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摘 要 � 马铃薯病毒和类病毒严重影响马铃薯的产量和质量
，

防治的主要措施是应 用无病毒种

薯
。

确认种薯是否带毒
，

世界和国内主要采用 ����� 法和双向往复聚丙烯酞胺凝胶电泳法进行检测
。

为提高检测速度和准确性
，

我们在加拿大传统的检测技术基础上进行改进
，

建立 了快速
、

灵敏
、

高特

异性的检测方法
。
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� 前 言
从表 �中可以看出

，

随着组织用量减少
，

提取液和

酚液用量减少 �提取液中含有 �种贵重试剂�
。

早在 ��年代
，

马铃薯病毒就作为马铃薯生产

的重要问题开始研究
。
���� 年

，

现代马铃薯病毒

的分离和鉴定技术有了新开端
。

几十年来
，

马铃薯

病毒鉴定从幼芽鉴定法
、

生物学鉴定法
、

病毒生物

特性测定鉴定法
、

化学药剂鉴定法
、

血清学鉴定

法
，

发展到 ����� 法和 �
�

�����
。

为降低实验成

本
，

节约时间
，

提高工效
，
����年 以来

，

我们对

马铃薯 �
一

����法和 ����� 法进行 了改进
，

并应

用于研究和生产
。

实践证明
�
改进的检测法优于常

规法
。

表 � 类病毒核酸提取方法对比

组织用量 提取缓冲液用量
万 法

饱和酚用量

��� ���� ����

常规法

改进法

�
�

�
�

�
�

� 电泳缓冲液浓度大小对比

为了节约实验费用
，

我们将 电泳液 的浓度减

半
，

见表 ��

材料与方法

材料

马铃薯块茎
、

马铃薯试管苗
。

方法

� 常规 �
�

���� 法与 改进 �
�

���� 法对比 实

表 � 两种方法电泳缓冲液浓度对比

方 法
电泳缓冲

浓 度
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三经甲基氨基

甲烷 ���

乙二胺四

乙酸 ���

常规方法

改进方法
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硼酸
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� 类病毒核酸提取方法对比实验

常规 �
一

����法中植物组织用量核酸提取液用

量均大
。

改进 �
一

���� 法 中
，

将两者用量减半
，

列于表 �
。

收稿 日期
� ����一 ��一 ��

从表 �可知
�
随着电泳缓冲液浓度减少

，

三经

甲基氨基 甲烷
、

硼酸
、

乙二胺 四 乙酸用量也减少

�电泳缓冲液中含三种贵重试剂�
。

�
�

�
�

�
�

� 电泳板规格大小对比

为了提高检测马铃薯纺锤块茎类病毒的速度
，

我们改变了电泳板的规格
，

如表 �
。
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表 � 两种方法电泳板大小对比

方 法
电泳板规格

�比川
�
�

电泳液

�����

电泳时间

���

改进后
，

药品用量减少
，

反应时间缩短
，

操作简

便
，

共可节约 �� 种贵重药剂
，

两种方法药剂用量

列于表 �
。

常规方法 ���� ��

改进方法 ���� ��

表 � 两种方法药品用童比较

药品名称
常规方法

药品量 ���

改进方法

药品量 ���
节约药品量

从表 �中可以看出
�
电泳板缩短

，

电泳液用量

减少
，

电泳时间缩短
。

�
�

�
�

�
�

� 电泳变性温度对比

用 �
�

���� 法检测类病毒
，

须使类病毒核酸

变性才能测 �〕��� 的有无
。

在 电泳液 中加人有机

氮化物能使 ���� 的变性温度降低
，

如表 ��

氢氧化按 �
�

����� �
�

����� �
�

�����

乙二肢四 乙酸 �
�

���� �
�
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�
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抓化理 �
�
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，
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�
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�
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�
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表 � 两种方法变性温度对比
乙二胺四乙酸二钠 �

�

���� �
，

���� �
�

����

方 法 变性物质 变性温度 �℃ �
丙烯酞胺 �

�

�� � �
�

��

双丙烯酞胺 �
�

���� �
�

����

常规法

过硫酸铁

改进法 有机氮化肥

�
�

�� �
�

��

��拌� ��拜�

从表 �中可以看出
�
由于变性物质的加入

，

类

病毒核酸可在低温变性
。

�
�

�
�

� 常规 ����� 法与改进 ����� 法对比实验

常规 �����法各种反应是在静止状态下进行
。

改进法中各种反应是在振摇状态下进行
。

我们将聚

苯乙烯反应板置于摇床上
，

然后放在 ��℃ 恒温箱

中
，

见表 ��

表 � 两种方法不同点 比较

方 法 聚苯乙烯反应放置状态
抗体抗原酶标孵育时间

���

常规法 静止

改进后
，

药品利用率提高
，

反应时间缩短
，

节

约药品费
、

水费
、

电费
，

减少了劳动强度
，

加快了

检测速度
。

�
�

� 常规 ���� 法和改进 ����� 法结果分析

我们用常规法和改进法各检测 ��� 管试管苗
，

结果表明
�
两种方法阳性率和灵敏度一致

。

但后者

反应时间缩短 ��
�

���

改进法中实验是在振摇状态下进行的
，

抗原
、

抗体
、

酶标和固相受体分子之间碰撞机率增大
，

各

反应过程在短时间内迅速达最佳饱和状态
。

常规法

中实验是在静止状态下进行的
，

包被时间长
，

易使

包被物失活
，

且产生边缘效应
�

改进法 振招

� 小 结

从表 �中看出
，

由于反应状态的变化
，

反应时

间随之变化
。

� 结果与分析

�
�

� 常规 �
�

�
〕���法和改进 �������法结果分析

我们用常规法
、

改进法各检测 了 ����个马铃

薯块茎后认为
�
改进法结果准确

，

灵敏度高于常规

法
。

从表 �
、

表 �
、

表 �
、

表 �中可 以看出
，

方法

改进的 ������和 ����� 法
，

即可节约药品

费
、

水费
、

电费
、

人工费
，

又能提高工效
，

便于操

作
，

检测速度随之加快
。

该法可在各研究所
、

生产

单位推广应用
。
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