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植物诱抗剂犃犎犗联合茎尖培养脱除马铃薯

犛病毒和马铃薯犢病毒
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（１．云南省农业科学院生物技术与种质资源研究所，云南省农业生物技术重点实验室，农业部西南作物基因资源与

种质创制重点实验室，昆明　６５０２０５；２．云南中医药大学中药学院暨云南省南药可持续利用重点实验室，昆明　６５０５００）

摘要　研究了植物诱抗剂３丙酮基３羟基羟吲哚（３ａｃｅｔｏｎｙｌ３ｈｙｄｒｏｘｙｏｘｉｎｄｏｌｅ，ＡＨＯ）联合茎尖培养从试管苗中

脱除马铃薯Ｓ病毒（ＰＶＳ）、马铃薯Ｙ病毒（ＰＶＹ）的方法和效率。取ＰＶＳ侵染的‘定薯３号’和‘定薯４号’以及

ＰＶＹ侵染的‘靖薯３号’和‘靖薯４号’的壮芽，茎尖剥离后培养至４～５个叶片，用１００ｍｇ／Ｌ植物诱抗剂 ＡＨＯ水

剂喷施试管苗，每隔２ｄ喷施一次，共３次，末次喷施２ｄ后取茎尖剥离培养，获得再生试管苗。用电子显微镜负染

色、ＥＬＩＳＡ、荧光定量ＲＴＰＣＲ检测再生试管苗的带病毒情况。结果显示，ＡＨＯ对４个品种的马铃薯试管苗生长无

影响，用ＡＨＯ处理后再茎尖剥离培养，脱毒率均高于未处理的对照；检测结果还显示ＡＨＯ处理的马铃薯再生苗

的带毒量也低于未处理的对照，且随处理次数增加带毒量下降。研究结果表明，利用植物诱抗剂ＡＨＯ联合茎尖剥

离培养方法可以提高脱除ＰＶＳ、ＰＶＹ的效率，获得无病毒核心苗。

关键词　３丙酮基３羟基羟吲哚；　茎尖培养；　马铃薯Ｓ病毒；　马铃薯Ｙ病毒；　病毒脱除
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　　马铃薯是世界上继水稻、玉米、小麦后的第四大

主粮作物。我国马铃薯年种植面积稳定在５００万

ｈｍ２以上，在保障粮食安全、助力脱贫攻坚中起到重

要作用。马铃薯的种薯繁殖主要靠无性繁殖，极易

感染病毒，由于病毒在马铃薯体内的积累，造成马铃

薯种性退化，品质与产量降低。能侵染马铃薯属的

病毒有４０余种，病毒病害是马铃薯产业的重要危

害［１３］。近年的研究数据显示，马铃薯Ｓ病毒（ｐｏｔａ

ｔｏｖｉｒｕｓＳ，ＰＶＳ）、马铃薯Ｙ病毒（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＹ，

ＰＶＹ）是我国马铃薯试管苗和种薯上检出率最高的

２种病毒，检出率近２０％，高于其他病毒的检出

率［４５］。有效控制马铃薯病毒病的主要方法是通过

茎尖脱毒，然而传统的茎尖脱毒，较难脱除ＰＶＳ、

ＰＶＹ等
［６］。使用抗病毒化合物病毒唑（ｒｉｂａｖｉｒｉｎ）干

扰病毒复制，联合茎尖脱毒可成功脱除马铃薯Ｘ病

毒（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＸ，ＰＶＸ）、马铃薯 Ｍ 病毒（ｐｏｔａｔｏ

ｖｉｒｕｓＭ，ＰＶＭ）、ＰＶＹ和ＰＶＳ，获得健康马铃薯植

株［７１１］。由于植物种类、品种、感染病毒种类的不

同，病毒唑会对植物产生不同程度的毒性，即使在

５μｇ／ｍＬ的浓度条件下，植株的生长也会受到严重

影响［８］，在０～１５０ｍｇ／Ｌ浓度范围，马铃薯试管苗

株高和鲜重会随着病毒唑的浓度增加而降低［１２］。

３丙 酮 基３羟 基 羟 吲 哚 （３ａｃｅｔｏｎｙｌ３

ｈｙｄｒｏｘｙｏｘｉｎｄｏｌｅ，ＡＨＯ）是从板蓝犛狋狉狅犫犻犾犪狀狋犺犲狊

犮狌狊犻犪中分离得到的一种天然产物，对菊科白粉菌

犈狉狔狊犻狆犺犲犮犻犮犺狅狉犪犮犲犪狉狌犿、烟草花叶病毒（ｔｏｂａｃｃｏ

ｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ）、番茄斑萎病毒（ｔｏｍａｔｏｓｐｏｔｔｅｄｗｉｌｔ

ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ）有较好的抑制效果
［１３１５］，作用机制研究

表明，ＡＨＯ作用于植物水杨酸途径介导的防御反应

而激活植物的系统获得抗性［１３，１６］，以抵抗病原菌的

侵染。ＡＨＯ属于植物源的抗性诱导剂，能诱导植物

产生抗性，抑制病毒在植物体内的复制、运动，且不

影响植物正常生长。

本研究在继代培养前的马铃薯茎尖组织培养小

苗上喷施１００ｍｇ／ＬＡＨＯ水剂，经过３次处理后，

能快速有效地获得无病毒健康马铃薯再生苗，为生

产马铃薯无病毒种苗提供了有效措施。

１　材料与方法

１．１　植物材料、诱抗剂及质粒

带病毒马铃薯材料为‘定薯３号’‘定薯４号’

‘靖薯３号’‘靖薯４号’的薯块，经ＥＬＩＳＡ、负染色

电镜观察方法检测，确定‘定薯３号’和‘定薯４号’

的薯块携带ＰＶＳ，‘靖薯３号’和‘靖薯４号’的薯块

携带ＰＶＹ。

ＡＨＯ干粉由中国科学院昆明植物所郝小江实

验室提供，取１ｇＡＨＯ干粉先溶于１ｍＬ二甲基亚

砜，然后用ｄｄＨ２Ｏ 定容至１００ｍＬ，获得１％的

ＡＨＯ水剂（浓度为１０ｇ／Ｌ）作为储存液，用细菌过

滤器过滤后保存备用。使用时取储存液用ｄｄＨ２Ｏ

稀释１００倍（浓度为１００ｍｇ／Ｌ）。

用于构建ＰＶＳ、ＰＶＹ荧光定量检测方法标准曲

线的重组质粒为本实验室自制。

１．２　马铃薯茎尖剥离、茎尖组织培养、扩繁

马铃薯薯块用１０～２０ｍｇ／Ｌ赤霉素溶液浸种

１５～３０ｍｉｎ，晾干后催芽至芽长１～２ｃｍ。取健壮

芽，流水冲洗３０ｍｉｎ，无菌条件下用７５％乙醇浸泡

３０ｓ，无菌水冲洗２次；再用０．１％升汞浸泡６ｍｉｎ，

无菌水漂洗５～８次，消毒的外植体接种在ＭＳ培养

基上［１７］，培养获得马铃薯植株。剪取该马铃薯植株

的茎尖，借助４０倍双目解剖镜，剥离茎尖直至露出

半圆形光滑的生长点，用锋利的无菌解剖针小心切

取０．２ｍｍ以下的带１～２个叶原基的茎尖，迅速接

种于已准备好的茎尖培养基（ＭＳ＋０．６ｍｇ／ｍＬ６ＢＡ

＋０．３ｍｇ／ｍＬＧＡ＋０．１ｍｇ／ｍＬＮＡＡ）上，于温度

２０～２５℃，光照２０００～３０００ｌｘ，每天光照１２ｈ条件

下培养，直至长成带４～５个叶片的完整马铃薯试管

苗。每个试管苗植株可剪成４～５段扩繁，每隔一节

带一片叶，切段直立地插入培养基中培养。

１．３　犃犎犗处理试管苗

培养１１ｄ后，分别取带有ＰＶＳ的‘定薯３号’

和‘定薯４号’以及带有ＰＶＹ的‘靖薯３号’和‘靖

薯４号’的试管苗，各２４株（平均株高５ｃｍ左右），

喷施１００ｍｇ／ＬＡＨＯ水剂，以喷施不含ＡＨＯ（其

他条件相同）的溶液为对照，每隔２ｄ喷施１次，共

喷施３次，再培养２ｄ后取试管苗测株高、根长和

鲜重；剥离茎尖置于茎尖培养基培养长至４～５个

叶片，用负染色电镜观察、ＥＬＩＳＡ以及荧光定量

ＰＣＲ检测。

试验数据使用Ｅｘｃｅｌ２００７、ＳＰＳＳ２３．０软件进

行统计分析。

１．４　负染色方法

马铃薯芽眼部分或者组培苗负染参考文献［１８］。

取０．５ｇ病叶置于２０μＬ的２．５％戊二醛上切碎，将
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铜网置于浸出液表面吸附３ｍｉｎ，吸干铜网表面液体

后置于 １％ 的钼氨酸 （犿／犞，溶于 ｐＨ ７．２ 的

０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液）染色２ｍｉｎ。在透射电镜

（ＦＥＩＴＥＣＮＡＩＧ２，ＵＳＡ）下观察。

１．５　犈犔犐犛犃

采用ＥＬＩＳＡ对‘定薯３号’‘定薯４号’‘靖薯３

号’‘靖薯４号’中的病毒进行检测。所检病毒包括

ＰＶＸ、ＰＶＹ、ＰＶＳ、ＰＬＲＶ、ＰＶＡ、ＴＳＷＶ、ＴＺＳＶ 和

ＰＶＭ。ＴＺＳＶ为本实验室自制抗体，其余病毒的检

测试剂盒购自美国Ａｇｄｉａ公司，按照说明书进行检

测。阳性样品为本实验室保存，阴性样品为健康马

铃薯试管苗。

１．６　荧光定量犚犜犘犆犚

用于荧光定量ＲＴＰＣＲ检测的引物采用Ｐｒｉｍｅｒ

５设计，引物序列见表１。用购自Ａｍｂｉｏｎ公司的

ＴＲＩｚｏｌ试剂提取样品总ＲＮＡ。用北京全式金公司

ＯｎｅＳｔｅｐｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌ反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ

第一链，用ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ

（Ｒｏｘ）制备反应体系，包括ｃＤＮＡ１μＬ，上、下游引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２．５μＬ，ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（Ｒｏｘ）１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ４μＬ。反应在

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ （ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ

ｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ）荧光定量ＰＣＲ仪上进

行，反应程序为：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，５７℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ，４０个循环。每个反应５个重复。

标准曲线：用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００测定重组质粒的

ＰＶＳ浓度为１４１．７０ｎｇ／μＬ，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为１．８３；

ＰＶＹ浓度为１３５．２５ｎｇ／μＬ，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为１．８４。

对重组质粒进行１０倍连续梯度稀释，作为病毒检测

用阳性标准品，用于构建标准曲线。

表１　犘犞犛和犘犞犢的检测引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犘犞犛犪狀犱犘犞犢

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增片段长度／ｂｐ

Ｌｅｎｇｔｈ

参考病毒序列号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．ｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｖｉｒｕｓ

ＰＶＳＦ ＧＣＣＧＣＡＴＴＴＧＡＣＡＣＡＴＴＣＧＡＴ １９８ ＬＣ５１１８８０．１

ＰＶＳＲ ＣＡＡＴＣＴＣＡＧＣＧＣＣＡＡＧＣＡＴ

ＰＶＹＦ ＴＣＧＣＣＡＡＡＴＧＴＣＡＡＣＧＧＡＧＴ ２１４ ＥＦ０２６０７６．１

ＰＶＹＲ ＣＴＡＡＡＣＣＣＡＣＡＴＣＣＣＧＣＡＧＡ

２　结果与分析

２．１　负染色电镜及犈犔犐犛犃检测种薯芽带毒种类

在‘定薯３号’‘定薯４号’‘靖薯３号’‘靖薯４

号’的薯块新芽汁液中，用电镜均观察到线状病毒粒子

（图１），未发现其他病毒粒子。ＥＬＩＳＡ检测结果表明

‘定薯３号’和‘定薯４号’的样品中带有ＰＶＳ，‘靖薯３

号’和‘靖薯４号’中带有ＰＶＹ，没有检测到其他病毒。

图１　电镜观察到的病毒粒子

犉犻犵．１　犞犻狉狌狊狆犪狉狋犻犮犾犲狊狌狀犱犲狉狋犺犲犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲
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２．２　犃犎犗处理

２．２．１　ＡＨＯ处理对马铃薯试管苗生长的影响

携带ＰＶＳ的‘定薯３号’和‘定薯４号’以及携

带ＰＶＹ的‘靖薯３号’和‘靖薯４号’的试管苗，喷施

３次１００ｍｇ／Ｌ的ＡＨＯ后２ｄ（扩繁后的第２０天）

取试管苗测量株高（ｃｍ）、根长（ｃｍ）和鲜重（ｇ）。由

图２可见，喷施１００ｍｇ／ＬＡＨＯ的４个品种株高、

根长和鲜重较对照略有增加，无不良影响。

图２　犃犎犗对马铃薯试管苗生长的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狅犳犃犎犗狅狀狋犺犲犵狉狅狑狋犺狅犳犻狀狏犻狋狉狅狆狅狋犪狋狅狆犾犪狀狋犾犲狋狊

　
２．２．２　ＥＬＩＳＡ和电镜检测ＡＨＯ处理后的试管苗

每个品种各挑选２４株试管苗，分别用１００ｍｇ／Ｌ

ＡＨＯ喷施，对照不含ＡＨＯ（其他条件相同），每隔

２ｄ喷施１次，共３次，末次喷施２ｄ后取试管苗再进

行茎尖剥离脱毒，培养３０ｄ后，取存活试管苗用

ＥＬＩＳＡ检测ＰＶＸ、ＰＶＹ、ＰＶＳ、ＰＬＲＶ、ＰＶＡ、ＴＳＷＶ、

ＴＺＳＶ和ＰＶＭ等病毒，各品种均未检测到ＰＶＸ、ＰＬ

ＲＶ、ＰＶＡ、ＴＳＷＶ、ＴＺＳＶ和ＰＶＭ，在‘定薯３号’和

‘定薯４号’检测到ＰＶＳ，在‘靖薯３号’和‘靖薯４号’

检测到ＰＶＹ，与用于脱毒的薯块检测结果一致，但

ＡＨＯ处理的试管苗阴性率要高于对照（表２）。

进一步计算ＥＬＩＳＡ检测的ＯＤ值平均值发现，

处理前、对照、ＡＨＯ处理的试管苗，ＰＶＳ、ＰＶＹ的

ＥＬＩＳＡ检测ＯＤ值平均值呈递减趋势（图３）。

·２４２·



书书书

４８卷第５期 张丽珍等：植物诱抗剂ＡＨＯ联合茎尖培养脱除马铃薯Ｓ病毒和马铃薯Ｙ病毒

表２　马铃薯试管苗存活率及病毒脱除率１
）

犜犪犫犾犲２　犛狌狉狏犻狏犪犾狉犪狋犲犪狀犱狏犻狉狌狊犲犾犻犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳犻狀狏犻狋狉狅狆狅狋犪狋狅狆犾犪狀狋犾犲狋狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

定薯３号

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．３

苗存活率／％

Ｓｕｒｖｉｖａｌ

ｒａｔｅ

ＰＶＳ脱除率／％

ＰＶＳｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

定薯４号

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．４

苗存活率／％

Ｓｕｒｖｉｖａｌ

ｒａｔｅ

ＰＶＳ脱除率／％

ＰＶＳｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

靖薯３号

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．３

苗存活率／％

Ｓｕｒｖｉｖａｌ

ｒａｔｅ

ＰＶＹ脱除率／％

ＰＶＹｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

靖薯４号

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．４

苗存活率／％

Ｓｕｒｖｉｖａｌ

ｒａｔｅ

ＰＶＹ脱除率／％

ＰＶＹｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

ＡＨＯ处理

ＡＨＯｔｒｅａｔｍｅｎｔ
４５．８（１１／２４） １８．２（２／１１） ５８．３（１４／２４） ２１．４（３／１４） ５０．０（１２／２４） ８．３（１／１２） ５４．２（１３／２４） １５．４（２／１３）

对照　Ｃｏｎｔｒｏｌ ５８．３（１４／２４） ０．０（０／１４） ５０．０（１２／２４） ８．３（１／１２） ５４．２（１３／２４） ７．７（１／１３） ５４．２（１３／２４） ０．０（０／１３）

　１）在存活率列的括号中分子代表存活试管苗株数，分母代表起始试管苗总株数；在脱除率列的括号中分子代表获得的无病毒试管苗株数，分

母代表存活株数。

Ｎｕｍｅｒａｔｏｒａｎｄｄｅｎｏｍｉｎａｔｏｒｉｎｔｈｅｂｒａｃｋｅｔｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｃｏｌｕｍｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｕｒｖｉｖａｌｎｕｍｂｅｒｓａｎｄｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｓｏｆ犻狀狏犻狋狉狅ｐｌａｎｔｌｅｔｓ，ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｎｕｍｅｒａｔｏｒａｎｄｄｅｎｏｍｉｎａｔｏｒｉｎｂｒａｃｋｅｔｏｆｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｃｏｌｕｍｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｖｉｒｕｓｆｒｅｅｐｌａｎｔｌｅｔｎｕｍｂｅｒｓａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌ犻狀狏犻狋狉狅ｐｌａ

ｎｔｌｅｔｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图３　处理前、对照、犃犎犗处理的马铃薯试管苗犈犔犐犛犃检测

犉犻犵．３　犈犔犐犛犃犱犲狋犲犮狋犻狅狀犳狅狉犻狀狏犻狋狉狅狆狅狋犪狋狅狆犾犪狀狋犾犲狋狊狅犳狆狉犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋，犮狅狀狋狉狅犾犪狀犱犃犎犗狋狉犲犪狋犿犲狀狋

　
　　抽取每个处理ＥＬＩＳＡ检测值最低的试管苗进

行负染色电镜观察验证，结果见表３、４，电镜观察显

示处理前、对照、ＡＨＯ处理的试管苗中的病毒粒子

数量也呈下降趋势。

表３　‘定薯３号’和‘定薯４号’试管苗处理前、对照、犃犎犗处理犈犔犐犛犃和电镜负染色检测１
）

犜犪犫犾犲３　犈犔犐犛犃犪狀犱犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲（犈犕）狀犲犵犪狋犻狏犲狊狋犪犻狀犻狀犵犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳‘犇犻狀犵狊犺狌犖狅３’犪狀犱‘犇犻狀犵狊犺狌犖狅４’犻狀狏犻狋狉狅

狆犾犪狀狋犾犲狋狊狅犳狆狉犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋，犮狅狀狋狉狅犾犪狀犱犃犎犗狋狉犲犪狋犿犲狀狋

处理前　Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

品种及编号

Ｖａｒｉｅｔｙａｎｄ

ｎｏ．

ＰＶＳ

ＥＬＩＳＡ

电镜检测

ＥＭ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

对照　Ｃｏｎｔｒｏｌ

品种及编号

Ｖａｒｉｅｔｙａｎｄ

ｎｏ．

ＰＶＳ

ＥＬＩＳＡ

电镜检测

ＥＭ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ＡＨＯ处理　ＡＨＯｔｒｅａｔｍｅｎｔ

品种及编号

Ｖａｒｉｅｔｙａｎｄ

ｎｏ．

ＰＶＳ

ＥＬＩＳＡ

电镜检测

ＥＭ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

定薯３号１

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．３１
０．２９６ ＋＋ＬＶ

定薯３号２

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．３２
０．１５６ ＋ＬＶ

定薯３号３

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．３３
０．１５９ ＋ＬＶ

定薯３号２

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．３２
０．２８８ ＋ＬＶ

定薯３号３

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．３３
０．１８７ ＋ＬＶ

定薯３号４

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．３４
０．０７０ －

定薯３号８

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．３８
０．０８２ ＋－ＬＶ

定薯３号８

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．３８
０．０７２ －

定薯３号１４

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．３１４
０．２１０ ＋＋ＬＶ

定薯３号１０

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．３１０
０．０８９ ＋－ＬＶ
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续表３　犜犪犫犾犲３（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

处理前　Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

品种及编号

Ｖａｒｉｅｔｙａｎｄ

ｎｏ．

ＰＶＳ

ＥＬＩＳＡ

电镜检测

ＥＭ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

对照　Ｃｏｎｔｒｏｌ

品种及编号

Ｖａｒｉｅｔｙａｎｄ

ｎｏ．

ＰＶＳ

ＥＬＩＳＡ

电镜检测

ＥＭ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ＡＨＯ处理　ＡＨＯｔｒｅａｔｍｅｎｔ

品种及编号

Ｖａｒｉｅｔｙａｎｄ

ｎｏ．

ＰＶＳ

ＥＬＩＳＡ

电镜检测

ＥＭ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

定薯４号１

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．４１
０．１９５ ＋＋ＬＶ

定薯４号２

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．４２
０．１９９ ＋＋ＬＶ

定薯４号５

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．４５
０．０８９ ＋ＬＶ

定薯４号３

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．４３
０．１６９ ＋ＬＶ

定薯４号６

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．４６
０．０５６ －

定薯４号２

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．４２
０．２８３ ＋ＬＶ

定薯４号８

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．４８
０．０９２ ＋－ＬＶ

定薯４号７

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．４７
０．０６６ －

定薯４号１１

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．４１１
０．０７４ －

定薯４号８

ＤｉｎｇｓｈｕＮｏ．４８
０．０５４ －

　１）ＬＶ表示线状病毒粒子；＋＋表示样品观察３０个视野能观察到＞３０个病毒粒子；＋表示每个样品观察３０个视野能观察到１０～３０个病毒

粒子；＋－表示每个样品观察３０个视野能观察到＜１０个病毒粒子；—表示未能观察到病毒粒子。处理前和处理的试管苗扩繁于同一母

株的试管苗，属于同一批次，一部分用于处理前检测，另一部分用作对照及ＡＨＯ处理。下同。

ＬＶｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓｖｉｒｕｓｐａｒｔｉｃｌｅｓ．＋＋ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｍｏｒｅｔｈａｎ３０ｖｉｒｕｓｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｅｖｅｒｙ３０ｖｉｅｗｓ／ｓａｍｐｌｅ．＋ｒｅｐｒｅ

ｓｅｎｔｓ１０－３０ｖｉｒｕｓｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｅｖｅｒｙ３０ｖｉｅｗｓ／ｓａｍｐｌｅ．＋－ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｌｅｓｓｔｈａｎ１０ｖｉｒｕｓｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｅｖｅｒｙ３０

ｖｉｅｗｓ／ｓａｍｐｌｅ．ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｏｖｉｒｕｓｐａｒｔｉｃｌｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｔｈｅ犻狀狏犻狋狉狅ｐｌａｎｔｌｅｔｓｕｓｅｄａｓｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｃｏｎｔｒｏｌ，ａｎｄＡＨＯｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｅｒｅ

ｍｕｌｔｉｐｌｉｅｄｆｒｏｍｏｎｅｓａｍｅｓｔｏｃｋｐｌａｎｔｌｅｔ．Ｔｈｅｓａｍｅａｐｐｌｉｅｓｂｅｌｏｗ．

表４　‘靖薯３号’和‘靖薯４号’试管苗处理前、对照、犃犎犗处理犈犔犐犛犃、电镜负染色检测

犜犪犫犾犲４　犈犔犐犛犃犪狀犱犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲（犈犕）狀犲犵犪狋犻狏犲狊狋犪犻狀犻狀犵犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳‘犑犻狀犵狊犺狌犖狅３’犪狀犱‘犑犻狀犵狊犺狌犖狅４’犻狀狏犻狋狉狅

狆犾犪狀狋犾犲狋狊狅犳狆狉犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋，犮狅狀狋狉狅犾犪狀犱犃犎犗狋狉犲犪狋犿犲狀狋

处理前　Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

品种及编号

Ｖａｒｉｅｔｙａｎｄ

ｎｏ．

ＰＶＹ

ＥＬＩＳＡ

电镜检测

ＥＭ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

对照　Ｃｏｎｔｒｏｌ

品种及编号

Ｖａｒｉｅｔｙａｎｄ

ｎｏ．

ＰＶＹ

ＥＬＩＳＡ

电镜检测

ＥＭ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ＡＨＯ处理　ＡＨＯｔｒｅａｔｍｅｎｔ

品种及编号

Ｖａｒｉｅｔｙａｎｄ

ｎｏ．

ＰＶＹ

ＥＬＩＳＡ

电镜检测

ＥＭ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

靖薯３号１

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．３１
０．１９６ ＋＋ＬＶ

靖薯３号２

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．３２
０．０７２ －

靖薯３号２

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．３２
０．０４６ －

靖薯３号４

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．３４
０．２０４ ＋＋ＬＶ

靖薯３号５

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．３５
０．０９２ ＋－ＬＶ

靖薯３号２

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．３２
０．２８９ ＋ＬＶ

靖薯３号６

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．３６
０．１９７ ＋ＬＶ

靖薯３号６

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．３６
０．１０６ ＋ＬＶ

靖薯３号１１

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．３１１
０．０９２ ＋－ＬＶ

靖薯３号１１

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．３１１
０．０８２ ＋－ＬＶ

靖薯４号１

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．４１
０．２８５ ＋ＬＶ

靖薯４号２

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．４２
０．１９７ ＋＋ＬＶ

靖薯４号２

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．４２
０．０５６ －

靖薯４号４

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．４４
０．０８４ ＋ＬＶ

靖薯４号３

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．４３
０．０８２ ＋－ＬＶ

靖薯４号２

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．４２
０．２４３ ＋＋ＬＶ

靖薯４号７

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．４７
０．０９２ ＋ＬＶ

靖薯４号７

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．４７
０．０９９ ＋ＬＶ

靖薯４号１２

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．４１２
０．１９６ ＋＋ＬＶ

靖薯４号９

ＪｉｎｇｓｈｕＮｏ．４９
０．０５２ －

２．２．３　荧光定量ＲＴＰＣＲ检测病毒相对量

为证实ＡＨＯ对病毒的抑制作用，用荧光定

量ＲＴＰＣＲ对分别喷施１、２、３次ＡＨＯ的马铃薯

试管苗进行病毒相对量检测，检测结果见图４。

抑制率由病毒相对浓度计算而得，计算公式：抑

制率＝（１－喷施 ＡＨＯ／不喷施 ＡＨＯ）×１００％。

由图４可知，ＡＨＯ对‘定薯３号’‘定薯４号’和

‘靖薯３号’‘靖薯４号’试管苗中的ＰＶＳ和ＰＶＹ

具有显著的抑制效果，喷施３次后，抑制率可达

９９．９７％以上。
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图４　犃犎犗处理后马铃薯试管苗中病毒相对量
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３　讨论

马铃薯大田种薯和试管苗样品中ＰＶＳ、ＰＶＹ的

检测率较高［４５］，可能与这两种病毒较难通过茎尖培

养脱除有关。ＡＨＯ能诱导植物产生系统性抗性，本

研究用１００ｍｇ／ＬＡＨＯ喷施携带ＰＶＳ的‘定薯３

号’‘定薯４号’和携带ＰＶＹ的‘靖薯３号’‘靖薯４

号’的试管苗，茎尖剥离培养后，发现用ＡＨＯ处理

与对照的苗存活率均在５０％，株高、根长、鲜重无显

著差异（图２），说明ＡＨＯ对‘定薯３号’‘定薯４

号’‘靖薯３号’‘靖薯４号’的试管苗无毒性；病毒检

测发现，携带ＰＶＳ的‘定薯３号’和‘定薯４号’试管

苗用ＡＨＯ处理后ＰＶＳ阴性率为１９．８０％，未处理

的试管苗ＰＶＳ阴性率为４．１７％；用ＡＨＯ处理的

‘靖薯３号’和‘靖薯４号’试管苗ＰＶＹ阴性率为

１１．８５％，未处理的为３．８４％。ＥＬＩＳＡ检测显示，带

毒试管苗检测到病毒ＯＤ值，相对未处理呈下降趋

势（图３）。负染色电镜观察显示，用ＡＨＯ处理，带

毒试管苗平均每３０个视野观察的病毒粒子低于未

处理（表３、４）。荧光定量ＲＴＰＣＲ检测了未处理、

处理１次、２次、３次后（第３次的取ＥＬＩＳＡ检测为

阴性的试管苗），对ＰＶＳ、ＰＶＹ具有显著的抑制效果

（图４），抑制率高于９９．９７％。通常马铃薯病毒的脱

除效率依据病毒种类、病毒量等特性，往往需要茎尖

剥离３次以上，才能普遍获得无毒（或检测不到病

毒）的试管苗，我们的研究结果表明，使用ＡＨＯ处

理后，提高了病毒的脱除效率。茎尖分生组织培养

技术是获得马铃薯无病毒苗非常有效的方法，但脱

毒效率往往会受到茎尖分生组织大小、病毒特性、品

种的影响，在分生组织培养前，通过热处理、冷冻处

理、病毒唑或几种方法联合可以提高脱除病毒的效

率［１１］，但因病毒唑的植物毒性，会降低茎尖分生组

织存活率［１９２０］。本文使用的ＡＨＯ除对植物有较好

的诱抗作用外，与对照比较并没有植物毒性，为有效

脱除马铃薯病毒提供了一个可选的方法。

参考文献

［１］　郭志乾，董凤林．马铃薯病毒性退化与防治［Ｊ］．中国马铃薯，

２００４，８（１）：４８ ４９．

［２］　ＳＡＬＡＺＡＲＬＦ．Ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓａｎｄｔｈｅｉｒｃｏｎｔｒｏｌ［Ｍ］．Ｌｉｍａ：Ｉｎ

ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＰｏｔａｔｏＣｅｎｔｅｒ，１９９６：１９．

［３］　ＷＡＮＧＢｉａｏ，ＭＡＹａｎｌｉ，ＺＨＡＮＧＺｈｉｂｏ，ｅｔａｌ．Ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓ

ｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＣｒｏｐＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，２０１１，３０（９）：１１１７ １１２３．

［４］　范国权，白艳菊，高艳玲，等．我国马铃薯主产区病毒病发生

情况调查［Ｊ］．黑龙江农业科学，２０１４，２７（３）：６８ ７２．

［５］　张丽珍，董家红，郑宽瑜，等．云南省马铃薯脱毒试管苗和微

型薯病毒检测与分析［Ｊ］．中国马铃薯，２０１５（１）：４２ ４５．

［６］　吴兴泉，时妍，杨庆东．我国马铃薯病毒的种类及脱毒种薯生产

过程中病毒的监测［Ｊ］．中国马铃薯，２０１１，２５（６）：３６３ ３６６．
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这些研究结果对于草地贪夜蛾在陕西省的适生性分

布预测及田间种群监测具有重要意义。

参考文献

［１］　杨学礼，刘永昌，罗茗钟，等．云南省江城县首次发现迁入我

国西南地区的草地贪夜蛾［Ｊ］．云南农业，２０１９（１）：７２．

［２］　姜玉英，刘杰，吴秋琳，等．我国草地贪夜蛾冬繁区和越冬区

调查［Ｊ］．植物保护，２０２１，４７（１）：２１２ ２１７．

［３］　赵琳超，廖用信，陈壮美，等．不同温度对草地贪夜蛾幼虫和

蛹生长发育的影响［Ｊ］．湖南师范大学自然科学学报，２０２０，４３

（１）：４１ ４７．

［４］　张红梅，尹艳琼，赵雪晴，等．草地贪夜蛾在不同温度条件下

的生长发育特性［Ｊ］．环境昆虫学报，２０２０，４２（１）：５２ ５９．

［５］　鲁智慧，和淑琪，严乃胜，等．温度对草地贪夜蛾生长发育及

繁殖的影响［Ｊ］．植物保护，２０１９，４５（５）：２７ ３１．

［６］　谢殿杰，张蕾，程云霞，等．不同饲养温度对草地贪夜蛾过冷

却点和体液冰点的影响［Ｊ］．植物保护，２０２０，４６（２）：６２ ７１．

［７］　张红梅，王燕，尹艳琼，等．卵和蛹短时高温对草地贪夜蛾生

长发育的影响［Ｊ］．植物保护学报，２０２０，４７（４）：８３１ ８３８．

［８］　王冀，江志红，丁裕国，等．２１世纪中国极端气温指数变化情

况预估［Ｊ］．资源科学，２００８（７）：１０８４ １０９２．

［９］　马罡，马春森．气候变化下极端高温对昆虫种群影响的研究进
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