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烟草花叶病毒 《����和马铃薯 � 病毒 �����的

提纯及抗血清的制备

吕典秋
，

李学湛
，

何云霞
，

白艳菊
，

张儒喜
，

朱 财

�黑龙江省农科院生物技术研究中心
，

哈尔滨 �������

摘 要 在温室 内将提纯的 ��� 和 ��� 病毒
，

通过摩擦接种在普通烟 �从��
�勿�� ��撇���

�
�

�上做为繁毒植物
。

通过 ��� 沉淀和差速 离心
，

获得提纯病毒
。

病毒含量分别为 ��
�

���刁����

鲜重和 ��
�

����八���鲜重
。

在紫外分光灯下刚定 ��值
，

分别在 ����� �����和 ������ ��、仪�

为最低
，

����� 为最高
。

消光 系数 �� �������分别为 �
�

�� 和 �
�

��
。

提纯杭原进行回接试验
，

指示

植物产生明显症状
，
用 凡

��
�� 佐剂分三次肌 肉免 疫 家兔

，

所得杭血清效价为 ������
，

然后利 用

��凡�
�

岌儿提取球蛋白
，

并利用 ���进行酶标记
，

制备出的杭血清现 已应用于生产
。
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一

���� 《�������一����一��

� 前 言

马铃薯病毒病是引起马铃薯退化的主要原因
，

而 ��� 和 ��� 是较常见的二种病毒
，

尤其 ���

病毒传播非常广泛
，

它可通过根
、

茎
、

残物
、

土壤

和吸烟人的手等传播
，

而且体外保毒
、

稀释限点
、

致病性都很强
。

在国外
，

很多国家都不把它做为马

铃薯脱毒薯的检测范畴
。

在我们的生产实践中
，

常

常发现感染 ��� 的马铃薯
，

这严重影响种薯质量

和产量
。
��� 是马铃薯普通花叶病毒

，

是发现最

早
、

传播最广的一种马铃薯病毒 ������
，
�����

。

其症状较轻或潜隐
，

一般可减产 ���左右
。

但当

它和 ��� 复合感染时常可造成大幅度减产
，

很多

品种均感染有轻花叶病毒
。

所以
，

利用血清学方法

鉴定筛选无主要病毒试管苗及脱毒种薯是非常重要

的
，

而对于高质量
、

高效价
、

专一性强的抗血清及

酶标抗体是提高马铃薯种薯质量的关键
。

本试验通过总结前人的经验
，

结合我们当前国

内高质量
、

专化性强的血清缺乏的实际情况
，

成功

地制备了优质的抗血清及酶标抗体
，

为生产和科研

服务
。

收稿 日期
� ����� 一 ��一 ��

� 材料与方法

�
�

� 病毒的繁殖

��� 的繁殖
�
我们将保存的 ��� 干粉 �由

崔荣昌先生提供�以摩擦方式接种在 ��盆普通烟
“
黄苗榆 ������故�� ��兔��� �

�

�上
，

接种前在黑

暗中放置 ���
，

然后
，

施足 � 肥为主的复合肥
，

接

种后表现花叶
，
���后收集叶片

，

去叶柄和主脉
，

称重 ����放于 一��℃冰箱冷冻
，

以待提纯
。

���病毒通过含 � 和 � 病毒 的皱缩花 叶的
“
红纹 白

”
品种经过千 日红 ��洲���

��砧��
�

挑单斑分离和 白花刺果蔓陀萝 �压����
、������￡�

���摩擦接种
，

提纯出 ��� 病毒
，

然后摩擦接种

在 ��盆普通烟
“
黄苗榆

”
上

，

接种前在黑暗中处

理 ���
，

然 后
，

施 足 � 肥
，

在 ��
、

一 ��℃ ，

光 照

����一 ������ ，
���后收集 叶片

，

去 主脉和 叶柄
，

称重 ����
，

贮于 一��℃冷冻
，

待提纯
。

�
�

� 病毒的提纯

��� 的提纯主要参考 �
�

�
�

����������
� 等

人的方法
，

略有改动
。
��� 的提纯方法和 ����

病毒的提纯大体一致
，

只是提取缓冲液用 �
�

��

���
。
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，

李学湛
，
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���提纯方法
����冷冻叶片

� �������
�

�������� � �
�

��� 柠橄酸钠缓冲液 ���
�

�一 �

再加 �
�

�� 二乙基硫代甲酸钠
、
�

�

������� 一 �助
、
�

�

��琉基乙醇

捣碎过滤 ��
�

����������

弃沉淀 留上清

弃上清 留沉淀

加 ����体积的水和磷酸钙澄清汁液搅拌 �����
，

加人 �� ������
十 �� ����放置

���
，

中问搅几次
，

离心 ����������面
�

�℃放 ��������甲心����

弃沉淀 留上清
�� ��� � �� �����℃ ��搅拌 �加���������

�

弃上清 留沉淀
加人 ���闹 提取缓冲液 �℃ 过液 �����甲������

弃沉淀 留上清 �����印��
�

���
，
加 ����稀释提取缓冲液 ����

，

加

���
�

�������搅拌
，
�℃过夜

弃沉淀 留上清

提纯病毒剂
，

电镜观察
，
测分光

，

计算病毒量

�
�

� 提纯病毒的回接试验

将提纯的病毒稀释 �� 倍
，

摩擦接种到指示植

物心叶烟 ����� ��
�

��������� �上和千 日红

�������
�

��动
����上

，

观察是否有局部侵染
。

�
�

� 病毒的生物学鉴定

�
�

�
�

� 酶联免疫吸附反应

用已有的抗血清和试剂盒 ���� 提供�
，

利用

�������� 方法
，

检测 已系统花叶发病的普通烟

���� 引起�和心叶烟 �由 ��� 引起�
，

经检测

除分别含有 ��� 和 ��� 外
，

是否含有 ����
、

���
、
���

、
��� 等病毒

。

�
�

�
�

� 利用电镜观察

将提纯病毒稀释 �� 倍
。

取 �滴滴在铜网上
，

���
�后用滤纸 吸干

，

再滴一滴 �� 钨酸水溶液
，

����后用滤纸吸干
，

自然干燥后
，

在电镜下观察

病毒粒体形状
。

�
�

� 抗血清的制备

在兔免疫之前
，

于耳静脉上少量取血
，

做为健

康血清
，

与免疫后血清对照
。

已提纯的 ���
、
��� 病毒分别注射到 �

�

���

以上健康的公兔上
，

采取肌肉免疫方法
，

用福 氏

���
�����佐剂与抗原 ���混合乳化

，

每周注射 �

次
，

连续注射 �次
，

注射量为 ���
、
���

、
���

。

注

射部位为兔两后腿外侧臂肌群
，

左右各半
，

最后一

次注射 ��后开始取血
，

取血前一天晚上停食
，

只

能少量饮水 �可避免血清混浊�
。

分别采取颈动脉

杀兔取血 �����和耳颈动脉取血 �����
。

其中

耳颈动脉分别在最后注射 ��和 ���后取
。

把抽取

的抗血清放人灭菌容器 �小烧杯�中
，

摆成斜面

��℃角
，

在 �℃下放 ��
，

使红血球沉淀凝固
，

取上

面血浆 �橙黄色�
，

即为抗血清
。

�
�

� �����试剂的制备

免疫球蛋白 ��茄�的制备
，

用硫酸按沉淀提

取 �药
，

进一步用 ���� 纤维素离子交换层析提

纯
。

把两种抗血清各 �司
，

分别加 �司 蒸馏水
，

加

���� 饱和 ��氏�
��玉 溶液

，

室温下放 �����
，

然

后 �����印� �����
，

弃上清
、

留沉淀
，

再溶于 ���

离子强度的 ���
，

并对 ����������透析过夜
，

然

后再用 �一 ����乓
�
纤维柱过滤

，

用 ��� 离子强度

的 ���缓冲液平衡 �民
�
纤维柱

，

并用之洗脱
，

再

在 ������ 下监视洗脱液
。

利用辣根过氧化物酶 �����标记 �茄
。

方法

为
� ����辣根过氧化物酶溶于 �

�

�� ��
�

���戌二

醛
，

室温下放置 ����� 用 灰������ 柱洗脱
，

再在

�℃ 下用蔗糖浓缩 为 ���
，
�

�

������ 溶液 中溶

�药 �
�

���
，

再加 �
�

������
�

�碳酸盐缓冲液
，
�℃

放 ���
，

再加 �
�

����
�

���赖 氨 酸 和 等 量 饱 和

��氏 �
���工

，

离心
，

用 ���饱和度 的 ��玩 �
��儿

沉淀 �次
，

再将沉淀溶液于 ������
�

��
�

������

中
，

透析 ���
，

测 �������
。

�
�

� 利用 �������� 进行免疫球蛋 白 �药 及其

酶标工作浓度的测定

���将提纯 的 ��� 和 ���� 稀释成 ����
、
��

���
、
�����

、
������

、
�八���

、
������

、
������

。

���用己知感病植株叶片做为检测阳性样品
。

��� 在 ����� 平板上 的分布见 图 �
，

没用的
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边缘孔应用每一步的缓冲液滴加
。

� 结 果

�
�

� 病毒的提纯

经提纯后的病毒制剂
，

在 ��� 紫外分光光度计

下测定 ���一����� 下的 ���值
，

其吸收曲线如图

�
，

其 中最 高 吸 收 峰在 ����
。
��� 的 ��理���

����� � �
�

��
，
��� 的 ������������ � �

�

��
。

��� 和 ��� 的 消 光 吸数 玛四罗分别 为 �
�

�和

�
�

��
。

病毒提纯量为 ���
，

稀释 �� 倍后测 �� 值
，

所获得病毒量分别为
�

���
�

�

��

�
�

�

�
��湍

� ���
�

��������

� ���
�

��以����

�
�

� 提纯病毒的回接试验

将 �子涯� 提纯病毒稀释 ��倍
，

接种在心叶烟

�����
�么�� 创�������� 上产生局部环斑

，
��� 在千

日红上接种 �一��
，

在接种叶片上出现紫环枯斑
。

�
�

� 病毒的生物学鉴定

利用电镜在 �万倍下观察
，

可看到 ��� 的杆

状病毒粒子
，
��� 的线状毒粒子

。

利用 ���提供

的试剂盒和现有的抗血清通过 �������� 检测
，

均不含有 ���
、
���

、
���

、
���� 病毒

，

分别

只含有 ��� 和 ��� 病毒
。

�
�

� 抗血清效价的测定

利用倍数稀释法进行测定 ��� 抗血清效价测

表 �

定结果如表 �
。

��� 的抗血清效价为 ������
，
��� 抗血清

效价和 ��� 相似
，

也为 ������
。

��� 血清效价的测定

��火�

处 理 结 果

�十
艺��，川�

�

��免疫抗血清 稀释倍数

病毒粗提样

健株粗提样

稀释倍数

病毒粗提样

健株粗提样

��� ��� ���

� � � � � � 十 � 十

���� ����

� � 十 � �

�����

� �

�����

� �

�����

� 十

������ ������ ������

�

未免疫健康血清

注
� � � � 表示立刻有明显絮状沉淀 � � 十 表示有明显絮状沉淀 � � �℃过夜后有絮状沉淀 � 士�℃过夜后有轻微絮状沉淀 � 一 �℃过夜

后无明显絮状沉淀
。

划
二翻
心二

�

�
�

�

�
�

�

�
�

�

�
�

�

�

‘‘ ��一
�

���

� ���� ���� ������ 、 �一叫叫叫叫叫
卜卜一�、 ���入 ���� ���� ���
��� 、 ����、 只只院 ���� ���
��� 、、� 厂 ���� 、 ���� ���
��� ���人 尹���队 ���、 一一叫叫
��� ����代 ���� ����� ‘ ���
��� ���� ���� ����“ ���
��� ���� ���� ���� ‘ 闷闷
��� ���� ���� ���� 喇喇
��� ���� ���� ���� ���

�
�

� 球蛋白的提取及酶标记

用硫酸钱沉淀提取的 ���
，

再用 ����纤维素

离子交换层析提纯并洗脱后
，

在 ����� 下监测洗

脱液
，

用小管接
，

每管接 �
�

���
，

不同洗脱液的值

见图 �
。

取 �� � �
�

� 的洗脱 液
，
���血 清 所得

���的���量为�
�

����
，
�、仪的���量为��

�

�哩
。

��� ��� ��� ���

波长 ���� �邢 ���皿�朋 ���咖�左咖】化的
� � � � � � �

�

� �� ����

图 � 提纯病毒的紫外吸收曲线 �

��� �

���� �

���� �

������

������

������

�

口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口
口口口口口困困国国国国国国困困���口口口口口口口口
口口口口口国国国国囚囚口口国国曰曰口口口口口口口口
口口口口口口口困困困困曰曰口口口口口口口口口口口口
口口口口口���口口������困困���口口口口口口口口
口口口口口���口口������困困���口口口口口口口口
口口口口口������������������口口口口口口口口
口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口口

侧珍侧说�兽
曰曰曰曰曰曰曰曰曰曰曰曰曰曰曰曰曰日日曰曰
目目目团团曰曰目目目目日日曰曰目目日日川川
曰曰曰圈圈围围目目曰曰日日曰曰曰曰日日日日
曰曰曰翩翩曰曰曰曰曰曰曰曰曰曰曰曰日日曰曰
目目目圈圈翩翩目目目目目目目目目目目目目目
目目目国国国国国国国国国国曰曰曰曰日日曰曰
��������酬酬阴阴�

�

����团团围围囚囚����」」曰曰

︵里。留︶�

旦
��

���

���

�入��

���

， ��

不同洗脱液

图 � 在 ����� 下不 同洗脱液的 ��值

图 � ���
、
��� 的球蛋白和酶标工作浓度的刚定

�在聚 乙烯酶标板上的分部����
�

�浓度梯度

注
� � 表示显阳性反应 � 一 表示显阴性反应或反应非常不明显 � �

为缓冲液
。



闽南山区脱毒马铃薯原原种夏繁试验初报—叶贻勋
，
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闽南山区脱毒马铃薯原原种夏繁试验初报

叶贻勋
，

沈清景
，

凌永胜

�福建省泉州市农业科学研究所
，

晋江 �������

摘 要 在阂南海拔高度 ����� 山 区进行脱毒马铃薯原原种夏繁试验
，

结果表明
�
夏繁成功的

关健在于适当早播
，

调节结薯期
，

避过 �月中下 旬的高温
，

而播种期掌握在 �月上中旬
、

播种量不 少

于 ��万粒��时 和施足基肥
、

早施追肥是夏繁高产的主要技术措施
。

关键词 � 马铃薯 � 脱毒原原种 � 夏繁 � 阂南
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���� ��������
一

����
一

��

� 前 言

泉州市地处福建省东南沿海
，

位于北回归线北

侧
，

东南和中部为南亚热带
，

西北部为中亚热带
，

光热资源丰富
，

全年气候温暖
。

随着冬
、

春种脱毒

马铃薯面积的迅速扩大
，

加速脱毒原种繁育
，

满足

农户对脱毒种薯之需
，
已成为脱毒马铃薯推广应用

的关键因素
。

由于闽南夏季天气炎热
，

最热月 ��

收稿 日期
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极端最高气温 ��
�

�℃ ，

冬
、

春季收获的脱毒原原种与原种一般要贮藏到秋

季气温下降后才能播种
，

这段贮藏期间正值夏季高

温季节
，

种薯养分消耗大
，

种性退化快
，

薯块较易

腐烂
，

贮藏条件要求高
。

如能在夏季利用山区高海

拔地区繁育一季种薯
，

既可解决种薯夏贮难点
，

又

可加快原种世代繁殖
，

增加种薯总量
。
����年在

福建德化国宝夏繁 ��耐 取得了成功
，

一级原种繁

育田平均产量 ����以“ �耐
，

二级原种繁育田平均
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球蛋白 �茄 和酶标抗体工作和浓度的测定
�

利用 �������� 方法在 � 孔聚 乙烯板上进

行测定
，

测定结果如图 �
。

可见 ��� 的工作浓度为

������
，

酶标抗体的工作浓度为 ������
。
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� 关于试验材料的选择

我们选取的是接种烟草的叶片
，

去掉叶柄和主

脉
，

因为这些部分含水多而病毒极少
。

接种在普通

烟后 ���采集叶片
，

此时病毒在烟草中含量最高
。

另外在采集叶片前
，

将烟草放在黑暗中 ���
，

这样

可以减少色素及杂质的影响
。

�
�

� 病毒的提纯

我们将病叶放在 一 ��℃ 下冰冻 ��
，

这样病叶

易粉碎
，

并有利于抑制寄主体内氧化酶的活性
。

在

提纯时
，

我们采取了 ��� 沉淀和差速离心相结合

的方法
，

并加人 了还原剂琉基 乙醇和 ����
一

�处
，

可除去某些活化氧化酶时所需的铜离子
，

同是可抑

制多聚酚氧化酶
。

加人赘合剂 ���叭
一

�灸 和二 乙

基硫代甲酸钠
，

可鳌合 �扩
十

和 ��
，� ，

使核糖处于

不稳定状态
，
以便除去

。

���和 ��� 在受侵叶片 中含量很大
，

而且

病毒很稳定
，

易于提纯
，

但若想达到较理想的结果

也是很难的
，

因为杆状粒体易于首尾相接
，

粒体长

度往往受缓冲液的影响
，

利用上述方法对两种病毒

的提纯达到了满意的效果
。

我们把提纯的病毒回接到指示植物上
，

产生明

显的症状
，

证明所提纯的病毒具有侵染力
。
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� 球蛋白的提取及酶标记

在提取
�一�茄 球蛋白时

，

利用硫酸馁沉淀提取

�茄
，

然后通过透析脱盐
，

再通过 ����纤维素柱过

滤
，

把血清球蛋白中 卜球蛋白分离出来
。

在进行酶

标记时
，

用戊二醛二步法进行酶标记
，

也取得了较

高工作浓度的酶标抗体
。


