
大蒜茎尖培养脱毒效果

2 0℃
,

光照时间 12 h
,

光照强度 300 OL
u x 的培养室内培

养
。

试验结果
:

培养前后供试材料的病毒检测结果如

表 1
.

可见
,

由指示植物黎判断的脱毒率为 10 0 %
,

由

蚕豆判断的脱毒率为 90 %
,

由 D BI A 检测的脱 G M V

率为 70 %
,

脱 O Y D V 率为 60 %
。

茎尖培养前后 G M V ( O YD V ) 的检测结果表

亲雨 时 亲非 时 崔喜波

在大蒜的栽培生产过程中
,

由于长期进行无性繁

殖
,

感染病毒后便世代相传
,

越发严重
.

据报导
,

己侵

染我国大蒜的病毒有九种之多
,

其中影响较大的主要

有大蒜花叶病毒 ( G M V ) 和洋葱黄矮病毒 ( O Y D V )
,

近年来
,

一些单位多采用茎尖培养来减轻或避免各种

病毒造成的损失
,

但对其效果研究甚少
,

原因关键在于

病毒的检测复杂
。

材料与方法
:

从当年收获的阿城大蒜中随机抽取

1 0 个叶球
,

分别编号
,

对贮藏叶进行病毒检测
,

同时

摘取茎尖进行培养
,

四个月后取培养长出的叶片再进

行病毒检测
。

1
.

病毒检测方法
:

( 1) 指示植物检测
:

取

贮藏叶 (或培养长出的叶 )约 1克
,

加入 10 倍的 P H 7
.

O

的磷酸缓冲液在研钵中研碎
,

制成病毒汁液
,

再将 5 00

~ 6 00 目的金钢砂撤在指示植物蔡和蚕豆的叶上
,

蘸

取病毒汁液进行磨擦接种
,

两周后观察结果
.

( 2) 点免

疫结合检测 (伪
t il l功 l

un ob id in g a
ssa y 简称 D正lA ) :

以

iB oar d 公司生产的硝酸纤维素膜纸 ( N C ) 为载体
,

在

其上用铅笔按 l x k m 的距离点出小点
.

将待检材料

切成小块放到载片上
,

滴加 50u l的 T l
,

BS (0
.

02 M T irs

一 H C L
、

0
.

SM N a C I
、

0
.

0 5纬T w ee n Zo P H 7
.

5 )
。

用玻璃

棒碾碎蒜叶制成粗汁液
,

取 5u l该液点在 N C 上稍晾
,

然后用 2% T irt o n X 一 10 。 及 2 %牛血清白蛋白浸渍
,

再

以稀释 5 0 0 0 倍的 G M V ( O Y D V )抗血清为一抗进行处

理
,

将 N C 洗净后再用 T ag 。 公司生产的山羊抗兔 I g G

碱性磷酸醋酶标记抗体稀释 2 0 0 0 倍为二抗进行处理
,

洗净后放到显色基质液中判读结果
。

一抗及二抗都放

在 37 C的温室中各 30 分钟
,

以 T ir s 缓冲液 ( T B )S 为

对照
。

2
.

茎尖培养方法
:

把先后用 99 %的酒精浸渍数

秒和 5%的次氯酸钠浸渍 15 分钟进行了表面杀菌的

鳞茎
,

移到超净工作台中
,

经灭菌水冲洗三遍后
,

在解

剖镜下切取 0
.

3 ~ 0
.

s m m 的茎尖
,

接种到 P H S
.

8 的

L s 十B A Zm g 1/ + N A A o
.

Zm g l/ 的培养基中
,

放到温度

详详 本本 lll 222 333 444 555 666 777 888 999 1000

培培培 黎黎 什什 什什 +++ 什什 杆杆 任任 什什 +++ 什什 什什

界界界 蚕豆豆 什什 村村 什什 什什 什什 什什 什什 十十 什什 什什

前前前 D IB AAA ++ (升 二二什 (料 )))什 (什夕夕++ (什 〕〕++ (什二二什 (什 〕〕什 (什 ))) ++ ( ++ 二二++ ( ++ 二二++ (什 )))

培培培 挤挤 + (十 :::一 ( 一 ))) 一 (一 ::: 一 (十 ::: 一 (一二二 +++ 一 (一 二二一 (一 二二一 ( 一二二+ (十 )))

养养养 蚕豆豆豆豆豆豆豆 十 ( ++ 二二二二二二

后后后 以 B AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

什
:

有明显反应 +
:

有反应 一无反应

讨论
:

在植物病毒的检测方面有很多方法
,

目前我

国常用的有指示植物接种检测法
、

电镜观察法和酶联

免疫吸附反应法 ( E IL SA ) 等
。

其中
,

接种法因指示植

物的不同
,

病症表现常常不同
,

且还受环境条件
、

生育

状态
、

汁液作成的条件所左右
,

因而
,

检测结果不够精

确
,

本试验的结果也证明了这一点 ;电镜观察法由于电

镜昂贵
,

且在运用该法之前
,

应对病毒组的形态和典型

病毒的特点有一定的了解
,

因此
,

在某种程度上就限制

了该法的应用 ; E LI SA 是 70 年代发展起来的新的血

清学方法
,

是一种用酶标记抗体球蛋白技术的应用
,

由

于灵敏度高
,

特异性强和操作方便
,

适于大量田间样品

的检测
,

目前已成为世界上标准方法之一
,

广泛用于植

物病毒的诊断和测定
。

但由于 E IL S A 免疫反应物消耗

量较大
、

抗体被酶联板吸附后与抗原结合力下降
、

抗原

— 抗体相互作用比在液相中慢
,

为克服这些缺点
,

寻

求一种更好的物质代替酶联板
,

近年来发展起来的
,

已

被广泛用于医学和动物病毒学的 D BI A
,

可直接应用

抗血 清
,

反应时 间短
,

所需抗原和抗体用量仅为

E L IS A 的 1/ 10 0 和 1 / 1 0
,

反应结果可长期保存
,

且非

常经济
,

现已开始应用于植物病毒的检测
。

从本试验的结果还可看出
,

不同种类的病毒脱除

效果不一
。

G M V 的脱除率为 70 %
,

O Y D V 的脱除率为

60 %
,

说明 O Y D V 在大蒜体内分布更多
,

且越趋近生

长点
。

若欲进一步提高脱毒效果
,

除取更小的茎尖 (如

0
.

Z m m
,

但存活率降低 ) 外
,

还可经由愈伤组织成苗

(但变异多 )
、

或在培养基中加入动物抗病毒剂之一的

V ir az o le 等
,

都有待于进一步研究
。
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