
马铃薯杂志
，

第 �卷
，

第 �期
，
����

马铃薯种薯青枯病潜伏侵染

检 验 程 序

谢云陆 何礼远 高德香

�中国农科院植保所�

滕建勋 刘介民

�中国南方马铃薯中心品资组�

马 铃 薯 青 枯 病 ��������口
��

�

�����������
���是我国南方马铃薯的一种重

要的细菌性
�

病害
。

有些首区侮年因此病减产

��� 一 ���
，

严重地块甚至毁种
，

给马铃

薯生产造成严重威胁
�

带病种薯是马铃薯青枯病历年发病和远

距离传播的主要侵染源
。

常规的种薯检验方

法主要根据病害症状和在选择性培养基上的

菌落形态
�

这些方法对于病重的薯块是有效

的
，

但对于潜伏侵染的病薯则较难检出
。

血

清学技术特别是马铃薯青枯菌单克隆抗体的

研制成功为检测马铃薯青枯病潜伏侵染开辟

了新的途径
�

我们根据近年的研究结果
，

参

照国外经验
，

提出了马铃薯种薯青枯病潜伏

侵染检测程序如下
，

供植物检疫
、

种 沂生产

和育种单位参考使用
。

的种薯田间不允许出现青枯病株
，

此时可与

生产种薯的农户订立收购合同
。

种薯生育期的田间调查

在种薯收获前 �� 天 调查 田 间发病株

率
，

采用平行跳跃式调查法
，

每块地查 �

行
，

耳行 ��一 �� 株
，

检查有无青枯病或可

疑病株
，

并及时拨除病株
，

把可疑病株带回

室内作进一步检验
。

供作马铃薯原种和 良种

� 收获后的种薯检验

一般在收获时进行
，

以便及早作出种薯

质量分级的决定
。

��� 取样

同批种薯在 �� 件 以 下 的必须每件抽

查
，

超过 �� 件的按超过部分的 ���增加抽

查件数
。

散装种薯以 ����当作一件进行抽

查
。

每批取样 ���或 ��� 块
，

小批量的种薯

其取样量可按种薯量的 ��抽取
。

��� 青枯病诱发试验

将样品用 自来水洗净
，

取其一半平铺在

瓷盘里
，

于 ��℃ 下作潜伏侵染诱发病害试

验
。

�� 天后作第一次检查
，

视薯块脐部或

芽眼处有无乳白色菌脓溢 出
。

以后每隔 ��

天查 �次
，

共 �次
，

最后 �次剖薯观察薯块

微管束变色或腐烂程度
。

作原种的种薯样品

不允许有病薯发现
，

良种的病薯率不能超过

�
�

��
。

��� 集菌

取样品的另一半
，

从薯块上挖出脐部
，
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每块 重 约 。
�

��
，

加 等 量 磷 酸盐 缓 冲液

�����
，

粉碎匀浆
，

纱布过 滤
，

经低速

������� 离心 �分钟
，

取 上 清
，

再 高速

������� 离心 ��分钟
，

用 �一 ������回

收沉淀
，

存 一加℃ 下
，

供作检测
。

�
�

�一 磷酸盐缓冲液��
�

��� ���
，
���

�

��的

配制

�����一���� ��
·

���� ���������
����

弘
�

������
。

取 � 液 �����
，

� 液 �����混合
，

即

为 �� 贮存 液
。

取贮存 液 ����
，

蒸馏 水

�����
，

加 �����
�

��
，

溶解后把蒸馏水加

至 ������即为 �
�

��� ���
。

�
�

�
，

� 马铃薯种薯青枯病潜伏侵染的检测

程序

薯块样品

����或 ���块�

�取
���样品置 于

��℃下作潜伏

侵染诱发试验

从 ���样品中
�

每块取薯脐部 住�克
�

加等量 �
，

�一� ���溶液

�
匀桨

，

室温下静止 �
�

��

�
纱 布 过 滤

�
取滤液

，

低速离心�����印���分钟

�
取上清

，

高速离心������
����一�分钟

�
用 �� ����

，

��� ���网收沉淀

�
“ �

·

，�，于一�。 ℃

�冻存
，

供在 ��� 培

养基 �培养分离

取 �名� 一���供作 ��� 或 ��一�� 检验

��� 检测方法

���
�

� 应用 ��� 检测马铃薯青枯病潜伏侵

染
�

�

试 剂
� ① �

�

��� 磷 酸 盐 缓 冲液

�����
，
���

�

��② ���一� 即 � ��� ���

������
，

加 �
�

���吐温 ���③ 抗体稀释液

即 �� �� 贮存液
，
�� 聚 乙烯毗咯烷酮

，

�
�

��� 吐 温 �� 和 �� 脱 脂 奶 粉 贮 存 液

����溶液�
，

现配现用 �④ 抗青枯菌小鼠

腹水单抗以 ���� 稀释或兔抗青枯菌血清以

�� ���稀释 �⑤ 免抗 鼠或羊抗兔荧光抗体

以 �� �� 稀 释 � ⑥ 荧 光 保 护 液 即

�
�

����������
，

甘油 ����
，

对 苯 二 胺

�����
。

�
�

仪器 � 荧光显微镜
，

多孔免疫荧光

载波片
，

微量移液管等
。

�
�

制片与检查
�① 应用 �� 倍稀释法

，

将种薯样品提取液用 ���稀释成 �� ��
，

�����和 、 �����，

用微量移液管分别吸取

上述 �个浓度 ��川
，

移到多孔免疫荧光载

玻片上
，

并设阳性和阴性对照 �② ��℃下干

燥
，

用火焰或丙酮固定 �③ 用抗体稀释液稀

释 单抗 ���� 倍或多抗 �����倍
，

每孔加

抗体 ��川�④ ��℃ 卜
，

温室 里孵育 �� 分

钟�⑤ 用 ���一吐温洗 玻��
� ，

��℃ 卜干燥 �

⑥ 用 �������� 以 ���� 稀释荧光抗体
，

每孔加 ��川�⑦ 同④
，

��℃
一

卜温室里孵育

��分钟�⑧ 用 ���一吐温洗玻片
，

黑暗下干

燥
，

加适量荧光保护液
，

覆盖玻片
，

用指甲

油 封片 �⑨ 在荧 光微镜 下 �����倍
，

配

���� 滤板和无荧光镜头油 �
，

观察每视野

中典刑荧光细菌数
。

梅片样品左右
、

上下各

检查 �� 视野
，

�母视野平均范��个荧光细

菌数为该样品带菌
。

每视野荧光细菌数小 厂

�个的样品
「
�作为原种� 娜视野荧光细菌数

大于 �
，

小 �
�

�� 的样品可作为良种
。

�
�

�
�

� 应用 ����� 双抗体夹心法检测马铃

薯青枯病潜育侵染

�
�

试剂
� ①碳酸盐缓冲液 � �� 二 �

�

�，
������ �

·

���
，

�������
�

��� 加 蒸 溜 水至
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一������②磷酸盐缓冲液������ �� � �
�

�
，

������ �
�

��
，

������ �
�

��
，

������
，

��

��
�

��
，

�������
，

加 蒸 馏 水 至 �������③

洗涤液即 ���������加 �
�

���口仁温 ���④

阻断贮存液
� 脱脂奶粉 ���

，

�����
�

��
，

加

蒸馏水 】����⑤样品溶液 �
·

聚 乙烯毗咯烷

酮 �������
，

阻 断 贮 存 液 ���
，
��料�吐 温

��
，

加 ���至 ���� 】�⑥兔抗青枯菌免疫球

蛋白
，

以冻干制品提供
，

每支用 ����碳酸

盐缓冲液稀释 �⑦碱性磷酸脂酶标记青枯菌

单抗结合物
，

每支用 ���一���
，

加 一��料�

阻断贮存液稀释 �⑧底物溶液 � 二 乙醇胺

��
�

���
，

����� �����
，

加蒸馏水 �����
，

用 ��� ���调 �� 至 �
，

�
，

最后加无离子

水至 �������⑨底物 即对硝基苯磷酸盐
，

以片剂提供
，

每片 ����⑩阳性对照
，

马铃

薯青枯病菌株��终止液 � �� � ���
。

�
�

仪器
� 酶联反应板

，

微量移液管
，

多道移液管
，

��孔微里反应板
，

酶标检测

仪等
。

�
�

����� 操作步骤
�①用兔抗 青枯菌

免疫球蛋 白 �安瓶
，

加 ����碳酸盐缓 冲

液
，

以每穴 ��川加到 � 孔微量反应板中
，

��℃孵育 �� 或 �℃过夜 �②用洗涤液洗板 �

次
，

句次间隔 �分钟 �③将种薯样品提取液
于 ������� 离心 ��分钟

，

弃上清
，

用 ���

样品溶液悬浮沉淀
，

以每穴 ���川 把样品分

配到反应板中
，

��℃孵育 �� 或 �℃过夜�④

同 �
，

洗板 �次 �⑤阻断
，

取 �
�

���阻断贮

存液
，

加到 �������中
，

以旬穴 ���并�分

配洲反应板上
、

��℃ 孵育 �� 分钟 �⑥ 同 �
，

洗板 �次�⑦用 �������
，

加 ���拜�阻断贮

存液稀释碱性磷酸脂酶标 记单抗结合物 �

支
，

以短穴 ���拼 �分配到反应板上
，

��℃

孵育 ���⑧用洗涤液洗板 �次
，

蒸馏水冲洗

�次�⑨显 色
，

取底物 �对硝基基 苯磷酸

盐�����
，

加底物溶液 ����
，

溶解后 以每

穴 ���川 分配到反应板上
，

室温孵育 ��� ⑩

终止反应
，

每穴加终止液 ��川�⑩结果判
断� 肉眼观察颜色反应或应用酶标检测仪于

���波长下
，

测出 �� 值
，

样品吸收值�阴

性对照吸收 �
�

�倍时为阳性反应
。

凡样品吸

收值�阴性对照 �
�

�倍的都可作为良种
。

�
�

�
�

� 在选择性培养基上分离培养马铃薯

青枯病菌
�

�

��� 选择培养基 即牛 肉汁培养基

����
�

��加 �
�

�� �
，
�

， ‘一氯化三苯基四

氮吐 ������

分别配制牛肉汁培养基 �成分 � 牛肉浸

膏 ��
，

酵 母膏 �
�

��
，

蛋 白膝 ��
，

琼脂

���
，

水 ������
，
���

�

��和 ����� 水溶

液
，

单独灭菌
，

待牛肉汁培养基 ������ 瓶

凉至 ����左右时
，

加 ����� ���
，

摇匀后

倒人培养皿中
。

�
�

将冻存待检样品提取液融化
，

用无

菌接种环酷取少许于平板上划线
，

��℃培养
��一 ��小时

，

待菌落形成后
，

挑取典型枯

菌菌落移植到牛 肉汁培养基上作进一步鉴

定
。
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