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果树无病毒研究进展
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　　[摘　要 ]　结合国内外研究, 介绍了当前果树生产上应用的 4 类主要的无病毒技术, 即物理疗法、化学疗法、

微茎尖法和转基因技术的操作过程和特点, 指出脱毒药品开发和抗病毒转基因的研究, 将是今后无病毒技术研究

的主要领域。
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　　自从 20 世纪 30 年代发现果树病毒以来, 全世

界现已报道的果树病毒有几百种, 涉及苹果、柑桔、

梨、葡萄、桃、杏、樱桃、枣、草莓、柿子、香蕉等几十种

果树。果树被病毒侵染后的症状有: 花叶、褪绿、环

斑、坏死、畸形和突起、变色、生长减缩等, 感病植株

产量降低, 果实品质变劣, 树势变衰, 经济损失巨大。

果树病毒病害已引起世界各国的极大重视。但由于

果树作物种子变异大, 生产上一般采用嫁接、扦插等

技术繁殖苗木, 而这些繁殖技术也正是果树病毒的

主要传播途径。果树产业是农业经济的三大支柱产

业之一, 也是我国加入W TO 后的优势产业, 为了实

现果树栽培的规范化、无毒化, 提高果实产量和品

质, 促进地区及国际间果品、苗木交流, 脱除病毒获

得无病毒植株是非常必要的。值得指出的是, 无病毒

苗只是相对而言, 许多果树含有多种已知和尚未检

测的病毒, 通过无病毒技术得到的幼苗只是经鉴定

证实脱去了已知的主要病毒或目的病毒而已, 严格

来说应称为“无特定病毒苗”,“无病毒苗”只是一个

习惯叫法。总的来说, 目前果树无病毒技术主要可分

为物理方法、化学方法、微茎尖法和转基因技术 4 大

类。本文对这 4 种方法的操作过程和特点进行综述,

以期为果树无病毒技术的进一步研究提供参考。

1　物理方法

用物理方法成功脱除果树病毒在国内外均有大

量报道[1, 2 ] , 即在植株不被伤害或受少许伤害的情况

下, 通过物理因素 (热空气、热水、低温、辐射)使病毒

钝化或失去毒性。其方法主要有以下几种。

1. 1　温热疗法

1. 1. 1　热空气处理　该措施的原理是根据感染病

毒和寄主植物对高温忍耐程度的差异, 在一定的温

度下 (37～ 40 ℃) , 病毒被钝化失去增殖和再感染能

力, 而寄主植物却能生长正常。经过一段时间 (3～ 8

周) 的处理, 枝条前端生长点附近不含有病毒颗粒,

切除这部分进行人工培养或嫁接到无病毒的砧木

上, 即可得到无毒苗木, 这是世界上应用最早、最广

泛, 也是最有效的一种方法。Geo rge [3 ]报道, 高温可

以脱除核果类环斑病毒; L enz F 等[4 ]认为, 高温对

樱桃病毒有很好的脱除效果; 国内学者曹孜义等[5 ]

报道, 高温处理脱除了葡萄扇叶病毒; 覃兰英等[6 ]通

过高温得到了无毒的樱桃、桃等; 张尊平等[7 ]也利用

高温处理得到了脱毒的苹果、梨无毒苗。热空气疗法

根据被处理材料的不同又分为 2 种。

①植株热处理。将 1～ 2 年生小苗栽入花盆中缓

苗 2～ 3 月, 通过休眠后移入热处理室中, 在 25 ℃下

预处理使苗快速生长, 待抽出 3～ 4 片叶后开始逐渐

升温, 当温度达到 37～ 40 ℃, 保持恒温或变温 (一般

37 ℃以上 12 h; 30 ℃左右 12 h)、光照 4 000 lx 和

60% 以上的空气湿度, 经过 1 个月左右长出的新梢,

可用微体嫁接或组织培养进行繁殖而得到无毒苗。

伍克俊等[8 ]将甜樱桃植株热处理后, 取 0. 5～ 1 mm

的茎尖嫁接到无病毒的砧木上, 检测有 50% 以上的

无毒植株; 范丽华等[9 ]用 40 ℃的恒温处理葡萄植株

70 d, 取 2 cm 的茎尖接种于 GS 培养基上得到了

100% 无葡萄扇叶病和卷叶病的苗木; 董雅凤等[10 ]

在 37 ℃条件下处理盆栽梨苗 30 d, 取 1 mm 茎尖在
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M S+ 1. 0 m göL BA + 0. 2 m göL IBA 的培养基上培

养, 有 85% 的植株脱除了 A SGV (苹果茎沟槽病

毒)。

②试管苗热处理。由于植株热处理占地面积大,

耗能量多, 部分学者采用热处理试管苗的方法也取

得了较好的脱毒效果。这种方法不受季节和气候的

制约, 可利用较小的空间处理较多的材料, 但必须首

先选择最优的分化培养基并建立材料的无菌培养体

系。将试管苗置于光照培养箱中, 光强 2 000～

3 000 lx, 每天光照 12～ 16 h, 经 3～ 8 周 35～ 38 ℃

的持续或变温处理, 取 0. 5 mm 的茎尖接种于初代

分化培养基上, 繁殖一定的数量后可进行无毒鉴定。

战淑敏等[11 ]报道, 苹果试管苗热处理后, 经 PA S2
EL ISA 检测得到 8 个脱除A SGV 和A CL SV (苹果

褪绿叶斑病毒)的品种。一次热处理可能无法脱除病

毒, 有些学者采用循环热处理的方法效果更佳。

L eonhard t W 等[12 ]报道, 葡萄试管苗经过 2 次循环

热处理得到了无扇叶病毒、花叶病毒和卷叶病毒的

植株。

1. 1. 2　热风处理　热风处理是一种行之有效的果

树作物脱毒法, 已证明[11 ]将近 90 种以上的病毒病

可以用热处理的方法治疗, 但并非所有的病毒都能

够通过高温脱除。据研究[13 ] , 热处理的效果与病毒

的致死温度没有相关性, 但与病毒颗粒的形状有关,

线状和球状病毒在一定高温下易被钝化, 如A S2
GV , A CL SV , PN R SV (李属坏死环斑病毒) 和 GFV

(葡萄扇叶病毒) 等; 而对杆状病毒效果较差, 如

PDV (李矮缩病毒)等。由于高温脱毒对植株的环境

压力较大, 热处理过程中会造成部分植株死亡, 因

此, 选择恰当的温度区间和处理时间是脱毒成功的

关键, 同时要注意保持充足的光照强度和湿度, 尽可

能的降低植株根部的温度, 并选择生长势健壮的植

株。罗晓芳等[14 ]对苹果苗热处理的研究认为, 温度

对存活率的影响比处理时间大, 因此进行热处理时

应重点考虑温度因素。各树种的耐热性有基因型差

异, 病毒被钝化的临界温度也不尽相同, 大量研

究[13 ]认为, 温度在 35～ 42 ℃, 时间在 2～ 8 周均有

可能脱除几种果树病毒, 因此, 设法减轻高温高湿环

境对植株的压迫, 确定恰当的热处理温度和时间是

今后热风脱毒研究的两个主要方向。

1. 2　温汤浸渍

将植株的休眠器官或离体接穗, 浸在 50 ℃左右

的温水中并持续一段时间后, 剥取休眠芽接种于培

养基上, 可得到脱除部分病毒的脱毒苗。据伍克俊

等[8 ]报道, 将带毒的甜樱桃休眠枝条在 52 ℃恒温浴

锅中处理 20 m in, 插入温室苗床, 65 d 后剪取新梢

鉴定, 发现部分苗木脱除了李坏死环斑病毒。

温汤浸渍只能使一种或几种病毒钝化, 而且处

理时间太长或温度过高容易对植株造成伤害, 温度

过低或处理时间太短又不能钝化病毒, 确定恰当的

处理时间和温度是温汤浸渍的关键。另外, 剥离茎尖

的大小、材料的状态、取材时间的选择也很重要。

1. 3　冷疗法

尽管温热疗法通常可将大部分病毒脱除, 但是

也有少部分病毒可在持续低温下去除。所谓冷疗法

就是用一定低温处理材料, 经过较长时间的低温处

理, 使病毒钝化而失去增殖能力。冷疗法脱毒在观赏

植物和蔬菜作物中应用较多, 有报道[15 ]指出, 菊花

在 5 ℃处理 4～ 7 个月, 可脱除菊花矮化病毒和褪绿

斑驳病毒。果树作物利用冷疗法脱除病毒的报道极

少, 但有关于冷疗法脱除枣疯病植原体的报道[16 ]。

2　化学方法

某些核酸代谢的拮抗物和抗生素类物质能抑制

核苷酸或核酸的生物合成, 因此被用来抑制植物病

毒。对受侵染的植株使用无机物、有机物或抗生素类

物质来抑制或干扰病毒的复制, 生产出无病毒植株

的技术称为植物病毒脱除的化学疗法。如: 硫酸锌可

治疗桃2X 病, 硫尿嘧啶可治愈番茄的烟草花叶病,

放线双酮类似物可有效防止温室番茄的 TM T 浸

染。化学疗法是近年来国内外发展较快的一种脱毒

方法, 现已生产出许多应用于实际的化学药品, 主要

是嘌呤和嘧啶类似物, 如 52二氢氮尿嘧啶 (52dihy2
droazau racil, DH T )、二乙酰基2二氢252氮尿嘧啶

(d iacetyl2dihydro252azau racil,DA 2DH T ) 等, 其消除

病毒的生化机理虽然不清楚, 但已知病毒唑的三磷

酸具有活性, 可抑制病毒 RNA 形成帽子结构, 而

DH T 在早期可破坏依赖于RNA 的RNA 聚合酶的

合成, 在后期可破坏病毒外壳蛋白的合成, 从而抑制

病毒的繁殖。

化学疗法的操作很简单, 即将药品直接加入无

菌培养基中, 与试管苗共培养或喷施于果树的幼嫩

部位上, 连续施用几次, 3～ 5 个月后, 经检测可得到

一定数量的脱毒苗。

谢嘉华等[17 ]报道, 三氮唑核酸苷对黄瓜花叶病

毒、马铃薯 X 病毒、烟草花叶病毒的增殖均有抑制

作用。D eograt ias 等[18 ]用病毒唑脱除了甜樱桃的A 2
CL SV , PN R SV 和 PDV。罗晓芳等[14 ]将三氮唑核
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苷、土霉素、盐酸吗啉双胍结合使用, 对脱除梨A 2
CL SV 有一定效果。目前, 虽然药物脱毒的效果还不

是很好, 化学方法也只能有目的的脱掉某种或某几

种病毒, 但是由于化学疗法方便快捷, 操作简单, 所

以对抗病毒药品的研究和开发具有广阔的前景。

3　微茎尖法

3. 1　微茎尖培养法

　　研究表明[19 ] , 病毒粒子在植株体内的分布是不

均匀的, 并呈现一定的浓度梯度变化。病毒粒子在植

物体内转运包括在薄壁组织中的转运和在输导组织

(韧皮部或木质部) 中的转运两个方面, 在薄壁组织

中的转运通过胞间连丝进行扩散。据估计[20 ] , 25℃

时, TM V (烟草花叶病毒)在烟草叶中的扩散速度为

14 Λm öh。病毒在薄壁组织中的移动距离最多 2

mm öd。由于茎尖生长旺盛, 病毒粒子的扩散低于茎

尖的生长速度, 或生长点细胞间还没有产生胞间连

丝, 病毒粒子不能够扩散至新分裂的细胞, 如果剥离

这部分细胞进行人工培养, 即可得到无病毒的苗木。

自从M o rel 等首次通过茎尖培养获得脱毒的大丽

花以来, 这种方法在很多果树作物脱毒培养上都获

得了成功。曹为玉等[21 ]报道, 将 0. 2～ 0. 3 mm 的葡

萄茎尖接种于M S 为主体的培养基上, 可得到无卷

叶病毒和扇叶病毒的葡萄苗, 脱毒率达到 85% ; 刘

庆忠等[22 ]利用 0. 3～ 0. 4 mm 的草莓茎尖分生组织,

在附加 1. 32 mo löL 62BA 的M S 培养基上, 获得了

6 个无病毒品种; 覃兰英等[6 ]分别以桃、樱桃、杏为

试材, 切取 0. 3 mm 以下的茎尖分生组织, 接种到

F 14继代培养基上, 均获得了不同比例的脱毒苗。另

外, 许多科学家通过小茎尖组织培养, 还获得了梨、

苹果、龙眼、罗汉果等多种果树的脱毒苗[23, 24 ]。

经小茎尖培养脱毒率不高或脱毒不彻底, 可采

用二次小茎尖培养脱毒法。高遐红[25 ]在草莓茎尖组

培时进行二次脱毒, 可完全脱除草莓的斑驳病毒、轻

型黄边病毒、银脉病毒和皱叶病毒。曹孜义等[26 ]认

为, 葡萄经过多次小茎尖继代, 可得到一定比例的脱

除葡萄扇叶病毒的健康植株。

小茎尖培养的过程是: 取 1 年生休眠芽或快速

生长的嫩芽, 用洗涤剂洗去表面灰尘, 去除芽外鳞

片, 流水冲洗 2 h 以上, 移入超净工作台上操作; 体

积分数 75% 酒精处理 30～ 60 s, 转入灭过菌的广口

瓶中, 无菌水冲洗 2 次, 体积分数 0. 1% 的升汞浸泡

10～ 20 m in, 无菌水冲洗 5～ 6 次, 在 10～ 30 倍的解

剖镜下, 用解剖针一层层剥除外层鳞叶, 露出生长

点, 然后用解剖刀迅速切下约带 2 个叶原基 (0. 2～

0. 5 mm )的生长点, 生长点朝上迅速放入培养基中,

25 ℃暗培养 3 d, 转到 2 000～ 3 000 lx 光下培养, 2

个月后便可开始增殖扩繁。

小茎尖脱毒培养的关键是在脱除病毒的前提下

保证小茎尖的成活率。一般来说, 茎尖的大小与成活

率成正比, 与脱毒率成反比。如何既保证小茎尖成活

又能够脱除病毒是果树脱毒研究的主要内容。适宜

小茎尖生长的培养基是由脱毒材料的基因型决定

的, 所以小茎尖培养首先要选择适宜的初代培养基。

覃兰英等[6 ]认为, 桃、杏、樱桃等核果类在 F 14培养基

上的成活率优于M S 和L G 培养基; 曹为玉[21 ]报道,

以M S 为主体的 TM A 22 广谱茎尖培养基较适合葡

萄生长。由于果树的酚类物质含量较高, 茎尖被切除

后接于分生培养基上极易因氧化褐变而死亡, 从而

影响小茎尖培养的成活率。有报道[27, 28 ]认为,V C、活

性炭等物质可有效抑制核桃、樱桃、苹果等组织培养

过程中的褐化现象。植株在不同生长阶段的各种生

理生化指标也是不同的, 选择恰当的接种时间对成

活也非常重要, 另外, 附加激素的浓度、培养环境等

对小茎尖脱毒培养的成功也有影响。

3. 2　微茎尖嫁接法

因为许多木本植物不易人工培养成活, 在小茎

尖培养的基础上, 许多学者研究了微体嫁接脱毒法,

由于茎尖与砧木的亲和性较强, 这样既保证了脱毒,

又提高了小茎尖的成活率, 已有多种果树利用微体

嫁接技术得到了脱毒苗[29 ]。

首先, 准备脱毒砧木的无菌培养苗。一般认为,

大多数植物的种子是不带毒的, 采集砧木种子, 表面

消毒后播于事先准备好的培养基中培养成苗。2 周

后, 在无菌条件下切下顶部, 留下长 1～ 1. 5 cm 的上

胚轴部分, 取优良品种茎尖 1 mm , 倒丁字水平嫁接

在砧木上培养即可。N avarro L 等[30 ]、Juarez J 等[31 ]

利用微体嫁接技术得到了脱毒桃; D egra t ias 等[32 ]也
脱除了樱桃和桃褪绿叶斑病毒; 马凤桐等[33 ]用微体
嫁接技术得到了柑桔属脱毒苗。据报道[34～ 36 ] , 接穗

的大小、病毒种类、砧木品种对微体嫁接的脱毒率和

成活率有一定影响, 接穗越大脱毒率越低, 而接穗太

小成活率又不高; 桃褪绿叶斑病毒易用微体嫁接法

脱除, 而坏死环斑病毒、矮缩病毒则不易脱掉; 有些

果树种子能够传播病毒, 则不适宜作为微体嫁接的

砧木使用。

4　抗病毒转基因技术

抗病毒转基因技术是近几年在基因工程的基础
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上发展起来的一种新的植物脱毒方法[37, 38 ]。依据转

化基因的不同, 可分为基于病毒卫星RNA 的转基

因、基于病毒外壳蛋白基因的转基因、基于病毒反义

RNA 的转基因、基于病毒中和抗体基因的转基因、

基于病毒复制酶基因的转基因等。应用最广泛的是

基于病毒外壳蛋白基因的转基因技术, 它是通过基

因工程的手段, 将病毒外壳蛋白基因导入植物体内,

诱发植物对病毒的免疫性, 培育出对病毒具有一定

免疫力的工程果树品种。抗病毒转基因是防治果树

病毒的一条新的有效途径, F itch 等[39 ]将嵌合有番

木瓜环斑病毒外壳蛋白的基因, 插入载体 GA 482 中

转化番木瓜, 得到转化植株后检测发现, 有一部分对

环斑病毒完全免疫; L aim er da Cam ara M achado

等[40 ]分离出李茎痘病毒外壳蛋白基因, 并通过农杆

菌转入杏品种 Ke Cem eter 中, Sco rza 等[41, 42 ]利用

农杆菌将其转入欧洲李和杏中, 得到的转化植株均

提高了对茎痘病的抗性。

基于病毒外壳蛋白基因的抗病毒转基因, 是将

病毒的外壳蛋白 (coat p ro tein, CP) 基因进行克隆、

体外重组及构建表达载体, 然后将重组的CP 基因

通过工程菌转化到植物细胞内, 使CP 基因在植物

体内得以表达, 通过果树高效再生体系诱导成苗, 经

抗生素筛选、转化植株初步检测、遗传分析、田间性

状鉴定等步骤获得抗该病毒或相关病毒浸染的工程

植株。

果树作物抗病毒转基因虽然取得了一些成功,

但与大田作物相比仍有以下问题需要解决: ①缺乏

稳定高效的再生体系; ②转化效率低, 在组织培养过

程中容易在组织伤口处褐化、坏死或木质化形成保

护层, 阻止了农杆菌与活跃细胞的接触, 使外源

DNA 难以整合到寄主中; ③基因沉默, 即转基因木

本作物极易出现外源基因不表达或表达量极低的现

象。随着分子生物学及基因工程理论的发展, 抗病毒

转基因将是果树作物脱毒技术研究的新热点, 并将

在抗病毒研究中发挥重要作用。

大量试验认为[5 ]: 单一的脱毒方法虽然能够脱

除几种主要病毒或在一定程度上降低病毒浓度, 但

脱毒率均比较低。通常生产上将几种脱毒技术结合

使用, 如: 热处理加小茎尖培养、热处理加微体嫁接、

化学处理加小茎尖培养等均取得了很好的效果。董

亚凤等[10 ]报道, 梨采用热处理材料加茎尖培养及试

管苗热处理结合茎尖培养的方法, 分别较单纯茎尖

培养脱毒率高 57% 和 62. 4%。伍克俊等[8 ]在甜樱桃

脱毒时, 利用热处理结合小茎尖分生组织培养比单

独使用小茎尖培养脱毒率高, 脱毒率达 80%。曹为

玉等[21 ]对葡萄采用变温 (白天 38 ℃、夜晚 35 ℃, 各

12 h) 热处理 60 d, 切取 0. 2～ 0. 5 mm 的小茎尖培

养后认为, 两者结合比单纯用茎尖或热处理方法可

获得更好的脱毒效果, 脱毒率达到 75% 以上。罗晓

芳等[14 ]热处理 ( (37+ 1. 5) ℃)苹果试管苗加小茎尖

(< 2 mm )处理 28 d, 可有效脱除苹果褪绿叶斑病毒

和茎沟病毒, 比单用热处理脱毒效果好得多。Stein

等[43 ]用试管苗结合小茎尖培养脱除了桃的李属坏

死环斑病毒。D egrat ias 等[18, 32 ]用化学药品并结合热

疗和组织培养 3 种方法, 脱除了甜樱桃李属坏死环

斑病毒、李矮缩病毒和苹果褪绿叶斑病毒。

5　小　结

病毒严重影响果树的生长和结果, 并且造成巨

大的经济损失, 所以无毒化栽培显得尤为重要, 而无

病毒技术的研究则是实现果树栽培无毒化、规范化

的前提。脱毒效果受多种因素的影响, 如材料的基因

型、生长状态、病毒种类、处理条件、操作技术等, 所

以在选择脱毒方法时, 可以用单一的脱毒方法, 也可

以将几种方法结合使用。传统的脱毒方法如热处理、

小茎尖培养等虽然操作繁琐, 但是脱毒效果非常好,

今后可以对改进影响成活率和脱毒率的因子加以研

究, 如环境条件、基本培养基、处理温度、茎尖大小

等。化学疗法目前的脱毒效果还不是很好, 但由于化

学疗法方便快捷、操作简单, 所以脱毒药品的研究和

开发将是今后研究的一个主要方向。另外, 抗病毒转

基因技术是从作物自身出发, 通过基因工程手段转

入外源抗病毒基因, 并在作物体内表达达到直接抗

病毒的目的, 将是今后果树无病毒技术研究的另一

热点。
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P rogress of techn iques fo r viru s2free fru it t rees

PENG X iang-yong1,M A Feng-wang1, ZHANG Ka i-chun2
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Abstract: A cco rd ing to the ach ievem en ts in the field, th is paper review ed the cu rren t fou r m ethods of

viru s2free in fru it t rees: physica l therapy, chemo therapy, shoo t2t ip cu ltu re and tran sgen ic techn ique, and in2
t roduced the m an ipu la t ive p rocess and their characterist ics. In addit ion, it w as figu red ou t that an t iviru s

drugs develop ing and techn iques of t ran sgene w ou ld be the m ain research fields of viru s2free in the fu tu re.
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T he m icro2econom ic conno ta t ion of stochast ic p rocesses
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2 Chang sheng F und M anag em en t Co. ,L D T. B eij ing 100056, Ch ina)

Abstract: T h is paper studies the econom ic conno ta t ion of stochast ic p rocesses u sed in financia l re2
search. If the investo rπs expected retu rn is independen t to secu rit ies, p rice is genera ted by Po isson p rocess,

then the secu rit ieπs p rice is d iscon t inuou s. T he exp lanat ion fo r con t inuou s t im e case can be u sed to the dis2
crete t im e case too.

Key words: the secu rit iesπs p rice; con t inuou s t im e stochast ic p rocess; d iscrete t im e stochast ic p rocess; e2
conom ic conno ta t ion
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