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摘要:介绍了热处理 、化学处理和茎尖培养等苹果脱毒方法 ,以及指示植物法 、电镜技术 、酶联免疫技

术和分子生物学技术等几种苹果病毒检测技术的研究进展。
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　　我国苹果栽培面积和总产量都居世界第一 ,但单

产低 、品质差 ,病毒病是造成这一现象的重要原因之

一
[ 1]
。目前 ,我国已发现的苹果病毒有非潜隐性病毒

中的苹果锈果类病毒(ASSV)、苹果花叶病毒(AP-

MV)和苹果绿皱果病毒(ACCV),还有潜隐性病毒中

的褪绿叶斑病毒(CLSV)、茎沟病毒(SGV)和茎痘病

毒(SPV)。非潜隐性病毒引起的病害对病树本身来

说是毁灭性的 ,但由于只是零星发生 ,而且症状明显 ,

容易识别 ,可采取刨除病树的简单方法解决病毒的传

染和危害 ,所以对整个苹果的生产危害较小。而潜隐

病毒分布广 ,侵染率在栽培苹果中达 50%～ 80%[ 2] ,

侵染苹果树后 ,一般无明显症状但会导致树势衰退 ,

产量锐减 ,品质变劣 ,对果树生产危害极大。

1　苹果脱毒方法

苹果病毒病与细菌病害和真菌病害不同 ,目前还

没有有效的化学药剂防治 ,一旦感染上病毒 ,就很难

防治。苹果病毒是通过嫁接传染 ,无传毒介体 ,所以

栽培无病毒苗木 ,是防治的主要途径。早在 20世纪

60年代 ,世界先进国家和地区的苹果生产就开始推

广苹果无毒化栽培 。采用无病毒栽培具有树势强 、新

梢生长量大 、萌芽率高 ,早花 、早果 、丰产 ,果品品质优

良等优点[ 3 , 4] 。

1.1　热处理和化学处理

热处理脱毒的依据是病毒和寄主细胞对高温忍

耐性不同 ,选择适当的温度和处理时间 ,可抑制病毒

繁殖 、延缓其扩散速度 ,使寄主细胞的生长速度超过

病毒扩散速度。从而在这一高温下长出的新植株 、器

官或组织都有可能不带有病毒[ 5] 。热处理是脱出病

毒的常规方法 ,处理方式分为恒温和昼夜高低变温方

式 ,而处理材料一般分为盆栽和组培苗 2种。为了避

免对植株的伤害 ,组培苗可采用昼夜高低温变温方

式。但脱毒率较低 ,脱毒不彻底。常与茎尖培养或嫁

接结合使用 ,为其提供处理原料 。

收稿日期:2006-03-22

作者简介:高昌勇(1976-),男 ,山西汾阳人 ,讲师 ,硕士 ,主要从事生物技术的研究与应用。

[ 9] 　MacArthur R H.The Theory of the Niche , Sy racuse Univ

[ M] .Press , Syracuse , New York , 1968.169-176.

[ 10] 　王刚 ,赵松岭 ,张鹏云, 等.关于生态位定义探讨及生态

位重叠计测公式改进研究[ J] .生态学报 , 1984 , 4(2):

119-126.

[ 11] 　张金屯.植物数量生态学方法[ M] .北京:中国科学技术

出版社 , 1995.92-96.

[ 12] 　郭水良 ,李扬汉.金华地区晚稻田杂草种间生态相似关

系分析[ J] .浙江师大学报(自然科学版), 1998 , 21(1):

52-58.

[ 13] 　郭水良 ,李扬汉.南京地区非农田早春杂草生态位研究

[ J] .杂草科学 , 1997(4):2-5.

[ 14] 　郭水良 ,李扬汉.农田杂草生态位研究的意义及方法探

讨[ J] .生态学报 , 1998 , 18(5):496-503.

[ 15] 　郭水良 , 李扬汉.浙江金华地区小麦田杂草群落研究

[ J] .武汉植物学研究, 1993 , 11(3):239-246.

[ 16] 　郭水良.农田杂草生态位研究方法与计算程序[ J] .浙江

师大学报(自然科学版), 1998 , 21(3):76-79.

[ 17] 　郭水良 , 李扬汉 , 赵铁桥.浙江金华地区小麦—杂草群

落中杂草生态位的研究[ J] .植物生态学报 , 1998 , 22

(1):76-84.

[ 18] 　肖红 ,周启星 ,曹莹 ,等.沈阳地区水田主要杂草种群的

消长动态及生态位分析[ J] .农村生态环境 , 2003 , 19

(3):9-13.

[ 19] 　诸建军 ,王庆亚 ,李扬汉. 草生态位的研究[ J] .上海交

通大学学报(农业科学版), 2002 , 20(1):18-21 , 33.

·19·

河南农业科学

DOI :10.15933/j.cnki.1004-3268.2006.09.005



　　抑制植物病毒的活性化学物质包括代谢拮抗物

质 、植物生长调节物质等。其中一些已用于植物脱毒

研究 ,病毒唑是广谱性抗病毒药物 ,在 20世纪 70年

代末和 80年代初 ,国外一些科学家应用这种抗病毒

药成功地脱去了马铃薯 X病毒 、黄瓜花叶病毒和苜蓿

花叶病毒等
[ 6]
。在 MS培养基中 ,加入病毒抑制剂茶

蔗子毒素 ,培养苹果新梢顶尖 ,8周后 ,可脱除苹果褪

绿叶斑病毒[ 7] 。国内有研究者将中药板蓝根和西药

三氮唑核苷分别加入 MS 培养基中 ,培养苹果茎尖 ,

发现板蓝根和三氮唑核苷对苹果褪绿叶斑病毒 、茎沟

病毒均有很好的脱除作用[ 8] 。这种方法脱毒可获得

较大的茎尖用于组培 ,操作简单 ,但病毒抑制剂易导

致后代变异 。

1.2　茎尖组培脱毒法

茎尖脱毒的依据是病毒在其体内分布并不均匀 ,

某些器官或组织如茎尖等不带或少带病毒的特点。

其一 ,病毒在植物体内是通过微管系统传播的 ,而分

生组织内部不存在微管系统;其二 ,分生组织内源生

长激素含量较高 ,对病毒有钝化作用;其三 ,分生组织

细胞分裂速度超过病毒的繁殖速度。因此 ,通过茎尖

分生组织组培可以获得脱毒苗 ,在苹果的生产中利用

这种方式获得了较好的脱毒效果[ 9 ,10] 。对于茎尖组

培脱毒 ,一般认为 ,所取茎尖大小与脱毒率成反相关 ,

茎尖越小脱毒率越高 ,但是所取茎尖越小 ,操作难度

越大 ,且突变率增大。有研究表明 ,采用 2次取尖的

方法获得了比常规茎尖组培脱毒脱毒率高的效果 ,并

且实验操作难度降低
[ 11]

。

近年来研究证明 ,用热处理和茎尖培养相结合的

方法培育苹果无病毒苗效果较好 ,采用这种方法可以

增加脱出病毒的种类和脱毒率[ 12] ,而且省去了热处

理后嫩梢嫁接的环节 ,茎尖大小可切到 1 mm ,易分化

出苗 ,降低操作难度 ,从理论上可以减少后代变异的

发生率。据报道 ,该方法的脱毒率可达到 50%～ 83.

3%
[ 13]

。

2　苹果病毒检测技术

采用各种脱毒方法获得的脱毒苗 ,必须经过严格

检测确定脱毒才能推广应用。目前 ,常用的苹果病毒

检测方法有指示植物法 、电镜技术 、酶联免疫技术和

分子生物学技术等。

2.1　指示植物法

病毒的病症常因寄主植物的不同而有差异 ,指示

植物法就是利用一套指示植物(或称鉴别寄主)进行

一些植物病毒的检测 。生产上常用的木本指示植物

有:弗吉尼亚 小苹果(Virginia crab)、斯 派 227

(Spy227)、光辉(Radiant)和苏俄苹果(R12740 ～ 7A),

草本指示植物有:昆诺藜和心叶烟等。在弗吉尼亚小

苹果上可检测到茎痘病毒和茎沟病毒;斯派 227和光

辉可检测出茎痘病毒;苏俄苹果可用于检测褪绿叶斑

病毒
[ 14 ,15]

。利用昆诺藜和心叶烟可检测褪绿叶斑病

毒和茎沟病毒[ 16] 。指示植物检测苹果病毒可在大田

或温室进行 ,也可采用试管嫁接方法。指示植物法虽

然简单 ,但检测速度很慢 ,而且灵敏度也较低。

2.2　电镜技术

电子显微镜广泛应用于植物病毒的检测和研究 ,

它能直接观察到病毒粒子的形态特征 ,其优点就是快

速 、直观 。在电子显微镜下可以直接观察到苹果病毒

粒子呈现不同形状[ 17 ,18] 。但由于电镜技术需用电子

显微镜 ,而且样品的制备费用较高。所以电子显微镜

的应用受到一定的限制。

2.3　酶联免疫技术

酶联免疫吸附测定法(ELISA)是当前生产中应

用最广泛的病毒检测方法 ,它是 20世纪 70年代在荧

光抗体和组织化学基础上发展起来的一种新的免疫

测定技术 ,是在不影响酶活性和免疫球蛋白分子的反

应条件下 ,使酶分子和免疫球蛋白分子共价结合成酶

标记抗体。酶标记抗体可直接或通过免疫桥与包被

在固相支持物上待测定的抗原或抗体特异性结合 ,来

特异的定性 、定量的检测病毒的存在。由于标记酶的

酶促反应的放大作用 ,其灵敏度高达 ng 甚至 pg 水

平
[ 19]

, 这一技术现已成为植物病毒病诊断的标准方

法。目前 ,ELISA可以检测多种苹果病毒[ 20～ 22] ,我国

已制得了褪绿叶斑病毒 、茎沟病毒抗血清 ,可利用

ELISA快速检测这2种病毒[ 17 , 18] 。

2.4　分子生物学技术

分子生物学技术是通过检测病毒核酸来证实病

毒的存在 ,其灵敏度比 ELISA 高 ,特异性强 ,检测快

速 ,并可用于大量样品的检测 ,适用范围广 ,检测对象

可以是 RNA 病毒 、DNA病毒和类病毒。目前 ,常用

的分子生物学技术包括核酸分子杂交技术 、双链

RNA电泳技术 、反转录 PCR(RT-PCR)技术等。RT

-PCR技术已用于检测多种植物病毒 ,在苹果上利用

RT-PCR技术已经可以检测多种病毒[ 23 ,24] 。将 RT

-PCR技术与分子杂交技术相结合 ,其检测灵敏度更

高
[ 25]

。近来 ,国内研究者通过设计特异引物检测了

苹果褪绿叶斑病毒 、苹果茎沟病毒和苹果茎痘病

毒[ 26 ,27] 。用 RT-PCR技术检测苹果病毒无放射性

危险 ,可以检测到飞克(fg ,10 ～ 15 g)数量级的植物病
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毒及大规模的样品。所以分子生物学技术特别是 RT

-PCR技术在苹果病毒检测方面将会有更广阔的应

用前景。
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本刊常用单位符号及换算

依据国家标准 ,本刊在刊发稿件中一律使用法定计量单位 , 为便于读者阅读 ,现将本刊常用单位符号及其换算
方法介绍如下:

1　长度单位:km=公里 、千米 ,m=米 , cm=厘米 ,mm=毫米;换算:1 km=1 000 m , 1 m=100 cm=3 尺 , 1 cm=10 mm
2　重量单位:t=吨或 1 000 kg , kg=公斤 、千克 , g=克 ,mg=毫克;换算:1 t=1 000 kg , 1 kg=1 000 g , 1 g=1 000 mg ,

500 g=1 市斤 , 50 g=1 两

3　面积单位:m2=平方米 , hm2=公顷 , cm2=平方厘米;换算:1 hm2=10 000 m2=15 亩 , 1 亩=667 m2

4　浓度单位:1 mg/ kg ,mg/ L或mg.kg-1 ,mg.L-1 , μl.L-1=1×10-6=1 ppm ,即百万分之一 ,不用ppm 和1×10-6表示
5　时间单位:“天 、小时 、分钟 、秒”分别用“ d、h、min、s”表示
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