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离体条件下进行治疗枣疯病药物 

筛选的可行性研究 
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摘要：以婆枣带枣疯病组培苗为试材，在培养基中添加不同浓度及不同次数的盐酸一四环素(Tetracycline，Tc) 

和盐酸一土霉素(Oxytetracydine，Ox)药物，培养 40 d后，观察其对病苗生长情况的影响，并对转健苗进行植原体 

特异PCR检测，结果表明，25~g／mI 的药物浓度处理一次可使枣疯病症状消失，并完全杀灭枣疯病病原，达到理 

想效果；同时本研究中田间和组培条件下相同药物治疗效果的一致性进一步说NTNffl~N培养技术进行药物 

筛选的可行性。 
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Selecting remedial drugs for witches’broom 

disease via tissue culture 
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Abstract：The plantlets with witches’broom disease of ZiziphUSjujuba CV．Pozao were used as ma． 

terials in this paper，The di~ased plantlets were cultured in the medium with different c(mcentrati0n 

and times of Tc and Ox．After 40 days，the growth conditions of the treated plantlet were obse ved 

and the phytoplasrna of healing plantlets was also detected by PCR．The results showed that 25【埚| 

mL Tc and Ox could reverse the disea~d symptom and kill phytoplasma completely
． At the same 

time，the consistency of treated effect between field and tissue culture also showed that selecting re． 

medial drugs via tissue culture was feasible． 
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枣树原产我国，是我国第一大干果树种，以其抗 

逆性强、栽培容易、结果早、经济寿命长、枣果营养丰 

富、用途广泛、经济效益和生态效益显著等独特优 

势，已经成为我国果树发展中的热点之一。枣疯病 

是由植原体引起的枣树重大毁灭性传染病害，同时 

也是植物界重大疑难病害之一 。长期以来，为 

了彻底根除此病害，研究者尝试了各种技术措施和 

方法，如手术治疗、药物治疗及抗病品种筛选 
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等[5 ]，其中，药物治疗作为一种主要的技术手段被 

广泛应用，但迄今为止，由于在田间进行药物筛选， 

环境条件难以控制、工作量大，又受季节时间限制， 

以至于进程缓慢，使枣疯病的治疗药物主要局限在 

四环素、土霉素等抗生素范围内。为了扩大筛选范 

围、加快筛选进程，本研究利用已建立的枣疯病带病 

组织培养体系，通过在培养基中添加药物，进行离体 

条件下枣疯病治疗药物的筛选研究，旨在建立组培 

筛选药物的技术体系、探索在组织培养条件下进行 

治疗药物快速筛选的可行性，为枣疯病治疗药物的 

高效筛选开辟新的途径。 

物，引物序列为P1：AAG AGT TFG ATC CTG CCT 

CAG GAT T，P7：CGT CCT TCA TCG ( 哪 。 

PCR反应采用 30 L体系，各组分及其用量为： 

10×PCR buffer 3．0 gL．25 mmol／LMg2 2．0 txL．30 

ng／tzL P1／P7各l L，30 ng／／~L DNA 1 L，2 mmol／ 

L dNTP 2 L，5 U／tzL Faq DNA聚合酶0．3 L，消 

毒双蒸水 19．7 L。扩增程序t94℃，6 rain；94℃ 50 

S。58℃ 1 min40 s，72℃ 2 min 30 S，37 cycles；72℃ 

7 min。PCR扩增产物用 1％琼脂糖凝胶(含约0．5 

tzg／mL溴化乙锭)进行电泳检测，电泳缓冲液为0．5 

×TBE。电泳结束后在紫外灯下观察并摄影记录。 

l 材料与方法 2 结果与分析 

1．1 材料 

挑选生长旺盛，具典型丛枝症状(有 10个以上 

分枝)的带枣疯病婆枣组培苗，取其茎尖和茎段(带 

4个叶片)作药物处理。将同一株小苗切分后接入 

不同剂量或种类的培养基中，以保证所用基因型和 

生长势一致的小苗进行各组药物处理。 

1。2 培养条件 

MS基本培养基，蔗糖3％，琼脂 0．35％，pH灭 

菌前为6．2，高压灭菌 17 min，光照 1 400～1 600 

lx，光周期为16 h／8 h，温度控制在25-30℃之间。 

1．3 药物种类及添加方法 

国产盐酸一四环素和盐酸一土霉素。 

药物添加方法：在超净工作台下，紫外灯照射粉 

剂药物4 h以上，消毒双蒸水溶解，在培养基灭菌后 

冷凝前分剂量加入。 

1．4 病原检测方法 

利用已知植原体 l6SrDNA的保守序列合成引 

2．1 盐酸一四环素和盐酸 一土霉素对枣疯病病苗 

的治疗效果 

在培养基中分别添加0、5 tzg／mL、15 tzg／mL、25 

tzg／mL、50 txg／mL浓度的盐酸一四环素和盐酸 土 

霉素，各5个处理，l5次重复。培养40 d后，调查各 

处理中组培苗的生长情况，结果见表1。 

由表 1可以看出，在培养基中添加一定浓度的 

盐酸一四环素和盐酸一土霉素后，从表观症状上对 

枣疯病病苗均有明显的治疗效果。在添加不同浓度 

药物的培养基中，枣疯病病苗的丛枝症状均完全逆 

转，新生叶片叶色转绿、面积明显增大，托叶刺生长 

正常，腋芽不萌发或偶有萌发，其中添加低剂量药物 

(如5 tzg／mL)培养基中的小苗因药物抑制而表现叶 

片发黄的时期不明显，且生长较旺；但随药物浓度的 

增加，小苗的生长逐渐受到一定程度的抑制，表现为 

茎段生长量减小、生根数量也逐渐下降；药物浓度越 

高，受抑越严重。 

表 1 培养基中添加不同药物后病苗的生长情况 

Table 1 The growth condition of diseased plantlet cultured in medium with different drugs 
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2．2 药物转健苗继代培养及病原检测情况 

为了进一步确定盐酸一四环素和盐酸 土霉素 

的治疗效果，将药物处理40 d后的转健苗分别在不 

添加药物和添加与第一次处理相同浓度药物的培养 

基上进行继代培养，每处理10次重复。40 d后再观 

察各处理中组培苗的生长结果。 

对在继代培养中不添加药物的处理发现，5 f g／ 

mL药物处理一次后枣疯病症状虽然可以暂时消 

失，但在不添加药物的继代培养基中又出现症状复 

发现象，复发率 100％，表明此浓度并没有全部杀死 

枣疯植原体，部分病原体存在植株中，一旦药效消 

失，病原体可以再度繁殖；15 lxg／mL药物处理一次 

后继代培养中只有40％的组培苗健壮生长、完全正 

常，其余60％症状复发，说明此浓度下治疗效果也 

不理想，只是有可能全部杀死病原；25 lxg／mL与50 

g／mL药物一次处理后，组培苗均没有出现症状复 

发现象。 

对继代培养中添加二次药物处理的组培苗生长 

情况观察发现，两种药物在4种浓度条件下均无表 

现枣疯病症状情况，但高浓度药物(25 lxg／mL与50 

~g／mL)对转健苗生长出现了严重抑制现象，50,g／ 

mL浓度下甚至出现部分组培苗枯死；而添加低浓 

度药物(5 lxg／mL与 15~g／mL)的培养基中转健苗 

生长良好，全部没有症状复发现象。 

对药物处理一次(25 lxg／mL与50 lxg／mL)和两 

次后的转健苗分别进行 PCR检测，均未发现有植原 

体特异带出现，检测结果见图l；而且将转健苗在未 

添加药物的培养基中持续继代(1年半)，均未发现 

有症状复发现象。由此可看出，通过在培养基中添 

加高浓度药物一次处理(25 lxg／rnL与50 lxg／rnL)和 

低浓度多次处理(5~g／rnL与 15~g／mL)均可以使 

枣疯病病苗转健，并全部杀死病原。但从经济和提 

高效率角度考虑，本试验认为以添加25 lxg／mL的药 

物一次处理的效果最佳，25 lxg／mL浓度的药物治疗 

效果见图2，治疗转健苗在无药物继代培养基中生 

长情况见图 3。 

注：M 为分子量标准；1、3为病苗对照，出现植原体特异条带(1．8 

kb)；2、4—8为药物转健曲，无植原体特异条带 

图 1 药物转健苗和病苗对照的 PCR检测结果 

Fig．1 The PCR amplified results of healing and 

diseased plantlet with P1／P7 primers 

图2 在添加25 IllL药物的培养基中，病苗转化情况 

Fig．2 The conversion of diseased plantlet 

in medium with 25,g／n~Tc and Ox 

图3 药物转健苗在无药物培养基中生长情况 

Fig．3 The growth condition of healing plantlet 

inmedium without drugs 

2．3 组培条件下与田间药物用量的比例关系 

利用相同批次的盐酸 四环素和盐酸一土霉素 

药物进行r大样本田间药物滴注试验，筛选得到的 

有效剂量为 1．0 g／L，与组培条件下药物处理1次的 

有效剂量26,g／mL的比例达到 40：1，此结果说明 

组培条件下筛选出的药物剂量在田间生产实践中应 

用时应扩大几十倍，这为筛选药物的田间应用提供 

了一定的计算依据，为最终的生产实践奠定了基础； 

同时也说明了盐酸一四环素和盐酸一土霉素在田问 

和组培条件下药效的一致性。 

3 讨论 

3．1 组培条件下进行药物筛选的可行性 

对四环素类药物防治植原体类病害的作用机理 

研究表明，四环素可以引起植原体菌体的破裂或消 

失，达到抑制病原的生长的效果_1 。李加友也曾报 

道，采用盐酸一四环素、交沙霉素、枝原清以不同浓 

度处理组培条件下的泡桐和甘薯丛枝病组培苗，结 

果表明效果良好，症状无复发，经电镜观察未发现植 

物植原体的存在H 。而本研究中采用国产盐酸一 

四环素和盐酸一土霉素处理枣疯病组培苗，使用浓 

度为 25,g／mI ，效果良好，能彻底杀灭枣疯病植原 

体，并使病苗转健，无复发。另外，本研究在田问和 

组培条件下开展同种药物试验，药效结果表现出了 

很高的一致性。 

以上结果均说明，组培筛选结果可定性指导实 

际生产中的应用试验，当然生产中的应用剂量需要 

具体摸索。但利用带病组培体系进行药物筛选是完 

全可行的，不仅能大大缩短筛选时间，提高筛选效 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第1期 赵 锦等：离体条件下进行治疗枣疯病药物筛选的可行性研究 73 

率，而且筛选范围可以大幅度扩展，有望筛选出抗生 

素之外的其他更高效、环保的治疗药物；同时本研究 

也为其他植物病害的治疗药物筛选研究提供了有益 

参考。 

3．2 组培和田间条件下治疗效果的差异 

许多田问试验表明，抗生素的应用使枣疯病的 

症状消失大多是暂时的，往往隔一段时问后复发，不 

能彻底清除病原H引；而组织培养条件下的该类药物 

的治疗结果却能彻底杀死病原，没有症状复发现象。 

分析造成这种差异的原因，作者认为很可能是田问 

输液治疗很难将药物运输到植株体内植原体存在的 

每一个部位，那些药物能运输到的部位，又达到了足 

够的药量，病原被杀灭；那些药物不能运输到的部 

位，即便是高效药物也不可能杀灭病原。而在组培 

试验中，植株个体小、药剂吸收充分，能在最大程度 

上杀灭病原，表现该药剂应有的作用。 

另外，本研究中盐酸一四环素和盐酸一土霉素等 

抗生素类药剂的应用试验表明，该类药剂除了可以杀 

灭枣疯病植原体病原，同时也抑制枣疯病病苗的生 

长，对其有一定的毒害作用。所以本研究认为今后药 

物治疗枣疯病的重点有两个方面：一方面是筛选出能 

杀灭植原体的高效环保药剂，即既能杀灭植原体的同 

时对枣树本身和周围环境又无伤害或伤害小的药剂； 

另一个方面是提高药剂在患病植株体内的运输效果， 

尽可能保证药剂能最大程度灌输到植物体内每一个 

植原体存在的部位，这需要对药物水溶性、用药时间、 

用药方法和药械等各个因素全面考虑。 
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[10] KÂ )uN S，HUITEMA E，VLEESH0I rwERS V G 

A A．Resistance to oomyeetes：a general role for the hy— 

persensitive response[J]．Trends Plant Sci，1999，4-196 
— 200． 

(编辑：李 川) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

