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大豆病毒的提纯鉴定和电镜观察
’

林建兴 张性坦 柏慧肖 张 帆 赵 存

( 中国科学倪遗传研究所 )

摘 要

危害我闰大豆竹主要 病毒病有三种
,

即花叶病
、

苹枯病和矮化病
,

应用差

速离
J
二法成功 地从京黄 3 号

、

科 黄 2 号和 铁丰 1名号分离 出花叶病的病毒
; 从丹

东青豆的杂种中分离出芽枯病毒
。

花叶病毒新枉 为长而弯曲的 线形
,

平均耸度

为6 6 1
.

2“ 斑
,

宽度为 1 3
·

牙二m
。

芽枯病 的病原为球形的烟 草环斑病毒
、

平均直径

为 2 0
.

s n m
。

花叶病与杆粗揭斑的 关系的研完结果证明
, 种子产生斑驻是 由 大

豆花叶病毒引起的
。

杭病品种 的揭斑率明显低于教感品种
。

根据病毒病 的鉴定

结果
,
京黄 3 号等感染的花叶病

,

植林挑化不明显
,

种子容 易生揭班
,

称之为典

型的普通花叶病 ( S M V一 G ) , 而饮丰 1 8号感染的花叶病
,

植株按 化明显
,

籽

粗不生镯斑
,

称之为操缩型花叶病 ( SM V 一 D )
。
供试品种中杭花叶病最强的品

种是科黄 息号
。

丹东青豆的杂种以 及日本的宫城白眉和 大青豆则是烟草环斑病

毒 ( T R S v ) 感染的芽枯 病
, 这 些品种严重染病

,

瓶杜无收
,

利用价值不大
。

前 言

危害我 国大豆的病毒病有花叶病
,

黄花叶病
、

芽枯病租矮化病等
。

花叶病是最普遍
的病毒病

,

可使大豆减产 10 一 7 0线
,

品质变劣
,

仔粒产生褐斑
。
芽枯病和矮化病是毁灭

性为病毒病
,

染病植株几乎颗粒无收
,

但籽粒不产生斑驳
。
前人对大豆花叶病租芽枯病

的病症
,

寄主范围和传毒途径进行过许多研究亡1 ’ 选一名〕。

对花叶病毒的 分离
、

提纯 和 电

镜观察则研究得不多〔` ’ ” 〕感染大豆 的芽 沽病的病毒分离成功的报道更少 ( ` “ 〕 ,

大豆种子产生斑驳的原因是 个长期争论的间题
,

`

有些作者认为籽粒褐斑是由花叶病

毒感染引起的 〔 ` , ”
’ ` ” 、 ,

另一些人则认为与病毒病无 关二“ 〕 ,

针对以上伺题我们于 1牙7 3

一拍 74 和1盯 ,年研究 了病毒的提纯
、

鉴定和电镜观察
; 19 76 至 1 97 7年在尼龙网内隔离条

件下研究了花叶有与籽粒班驳关系
。

试验结果报道如 F
。

-

材 料 和 方 法

(一 ) 材料

分离和提纯大宣花叶病毒 租芽枯病毒的品种育京黄 3 号
、

科黄 忿号
、

铁丰 18 号和丹

东青豆的杂种后代
。

京 黄于号作为研究花叶病 袱籽拉伪斑关系的毒源
。

供试品种中敏感

牛德水
,

丁家炳等同志参加部 分工作
。

曳留戏察与麟柑得到甲巨科学翩匕京生物卖脸室技术 中心电愉宣和逸伶所电镜室的栩肠 缘表感戴
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品种 ( 系 ) 有丰收 14 号
、

延宁舫 1一触
,

群选 7 5一 4 和京黄 3 号
。

抗病
一

品种有科黄名号
、

徐州 4触和齐黄 戴号
。

搔种方法主要利用带毒蚜虫传毒
,

(二 ) 方 法
1

.

病毒的提纯— 综合前人提纯大豆花叶病毒和烟草环珑病毒的方法汗
, 牙 , ’ 以 , 工“几

制定如下提取病毒的程序
,

入
.

提纯大豆花叶病毒的程序
( 1 )

、

收集染病新鲜叶加O一幼。克
,
在 一加℃下冷冻直至叶片变硬 ,

( 2 )
、

把病叶放入含有 1 %磁基乙醇的 p H了
.

0的仓
.

SM磷酸缓冲液 ( 等量或二倍

于病叶重 ) 在匀桨器内匀装 ;

( 含 )
、

用两层纱布过滤粗液汁
,
除去残渣 ,

( 4 )
、

1训毫升提取摧加入 7
一

毫升正丁醇 ( 边加边搅动 ) 直至出现明显的乳 凝 现

象为止
,

在 4 ℃冰箱中放置知分钟以上或放置过夜
;

( 息 )
、

在离速离心机 习
.

℃条作下用每分钟 4 千转离心 16分钟
,
御出上倩液 ,

( 6 )
、

上清液再于 2丘型高速禽心机 马℃条件下用每分钟 息千转离心 10 分钟
,

以除

去细胞残余和其它大分子的植物组分
,
何出上清液 ,

( 乍 )
、

上述上清浓通过 4 号
`

( G 、 ) 细菌漏斗抽滤得到一种琉拍色的
一

清晰 液 体 然

后在翩全C型超速冰冻离心机上
,

在 一 4 ℃下用每分钟 3 万转离心 90 分钟
,

病澄颗粒沉

降为丸球物附于管壁
,

把上清液倒掉 ;

( 8 )
、

每个离心管加入 .0 似 M 砚酸缓冲液 2
.

5一 5 毫升 如 H S
,

O一歇幻
,

离心管

放在每加 04 次的摇床上振撮助分钟 ,

( 公 )
、

将土述各离心管的悬浮液忽合起来在冰冻离心 机
,
_

L 离 心 10 分 钟 (幼 。

转 /分 )
,

得到一种双折射很强的上清液
,

`

供制片用
。

B
、

提纯烟草环斑病毒的程序

1)
、

采集 1卯一幼 O克新鲜病叶
.

冰冻后加入两倍或等量病叶重的。
.

饥 M磷酸缓冲液

伽H 7
.

0) 在匀浆器中匀浆
, 匀浆后用两层妙布过滤

,

弃残渣得粗液汁
,

么 )
、

两个体积的 4 ℃的正丁醇和氯仿混合液 (工: 工v /叻 慢慢地加入一体粉的
一

粗液

巾
,

搅动 1邪釜钟便之乳化
,
然后用每分钟 3 千转离心 3 0分钟

,

结果形成三层液相 ,

名 )
、

把每个离心管的
_

仁面液相取出混合之
,

盖上盖放在 Z Q一 2 2℃霓温下招一 1 6小

时
,

这时非病毒的蛋白质变性
*
并沉至管底 ;

4 )
、

悬浮液在冰冻离心机上用每分钟 6 一 8 千转离心加分钟得到珑拍色上清液
,

用 心、
细菌漏斗抽滤

,

云 ) 上述上清液在 动 T C 型超速离心机上用每分钟 3 万转离心 .1 5一 2
,

Q小时
,

病毒

丸球附于管壁 红

6 )
、

用。 J I M磷酸缓冲液 (P H 7
`

的 溶解病毒丸球
,

每个离心曾加入h s一 .3 。毫

升 ,
在 4 ℃冰箱内放置过夜 ;

一 7 )
、

上迷病毒悬浮浪用每分钟 3 千转离心 15 分钟
,

得到澄清的病毒溶液
,

供制片

用
。

2
.

制片和电镜观察一
上述两种病毒溶液 分别用细滴管滴到已制备好的铜载网上

,

千煤后冲铬投影
。

病毒制片在 H V 一 11人 型的电子显微镜下观察并跟怕
。



1如 林建兴等
:

大皇病毒的提纯鉴定和电铸观攀 翁

客
,

研究花叶病与籽粒斑驳的关系的方法
:

将无毒种子分成两半
,

一半种在尼龙网内

隔离条件下 (无毒源的条件 )
,

另一半种在尼龙网边的大田
,

利用带毒大豆蚜传毒
。
生

育
.

期内逐株记载岭部发病的症状
。

收获时单收单株脱粒
,

考察其褐斑率和百粒量
。

研 究 结 果

(一 ) 病毒病症状的观察研究
1

.

大立花叶病— 供试品种中的多数品种感染的是普通花叶病
,

它们是由种子带毒

的 ,

调查结果表明
,
京黄 3 号和科黄名 号种子带毒率分 M[J 为 5

·

6% 不肠
,

5写
,

幼苗期由于

蚜虫传毒
,
在两星期内几乎所有植株都感病

。
以带毒种子 味出的幼苗在初生叶的叶脉两

侧呈现透亮
,

逐渐形成浓淡不同的绿色镶嵌症状 (花叶 )
。

随后第一个复叶出现叶片皱

缩
、

退绿
、

沿着叶脉两侧有水泡状的隆起
二

老叶明脉也是常见的
,

叶片边缘通常两边向

卞
,

顶端向上卷曲 ( 图 戈 )
,

接近成熟的叶子变成粗糙的
,

容易破碎
。

严重染病
一

的植株

矮化
,

叶柄和节间变瘾
、

感病植株着生豆英少
,

有些豆芙侧面弯曲或卷曲
,
豆荚上茸毛

也显著减少
。

熏病植株豆菜不结籽
,

或者豆粒明显变小或畸形
。

.ft 粒上产生斑驳
,

大豆

的产量和质量明显受影响
。

2
.

大豆芽枯病— 大豆芽拈病也是种子带毒
,

以带毒液汁摩擦之
,

极易传染病毒
。

芽枯病最明显的特征是染病幼苗的顶芽扭曲形成弯曲状植株
。

顶芽及侧芽的嫩叶出现很

小揭色枯斑
,

这些病叶轻轻 、 触极易眼落
。

重病植株的叶子和幼芽全部脱落形成枯株或

者在植株底部留下少数几个老叶
,

“

叶片粗糙似革状 (图 含 )
。

大豆整个生育 期 都 能 感

病
,

如果开花后感病
,

通常豆莱发育不好
,

甚至败育
。

结荚肩染病
,

豆 笑产生大的枯斑

和块斑 (图 3 》
「

。

这些豆荚不会结籽
,

提前脱落
,

上述观祭结果表明
,

穿括病是毁灭性

病毒病
,

严重染病品种 (如宫城自眉等) 颗粒无收
。

息
.

大豆矮化— 染病植株严重矮化
,
叶柄和节间明显缩短

。

植株非常矮小
,

只有功

星米或1 0多厘米高
,
通常在开花前死亡

。

矮化病 也是毁灭性病毒病
,

严重感染植株颗粒

无收
。

(二 )
一

大夏病容的分离提纯和电镶观察

工
`

大豆花叶病毒的分离提纯和电镜观察— 应用差速离心法成功地从京黄 3 号和科

黄 孰号分离出花叶病毒的顺粒
。

电镜观察结果表明
,

病毒颗粒为长而变曲的线形
,

平均

宽度为1 3污毫微米
,

长为6右1
,

2毫微米 ( 图基>
。

19 物年铁丰 1容号严重感染病毒病
,

植株明显矮化
,

叶柄和节间变短
,

顶部嫩叶产生

花叶 ( 图奋 )
,

单产只有邓斤
。

应用差速离心法成功地从病叶分离出病毒颗粒
。

电镜观

察结果表明
,
病毒颗粒是长而变曲的线形

,

与花叶病毒颗粒相似
。

根据发病症状
,
我们

怀疑它是花叶病与矮化病双重 感染的结果
,

但从病叶的提取液 中未能分离出矮化病毒的

颗粒
。

多
、

芽枯病毒的提纯与电镜观察— 应用差速离心法成功地从丹东青豆杂种病叶组

织的提职浪中分离出病毒颗粒
。

电镜观察结果表明
,

芽枯病的病毒颗粒为球形病毒
, ;平

均直径为幼
, 5毫微米 (图 已丫

;

此结果证明
,

感染大豆的芽括病的病厚与前人报遣的在

烟草上分离的烟草环斑病毒相似 : , ` 〕 。

(三 ) 大豆拢叶病与籽校斑城的关系
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9 16 ,年在安徽省涡阳县用徐州劝 2 ,

吉林 1 号
、

大茧壳和北京黄豆等邹多个品种 作

试验材料
,

观察钻果表明
,

在同一品种只有染病植株生成褐斑病粒
,

而未染病的梢株则

没有
。

同一染病植株中染病枝条的豆粒产生褐斑
,
而健康的技条则没有

。

以上结果初步

证明褐斑驳病粒来源于感染花叶病的植株和核条
、

为了进一步弄清产生斑驳豆粒的原因
寸

于 19 邓一19 7 ,年连续两年在尼龙网的隔离条件下研究花叶
一

病与籽粒斑驳的关系
。

第一年

在幼苗斯把种子带毒的病株拔除
,

收获后的无病种子 (脱毒 ) 于第二年分成两半
,
一半

种在尼龙网内
,

另一半种在大田
。
两年的 试验结果都证明

,
用蚜虫或人工接种病毒的种

子产生褐斑
,

相反在尼龙网内隔离条件 下未接毒的极感品种都不产生褐斑
。
工盯 7年 (第

二年 ) 的试验结果列入表 1
。

根据表 1 的资料可得如 下结论
:

第一
、

在供试品种中没有对花叶病免疫的品种 ; 第
_

_

几
、

抗病品种齐黄
`

1 号和徐州 4叙 已开始丧失抗病能力 ; 第三
、

籽粒斑驳是由花叶 病 毒

引包的
,

无论是敏感品种或抗病品种
,

凡是蚜虫接毒的种子都产生褐斑
,

前者比后者严

重
;
而不接毒的种子都不产生褐斑 , 第四

、

叶部染病 (花叶 )缸株数与籽粒染病 (褐斑 )

杭株数是密切相关的
,
后者明显高于前者 ,

这可能是川
·

部轻微症状不易为肉眼所觉察
,

实际上病毒已侵入叶片组织 ; 第五
、

染病雄株种子的百粒重附显下降
,

下降幅度为 1性
.

4

一邻
.

a% , 第六
,

科黄 3 号的染病株数和褐斑率明显低于敏感品种
,

出此可见
L

,

抗病育

种是十分重要的
心

衰 1
,

大亘花叶病与籽粒斑驳的关系 1盯7年北京
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天四 ) 大豆病毒病的鉴定结果
1

,

大豆花叶病— 根据染病植株的症状
,
病毒颗粒的形态特征以及朴粒产全斑驳的



i 期 林建兴等
:

大豆病毒的提纯鉴定和 电镜观察 朋

原因
,

京黄 3 号
、

科黄 2 号
、

丰收 1 4
一

号
,

群选 75 一 4
、

齐黄 1 号和徐州 42 4等感染 的 病

毒病是普通 花叶病
,

染病植株矮化和 l)J 显
,

种子易生斑驳
。

铁丰 18 号感染病毒病后也产

生花叶
、

病毒颗粒也是长而变曲的线形
,

但植株严重矮化
,

豆粒
一

不生褐斑或极轻
,

可能

是大豆花叶病毒不同生理小种感染的结果
,

故暂 定名为矮缩型 花叶病
。

此病与日本报道

的萎缩病不同自飞

2
、

抗病品种 的鉴定结果一一 60 年代末 70 年代初期为抗病品种 (齐 黄 1 号 和 徐 州

4 2 4 ) 到 1 9 7 7年 已开始丧失其抗病毒的能力 ( 表 1 )
。

染 俩最谊的是齐黄 1 号
,

其 次 是

徐州论寸
。

在这些品种中科黄 3 号的抗病性最强
。

3
、

大豆芽枯病—
根据染病植株的病症以及病毒颗校的研灸结果

,

丹东青豆的杂

种后代感染的病毒病是山烟草环斑病毒引起的大豆芽枯病
。

从 日不引 入我国的品种
,

如

宫城 白眉
、

大 白眉
、

少二青豆以及我 国月
·

东的大青豆感染灼病毒病也是大豆芽枯病
。

北 京

多点试验结果表明
,

这些品种极易染病
。

;“ 重的年份颗粒无收
。

在大田 自然条件下我国

多数品种对芽枯病的抵抗能力都较强
,

严厄染病的品种极少
。

问 题 讨 论

大豆花叶病前人已作过 许多报道
。

B r a n d es 和 w 吐 t “ 指出
,

在病毒的鉴 定中病毒

颗粒的形态学乃是有用的工具
。

他们列 出花叶病毒的颗粒的长度为 7 5 0 n m 〔 ` 5 〕 。

Q ua nt z

记载了花叶病毒 为线形颗粒
,

长 7连s n m
,

宽 12 一 1 3 n m 〔 ’ 7 〕
。

C 班 v ez 指出
,

由于凝聚作

用使人豆病毒很难提纯
,

病毒浓度也是低的
,

因而在单一 视野内观察到若干线形 体仍然

是低的
。

池记载了病毒灼 炎度为 6 2 5一 72 5 o m ,

宽 15 一 1 8 n lll 〔 “ , 。

我们刊用版峨乙醇作

为病毒颗粒的 分散 ljK
,

通过差速离心法得到较满意的结
:’

尸
,

在单
·

视野内看到较多的线

形病毒
,

平均长度为 6 6 1
,

Z n 。 ,

宽为 1 3
.

9 ll m
。

银据病毒颗粒的 形
.

态和病州拍自形 态 牡

征
,

京黄 3 号等感染的病
一

雌病是典型的
一

普通 花叶病
。

许多作 片指出
,

人 、 月
一

枯病是山姻

草环斑病毒所引起的 〔 6 一 ”
几 但从染病 及目

.

位株 分离成功 的报道则不 多
,

据报 道
,

烟 草

环斑病毒为球形病毒
,

通常直径为 2 9 “ n l’ 也有
`

22 11 二 或 25 1 , m 厂 t ` ,
.

。

1
了

雌 1〕 : 。 掩 记 俄 f 悯

草条斑病毒引起的巴西 绮
·

枯病
,

病 毒倾粒的直径 为 28 一 3 2 ” m
。

我 们应用鹉速离心 汀: 成

功地 从芽枯病的病叶 中分离出侧 草环训
:病 寿

,

平均直径为 2 9
.

5 n 171
。

恨据 发病症状 和电

镜观察结果
,

感染 舟尔青豆杂种等的 芬
`

枯病是山烟 草环斑病 寺引起的
,

而不是炯 草条斑

病毒
。

豆粒产 ,
i二功

.

驳的原 L闷 直是 个
一

争论问题
。 _

匕 }}:已提到许多学 者认为褐斑是由 {沙 1
·

病

毒引起的
,

似也 {j’ 仪汰为了
j病 毒内无关

。

研下石创
:

沦 仁
,

致 月
’

能与取材和试验条件自关
。

山于在栽培
_

人」;
.

` } ,尚 长发现免咬
:
}
.丁,

种
,

只有弓
,

。病 和长感
`
卯

:

和!
, ,

它们 做易山 :呀虫 和液汁接触

传毒
,

如果 仲子 杯经过脱
,

攀;戈}福禹条件 位` 格邵全价试验结朱带 农 1’4 刊影啊
。

日 仁久喇

不脱 海种 于在 七 佗网闹 离条 件 }: 做 i式验得: ! }如 l件
了、 果

: 、处粒褐斑足 {沙曰小参引
,

}二的

我们第一 仁川 了洲兑毒 种 J
气 ,

协 几年川脱毒 种
一

I’. 了{
:

吧 七网内伯
’

试孰份出 J
’

相同的结论 ( 表

1 )
。

此外
,

病川
一

是 击出现
’ J 外界环沉条件也仃父系

。

例 如
,

称 豆 4 写和跃进 导 号在 化

京穿
:

件 下花川
·

病严 爪
,

籽粒产
’

;.1 渴斑 ; 但是黄准地区 的
.穴J温 茶件 卜

`
.

化叶病 和 码 斑 都 很

轻
。

值得注念的是
,

我 们发现铁丰 18 号虽感染花升病
,

伙株 ,“ 重矮 化
,

比抗病品种减广
二

2一 3 倍
,

但籽粒不生褐斑或极轻
。

由此可见
,

豆粒斑驳能否出现 可能与花叶病不同株
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系也有关系
。

E i u一K y 。 。 C h 。 等提到花叶病病原的多样性
。

在 9 8个分离物中归 类 为 7

个株系〔 ` 吕〕 。

张明厚等指出
,

花仆卜病中的黄斑型 ( S M V 一 Y )
,

顶枯型 ( S M V 一 f ) 相皱

缩型 ( S M V 一 C ) 都 能引起籽粒 褐斑 “ 〕 。

根据 险株的病症
,

病 毒颗粒的形 态和花叶病与

籽粒褐斑的关系
,

我们把发病出现 花叶
,

叶片皱缩
,

卷曲
,

谊株矮
J

比不明显 ; 病 毒颗粒

为长而弯曲的线形
,

长 62 5一 7 5 0n m
,

宽 13 一 1 5n m ; 豆粒易
`
} 褐斑

,

如京茜 3 号 等
,

称

之为典型的普通 花叶病 ( S M V一 G )
。

凡是植物 唾几 }叼: }浮
, _

以粒 不呀
.

褐斑
,

片已性状 加

上所述的花叶病
,

如铁丰 18 号
,

称 为矮缩型花叶炳 ( S M V一 )
。

力 了严 格区分花叫代

的不同株系
,

今后应进行血清学研究
。
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