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Abs tract: Potato is cons idered as the fourth main food crop in China, which is demanded more and more every year.
Thus , the cultivation area is also expanding accordingly with the growing international market and great demand for qualified
seed potatoes . Therefore, the tes ting kit for potato virus diseases is also badly needed. The procedures and notices that
guarantee high quality virus in potato virus purification were introduced in this research, so as to prepare the high quality
virus detection kit.
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摘 要：马铃薯已被我国定为第四大粮食作物，国内马铃薯需求量也越来越大，种植面积逐年上升，同时国际种

薯市场也在逐渐扩大，需要大量高质量的合格种薯，所以迫切需要用于检测马铃薯病毒的病毒检测试剂盒。本文主要介

绍马铃薯病毒提纯的环节及注意事项，以便提纯出高质量的病毒，用于制备病毒检测试剂盒检测病毒。
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目前，已报道存在于马铃薯作物的病毒达 20 种

以上[1]，其中，部分病毒对作物危害严重。种薯感病

一般可致马铃薯减产 10%～30%，重者达 80%以上，

从而影响马铃薯的质量和产量[2]。采用分离提纯病

毒，制备抗血清的方法，检测马铃薯病毒病，有利于

提高脱毒马铃薯的质量，扩大脱毒马铃薯种植面积，

对于提高我国马铃薯的产量和质量具有重要意义[3]。
本文就马铃薯病毒分离提纯的方法加以介绍。

1 马铃薯病毒特点和类型

马铃薯病毒粒子是指完整的、成熟的、具有侵

染力的病毒，也称病毒颗粒，主要是由两类生物大

分子即核酸与蛋白构成，呈等轴型或称球形、弹状

和杆状，线状的一般长 580～730 nm，宽 11～13 nm；

球状的一般直径 23～30 nm；弹状的长 380 nm，宽

75 nm；杆状的长 150～180 nm，宽 20～30 nm[4]。病毒

的基本结构是核蛋白，内部是作为遗传物质的核酸，

外部是起保护作用的蛋白质衣壳。侵染马铃薯常见

的病毒主要包括：马铃薯 A 病毒、马铃薯 Y 病毒、
马铃薯 S 病毒、马铃薯 X 病毒、马铃薯 M 病毒、马

铃薯卷叶病毒和烟草花叶病毒，除马铃薯卷叶病毒

为球状外，其余大多数呈杆状和线状[5]。

综 述
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马铃薯病毒

Potato virus

接种方法

Mode of inoculation

指示植物

Indicator plant

症 状

Symptoms

马铃薯 X 病毒 PVX
摩擦

Rub

毛曼陀罗

千日红

白花刺果曼陀罗

指尖椒

汁液摩擦接种，在 20℃条件下，接种 10 d 后接种叶片出现局部病斑心叶花叶。

汁液摩擦接种 5~7 d，在接种叶片出现紫红环枯斑。

接种后 10 d 心叶出现花叶症状。

接种 10～12 d 接种叶片出现坏死斑点，以后系统发病。

马铃薯 Y 病毒 PVY
摩擦或（桃蚜）

Rub or peach aphid

普通烟草

洋酸浆

枸杞

A6

汁液接种 7～10 d 感病初期叶片明脉，后期是沿脉绿状。

汁液摩擦接种后，在室温 16~18℃条件下，经 10～15 d，在接种叶片上出现黄褐

色不规则的枯斑，以后落叶。

接种 10 d 左右，接种叶片产生模糊不清的褐色局部病斑。

接种 5～10 d 接种叶片出现褐色球状坏死枯斑。初浸染时呈绿色圆环斑，逐渐

坏死。24℃、1 000 lx 光照下。

马铃薯 S 病毒 PVS
摩擦

Rub

千日红

苋色藜

德伯尼烟

汁液摩擦接种 14～25 d，接种叶片出现红色小斑点，略微凸出的园环小斑点。

接种 20～25 d 接种叶片出现局部黄色斑点。

初期明脉以后是暗绿块斑花叶。

马铃薯卷叶病毒 PLRV

马铃薯 M 病毒 PVM

桃蚜

Peach aphid

摩擦

Rub

洋酸浆

白花刺果萝陀罗

千日红

毛曼佗罗

德伯尼烟

蚜虫接种，在温度24℃条件下，接种 6～8 d 开始出现系统卷叶失绿、生长抑郁。

蚜虫接种后，系统卷叶。

接种 15～20 d，接种叶片沿叶脉周围出现紫红色斑点。

接种 10 d 后，接种叶片出现失绿小圆斑至褐色枯斑，以后系统发病。

接种 10 d 后接种叶片出现局部病斑。

2 马铃薯病毒分离方法

马铃薯病毒的分离主要指生物分离，其原理是

依据病毒的分离寄主、传毒介体或病毒物理特性

等差异，将一种病毒或株系同其他病毒或株系分离

开来，以达到生物纯化目的。
2.1 搜集毒源

毒源主要根据马铃薯生物学性状和血清学检测

结果搜集。田间马铃薯典型病毒病症状表现为花

叶、卷叶、紫顶、叶脉坏死、叶片畸形、皱缩、节

间缩短、矮化、褪色、扭曲、新叶色淡等。毒源应

尽量满足病毒含量较高，病毒单一，非单一病毒、
杂病毒应容易与目标病毒分离。再经 DAS-ELISA
方法鉴定筛选所需毒源材料，检测结果呈阳性，且

吸光值较高[6]。以马铃薯 Y 病毒为例，在田间发现

明显花叶或脉坏死症状的植株，采集到实验室，通

过 DAS-ELISA方法检测或鉴别寄主来确定样品中

是否含有马铃薯 Y 病毒，如果有则收集该样品。
也可以通过在试管苗检测时，收集含有马铃薯 Y
病毒的苗子来收集毒源。
2.2 确定鉴别寄主

马铃薯病毒寄主范围较广，如番茄、茄子、辣

椒、烟草、酸浆、曼陀罗、黄瓜、甜菜、豇豆、菜

豆、西瓜、龙葵、大丽花、矮牵牛、枸杞、菊花、
千日红、苜蓿、灰菜等植物[7]。不同病毒需要不同

类型的鉴别指示植物，通过病毒在鉴别寄主上产生

的症状，确定毒源中的病毒种类，同时判断是否单

一。几种病毒在鉴别寄主上的症状如表 1[8]。
2.3 病毒的分离

鉴别寄主分离病毒是某些病毒分离鉴定的最基

表 1 马铃薯病毒的鉴别寄主及症状

Table 1 Identification hosts and symptoms of potato virus
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病 毒 Virus
繁毒植物

Host plant

学 名

School name

马铃薯卷叶病毒

PLRV

洋酸浆

白花刺果曼陀罗

Huagalind（马铃薯品种）

Physalis floridana

Datura Stramonium

Solanum tuberosum

马铃薯 Y 病毒

PVY

洋酸浆

黄苗榆烟

P. floridana

Nicotiana tabaco

马铃薯 X 病毒

PVX

黄苗榆烟

心叶烟

N. tabaco

N. glutinosa

马铃薯 S 病毒

PVS

黄苗榆烟

德伯尼烟

N. tabaco

N. debneyii

马铃薯 M 病毒

PVM

番茄 Lycopersicon esculentum

本方法，通常选用对一种病毒感染后有特定病症反

应，或对某种病毒免疫或有枯斑反应的指示植物作

为对某种病毒的过滤植物。将含有复合病毒毒源接

种到鉴别寄主上，会产生不同的症状。
单斑分离：病毒侵染寄主植物后，会诱导寄主

产生过敏反应，出现局部枯斑而不扩展成系统侵染，

这样的寄主也称枯斑寄主。即取下单斑，用于接种

繁殖寄主[9]。例如，千日红是马铃薯 X 病毒特性鉴

别寄主，接种叶产生枯斑，不系统发病，可单斑剥

离分离此病毒排除其他病毒。
免疫：有的鉴别寄主对一些马铃薯病毒免疫也

可以达到分离的目的。例如，番茄对马铃薯 S 病毒

免疫，接种后可以排除马铃薯 S 病毒。
2.4 影响病毒分离的因素

2.4.1 马铃薯病毒寄主的生长条件

温度和阳光是影响寄主生长的主要因素，适宜

的温度取决于病毒和寄主组合，一般为 20～25℃。
降低光照强度有利于病毒增殖。夏季温室应该遮阴，

根据光照强度可降低到自然光的 1/3 到 1/5。营养条

件的影响较小，一般充足的营养可获得较高的病毒

产量[10]。
2.4.2 单斑分离的次数

由于一个枯斑往往只是代表一种有效病毒粒体

所造成的一个侵染点，经 3～4 次单斑分离，再把单

个枯斑转接到能产生系统侵染的寄主上去繁殖，这

样就可获得较纯的病毒或株系，达到了病毒生物分

离的目的[11]。

3 马铃薯病毒纯化方法

马铃薯病毒的提纯主要指理化提纯，即应用各

种理化方法，除去寄主组织和细胞中的其他非病毒

组分，提取出具有侵染力的高纯度病毒。
3.1 毒源扩繁

病毒分离后，选择系统侵染的繁殖寄主，大量

扩繁病毒，为病毒提纯做好准备。作为病毒的繁殖

寄主一般应具备：①能产生较高浓度的病毒；②不

含有大量的抑制病毒或不可逆的沉淀病毒物质，如

酚类化合物、有机酸、黏液和胶质等；③各种寄主

成分的大小和物理性质与病毒粒体显著不同，不影

响病毒的分离和提纯，也不吸附在病毒粒体表面；

④易培养，生长迅速；⑤在温室条件下不感染其他

病害，对杀虫剂等不敏感；⑥系统发病；⑦病毒易

接种与感染[12]。
根据病毒传播的特点，在适合的繁殖寄主上，

采用汁液摩擦、桃蚜和嫁接方法接种病毒[13]。几种

病毒的繁殖寄主如表 2[14]。

3.2 毒源的提纯

根据病毒粒子自身特点，利用差速离心和密度

梯度离心，分离目标病毒。具体操作如下：

（1）病毒粒子释放：在毒源材料发病高峰期采

收，加入 2～3 倍提取缓冲液，放入组织打碎机中打

碎植物叶片，两层纱布过滤。
（2）去除植物组织：样品中加入澄清剂，充分搅

拌，低速离心，去除植物组织。
（3）病毒粒子的浓缩：样品经过超速离心或 PEG

和 Nacl 沉淀病毒，浓缩病毒。
（4）粗提纯：样品经过 20% 蔗糖垫，去除杂质，

得到初提纯的病毒。
（5）精提纯：样品经过密度梯度离心，收集病毒

带，样品脱盐，得到纯病毒。
3.3 影响病毒纯化的因素

3.3.1 用于提纯的繁毒寄主的预处理

马铃薯病毒接种植物后，随着复制，其浓度逐

渐增高，几天或几周后达到最高峰，达到高峰后多

数病毒其浓度迅速下降，必须及时采收病叶，以便

表 2 马铃薯主要病毒的繁殖寄主

Table 2 Host plants of potato virus
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获得较高起始浓度的提纯材料。研究表明，提高接

种物浓度可缩短达到浓度高峰的时间[15]。
马铃薯病毒在植物体内的分布是不均一的，发

病叶片病毒含量多高于其他部位。有的在接种叶中，

有的在系统感染叶中达到最高浓度。叶脉中的病毒

含量显著低于叶肉，提纯材料最好将叶脉去除，以

免吸附病毒[16]。
一些较稳定的病毒采收后可在低温下迅速冻

结，延长保存时间，但有些病毒冻结则产生有害影

响，因此在提纯过程中最好使用新鲜的叶片。
3.3.2 病毒提取缓冲液

病毒提取常用磷酸盐缓冲液，大多数病毒等电

点低于 7，在中性或稍偏碱性条件下（病毒颗粒带

负电荷）是溶解的[17]。一定范围内，随 pH 升高，病

毒的溶解度增加，但若 pH 值过高，病毒蛋白和核

酸间的结合力变得微弱，使两部分分开。缓冲液离

子强度一般为 0.1～0.5 M，提纯后期往往用较低的

浓度。
3.3.3 澄清剂

常用的澄清剂有氯仿、正丁醇、四氯化碳、乙

醇等。氯仿主要用于线状病毒的澄清，正丁醇和四

氯化碳则广泛用于球状病毒。处理时一般将上述有

机溶剂按一定比例（如 10%～20%）加入抽提液中，

在匀浆机中高速搅拌形成乳剂，静止分层或低速离

心，除去油相部分，就可获得良好的澄清效果。这

些澄清剂可使一些蛋白变性，除去叶绿素和脂类物

质等。
3.3.4 稳定剂

在细胞破碎时和提纯过程中，多酚氧化酶不仅

会纯化病毒，还会使提取液变棕色，干扰病毒的精

提纯，因此需要加入还原剂，如亚硫酸钠、巯基乙

醇、抗坏血酸等，以抑制酚类氧化酶的活性。一些

合成聚合物如 PVP（聚乙烯吡咯烷酮）、PEG（聚乙二

醇）也可与多元酚形成复合物，减少多元酚氧化酶的

底物。
核糖体与许多圆形病毒的大小相似，干扰病毒

的提纯[18]。用 0.01 mol·L-1 乙二胺四乙酸（EDTA）的

钠盐在 pH 7.4 的缓冲液中，可引起大多数核糖体

的破坏，阻止它们与病毒共同沉淀下来。它也能抑

制某些需要金属的酶。但它只能用于不需要两价金

属离子的病毒。也可用斑脱土（Bentoniteclay）吸附

核糖体，它还可吸附寄主蛋白、叶绿体、核糖核酸

酶，色素及其它寄主物质可用活性炭吸附。
提纯过程中往往加入曲拉通（TritonX-100）、

吐温-20 等去垢剂，以分散病毒粒体，有时加入

0.5～1 mol·L-1 的尿素，也可以达到很好的效果 [19]。
球状马铃薯病毒在提纯过程中除加入去垢剂外，

还应加入 0.01 mol·L-1 的乙二胺四乙酸（EDTA），

以破坏核糖体，阻止它们与病毒共同沉降下来。
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