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拉 、 
四十年代末，美国首次报道的番木瓜环斑病(Pa]mya Rlng~pot Virus．PRV)府原病毒粒予细 

长 ．提纯时易断裂聚集，与寄主杂质粘结而丢失[1_司，至今来有影喃其粗据纯效果因素的详细 

报道。国外精提纯研究所甩的铯盐等密度梯度超邃离心20--50小时[2_I．，园内难以进行．因此 

有必要在现有条件下弄清PRV粗提纯效果的影响因素，寻找PRV精据纯方法，以制备高纯度 

的 PRV制荆． 

材料与方法 

1 毒厦 PRV-YS由华南农业大学植物病毒研究童提供． 

2 繁殖寄主 酉葫芦( 口F蛐 蜊∞．)和有葫瓜( 由帕 )种子分别由新疆种子公司和美国康乃尔大 

学Dr．Gc％ lm 提供． 

3 PRV—YS的繁殖 在防虫温室中按常规方法接种繁殖寄主幼苗．牛月后采呈典型症状叶片怍摄纯材料． 

‘ 电镑样品的制作与观囊(简称TEM) 在锕罔上加病毒制剂，再加2 碘钨馥负染．干懊后在连射电镜下 

观察并记录惩察结果． 

； 紫， 收潞宦(简称uV谢宦) 将病毒制荆稀释 ．甩自动分光光度计{舅I定 22O一32Onm谴长范}礴内吸收光 

谱．并由此计算制荆的浓度、纯度和产量． 

e PRV瞿提纯程序 参考国内外有荧文献【1．1 ～．井经多次试验拟定PRV粗撮纯程序一采府叶称基加2倍 

(咖 P堪”、I倍(V／W~OClrCr-lCl；等量混和物 ．捣碎后 2500S离心 15分钟 ．取 清液 5000~离心 I 6分钟 

(PEG沉淀前击洼)得抽撮披(体积V0)，再加3蚓 a、6 PB0搅涫．静置3小时(1 0"C)．2500S离心2o分钟． 

将沉淀甩Vo／5 PBI 悬浮，悬浮液再 10000S离心 15分钟．取上清坡再 100000S超离心90分钟 ，将沉淀用V,／ 

50 P 悬浮即得精毒机射荆．所甩缓冲液为lPB=，0．5moZ／L pH7．0磷酸缓冲敞(含0．05mol／L E17FA-Na2．m 25 

mol，L腮．0．3 NatSO=)．PB|．o．1 mol／LpH7．0磷酸缓冲液(含 0．0l mol／L ED'PA．№2．0．5mol／L睬)．PIl，．0．1 

mol，LpH7．0磷酸缓冲液(古 1．0tool／L啄)． 

本文于 】993年 4月2日收到．0月7日惨圆 

·国家自然科学基盘资且b项目部分内容 

， 
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结果与讨论 

l PRV粗提纯的主要影响因素探讨 

1．1 繁殖寄主种类 重复三杉(的试验结果表明用角葫瓜作繁殖奇主的效果远比西葫芦好： 

前菁提纯产量(27．45mg／1 00S角葫瓜病叶)比后青(1 d．2Stag／1 00g西葫芦病叶)高近一倍．杂 

质去除较 身．机制荆纯度也较高。研究结果支持了Yeh等的 新报道[|：。但困种子数量所限+ 

下述研究均以西葫芦作繁殖寄主。 

1．2 有机澄清荆加入量 试验结果表明有机澄清荆加入量以体积与病叶重的 80 (ml／g) 

CC1rCHC1 a掘纯效果好、产量高。结果与Yeh[(3和Mera ed [33的观点相似．即加入适量温和的 

有机澄清荆既能较彻底澄清绿色杂质叉不至于使PRV粒子断裂变性． 

1．3 PEG沉淀前的去渣离心力 采用PRV粗提纯程序．离心力(g)设四个处理 ：5000、 

10000，I5000、20000，离心时问 】5分钟，试验结果表明去渣离心力以 1 0000S最台适，不仅寄主 

飘粒去除彻底．而且病毒粒体损失较少。 

1．4 浓缩PRV的超速离心力 采用上述 PRV粗掘纯程序，去渣离心力为1 0000县，超速离心 

力(g)设五个处理，60000、80000、95000、l】0000、130000．重复三移：的试验结果表明超速离心力 

以 】10000S较为合适 ．支持吴方城的报道叫，即中等超速离心力既可使PRV沉降较完全，而奇 

主细胞的小颗粒沉降叉较少，同时还避免了离心力过大折致沉淀过于粘结而难以重新悬浮的 

缺点． 

1．5 分散荆 采用PRV粗掘纯程序．试验选常用的脲、EDTA一№：、Triton x一1 00，结果表明 

三种分散荆均胄减轻粒体聚集防止丢失的效果 ，其中EDTA-Na 和脲最好．Triton x一1 00次之。 

同时发现使用分散荆种类越多，掘纯效果越好，其机理有待进一步探索。 

田 电羹下]PRV精搔地伽J一的病毒粒体(x 130000) 

F Vldon。f]PRv 曲 pu~ glonl~ pm'mdon ofl eleclronm甜∞∞pe(×I,~0000) 

2 PRV精提纯研究 

PRV精掘纯研究是圃内外学者非常重视的一个同胚[ ]．本研究参照前人掘纯方法 。一订， 
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采用30 蔗糖硫酸铯连续密度梯度离心进行试验。试验设三个处理，各处理的as。so·梯度浓 

度(mol／L)分别为 ：(1)0．7，0．5，0．3 (2)O．8，0．6．0．d{(3)0．9，0．6，0．3。先依次加上述梯度介 

质液．经一昼夜扩散形成连续密度梯度介质，再加PRV粗提纯制荆，16000Og离心3小时。离心 

管中下部各有一条乳白色带和褐色带 ，即分别为病毒带和杂质带 ，其中以低梯度浓度的处理 

(1)较好，病毒带与杂质带分离得较开且病毒带窄而明显。病毒带取出君稀释，T蹦 观察见圈， 

病毒粒体分散性较好且几乎没有寄主杂质，uV测定有典型核蛋白紫外吸收曲线，A260／A280 

=1．68，提纯产量为 2．56~ ／100g西葫芦病叶，接近于Yeh的报道r” 本研究最适0s2So·梯度 

浓度和蔗糖浓度有待继续探索。 
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Every be哎 ehoi~ of∞ ver丑l nlain丑f cfillg faeto~ on the cnIde ifi龋 ti锄 of PRV was reported 

det~ledly iIl tlI扭 pap盱．T ady柚 。e puri丘 廿锄 me吐州 of PRV with the a 。So‘eontinuo~ dem ity 

gt~tlent郓 i ga廿蚰 fm 8b0ut 3 bd雌 with 30 sugar eu~ ion w嘏 te~ted for the first tiln~．A 

simple pI 血 of锄e cycleof diffe~ t sp∞d ceIl哪 肛b讲I and one cycleof 2SO。c0ntinuaus de 

sit},grll~0rlt sllper倒 1岫fuga曲 n w d嚣igned at last—The virus pIep啪 ti0Il showed a typical ul~avio 

let a orpⅡon urve for nIIcIe叩r0teTms，T1Ie yield of vin was 2．56rag／l 00g of infected squash 

I蚰 ve 

Key dl Pal~ayaRingsp0tV l|s，l~tifieatloaa of v．岫  
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