 

注：括号内的序号为序列的 GenBank 登录号；进化树中分支点上的数字为 Bootstrap 检验的支持百分率；标尺表示 2%的序列进化

差异 
Note: GenBank accession number are shown in the parentheses. Values on branches indicate percentage of support out of 1 000 bootstrap 
replications. The numbers in each branch point denote the percentages supported by bootstrap. The scale bar presents 2% sequence variance 
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图 2  田间草莓植株感染 SMYEV 的症状 
Figure 2  Symptoms of SMYEV infected strawberry plants in the field 

注：A：健康叶片；B：房山‘红颜’叶片黄化；C：海淀‘天香’叶缘变黄；D：昌平‘红颜’叶缘变黄、镶脉 
Note: A: Healthy leaves; B: Leaf yellowing on Benihoppe in Fangshan; C: Yellowing of leaf margin on Tianxiang in Haidian; D: Yellowing 
of leaf margin and vein banding on Benihoppe in Changping 
 

2.6  不同品种的病毒检测结果比较 

调查了‘红颜’ ‘天香’ ‘甜查理’ ‘童子一号’ ‘燕

香’ ‘伊利美女’ ‘章姬’ ‘梨木’和‘天皇御用’共 9 个草

莓品种，结果显示，不同草莓品种受病毒侵染程度

也存在差异，‘红颜’的病毒检出率为 8.1%，‘天香’

的检出率为 2.7%，‘甜查理’ ‘童子一号’ ‘燕香’ ‘伊利

美女’ ‘章姬’ ‘梨木’和‘天皇御用’等品种未检出病毒

(表 2)。 

3  讨论与结论 

ELISA 是植物病毒检测中最常用的方法之一，

该方法是以酶催化的颜色反应来指示植物病毒中

抗原抗体的结合[26-27]。因其具有特异性强、准确、

简便、直观及高灵敏度等的优点，主要用于快速测

定植物病毒病的发生及其在田间的分布情况[1,19,28]。 

比较了 SMYEV、ArMV、RpRSV、ToRSV、

SLRSV、TBRV、TNV 和 TSV 共 8 种病毒的间接

ELISA 和 DAS-ELISA 检测方法。采用间接 ELISA

检测时，洗涤次数较少、操作步骤简洁，但加样量

多、处理时间长，反应结束后阳性对照、阴性对照

和空白对照均有不同程度的显色，影响检测标准的

确立和检测结果的准确性。DAS-ELISA 中的阳性对

照与阴性对照颜色差异显著，可进行重复试验。

DAS-ELISA 具有检测时间短、可重复、更高的灵

敏度和准确性等优点，适用于检测本研究中的草莓

病毒。 

对北京 7 个区县共 9 个品种的草莓样品进行

DAS-ELISA 检 测 ， 并 对 阳 性 样 品 进 一 步 进 行

RT-PCR 鉴定。结果表明，对于本文检测的 8 种病

毒，北京地区设施草莓上仅检测到 SMYEV，而其

他 7 种病毒均未检出。田间感染 SMYEV 的草莓植

株表现出叶片黄化、叶缘变黄和镶脉等多种症状，

可能是由其他未检测的病毒与 SMYEV 复合侵染导

致，也可能是由水肥、药害、机械损伤等非病毒因

素危害造成，SMYEV 引起的草莓植株典型症状有

待于进一步研究[7]。 

采自昌平、平谷、房山和海淀的草莓植株均检

出病毒，但密云、怀柔和顺义草莓植株未检出。在

不同草莓品种的病毒检测中，‘红颜’的带毒率最高。

这可能与‘红颜’种植年限长有关[2]，也可能由于不

同地区草莓品种检测的种类和数量不同导致。今后

应增加待测样品的种类和数量，进一步明确不同地

区不同品种草莓植株上病毒的发生危害情况。 

利用 ELISA 检测植物病毒时易出现假阳性反

应或是很难准确检测较低含量的病毒，因此 ELISA

检测结果只能进行初步的判断，还需通过电镜观

察、分子生物学等病毒检测方法对检测结果进一步

验证[19,29-31]。此外，ELISA 存在一定的局限性，至

今多数草莓病毒不能应用该法检测，主要是未研制

出能用于稳定检测病毒的抗血清，如 SCV 的多克

隆抗体只能检测毛酸浆(Physalis pubescens)中的病

毒，不能用于检测草莓中的 SCV[1,32]。目前，RT-PCR

等分子生物学手段广泛用于草莓病毒的检测，与

ELISA 相比能检测更多的病毒种类，检测结果也更

加准确、可靠，但是需要特殊的检测仪器和试剂，

导致检测成本和技术难度较高，很难在基层技术部

门推广应用[7,33]。因此，ELISA 仍可广泛用于草莓
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病毒的初步检测和田间检测，再结合分子生物学

检测方法对其结果进行验证，能够提高检测效率

以及检测结果的准确性和可靠性，为草莓病毒病

的防治提供理论依据，为实现草莓栽培的高产和

优产奠定基础，为北京地区草莓产业的可持续发

展保驾护航。 
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