
三
、

小 结

玉米本身是一种喜温的作物
,

各生育时

期都需一定的积温
,

但满足拔节至抽雄穗期

的温度是加速玉米生育进程的关键
。

生育期

中有效积温和各生育阶段积 温 是 互相制约

的
。

引种
、

育种当中不仅注意无霜期
,

总有

效积温
,

同时应该细致研究拔节至抽穗期的

积温
。

在生产当中
,

常年促早熟的措施
,

对玉

米要特别注意提高拔节至抽穗时期的地温
。

这样增加该阶段的积温
,

是玉米促早熟的关

键措施
,

尤其低温年更为必要
。
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马铃薯 X
.

Y
.

S 和 G 病毒抗血清的

制备及其鉴定的技术方法
’

李芝芳 张 生 朱光新 王国学

(黑龙江省克 山农业科学研究所 )

马铃薯的退化
,

主要是由于马铃薯感染

了某些病毒
,

从而导致产量逐年下降
,

严重

地影响着马铃薯生产
。

据科学试验和生产实

践证明
:

利用无毒或少毒的种薯做种
,

能显

著地提高产量
。

我们 于 29 7 3 ~ 2 9 7了年 在 马

铃薯株系选
、

留种工作中
,

采用指示植物鉴

定
、

马铃薯 X 病毒抗血清鉴定
,

选出的马铃

薯优 良株系 比劣株系增产一倍半到两倍
。

利用抗血清鉴定是一种选优汰毒的有效

手段
。

在马铃薯无病原种生产过程中
,

对各

个等级的马铃薯株系
,

应按照规定的技术措

施鉴定其是否带有某些病毒
。

由于某些品种

感染某种病毒后不表现症状
,

或者症状极轻
,

不易辨别
,

如现在生产上应用的克新一
、

三

和四号等品种
,

是马铃薯 X 病毒的带毒体
,

感病后不表现症状
,

这就需要利用抗血清鉴

定
。

用抗血清鉴定
,

操作简单
,

特异性强
,

短时间可鉴定大量样品
。

某些国家在马铃薯

无病毒留种和抗病毒育种工作中
,

已广泛应

用血清鉴定方法
。

我们从 1 9 6 0~ 1 9 6 4年和 1 9 7 3 ~ 1 9 7 8年

先后进行了制备马铃薯 X
.

Y
.

S 和 G 病毒抗

血清研究工作
,

制备成马铃薯 X
.

Y
.

S 和 G

病毒的抗血清及其冻干粉
。

现将制备几种马

铃薯病毒抗血清的方法及其鉴定技术介绍如

下
。

一
、

应用病毒抗血清鉴

定的基本原理

所谓抗血清
,

就是带有抗体的血清
。

抗

体是动物有机体抵抗外来的抗原而产生的一

种物质
。

免疫动物被注射进异体蛋 白 (如病

毒等 ) 时
,

其体内就会产生一种特异性的丙

种球蛋 白
,

称 为免疫球蛋 白
,

亦即抗体
。

抗

体和原来免疫用的抗原能够结 合 而 发 生沉

淀
。

这种结合的过程
,

在动物体外亦可进行
。

因而可 以制成病毒抗血清而 利用之
。

植物病毒抗血清
,

具有特异性很强
,

所

谓特异
,

就是一种病毒抗血清只能与制备这

种抗血清相同的或相近的抗原呈阳性反应
。

如 X病毒抗血清
,

只能鉴定 X病毒
。

如果几

种病毒抗原混合制备的血清
,

或者各种抗血

清混合起来
,

可同时检验几种病毒
。



二
、

马铃薯 X
.

Y
.

S和 G病

毒抗
.

血清的制备方法

(一 )病毒的分离
:

要制备病毒抗血清
,

百先要 有纯的病毒源
,

并使它在某种植物上

繁殖
,

然后再利用它制备抗原
。

为了避免有

品种病毒复合感染
,

用各种指示植物接种来

分离病毒
,

分离工作应在防虫网温室中进行
。

需要的设备育
:

研钵 (或 用 电动 捣碎

机 )
、

金刚砂 (规格为 60 0 筛目 )
、

喉头喷粉

器等
,

药品有 p H .7 2 的磷酸缓冲液
。

1
.

X 病毒的分离
:
来 自马铃薯克新一号

品利
,

表现轻花叶症的病株
,

榨取其叶片汁液

摩擦接种在白花刺果蔓陀罗 ( D a七u 1’a S七r a -

m o 颐 u
m ) 上

。

该植物对 A
.

Y
.

S 病毒免疫
,

因而
,

可排除这三种病毒
。

接种方法是先在

波接种的植物叶片上喷洒一些金刚砂
,

再将

接种体的汁液用 p工L7 .2 磷酸缓冲 液 按 1 : 10

稀释进行摩擦接种
,

然后用清水冲洗接种叶

片
。

接种 10 天后
,

表现花叶症状或间有坏死

斑
。

第二次是将发病的 白花刺果蔓陀罗的叶

片汁液摩擦接种在普通 烟 草 上
,

本植 物对

S
.

M 病毒免疫
,

因而
,

可以排除 S
.

M 病毒
。

接种 10 天后表现花叶症状
。

再取其叶汁液接

种在千 日 红 (G o ID h er 。 ; g lo b叨幻 的 叶片

上
,

接种 5 ~ 7 天后
,

接种叶片出现灰白色斑

点
,

周围绕以紫红色环圆枯斑
。

X 病毒在普

通烟草上保存与繁殖
。

2
.

Y 病毒的分离
:

来 自马铃薯波兰一号

( E oP ka ) 品种表现条斑坏死症的病株
。

先将

汁液摩擦接种在普通烟草上
,

约 7 ~ 10 天出

现明脉
,

然后表现沿脉缘带症状
。

为了排除

可能混有 X 病毒
,

用桃蚜放在该病烟草叶上

饲毒 10 ~ 20 分钟
,

随即转移到无毒普通烟草

叶上传毒半小时
,

然后灭蚜
。

约 了天后表现

出上述的症状
。

即可用烟草 保 存 和 繁殖病

毒
。

3
.

5 病毒的分离
:

来 自马铃薯克新三号

品利
`
表现脉间花叶症状的植株

,

汁液摩擦接

种在千 日红叶片上
,

12 ~ 24 天后
,

在接种叶

片上出现不规则橙黄色小枯斑
,

或桔红色圆

斑 (大小 1~ Zm ar )
。

挑取单斑以排除可能存

在的 X
.

Y
.

A 病毒
,

并 接 种 在 德 伯 尼 烟

(N i o o 七i a u a d e b 。 。 y i ) 上
,

接种 2 0 ~ 2 5 天后

出现明脉
,

随后表现斑驳花叶
,

即可在德伯

尼烟上保存和繁殖
。

-

4
.

G 病毒的分离
:

来自马铃薯艾皮库尔

( E p初羚 ) 品种表现黄绿块斑花叶的病株
,

汁液摩擦接种在白花刺果蔓陀萝上
,

以排除

可能存在的 A
.

Y
.

S 病毒
,

再接种在普通烟

上以排除可能存在的 S
.

M 病毒
。

然 后 在心

叶烟 (N ic 叭允 n a g l u 七。 。
sa ) 上保存和繁殖病

毒
。

(二 )毒源的繁殖
: 根据制备的植物病毒

抗血清的种类
,

选用上述适宜的繁殖毒源的

植物
。

在接种以前的一个半月到两个月育苗
,

幼苗 2 ~ 3 片叶时移栽在花盆里
,

然后追施少

量氮肥
。

幼苗 3 “ 4 片叶时即可进行接种
。

接

种 20 ~ 30 天后
,

即可用其制备抗原
。

毒源繁

殖数量
,

可按制备血清的数量而定
,

一般用

一只兔子作血清
。

毒源盆数以 30 盆为宜
。

(三 ) 抗原的制备
:

需要的仪器和药品
:

离心机一台
,

天秤一台 (感量 1/ 100 克 )
,

研

钵 (或捣碎机 )
,

量筒
,

烧杯
,

不同规格的三

角瓶
,

冰箱
,

纱布
。

药品有硫酸按
、

磷酸二

氢钾
、

磷酸氢二钠
,

酒精和火棉胶等
。

我们对马铃薯 X
.

Y
.

S 和 G 病毒的提

纯
,

采用了相似的作法
,

只是在离心沉淀病

毒蛋白时
,

应用了不同离心速度
。

1
.

病叶的研磨
:

取病叶 2 00 克 (供一只

兔子注射用的抗原 )
,

洗叶去掉叶脉之后
,

最

好在研磨之前在零下 10 ~ 20 ℃ 下冷冻
,

在研

磨病叶时
,

可按病叶和缓冲液 i : .0 5 ~ 1
.

0 的

比例加入缓冲液 (重量 比 )
,

或在榨汁后
,

按

汁液量 3 0 %加入 p H .7 2 的磷酸缓 冲液
。

病

叶的研磨方法
: 少量新鲜叶 片 可 用 研钵研

碎
,

多量时可用双搅肉机或用电动捣碎机搅

碎
,

然后用双层纱布过滤
。

2
.

粗提取液的澄清
: 为了除掉寄主植物



汁液中的一些大颗粒
。

( 1 )加入有机溶剂
,

有机溶剂能使某些

正常植物成份变性而不影响多数病毒活性
。

常用的是氯仿 (即三氯甲烷 )
,

加入的数量为

汁液量的令或子
,

充分振荡 2。一 3。 分钟
,

然

后 以每 分 钟 2 0 0 0 ~ 3 0 0 0 转离心 2 0 ~ 3 0 分

钟
,

得深棕色的上清液 (病毒悬浮液 )
,

弃去

管底部沉淀的细胞和叶绿体等碎片
。

(2 ) 加热
:

为了使汁液 中某 些 成 份 变

性
,

汁液可适当加热处理
,

如钝化温度较高

的 X 病毒
,

可在 55 ℃ 水浴中加热 10 分钟
,

然后立郎在冷水中冷却再低速离心
。

其它病

毒可用 50 ℃ 左右加热
。

我们常用的是上述的加入有机溶剂的方

法
。

3
.

病毒的沉淀
:

用超速离心法或加沉淀

利 (硫酸锰 )
,

把病毒从澄清液中沉淀出来
,

找们是用的硫酸馁沉淀法
,

做法如下
:

按橙清汁液量的 2 / 5 (重量比 ) 加入硫酸

钱
,

然后充分搅拌
,

此时可看到一些絮状物

(即病毒 )
,

静止 30 分钟到 1 小时
。

然后离

心沉淀病毒 ( X 病毒每分钟 5 0 0 0 ~ 6 0 0 0转
,

Y
、

S 和 G 病毒用每分钟 7 。。。~ 8 。。。 转离心

30 ~ 4 0 分钟 )
,

去掉上清液
,

留沉淀 (病毒 )
,

沉注物按原汁液量的 1/ 10 加入蒸馏水溶开
,

或将此步骤再重复一次
。

4
.

透析
:

将沉淀溶液放在半渗透膜的透

析带内 (是火棉胶制成 )
,

透析 12 小时
,

以

除去残留的硫酸钱
。

透析带底放在污水面上

透掉硫酸按
,

透析后病毒悬液经低速离心
,

除去沉淀的杂质
,

清液作为免疫用的抗原
。

(四 ) 动物免疫过程
:

需 用的 仪器 和 药

品
:

动物 (家兔 )
、

动物注射固定器
、

消毒器
、

注射器
、

刀片
、

药棉少许
。

药 品 有 70 % 酒

精
、

液 体石腊
、

二 甲苯和蒸馏水
。

1
.

免疫动物的选择与饲养
: 一般用家兔

作免疫动物
。

选用体重 2
.

5公斤 左右的健康

公兔
,

尽量不用母兔
。

新购的家兔
,

须经 15

~ 2 。天的观察
,

确实健康无毒才能使用
,

如

果发现兔耳烫热或食欲不正常
,

都不能使用
。

在免疫注射过程中
,

要加强饲养
,

以增加营

养
,

除饲喂麦鼓外
,

还适当喂些黄豆芽和青

饲料等
,

以促进抗体的形成
。

2
.

注射方法
:

l( ) 耳静脉注射
:

耳静脉

位于耳背外侧
,

注射前用 75 写 酒精消毒兔耳

的注射部位
。

为便于注射
,

先用手指轻弹兔

耳
,

促其因充血而使血管明显 突出
,

将抗原

注入血管内
。

第一次注射先从耳尖开始
,

逐

次下移
,

可避免疤痕组织阻塞抗原进入血流
。

每三天注射一次
,

共注射七次
,

抗原注射量

逐次递增
,

第 i ~ 3 次为 2 ~ 3 毫升
,

第 4 ~ 7

次为 3 ~ 4 毫升或增至 5~ 8 毫升
。

(2 ) 肌肉注射
:

抗原加福 氏佐 剂按 l : 1

混合进行肌 肉注射
。

福氏 ( F r o u
二劝佐剂的制备

:

把 9 份液

体石腊和 1 份羊毛软脂混合后高温灭菌
。

用

前抗原和佐剂按 1 : 1 的比例混合乳化
。

为使

抗原充分乳化在佐剂中
,

可用配有粗针头的

注射器连续抽射 5D ~ 70 次
,

当滴一小滴乳浊

液在水面上不扩散时
,

即可用于注射
。

每周

肌肉注射一次
,

连续注射三周
,

第一周注射

抗原 3~ 4 毫升
,

第二
、

三周为 4~ 6 毫升
,

肌肉注射的部位为两侧大腿外侧臂肌群
,

注

射量左右腿各半
。

(3 ) 耳静脉注射和肌肉 注射 相结 合 进

行 , 开始三次耳静脉注射
,

每隔三天一次
,

每次注射量 2~ 3 毫升
,

后两次为每周一次肌

肉注射
,

每次注射量 3 ~ 5 毫升
。

3
.

采血
:

需用物品有采血杯
、

剪刀
、

小

手术解剖刀
、

止血钳
、

脱脂棉
。

药品有酒精
,

乙醚
。

最后一次注射 7一 10 天后采血
。

我们主

要采用颈动脉放血
,

有时用耳动脉采血或心

脏采血
。

(1 ) 颈动脉放血
:

采血前停食一天
,

只

给少量饮水
,

可避免血清混浊
。

采血时先将

家兔仰缚于解剖板上
,

固定四肢和上额部
,

剪掉颈部周 围的毛
,

再用蘸有 75 % 酒精的药

棉消毒颈部
。

沿正中线将颈部皮肤剪开至上

锁骨处
,

剥皮后 可见到和 食道
、

迷走神经平

.

2 4



行的两根鲜红颈动脉
,

剥开周围组织
,

分开

迷走神经
,

使一根颈动脉暴露 4一 5 厘米
,

用

止血钳夹住在远心端的血管上
,

以止住血流
,

再用一把止血钳夹在近心端血管的边缘
。

割

断血管
,

用近心端止血钳将血管引入采血杯

中
,

也可采用切断动脉将兔体倒过来放血的

办法
,

一般可采血 60 ~ 70 毫升
。

(2 ) 耳动脉采血
:

取少量血液时可用此

法
。

兔耳中部一根粗的动脉采血
。

用酒精消

毒兔耳
,

并用蘸有二甲苯液的脱脂棉球摩擦

耳部
,

使血管扩张
,

再用注射针头刺入耳动

脉
,

即可采得血液
。

有时血液在注射针头里

凝固
,

障碍抽血
,

则可用刀 片切开耳动脉采

血
,

然后用干脱脂棉压迫
,

采点止血
。

(3 ) 心脏采血
:

心脏取血的优点可减少

污染
,

有利制备无菌血清
。

但抽血技术要熟

练
,

否则心脏被刺破会损失全部血清
,

如遇

此情况
,

要迅速开腹取血
。

其做法是
,

先将

兔胸腹朝上
,

四肢固定在板上
,

剪去左侧胸部

的毛
,

用酒精棉球消毒
,

用手摸感到心脏搏

动最强的一点
,

将针头自针上方轻轻刺入肋

间
,

针刺后不要太深
,

有血液流入注射器后
,

说明针头确 已刺入心脏
,

即可 缓 缓抽出 血

液
。

(五 )血清的制备
: 需用的仪器有

:

血清

凝固器 (或用恒温恒湿箱代替 )
,

冰箱等
。

将采血杯斜放在温度为 37 ℃ 的血 清 凝

固器里 4 小时
,

红血球即可凝聚沉淀
,

并和

血清分离
。

将血清取出放 在 室 内 或 1~ 4℃

的冰箱中过夜
。

如果血清内还有残余血球
,

可用每分钟 2 5 0 0一 2 0 0 0 转离心 2 0 分钟
,

去

沉淀
,

液体血清在 0~ 4℃可保持半年以上
。

要避免反复冻融
,

以免降低抗体滴度
。

1
.

病毒抗血清效价的测定
:

需用的仪器

和药品有
: 试管架

、

血清管
、

吸管
、

血清凝

固器或用恒温恒湿箱
。

生理食盐水
。

用试管沉淀法反应定血清稀释终
碑

点
。

即

用生理食盐水将抗血清稀释
,

与等量的抗原

产生沉淀反应的抗血清的最高稀释度
,

即为

抗血清效价
。

其稀释方法如下表
:

一

;
一

广
一

薯衍
一

份翻去
一

…奈一兹
`
一

众
一

,
一

念
〕 一 1一

公会

位口一一测定用的抗原可用毒源 植 物进 行粗 提

纯
,

去杂质后即可使用 (其作法与抗原粗提

纯法相同 )
,

将等量抗原加入到不同稀释浓度

的抗血清中
,

然后将试管放在 3了
`

C 的血清凝

固器里 (或用恒温恒湿箱代替 ) 3 ~ 4 小时
,

取出放在室温条件下过夜
,

观察 记录结果
。

絮状沉淀很多
,

即为极明显的阳性反应
,

记为
“

份
”

一

号 ;
有多量的沉淀

,

为明显的阳性

反应
,

记为
“

朴
”

号 ; 絮状沉淀少
,

但仍明

显
,

记为
“ 十 ”

号 ; 有沉淀但有些模糊不清
,

不能肯定其为阳性反应
,

记为
“

士
”

号
,

无絮

状沉淀
,

即无反应或 称 为 阴 性 反应
,

记为
“ 一 ”

号
。

与某一稀释度产生明显阳性反应的抗血

清稀释度即为抗 血清的效价
。

我们按上述方法制备的抗血清效 价
:

X

病抗血清效价可达 5 00 倍以上 (特殊情况除

外 )
。

Y 病毒抗 血清效价在 1 60 ~ 6 40 倍 以



上
。

S 和 G 病毒抗血清效价可 达 5 2 6。 倍
。

用的三种注射方法进引免疫所得三种血清效

价差异不大
,

故认为肌 肉注射
,

为简便易行
矛

的免疫方法
。

2
.

病毒抗血清干冻粉的制备
:

将血清分

装在安瓶内
,

置于真空冷冻千燥机内
。

干燥

后取出密封
,

即可制成抗血清冻干粉
。

具体

做法是
:

每安瓶内装 3 ~ 4 毫升抗血清
,

在入冻干

机前
,

首先在 一 35 ℃下预冻 2小时
,

使成固

定状态
。

然后放入机内抽成 真空
,

在 一 5℃

温度下保持一小时
,

再升温 至 。℃ 保持 2
.

5

小时
,

随后升温至 + 5℃保持 3 小时
,

至此干

燥结束
。

然后转入高温下脱掉残余的水分
。

先升温至 10 ℃
,

保持 1 小时
,

升温至 28 ℃
,

保持 2 小时
,

脱残余水分
,

出机密封
。

干冻

粉水份一般不超过 4 乡̀
。

三
、

马铃薯病毒抗血清

的鉴定方法

广泛应用的方法有沉淀 反 应 和 凝 聚 反

应
。

(一 )沉淀反应
:

书要是试管沉淀法
。

是

抗原和抗体之间由于链的结合而生成一种抗

原抗体复合物的沉淀
。

这种反应要用提纯的

抗原
。

试管沉淀反应的作法和抗血清效价的

测定方法相似
。

按试验的样品数 目
,

取一些

直径 8~ 9 毫米
、

长 10 一 12 厘米的小试管
,

每管加入 0
.

5毫升适当稀释的抗 血清
,

然后

加入等量的抗原
,

使充分混合
,

在 37 ℃ 的恒

温恒湿箱中放置 2 ~ 4 小时
,

在 4℃ 的冰箱中

过夜后
,

观察结果
,

记载标准和方法与血清

效价测定的相同
。

此法常用于测定感病植物

组织中病毒滴度 (抗原稀释终点 )
。

(二 )凝聚反应
:

是由小颗粒絮状凝聚作

用产生的可见反应
。

马铃薯感染病毒之后
,

叶绿体表面上载有病毒
,

当植 物原汁液和抗

血清混合时
,

由于抗原抗体结合作用使叶绿

体聚合起来形成肉眼可见的聚合物
。

这是田

间鉴定常用的方法
。

玻片点滴凝聚法
:

在洁净的载玻片一端

用毛细管滴入稀释 5 倍的抗血清 2~ 3 滴
,

另

一端加正常 血清 2~ 3 滴作对照
,

然后各加入

被检验的植物 叶 汁 液 1 滴
,

使 之 混 匀
,

在

20 ℃条件下
.

1 分钟左右
,

即产生凝聚反应
。

此法简便易行
,

是无病毒原种生产中常用的

检验病毒的方法
。

* 曾参加部分工作的有 : 唐俊 清
、

申佩 良
、

吴国林
、

洪

乃武等同志
。

经东北农学院吕文 清教授阅改
.

玉米 大 斑病 化 学 防 治试 验
姚浩然 张凤英

(黑龙江省农科院牡丹江地区农科所 )

一
、

试验目的

日前防治玉米大斑病的较好药剂为 50 %

敌菌灵可湿性粉剂
,

效果在 50 % 左右
。

为了

进一步提高其防效
,

我们进行了混加成膜物

质一一 聚乙烯醇或苯氧 乙酸试验
。

二
、

试验材料和方法

1
.

供试药剂
: 50 肠 敌 菌灵 可 湿性粉剂

(吉林市石油化工所提供 ) ; 聚乙烯醇为市售

商品
,

白色粉末状
;
苯氧 乙酸 配成 .0 6写 的

水溶液
。

2
.

试验地
: 为一般生产田

,

玉米 .昂种为
“

望红 X
塔 22 仔

, 。

侮一处理 50 平方米
, 3 行

区
,

顺序排列大区对比
。

3
.

接菌
: 7 月 17 日接菌

。

由高粱粒培养


