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应用电镜技术对试管保存马铃薯

毒源效果的鉴定研究

周淑芹 朱光新 苏 俊 杨冰岩 陈喜昌

(黑龙江省农科院 马铃薯所 ) (黑 龙江省农科院原子能所 )

应用电镜技术鉴定试管保存马铃薯毒源的效果表明
:

试管里的马铃薯 P v x
、

P vY 和 TM v

毒源经几次切段扩繁后
,

病毒浓度和纯度都发生了变化
、

有的病毒含量既高又纯
,

有的侵染上

其它病毒或已无病毒粒体存在
。

在试验中发现
:

用不同的抗血清检测同一管试管源
,

其检测出

的病毒种类和浓度也各不相同
。

因此
,

当保存的毒源试管苗作为制造抗血清的抗原时
,

最好先

用免疫电镜直观测出它们的浓度和纯度
。

l 前言

利用试管封闭法可保存经分离纯化的十余种马铃薯病毒
,

其优点
:

避免了媒介昆虫和机械

传毒的机会
,

而且减少裸露条件下保存毒源所占用温室面积
,

节省人力物力
,

为毒源保存开拓

了新的途径
。

我们采用双向电泳 ( R 一 P A G )E 法
、

酶联 ( E L IS A )法以及指示植物对该批试管进行检测
,

结

果表明
,

切段后试管苗的病毒浓度和纯度均发生了变化
。

为了进一步研究毒源进管保存的效

果
,

又应用电镜技术对试管毒源进行了鉴定研究
,

为毒源试管苗的应用提供科学依据 “

2 材料和方法

材料 经四次切段扩繁的 P v x 毒源烟草试管苗一 2管
,

P v Y一 5 管
,

T M v 一 2 管
。

抗血清稀释分别取 vP
x 抗血清

、

P v Y 抗血清
、

T M v 抗血清和正常血清各 1 0ml
,

分别稀释 1 00

倍于 0
.

01 %磷酸缓冲液之中
。

方 法 ①负染法称取各毒源叶片 10 一 20 毫克
,

分别加入 0
.

01 % p H 7
.

2 磷酸缓冲液
,

研磨成

汁
,

把有支持膜的铜网直接放在病毒汁液上孵育 5 分钟
,

用滤纸吸干铜网
,

再将铜网漂浮 在

2% p H 7
.

0 的磷钙酸液滴上 5分钟
,

室温下干燥
,

电镜观察
。

②免疫电镜 (捕获法 )
。

把有支持膜

的铜网在稀释成 1 00 倍浓度抗血清液滴上孵育 30 分钟
,

取出铜网
,

加 20 滴 0
.

01 % p H 7
.

2 的磷

酸缓冲液连续滴洗
,

去掉多余抗血清
,

用滤纸吸干
,

放在新鲜毒源
,

组织叶片的浸渍汁液上孵育

30 分钟
,

再用 30 滴 0
.

01 % p H 7
.

2 的磷酸缓冲液冲洗载网
,

吸干
。

放在 2% p H 7
.

O磷钨酸液滴上

漂浮 15 分种
,

干燥后电镜下观察
。

3 观察结果与分析

由表得出
:

同源抗血清捕获量最高
,

负染
、

正常血清和异源抗血清差异不大
,

用不同的抗血

清检测同一管毒源
,

其检测 出的病毒种类和浓度也不同
,

如 1 号毒源在 T M v 抗血清中就没有

P v x ; 2 号毒源在 P v x 和 T M v 抗血清中分别检出 P v x 和 T M v 病毒粒体
,

其它三个处理没有

病毒粒体存在
,

这说明免疫电镜对同源病毒粒体有明显的吸附作用
,

对异源病毒粒体有排斥反

应
。

从表中得知
:
3 号

、

8号和 9 号三管毒源浓度高
、

纯度达 1 00 %
,

可作为毒源保存下去
; 4 号

、

7 号两管毒源浓度高
,

纯度为 80 、 90 %
,

也可作为毒源继续保存下去
; 1号

、

2 号
、

5 号和 6号四
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管毒源
,

有的已混杂其它病毒粒体
,

有的已无病毒粒体存在
,

失去作为毒源保存的价值
。

表 应用不同抗血清及负染检测试管苗毒源结果

抗血清
`

P V X + P V X 士 P V X +

T M V + + + T M V士 T M V + + + TM V + + +

P V X +

P V Y + + P V Y十 + +

P V X 士

T M V + 十 + T M V + 十 +

P V Y士

T M V +

PV Y + + + P V Y + + + P V Y + + +

一
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - - ~ - - - - -

T M V

抗血清
T M V + + + + T M V士 T M V + 十 + 书M V + + + + 一 P V Y + + + + P V Y + P V Y +

捕获法

正常

血清

P V X 土

TM V 十 + +

P V X +

T M V十 + + T M V + + +
P V Y + P V Y +

负染法
P V X 士

T MV + + + T M V + + + T M V + + +
P V Y + + + P V Y十

在镜下观察到 P v x
、

P v Y 和 T M v 三种病毒粒体
,

形态大小分别为 5 15 X 1 3n m 线条状
,

73 0

x 1 5n m 软线状和 3 00 x 1 8n m 直杆状
,

与已知文献相近
。

4 结论

4
.

1 由于病毒在植体内分布不均匀
,

植株各部位腋芽的病毒含量也就不同 ;试管毒源苗龄的

长短也直接影响病毒含量
,

苗龄太短
,

病毒在植体内正处在逐渐增殖阶段
,

苗龄太长
,

植体组织

老化
,

病毒含量也就低
。

因此
,

定期跟踪检测
,

明确病毒在试管内增殖
,

递减与植体生长发育的

关系
,

掌握试管植体病素含量的高峰期
,

根据高峰期的长短
,

确定毒源最佳的更新与利用时间
。

此外
,

在毒源切段繁殖过程中
,

要严加杜绝机械
、

人为接触相互传染病毒的机会
,

使毒源试管保

持高浓度和高纯度
。

`

4
.

2 免疫电镜法和负染法取样少
,

有一小片病叶就能检测
,

处理方法简便
,

在电镜下都能清晰

地观察到病毒粒体
,

能快速准确鉴定植物病毒
,

既可测定病毒含量高低又可鉴定病毒纯度
,

是

可靠的病毒诊断技术之一
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