
 

拣 

第 8卷 第 1期 

]gg3年 3月 

中 国 病 毒 学 
VIR0L0G ICA SIN ICA 

V0】．8 N0．1 

M‘r． ]~Lg3 

甘薯羽状斑驳病毒分离提纯及血清学特性 

朱作为 薛启汉 

(江苏省农科院遗传生理研究所，南京2100 H) 

提 要 

从感染 有甘薯 羽桡斑驳病 毒的 牵牛 ‘，．Nil)叶 片，通过 超速离心， Csel密度梯度离 

心提 纯sPFMV粒 子，每 千克叶 片可得病毒 13—15毫克。 电镜观察病 毒粒子 长 度花圈在 

820--860nm，也 可见到 900am 以上 的特长 粒子。病毒提纯物曲紫外 吸收曲 线呈典型 核蛋 

白吸收曲姨， OD260／OD280=1．21，免疫 电镜检查 ，落病 毒与 SPFMV 杭 血清起 阳性反 

应。 
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甘薯病毒种类较多，而以甘薯 羽状斑驳病毒 (Sweet Potato Feathe ry Mottle 

Virus， 简称 SPFMV)最为 流行 ⋯’14]， 是 甘薯 的一 种主 要 病毒， 已发现不同株 

系 。我国甘薯载培面积占全世界 的70％左右， 主要 载培地区均发现该病毒存在⋯。 

SPFMV是蚜传病毒，属马铃薯丫病毒组， 可通过磨 擦接种感染牵牛 (Ipomoea Nil) 

园叶牵牛 (I．purpurea)、三色牵牛(I．tricolor)、巴西牵牛 (I．setosa)以及苋色藜 

(C,henopodium amarantivolor)和本氏烟 草 (Nicotiana berthamiana)等 在甘 

薯上则引起明脉，遇绿斑、紫色环斑、叶变形等病毒病症状 “ 。 

国内尚未见SPFMV提纯研究报道。 国外的分离提 纯方法、程序烦杂，时间较长。 

本文报道一种程序较为简单、省时的提纯方法，并用免疫电镜学方法对该病毒提纯物进 

行 了血清学鉴定和研究。 

材 料 和 方 法 

一

、 病毒 采源 

用sPFMV感染 的，．Ⅳ 叶片 作病毒分离提 纯的材 料， 由徐州甘薯研究 中心杨永嘉先生提供。首 

先 经E LIsA鉴定选 出台sPFMV曲 甘薯植株， 以无 毒棉 蚜 (Aphi~gossypli)为媒 介将指毒 传刊指 

示植物 ．setosa．L，发病后再通过娘接，将病毒传到指示植物，．Nil上，七、八月份 ，收集病症明 

显 的 ，．Nil叶片 ，作为病 毒分离提 纯的材料 。 

本文于1 991年 9月18 El收到，1 992年 3月16 El修 回。 
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=、病毒的分离撮鲍 

参考J．w．Morer‘ 。1 ‘2I等方法 ．修改制 定下列分离提 纯程序 ： 

新鲜叶片 样品， 以 0．5tool／L((PH8．0)的 硼 酸 缓 冲 液 (台0 01tool／L EDTA—Na，I嘶 

NB zSO‘和0．0imol／L DIECA)和 CCI‘按 I：3：0．5比 例混台句 浆 5--10分钟 (4嘶下进行 )。 

訇 浆液经 DOOg离心10分钟 取上清液 ． 加 入 1嘶 Triton X-100搅 拌 15分 钟，两加入 NsCI(终 

浓度为0．1mol／L)和 4嘶的PEG6000，继续搅 拌1．5小 时，静止 半小时 ．10000g离 心收集沉淀。沉 

淀 用0．05mol／L硼酸缓冲液 (含0．001mol／L EDTA-Na． 1和 Tritch X-100，pH8．0)悬 浮 l小 

时，再 静止 半小 时，9000g离心 10分钟，去 沉淀， 每 3Oml上清 液 ，分别铺在 5 m125和的蔗 糖 垫 

(以0．OSmol／L硼酸缓 冲液，含 1嘶 Trito~ X-100 pH8．0配制 )上， 90000g(日立80P一7，RP 

50T)离 心 2小时。将 片状 沉淀重 新匀 浆 (Potter—Elvehejm匀浆 器 )， 再 以 磁力 搅 拌 3小 时以 

上，经 一次低速离 心 (；8000g)10分钟， 上清液每 1ml铺在CsC1密度梯度 上 (CsCI密度梯度 为 0— 

40嘶． 用含20嘶蔗糖 的0．05mol／L硼酸缓冲液 配制 )，以38000r／m (日立80P-7 RPS 65T)8℃ 

下离心 3小时。用注射针 头暖出病毒带。加 入 3— 4倍量的 0．05mol／L硼酸缓冲液 (含 0．00I 

tool／L EDTA-Na，pH8 0)稀 释，36000r／m (RP50T)离心 2小时，弃 上清 ，坡集病 毒沉淀-重 

悬浮 0．05mol／L的硼酸 缓冲液 中。 

三 、病毒捡剃 

电镜检查：病毒纯化过程中 及最后纯化物，均用 2嘶磷钨酸 (pH6．8)负染，于H-600电镜 

下 硷查。 

免疫 电镜：参考 林均安 ‘ I和M．A．Cadens—Hi．ojo~ I I的方 法，稍加修改 。SPFMV抗 血清 由 

美国北卡罗利 那州立大 学J．w．Meyer教授 提 供。 

蜡板上先 滴一滴 SPFMF抗血清稀释 液 (pH7．0的0．1tool／L磷 酸缓冲液 按 1：200稀释 )，将铜 

网膜面 漂浮于 抗血清上 室 温下30分 钟，取出铜 网，用20滴0．1mol／L 磷酸缓 冲液连 续滴洗，瑕干 

余液。膜面朝 下．铜 陌再漂 浮在祥 品悬液上 (0．5克病叶 ，1．5zal 0．1tool／L磷酸缓 冲液粗提液 )， 

室温下30分钟，取出 铜网， 再以20浦0．1tool／L磷 酸缓冲液和30滴重 蒸水 连续冲洗， 吸干。 用 6滴 

2嘶 PTA (pH6
．8)滴染， 自然干 燥H一600电镜下 。检查 。 

病毒粒子长度：按 电镜照片 测量100个病毒颗粒长 度 (范匪在 800-900am之间 )，少数 800 

nm以 下或g00nm以上 的不计数。 

病 毒浓度测定： 病毒样 品 以 Shimadzu uV一360扫 描 (,~200-300)，病毒浓 度 按诮光系数 

E0．1嘶／260=2．5‘ 3，计算 。 

结 果 与 讨 论 

一

、 病毒 纯 化： 

以SPFMV症状明显的甘 薯叶片为材料的预备试验中，提纯效果很差，无论是粗提 

液，还是最后的提取物 ， 电镜观察只看到少数病毒颗粒，形态长短不一。以氯仿一四氯 

化碳或正丁醇澄清匀浆液，效果也不明显。 以甘薯叶 为材料， 匀浆液或上清液呈枯稠 

状，杂质多。利用 l一 2次差速离心，虽能去掉大量杂质，但也损失了大量病毒，而且 

增加 了操作时间。蔗糖密度梯度 (50一l0 )似乎也起不到分离提纯的效果，大量病毒 

颗 粒沉 八 离心管 底。 

为防止病毒颗粒聚集，l 的TritonX-lOOL~0．5mol／L的尿素效果更好。利用一次 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


86 中 国 高 毒 学 第 8卷 

蔗糖垫可 有效地滤掉植物色素、寄主的游离 蛋自和核酸。cscl密度梯度离心对分散的病 

毒颗粒或聚集的病毒颗粒均有良好的分离效果。 经cscl密度梯度离心后，在自然光下均 

图 1 甘薯耵获斑驳病毒 (SFFM~r J提纯物电镜．啊片，用 2 礴钨酸 

(pHB．8)负染，标尺300nm 

Fig 1． Elect⋯ m。ic ro s copy phot o of C 8CI step g radient pu rifivd 

gweet pot ato feathe ry m o[tle vi r~s negatively stainvd with 2 

PT^
． PHB．8． 

可见两条乳白色病毒带，即使供试材料含毒量低，在手电筒光照下，两条病毒带仍清晰 

可 见。CsC1离心管中两条带一般距管底 1--1．3和1．5厘米处。电镜下可看到两条带均为 

大量丝状病毒颗粒 (图 1)，颗粒长短整齐，既有分散的也有聚集的颗粒。本试验供试 

样品为徐州 7— 8月高温季 节采集的材料，病毒 收率大约为10一l5毫克病毒／每公斤病 

叶，着在春 秋凉爽季节采集样品，病毒产量将更高。本试验分离的病毒，机械接种指示 

作物I．8etosa，8／l0檀橡产生典型的 SPFMVfi~@，表明该程序分 离的SPFMV具有侵染 

性。 

二、病毒粒子的性质 

1． 病毒形态；经 C sC]梯度离心纯化后的提取物，经2 PTA负染后 电镜观察，可 

见大量丝状病毒颗粒，粗细均匀，呈弯曲状。测100个粒子，其长度分布在820--860nm 

范围内，也有超过90Ohm 少数颗粒 ，短颗粒较少见。 

2． 紫外吸收曲线；提取的纯化物紫外吸收曲线呈典型核蛋自曲线，最高吸收峰在 

254nm处。OD260／280为1．21。 

3． 血清学反应：粗提物在常规 电镜下观察，较难见 到病毒颗粒， 利用SPFMV抗 

血清进行免疫电镜观察，每个视野中可见到10个左右病毒颗粒。 SPFMV抗血清与粗提 

物中瘸毒粒子能专一性结合，证明 该提纯物是SPFMV病毒 (图2)免疫电镜观察也使 
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2 甘薯驱扶斑驳 毒的觉 

痉吸耐电镜标尺0加nm 
Fjg ． Im ⋯ 0 0 ⋯ t 1 

⋯t nm j⋯ s㈨ P of SPFM V 

with anti⋯ um f⋯  C S 

A B一 300nm 

(i)with0uc imm ⋯ pt【0 

(h)j mⅢu o ptl0n wlth FS 

PM V H口¨se⋯ f⋯ IJ S A 

病毒颗粒的形态更加清晰完整 。 

SPFMV是马铃薯丫病毒组中颗粒较 长的一 种， 一般 

在830--850nm ̈“““ 。 本试验提纯的病毒颗粒长度范围 

在830--860nm之间，形态等与前人的描述一 致J 纯化物 

与J．H．Moyer提供的,SPFMV抗血 清呈典 型阳性反应 ，均 

证明该纯化物是甘薯羽状斑驳病 毒。 

采用本程序分离纯化SPFMV的产量一般在13—15 g／ 

公斤材料，每批材料所获病毒产量 不等，主要影响因素是 

供试材料的质量。在高温 (30~C以上 )季节取材。提纯病 

毒产量较低，而且病毒颗粒容易聚集成 团，聚集成团的病 

毒颗粒在低速离心时也沉八管底，采用高速离心，反而加 

剧病毒凝聚程度，因此，超离心次数越多，丢失的病毒越 

多。除用Trito~X一100以减 少病毒颗粒 聚集外，还应尽可 

能减少差速离心次数，延 沉淀病毒时 的悬浮时间和加大 

悬浮时振荡的剧烈程度。 这样虽会增 加悬浮液 中的杂质 

量，但通过CsC1密度梯度离心时，杂质可分离掉 ，不影响 

病毒带的形成，因此并不 影 响病 毒纯度， 而蔗糖 密度梯度离心，则病毒颗粒会大量聚 

集。 

SPFMV是丝状病毒，粒子长度较大，容易聚集，造成抽提和纯化的困难。 TritonX 
一 100能破坏寄 主细胞膜 和叶绿体膜，使更多的病毒粒子得 以释放，并能减少由于病毒和 

寄主物质的结合而造 成的损失 。本试 验舟1％ 的 Trito~X—l0o， 不用或少用有机溶 

剂，即能得到较满意的结果。氯仿等有机溶剂，能破环病毒粒子，不仅能使病毒失去其 

侵染活性 ，同时也会降低病毒的产量” 
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Purification and Serology of Sweet Potato 

Feathery Mottle Virus 

Zhu Zuowei Xue Qiha 

(Jn stltHte 0f Genetic s，Jiangsu Academy of Agricultura~ 

ScieBCe ， Na nfing 210314) 

Sweet potato fe athery mottle virus(SPEM'V)was pu rifled from infected 

，．N il leave s using ultracentrifugati0n and CsCi step g radient centrifug4ti0n8． 

Virus yields of 13— 15 g per kilogram of infected leaf tissue were obtain— 

ed． The normal pa rtiele iengths of the SPFMV was 820-- 860nm． The virus 

obtained was highly i~feetiou s and a good immunogen． Putiffed virus had a 

0D26O／0D28O ratio of 1．21． 

Key w ords； Sweet potato fenthery mottle virus Purifieation 

Immunosorbent electr0micr0sc0Py 
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