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摘 要 对植物组织巾蚜虫口针分秘的胶状唾液染色观察发现，蚜虫刺探时口针穿行在 

细胞问隙，仅在吸食时下 1：1针进人细胞 内。禾谷缢蚜饲毒 1 2 h时 RT—PCR方法在后肠、血 

。淋巴液和附唾液腺中检测到GPV{而非l介体麦长管蚜在GPV毒源上吸食 24 h时，仅在后肠 

组织中检测到GPV；当继续取食48 h时，在后肠及血淋巴液中也发现了GPV，但仍无能力进 

人附唾液猿，说明蚜虫后肠和附唾液腺对病毒均有专化选择作用，禾各缢营蚜传播 BYDV— 

GPV时存在吸食、瑟毒和传毒三个阶段。 
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大麦黄矮病毒(BYDV)为一种循回非增殖性病毒(Circulatively nonpropagative 

virus)，传毒规律与专化现象已有很多报道 。自然条件下，禾谷缢管蚜是不能传播 BY— 

DV—MAV的，但当给 MAV核酸包装上禾谷缢管蚜虫能够传播的GPV外壳后，蚜虫也 

能传播 MAV，表明外壳蛋白中存在蚜传决定簇(病毒附着蛋白)口 】。现已发现 BYDV的 

外壳蛋白基因与阅读框架(ORF)3相连，BYDV的传播专化性与这种通读蛋白(RTD)有 

关。但对蚜虫传毒途径与循回机制研究较少 ]。本研究用聚合酶链式反应(PCR)对麦蚜 

体内病毒循回过程进行分析，为植物抗病毒生物工程利用外壳蛋白和病毒受体基因，以及 

通过介体途径防治病毒病+为国内螨、粉虱和真菌等介体识别传毒机理研究及“病毒一媒 

虫一植物”间基因互作与植物抗病(虫)性机理研究提供科学依据。 

1 材料与方法 

植物组织中蚜虫唾液鞘的染色 禾谷缢管蚜(Rhopalos hum padi)和麦长管蚜 

(Sitobion avenae)以及大麦黄矮病毒 GPV株系(BYDV—GPV)均由中国农科院植保所的 

钱幼亭副研究员提供。蚜虫和病毒分别在大麦(Hordeum,~rtg are)上培养+保持24 h光照 

和 20c室温 蚜虫取食后，对植物组织包埋切片，用2 g·L 的考马氏亮兰染色 5min，适 

当脱色后观察锺E先用1 g·L 的藏红对胶状唾液染色1．5～2．0 min+在1 L体积分数为 

95 乙醇溶液中加 0．1 g固绿，复染植物组织0．5 min左右后观察。 

蚜虫带毒组织的剥取 取单头饲毒的禾谷缢管蚜，用蒸溜水冲洗3次+在解剖镜下吸 

取 0．1～0．5 淋巴液，剥取前肠、中肠、后肠和唾液腺+用 0．1 mol·L— Tris—HCI漂洗 

2次备用。 
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病毒核酸样品准备 将单头蚜虫或器官组织在10 L Tris—HCI(pH 7，4)研磨+加人 

10 苯酚和10 氯仿，再研磨一次，12 000 r／rain离心2 min，得到约10 上清液。 

EDNA合成 取 1 vL上清液，加人 1 L 50 pmol·L 的 GPV外壳蛋白基因引物 t 

2 L 5X MMLV 缓 冲 液 (250 mmol·L～ Biein—NaOH (1 tool·L Bieine； 

0．56 tool·L～ NaOH，pH8．3)+250 mmol·L NaG1)，6 双蒸水，再混匀，然后进行 

80℃ 1 rain和 50℃ 5 min处理，再加人 2 L 10 mmol·L_。dNTPs，加人 1 L RNase， 

1 L 100 mmol·L一 DTT，1．3 L 50 mmol·L一 MgC1 2，1 L(3．33 nmol·s一 ·L一 ) 

MMLV．R．Tase，加蒸水至反应体系为20 ，再分别进行37℃30 min和100℃1 min即 

反转录合成 EDNA． 一 

PCR扩增外壳蛋白基因 10止 cDNA中依次加人 5 10X PCR缓冲液(I50 

mmol·L一 ．Tris—HCI pH 8．3，500 mmol·L一’KC1)，2 L 50 mmol·L一 MgC1 2，0．15 

~．mol·L- 上游引物，0．1止 下游引物，2 L 10 mmol·L_。dNTPa，0．5 Tag聚合酶， 

加水至总体积为 20 L．然后在PCR扩增仪中进行 35个 94"C(45 s卜一50℃(30 s)一72℃ 

(2min)扩增循环，程序结束后，调至72℃保持10min 在--20~2保存扩增产物 

扩增产物的电泳分析 取 5～10 PCR产物在 10 g·L_。琼脂糖 胶中电泳， 

1 g·L EB溶液染色nO rain，紫外灯下检测，拍照 

蚜虫组织的超微结掏研完 见参考文献[6]。 

2 结果与分析 

2．1 蚜虫吸食GPV过程 。 

将禾谷缢管蚜和麦长管蚜转移到 GPV侵染的岸黑燕麦叶片上取食，观察发现蚜虫 

经过 3～5 rain表面爬行和刺探，接着蚜虫口针蒯人薄壁组织和维管束，口针主要在细胞 

间穿行。让禾各缢管蚜和麦长管蚜分别在GPV毒源上饲毒8~120 h，分别剥取蚜虫组织 

用RT-PCR方法进行检测，结果介体禾谷缢蚜饲毒8 h+在后肠和血淋巴液发现G'PV，饲 

毒12～48 h在附唾液腺组织中检测到 GPV(附图A)。吸食 48～120 h时在后肠、血淋巴 

液和附唾液腺中检测到GPV．而非介体麦长管蚜在GPV毒源上吸食48 h时，仅在后肠 

组织和血淋巴液中检测到 GPV，但仍无能力进人附唾液腺组织，没有完成获毒及其病毒 

在体内的循回过程，蚜虫也未能传毒(附图B、c)。由此说明，蚜虫在吸食植物汁液时，后肠 

细胞和附唾液腺细胞成为蚜虫获毒的关键。 

2．2 蚜虫的获毒机制 

给禾谷缢管蚜和麦长管蚜分别饲食GPV，结果发现禾谷缢管蚜取食 8 h时，GPV进 

人蚜虫后肠、血淋巴液、甜唾液腺和唾液管中。这一研究表明介体禾谷缢管蚜虫吸食了病 

毒汁液后，GPV并不能立即进人血淋巴和附唾液腺细胞完成获毒过程，要经过吸收和传 

导作用，GPV在介体禾谷缢管蚜体内的循回期约为12 h．非介体麦长管蚜取食GPV病株 

汁液 48 h时，除在后肠肠腔和后肠细胞质中观察到病毒粒子外，在其他组织均未观察到 

GPV．禾谷缢管蚜饲毒后 ，GPV沿食道进人后肠肠腔+GPV与肠内壁顶端细胞膜(apical 

plasmalemma—APL)接触，接触部位细胞膜逐步下陷，形成小穴，再进一步向内凹陷发育 

为管状泡束或内吞袍束(endoeytotie vesicle)．有时由若干个小泡束融合形成大泡束或膜 
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通道。在后肠细胞质中，GPV存在于大大小小的泡束中 GPV经膜包被后向基部细胞质 

膜(basM plasmalemma—BPL)靠近，然后与外膜融合将 GPV分泌出外膜 另外，在后肠 

APL处常与细胞外生管状物(extracel!uLar tubuLes—ET)相连，这些菪状物的组成和功 

能尚不清楚，是否参与运输病毒，有待进一步研究 而非介体麦长管蚜吸食GPV后，在后 

肠肠腔中观察到GPV，GPV无法或很难穿过后肠进入血淋巴及附唾液腺，而是大量GPV 

直接从后肠排出体外．蚜虫无能力获得GPV．后肠是蚜虫获毒的关键部位，在介体蚜粤 
中，病毒是通过饮人(endoeytosis)和外吐(exocytosis)运输到 BPL和基质片层(basal 

lamina—BL)之间 因此，BL成为病毒进入血淋巴的晟后一道屏障。 

A B C 

． 附图 RT—PER检攫I蚜虫体内病毒循回途径与传毒结果 

A，1为标准核酸分子量{2和 3为蚜虫后肠组织F5和7分别为血琳巴液和附唾液腺；4 6和 8依次为蚜虫后 

脑、血淋巴收和附唾液腺的阴性对麒。B．1和10为嚣准檀酸分子量；2、3 4、5 6和 依次为蚜虫口针、附唾液 

腺、前肠、前中肠、后中肠和后肠组织；8和 9为无毒蚜虫的胡性对照。C．1和 2分别为麦长管蚜和禾答缢管蚜 

的传毒结果{4为无毒植物对麒}5、6和 7为麦长臂蚜后肠 附唾液腺和血琳巴液}3和8为标准拔酸分子量 

2．3 蚜虫传毒过程 

对禾谷缢管蚜和麦长管蚜的附唾液腺对病毒的专化性选择作用进行研究，结果发现 

在介体禾谷缢蚜体内，GPV进入血淋巴液后，病毒继续向附近唾液腺靠近，然后直接穿过 

附唾液腺外层的基质片层，进入附唾液腺纽胞质中，病毒细胞膜包被后经内吞靠近唾液管 

外膜，然后经过膜融合将病毒释放进人唾液管中，将这两种蚜虫转接在试验植物上传毒· 

结果经禾答缢管蚜接种后，发病率为86．67 ，而由麦长管蚜传播则无一株发病。用RT— 

PCR方法在蚜虫的附唾液腺组织中检测到GPV，说明蚜虫传毒能力取决于病毒能否进 

入附唾液。 

3 讨 论 

大麦黄矮病毒能够被蚜虫以循回非增殖方式传播，每一种 BYDV株系都有特定的介 

体蚜虫，这种介体专化'~(Vector—specificity)已经被广泛的生物学方法所证 ，但病毒 

在蚜虫体内如何循回并不完全清楚 。蚜虫附唾液腺曾被认为是“病毒一蚜虫”相互识别 
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及控制 BYDV专化传播的主要位点一但一直缺乏直接证据。笔者通过超微结构研究与 

PCR检测，证实蚜虫通过唾液腺细胞膜表面的病毒受体识别病毒．表现出高度传毒专化 

性这个观点 推测病毒受体为一种昆虫内源凝集索一在蚜虫传毒中起了重要作用。GPV在 

禾谷缢管蚜体内循回过程为：蚜虫能通过在病株韧皮部中取食而获毒．病毒穿过后肠进^ 

血淋巴-血淋巴成为病毒的集散地．直到病毒粒子与附唾液腺中的病毒受体亲台．经受体 

介导病毒艟后可以穿过附唾液腺进人唾液室，再通过蚜虫在植物上取食将病毒回吐进^ 

植物体内而传毒。 

ifi

9 二 ， t 由 。uh 譬叩粤 i 略睁一 !州 t臭霉峰，奠宁生一厨 厂和．好虫与聋懈阿帽互作脾勰侍毒专l化l性村 嚣抚够1世界糌德 6矗 嚣 · ． J。 №、 mn den -嘲一 r k 1．毒姆 蛳 毒 cd 釜mal 1 smm_啪 
f赫 轴l】． us by myz,．．m me．Jq÷脚油LG ，； ．199_蕊m59一 { j’ 
Gil~ owFE． 咖叫c亡妇re p me如妊d e 晖y_0I缸赫uIh 砖矗 ；E icqui‘； ％ ．m， atholo- 

W u Yunfeng Li Yi。 W ei Ningsheng Cheng Zhuomin 

Zhoa Guanghe。 DaZhijiang 

n Department t Plant P~tectimt Nn h tt n Ag~'culiural University gtin Shaanyi 71 2100) 

<2 College Life Scl"en~~．BeijingUniz~rslty．Beijing100871) 

(3Institute ofPlant Protect；ontCMnese．4cademyof Agrlcult~alSciences—BeOing100094) 

Abstract W hen Rhopalo~iphum padi and sitobion avenae feed on GPV—infected 

oats．Stylet mainly passes through intercellular path of tissue．Then a pair of maxillar 0n— 

ly inserts phoem cell to feed sap by observation of saliva sheath stained with 0．3 

Coomassie brilliant blue R．padl requires GPV and GPV virions present in hindgut and 

hemolymph by feeding on virua oats for 8h，and GPV virions exist in accessory salivary 

gland (ASG)after feeding 1 2 to 24h，but only in hindgut and hemolymph of nonvector 

S．avenae after feeding 48h by RT—PCR method． 

Key words barley yellow dwarf letuovirus-aphid transmission．RT—PCR ana]ysln 
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