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番木瓜环斑病毒检测新技术的建立及其在

病毒— 原生质体体系探索中的初步应用
’
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为了有助于全面了解和评价番木瓜完整植株对番木瓜环斑病毒 ( P R v ) 的抗
、

感病

性机制
,

建立单细胞侵染模型是一个重要途径
.

本研究首次建立了 PR v 一番木瓜原生

质体实验体系
;
建立了检测 P R v 的间接 D ot 一 E u S A 和检测 P R v 一 R N A 的

c D N A 分子

探针的方法和技术
,

并利用这 2 个检测技术对 PvR 在番木瓜原生质体中的行为动态进

行了初步探索
。

1 番木瓜原生质体的分离和纯化

番木瓜两个栽培品种 (寄主植物
:

ca
,
ica 琳那卯 va r
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IF 和 c
.

那脚 ; 。 v云
.

T w 一 5) 和一

个野生种 (非寄主植物
: c

.

ist 卿 le a)t 分别对 PR
v 的侵染表现为高感

、

耐病和 免疫
。

番木

瓜原生质体的分离采用一步酶法
.

最佳分离条件为
:

1
.

0% M ac er oz y m e R 一 1 0
,

1
.

5%

eC l l u lase o n o z u k a R 一 1 0
,

o
·

吐S M 甘露醇和 p H S
.

4的培养基酸碱度
.

初步分离的原生质

体进一步经 2 0 % eP
r e o

l l 离心 ( 10 0 x g
、

5 m i n ) 后
,

得到了纯化的
、

浓度调节为 1义 1 0`

个

原生质体 / m l 的原生质体悬浮液
,

供接种用
。

2 P R V
,

P R v 一 R N A 的初提纯和精提纯

PR
v 一 sY

、

P R v 一 v b
、

P R v 一 S m 和 P R v 一 cL 等分别为 PR
v 的 4个典型分离物

。

在接
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种到繁殖寄主西葫芦 ( C 。。 沁而 树州 后
,

按照本研究修改制定的提纯程序提取病毒
.

粗

提纯物经 2 0一 4 0 %的非连续蔗糖密度梯度离心 ( 9 0 0 0 0 x g
,

2 h r s ) 后
,

用 IS e o u ^ 一 5型

密度梯度仪收集 P R v 病毒带
,

即得到了精提纯 的 P R v
。

P R v 一 R N A 的提取采用常规酚

/抓仿法
.

所得到的 P R v 一 R N A 分子长度主要分布在 3
.

8一 9
.

S K bP 范围内
,

其 0 0
.
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原生质体的接种及其处理

P R v 一 Y s 和聚鸟氨酸 ( P Lo
.

M w 2 0 0 0 0 o ) 各以 1 0 9 / m l 的最终浓度分别接种上述 3个

品种 (种 ) 的原生质体 (最终浓度为 5 火 10 5个原生质体 / m l )
.

接种后的原生质体分成 2组

进行 处理
。

其一是 3品种 (种 ) 的原生质体在 28 ℃下进行恒温培养
,

并分别在培养 0
,

8
,

1 2
,

2组
,

4 8
,

7 2和 9 6 h 后取样
。

另一组处理是
v a r

.

F l的原生质体分别在 一0
,

2 2
,

2 8
,

3 5

和 4 0℃ 下进行培养
。

取样方法同上
.

4 间接 D ot 一 E LI s A 的建立

本方法是在 s c m x 3 。 m 大小的硝酸纤维素膜 ( N c M ) 上直接点样
。

整个过程在 37
’

C

恒温箱中进行
,

所需时间只要 2 ~ 3 h
。

P R v 一丫 : 免抗血清 gI G 的提取采用饱和硫酸馁沉

淀 丫一球蛋 白和 D E A E 纤维素柱层析分离纯化 gI G 的方法
.

在确定了 gI G 的工作浓度

为 l , 1 0 0倍稀释度后
,

用提纯的 P R v 4个分离物作抗原
、

辣根过氧化物酶标记的 A 蛋白

( s P A 一 H P R ) 作酶标结合物 (1
,

40 工作浓度 )
,

以 3 %酷蛋白作为封闭剂和以 3
, ,

3
`

一二

氨联苯胺 ( D A B) 作为显色底物
,

所测得的最低可检测 t 分别约为 10 gn /斑 (检测灵敏

度 )
.

5 P R v 一 Y s R N A c D N A 分子探针的建立

以 0 11 9 。 (d T ) 1 2一 18作为 ss c D N A 合成引物
,

以 A M v 一逆转录酶系统合成 ss o D N A
。

再以 色
e b e r ihc i a e o 一1 R h a s 。 H

. ,

D N ^ 聚合酶 I 和 T 4一 n N A 连接酶参与合成的方法合成

ds c D N A
,

经两端补平后再与经 s m a l 消化处理后的 P u c 19 载体进行平头连接 (重组 )
。

重组质粒转化受体细菌 E
.

co il J M 1 07 后
,

参照 M an iat is 和 eB
r
ge

r
等的原位分子杂交等

方法进行阳性克隆筛选
,

筛选出l个编号为 p ys 6的重组质粒
,

作为
c D N A 分子探针

.

经

过 E co R I / sP lt 双酶切后
,

测得其擂入片段约为 3 00 bP
。

采用缺口翻译方法制备 YP s6 cD N A 分子探针 ( A m er s ha m KI O
,

以提纯的 P R v 4个分

离物的 R N A 点样 N C M
,

杂交后放射自显影结果显示其检测灵敏度都约为 20 gP /斑
.

6 两个检测技术的初步应用

检测结果表 明
,

py s 6 c D N A 分子探针远 比间接 D ot 一 E L IS A 法灵敏
、

准确
.

用间接

D ot 一 E IL S A 检测的结果表明
,

3个品种 (种 ) 的原生质体都是在接种后培养 (2 8℃ ) 48

h 才能检测到 P R v 的存在
。

而用 p y s 6 c D N A 分子探针检测的
,

则都在接种后 (培养一开

始时 )就可检测到 P R v 一 R N A 的存在
,

并且其病毒的增殖 t 随着时间的延长而增加
.

同

时
,

这一结果还说明
,

P R v 一 sY 不仅能在所选用的寄主番木瓜品种的原生质体中进行
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增殖
,

而且也能在非寄主 c
.

“ 幼山 at 的原生质体中进行增殖
.

检测结果还发现
,

培养温度对 PR V 病毒在原生质体内的增殖有明显的影响
.

用间

接 D ot 一 E L IS A 检测
v ar

.

IF 品种原生质体的结果表明
,

在 10 ℃培养下的原生质体中
,

在

96 h 内都检测不到有任何 P R v 颗粒
;
在 22 ℃下的

,

在 48 h 后可检测到
;
而在 28 ℃下的

,

则在 2 4 h 后就可检测到
;
在另外两个温度 ( 35 ℃

、

40 ℃ ) 下的
,

则分别在 72 和 96 h 后

才检测到
.

由此说明了 28 ℃是 PR
v 在原生质体中增殖的最适温度

。

这表明
,

低温培养对

细胞中 PR
v 增殖的影响要 比高温的影响明显

。

用高度灵敏的 p y s 6 c D N A 分子探 针检

测在 10 ℃培养下的原生质体 ; 只在 0, 24 和招 h 时才检测到 PR
v 一 R N A 的存在 ;

而检测

在其它 4个温度 ( 22
,

28
,

35 和 40 ℃ ) 培养下的原生质体
,

则都在接种开始后就可检测

到 P R V R N 人 的存在
.

这一结果又补充说明了上述低温影响的结果
。

这也就是为什么在

自然界的程病番木瓜植株
、

其症状随环境温度变化而变化等现象在细胞学和分子生物

学水平上的原因
。

低温 (约 20 ℃下 ) 不仅严重抑制了 P R v 在细胞 内的增殖
,

而且更严重

地影响了番木瓜的抗病能力
,

因而番木瓜叶片显示严重
“

鸡爪形
”
症状 ;

适宜的温度

(约 28 ℃ ) 虽有利于植株的生长
,

但更有利于 P R v 在细胞内大量的快速增殖
,

因而植株

表现典型的花叶和 环斑症状
。

高温 (约 35 ℃ 以上 ) 虽不太影响番木瓜植株旺盛生长
,

却

严重影响 PR
v 细胞内的增殖

,

因而病株的症状减轻或隐症
。

小结
:

本研究所建立的间接 D Ot 一 E IL s A 和 c D N A 分子探针不仅其灵敏度分别达

到了理想的 gn 和 gP 水平
,

而且还初步成功地应用于 P R v 一番木瓜原生质体体系中的

P R v 行为动态的探索性研究
.
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