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摘要 : 双向往返 电泳 ( R一 P A G E ) 法是检测马铃薯纺锤块茎类病毒 ( P S T V d) 的有效手段
,

本试验通

过时该方法中马铃薯纺锤块 茎类病毒核酸提取步骤 的改进
,

提 高了核酸纯 度
,

使检 测 结果更为准

确
、

清晰
,

且灵敏度高
。
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P S T V d n u e l e ie
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马铃薯纺锤块茎类病毒 ( P S T V d) 在世界各地马

铃薯产区均有发生
,

是马铃薯种薯检疫规程中的检

疫对 象
,

也 是 马 铃 薯 抗病 育种 中 的 重 要 问题
。

P S T V d 具有高度的侵染性
,

极易通过接触
、

农具
、

衣

物
、

切刀等进行传播
,

也可通过花粉和子房传到种子

中
,

传播途径十分广泛
,

且感病植株不能通过茎尖脱

毒获得无类病毒植株
。

感染 P S T V d 的植株症状是
:

矮化
,

感病植株的块茎变小
,

纺锤形
、

龟裂
、

块茎数亦

减少
,

具有大量 的浅芽眼
,

薯皮变色
,

严重影 响马铃

薯产量和品质
,

P S T V d 强 系感染可引起减产 60 %
,

弱系减产 20 % ~ 35 写
,

造成较大经济损失
,

是我国种

薯生产和实生种子利用中巫待解决的问题 lj[
。

我国年产种薯 6 0 00 万 t ,

按 国际标准和国家标

准每年须检 5 0 00 万份样品
,

目前常用的 P S T V d 检

测方法为双向往返电泳 ( R一 P A G E )法比
3〕和植物学

性状鉴定 4j[
,

由于受时间和空间的限制
,

植物学性状

鉴定 法 不适 用 如此 大 量样 品 的快 速 检 测
。

R 一

P A G E 法检测是基于类病毒分子在 自然 和变性条件

下电泳迁移率存 在明显不同
,

变性所引起类病毒核

酸的环状结构
,

使其电泳迁移率明显慢于相同分子

量的其它线性 RN A 分子
,

因而在第二向电泳中类病

毒核酸的环状结构明显滞后
,

据此
,

结合可靠灵敏的

银染色技术测定类病毒
。

研究结果表 明
:

该方法在

原方法的基础上
,

对核酸提取进行改进
,

提高 了核酸

纯度
,

使检测结果更为准确
、

清晰
。

改进的双 向往返

电泳 ( R一 P A G E )法检测 P S T V d 具有快速
、

准确
、

灵

敏
、

操作简单和一次可检测较多数量的待测样 品
,

制

备待测样 品方法简单
,

能够实现 目前标准化种薯检

测的需求
。

1
.

1

材料和方法

往复双向电泳 (R一 P A G E )检测方法

1
.

1
.

1 改进 R一 P A G E 法样品核酸的制备 ①样品

粗提液制备
:

取样品 3 9 左右 (试管苗或植株的叶
、

薯
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块 的薯肉 ) 放人干燥 的研钵中
,

加人液氮进行研磨
。

异戊醇 ( 24
,

1) 继续研磨
,

4 0 00
: / m i n 离心 5 m in

,

收

研碎后向小 研钵 中加人 10 m L 核酸提取缓冲液
,

集上清液
。

上清液加人 3 m ol / L 醋酸钠使其终浓度

sD S 粉 (十二烷基磺酸钠 ) 约 0
.

1 9
、

皂土约 0
.

1 9
,

再 为 3 00 m m ol / L
,

并加入 3 倍体积 95 %的冷乙醇
,

冰

研磨 6一 1 0 m i n
。

向小研钵 中加人 1 2 0 尸 L p一 琉基 浴 l h
,

1 0 o o o r / m i n 离心 15m i n
,

收集沉淀抽干
。

用

乙醇
,

再研磨 6 ~ 10 m in
。

加入 n m L 苯酚
,

研磨 6 4 00 拼L T B E 缓冲液溶解沉淀
,

备用
。

~ 10 m in
。

加人 12 m L 氯仿
,

再研磨 6 ~ 10 m in
。

将 1
.

1
.

3 双向往返 电泳 样品采用 6% 聚丙烯酞胺凝

研好的样倒人 50 m L 干净的离心管 中
,

用氯仿平衡
。

胶制板
,

核酸上样量为 10 拼L
,

在 T B E 电泳缓冲液中

4℃
、

9 0 0 0 ~ l 0 0 0 o r / m i n 离心 2 0 ~ 2 5 m i n
,

用微量 进行从负极到正级电泳
,

电压为 1 5 o V
。

当示踪染料

可调移液器
,

将上层水相 (样 品粗提液 )转移 到另一 迁移到凝胶底部时
,

停止正 向电泳
。

将 电泳槽 中缓

离心 管中
,

可现用
,

也 可冻存 ( 一 20 ℃ )
。

② 核酸纯 冲液倒掉
,

把电泳槽置于 75 ℃变性 15 m in
,

再向电泳

化
:

将有上清液 的离心 管拿出
,

并制备纤维素液
,

备 槽中加人 75 ℃的 T B E 缓冲液
,

75 ℃进行从正极到负

用
。

装柱
:

向柱 中加 纤维素液
,

直 至纤 维素 沉积至 极的反 向电泳
,

电压调至 2 00 V
,

当二 甲苯兰示踪染

3
.

5 m L 左右处
。

上样
:

将样品提取液缓慢加入到柱 料带迁移到胶板上方跑出水 面时停止 电泳
,

取出凝

中
,

直到加完为止
。

用低 盐溶液洗脱
,

每 次加人 2 胶片进行硝酸银染色
。

m L
,

共 20 次约 40 m L 左右
。

待柱中低盐将流尽时
,

1
.

2 应用研究

加人 1 m L 高盐溶液进行清洗
,

用 8 m L 高盐溶液收 1
.

2
、

1 改进方法和原方 法检测 P S T V d 的 比较 分

集于 5 0 m L 干净离心管
。

向装有高盐洗液的 50 m L 别用改进方法和原方法进行 R一 P A G E 法检测马铃

离心管中加人冻存 的 95 % 乙醇
,

加人量是离心管中 薯 P S T V d
,

比较检测结果
,

样品为田 间采集的 20 株

液体的 3 倍左右
,

摇匀
,

放人 一 20 ~ 一 70 ℃ 的冰箱中 具有典型马铃薯类病毒症状的马铃薯叶片
。

冷冻
,

时间不得少于 Z h
。

③总核酸提取
:

将冻存的 1
.

2
.

2 改进 方 法 与 原 方 法灵歌度 比较试验 取一

离心管拿出来
,

用 95 % 的乙醇平衡
,

然后在 1一 4℃
、

份已知感病材料
,

品种为早 大 白
,

提取核酸
,

用紫外

10 00 o r / m in 条件下离心 20 m in
,

倒掉上清液
,

将离 分光光度计测定总核酸浓度
,

核酸 量按 5 倍系列稀

心管倒立在干净滤 纸上
。

待水吸干后
,

向离心管 中 释
,

2 0 0 拼g
、

4 0 拼g
、

8 “ g
、

1
.

6 拼g
、

0
.

3 2 拜g
、

6 4 n g
、

13

加 75 纬的乙醇
,

加人量是离心管容积的 1/ 3
,

进行清 gn
、

2
.

6 gn
、

0
.

52
n g 和 0

.

10 4 n g
,

分 别用两种方 法

洗
,

时间为 1 0一 20 m i n
。

用 7 5 % 乙醇平衡
,

1一 4℃
、

检测
。

10 00 o r / im
。 下离心 10 m i n

,

倒掉乙醇
,

将剩余乙醇 2 结果与分析
全部挥发掉

。

④试 样获得
:

将 T A E 缓 冲液 2 00 拼L 在对 20 个样品的检测中 (见表 )
,

用两种方法提

加人到盛有总核酸 的 50 m L 离心管 中进行溶解
,

然 取核酸后
,

经紫外分光光度计检测
,

改进的方法核酸

后用微量移液器将其移到 1
.

5 m L 干净的离心管中
,

纯度明显高于原方法
。

而且电泳后改进方法 的类病

再次用 200 o L T A E 缓冲液进行清洗
,

将清洗液全部 毒特异性谱带 比原 方法清晰
。

二者结果 比较
,

改进

转移到 1
.

5 m L 离心管中
。

的方法检测阳性结果 比原方法 多一个
,

因为往复双

1
.

1
.

2 原方法样 品核酸的 制备 取 1 9 待检样品
,

向电泳检测类病毒出现假 阳性 的几 率为零
,

说明改

加入 2 m L 抽提缓 冲液
、

2 m L 用抽提缓 冲液饱和的 进的方法 比原方法更准确
,

能够检测 出类病毒含量

酚
、

少许十二烷基磺酸钠 ( S D )S
、

一滴 2一琉基 乙醇
,

更低的样品
。

研磨
,

同时设阴性对照
、

阳性对 照
。

加人 2 m L 氯仿

表 两种方法提取核酸检测 P S T V d 的比较

样品号 2 3 4
8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 14 1 5 1 6 1 7 1 8 19 2 0

改进方法

原方法

十十 一 + 十 + 一 十 + 十

+ 一 一 + + 一 + 一 一

一 + 十 一 一 + + 一 一 十 + 一

一 + + 一 一 + 十 一 一 十 一

在灵敏度 比较试验中
,

两种方法提取核酸后
,

核

酸量按 5 倍系列稀释
,

电泳检测改进 的方法最低检

出量为 2
.

6 n g
,

原方法最低检出量为 13 n g
,

说明改

进的方法 比原方法 的核酸纯度和浓度都高
,

相应的

灵敏度也略高
。

改进的方法 核酸经过纤维素柱处理
,

使核酸杂

质更少
,

纯度和浓度更高
,

检测灵敏度也相应提高
,

但操作比原方法略麻烦
。
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3
.
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摘要 : 试验结 果表明
:

施硅可 改善水稻产量结构
,

提 高杭逆性
,

增产 3
.

5% ~ 1 7
.

1%
。

含硅水稻专用

肥的适宜用 量是 75 0 k g / hm
“ ,

追施尿素不 宜高于 75 k g / hm
“ 。
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( 1
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A e h e n g P o w e r P l a n t
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1 5 0 3 0 0 : 2
.

E x t e n s i o n C e n t e r o f A g r i一 t e e h
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n i q u e ,

B o l i C o u n t y
.

H e i l o n gj ia n g P r o v i n e e ,

1 5 4 6 0 0 ; 3
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-
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s t r e s s r e s i s t a n e e o f r i e e : I t c a n i n e r e a s e y i e l d b y 3
.

5% ~ 1 7
.

1%
.

T h e

e i a l f e r t il i z e r c o n t a i n i n g s il i e o n 15 7 5 0 k g / h m
2

.

T o p d
r e s s i n g o f u r e a

hm
2

.

K e y w o r d s : r i e e : s i l ie o n f e r t i l i z e r ; f e r t i l i z e r a p P l i e a t i o n m e t h o d

im P r o v e y i e l d s t r u e t u r e a n d

o P t im u m d o s a g e o f r ie e s P e -

s h o u l d b e l e s s t h a n 7 5 k g /

硅是水稻必需营养元素
,

它有利于水稻的生长
,

阿城 市 热 电厂共 同研制的 产 品
。

含 可 溶性 51 0 2

能够促进光合作用
、

提高抗病能力
,

并促进对其它养 21
.

8%
,

N 14 %
,

P Z O
。

6%
,
K

:
0 6%

,

p H 值为 8
.

2
。

分
,

特别是氮
、

磷的吸收
。

水稻茎叶干物质中含 51 0 :
供试水稻品种为东农 4 1 9

。

达 1 5% ~ 2 0%
,

每季 吸收 5 10 :
量 约 1 5 ~ 8 5 k g / 1

.

2 试验方法与处理

“ 7耐
,

远超过水稻对氮
、

磷
、

钾 吸收量的总和
。

由于 在阿城市舍利
、

玉泉
、

大岭
、

小岭
、

红星
、

新 乡
、

亚

水稻每年从土壤 中带走大量的 51 0
: ,

导致水稻土 中 沟
、

平山
、

料甸
、

双丰和阿什河等 n 个乡镇
,

安排 14

有效硅含 量降低
,

使水稻倒 伏严 重
,

产量降低
。

为 个试验点
。

并在料甸满族 乡海沟村 六组
,

双丰乡新

此
,

我们于 2 0 0 2 年在阿城进行 了水稻施硅方法及效 民村三组
,

阿什河乡南城村八组
,

建立 了 3 个百亩示

果的试验研究
。

范方
,

同时在 3个百亩示范方内设立 了 3 个不同处理

1 材料与方法 的含硅水稻专用肥试验 田
。

3 个百亩方的施肥是
,

施

1
.

1 供试材料 含硅水稻专用肥 7 50 k g / h m
Z ,

结合耙地时一次施人
,

含硅水稻专用肥是省农科 院土壤肥料研究所与 在水稻孕穗期追施尿素 75 k g / h m
Z 。

试验田共设立

, 收稿日期
:

20 0 3一 0 1一 1 2
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