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检测大麦抗 BYDV的蚜虫获毒

的酶联免疫吸附法
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大麦黄矮病毒(BⅥ)v)是世界性的主要禾谷类作物病毒。其防治技术一是治蚜防病_lJ，

二是种植抗病品种。由于治蚜防病效果不佳，因此鉴选抗病品种是防治该病 的有效途径。 目

前对大量育种材料的鉴定，主要是根据蚜虫接种传毒试验的症状表现、产量损失及植株内的病

毒含量。但因症状表现和产量损失受环境影响较大，使鉴定结果年度间存在差异。本研究用

间接酶联免疫吸附法检测介体蚜虫带毒的技术，并将其应用于品种的抗病性鉴定。

材料与方法 ‘

1 介体蚜虫 无毒禾谷缢蚜 (Rhopalosi肚“州 户dzLinmcus)，麦长管蚜(Sitobion鲫㈣IPFabricus)，麦二卫蚜

(Schi2n砷“日m蚺Ⅲ 埘 Rondan)和玉米蚜(Rhopalosi肚“卅 maidisFitch)．于生长箱 中繁殖。

2 病毒株系 BYDV的 PAV、RPV和 MAV株系，分剐保存在繁殖寄主燕麦(Coastblackeats)上。

3 供试大麦 告 yd2基固的 877．16品种和感病品种 Man]ey，分别于 2012生长箱中盆播培养。

4 问接酶联免疫吸附法 按 Clark和 Adams(1977)”。方法，但略有改进。用碱性磷酸酶标记抗体．底物为 P

硝基苯磷酸 ．颜色出现后用 TitertekMultiskan测定 405nm处的光吸收值(0D)。凡处理的 0D值大干对照平

均 0D值 +4x各处理的标准差时为阳性反应．反之为胡性反应。并用 0D值 计算 阳性反应指数．阳性反应指

数=(阳性 反应的 0D值之和)×(阳性反应的个数)。

蚜虫标样的制备是每处理加 0．imol／l，TBS~Tween缇}中波(pH96)150一，于微型管中研磨，4℃下 12000

r，mm离心 10min，取上清液供 EI，ISA测定。

5 蚜虫带毒测定 采集不同株 系的典型病 叶，剪短后置于不同培养器中．每一株系分别用币同蚜虫取食 获毒

2d，采集大小一致的莸毒蚜虫置 一73℃冰箱中．以测定不同舟体取食 获毒各株系的能力及不同头数禾荇缢蚜

带毒与 OD值间的相关性。

6 蚜虫获毒酶联免疫吸附法 (AA，EI，IsA)测定大麦品种的抗病性．用人工接虫器接种 菝毒 PAV 株系 3d

的禾各缢蚜于供试品种的第一叶片(三叶期)，传毒 3d后去掉接虫器和蚜虫．然后将无毒麦长管蚜和禾各缢

蚜分别放于第二叶 片，取食 2d后收集于微型管中，每处理 5头．重复 4次。对获毒蚜虫进行 EI。ISA测定c
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结果与讨论

1 不同头数禾答缢蚜带毒 (BYDV)的测定

试验结果表 明．间接酶联免疫吸附法可测出 2头以上的蚜虫带毒(BYDV)，T测验与对照

达显著差异。且 ELISA测定 OD值与带毒蚜虫头数呈线性相关，y=0．0552+0．1505x，式中 Y

为 OD值，X为带毒蚜虫头数(图 1)。相关系数 085。

圈 1 禾答缢蚜带毒的 ELISA测定

F《 1 ELISA d*te~ inatioinonviralife~ sR 加 业

2 不同蚜虫对 BYDV株系的获毒能力

对获毒蚜虫进行 ELISA测定，麦长管蚜对 BYDV的 PAV、RPV和 MAV株系的获毒能力

均高于其它 3种蚜虫，其平均 OD值分别为 0．674、0．187和 0．253，较禾谷缢蚜获毒分别高出

0352、0190和 0．202．较玉米蚜高出0．450、0．190和0．204，较二叉蚜高出 0590、0113和

图 2 87716和 Manley病 株的 AA-ELISA测定 OD值

Fig2 TheOD vMueofAA—ELISA det~tionforinfected87％ 16 andM anley
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0 176。表明蚜虫取食获毒 BYDV与蚜虫传毒专化性无明显相关性 蚜虫传毒专化性可能与 

病毒释放时 内质同膜的选择性有关 I。 

3 AA～ELISA副定大麦品种对 BYDV的抗性 

禾谷缢蚜与麦长管蚜从含yd2基因的 877 16品种上取食获毒的蚜虫 ELISA测定 OD值 

远低于同期从 Manley品种上取食获毒(图 2)，接种后第 6天。禾谷缢蚜从 MaMey品种上获 

毒的 OD值为 1 435，而在 877—16品种上获毒的 OD值为 一0 004(阴性)；接种后第 l8天，禾 

谷缢蚜与麦长管蚜从 Manley上获毒的 OD值较从 877—16品种上分别高 1 012和 0 530。表 

明含 yd2基因的 877—16品种具有较好的抗 BYDV性。 

AA—ELISA测定阳性反应指数的结果(图 3)，接种后第 6天和 l4天，麦长管蚜从 Manley 

品种上获毒较从 877—16品种上分别高 95 1％和98 7％。说明ELISA阳性反应指数更能显示 

品种间的抗病性。 

阳性反应指数 
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囤 3 AA El ISA 耐定 877-【6和 Manloy病株的 阳性 反应 指数 

Fig 3 The；r,sitive index 0f AA E1．ISA detection Gr infected 877 16 8nd Manley 

对癍株叶片直接进行 ELISA测定。试验各期二品种的 OD值与阳性反应指数无显著差异 

(P<O O5’)。而同期用蚜虫获毒的 ELISA测定结果，含 yd2基因 877—16品种的 OD值与阳性 

反应指数均板显著地低于感病品种 Manley(T测验 )。表明 AA—ELISA可用于大麦品种的抗 

BYDV鉴 定，而 ELISA 则不能。 

4 产量损失 

大田病圃观察。877—16品种的亩穗数、株高、干粒重和产量较键株分别减少 6 8％、4 3％、 

1 8％、11．1％。而 Manley品种病株较键株依次减少 52 8％、40 5％、4 5％和 77 4％，亦说明 

877 16品种抗病性好。与 AA-ELISA测定结果一致。 

AA-ELISA是通过测定获毒蚜虫而间接反映植株内病毒含量，有不破坏待测植株的优点， 

可对檀株固定点进行多次测定 因此有望应用于 BYDV抗病机制及遣传分析研究。 
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AA-ELISA for Detection of Barley Resistance to BYDV 

Liu Changhong S Habe~ 

(Shoanxi Institute ofPla protecti。”-Yangling，Sha 712100) 
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Two virulirelOLlS Rhopalosiphum padi(BYDV)can be detected by indirect enzyme-linked 

immunosorbent assaay(ELISA)．Based on that result，a Aphid Acquisition—Enzyme-linked im 

ifiunoSO~"bent assay(AA-ELISA)has been established for identification of barley resistance to 

BYDV．The OD value of AA-ELSA showed that the barley variety 877—16 carrying YD2 gene 

was significantly different from tha t of susceptible variety Manley．No significant difference was 

fnund between 877—16 and Manley when they were detected directly by ELISA at the saI22e leave 
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