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小麦黄花叶病毒的分离提纯及其血清学等特性 

陈剑平 阮义理 

(浙江省在业科学院 崧毒实验室，杭州，~10021) 

提 要 

应用 梯度离 心和超速离心浓缩获得部分提纯的病毒翩剂， 产 量 约为 7．45g／kg寿 叶 。 

提纯的病毒制剂的 紫外吸收曲线呈典型的核蛋白暖收曲线。OD260]OD242和 OD260／OD 

280的此值分别为1．24和 1．38。病毒粒 子呈线状，宽 13-- 14nm，长度 主要分布于 250-- 

300．m和550--700nm之间，Z000nm以上的粒子也有检刊。寿毒外壳蛋白仅由一十分 子量 

约为 30Ktl的亚基组成。在免 疫电镜试验 中 病毒粒子与 日本W,~MV抗血清发生强烈的血 

清学匣应。新鲜病叶的超薄切片 中可看到大量风轱体 和膜状律。 

关■髑：小麦黄花叶病毒 (WYMV) 提纯 外亮蛋自 免疫电镜 

自七十年代中期以来，陕西省关中渭河流域的小麦植株上发生了一种叶片呈黄色花 

叶、由土壤 中禾谷多粘菌 Po+ymy+a graminis传播的病毒病[1 。张秦风等研究了该病 

的一些生物学特性，认为是小麦梭条斑花叶病 (WSSMV) ”。据我们对该病毒的 血 清 

学和外壳蛋 白亚基组分的研究认为称小麦黄花叶病 (WYMV)更为确切，本文 报 道 有 

关该病毒的提纯、粒子性质、血清学和内含体超微结构的一些研究结果。 

材 料 与 方 法 

一

、 ■毒来鼍 

1988—89年 3月在姨西省长安 县小麦发病田间，采集典 型症状的病株，称 重，贮于 --2YC下 

以供病毒提纯使用。 或直接 固定 ，作为 内台体 超微结构观察材料。 

小麦梭条斑花叶病 (WSSMV)病株于同期采 自江苏省里 下河地 区农 科所小麦痛圃，以同样处 

理备用 

=、■毒分膏摄纯 

根据 文献 l l，稍作修 改和简化。400g球冻小麦 病叶，搜冉机 搜碎，加入 1．200ml(O．Smo1]L) 

磷酸钾缓冲浪pH7．0匀浆，双层纱布过滤}得仆涟约1．200ml，加300ml COll尉烈摇动 Stain，静 

置IOmln，上层液经s，000r／m离心20min，取上清，加入6嘶PEG(分子量6000)，3和 NtC1和i嘶 

本文于1989年4月24日收到 

●浙江窖自然科学基始 资助项日 

张囊风 薯韩期帮助采集毒握【， 拳 匿， 董珥佳参却部分赛验． 
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Triton x-100充分溶解，4℃过夜，经8，000r／m离心 20rain，取沉淀用同样缓冲液悬浮， 10。000 

r／=离心20mln，取上清，沉淀重复悬浮离心2敬，合并3次离心后所得的上清，总体积约120ml，然 

后经 25，000r／m (HITACHI RP544转子 )离心2h(每管铺有 5m120~ 蔗糖垫，内含0．3和 Triton 

一 100)，沉淀以同 样方法悬浮，重复 3次，得悬浮浪共 约 10ml，接着经 30，000r／= (H1TACHI 

RPSOT一3孛搴于)童心l，sb，沉端蠡淳成l皿l，进 善。一i5睁蔗糖奄度辫皋蕊心 22，000r／m 

(HITACHI RP$65一T转子 )离心3小时，取离心管上部1／s处的病毒屠，用同种缓冲液稀释后，经 

40，O00,／m(H1TACHI RP80T-3转子)离心lh，最君将沉淀悬浮于 lml 0．1tool／L磷酸钾缓冲液 

pH 7
．0，获得病毒部分提纯制剂。 

用同样步骤提纯WSSMV。 

三、■毒样品檀澜 

1． 病毒纯度捡铡 参照文斌 l 】 

2． 病 毒形态大小 参照文献【 】 

3． 免疫电镝技术 应用免疫电镑技术l‘t进行此病毒的血清学研究。WlYMV抗血清由日本九 

卅农韭试暑蜥 亭杉富雄博士提供；马铃薯 霸毒 (PVY)抗血清由衷业部植物检疫实验所张或良研 

究员艚遘。 

(1) 捕获 法}取20 l羟0．05mol／L谈酸钠缓冲液pH9．6稀释500倍的WYMV抗血清谪在石蜡 

板或P-r·film上l将具有Form~'er膜的铜网膜面朝下浮于抗血清澈滴上。室温下静置 1 h，取出， 

用0．06mol／L磷酸缓冲液pH7．q；Oj翥轻轻冲托，虢于，脯面瓠下疆盖在病叶浸 出液 (0．1区寓叶： 

lml缓冲液 )上4~C保罨过夜。再驽2O滴缓冲交冲洗，6海l和碑皓陵pⅡ7．0负染。置 Op№ⅡEM109 

电镑观察，并统计任意l0。 m 面积 上的病毒粒子 数量o 

(2)。惨饰 法：锕网按上述步骤进行抗血清包被，赢毒捕获和缓冲液jl扣洗，然后再将群面朝 

下浮~=WYMV抗血清 (稀释00倍 )，保精30~in，最厣再盔缓冲液冲洗，6滴礴鹳酶角荽I， 电镀羁 

察。 

用PYY抗血清代替WYMV抗血清，按同样步骤进彳亍病毒的 捕获 和 修饰’试验。 

4． 病株细胞内含体的超薄切片 取新鲜病叶，切成2X 3ram 的小块，立即浸役于5和戊=障 

固定液 (0．1mol／L磷酸缓冲液pH7．2配制 )o按常规戊二醛、锻酸双固定，系列浓度 乙醇 脱求． 

Epon812浸透 包埋，ULTRACUT E型超薄切片机切片，醋酸 铀 和柠 檬 酸铅双染色， JEOL JEM一 

1200电镑观察。 - 

四、■毒外壳蛋白的亚基最薹分子■ 

用 此病毒和WSSMV制 剂在同一块凝肢上进行电袜，方 法参照文献 【 l e 

结 果 与 分 析 

一

， 病毒分离提纯 

主病 毒 只 感染小麦，且在病株组织中含量很低，在提纯过程申线状病毒容易断裂 

或凝聚以致丢失。许多提纯程序均未能获得理想的病毒制荆。我们的提纯方法有效地克服 

了上述问题，所获得的病毒制剂在电镜下可看到大量线状病毒粒子，很少有杂质(图 1)， 

产量达7．45mg／kg病叶。高浓度 (0．5moI／L)中性磷酸 钾缓冲 液对此病毒的 抽提很 

有效，这可能是此缓冲液可有效 地克服线状病毒 的高度凝聚，使其在低速离心 时不 
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图 I小麦黄花叶病毒 (霄rMV)提纯削 电售服片 

(^)i嘶醋酸铀PH5．5负染I(B)i啊礴钨酸pH7．0k染，标尺50Ohm 
Fig．i．Ele ctron mierzseope p~otQel 。f pari~ied wheat yellow mo sai c vi rus 

(霄THV)stai~ed ia 

(̂ ) l啊 UACI pH6．5I(B) i PT̂ ，PH7．o．Bar reprz sent s 300 

致被大量丢失。Triton x·100的存在，不仅 有莉于 

病毒粒子从寄主组织中充分释放 出来，而且也能在 

一 定程度上克服病毒粒子 的凝 聚现 象。蔗糖 垫除 

了给病毒粒子在强大的离心力作用下}沉提供缓冲作 

用以致不大量断裂外，更重要的是还可以有效地滤 

去游离的寄主核酸和蛋 白，以促使病毒进一步纯化。 

二、病毒粒子的一些性质 

1． 紫外吸收曲线 

提纯制剂紫外吸收呈典型 的核蛋白吸收曲线， 

吸收蟑和吸 收谷分别为260和 242nm处，OD260／ 

OD242和OD260／OD280分别约为1．38和1．24。约在 

290nm处有一个 “肩 (图 2)o 

2． 电镜观察 

纯化的病毒经电链瘦察 可看到大 量 线 状 病 

毒，很少有杂质。如用 l 醋酸铀pⅡ5．5染色，病 

毒粒子粗细不匀，呈弯曲 (图 1一A)j但用 1 

磷钨i'pH7,0染色，则病毒粒子粗细均匀，呈刚直 

(圈 1— 8)。由此表明，病毒粒子在中性条件下 

城巍稳岛 崔酸恤条件下共螭掬静巍峨受到影响· 

-m  hnsIh ( 自， 

图2 陡西 YMV摄纯慨舸的黄丹吸收曲虢 

Fig．2 ．UV Sbsorpti6a SpectrUm 

W YH V ep  rIli●Ⅱ fBom $kmmxi 
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3． 病毒粒子长度 

病毒粒子宽13—14nm，长度分布在250—30Onm和55O一7O0nm形成二 个 主 蜂 (图 

3)分别用醋酸铀或磷钨酸染色，’蜊定 4批病毒制剂共1200个病毒粒子 ，测得前者200nm 

和625nm的粒子各占25 和42 (图3a)J后者250nm和 625nm的粒子各占26 和41％ 

．o 

3O 

20 

～ z 

h  

1f th ⋯ 1 

囤 3 陕西wYMV提纯制剂粒子长度分布 

(a)1嘶醋酸铀pH5．5负染： 

(b)1啊磷钨酸pH7．o负染； 

Fi g
．
3． Histog rams showing particle s leag*h di stributions 

of P rifi e d W YMV prep⋯ f【0Ⅱ from Sbanx【 

m⋯ u ed h aⅡ im⋯g a1ysis pute 

a)s̈ ined w Lth 1 UCA PH5．5； 

b)gta【ned wifh 1嘶 PTA pH7．0． 

(图3b)。其中550--700nrn长的粒子数量，磷钨酸染色的比醋酸铀染色的多。 

4． 病毒外壳蛋 白亚基及 其分子量 

本病毒提纯制剂经 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳， 出现 一条很浓的病毒外壳 蛋 白带， 

其分子量约为30kd(6次重复平均值 )(图 4)。相比之下，WSSMV制剂在分子量约 

为30kd和27kd(6次重复 )处出现二条蛋白质带 (图 4)。 

三、血请学 

应用常规 电镜 技术，检测病汁液中的病毒粒子，每10。 m 只能查到几个病毒粒子， 

相比之下，用wYMV抗血清包被铜 网，进行 “捕获”法免疫电镜试验，则从同样病汁液 

中所测得的病毒粒子数每10。 m 超过400个，比常规 电镜观察的灵敏度提高100倍，而用 

PVY抗血清代替WYMV抗血请，所检测到的粒子数量则没有 明显增加，可见 WYMV抗 

血清可特异地 “捕获”本病毒粒子。同样，在 “修饰”试验中，病毒粒子周围均匀地包 

上了一层厚厚的wYMV抗血清外套 (图5)，即所渭免疫桥之意。而用PVY抗 血 清 处 

￡ 

，̂‘ # l寻 暑 
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图 4 病毒制剂 sDs-豪丙烯t碴凝胶电泳周 

^．蚤；不同敞度的小麦棱条斑花叶病毒 

c．D，不同敞 

|f；标准蛋白 

l‘．t．sDs·pol”。 ，l-一ld‘s·l eI-·tto曲orHtI put|fed 
’ 

^lⅢ Pr坤 -tIt{●_0 

^． B ：diffem t eonlllit：iltOil of ， SSMV 

C． D*d；ff●一 it 0Onc●nIr●t{O口- Of Sht●tI W Y埘 V 

_ - 。~ olelu liildszd1 
．

～  

． 

圉6 日本wY V抗血清对陕西小麦病毒分离物的修饰·标尺30onm 

Fjs．5． I)e~Qn tlDn 口f Shm i wheal vlrus wlik inli3~rum to 霄 YMV 

Japanese I|oh te． B-r represenil ~OOnm 

理，则未见此现象。由此表明，此病毒分离物与日本曾YMV抗血清具有 强烈 血 清学 

睫应。。。· ’ 
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四、内含体的超微结构 

发病初期呈现花叶病 的细胞质丰富，内质网、线粒体、叶绿体等细胞器膨大，核糖 

体数量巨增，出现大量小囊，有些小囊中台有类似纤维状物质。发病后朝呈 黄 化 的 老 

叶，细胞器多解体，剩下细胞壁和大照细胞质内含体 

病叶叶肉 木质部薄壁细胞和表皮细胞中最明显的变化是出现大量柱状 (风轮状 ) 

内含体。风轮状内含体妁横切面呈现为着干个 “曲臂 绕轴伸展 (图 3)，而其纵切面 

图 6 感染wYMV的小麦细胞超薄旬片 

病叶细胞 屡中分布着大量与内质网相联的膜捷体，柱状盛 

风轮状内含体爰板状集蛞体 (箭头 )．标尺 I m 

Fig
．

6．Thin seetion of wl~eat 1·lf cell|=fected with 霄 YM V 

Numerous hrtAⅢ hodie eetLueetLog with ena-Pl-_mie cetioulam， 

eyllndrieaI o pinwheel ineluttons·_d lemtn~ted dtggreSetee(·rro }) 

seattevea tl~rough e eytop)asm ．B=r represents 1 pm． 

则表现为若干个平行的束状结构，且一端与内质网相连 (图6)，有时也可 见到 几 片 

“益臀 重叠而成的板状体集结体 (图6)，氇来见环状体。选些特征性内含1唪部是马 

铃薯y病毒组成员所具有的，根据Edwards~n(1974)c1)内含体分类体系精第Ⅱ亚组。 

病叶细胞中所出现的另～个显著特征是氍状体 (图6)a膜状倬璧兰维空间分布， 

小的似线粒体，大的如细胞棱，甚至几乎充满整个细胞。内质网星辐射捷与膜状体相连 

结 论 和 讨 论 

陕西小麦黄花叶病毒 (WYMV)由禾谷多粘菌传播，仅感染小麦。其病毒粒子长度 

为20o一300Rm(多为250nm)和550～700Ⅱm(多为625nm)，也有少数 粒子长度 超过 

g i  
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1000nm。病毒外壳蛋白仅 由一种分子量约为30kd的亚基组成。这些性质都与 日本 报道 

的标准WYMV相同 。用 日本WYMV的抗血清与本病毒进行免疫电镜试验，结果也表 

明两者具有强烈的血清学反应。 

不过，尽管Usugi和Ssito(1979)  ̈认为WYM~和另一种 土传病毒一小麦梭条斑花 

叶病毒 (WSSMV)相同，或者说，WSSMV是WYMV的一个株系，因为两者不 管 在 症 

状，寄主范围，病毒形态、浮力密度、汁液稳定性还是血清学、内含体等力面都具有共 

同的特性。但是，我们认为 两者的外壳蛋自亚基数不同，WSSMV含有二种 外壳蛋白 亚 

基，分子量为33Kd和26．5Kd l，或30kd和27Kd C ，而WYMV只 含有一种外壳 蛋 自亚 

基，其分子量为33Kd[日 或30Kd。所 以，要确定WYMV和WSSMV是否同 一种 病毒 ，尚 

需进一步研究。 
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Purification，Serology and Other Properties of 

Wheat Yellow Mosaic Virus(WYMV) 

Chen Jian--ping Ruan Yi_-li 

(Virology LaboratOry-ZheiJang Academy o，A~ricuIlural Sciences， 

Hangzhou·310021) 

W heat yellow mosaic virus(W YMV )has been occurred on wheat in Shsnxi 

province since 1970s． The virus preparation waB purified from naturally infected 

wheat plants hy extracting in O．5mol／L potassium pbosphste buffer pH7．0， 

c]arlfylng in 114 v carbon tetrsch]oride，precipitating with 6％ PEG，3％ NaC] 

end l％ Triton X·100 followed by two cycles of differentical centrifug-ti0ns 

with 20CA sucrose cushions containing O．3％ Triton x-100 and finally centrif- 

used in 10—5Cl sucrose density gradients．The yields of virus preparation were 

about 7．45 mg／k~lcgves．Purified vlrus preparation showed 8 typical uV Pe- 
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ctrum of a nucleoprotetin with mlix． and rain． absorption at 26Ohm and 242nm, 

respectively，the ratios of OD±B口IOD“ and OD2 B口／OD so were 1．24 and 1．38． 

Purified virus preparations contained filamentous particles measuring 13— 14 11ill 

in width， 250— 300 nm， 550— 700 nm in length， and contained a single poly— 

peptide species of too1． wt of c． 30 hd． The virus particles were serologically 

trapped and decorated by Japanese antiserum against W YM V in immunosorbent 

electronmicroscopy(ISEM )tests． Numerous cylindrical inclusions(pinwhee1) 

and complex m em branous bodies in the cytoplasm of fresh infected wheat leaves 

were observed with an electron m icroscope． 

K ey w ordsI W heat yellow mosaic virus (W YMV) Purification 

Viron coat protein Imm unosorbent electronmicr0scopy 

(ISEM) 
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