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,
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摘要 详细 报道 了影响番 木瓜环斑病毒 ( P R V )粗提纯效果的几个主要因素 ( 繁殖寄主种类
、

有机澄清剂
、

分散剂
、

病毒浓缩前的去渣离心力
、

浓缩病毒的超离心力等 ) 的最佳选择
。

繁殖寄

主以角葫瓜 (uC
c u r n l s m e t ul ife lus )最好

。

该研究综合上述最佳选择而拟定 的一次差速离心 和

一次 30 % 蔗糖硫酸艳连续密度梯度离心 3 h 的简单程序较好地提纯了 P R V, 提纯的病毒有典型

核蛋白紫外吸收曲线
,

2A 印 /A 28 0 = 1
.

招
,

提纯产量为 .2 56 mg l/ 的 g西葫芦病叶
。

所得病毒制剂可

满足血清学
、

分子生物学等方面的深人研究
.

关键词 番木瓜环斑病毒 ; 线状病毒提纯

中图分类号 5 436
.

67

4 0 年代末美国首次报道 (oH l n 飞治 et a l
,

19 4 8 )的番木瓜环斑病 ( P a p a y a R i n gs p o t V iusr
P R V ) 现 已成为严重限制番 木瓜生产的世界性病害

。

对该病毒 国内外都做过不少研究
.

由于其粒子细长容易在提 纯过 程 中断裂和 聚集
,

并 与寄 主杂 质粘 结 而 丢 失 ( C o ns al ves
et al

,

19 80 ; M
e

~ de es et al
,

19 83) 因而提纯较为困难
。

在 国外其提 纯方法大多是按西瓜花

叶病毒 (WM V )
,

菜豆普通花叶病毒 (B C M V )和马铃薯病毒 Y (P V Y )的提纯程序经适 当改进

后进行 ( F ar 丽
n e e t a l

,

19 8 7
,

oG ns a lves et a l
,

19 80 ; M
e

~ des
ct a l

,

19 8 3 )精提纯 一 般 采

用艳盐等密度梯度离心约 20一 2 5 h 来进行 (oG ns a lves
e t a l

,

19 8 0 ; M

iearr
ed es et a l

,

1 9 8 3 ; 、 ℃h

et al
,

1 9 85) 效果较好
。

但费用太高
,

因此很有必要在现有条件下研究提高提纯效果的最佳途径
。

在影 响 P R V 提纯效果的众 多因素中
,

繁殖寄主种类
、

分散剂和澄 清剂 的作 用已 有 报

道
,

但研究结果有不同程度的差异 (吴方诚等
,

19 8 3
,

G o n s a l v e s e t a l
,

19 8 0 : M
e r ee r c e d e s e t

a l
,

19 8 3 ; Y e h e t a l
,

1 9 8 5 )
。

本文就影响P R V提纯效果的主要 因素进行了研究
。

1 材料与方法

L l 材料

1
.

1
.

1 毒 源 (P R v 一 YS ) 由华南农业大学植物病毒研究室提供
。

1
.

1
.

2 繁殖寄主 角葫瓜 由美国康乃尔大学 Dr
.

D
.

G 0 ns al v es 惠赠
。

L Z 方法

1
.

2
.

1 P R V 一 YS 的繁殖 在防虫温室 中按常规汁液摩擦法接种
,

18 一 25 d 后 采病 叶 作提

纯材料
。

1
.

.2 2 电镜样品的制作和观察 (简称 T EM ) 按常规方法制样
,

以目测每视野 中的病毒粒体

1卯 5一以 一 18收稿
*

国家 自然科学基金资助项 目部分内容 ; * *

现在广州黄埔动植物检疫局工作
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数
、

粒体的分散性
、

完整性和寄 主杂 质含量来评定提纯效果
。

1
.

2.3 紫外吸收光谱测定 (简称 U V测定 )按常规方法测定
,

计算病毒制剂的浓度
、

纯度和

提纯产量
。

2 试验结果

.2 1
PR

V 粗提纯的主要影响因素的探讨

2
.

1
.

1 繁殖寄主种类 参照国内外有关 P V Y 病毒组 (包括 P R V )的提纯方法
,

采用一次 P E G

沉淀和一次超速离心的粗提纯程序
。

试验繁殖寄主为西葫芦和角葫瓜
,

试验重复 3 次
。

试

验结果
: 用角葫瓜和西葫芦的提纯产量分别为 27 .4 5妞和 14 2 5 b (

a ,

b 表示邓肯复极差检验结

果 )
,

病毒制剂纯度分别为 1
.

37
a 和 1

.

48 b
,

抽提液分别为浅绿色和绿褐色
,

粗制剂颜色分别为

橙黄色和浅黄绿色
。

这表明用角葫瓜作繁殖寄主的效果远比西葫芦好
:
前者的提纯产量 比

后者高近 1倍
,

绿色杂质去除较彻底
,

粗制剂纯度也较高
。

2
.

1
.

2 P E G 沉淀前的去渣 离心力 本试验采用一次 PE G 和一次超速离 心的粗提纯程 序
.

离心力试验设 4 个处理 (表 1 )
,

离心时间均为 巧 n 刀n
,

对得到的病毒粗制剂进行 I JV 测定和

T EM 观察
。

综合表 1各检测结果
,

认为 P E G 沉淀前 的去渣离心力以 or 000 一 巧 000 9 较

为合适
。

表 1 不同去渣离心力的 P R V提纯效果 ()I

检 测 项 目
去 渣 离 心 力 g/

巧 《刀 )

提纯产量 /ign
·

( 1议沦)

病毒纯度 (2A印 /2A 朋 )

提纯液颜色

病毒粒体数量

杂质粗颗粒数

20 名6 a b②

1
.

39 e

绿褐色

较 少

很 多

10 仪洲)

25
.

83 a

1
.

礴s b

浅绿褐色

最 多

较 多

23
.

24

1
.

52

黄褐色

很 多

较 少

20 以洲〕

16
.

2 l be

1
.

54 a

黄褐色

多

极 少

( l) 表中数据为 3 次重复实验平均值 ; (2) 采用邓肯氏复极差检验
,

表 2
,

3
,

4 同

2
.

1
.

3 浓缩 P R V 的超速离心力 在采用一次 P E G 和一次超速离心粗提纯程序的基础上
,

本试验设 5 个不同超速离心力处理 (表 2)
,

离心时间均为 90 m in
.

得到的病毒粗制剂再用

3 00 0 9离心巧而 n
,

取上清液作 U V 测定和 ET M 观察
。

试验结果表明超速离心力以 1 10 000 9

较为合适
。

.2 1
.

4 分散 剂 在 采 用 上 述 P R V 粗 提 纯 程 序 基 础 上
,

试 验 的 分 散 剂 选 常 用 的

E D T A 一 N A
Z

、

脉和 T ir t o n X 一 10 0 3种并设 4 个处理
: ( l ) p B

t ,

p B
Z,

p B
。
中不加 分 散 剂 ; ( 2 ) p B

I ,

p B Z

中加 E D T A 一 N A
Z ,

p B
3

中不 加 ; ( 3 ) p B
I ,

PB
Z

中加 E D T A 一 N A
Z

和 脉
,

p B
3

中加 脉 ; ( 4 )

P E G 沉淀加 l % T ir t o n X 一 10 0
,

其它同 ( 3 )
。

各分散剂的加人量按文献 (G O ns a l v eS et a l
,

19 80 ;

M e r eC or 祖es et a l
,

19 8 3 : N a g el ct a l
,

19 5 5 ; eY h e t a l
,

19 8 5 )报道进行 (图 l )
,

去渣离心力为

13 00 09
,

超速离心力为 1 10 000 9
。

试验结 果 (表 3) 表 明 :3 种分散 剂均有 较好 效果
,

但 以

E D I…A 一 N人 和脉最好
。

2
.

1
.

5 有机澄清剂加入量 按文献报道 (吴方诚等
,

19 83 ; oG ns al ves et al
,

19 8 0 ; M~
r ee d es

ct al
,

19 83 )选常用的 c Q
4

和 c H 1C
3 的等量混和物

,

其 它提 纯过 程 同 上
,

试 验 结 果 (表 4)

表明 : 有机澄清剂以 80 % C a
; 一 C H a

3

等量混和物提纯效果较好
。
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表 2 不同超速离心力的 P R V 提纯效果 ( I)

检 测 项 目
超 速 离 心 力 德

提纯产量 /mg
·

l ( 00 9)
一 ’

病毒纯度 (2 A印 /A2 80 )

病毒粒体数量

病毒粒体分散性

病毒粒体完整性

印 (众 )

l 1
.

35 a

1
.

35 a

很 少

很 好

最 好

80《刀 )

11
.

另 a

1
.

39 a

较 少

很 好

很 好

95(X幻

17
.

b2 9

1
.

4 8b

0 11《 1叉〕

2 3
.

95 C

1
.

53b e

最 多

0 13(XX ]

22
.

4 3 c

1
.

l s C

很 多

很 差

较 差

好好

多好好

l ( )表中数据为 3次重复实验平均值

表 3分散剂种类对 P R V 提纯效果的影响
` I)

检 测 项 目
分 散 剂 种 类 2 ( )

提纯产量 /mg
·

( 100 9 )
一 ’

病毒纯度 (灿印 /灿 80 )

病毒粒体分散性

O

9
.

2 5 a

1
.

35 a

很 差

6 1
.

b 8 3

1
.

44 b

较 差

A +B

2 3名 I c

1
.

0 5 C

较 好

A +B + C

6 2
.

4 5 C

1
.

铭 比

好

(l )表中数据为 3次 重复实验平均值 ;2 ( )0:无分散剂 : AF D T E A一 N A:
B :膝 C二 r T itr o戊一 100

表 4 有机澄清剂加入最对 P R V 提纯效果的影响
` ”

有机澄清剂加入量
`
铆 %

」 2 }乙 1火 J 沪 , 屯 厂 1

—
一

—
0 4() 80 120

提纯产量 /爬
·

( l X() g )
一 ’ 12

.

6 1 a 16
.

16 b 20
.

4 I c 172 l b

病毒纯度 (A Z印 /A 280 ) 1
.

科 a l
.

48 b l
.

48 be l
·

46
c

抽提液颜色 深绿色 绿褐色 浅绿褐色 黄褐色

粗制剂颜色 黄绿色 浅黄绿色 浅黄绿色 淡黄色

( l) 表中数据 为 3次 重复实脸平 均值 ; (2)
。

%
”

有机澄清剂 C C 14 一 C H CI
:

等量混合物 (m )L 与

叶 重 (g) 的 百分比

通过上述对影响 P R V 粗提纯效果 的几个主要因素的研 究
,

并根据现有条件拟定 P R V

粗提纯程序 (图 1 )
。

按此程序重复 5 次试验均获得较好的效果
: U V 测定具有典型的核蛋 白

吸收曲线
,

最高和最低吸收峰分别约在 2 58 nln 和 2 38 n m 处
,

2A 6 0/ 2A 80 二 1
.

57
,

2A 5 8 /2A 38 二

1
.

38
,

T EM 检查结果
,

病毒粒体数较多
,

分散性较好
,

寄主粗颗粒很少
。

.2 2 P R V 精提纯研究

F

~
等 ( 19 87 )报道用 10 % 一 40 % 蔗糖密度梯度离心法 较好 地提 纯 了长 线 状 的

西瓜花叶病毒
,

用 30 % 蔗糖硫酸艳不连续密度梯度离心法提纯了柑桔衰退病毒 ( B ar k ke ct

al
,

197 4) 以及小麦梭条斑花叶病毒 (周广和等
,

19 89)
,

本研究参照上述两方法精提纯 P R V
,

效

果不理想
,

于是在 P R V 粗提纯程序 n 的基础上用 30 % 蔗糖硫酸艳连续密度梯度离心法进

行试验 (mo l L/ )分别为 ( I ) 0
.

7
,

0
.

5
,

0
.

3
,

( 11 ) 0
.

8
,

0
.

6
,

0
.

4
,

( 111 ) 0
.

9
,

0
.

6
,

0
.

3 (均 用 30 0,0 蔗糖 液配

制 )
。

在 4
.

2 m L离心管 中依次加人上述溶液
,

上层再加 .0 9 m L 的 30 % 蔗糖
,

经一昼夜扩散形

成一连续密度 梯 度介 质
,

在此梯度介质上 加人 1
.

0 1l l L病 毒粗 制剂
,

立 即进行 40 00o
r

画
n

(l 60 00 0 9) 离心 3 h阿 S E 型 Sw 6 X .4 2)
,

在距离心管底 约 l尽处有 1条 明显 的乳 白色病 毒

带
,

其下有 1条 浅 黄褐 色 杂质 带 (图 2)
,

此 两带用细玻 璃管 取 出后再 用 P B
:

稀 释
,

进行

10 0 0 0 0 9 离心 9 0 njI n
,

其沉淀用 2 一 3 1 l l L P B
3

悬浮
,

再进行 U V 测定和 T EM 观察
,

结果见
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表 2 不同超速离心力的 P RV提纯效果 ( I)

检 测 项 目
超 速 离 心 力 德

提纯产量 /mg
·

(l 00 9)
一 ’

病毒纯度 ( 2 A印 /A20 8 )

病毒粒体数量

病毒粒体分散性

病毒粒体完整性

印 (众 )

l 1
.

35 a

1
.

35 a

很 少

很 好

最 好

0 8《刀 )

11
.

另 a

1
.

39 a

较 少

很 好

很 好

95( X幻

17
.

2 b 9

1
.

4 8 b

0 11《 1叉〕

2 3
.

95 C

1
.

53b e

最 多

0 13( XX ]

22
.

4 3 c

1
.

l s C

很 多

很 差

较 差

好好

多好好

( l )表中数据为 3次重复实验平均值

表 3分散剂种类对 P RV提纯效果的影响
` I)

检 测 项 目
分 散 剂 种 类 ( 2 )

提纯产量 /mg
·

( 100 9 )
一 ’

病毒纯度 (灿印 /灿 80 )

病毒粒体分散性

O

9
.

2 5 a

1
.

35 a

很 差

6 1
.

8 b 3

1
.

44 b

较 差

A +B

2 3名 I c

1
.

0 5 C

较 好

A +B + C

2 6
.

4 5 C

1
.

铭 比

好

( l )表中数据为 3次 重复实验平均值 ;( 2 )0 :无分散剂 : AD F T E A一 N A:
B:膝 C二 r T itr o戊一 100

表 4 有机澄清剂加入最对 P RV提纯效果的影响
` ”

有机澄清剂加入量
`
铆 %

」 2 }乙 1火 J 沪 , 屯 厂 1

—
一

—
0 4() 80 120

提纯产量 /爬
·

( l X() g )
一 ’ 12

.

6 1 a 16
.

16 b 20
.

4 I c 172 l b

病毒纯度 (A Z印 /A 280 ) 1
.

科 a l
.

48 b l
.

48 be l
·

46
c

抽提液颜色 深绿色 绿褐色 浅绿褐色 黄褐色

粗制剂颜色 黄绿色 浅黄绿色 浅黄绿色 淡黄色

( l) 表中数据 为 3次 重复实脸平 均值 ; (2)
。

%
”

有机澄清剂 C C 14 一 C H CI
:

等量混合物 (m )L 与

叶 重 (g) 的 百分比

通过上述对影响 P R V 粗提纯效果 的几个主要因素的研 究
,

并根据现有条件拟定 P R V

粗提纯程序 (图 1 )
。

按此程序重复 5 次试验均获得较好的效果
: U V 测定具有典型的核蛋 白

吸收曲线
,

最高和最低吸收峰分别约在 2 58 nln 和 2 38 n m 处
,

2A 6 0/ 2A 80 二 1
.

57
,

2A 5 8 /2A 38 二

1
.

38
,

T EM 检查结果
,

病毒粒体数较多
,

分散性较好
,

寄主粗颗粒很少
。

.2 2 P R V 精提纯研究

F

~
等 ( 19 87 )报道用 10 % 一 40 % 蔗糖密度梯度离心法 较好 地提 纯 了长 线 状 的

西瓜花叶病毒
,

用 30 % 蔗糖硫酸艳不连续密度梯度离心法提纯了柑桔衰退病毒 ( B ar k ke ct

al
,

197 4) 以及小麦梭条斑花叶病毒 (周广和等
,

19 89)
,

本研究参照上述两方法精提纯 P R V
,

效

果不理想
,

于是在 P R V 粗提纯程序 n 的基础上用 30 % 蔗糖硫酸艳连续密度梯度离心法进

行试验 (mo l L/ )分别为 ( I ) 0
.

7
,

0
.

5
,

0
.

3
,

( 11 ) 0
.

8
,

0
.

6
,

0
.

4
,

( 111 ) 0
.

9
,

0
.

6
,

0
.

3 (均 用 30 0,0 蔗糖 液配

制 )
。

在 4
.

2 m L离心管 中依次加人上述溶液
,

上层再加 .0 9 m L 的 30 % 蔗糖
,

经一昼夜扩散形

成一连续密度 梯 度介 质
,

在此梯度介质上 加人 1
.

0 1l l L病 毒粗 制剂
,

立 即进行 40 00o
r

画
n

(l 60 00 0 9) 离心 3 h阿 S E 型 Sw 6 X .4 2)
,

在距离心管底 约 l尽处有 1条 明显 的乳 白色病 毒

带
,

其下有 1条 浅 黄褐 色 杂质 带 (图 2)
,

此 两带用细玻 璃管 取 出后再 用 P B
:

稀 释
,

进行

10 0 0 0 0 9 离心 9 0 njI n
,

其沉淀用 2 一 3 1 l l L P B
3

悬浮
,

再进行 U V 测定和 T EM 观察
,

结果见
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图 3
,

4
。

从图 2 可以看出
,

在硫酸艳不同梯度浓度的离心管中
,

病毒带和杂质带均被 区分开
,

其

中以低梯度浓度的处理 ( 工 )病毒带和杂质带被分开得较好
,

且病毒带窄而 明显
,

分离较为

容易
。

图 3 和 图 4 表明 :
从病毒得到的精提纯制剂具有很典型的核蛋 白紫外线吸收曲线

,

由

此计算得出 2A 60 /2A 80 二 1
.

68
,

提纯产量为 2
.

56 gm /10 09 病叶
,

电镜视野中的病毒粒体分散性

好且几乎没有颗粒状寄主杂质
。

3 讨论与结论

我们通过查阅和比较国内外有关 P R V 提 纯的文献和多次预备试验
,

明确 了影 响 P R V

粗提纯效果的几个主要因素
,

并对这些因素进行了多次重复试验
,

得到了满意结果
。

提纯 P R V 的繁殖寄主多数学者用西葫芦
,

只是 、飞h 等 ( 19 8 5) 报道用 角葫 瓜较好
,

本研

究结果支持 、 乞h 的观点
。

防止 P R V 粒体聚集是许多学者提到的一个重要 问题 (吴方诚等
,

19 83 ;oG ns al v es et al
,

198 0 ; M
e r ee Or 记 es et al

,

19 8;3 、 飞h et al
,

19 85) 在各种提纯缓冲 液中和在浓缩 P R V 时加适量

分散剂
,

可减轻粒体聚集以防止丢失
.

本试验发现同时采用提纯长线状病毒的常 用分散剂

的种类越多
,

提纯效果越好
。

可能是由于不同分散效果相同
,

因而混和它们 应用效果较好
,

其机理有待进一步探索
。

澄清和离心去除寄主残渣是 P R V 提纯过程中的又一个关键步骤
。

本研究 用多数学者

所 用的温 和 澄清 剂 C Q
;

和 C H a 3
来 进行 加 人 量 的 试 验

,

结 果 支 持 了 M
e 找刀 or 习 es 等

( 19 83 )和 Y e h ( 19 85) 的观点
,

即 60 % 一 80 % 的 C Q
4一 C H Q

,

的等 量混 和物
,

既 能较彻底

地澄清绿色杂质又不至于使 P R V 粒体断裂变性
。

至于 PR V 提纯 的去渣离心力
,

文献报道

差异较大 (吴方诚等
,

19 8 3: oG ns a lves et a l
,

19 80 : M e“ ℃or 时 es et a l
,

19 8 3 ) 本 试 验 结 果 表

明 10 00 0一 1 5 000 9 较合适
,

寄主粗颗粒去除较彻底
,

且去渣后病毒粒休损失较少
。

关于沉降 P R V 的超速离心力问题
,

本研究结果支持吴方诚 的报道 (吴方诚等
,

19 8 3 )即

中等超离心力 1 10 00 0 9 离心 90 ~ 可使 PR V 沉降较完全而寄主细胞的小颗粒沉 降较少
,

同时还避免了离心力过大所造成的沉淀过分粘结而难以重新悬浮的缺点
。

P R V 的精 提 纯 研 究 是 国 内外 学 者 非 常 重 视 的 一 个 问 题 ( G O ns al ves
e t al

,

19 80 ;

M
e

erC or 记巴 et al
,

19 83
,

、飞h et al
,

19 85 )本研究参照前人精提纯长 线状 病毒 的方法
,

经多

次摸索试验用 30 % 蔗糖硫酸艳连续密度梯度离心并适 当降低硫酸艳梯 度浓度 和增大超速

离心力来纯化 P R V
,

取得了较好效果
,

病毒制剂纯度达到 1
.

68
,

提纯产量接近于 、 飞h 报道 的

用两次硫酸艳等密度梯度离心约 20 h 来纯化 P R V 的产量 (如试验用角葫瓜作繁殖寄生
,

提

纯产量还会更高 )
。

但其最适硫酸艳梯度浓度和蔗糖浓度还有必要再进一步探索
。

本研究用一次 P EG 沉淀
,

一次差速离心 (附蔗糖垫 )
、

一次蔗糖硫酸艳连续密度梯度离

心的简单提纯程序较好地提纯了 PR V
。

同时还首次报道了用 30 % 蔗糖硫酸艳连续密度梯

度离心 3 h 能精提纯长线状的植物病毒
。
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