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番木瓜抗病突变体阻碍环斑病毒体内运转 
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Block of Viral M ovement in Papaya Mutant Plants 

Resistant to Papaya Ringspot Virus 

ZHoU Guo．hui LI Hua—ping ZHANG Shu—guang FAN Hwai—zhong 

(P'tant virology laboratory，South China Agricultural University，Guangzhou 510642，China) 

Abstract；One—step RT—PCR was used to detect papaya ringspot virus(PRSV)movement in susceptible 

and resistant(mutant)papaya(Carla papaya L )plants．The time of post—inoculation at which 

PRSV Wc-lS first detected in susceptible plants was 48 hours in the other area of inoculated leaves OUt Of 

inoculated sites．4 days in the petioles of inoculated leaf and 6 days in all parts of plant．Compa rative— 

ly，in resistant plants，the inoculated sites were the only area at which PRSV can be detected any 

time．Therefore．it was proposed that the mutated resistance to PRSV protects the virus from moving 

out of inoculated sites or／and into non- noculated areas． 
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摘要：应用 RT-PCR一 法拉测了PRSV Ys株系在感病番木瓜及其抗病突变体植株体内的运转动态 结果表明：在 

感病植株中，接种后 48h r按种叶的未接种部位可检出病毒，第 4天部分接种叶柄可检出病毒，第 6天植株各部位均 

能检出荷毒；而在抗病植株 ft，接种后可以而且仅脂在接种部位检出病毒；因而认为抗病突变体能够阻碍病毒从接 

种部位运出及(或)向米接~t,gt5位运入。 
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植物对病毒的抗性表现之一为抗病毒的体内运 

转⋯。我们采用辐射诱变技术筛选到番木瓜抗环 

斑病毒(Papaya ringspot virus，PRSV)的突变体，初 

步试验显示，该突变体可能阻碍了病毒在植株体内 

的运转。运用高灵敏度的方法检测病毒的运转情 

况，是研究抗病机理的基础之一。为此，我们采用微 

量 RT—PCR一步法，对 PRSV在番木瓜感病品种及 

抗病突变体植株体内的运转动态进行了检测。本文 

报道该研究结果。 

1 材料与方法 
1 1 供试材料 

1 i 1 番术瓜抗病突变体 1992年，采用 (=oT一 

射线处理番木瓜“园优一号”(F1代，泰国术瓜 ，穗 

中红)干种子，共处理 30 000颗种子，播种成苗8 tJO0 

多株，幼苗经 2次病叶汁液摩擦接种 PRSV Ys抹 

系，不显症或显症轻微者定植于室外，最终筛选得一 

株表现高度耐病(症状一直很轻微)的植株，经组培 

扩繁、回交、自交，获得突变第三代(M ，the third 

mutated generation)(结果 待发 表)，M1幼 苗 经 

PRSV Ys株系病叶汁液摩擦接种，20天仍不显症 

者，去除基部接种叶，供本试验用，称为抗病突变体 

植株。 

1．1．2 番术瓜感病植株及 PRSV非寄主植物 番 

术瓜感病品种“穗中红 48”(种子购自广州市果树研 
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究所)及心叶烟 (～ c Ⅲ “gtutinosa)(PRSV非寄 

主植物)7～8叶期幼苗。 

1 1 3 供试毒源 PRSV Ys株系(本研究室分离、 

鉴定和保存)0 ； 

1 1．4 试剂 RT—PCR一 步法样品处理试剂盒及 

酶混合物购自华美生物工程公司。 

1．2 试验方法 

1．2 1 病毒接种 生长于防虫网室内的供试植物． 

摘除基部2～3张老叶，病叶汁液摩擦接种上部 3张 

平展叶的顶部小叶 』，清水冲洗接种部位(小心不 

使病pl-~l-液污染供试植株的其他部位)，置于高湿环 

境下培养，以避免接种部位发生干枯。 

1．2 2 采样及植物总 RNA的抽提 接种病毒后 

不同时间，用经疆精灯火焰充分烧灼过的懈剖刀．切 

取一定面积的待检叶片或一定长度的待检叶柄、茎 

段或根段．置于干热灭菌后的凹玻片上，参照 RNA 

样品处理试剂盒说明，抽提植物总 RNA，具体步骤 

为：向样品滴加约 150 L变性液，用经酒精灯火焰 

充分烧灼的玻棒研碎样品．吸取汁液置于 1 5 mL 

离心管中，加 250 L氯仿：异戊醇(24：1)，充分振 

荡，1 2000 r／rain离心 10 rain，取上清液．加等体积 

异丙醇，混匀，1 2000 r／rain离心 10 min．沉淀用 

75％乙醇洗一次．吹干．溶于20 L无RNase的}l2O 

中，即为 RNA抽提液。 

1 2 3 RT—PCR 及其产物 电泳检 查 采用叶长明 

等 设计的一对 PRSV CP基因引物，即上游引物 

(P．)为 ：5’一TTAGTTG(x CATACCCAGG-3’，下游 

引物(P2)为：5’一ATGTcCAA(；AATGAAGCTGTG- 

GAT．3’；设计扩增产物为860 bo。反应体系参照试 

剂盒说明，采用 L反应体积，内含 RNA抽提液 

1 L，20×buffer 0 5 L，25 mmolfL MgCI2 1 L，l0 

mmol／L dNTP 0 1 ，酶混合液 0 7 L，引物 P】、 

各0．1 mol／L，补双蒸水至 l0 L，反应液上覆盖 

石蜡油 l5 ，置Biometra公司 UNO1I热循环仪上 

按下述程序进行反应：37℃反转录 45 rain；94v-，1 

min；55℃，1 min；72℃，l 5 min；35个循环后+72℃ 

延伸 10 min。反应产物在含EB的1．2％琼脂糖凝 

胶上进行电泳，紫外灯下观察并照相，根据分子量标 

准判断是否发生了PRSV CP基因的扩增。 

2 结果与分析 
2．1 R~PCR一步法检测 PRSV的是敏度 

取接种 15 d后“穗中红 48”现症叶片 50mg+抽 

提总 RNA，抽提液用无 RNase污染的双蒸水进行 

1O倍系列稀释，RT PCR一步法扩增，电泳结果(图 

1)表明：(1)RNA抽提液在稀释 l0 后仍能扩增出 

860 bp的特异条带，即 RT—PCR一步法能够检出相 

当于25 ng病叶中的病毒；(2)RT—PCR一步法检删 

PRSV时．应采用合适的模板(样品)浓度；本倒中以 

稀释度为 l0 ～l0 的 RNA抽提液为佳，随着模 

板浓度的升高，目的片段扩增量增加．但浓度过高 

(稀释度为 10。)时．目的片段量反而减少．并且出现 

严重的拖尾现象；其原因可能如下：反应体系中 

RNA模板量过多．在进行反转录时形成了过多的反 

转录产物，在其后的PCR中．这些反转录产物叉能 

自身回折合成双链，它们大小不一，因而在电泳时呈 

拖尾状；同时反转录及其后的双链合成消耗了反应 

体系中大量的上擗引物及 &NTPs等底物，进而限制 

了目的片段的扩增；此外．浓度过高时，植物的干扰 

物质相应增多，也会影响扩增结果。 

I RT PCR一 步法 愉阍 pRS~, n0 啦礁 

I 6：分别为瘸州 RNA抽提渣稀释度为 10 ．10o的RT．PCR扩增 

产物．M；DNA分子量标准(100 bp ladd#r) 

F 1 Detection o1"PRSV in~rious RNA e㈣ c【dilutions 1 ⋯  

step RT．PCR 

1-6：RT-PCR products from 10 一 10。dilutions of RNA extr c1
． 

M：DNA molecular mark~(100hp hdder) 

2．2 RT-PCR一步法样品量的确定 

以接种病毒后 15 d的病株为研究对象，取不同 

面积的叶片或不同长度的根、茎、叶柄进行 RT．PCR 
一 步法检测，最终确定最佳样品量为：叶片面积约 1 

crn ，根、茎、叶柄长度约 1 cm。电泳结果见图2。 

2．3 PRSV Ys株系在供试植株体内的运转动态 

应用上述确立的徽量 RT．PCR一步法．对 PRSV 
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图2 RT-PCR一步洼检测 PRSV植株组磬{最佳样品量 

1：叶肉 1c ，2；主酥 l cm切段，3；叶柄 I cm切段，4；上部 

(第一平展叶与第二平展叶之间)革杆 1 cm切段，5{基部茎杆 1 

cm切段，6；主根根毛区 l cm切段，M：分子量标准(10O bp l~clder) 

Fig 2 Determination of t}ptimum amount of plam samples by ONe- 

step RT—PCR 

】：【Jear bladelcm ．2：Main veinlc rTi．3：Petl el cm．4：U口er slem 

】cm．5：Base stem l cnI 6：M ⋯ ∞ l I[m．M ：DNA m ~uLar 

marker(100 bp Ladder) 

一 
图3 感病番丰瓜接种 48hr后 RT-PCR检 结果 

1，4，7：接种叶的叶柄，2，5，8：接种叶的未接种部位．3，6，9：接种 

部位的叶肉，M：D1VA分子量标准(100 bp I~c]der) 

Fig 3 Detection of PRSV in susoeptible papaya plattt$at 48 hr p __ 

inoculation 

I，4，7：Petioles ofinoculated leaf．2．5．8：Oninoculated㈣ in u 

lated I髓f．3．6．9：Inoculated】e日f sitm．M：molecular r,mrker(1I Hl hp 

ladder) 

衰 l PR$V 在抗感扁番术瓜俸内运转动态I广州．1999．10，】 

Table I The I ronstx~rt d3mamics of PRSV Ys in suseeptlble and resistant papaya pla．ts(Guanffzhou，1999 10．) 

’ 号表示檀嬲为阳性 的植株， 一 号表示柱 耐为l弭性柏檀株 

Indicates the p0 ti,'e plan r，’ 一 ]ndlcat~ the negative 蚰l 

Y 株系在番木瓜“穗中红 48”、M 抗病突变体以及 

非寄主植物心叶烟植株体内的运转动态进行了检 

测，重复测定3～4株，结果(表 1、图 3、图 4)表明， 

在感病植株上，接种后 48 h即可于接种叶宋接种部 

位检出病毒，第 4天部分植株(1／3)的接种叶柄内存 

在病毒，第 6天接种植株的各部位均可检出病毒，症 

状观察表明，接种后第 9天部分植株(9／20)现症，第 

l1天接种的20株全部现症。在 M3抗病突变体植 

株上，接种后各个时期采样(直至第 10天)均只能在 

接种部位检出病毒，这说明病毒可在接种部位的细 
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胞内复制，但不能从接种部位运出或(和)不能向未 

接种部位运入。在非寄主植物心叶烟上，于接种后 

的 12 h在接种部位检出了病毒，而此后在植株各部 

位均不能检出病毒，表明残留于接种叶的病叶汁液 

中的病毒，在 12 h内可维持稳定，此后即被各种因 

子降解掉。 

图4 抗病番术m接种 6 K后 RT．PCR检测结果 

Fig 4 ~)etecL[on 0f PRSV in rc~islanl papaya plants at 6 day post- 

inocula)ion 

I 4：接种部位、5，8：接种叶未接 部位、9：健叶，M：DNA分子量 

(1岫 buI⋯Id f) 

I4：1n~ttlated sI res．5，8：U rtln~~cn]atct[⋯ in in~ ulated leaf，9： 

[-[eahhy leaf．M：molecular marker(1ll(I hp hdder) 

3 讨论 

诱变可使植物 发生基因变异，出现新的性 

状 。我 们获 得的番 木瓜辐射 突变体，具有抗 

PRSV Ys和 Vb株系的能力(另文报道)，本研究明 

确了其抗性表现为阻碍病毒在体内运转。 

植物阻碍病毒的体内运转可以表现为抗病毒的 

胞间运转，也可以表现为抗病毒的长距离运转。豇 

豆对烟草花叶病毒 U2株系⋯、烟草的一个辐射诱 

变品种对马铃薯Y病毒等 “ 的抗性就是表现为前 

者(病毒可在接种初侵染细胞内正常复制，但不能向 

相邻细胞运转)；而大豆的一个品种对豇豆褪绿斑驳 

病毒的抗性刚表现为后者 ⋯(病毒在其接种小叶的 

叶肉细胞间运转不受限制，但不能进入维管束韧皮 

部薄壁细胞)。我们获得的番木瓜抗病突变体是抗 

病毒运转的哪一步骤，j丕有待深入研究。 

研究病毒的体内运转，需要高灵敏度的病毒检 

测方法。常规的血清学方法需要高效价的抗血清， 

而且其灵敏度也往往难以达到要求；cDNA探针技 

术操作繁琐，耗时过长；RT—PCR(反转录 P(=R)技术 

被成功地用于植物 RNA病毒的检测【2,31，该方法特 

异性强，灵敏度高，所需样品量极少[4,51，很适合病 

毒体内运转动态的研究；但是常规 RT PCR需要首 

先对 RNA模板进行反转录，然后再取反转录产物 

进行 PCR，程序较繁，而且需要消耗较多的反转录 

酶及 RNA酶抑制剂等成本较高的试剂，使其应用 

受到限制；RT．PCR一步法克服了上述不足，在减少 

操作的同时，还充分地利用了反转录酶，因而也有敏 

地降低了成本 J。本研究采用的微量 RT-PCR -+ 

步法，全部使用国产试剂，成本较低，操作较为简单， 

可有效地检测病毒在植株体内的运转。 
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