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三
、

病毒的脱除与检测

(一 )病毒脱除技术

苹果病毒的脱除
,

通常采用热处理脱毒和茎尖培养

月兑毒等两种方法
。

1
.

热处理脱毒
:

据 研究
,

苹果树在 37 士 1℃的温度

下
,

生长 1 个月左右的时间
,

生产出的新梢
,

其顶端一般

是无毒的
。

所以用热处理方法
,

可获得 无病毒材料
。

供作热 处理的材料
,

在前一年生长季中养好
。

即 4

月底至 5 月初
.

将苹果实生砧的 1 年生苗
,

栽植干 上径

15 厘米
、

下径 13 厘米
、

高 20 厘米的花盆中
。

使生长到 8

月中下旬
,

从果园中 (从未发生过锈果病
、

花叶病
、

绿皱

果病的园片 )剪除 1 年生枝条
,

作为热处理的接穗
,

芽接

在花盆中的实生砧上
,

每株接 3一 4 芽
,

成活后
,

于 n 月

中旬置于 温度为 5 一 7 度条件下越冬
。

翌年 2 月中下旬

转移至温室内
.

剪砧促使接芽萌发
。

温室内的温度
,

昼间

宜维持在 19 一 30 (
,

夜间 1 2一 1 6 (
一 。

当每个接芽生长有

3 ~ 5 张叶片时
,

即可将花盆移入恒温器中
,

在 37 士 1 ℃

的温度下处理 28 夭左右
。

供作热处理的苹果材料
.

也可

以先将 1 年生实生砧苗栽植在花盆内
.

翌年 2 月中下旬

移入温室后
,

再劈接上带有 3 一 4 个饱满的接穗
,

然后
,

进行热处理脱毒
。

应用热处理的方法
.

可以使大部分苹

果病毒钝化
,

从而获得无病毒苗木
。

但苹果茎沟病毒和

司派 227 衰弱病毒
.

却难 用热处理钝化
,

可以 借助茎尖

培养的方法
,

进一步脱毒
。

2
.

茎尖培养脱毒
,

感染病毒的植株
,

其不同部位的

病毒浓度有相当大的差异
。

种子
、

根尖和茎尖生长点附

近的分生组织
,

一般不含有病毒
。

这些不含病毒的部位
,

对获得无病毒材料具有重要的意义
。

但是
,

茎生长点附

近不含病毒的部分是极小的
,

一般不超过 0
.

1一 1 毫米
,

难子用常规方法繁殖
、

利用
。

这就需要借助茎尖培养的

方法
,

来获得无病毒材料
。

茎尖培养的具体方法
,

可参第

九章的有关内容
.

(二 )病毒检测方法

检测
,

是研究和确认苹果病毒病害
,

尤其潜隐性病

毒病害
,

确认和获得无病毒材料的主要技术环节
。

常用

检测方法
,

包括指 示 植物检 测法
、

酶 联吸 附免疫法

( E il s a
)

、

免疫扩散法
,

和特异性核酸 ( ds R N A )分析法等
。

1
.

木本指示植物芽接法
:

国际上用于检测苹果病毒

的木本指示植物
,

主要有维琴尼亚小苹果 ( vi gr iin
a c ar b

k 一 6 )
、

苏俄苹果 ( R
; 2 , : 。一 7A )

、

司派 2 2 7 ( S p y 2 2 7 )
、

兰蓬

王 ( L o r a d L
a
m b o t : r n e

)
、

大果海棠 ( M
.

p l
a t y e a r p a

)
、

杂种

( P y r o n ia vi t e h ii )
、

伏花皮 (G r a v e n s r e in )
、

红 鲍斯考

普 (R ed OB sk
o o p )

,

以及金冠等
。

各种木本指示植物适宜

检测的苹果病毒病害
,

如表 13 所示
。

应用木本指示植物

检测苹果潜隐性病毒时
,

可以采取 以下 3 种嫁接方法
:

直接在指示植物上芽接
:

先将指示植物扦插
.

或嫁接在

实生砧木上
,

大量繁殖幼苗以备使用
。

然后
,

在指示植物

茎部
,

距地面 10 厘米处
,

嫁接 1 个被检测树的芽子
,

或

一块树皮
。

成活后
,

剪除指示植物的茎干
,

仅留 2一 3 个

芽子
,

使其重新长出旺盛枝叶
,

以观察症状反应
。

每株被

检测树
,

应嫁接 3 ~ 5 株苗木
。

二重芽接
:

先将指示植物

的芽子
.

嫁接到实生砧基部
,

距地面 10 厘米处
,

然后
,

将

被检测树的芽子
,

嫁接在指示植物芽的下方
,

两芽相距 2

一 3 厘米
。

成活后
,

将指示植物接芽以上的砧干剪除
,

控

制被检芽的生长 (图 2 )
。

在嫁接后第二年的生长季节
.

观

察指示植物的症状反应
。

二重切接
;

萌芽前
,

将各有 2 个

芽子的指示植物接穗和被检测树的接穗
,

同时切接在实
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生苗上
。

指示植物嫁接部位在上
,

被检测树接称在下 (图

3)
.

为提高嫁接成活率
,

可将接芽套上 1 个塑料管
,

以利

保温
、

保湿
.

采用以上 3 种嫁接方法
,

通过木本指示植

物
,

可以把当前已知的苹果潜隐性病毒
.

全部检测出来
.

但是
,

应用这种方法检测
,

厉时较长
,

一般需经 5 年左右

的时间
。

2
.

酶联吸附免疫法 ( lE ias ) :

这是一种应用抗体与抗

原 (病毒 )相互作用
,

快速测定病毒颜色的定量方法
.

这

种方法灵敏度很高
,

非常便于对大批待检测材料的检

测
.

衰 13 检测苹果潜隐性病密的木本指示植物及容生症状

木木本指示植物物 病毒种类类 主要症状状 检侧方法
***

准准琴尼亚小苹果果 茎痉病毒毒 芽 凹 陷 斑斑 1或 222

茎茎茎沟病毒毒 茎沟
,

芽苞苞苞
扁扁扁扁平平平

苏苏俄苹果果 褪 绿 叶斑斑 褪绿叶斑
,,

1 或 222

病病病毒毒 茎凹陷陷陷

司司派 2 2 777 司 派 2 2 777 内皮坏死
,,

222

衰衰衰退病毒毒 叶卷曲
,

衰衰衰
弱弱弱弱

、

茎凹 陷陷陷

斑斑斑斑斑斑

大大苹海常常 大 苹海 棠棠 鳞皮皮 222

鳞鳞鳞皮病毒毒 萎缩缩缩
大大大果 海 棠棠 线纹斑斑斑
姜姜姜缩病毒毒毒毒
褪褪褪 绿叶 斑斑斑斑
病病病毒毒毒毒

杂杂种 斌
’ 产产

褪绿 叶 斑斑 褪绿叶斑
,,

222

病病病毒毒 线纹斑
,

矮矮矮

化化化化化化

兰兰蓬王
. ’’

软枝病毒毒 软枝枝 333

扁扁扁枝病毒毒 扁技技技

伏伏花皮皮 扁枝病毒毒 扁枝枝 333

* 检侧方法
:
1 在温室 内芽接或汁液接 种

,

需历时 2 个月 ;

2
.

二重芽接或二重切接
。

需历时 2 ~ 3 年
; 3

.

在结果树上高接
,

需

历时 3 ~ 5 年
。

* * 兰蓬王也能检测苹果小果病毒

应用酶联吸附免疫法检测苹果病时
,

首先必须获得

大量提纯的病毒
,

才能够制作出抗血清
。

为此
,

要选择供

增殖病毒用的草本植物
。

苹果病毒分布干树体的各个部

位
,

与草本植物相比
,

其病毒粒体的浓度是较低的
.

当将

苹果叶片磨碎以大量提取病毒时
,

常常含有使病毒粒体

不活化的物质
.

因此
.

用苹果叶片提纯病毒是非常困难

的
。

如将苹果病毒移植到草本植物上
,

就可以从草本植

物直接提取病毒
。

通常
,

用作增殖苹果褪绿叶斑病毒的

草本植物是昆诺蔡
,

供增殖苹果茎沟病毒的草本植物是

心叶烟
。

当这些接种后的草本植物体内
.

病毒粒体达到

最高浓度时
,

即可采集病叶在磷酸缓冲液中磨碎
。

为了

防止病毒粒体钝化
,

要除去未破损的叶绿体
;

并加用多

种化学药品
,

使汁液澄清
。

然后
,

将获得的草本植物研磨

汁液
,

先在低速离心机中离心
,

使细胞壁和纤维素等大

4 4 (总 I D I ) N o r t h e r n H o r t ie u lu t r e

的细胞成分沉淀
。

将含有病毒粒体的上清液
,

在 3。 。 00

转 /分以上的超高速离心机中分离
,

使病毒粒体沉淀
。

将

含有病毒粒体的悬浊液
,

再在低速离心机中分离
,

将杂

质除去
。

获得的上清液
,

再一次在超高速离心机 中分离
。

如此反复进行多次
。

就可以得到纯化的病毒粒体聚集物

(图 4 )
.

把纯化后的病毒粒体 (抗原 )
,

少量多次地注射到

兔子的血管中 (图 5 )
.

这时
,

免子的血液中就会产生相应

的抗体
。

最后
,

采集兔子血液
,

将血清与血浆分开
,

抗体

即存在于血清之中
。

再采取一些化学处理
。

就可以精制

出杭体的主要成分一
r 一球蛋 日 (蛋白质的一种 )

。

因为

苹果病毒具有专化性
,

所以
,

不同种类的病毒只能制备

专有的杭血清 ,而该种抗血清
,

也只能检测这种特定的

病毒
.

目前
,

荷兰可以应用酶联免疫法检测 5 种苹果病

毒
,

即苹果褪绿叶斑病毒
、

苹果花叶病毒
、

苹果茎沟病

毒
、

阿拉伯 花叶病 毒 ( A M V )
,

以 及番 茄环 斑病 毒

( T R S V )等
.

中国农业科学院果树研究所已经成功地采

用这项技术
,

应用于苹果褪绿叶斑病毒和苹果茎沟病毒

的检测
.

酶联免疫法检测病毒的基本原理是
,

将抗体注

入平底凹穴内
,

就会被吸附在穴壁上
。

冲洗后
,

向其内注

入待检测的病毒液
.

若待检测液中含有能与抗体反应的

病毒粒体
,

就会发生肉眼看不到的反应
。

再冲洗后
,

注入

酶标记抗体
,

使与抗体结合的病毒粒体
,

再与酶标记抗

体结合
。

两个抗体就象夹心面包一样
,

把病毒粒体夹在

当中
.

最后
,

注入能因标记酶的存在
,

而呈现黄色的酶基

质
,

即可检测病毒的存在与否 (图 6 )
。

荷兰应用酶联免疫

法检测苹果病毒的具体过程的方法
,

图示于图 7
。

据日本

的经验
,

应用酶联免疫法检测果树病毒
,

抗血清和待检

测液的用量均少
,

一般 1 克叶片足够使用
,

凹径 5 毫米
,

探 3毫米的平底凹穴皿
,

可同时检测几十种病毒
。

3
.

免疫扩散法
:

这种方法
,

是基干抗原与杭体相互

作用
,

会产生复合物沉淀的特性
,

利用琼脂凝胶使抗原
、

抗体相互扩散
,

即会出现明显的沉淀线
,

也是一种快速

检测病毒的新技术
。

抗体的制作方法
,

与酶联免疫法相

同
.

应用免疫扩散法检测苹果病毒时
,

常用以下 3 种方

法
:

一是
,

试管重叠法
。

具体方法是
.

用 毛细管将抗血清

注入直径小于 2 毫米的毛细试管中
,

再将待检测液 (抗

原 )缓慢注入毛细管上部
。

因为抗血清的粘性比待检测

液高
,

当将待检测液缓缓注入时
,

二者不会相互掺杂
,

从

而形成一层层状物
。

静置些时
,

如果待检测液中含有病

毒粒体
,

就会在界面线 处出现白色沉淀物 ( 图 8)
。

如将抗

血清稀释为若干不同的倍数
,

到稀释到 不能与抗原发生

凝聚反应时
,

还可以判断出病毒的浓度
。

二是
,

凝胶凝聚

反应法
。

具体方法是
:

将凝胶放在塑料盘中
,

厚约 0
.

5 厘

米
,

其中打上几个洞
。

盘中央放入抗血清 A
,

其周围的几
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图 11 A PM Y 寄主与核酸混

合物的 u v 吸收曲线

1
.

烟草无毒株
;

2
.

烟草感毒株
;

3
.

苹果无毒株
,

4
.

苹果感毒株
。

}

挤箕)
-

习
…
。

图 7 . 联免皮法检测过程图示

1
.

将抗血清注入平皿凹穴中
. 2

.

抗血清粘附凹穴底部和壁上
; .3 漂洗之后

; 4
.

待检测液注入凹穴中
; 5

.

病毒颗粒吸

附到抗体上
. 6

.

再次漂洗之后 : 7
.

注入标记酶
. 8

.

标记醉枯附到凹穴底部和壁上
; .9 再 次漂 洗之后

; 10
.

P N P F 注入

凹穴中 ; 11
.

PN p F 薄膜显现黄色
、 12

.

光度计测定
; 13

.

待检测植株含有病毒
; 14

.

待检测植株不含病毒
; 巧

.

抗血清
;

16
.

病毒顺拉
; 17

.

标记酶
; 18

.

对硝基苯酚磷酸盐 ( P N P F ) ; 19
.

标记酶本身不能吸附
,

被冲洗掉 ;

20
.

未出现 PN P F

薄膜
; 21

.

无黄色出现
。
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个洞 内
,

注入待检测液
。

若待检测液内含有病毒粒体
,

其

汁液通过凝胶扩散与 A 接触
,

就会出现白线 (图 9)
.

应

用这种方法时
,

抗血清与待测检液间的距离
,

依病毒的

浓度而定
:

病毒浓度高
,

距离可远
;

病毒浓度低
,

距离要

近
.

三是
,

载玻片法
。

具体方法是
,

将琼脂涂布在载玻片

上
,

一侧放置浸透伉血清的滤纸
,

另一侧放置待检测的

圆形滤纸 (图 10)
。

然后
,

以白色沉淀线的有无
,

来确定检

测结果
。

4
.

特异性核酸 (ds R N A )检测法
:

前 已述及
,

病毒粒

体是由病毒核酸 ( D N A 或 R N A )和结构蛋白质亚单位

的整齐复合物所组成
.

而类病毒在寄主细胞中
,

则是以

裸露的 R N A 形态存在的
。

病毒复制过程是以单链 R N A

(
s s R N A )为模板

,

合成双链 R N A ( d s R N A ) 的
。

d s R N A

也叫作复制型 R N A
,

简称 R F
。

ds R N A 对 R N A 氧化酶

具有抗性
,

大小是 R N A 的 2 倍
。

因此
.

只要果树感染病

毒和类病毒
,

树体内就会有 ds R N A 存在
.

未受病毒或类

病毒侵染的植株
,

体内就没有这种高分子量 ds R N A 的

同源片断
。

籍此
,

可以通过凝胶电泳分析
,

检测 ds R N A

的数目和大小
,

确定待检测病毒的类群
。

ds R N A 检测

法
,

具有快速
、

灵敏
、

简便等优点
,

既可有效地检 测 已知

和未知的病毒
,

又不受寄主和组织的影响
,

同样可 以检

测类病毒
。

一个操作熟练的技术人员
,

48 小时内就可以

完成整个检 #lJ 过程
.

每周可检测约 100 个样品
。

ds R N A

检测法 自 1 9 7 6 年首次应用干检测植物病毒以来
,

已对

2。 余种果树病毒进行了检测
。

ds R N A 检测法
,

主要有以

下 3 个步骤
:

一是
,

提取 ds RN A
。

先选取新鲜组织样品

10 一 4。 克 (柱分析法 )
.

或 0
.

1~ 。
.

5 克 (微量法 )
,

研成粉

末后
,

分别转移到 已冷冻的 50 一 2 50 毫升离心瓶中 (柱

分析法 )
,

或 3 毫升离心瓶中 (微量法 )
。

然后
,

立即加入 1

一 5 倍体积的双 强 S T E (单强 = 0
.

I N a C I
,

0
.

o 5M rT is

H C I
, ,

IM E D T A
,

P H 7
.

0 )
,

0
.

1一 0
.

5% 的 2 一琉基乙醇
,

。
.

5 奄克 /毫升碎皂土 (或 1%P V P )进行提取
。

俊组织一

融解
,

即加入等体积的 S T E 饱和苯酚 (用 N H
;O H 调整

P H 至 7
.

。 )
.

和 。
.

5 倍体积的抓仿一异戊醉混合液 ( 24 1/

一 V / V )
.

进行泥浆提取
。

在冰块上振荡半小时
,

悬浮液

采用离心澄清
.

将水相调整后
,

使含乙醇 15 一 18 % ( V /

V )
。

二是
,

分离和浓缩 ds R N A
。

即可采用标准柱法
,

也可

应用微量法
。

采用标准柱法时
,

可取提取液的上清液
,

在

C F 一 1 1 纤维柱上纯化
。

层析柱含 C F 一 n 纤维素 2
.

5

克
,

载有溶于 含巧 一 18 % 乙醉的单强 S T E 20 一 40 毫升

样品
。

用 8。一 1 2。毫升含 15 一 18 % 乙醇的单强 S T E 冲

洗该柱
。

用 14 毫升单强 S T E
,

从柱上洗脱 ds R N A
。

在样

品中加 入 乙醇 和 醋酸钠
,

使其浓度分别达到 67 % 和

s o m M
,

从而使 ds R N A 浓缩沉淀
,

最后在 一 2 0
一

C贮存 4

4 6 ( 兑 10 1 ) N o r t h e r n H o r t ie u l
u t r e

小时以上
.

应用微量法时
,

要将含 巧一 18 肠乙醇的单强

S T E 平衡的 o5 毫克 C F 一 11 纤维素
,

转移到 1
.

5 毫升微

离心管中
。

然后
,

向管中加入由 0
.

1一 0
.

5 克组织制成的

上清液
.

将微离心管在冰块上振荡 3 次
,

每次振荡 5 分

钟
.

使 ds R N A 更好地吸附到纤维素上
。

然后
.

离心集结

纤维素一 ds R N A 复合物
.

分次向离心管中加人含 15 一

18%乙醉的 ST E
,

每次 。
.

1 毫升
,

振荡离心
,

移注上清

液
,

如此反复冲洗 3 一 4 次
。

最后一次冲洗后
.

加入 0
.

5

毫升单强 S T E
,

到纤维素吸移管中冲洗 ds R N A
,

使 ds R
-

N A 与纤维素分离
。

振荡
,

离心和转移含有 ds R N A 的上

清液
,

至第二个微离心管中
,

ds R N A 在 乙醉中沉淀浓缩

方法
,

与标准柱法相同
。

三是
,

检测 ds R N A (凝胶电泳分

析 )
。

用含 2 0 %甘油的电泳缓冲液 ( 4 o m M T r is
,

Zo m M 醋

酸钠
,

10 m M E D T A
,

P H 7
.

8)
,

再次悬浮已离心的乙醇沉

淀
。

然后
,

将样品用于电泳
。

ds R N A 在 6 一 8 %的聚丙烯

酞胺凝胶板 (0
.

8 毫米 入 8 厘米 大 10 厘米 )上分析
。

在常

温下
,
3 0 毫安 (m A )

、

1 0 0 伏 (V )电泳 2一 4 小时
。

凝胶用

1。 一 5 0 毫克 /升的澳化乙咤溶液染色 10 分钟 (也可用

A g H O 。
染色 )

,

在水中脱色
。

电泳前
,

要注意 以下 3 个问题
:

第一
,

用 已 知 R N A

分子童的病毒
,

作为检测分子量的标记
;
第二

,

用健壮植

株材料作对照
;
第三

,

将样品用 10 微克 /毫升脱氧核糖

核酸酶工
,

或核搪核酸酶处理
,

降解 R N A 和 ss R N A 等

污染物
.

我国应用这种方法
,

在苹果花叶病毒的检测方

面
·

,

取得了初步结果
.

张洪胜等 ( 1 9 89) 以感染苹果花叶

病毒的金冠叶片为试材
,

对 A PM V 的 ds R N A 进行提

取
,

经冰冻高速离心
,

E
.

M
.

K 纤维素柱层析及核酸链酶

降解
,

获得纯净的病毒特异性双链核糖核酸液
。

经紫外

分光检测看出
,

病株在 26 0n m 处有一明显吸收峰
,

而无

毒对照未出现吸收峰 (图 1 1 )
。

(待续 )

小
一

资
一

料

安徽涌现 147 个亿元镇 安撰 省 农村集镇 目

前已发展到 2 4 9 8 个
,

建制镇 754 个
,

其 中年 国 民生产总

值超过 1 亿元 的镇达 147 个
。
3 0 0 0 多个农村集贸市场和

各类专 业 市场 也在小城镇中诞生
。

贵州有 17 个亿

元乡镇 责州省农村亿元 乡镇从无到 有
, 一

如今 已
“

冒
”

出了 1 7 个亿元 乡镇
。

农业 产值比重小
,

扑农业 产值比重

大
,

是贵州这 17 个 亿元 乡镇的 显 著特点
。

目前责州省正

在加 紧建设 10 0 个 亿元 乡镇企 业 小 区
。

温州有 72

个亿元镇 浙江省温 州市 已有 72 个 镇的总产值超 亿

元
,

其中工农业总产值超 10 亿元的镇达 n 个
。


