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离芭 病 毒 病 的 研 究

魏宁生 贾长盛

( 西北农业大学植物保护系 ) ( 青海省互助县农科所 )

摘 要

从 自然感病的 1 09 林篙筐上 鉴定 出篱芭花叶病毒 ( L M V )
、

黄瓜花叶病毒

( C M V ) 及蒲公英黄 色花叶病毒 ( D Y M V )
。

L M v 可通过种子传毒
,

病株种子的

传毒率 为 1 0
.

35 % (商业种子 为 5
.

37 % ) ; 而 C M V 则不 能种传
。

D Y M V也可种传

( 3
.

0 7 % )
,

桃蚜 ( M y z u s p e r s i C a ) 作非持大
,

]生传播
,
而 汁 液 接 种 较 为困

难
。

其 T D P 为 6 5一 70 ℃ ,
D E P 为 1 0

’ `

一 10
“ 5 ,

而 L 则为刽 11
。

病毒粒体呈球

状
,

直径约 为3 0 m m
,

D Y玉侄V 与 S q M V
,

R M V及 T R S V 的抗血 清不起反应
。

关键词
:

葛芭
;
病毒病

; 蒲公英黄色花叶病毒 ( D Y M V )

陕西关 中地区离芭病毒病甚为严重
,

发病率通常为70 一 80 %
,

其 中严重矮化或死亡

的植株达 20 %
。

在自然条件下
,

病株出现明脉
、

斑驳花叶
、

褐色枯斑
、

叶脉坏 死 或 变

黄
、

细 网状脉间蚀纹
、

皱缩和矮化等症状
。

目前
,

国外已报道了 20 种可为害离 芭 的 病

毒 〔“ ’ ` ) 一 “ ’ ` 3 ” 6

”
“ ’ : “ ’ ,

国内山东也报道了发生葛芭花叶病毒 ( L M v )
、

黄瓜花 叶病毒

( CM v ) 〔 ` ’ 。

本文介绍从自然感病的离芭上分离到 L M v
、

CM v 和蒲公英黄色花 叶 病

毒 ( D Y M v ) 的生物学和部分物理学测定的结果
,

其中D Y M V在国内是首次报道
。

1 材料和方法
1 9 8 4年 自陕西西安

、

咸 i泪
、

兴平
、

杨陵和宝鸡等地 自然感病的葛芭上采集毒 源 109

个
,

用汁液接种 5 个科 9 种植物
,

测定其寄主范围 ( 接种时供试植物 为 3 一 4 片 真

叶 )
。

病毒的体外稳定性
:

在觉色黎 ( L M v
、

C M v ) 或蚕豆 ( D Y M V ) 上经三次单 斑 分

离纯化后以茎用葛芭为增殖寄主
,

在接种后 10 天取病汁液按常规方法测定
。

测定稀释终

点用蒸馏水稀释
。

病毒的传播途径
:

无毒桃蚜 ( M 夕二
: P er : ic ae )饥饿 4 小时后在葛芭 病 株 上 饲 毒

10 分钟
,

再置于无病葛芭和觅色黎上取食 24 小时
。

每株放桃蚜 6 头
,

接种时植株为 4 片

真叶
。

从接种时的离芭病株上采收种子
,

播于防虫温室中观察幼苗发病情况
。

文本于 1. B6年 1 1月 1 3 日收到
。
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病毒的提纯
: 以茎用葛芭为增殖寄主

,

接种后 13 ~ 14 天收获 病 叶
,

去中脉
。

提 纯

LM V按每克组织加入 1
.

5 m l o
.

SM硼酸缓冲液 (P H 7
.

5
,

含 0
.

1%琉基乙醇 ) 的 比例 在组

织捣碎机中匀浆
,

用四层纱布过滤后加 8
.

5%正丁醇
,

于 4 ℃下搅拌 45 分 钟
,

然 后 按

T o nt il sn on
〔 2 ` ’
的方法进行差速离心

。

提纯 D Y M V按每克组织加入 2 m l 0
.

5M磷酸钾缓 冲

液 ( p H 7
.

。 ,

含0
.

1%琉基 乙醇 ) 的比例在组织捣碎机中匀浆
,

用四层 纱 布 过 滤 后 在

一 20 ℃下冰冻 24 小时
,

室温下融化后加 8 % 正丁醇
,

于 4 ℃下搅拌 45 分钟
,

再静置 30 分

钟后按 B os 等
〔 6 ’
的方法进行差速离心

。

L M V样品的活性测定
:

将粗提纯的 L M V用蒸馏水 稀 释 不 同 倍 数 后 接 种 觉 色

葬
。

电镜观察
:
将提纯的病毒用 2 %磷钨酸负染 ( D Y M v 用 p H 6

.

6
,

L M v 用 p H 7
.

0) 后 凉

干
,

用 H it ac h H一 60 。型透视 电镜观察
。

LM V 抗血清的制备
:

以粗提纯的 L M v 为抗原
,

加入等量福氏完全佐剂后 肌肉 注射

家兔三次
,

每隔一周注射一次
,

第 1 ~ 2 次各注射 2 m g病毒
,

第三次 注 射 4 m g病毒
,

于第三次注射后第十天采血
。

病毒的凝胶双扩散试验
:

按常规方法进行
。

对 L M v 抗血清的效价和 D Y M v 与 南 瓜

花叶病毒 ( qS M V )
、

萝 卜花叶病毒 (R M V )及烟草环斑病毒 ( T R SV ) 的 血 清 学 关 系
,

均 用病汁液和粗提纯的病毒进行测定
。

2 结 果

毒源鉴定

用 10 9个毒源汁液接种 6 个科 9 种植物的结果 (下表 )表明
,

在葛芭上为害的 有 L一 1
、

L一 2和 L一 3三种病毒
,

分别确定为 L M V
,
CM V和 D Y M V

。

1 0 9个毒源接种 9种植物的反应

窝昔

一
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注 . 5一系统侵染
,
L一局部侵染

, O一无症状
。

2
。

l
.

I L一 1毒株
:

在窝芭上产生褪绿
、

疤斑
、

花叶和皱缩扭曲 (图版 I 一 l)
。

病 重 时

植株矮化
,

叶片产生许多褐 色枯斑
.

叶脉坏死
,

或全株死亡
。

生菜严重受侵时不能包心或

死亡
。

昆诺黎 ( C h
。 。 。 P o :d’ 。 。 q翻 ,

oa )被接种后
,

于接种叶片上出现圆形枯斑 ( 图版 I

一 2 )
,

随后又产生系统畸形 (图 工一 3 )
。

览色爹 ( C
. a o ar an t i co lor ) 接种后除 接 种

叶片产生的部分枯斑边缘具有红 色晕圈外
,

其他症状同 昆诺藐
。

豌豆 ( 尸`: “ 。 : 。行va )

的接种叶片有时产生枯斑
。

普通烟 ( N f c o t i a n a t a b a c u 。 )
、

心叶烟 ( N
.

g z u t i n o s a )
、

蚕豆 ( 厂 i e i a f
a b a )

、

曼陀罗 ( D a t u r a : t r a o o n f u 。 ) 和千 日红 ( G o 。户h r e o a 夕I o b o s a )

翁种后没有产生症状
。
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斑
,

其后出现略呈畸形和许多针尖状褪绿斑的系统症状 ( 图版 工一 6 )
。

蚕豆接 种 后
,

接种叶片上产生褪 色的近圆形的 枯 斑 ( 图版 I 一 7 )
。

苦费菜 ( c h `。 h or iu o en d i o i 。 )

接种后则后接种叶片上出现斑驳
,

其后出现系统性坏死
、

鲜黄色花叶和皱缩
。

普通烟
、

心叶烟
、

曼陀罗
、

豌豆
、

千 日红
、

蕃茄 ( 乙夕
e o 夕e r s ￡e o n e : e : ` ze n t u m ) 和蒲公英 ( 丁 a r a -

二
ac

“ m of jz’
n a Ze ) 接种后未产生症状

。

2
.

1
.

4 病毒的发生和流行
:

毒株 L一 1 和 L一 2 在各地均 有 发 生
, L一 1 发 生 的 比例

最大 ( 占毒源总数 7 6
.

1 5% )
,

春季 ( 7 7
.

3 1% ) 比秋季更为明显
。

次为 L一 2 ,

秋 季 发 生

的比例 ( 2 9
,

1 7% )
,

比春季 ( 1 8
.

8 3% ) 为多
。
L 一 3 仅春 季 在 宝 鸡 发 现 ( 3

.

5
.

% )
。

L一 1在全年的发生比例 中
,

以陕西兴平最 大 ( 90 % )
,

咸 阳 最 小 ( 6 2
.

5% ) ;
春

季发生的比例以西安最大 ( 9 1
.

31 % )
,

宝鸡最小 ( 6 6
.

6 7% )
; 秋季以兴 平 最 大 ( 1 00 % )

,

咸阳最小 ( 5 0% )
。

L一 2 在全年的发生比例中
,

以 咸阳最 高 ( 3 7
.

5 % )
,

兴 平 比 例最

最低 ( 10 % ) ;
春季以咸阳的比例最高 ( 25 % )

,

西安最低 ( 8
.

6 9% ) ; 秋季亦以咸阳

高 ( 5 0% )
,

兴 平最低 ( 0 % )
。

2
.

1
.

5 葛芭品种对病毒的抗性
:

尖叶葛 芭
、

圆叶葛筐和生菜发生的病毒病较重
,

发

病率通常达 90 % 以上
,

严重矮化或死亡的植株在 25 % 以上
。

红色尖叶葛芭和红色圆叶葛

芭发病较轻
,

发病率一般为 60 %左右
,

严重矮化或死亡植株甚为罕见
。

5 个品种虽然均

以 L一 1发 生 的 比例最大 ( 5 7
.

8 9一 1 00 % )
,

但不同品种受不同病毒侵染的比例不 同
。

L一 3 仅在尖叶窝芭和圆叶葛芭上发生
。

红色圆叶葛芭只 发 生 L一 1
。

2
.

2 病毒粒体的形态
、

大小及某些性质

2
.

2
.

1 病 毒 的体外稳定性
: L一 1的钝化温度为 5 5一的℃

,

稀释终点为 10
一 ’
一 10

一 2 ,

体外保毒期为 2 一 3 天
。

L一 2 的钝化温 度为 65 一 70 ℃ ,

稀释终 点 为 1 0 一 `

一 1 0
一 ’ ,

体 外

保毒期为 3 一 4 天
。

L一 3 的钝化温度为 65 一 7 o C ,

稀释终 点 为 10
一 `

一 1 0
一 3 ,

体 外 保 毒

期为 2 4小时
。

2
.

2
.

2 病毒提纯液的侵染性
: L 一 1 的粗提纯液接种觉色黎后 产 生 L 一 l 的 典 型 症

状
,

表明具有侵染性
。

蒸馏水稀释 50 倍的粗提纯液仍有侵染性
。

2
.

2
.

3 电镜观察
:

病毒粗提纯液的电镜观察 表 明
, L一 1毒株的粒 体 呈 丝状

,

大

小约为 7 2 0 x 1 1n m
。

L一 3 毒株的粒体为球状 ( 图版 卜 8 )
,

直径约为 30 n m
。

2
.

3 血清学试验

2
.

3
.

I L一 1 抗血清的效价
:

凝胶双扩散测定表明
,

制备的 L 一 l 抗血清与抗 原 起 反

应产生特异性的沉淀带 戈与健株汁派不起反应 、 ,

甩病汁液作抗原侧定的 散 价 为 1 :

32
,

以粗提纯的病毒液作抗原的效价为 1 :

64
。

分析认为抗血清效价低的可能原 因是 L

一 1 免疫原性弱和注射病毒的次数少所致
。

2
.

3
.

2 L 一 3 与有关病毒组成员间的血清学关系
:

凝胶双扩散测定表明
,

病汁 液 和

粗提纯病毒液与蠕传多面体病毒组的 T R S v
、

虹豆花叶病毒组的 RM V 和 qS M V 的抗 血 清

均无 反应
,

表明 L一 3 与 T R SV
、
R M V和 qS M V没有血清学关系

。

2
.

4 传播途径

2
.

4
.

1 桃蚜 传毒 试验
: L一 l 和 L 一 3 毒 侏都接 种 5 株蔺首和 5 株览色 黎

,

接 种 后

分别产生 L一 l 和 L一 3 的典型症状
,

表 明 L
一

l 和 L一 3 均 由 桃 蚜 以 非 持 久 性 方 式 传
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播
。

2
.

4
.

2种子传病试验
:

从人工接种L 一 l的葛芭病株上收获的 93 7粒种子中 有 10 1株

病株
,

表明可经葛首病株种子传病
,

传毒率平均为 10
.

35 %
,

其中上部花 序的种子 传 毒 率

为 5
.

19 %
,

中
、

下部花序上的种子传毒率分别为 1 0
.

6 0% 和 1 4
.

1 4%
。

从大田收集的葛首种

子
,

传毒率为 5
.

37 %
。

从人工接种 L一 3的葛首病株上收获的 32 4粒种子中产生 10 侏病 株
,

表明葛芭病株种子能够传毒
,

传毒率为 3
.

07 % ; 接种的芜色菜种子亦能传毒
,

但传毒率

为 1
.

2%
。

从人工接种 L一 2 病株上的 40 7粒葛芭种子中没有发现病侏
,

表明葛芭 病 株 种

子不能传播
。

2
.

4
.

3 汁液接种
: L一 1和 L一 2 毒株极易进行汁液接种

,

但 1一 3 汁液接种较 难
,

成

功率只有 25 % 左右
。

3 讨论和结论

3
.

1 L M V
:

毒侏 L一 1 在葛芭上产生的症状
、

寄主范围
、

体外稳定性
、

传播途径 和 病

毒粒体的形态
、

大小等特性均与文献中对 L M V 的报道基本 相 同
〔 : ” 。 ’ “ ” ` ” “ ’ ` , 1 。

在

文献报道侵染离芭的杆状病毒中
,

芜菩花叶病毒侵染普通烟和心叶烟
〔 ” ` ” ,

鬼针草斑

驳病毒的体外保毒期长达 16 天 〔` “ ’ ,

甜菜黄矮病毒粒体长 1 2 5 o n m 〔` 5 ’ ,

烟草脆 裂 病 毒

粒体为 1 80 一 19 7 n m 的短杆状
〔” 下 ’ “ ’ ,

葛芭坏死黄化病毒和苦贾菜黄脉病毒的粒体为 弹

状 〔 ” ,

葛芭 巨脉不能用汁液接种
,

而且可能是类菌质体或类立克次氏体所 致 〔 2 ’ 2 ” ,

翠 菊黄化只能用芜丝子嫁接或叶蝉传播
、

为类菌质体所致
〔 ” ,

与 L一 1 毒株不同
,

故将

该毒株确定为马铃薯 Y病毒组的葛首花叶病毒
。

该毒 株接种千日红未产 生症状
,

可能 是

毒源植物体内病毒浓度低所致
,

体外保毒期上的差异则可能是 由不同株系引起的
,

因为

日本报道 L M v 的体外保毒期为 1一 25 天 〔 ’ 〕 。

毒原鉴定表明 L M V 占毒原总数 的 7 6
.

1 5%
,

说明该病毒是葛芭病毒的主要种类
。

传播途径试验表明 L M V 由桃蚜 以非持久性方 式 传

毒
,

葛首病株种子带毒
,

说明这是葛芭病毒病发生普遍
、

为害严重的主要原因
。

大田离

芭种子带毒率高达 5
.

37 %
,

表明葛首病株种子带毒在 L M V 的发 生流行中具有极 其 重 要

的作用
。

3
.

2 O Y MV
:

毒株 L一 3 在葛芭上产生的症 状
、

寄主范围
、

体外稳定性
、

传播途径及

粒体形态
、

大小等特性与 B o s
等报道的 D Y M V相同 〔 。 ’ ` 3 〕 。

文献报道在侵染葛芭的球 状 病

毒中
,

CM V 不能系统侵染昆诺草和觉色蘸 ￡ 2 ’ 7 ’ , 〕 ,

南芥菜花叶病毒侵染普通烟和心叶

烟
〔” ” ,

蕃茄斑萎病毒粒体直径为 8 5n m 〔 丁” ’ 」 ,

蕃茄黑环斑病毒侵染普通烟
、

蕃茄和

曼陀罗
【” ” ,

甜菜西方黄化病毒不能用汁液接种
〔 2 ’ , ’ ,

葛芭春季黄化病毒 由桃蚜以持

久性方式传播
〔 ` 2 〕 ,

烟草坏死病毒的体外保毒期为 2 一 3 个月
〔 2 ’ 丁 ’ ,

蚕豆萎焉病 毒 系

统侵染蚕豆 t” : ’ ,

首着花叶病毒粒体为 18n m的球状和 18 一 58 n m 的短秆 状
` 了 ’ ,

芜 蓄丛

簇病毒由大豆淡足跳虾 ( 尸h y ll ot er at 。 。 n or i训: ) 传播
〔 7 」 ,

与 L一 3 毒 株不同
,

故 初 步

确定为 D Y M v
。

至于钝化温度较高则可能是不同株系间的差异所致
。

传播途径试验表 明

病株种子传播D Y M V
,

葛芭病株种子传毒率达 3
.

07 %
。

英国
〔 ’ 3 ’ 、

捷克
、

西德
、

挪 威
、

芬

兰
、

瑞典和丹麦等
〔

`

” 西欧国家严重发生
,

汁液接种的成功率只有 25 %左 右
,

故 D YM v

;
一

的为害性可能被低估了
,

似乎至少其潜在危险性是不可忽视的
。

-L
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由于D YM V的粒体形态
、

大小
、

具有管状包膜
、

粒体在包膜 内呈单行排列
、

蚜 虫以非

持久性方式传播及其他物理 特性与蠕传多面体病毒 组
、

植物呼肠弧病毒组
、

江豆花叶病毒

组和等径易变环斑病毒组有所不同
〔 5’ ,

血清学试验表明 D Y M v 与 T R S v
,

RM v 和 sq M V

无血清学关系
,

故其分类地位尚不能确定
。

3
.

3 C M V
: L一 2 毒 株在葛芭上产生的症状

、

寄主范围
、

体外稳定性及传播途径 等

特性与 CM V 相同 〔” ” 9 ’ ,

故确定为 CM V
。

C M V在 田间常与 L M V 混合侵染
,

不能 根 据

葛芭上的症状进行区分
。

关中地区窝芭病毒病发生普遍而且严重
,

春季比秋季严重
,

尖叶葛芭
、

圆叶葛芭和

生菜比红色尖叶葛芭及红色圆叶葛芭严重
。

发生的葛芭病毒以 L M V 为主
,

次 为 CM V,

D Y M V的为害性或潜在危险性似乎不容忽视
。
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