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电镜技术在植物病毒研究中的应用
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摘要 本文简要介绍了目前常用于植物病毒研究的 5 种电镜制样方法及其应用
.
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目前电子显微镜在植物病毒学领域的应用主要有两方面
。

第一
,

作为一种诊断手段
,

通

过组织粗汁液或提纯负染观察
、

病组织超薄切片
、

结合免疫电镜方法
,

直接观察病毒形态
,

诊断和鉴别病毒种类
,

判断血清学关系
。

第二
,

运用传统超薄切片
,

结合原生质体技术
、

免

疫标记定位
、

细胞化学和放射自显影等
,

研究病毒的侵染增殖过程
、

复制装配场所
、

细胞

内含体
、

病毒与介体关系
、

复合感染等细胞病理学问题
。

几年来
,

我们运用多种电镜手段
,

研究了一些植物病毒的形态和超微病变
,

本文主要介绍有关的实验方法以及应用
。

1 离体病毒颗粒负染观察

是直接观察病毒形态的最常规方法
,

病组织汁液或提纯样品
。

方法虽然简单
,

但有几

点需引起重视
:

磷钨酸可能破坏某些病毒的结构
,

如黄瓜花叶病毒组成员
,

首箱花叶病毒
、

弹状病毒等
。

因此
,

最好备有几种不同的负染色剂
,

如醋酸铀
、

相酸按等
。

植物病毒鉴定

准则中
,

粒子的形态一般都要有两种不同负染色剂的结果
。

另一点是徉品中的介质
,

如缓

冲液
、

蔗搪
、

组织汁液等也会影响负染效果
,

尤其是醋酸铀一遇 PH 超过 5
.

5 的祥品
,

即

发生沉淀
,

须先用水冲掉介质或杂质
,

再作负染
。

对于不稳定的病毒
,

可先用 l %戊二醛或

甲醛固定
,

洗净后再负染
。

2 免皮吸附和免疫修饰

氏行 改̀ 1 9 7 3 年建立免疫吸附电镜术 (巧E M ) 以来
,

离体病毒的免疫电镜方法日益在诊

断中显示出重要价值
。

利用预先包被抗体或 s队一杭体的载网来捕获组织汁液中的病毒
,

可以大大增加电镜下粒子检出量
,

提高诊断灵敏度
.

在免疫修饰法中
,

利用病毒与同源抗

体免疫反应所产生的抗体
“
晕圈

” ,

可以直接在电镜下判断两者的血清学关系
,

适用于种或

株系诊断
、

复合病毒检侧等
。

3 免痊修饰结合金标记

为了进一步增加免疫修饰法的直观性
,

可以采用山 ( 19 8 4 )
, L。世。

( 1 9 8 4 ) 等建立的

方法
,

在免疫修饰后再用金标记二抗或金标记 s
PA 处理

,

形成病毒一抗体一金顺粒复合物
,

在病毒表面的杭体
“
晕圈

”

上结合了直径 10 。 或 15 mn 的金顺粒
,

电镜下可见性好
,

比

单纯免疫修饰更易判断
。

一般用于诊断
,

以及在做细胞内病毒杭原标记前进行预备实验
,

了

解抗原抗体反应情况
。

魂 超薄切片
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是观察病毒在细胞内存在状态及细胞病变的最基本方法
,

也是进行细胞内抗原免疫标

记定位的技术基础
.

观察各种病毒引起的寄主细胞病变特征
,

有助于鉴别病毒种类甚至株

系
,

并了解病毒侵染和增殖过程
.

有一些技术关键应予以注意
:

取材一般选系统寄主
,

田

间寄主则不能太老
,

在病毒增殖高峰期取黄绿交界和退绿部位
。

对于球状病毒
,

要用牛胰

R N a se 处理以消除核糖体影响
.

包埋剂除 Epo n 8 12 外
,

还可选用 LR w hi et
,

SP ur
r
等低粘度树

脂
,

以增加渗透性
.

植物超薄切片难度大于动物组织
,

但注意制样中各步细节
,

也不难得

到优良的结果
。

5 细胞内病毒抗原的免疫标记定位

免疫胶体金标记细胞内的病毒或内含体
,

在国外已有许多应用
,

但国内尚乏报道
,

我

们在 T MY
、

R M v
、

T u M v 感染的寄主中作了实验
,

获得了初步结果
。

均采用包埋后免疫金

标记方法
,

标记抗体是购买的国内商品
,

戊二醛用蒸馏纯化
.

用 L R Gold
、
L R w ih et 低温包埋

和 E oP n s lZ 常规包埋
,

戊二醛一多聚甲醛单固定和常规双固定作比较
,

发现低温包埋剂在

保存抗原活性方面较理想
,

但结构反差较差
。

而参照 eB dn ay an ( 1 9 8 3 ) 提出的方法
,

对常

规双固定
、

E加 n 8 12 包埋的切片
,

先用 aN I 04 预处理后
,

再进行免疫标记
,

能提高标记率
.

在没有低温包埋剂的情况下
,

不失为一个较好的替代方法
。

目前
,

我们正应用胶体金标记

技术
,

研究一些病毒的细胞病理学间题
,

并在实践中不断完善实验方法
。
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图版 1 免疫修饰的 了M v s 万 x . 2 免疫修饰结合金标记的 , M v ol 万 x . 3 免疫胶体金标记普通

烟细胞质中的了M v 2
.

5万 x , 4 榨菜细胞中的 T ul 随 v 及内含体 2 万 x . 5 复合感染水稻

叶片细胞中的 RD v 和 R T Y v Z万 x
.


