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昆明地 区香石竹病毒病流行状况调查及脱病毒苗的制备 

伊廷双，胡 虹 ，罗桂芬 
(中国科学院昆明植物研究所，-N南 昆明 6502o4) 

摘要 ：对昆明地区 3种不同生产模式下的香石竹 ( 啪 珊 删 伸 L．)进行 了调查 ，采集 

样本 146号，利用酶联免疫法和电镜检测法对样本感染香石竹病毒的情况进行检测。结果表 

明昆明地 区主要流行的香石竹病毒为香石竹斑驳病毒和香石竹 坏死斑点病毒。以带香石竹斑 

驳病毒的香石竹品种 “俏新郎”为实验材料，研究了直接剥茎尖法、高温处理结合剥茎尖法 

和病毒疰 处理结合剥茎尖法 3种方法在脱病毒效 率和茎尖成苗率 的差异。实验结果表明以加 

热处理结合剥茎尖法脱病毒效果最好 ，0．2 mm茎尖脱病毒率可达 77．78％，加 5％病毒痤处理 

对脱病毒有一定的影响，直接剥茎尖法脱病毒效果最差 。 
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香石竹是世界上仅次于郁金香和玫瑰的第三大鲜切花 (李少球，1996)，也是我国最 
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主要的鲜切花。香石竹繁殖方式为元性繁殖，容易感染病毒并逐渐积累，造成植株长势衰 

弱、花叶、植株畸形、花朵变小 、花碎色 、花苞开裂、叶、茎和花 出现枯斑 ，极大影响了 

香石竹的商品价值 (张健如等，199o)。我国在 引进香石竹种苗时 ，由于检疫措施不够完 

善，也带进 了香石竹病毒病。香石竹病毒病在我国上海、北京等香石竹主要产地广泛流行 

(于嘉林等，1991；孙光荣等 ，1982；张健如等 ，1987)；随种植面积的扩大 ，田问管理措 

施不得当 ，致使病毒病流行有 日趋严重的趋势。 

昆明是我国当前晟大的香石竹生产地 ，香石竹产量占全国总产量的 80％以上。但 由 

于种苗来源混杂 ，检疫措施不够完善 ，管理技术和生产设施相对落后等原因 ，致使香石竹 

病毒病在昆明地区大面积流行。一般认 为，香石竹斑驳病毒 (Kassanis，1955)、香石竹潜 

隐病毒 ( al1jB，1954)、香石竹环斑病毒 ( al1js，1955)和香石竹坏死斑点病毒 (hlv— 

ouye，1973)是世界上对香石竹生产危害晟大的 4种病毒 (张健如，1990~David，1985)。 

为了给昆明香石竹产区病毒病的防治提供依据，我们对昆明香石竹产区这 4种病毒病进行 

了调查 

1 材料和方法 

1．1 样本采集 

我们从 1997年 8月到 1999年 6月，先后对昆明香石竹种植区的 3种种植模式进行调 

查 ：① 花农竹制隧道大棚生产模式 ，设备和管理技术相对落后 ；② 国产钢架大棚生产模 

式 ，管理人员为我国科技人员 ，设备多用国产设备 ，管理技术多采用国内较 现代化的技 

术；③ 国外引进温棚生产模式 ，设备、管理技术和种苗多为直接引自花卉生产发达国家。 

调查的方法是 ，对大面积种植区分 5点调查 ，每点调查 10个大棚 ，零星种植区作全面调 

查。样本为随机采集，样本装于小食品袋 内，标明采集地点、时间、症状特点 ，编号 ，然 

后置于冰壶内，带 回实验室进行病毒检测。两年时间内，共调查花农竹制隧道大棚 5o多 

个 ，采集样本 73号，大中型花卉种苗公司 4个 ，采集样本 73号，共调查了 70多个品种 

1．2 病毒检蔫方法 

酶联免疫方法是本实验的主要检测方法，香石竹病毒抗血清 (包括包被抗体、第一抗 

体、酶联抗体、抗第一抗体酶联抗体，阴性对照、阳性对照)从美国 ag,ti．公司购得，采 

用 I~nmel等人 (陆家珏 ，1987；Lommel，1983；Sanche~一Navarro，1996)的方法建立双夹 

心 ELISA方法和闯接 ELISA方法。双夹心 ELISA方法用于香石竹斑驳病毒 、香石竹环斑病 

毒、香石竹潜隐病毒的检测，间接 EHSA方法用于香石竹坏死斑点病毒的检测。 

电镜检测方法为本实验的辅助检测手段。制片方法采用蘸取法 (田波，1987)和直接 

制片法 (Clark，1981)，染色法为磷钨酸钾负染 。 

1．3 香石竹脱病毒苗的制备 

选择带有香石竹斑驳病毒的枝条 ，用刀片从叶子的基部去除叶片，切成段状 ．每段带 

有 1个节，0．1％的升汞消毒 10min，植于 Ms培养基 中 (含 0．3lr LNAA、3．0I L 6一 

BA及 5％蔗糖 )，待芽长至 1至 2∞1，切取芽体，用同样的培养基繁殖扩增，用作脱病毒 

苗制备的材料。脱病毒方法研究进行 3组实验 ，第 1组为直接剥茎尖法 ．剥茎尖的方法 同 

上所述 ；第 2组为高温长时间处理结台剥茎尖法，上述扩增 的香石竹苗定植于相同培养基 
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中．置于 LRH一250一G型光照培养箱中，每天 38℃下光照培养 16 h，光照强度约为 1500 

lx．32℃下黑暗培养 8 h 处理 40 d，然后剥茎尖 ；第 3组为病毒痤结合剥茎尖法 ，上述扩 

增的香石竹苗 ．植于以 Ms为基本培养基 ，加人 0．2 ms／L NAA，3ⅡIl L 6一BA，5％蔗糖 ， 

5 mg／L病毒痤的培养基中培养 40 d，然后剥茎尖。3种方法剥得的茎尖培养在 Ms培养基 

中．含 0．5 mg／L 、0．5 mg／L 6一BA及 5％蔗糖 ，生长 3个 月后 ，统计 成 苗率，用 

ELISA法和电镜检测法检测茎尖苗带病毒状况 ，ELISA反应结果用 Sl0e~tetl',a Max 340型酶标 

仪测量 405Ⅲ 的光吸收值 ，吸收值 小于 阴性对照吸收值 2倍者 ，定为阴性 ，不带病毒 ， 

统计脱病毒率 ，分析比较 3种脱病毒方法的效果。 

2 结果与分析 

2．1 昆明地区香石竹病毒病流行状况调查 

由表 1可见．昆明地区香石竹病毒病流行程度比较严重，尤其花农竹制隧道大棚生产 

模式，由于生产设备简陋、缺乏防虫措施 、管理技术落后、不注意 田间操作卫生 ，及种苗 

来源混杂等原因，致使香石竹普遍感染病毒病。所采集的 73号样本 中，主要感染的病毒 

为香石竹斑驳病毒和香石竹坏死斑点病毒，分别占采集样本的 97．26％和 41．10％，另外 

发现有香石竹环斑病毒感染 ，但不太严重 ，只 占采集样本的 4．11％，采集样本 中未见有 

香石竹潜隐病毒感染。国产锕架大棚生产模式 ，共采集样本 32号 ，病毒感染程度相对较 

轻，其中感染香石竹斑驳病毒的样本 占 87．50％，感染香石竹环斑病毒的样 本占 9．38％， 

感染香石竹坏死斑点病毒的样本 占 6．26％，未见感染香石竹潜隐病毒的样本。国外引进 

温棚生产模式 ，感染病毒病程度最轻，在采集的 41个样本 中，感染香石竹斑驳病毒的样 

本 占56．10％，未检测到香石竹环斑病毒、香石竹坏死斑点病毒、香石竹潜隐病毒。 

裹 1 4种病毒在昆明地区的发生和分布 

Table1 m衄 and ti0n 0f4 in J(Ilr∞ 
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总之，从 3种不同生产模式的病毒病流行状况来看，昆明地区香石竹病毒病流行程度 

已十分严重，采集样本中，3种生产模式中香石竹斑驳病毒平均感染率达 83．56％，香石 

竹坏死斑点病毒平均感染率达 21．92％，香石竹环斑病毒平均感染率达 4．11％。 

2．2 番石竹脱病毒苗的制备 

由表 2可见 ，3种方法的成苗率 以直接剥 茎尖法最高，0．2 ilnffl的茎尖成苗率 可达到 
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63．16％，0．5 rn异／L病毒痤处理为其次 ．0．2ⅡⅡn茎尖成苗率达 58 85％，加热处理成苗率 

最低 ，0．2 ml／1的茎尖成苗率仅为 33．33％，导致加热处理后成苗率低的主要原 因是很多茎 

尖苗为玻璃苗。但脱病毒率效果最好的为加热处理结合剥茎尖法 ，0．2 nⅡn的茎尖脱病毒 

率可达 77．78％，长度为 1 mr／1的茎尖苗脱病毒率可达 25．00％。病毒痤处理法效果其次 ， 

0．2 nⅡn的茎尖脱病毒率可达 57．14％，茎尖小于 0 5m 效果较好 ，大于 0．7mm的茎尖苗 

基本上脱不掉病毒。脱病毒效果最差的是直接剥茎尖法 ，0．2 rmn的茎尖苗脱病毒率为 

58 33％，总脱病毒率仅为 25．31％，大于 0．5 m 的茎尖基本上脱不掉病毒。在实验过程中 

发现，人为的规定 O1)405 roll小于 2倍阴性对照者为脱掉病毒的做法并不太合理，通过 电镜 

检测证明，有些光吸收值接近阴性对照 2倍 的茎尖苗仍措有低浓度 的病毒，如种植 时间过 

长，病毒经扩增繁殖后浓度会重新升高，因此要完全脱掉病毒 应选择 ELISA实验结果中光 

吸收值尽量接近阴性对照光吸收值的茎尖苗，再经电镜检测或生物检测等多种检测手段确 

定。从综合效果考虑，经实验证实加热处理结合剥茎尖方法是最有效的脱病毒方法。 

裹 2 3种番石竹脱■毒苗嘲鲁方法比较 

Table 2 A 咖 啪 d 3 raethadsto 由|d口g carnation de一 陆 铲 

本文的直接剥茎尖法的总脱病毒率与 Stone(1968)的实验结果接近，0．2ⅡⅡn至 1 rm 

的茎尖所长成的苗总脱病毒率为 加％多 ，但与张健如等 (1987)报道结果相差较大 ，张健 
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如等人的实验结果认为，1．0 mm的茎尖长成的苗 中有电镜检测结果成阴性者 ，1．2 mm的 

茎尖长成的苗中有生物检测结果成阴性者 ，本实验结果是大于 0．7 mm的茎尖长成的苗未 

发现有脱掉香石竹斑驳病毒的。王蓓等人①的实验结果认 为，用 5 mg／L的病毒痤处理 5 

周，生长锥完全脱掉病毒 ，1 m 的茎尖长成的苗的脱病毒率达到 80％，本实验 的结果表 

明 5 mg／L的病毒痤处理有助于通过剥茎尖获得脱病毒苗，但 l mm的茎尖长成的苗未见有 

脱掉病毒者 。Kacharmazov等 (1977)研究认为 ，加热处理抑制了病毒复制 ，使新生茎尖部 

分不含病毒 ，因此加热处理结合剥茎尖极大地提高了茎尖苗脱病毒效率，此处理 中长度 2 

倍于直接剥茎尖法中的茎尖所成的苗 ，与直接剥茎尖脱病毒效率相近，甚至优于直接剥茎 

尖法 。我们的结果与之相近 。同时我们看到了每种方法中的脱病毒效果和茎尖大小是相联 

系的。提供了每种脱病毒方法有效脱病毒茎尖长度范围。 
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