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                南 方 菜 豆 花 时病 霉检 疫 鉴定 方 法

1 范 围

    本标 准规定 了南方 菜豆花 叶病毒 的血 清学 和分 子生 物学 检测方 法 。

    本标 准适用 于可 能携带南 方菜豆花 叶病毒 的豆科种 子 的检疫 鉴定 。

2 原理                 圈瞩辗瞩瞩瞩瞩瞩圈圃瞩瞩圈瞩瞩圃瞩圃

血 刑 成 吊  坊 匝烽 灶和其 田田 焙 爪 （募 m 附帚 A 〕早籁髓圈圈圃圃圈圈聊 根 ＿

3 仪器 、设施及试剂 j 瞩圃圃圃圃瞩严

3．1 仪器 与设施           圃瞩瞩瞩圈瞩瞩瞩瞩瞩瞩瞩瞩瞩圈瞩瞩瞩

研钵等 ；防虫温室 。 ＿ 篇瞩圃瞩圃瞩戮

3．2 试剂                缀瞩龋瞩   廖圃圃瞩瞩圃瞩圈瞩圃

4 检擅与鉴定            瞩圃圃    髓瞩圃圈     缀圈圈圈

4 1  制 样              瞩瞩圈瞩瞩圈瞩瞩瞩圃廖   圈瞩圃圃圃廖

的植 株 分 组 （10 株 为 二组 ）并 编 号 。采 集筏瞩骡瞩圈圈既两 份 ，分 另缀赐骡严髓联 检 测 和 分 于 生 物 学 检 测 。

4 2 检 测

4．2．1 双 抗体 夹 心酶 联 免疫 吸 附检 测

    把 制 备 的 样 品 上 清 液 加 人 已 包 被 S B M V 抗 体 的 9 6 孔 酶 联 板 中 ，进 行 D A S－E L IS A 检 测 。 每 个 样

品平 行 加 到两 个 孔 中 。健 康 的植 物组 织 作 阴性 对 照 ，感 染 S B M V 的植 物 组 织 作 阳性 对 照 ，样 品提 取 缓

冲液作 空 白对 照 ，其 中阴性 对 照种 类 和材 料 怕 ：种 子 或 叶片 ）应 尽 量 与检 测样 品一致 。不 同的检 测试 剂

或试 剂盒 根据试 剂或试 剂盒 的说 明操作 。

    具体操作见附录 B 。

4．2．2        R V P C R 检 测

    分 别 提 取 样 品 和 对 照 的 总 R N A ，反 转 录 合 成 CD N A 后 ，进 行 P C R 扩 增 。 健 康 的 植 物 组 织 作 阴 性 对

照 ，感 染 S B M V 的植 物组 织作 阳性 对 照 ，用 超 纯水 作 空 白对 照 。
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    具体操作见附录 C 。

5 结 果 判 定

    酶 联 检 测 阳 性 ，使 用 S B M V 特 异 性 引 物 进 行 R T －P C R 检 测 ，扩 增 出 目 的 条 带 ，判 定 样 品 是 携 带

S B M V ，否则不携带 。

    样 品 酶 联 检 测 阳性 ，使 用 S B M V 特 异 性 引 物 末 扩 增 出 目的 条 带 ，可 用 南 方 纽 豆 花 叶 病 毒 的 特 异 引

物 对 该 样 品进 行 R T －P C R 检 测 （参 见 附 录 A 人

6 样 品保 存 、结 果记 录 与 资料保 存

6．1 样 品保 存

    经 检 测 确 定 携 带 S B M V 的样 品应 在 合 适 条 件 下 保 存 ，种 子 保 存 在 4 oC ，病 叶 冻 干 保 存 在 一 20 oC 或

者 一80 oC 冰箱 中 ，做好标记 和登记工作 。

6．2 结 果记 录 与 资料保 存

    完 整 的 实 验 记 录 包 括 ：样 品 的 来 源 、种 类 、检 测 时 间 、地 点 、方 法 和 结 果 等 ，并 要 有 经 手 人 和 检 测 人 员

的签 字 。酶联 测 定应 有 酶联板 反应 原 始数 据 ，R T P C R 检测 应 有 扩 增结 果 图片 ，生 物学 接种 应 有症 状

照 片 。
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