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提 要

从感染柑桔黄龙病的长春花中
,

用 0
.

l m ol / L M g CI
:

一 o
.

s m ol / L甘林醇 一 o
.

6 m ol / L 甘

氨酸的混合溶液作黄龙病病原物 ( Y S O 了e l l o w s b o o t o r g a n c i s 口 )分离溶液 ( P H 7
.

4 )
,

然后

用纤维素酶酶解法和差速离心相结合的提纯程序
,

反复试验结果表明该提纯方法重复性稳定
,

黄龙病病原物 ( Y S O ) 的提纯产皿较高
,

完整性较好
,

内外结构清晰
.

用提纯液备制小鼠腹水

抗体
,

得到徽且沉淀反应效价为 1 .
6 4 0

,

环状界凝集反应效性为 1 : 8
,

免疫电镜效价 1 :

32 0
,

琼脂双扩散反应阴性
,

对照为阴性反应
,

从而认为 Y S O具有特异抗原性
。

关. 词 柑桔黄龙病 ; 青果病 : 提纯 ; 血清学

引 t

我国的柑桔黄龙病和亚洲
,

非洲的柑桔青果病 (病原 o r e e n i n g o r g a n i s m 简称 0 0 )

巳被认为属于同一种病害
,

其病原为类细菌
,
或称为类立克 次氏体

, . ’ 。

最近
,

联合国

粮农组织亚太区域防治柑桔黄龙病项 目协调员 B
.

A u b er t博士认为
:
黄龙 病 的 传染 性 最

早于 1 9 5 6年由华南农学院林 孔 湘 教 授鉴定
,
而青果病的传染性鉴定较迟

,

因此
,

他建

议柑桔黄龙病这个名称应为此种病的正名
,

而青果病等则应为地方名称 (私人谈话 )
。

柑桔黄龙病病原 ( Y so 包涵 G o ) 不易人工培养
,

属难培养菌类
,

因 而 也 难以制备

抗血清
,

所以诊 断和鉴定此病 比较困难
。

近年来
,

人们试用了电镜检查法
,

抗生素抑制

法
、

化学染色法
、

生理生化法
、

电泳法
、

和萤光技术等等
、

但都不能够准确
、

快速
,

稳

定地诊 断和鉴定该病害
。

G a r
en tt 等

’ . ’
在 1 9 8 5年报道人工培养 G O 成 功

,

并 制备了抗血

清
,

用 E IS A法作出了鉴定 , 可是
,

B o
ve 等和 M en io n 等重复了 G ar ne tt 等的试验却都失败

T
,

从而否定 T G r a r n e t t等的试验结果
` “ ’ 。

在人工培养困难的情况下
,

G er ln er 和 B o vc
’ . `

等直接用发病长春花 筛 管 里的。 O 来

.

中国科学院科学基金货助项 目
。

福建农科院电镜 宝丘碗
,

王卜棒
,

杨苏协助进行超 离心提 此工作和 电镜侧样工作 , 华

南农业 大学植保 系枯阳 火老师带助 冲印照 片和训作幻灯片
,
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制备单克隆抗体
,

成功地筛选得到两个单克隆株 (分别为洲非的G o 和印度 G O 单克隆抗

体株 )
、

用 lE 侣 A法和萤光免疫显微法成功地分别检测了南非的和印度的青果病
。

可是
,

1 9 8 7年他们在福州和广州检测黄龙病却无效
。

也是在人工培养困难这种情况下
。

有些研究者则企图从发病植物筛管里直接抽提并

提纯出较大量的类菌原体或类立克次氏休等来制备抗血清
,

s m iht ( 1 9 8 1 ) “ 2 ’和 C h比

( 1 9 8 7 ) ” 。 ’

认为抽提分离溶液的渗透压
,

离心力和离心时间是保持这类病原菌的活性

和完整形态结构的重要因素
。

C h en ( 1 9 8 7 ) ’ ` “ ’
还认为甘露酵有保护膜结构稳定性的作

用
,

而 s ln h a ” ” 和 rF en ch “ ’ 用M g cl
:
一甘氨酸溶液等成功地提纯了翠 菊黄化

,

三叶草

变叶等类菌原体和桃伪果类立克次氏体
。

受上述工作者特别是 C h en 和 is n ha 等的启发我们从 19 8 7年起开始进行 了 本项研究工

作
。

一 般 材 料 和 方 法

本实验采用 Y so 系福建农科院果树研 究 所 用 木 虱 ( o i aP h or `a cr tr l) 接种到芦柑

( C 求t r u s p的无a r )
.

实生苗上
,

再 由非 洲 芜 丝子 ( e u s e “ t a e a , p e s t r i s ) 转移到长春花

( c ot h or 叭认 u ` or , e“ : ) 上保持存的
。 Y s o 的繁殖是按常规顶芽嫁接法接种到长春花上

来进行的
,

长春花发病后采病叶作提纯试验材料
。

设对照
,

试验 用的长春花均用健康长

春花单株扦条繁殖
。

冬季放在温室 ( 2 1~ 28 ℃ ) 内
,

夏季放在防虫网室 ( 23 ~ 32 ℃ )内
。

每月喷杀虫剂一次
。

提 纯 试 验 结 果

(一 ) 材料和方法

提纯和电镜检查参考内外有关原核生物提纯方法
l ` “ “ ” ’ i ` 2 ’ ,

针对分离溶液和高

速离心时间 ( 35
,
000 x g) 进行提纯比较试验

,

以确定本试验采用的提纯方法
。

提纯结果

以电镜下提纯的Y s O数量
,

粒体完整性和 内外结构分辩清晰 状 况
,

污 染 程度作评定标

准
。

负染法
:
按常规电镜负染法点样

。
2 % p H 6

.

0磷钨酸染 色
、

检查提纯液
。

切片法 , 用 1
。

0%琼脂色埋提纯沉淀物
,

琼脂样品包埋块按常规 电锐法
、

切片和染

色后电镜检查
。

(二 ) 试验结果

1
。

几种影响提纯效果的因素的筛选结果
:

( l ) 分离溶液的选择
.
下列各种分离

溶浪配制后
,

用阿贝析射仪测其相对渗透浓度
,
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结果表 明
:

无机盐缓冲液 (如
:

磷酸缓冲液
、

柠檬 酸缓冲液
, T r is 一H CI 缓冲液 )

渗透浓度均太低
, Y s o 易破碎

,

所以不宜作分离溶 液 , 5 0m m ol / L H E P E s一 P v P缓冲液

(P H 7
.

2) 提纯效果不好
,

提纯得到的 兔。 较多
,

但多数是空泡或内部电子密度很低 .

。 .

l m ol / L M g cl
Z

一。
.

s m ol / L 甘露醇一。
.

8~ 1
.

o m ol / L 甘氨酸 (三种浓度 ) 搭配的 溶液

( p H 7
。

4) Y s o 的内含物聚集在 Y s o 细 胞 中间
,

浓缩成一团电子密度区
,

壁膜分离
,

外围壁膜显得薄而不清楚
。

但是
,

当甘氨酸 浓 度 为 0
.

3~ o
.

7m ol / L 时
,

提 纯 效 果 较

好
。

为了选择最佳的分离溶液
,

用上述五种不同的甘氨 酸 浓度 (0
.

3~ 0
。

7m ol / )L 搭配

的溶液作为分离溶液来进行试验
,

结果表明 , 在上述五种溶液中
,

甘氨酸浓度 O
。

6m ol / L

的提纯效果 最好
,

膜状物
,

碎片和空泡的病原物等均较少
。

病原物都保持较好的完整性

和清晰可见的结构
。

因此
,

作为提纯分离溶液应暂以此溶液为最佳选择
。

( 2 ) 高速离心时间的选择
:
为了选择最佳离心时间

,

在 35
。

0 0 0 x g离心力下
,

分别

田高速离心时间 Zh r 、
1

。

s h r 、
l h r ,

5 0m i n
,

4 0m i n
、

3 0m i n 、
2 0m i n 7 种处理进行提纯试

验
。

试验结果表明
:

高速离心时间长于 l 小时
,

沉淀物切片镜检查结果
、

病原物都是破

碎的或无内含物的空泡 , 提纯液负染后则检查到大量膜状物
,

碎片
、

少量颗粒状物以及

污染物
。

高速离心时间短于 20 分钟
,

离心效果很差
,

表现在沉淀物疏松
、

沿离心管壁分

布而不集中于管底
,

在沉淀物的切片里病原数量 少
,

个 体 多 数 大 ( 3 0。~ 6 0 0 x s。。~

1 4O0 n m )
,

提纯液负染后可见到很多结构完整 的小 颗粒
。

高速离心时间在 30 ~ 50 分钟

内
,

离心效果较好
,

在沉淀物切片里可见较多完整性好的病原物
,

其内部结构基本上与

组织切片中的病原物相同 , 处围壁膜结构清楚
,

但比起病组织中病原显得紧 密 和 偏 厚

些
,

少数病原物壁膜有损伤
。

综合上述情况
,

可见 30 ~ 50 分钟的高速离心时间为最佳
。

获得的提纯结果最好
。

2
。

提纯试验结果
:
提纯方法是将病 叶 叶 脉 剪 碎

、

加 入 三 倍 v( / w ) p H 7
。
4 的

。 .

l m of / L M gc l
:

~ 0
.

5m ol / L甘露醇一。 .

6mo l/ L甘氨酸分离溶液
。

用调节分散器匀浆
,

匀

浆液在35 ℃ F经纤维醇 (1 m g纤维素酶 1/ m l匀浆液 ) 消解 3 小 时
,

过 滤
,

滤液在 4 ℃下

离心 ( 4
。

0 0 0 r p m
,

2 0 ,
) ; 上清液在 4 ℃ 下 高 速 离 心 ( 3 5

, 0 0 0 x g ,
4 0 ,

)
,

用分离溶

液悬浮沉淀
,

重复差速离心一次
,

取沉淀物作常规电镜制样
,

镜检提纯结果大部份沉淀

用 O
。
s m ol / L甘露醇一 3 0m m ol / L半胧氨酸溶液 (P H 7

.

0) 悬浮
。

静置半小时后
,

低速离

心 ( 4
,

0 0 0印 m
,

2 0尹 )
。

提纯液分别进行
,

镜检和作 抗 原 用
。

大约 3 0 9鲜重病叶脉可

得 1 m l抗原
,

对照 用健康长春花
。

试验结果表明
:

上述提纯方法可获得较好结果
,

镜检提纯物切片
,

在一个铜网上有

3 ~ 18 万病原物个体
,

这些病原物个体多数呈园形
,

椭园形
,

少数呈 长椭园形 , 还有长

椭园带溢缩现象
,

形似 8 字的
,

看来是正处于分裂期 的 病 原 形 (图 1
、

2 )
。

病原物

大
、

小为30 ~ 60 0 x 5 0 0~ 1 4 o on m
,

共三层
:
外层 结构的 电子密度较浓

,

往往表现波纹状起

伏不平的外形 (见图 2 ) , 内层与细胞膜相似
,

电分密度也比较浓
,
内层 膜 比 外 层璧
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薄 , 中间层是电子密度透明层
。

在较高放大倍数下
,

病原物内部具有颗粒状和纤丝状物

质结构
,

还有许多电子密度较浓密的小区块结构 (图 3 ) 提纯的病原物有寄主植物叶脉

筛管细胞中的 Y s o 以及文献上记载的 Y s o ”
’

桂外部形 态 和 内部结构特征上完全相同
.

对照没有发现任何上述病原物
。

这说明提纯沉淀物中确实含有 Y S O ,

也说明这种提纯方

法是可行的
。

将这些沉淀物制成澄清悬浮液可做抗原用
。

血 清 学 试 验 果 结

(一 ) 材料和方法

普通纯种小白鼠购于福州生物药品厂
,

免疫用的小鼠为 7 ~ 10 周龄
,

雌雄不分
,

腹

水瘤株 ( E h ir i c h) 来自福建省医药研究所
。

1
。

抗原制备
:

接上述提纯方法制备黄 龙病抗原和对抗原
。

2
。

小鼠腹水抗体的制备
;

按参放文献方法
2

稍加修改
。

第一次免疫将抗原 1 m l与

等盆佛 氏完全佐剂充份混合成乳剂
,

从小鼠腹股沟注射入腹腔内
,

每小 鼠注射抗原乳剂

。
.

5m l
,

每种抗原免疫 4 只小鼠
,

两周后进行第二次免疫
,

方 法 同上
,

但小鼠注射 0
。
s m l与

不完全佐剂混合乳剂
。

一周后再进行第三次免疫
,

每小 鼠经腹腔或尾侧静脉或腹腔加尾

侧静脉分别注射 o
.

7m l或 。
。
l m域。

。
7m l抗原水剂

。

三天后注射新抽腹水瘤 细 胞 o
.

Zm l/ 小

鼠
,

七天后
,

小鼠腹部膨胀
,

待胀大到一定程度后抽腹水
,

腹 水 经 2 000 x g离心 15 分钟
,

除去瘤细胞
,

分装在已消毒的小瓶中
,

加入 0
.

1% N a N 3 ,

立即 使用或贮存在 一 20 ℃下备

用
。

该小鼠再从腹腔注射 o
.

s m l抗原水剂
,

腹部膨胀后重复 抽 腹水
,

直至死亡
。

各小鼠

的腹水分别存放
。

3
。

血清测定方法

( l ) 腹水抗体 I g G 的提纯及吸
:

提纯腹水抗体 I g G 的 方法按 参考文献
` ” 、

病株抗

腹水 I g G 与健株抗原配成 l
:
l 的已吸收的病抗腹水 I g G

。

同样
,

按健 (株对 ) 抗腹水18 0

与 Y s o 抗原配成 l
:

l 的已吸收的 Y s o 抗原
,

充分摇匀上述已吸收 的 病抗腹水和巳吸收

的病抗原后
,

在 37 ℃下保湿孵育两小时或在普通冰箱中过夜
。

4 。。 0印 m 离心 20 分钟
,

留上清液分别作病抗腹水和病抗原
。

( 2 ) 检测方法
: a

、

微 量沉淀试验
,

按参考文献
`

方法进行
,

健康 (对照 ) 抗腹

水 I g G
、

无免疫正常腹水 I g G和 1
: l 巳吸收的病抗腹水 I gG

,

按 2 倍 连 续 稀释法用生理

盐水稀释
、

健康抗原和稀释液作对照
。

共 9 种处理系列
。 b 、

环状界面凝集 试 验
:
方法

按引用文献 “ ’ ,

用含 10 % 甘油的生理盐水作稀释液
。

按 2 倍 连 续稀释法分别稀释各抗

腹水 I沙
、

对照的 设 立 同 实验
a ,

共 9 种 处 理 系 列
。 c 、

琼 脂 双扩散反应
,

方 法 按

参放文献“ ’ ,

同 实验 b方 法 稀 释 各 抗 腹 水 gI G 和设立对照
,

稀 释液为生理盐水
,

共 9 种处理系列
。

d
、

免 交电竟
,

方法凌实渔
a
稀择各 抗 腹水 g[ 3 和没立对照

,

共 9 种

处理系列
。

试验方法
。

用铜网蘸上抗腹水 gI G ,

25 ℃下保湿孵育 30 分 钟 用 生 理 盐水

数滴冲洗
,

滴上抗原
,

32 ℃下保湿孵育 4 小时
,

生理盐水冲洗
,

再加相应浓的抗体gI G ,
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保湿姆育 15 分钟
,

蒸馏水冲洗
,

2 % p H 6
.

0磷钨酸负染
,

电镜观察
。

(二 ) 试验结果

吸收结果以 1
:

1 已吸收的病抗原腹水
,

1 :
l 巳吸收的病抗原为最佳

,

似巳除去病

抗原和病抗腹水中的大部份非特异性反应成分
。

重复血清学测定
,

结果表明
: 该抗腹水有特异性免疫反应

,

但效价较低
。

微 t 沉淀

反应效价为 1 : 6 4。 ,

环状界面凝集反应效价为 1 :
8

、

免疫 电镜效价为 1 : 3 2 0( 图 4 ) 琼

脂双扩散反应阴性
。

对照均为阴性反应
。

讨 论 和 结 论

本试验结果
. Y o s 从发病长春花的维管束中分离和提纯后

,

用以制备小鼠抗腹水已

初步获得成功
,

但该抗腹水效价较低
,

还有待进一步研究提高
。

我们灼分离和提纯试验结果
,

完全支恃了前人 ” 。 ” ’ ,
’

关于抽提和提纯分离溶液的

渗透压必需能够保持难培养菌的活性及菌体形态完整性
。

从M g cl
:
一甘薄醇一甘氨酸分

离溶液的渗透压的适用范围为 53 5
。

O~ 71 0
。
0 m os m / k g为最佳选择

。

此外
,

我们的试验过

程中还显示了一个病理生理问题
,

寄主植物的病株叶脉压榨液的渗透浓度都比健株的高

出 1 / 3至 1 / 2
,

其中的奥妙很值得引起注意和研究
。

本试验制备的鼠抗腹水效价较低
,

并伴随有非特异性反应干扰
,

其主要原因可能是

抗原的浓度和纯度较低
。

虽然该抗腹水用免疫 电镜方法俭测很成功
,

但此方法难于推广

应用
。

因此
,

这个问题值得今后特别着重研究解决
。

B o v 。等
r

.

用单克隆技术筛选得到一个抗印度 G O 和一个抗南非 G O的 单 克隆抗体
。

但用以检测福州和广州的 Y o S时都无效
。

这初步表明了我国的 Y O S不但 有可 能 与所 谓
“ 热敏型

” 的南非 G O 有所不同
,

而且可能与许多人认为属于同 类的
“
耐热型

”
的 印 度

0 0 也有所不同
。

因此
,

我们这个试验工作看来更为必要
。

由于B o ve 等的方法能够 绕 过抽

提
,

特别是分离和提纯这两个难矣
,

所以也很值得弓l用
。

并进行试验
。

G ar n et t人工培养南非 G O 成功的试验结果没有被接受
’ . ’
这是 不 足 为奇的

。

过去也

有不少这类难培养菌的人工培养成功的报告都被否定了
,

这只能表明难培养菌的确不是

容易人工培养成功的
。

但是
,

这个问题迟早必能所突破
。

在研究过程中
,

我们注意到
,

不但是 Y s o (包括 G o )
,

而且许多其它难培养菌在长春花筛管里的密度 都 远 比它们原

来的寄主植物高得多
,

表明了长春花筛管里的营养成份
,

生活环境
,

理化情况都更适宜

于这类难培养菌生活
、

繁殖
。

进行这样的模拟试验看来是很有意义的
。
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4 0分钟离心的Y S O部分提纯电镜照片
。

( x 1 50
.

0 00 )

部分提纯中有形伏如 8 字形的 Y O S正处于分裂期
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部分提纯 Y S O的内部结构
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Y S O抗腹水 ( i : 3 2 0 ) 免疫电镜照片
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