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马铃薯卷叶病毒的鉴定与提纯

王人元 吕文清

�东北农学院�

自东北农学院育种试验地 的马铃薯植株上所分离的�这个具有卷叶在状 的病毒标

样经生物鉴 定
、

蚌 传特性
、

拉体形态和血清反应等鉴 定 均 为 ����
。

分离壮�忍
一 �

在 曼陀 岁上 繁殖
，
经���沉淀

，
两次差速 离心和蔗糖梯度离心 后 的 得 毒 率为 。

�

�

�����材料
。

提纯材刹
一

以接种后 ���周 的 曼陀 罗最好
。

学检测奠定了基础
。

前 台
口

马铃薯卷叶病是在马铃薯上发现最早的

一种病毒病
，

但其研究工作进展很慢
。

早期

各国主要靠田�’��植株症状表现来鉴定马铃薯
卷叶病毒 ������

，
����年以后开始 进 行

生物鉴定
‘，“ ，，
��年代以后很多研究都致力 于

����的提纯和血清学检测
“ “ ’ ‘ 今 ’ ‘ � ’ ‘ �」，

但

由于����在植株体内的浓度圾低
，

提纯十

分困难
，

使得血清学检测的逃吴缓慢
。

直到

����年 ������ 才成功地从带毒蚜虫体内提

纯了少量的����
〔加 ’ ，

二�宁理年以后各 国 先

后从植物体内提 纯 了 ���� “ ’ � ” ‘ ’ “ ‘ ’ “ �，

����年
，
����� � 报道

，

甜菜黄化 病 毒

������ 在 马铃 薯 上 可 产 生 卷 叶 症

状
‘� ’ � ’ ， ����年

�

������等报道
，

番 茄 黄

顶病毒 ������在马铃薯上 也可产生卷叶

症状
‘ 。 ’ 。

本研究对黑龙江省的����进行了系统

的鉴定
，

并提纯了����
，

为����的血清

材料与方法

�一�病毒的分离鉴定

分离毒源所用块茎由我院马铃薯育种室

提供
，

种于植物病理温室 内
，

待 植 株 底部

叶片表现明显的卷叶症状后进行分离
。

接种方式为蚜 传
，
传 毒 介 体 为 桃 蚜

�汀�二二 加二‘。二�
，
在自菜上于养虫笼 内

饲养无毒蚜虫
，

蚜虫接种均在养 只 笼 内 进

行
。

鉴定寄主为洋酸 浆 �尸�夕沁��’ � 了���心
�

����和曼 陀 罗 ���才��� ����，二��丁�，�� 均

于子叶期接种
。

将无毒无翅桃蚜用小毛笔轻轻移至马铃

薯植株上得毒 �天
，

然后转移至白菜上饲喂

���小时
，
再转移至��株洋酸浆和��株曼陀

罗上
，

每株���头蚜虫
，

传毒 �天后灭蚜
，

同时以无毒蚜虫接种为对照
，
�个月后调查

结果
。
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为确定病毒是否可汁液接触传播
，

用常

规的病毒汁液接种方法接种至洋酸浆和曼陀

罗上
，

各接��株
，
定期调查结果

。

另外
，
由于����

、
���� 与 ����

在马铃薯
、

洋酸浆和曼陀罗上所产生的症状

极易混淆
，

为证实 所 得 的 毒 原 是 否 均为

����
，

又根据表 �做了如下试验
。

将保存在洋酸浆或曼陀罗 上 的 �� 个毒

原
，
做 了如下处理

�

表 �
�

����
、
����和����

在几种寄主上 的反应
‘已” ’ ‘ �’

洋 酸 浆 曼陀罗 辣 椒 萝 卜

病 毒 ���
��“ � ���“ �� ���

����滋 �叩�
�，。 �

������
�红� ����阴���“ 。 。 �，。 “ � ��矛����

���� � � 十 �

����
� � �

���� � � � 一

注
� � 表示能侵染， 一 表示不能侵染

。

渊���辣椒�幼苗�

毒 乏塑壁些�
原 �

‘
萝 卜�幼苗�

�西暨鲤�
」接种至 �

酸浆
株�

曼陀罗
��株�
�一

后调查结果

血清反应
�

抗血清由日本北海道大学的

������
提供的血清冻干粉

，

效价为������

�环状沉淀反应�
，

用生理盐水释稀
。

血清反应采用免疫琼脂双扩散试验
，

按

����等 ����年的方法进行
“ ‘ ’ 。

�二�病毒的提纯

�
�

繁殖寄主的种类和采收时期的确定

将毒原��
一
�接种 �方法见病毒的分离�

于��株洋酸浆和��株曼陀罗上
，

接种后置生

长箱内 �温度为�� 、 ��℃�， 于接种后�
、
�

、

�
、
�

、
�

、
�周分别用 ����� 方法检测植株

中部叶片内病毒浓度的 变 化 ������ 检测

方法见王人元等����年的报道
�” �

，
每 种 寄

主测 �株
，
同时以 �株不接种为对照

。

�
�

病毒的提纯

��� 病毒的繁殖

将����接种 �方法见病毒的分离�至

曼陀罗幼苗上
，
以后每株补充复合肥

，
于接

种后 �� 、 �� 天采收新鲜 茎 叶 作 为 提纯 材

料
。

���提纯

按���卜��� 等 ����年报道 的 提 纯 方

法
，
并参考其他����

、

豌豆卷叶病毒和大

麦黄矮病毒的提纯方法
‘ “ 一 ‘ ’ “ ’ ‘ ” “ 。 一 �幻 。

提 纯 流 程 如 下
�

曼陀罗 �新鲜茎叶 �公斤�

�
加入���

”�
���

�“ 磷竺些吵终
�

�

卿
·

�， 内含。
· ‘ “ ‘ 基乙醇，

� 吝 组织捣碎机匀浆
，
双层尼龙纱布过摊

� 残清

加入������上述缓冲液
，
置大研钵内充分碾碎

，
过滤�

��击�

�
合并�

滤液

磁力搅拌下缓缓加入�������正丁醇
，

继续搅拌 �小时
，
�������

离心��分钟

上清液
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上清液

�呼夕鲜登下加入
了�‘��

� ’“ “ ��分子量��” “，

� 继姨现件 �小时
，
室温下放置 �小时

今 �的脚 印 。 离心��分钟

和�
�

�� ����

叮
一

�的���
、

舰汀磷酸缓冲液 ����
�

勺 充 净悬 浮
，
左

一

�过夜

乞��� �
·

�「�
高心 〕�分钟

淀沉��今一

�

�几抓
�

�
�” 。 。 。 ��

‘了，
离

声。 �吐
· “

一 一沉淀

�� ��� ��� ���
一

�离心机
，
�����转头�

重复差速离心一次

用 � �
�� 上述�

�

��叮缓冲液悬浮
，
�

�

�过夜

������� 离心��分钟
上清液

加在����� ������蔗糖梯度上 �用上述�
�

���缓冲液配 �
，
����管

�������� 离心 �小时 ���� ��� 转头�

�按�
�

���量分层取出梯度液
，

测�����处��值
，

确定病毒带�

用上述�
�

���缓冲液稀释
�������� 离心 �小时 ������转头�

带

�
毒令
�
专

病

’

沉淀

�
悬浮于少量上述 ” · ”�” 缓冲液内

令
�

提纯病毒 �测紫外
， ·

计算病毒浓度
，、

电镜观察�

试 验 结 果

�一�病毒的分离鉴定

�
�

鉴别寄主反应

所分离的毒原在洋酸浆上一般�、 �周表
现出症状

，

植株明显矮化 �见图 ��
，

叶 片

表现出脉 间
。

褪 绿 � 在曼陀罗上一般���周

表现出症状
，
植株矮化不明显

，
叶片表现出

明显的脉间褪绿 �见图 ��
。

上述症状 与 文

献报道的����症状完全一致
‘’ “ ， 。

所分离到的��个毒原接种辣椒后没有出
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现症状
，
再从辣椒转接到洋酸浆 和 曼 陀 罗

上
，
又恢复了原来的症状 ， 而萝 卜对这些毒

原均表现免疫
，
因此可以认 为不含有����

和����
。

�
�

汁液接蚀 冷播

所接种的洋骏浆和曼陀罗于接种后 �个

月均没表现出任何症状
，

说明该病毒不类通

过汁液接触传播
。

�
�

蚜虫传播

桃蚜得毒后在白菜 �对����免疫� 上

词喂 选、 �个小时后
，

均没有失去传毒 的 现

象
，

在曼陀罗上接种的传毒率为�� ” ���，

在洋酸浆上为������
。

这一结果与毒原正

常转接 �不经过自菜�的传毒率基本一乳
说明是持久性传毒

。

�
�

病毒粒体形态

电镜下提纯的病毒粒体为等轴对称多面

体 �见图 ��
，
直径为��

�

�、 ����
。

�
�

血清反应

所分离的毒原与����抗血清反应后可

见清晰的反应沉淀线
。

从以上鉴定结果可知
，
我们试验所分离

的各毒原均为����
。

图 �
�

电镜下����拉体

�放大��万倍�

�二�病毒的提纯

�
�

繁殖寄主的种类和采收时期的确定

用�����于接种后不同时期检测 洋 酸

浆和曼陀罗体内����浓度的变化
，
结果见

表 �
、

图 �
。

由表 �
、

图 �可见
，

曼陀罗和洋酸浆在

接种 �周以后植株体内的病毒浓度呈上升状

表 �
�

繁殖寄主接种后不同时期体内病毒浓度 的检测

�
�

����
�

�
�

�����
’

�
。

���� �
。

�艺�� �
�

���� �
�

����

�

�洋酸浆 �
。
����

平均
接仲一 长按仲 �

�

��艺�

�
�

公���

�
。
��飞�

�
。

��了

。 �

��日�

�
�

����

�
�

����

�
。
����

种种

按

接未

�
。
��勺�

��。

…
，� 罗

�

按 种

未 按 种

接种一未接种

。
诬了互也

�

�

��以
’ �

�
。
���弓

�
。
����

���� �
�

�礴弓� �
�

��马�

�
�

���� �
。
����

�
。
了�邹

�
。
���� �

。
�灯 �

�
。

飞��� �
。

���� �
�

���� �
�

飞��� �
。
���� �

。
����

注
� 中

为 � 株平均��值
� 中 中

为 �株平��均值

态
，

第 �周时达到高峰
，

曼陀罗在以后 �周

内基本保持稳定不变
，

而洋酸浆却略呈下降

的趋势
。

�
�

病毒的提纯

用国产 ���分光光度计分层测离心后梯

度掖各层么��
。 。 处的��值

，
结果见图�

。



��� 马铃落杂志
，
第�备

，
第鑫拐

， �，吞�

由图 �可知
，
病毒核酸的 吸 收 峰 为 �

点
，

将�点处 �第��
、

�� 两份� 的梯度液进

一步离心浓缩后
，
再用国产 ��� 分光光度计

测 ��������� 处的 �� 值 �见图 ��
，

按

�
·‘

性陀罗
�

沪卜二泛《 狱
了，�

���
矛�����，

�
��

��
�月�‘卜

�

，‘ �

一�
�

一一护一
�

下
�一

�

一一一��‘ ����一�一法一一
�

一�

接种周数 佛度液 ‘���

图 �
�

接种后 不 同时期植袜体内

病毒浓度 的变化 曲线

图 �
�

梯度离心后各层梯度液对�����

波长 的吸收 曲线

病毒粒体
，
见图 �

。

讨 论

��� ��� �‘� ��户 ��� �了� �，� �。 。应长

图 �
�

提纯病毒的紫外吸收 曲线

��品�
� “

�

�计算出得毒率为 “
�

，毫克�公斤

材料
‘之艺， 。

由图 �可知
，

提纯病毒的最高吸收峰为

�����
，
最低吸收峰为�����

，
��������

���� �
�

��
。

提纯液经��磷钨酸 ����
�

�� 负染后
，

在 ���
一

����� 型 电镜下见到大量等轴对 称

�一�病毒的鉴定

能侵染马铃薯的多种病毒中
，

不能通过

汁液接触传播
，
而只能由蚜虫持久性传播的

仅 �种
，
即����

、
���� 和 ����

。

这

�种病毒均能在����的鉴定寄主上产生相

同的症状
，

病毒粒体形态基本一致
，

都具有

一定的血清学相关性
，

在马铃薯上所产生的

症状差异也不大
，

仅是各自的寄主范围有所

差异
’�” ’ “ ， ‘ 。 ， ‘ � 】 。

本试验所得的��个毒原标样
，
根据鉴定

寄主反应
、

传播特性
、

粒体形态以及血清学

反应等鉴定
，

均为����
，
没有发现����

和����
。

�二�病奏的提纯

关于繁殖寄主 的种类及采收 时 期 的 确

定
，

一般认为繁殖寄 主 的 种 类 及 接 种 后

不同时期植株体内病毒浓度的变化很大
，
并
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且不同病毒的影响也不同
。
我们的试验结果

表明
，
曼贻罗和洋酸浆在接种 �周以后植株

体内的病毒浓度呈上升状态
，

第 �周时达到

高峰
，
曼陀罗在以后 �周内基本保持稳定不

变
，

而洋酸浆略呈下降的趋势
。

由于提纯��
�

��所需的材料很多 �每次

至少得 �公斤新鲜茎什�
，

植株接种又 霜 在

幼苗期进行
。

因此
，

应在接种后 。��周内进

行采收提纯
。

另外
，
����仅局限在植株维

束管内
，

随着植株生育期的延长
，

植殊木质

化的程度加剧
，

势将导致在提纯过程巾从寄

主 组织中提取尸���更为困难
。

建议在接种

后�、 �周内进行提纯较好
。

洋酸浆和曼陀罗两个繁殖寄主 比较
，
由

于����在洋酸浆上引致植株矮化
，

植株生

长缓慢
，
茎叶产量较低 �接 种 后 �周 ��、

���株可采收茎叶 �公斤�
，
另外

，
����在

其上达到最大浓度后略呈下降 的 趋 势 � 而

����在曼陀罗上引致的植株矮化不明显
，

植株生长快
，
茎叶产量较高 �接 种 后 � 周

��、 ��株可采收茎叶 �公斤�
，

并 且 ����

在其上可保持稳定的高浓度
。

我们认为采用

曼陀罗作为繁殖寄主最佳
。

关于����的提纯 已有过较多报道
‘” ‘ ’

� ， �， �， ，，�一 ，。 ， ，。 ， 工。 ， “ 、 ， “ �， 。
由于 植 株 体 内 的

尸���浓度极低
，

梯度离心后很少有可见病

毒区带产生
。

因此我们认为
，
�七又�提纯成

败的关键在梯度离 心 这 一 步
。

������ 等

����年梯度离心后产生了 �条可见区 带
“ “ ，，

但这 �条区带内均无����粒子
，

而病毒区

带 �不可见�是在那 �条可见区带的上面
。

������ ����年梯度离心后产生了 � 条 可 见

区带
‘，” ，，

但可见区带内均无 ���� 粒 子
，

而病毒区带�不可见�是在那 �条可见区带的

下面
。

我们在梯度离心后
，
没有可见病毒带

产生
，

因此必须分层检测确定病 毒 区 带位

置
，

这与国外许多提纯����的报道基本一

致
。

只是他们用配有紫外监测的分部收集器

分部收集
，

而我们由于缺少这套设备
，
只能

分层取出
，

然后分层测紫外吸收
，

确定病毒

位置
。
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