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摘 要：利用葡萄扇叶病毒法国分离物 7%1（8/9:.;<=. >9;(.9> =</?@，87A&67%1）移动蛋白抗体对

杭州分离物（87A&6B）移动蛋白进行 C.@,./; -(’,，分析表明移动蛋白在接种 87A&6B 1D 后的苋

色藜（!"#$%&%’()* +*+,+$-(.%/%,）系统叶中就可检测到，随着时间推移，其积累量逐渐升高，接

种 %4D 后达到最高值。接种 1"D 后的病叶已经枯黄，但移动蛋白积累量并没有减少。超薄切

片电镜观察发现，在感染 87A&6B 的昆诺藜（! ) 0)($%+）和苋色藜的叶肉组织薄壁细胞中，病

毒粒子呈纵列整齐地排列在小管状结构中，在胞间连丝中也发现有管状结构。免疫金标记显

示胶体金能定位在细胞质、细胞壁和胞间连丝上，在管状结构也发现有少量的金粒子。这些

结果进一步说明了 87A& 是通过管状结构实现细胞间移动的。
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病毒对植物系统侵染的建立需要病毒在植物体内复制，并从最初感染的细胞向其它

部位扩散，即必须实现细胞间移动（短距离运输）和通过维管束系统的长距离移动。在胞

间移动过程中病毒必须克服细胞壁的屏障。已知病毒编码的移动蛋白（G’=.G.;, :/’,.<;，

HI）在此过程中起着重要作用，它能参与对胞间连丝的修饰或形成专门的结构体，使得病

毒能克服胞间连丝大小的限制而顺利通过。已知植物病毒的胞间运动有用两种方式：一

种是以烟草花叶病毒（JH&）为代表，病毒粒子脱除衣壳后，在移动蛋白的协助下以病毒核

酸（即非粒子）形式通过胞间连丝；另一种是以豇豆花叶病毒（KIH&）为代表，其移动蛋白

能作用于植物细胞形成贯穿细胞壁的管状结构，病毒粒子包裹在此结构中实现胞间移

动［% L "］。

葡萄扇叶病毒（8/9:.=<;. >9;(.9> =</?@，87A&）属豇豆花叶病毒科（K’G’/<D9.）中的线虫

传多面体病毒属（1#&%2(,)3），为典型的多面体粒子，基因组为正义单链双组分 M0F，在 #’

端存在一个基因组共价结合蛋白（&IN），1’端则存在 :’(O（F）［1］。M0F% 包含 P1!";,，编码

一个决定病毒复制和多聚蛋白加工的 "#1QR 多聚蛋白（I%）［! L P］。M0F" 包含 1PP!;,，编码

外壳蛋白和与病毒扩散有关的多聚蛋白 I"，离体翻译表明，I" 通过 M0F% 编码的 "!QR 蛋

白酶切割成 "3QR（I"3）06端蛋白、13QR（I13）蛋白和 K 端 KI 蛋白［3 L 2］。M<S.;,T9(./ 等利用



免疫亲和纯化的 !"#$ %&’ 抗体，证实在昆诺藜接种叶内，%&’ 蛋白（(%）是多聚蛋白 %) 稳

定的最终产物，%&’ 蛋白主要存在于细胞质内，但也存在于膜和细胞壁中。利用 %&’ 抗体

所进行的免疫金标记还将 !"#$ 的 %&’ 蛋白定位于感病的昆诺藜叶肉细胞质的管状结构

上，并且还发现这些管状结构在其感染的昆诺藜原生质体上也能形成，因此初步认为 %&’
与 !"#$ 的胞间扩散有关［*+ , **］。

作者在杭州分离鉴定了一个 !"#$ 分离物（!"#$-.），本文报道了该分离物移动蛋白

在苋色藜系统叶片中的动态检测，并通过免疫胶体金标记方法将该蛋白定位于寄主特定

部位。

! 材料和方法

!"! 毒源

!"#$-. 由作者从浙江大学实验农场果园分离，经生物学、形态学、血清学和 %/0 等

方法鉴定，保存并繁殖于昆诺藜（!"#$%&%’()* +)($%,）上。

!"# 抗体和免疫胶体金

!"#$%&’ 的重组蛋白兔抗血清（效价 * 1 2+++）和胶体金标记的羊抗兔抗体（*)34，

*234）由法国 56789:;<7= 植物分子生物学研究所的 %>?77? %@?>@@?7 博士馈赠。

!"$ %&’()* 移动蛋白的 +,-.,/0 123. 分析

A , ’ 叶期的苋色藜（! B ,*,-,$.(/%0%-）和昆诺藜幼苗经常规磨擦接种后培养在 *2C ,
)2C温室中。移动蛋白动态检测时，在接种 *D、)D、&D、ED、’D、*FD 和 &)D 后分别取苋色藜

接种叶上方的系统叶 +G2=，提取叶片总蛋白。总蛋白样品制备、缓冲液配制、5H5-%I!J、

转膜和 K?96?73 :L;6 分析均参照文献［*)］进行。

!"4 低温包埋和超薄切片制作

分别取呈典型症状的苋色藜和昆诺藜叶片，切成 *44 M &44 的小片，用 N873;O9PQ
)G2R戊二醛-)R多聚甲醛混合液 EC固定 )S，+G*4;LT# 磷酸缓冲液（%U5，V.AG)）冲洗组织

块 & 次，然后于 W )+C下进行 2+R、A+R、’+R、X+R和 *++R乙醇系列脱水（最后一步重复

一次）。采用 #;Y>Z7QL9 NE(（%;LQ9Z>?3Z?9 [3Z 产品）低温包埋树脂在 W )+C下进行渗透。然

后将组织块竖放在离心管中，加入包埋剂，盖上盖子，在 W )+C冰箱中用 &F+34 紫外光照

射 * , )D，使样品聚合固化，再在室温紫外光照射 *D，使样品完全固化。包埋材料经修块、

定位后，用 0?>ZS876-\<3= ]#^0I/]^ J 型超薄切片机切片，切片厚度 A+34。

!"5 超薄切片免疫金标记

标记在室温下进行，切片先用 U# 封闭液封闭 &+4>3 后，用 U# 封闭液稀释（* 1 2+）的移

动蛋白抗体上孵育 &S，用 +G*4;LT# %U5（̂在磷酸缓冲液中加 +G+2R吐温 )+）冲洗 E 次，再

经 U# 封闭液封闭 &+4>3 后，与胶体金标记的羊抗兔抗体（* 1 *2+ 稀释）反应 *S，%U5^ 冲洗

& 次，双蒸水洗 & 次。最后超薄切片用醋酸双氧铀和柠檬酸铅双染色各 *24>3。

!"6 透射电镜观察

以上样品均在日本 \J_# 公司的 \J(-*)++J‘ 型透射电镜下观察拍照，加速电压为 F+
, ’+P$。
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! 结果

!"# $%&’() 在苋色藜和昆诺藜上的症状

当苋色藜和昆诺藜接种叶达到成熟叶片大小时，接种叶通常不出现任何症状；当尚未

达到成熟叶大小时接种，接种叶呈局部褪绿黄斑。系统叶症状在接种 ! " #$% 后出现，呈

褪绿黄斑，黄斑大小不一，直径最大可达 &’’。黄斑在叶基部密集，向叶尖逐渐减少。随

着植株生长，苋色藜上的症状逐渐减轻直至消失；昆诺藜上的症状则通常不消失，而且新

生小叶自叶尖或叶缘变灰褐色向叶背卷典，坏死，严重时在叶片尚未完全展开时即脱落。

!"! $%&’() 移动蛋白在苋色藜中的积累状态

取 ()*+,- 接种 #.% 后具典型症状苋色藜系统叶片提取总蛋白，经 #&/01 232,45(6
电泳，以 ()*+ 法国分离物 )#7 的 47! 蛋白（移动蛋白）兔抗血清（# 8 #$$$）为第一抗体，碱

性磷酸酯酶标记的羊抗兔 9:( 作第二抗体，进行 ;<=><?@ ABC> 分析，结果表明：()*+,)#7 的

47! 抗血清 9:( 能特异性地检测到 ()*+,- 感染寄主中的相应蛋白，而未经接种的对照反

应呈阴性。

()*+,- 移动蛋白在苋色藜系统叶片中的积累动态如图 # 所示。移动蛋白在接种 7%
后就可检测到（第 . 条泳道），随后随着时间推移，其浓度逐渐上升，至第 #D% 时到达最高

值（第 E 泳道），并且在接种 7&% 后，虽然叶片已枯黄，但移动蛋白量并没有减少（第 ! 泳

道）。在未接种的对照植株中检测不到该条带（第 # 泳道）。

图 # $%&’() 移动蛋白在苋色藜系统叶中

的积累动态

)F:G# 5HHI’IBJ>FC@ %K@J’FH= CL ’CM<’<@> N?C><F@ CL ()*+,

- F@ =K=><’FHJBBK F@L<H><% B<JM<= CL ! G "#"$"%&’()*)$ J> %FLL<?,

<@> %JK= NJ=> CL F@CHIBJ>FC@

O：OJ?P<?；BF@< #：QC@>?CB（@C@,F@CHIBJ><%）；BF@< & " !：#%，

&%，7%，.%，!%，#D% J@% 7&% %JK= NJ=> CL F@CHIBJ>FC@G

!"* 移动蛋白在寄主组织中的免疫定位

在免疫金标记前先对昆诺藜和苋色藜系

统感病叶片进行超薄切片观察，发现无论是

昆诺藜或苋色藜叶肉组织的薄壁细胞细胞质

内常存在一些球形病毒粒子分布，这些病毒

粒子呈纵列整齐地排列在一小管状结构中

（图版!,#）。小管直径约 .$@’，众多小管相

互平行排列在一起，形成结晶状的小管聚集

体。另外还可以看到病毒粒子由小管结构横

跨胞间连丝在细胞间运转的状况（图版!,&，

箭头所示）。

对昆诺藜和苋色藜系统感病叶片的低温

包埋超薄切片进行免疫胶体金标记定位，发

现金颗粒分布在感病细胞的细胞质中，尤其在靠近细胞壁的部位（图版!,7，箭头所示），

在细胞壁上也可以见到少量的金颗粒（图版!,.，箭头），位于细胞壁的胞间联丝可以被金

颗粒很好地标记，曾观察到有数颗金颗粒集中标记在胞间联丝内的情况（图版!,0 和!,D
箭头所示）。在包含病毒粒子的管状物聚集体上亦有少量金颗粒标记（图略）。

在未加第一抗体的对照处理中，细胞核、叶绿体等部位以及细胞外区域只有极少的金

颗粒散布，表明免疫反应的非特异性吸附极少，实验反映出真实的免疫标记状况。

&00 微 生 物 学 报 .& 卷



! 讨论

利用 !"#$"%& ’()$ 方法跟踪检测 *+,-./ 接种后 0 1 234 苋色藜接种叶上方系统叶中

移动蛋白的积累状态，发现移动蛋白最早在接种后 24 即可得到检测，并且在叶片枯黄（接

种后 234）时仍然保持较高的浓度，表明 *+,-./ 移动蛋白在苋色藜中是相当稳定的。该

结果与 56$7"&$89("%［00］以昆诺藜接种叶为材料所得的结果一致，进一步明确该蛋白的稳定

性不受寄主因子的影响，也不受症状消褪和叶片老化的影响。与此相反，与 *+,- 同属的

葡萄铬色花叶病毒（*:;-）和烟草黑环病毒（<=5-）对应蛋白在寄主体内却是瞬间表

达［02 1 0>］。可见不同病毒的移动蛋白在寄主体内的稳定性存在差异。

56$7"&$89("%［?］对感染 *+,- 的昆诺藜叶片通过亚细胞结构分离后发现，与其它病毒的

移动蛋白主要存在于与胞间连丝有关的细胞壁中状况不同，*+,- 移动蛋白主要存在于细

胞质中，在细胞壁和细胞膜上较少。免疫金标记、免疫荧光和免疫银染证明该移动蛋白与

管状结构有关，是管状结构的组分［00］。我们以自己分离到 *-,-./ 为材料，同时对发病

的昆诺藜和苋色藜叶片进行免疫金标记，所获得的结果表明胶体金能很好地标记在细胞

质、细胞壁和胞间连丝上。但在管状结构表面只标记上少量的金粒子，推测是实验系统不

同引起的差异。

关于移动蛋白是否是 *+,- 诱导的管状结构的唯一组分，也即除移动蛋白外是否还

有其它病毒蛋白或寄主组分参与管状结构的形成，至今尚无报道。对番茄斑萎病毒

（<@!-）［0A］、豇豆花叶病毒（:B;-）和花椰菜花叶病毒（:9;-）［0C］所作的研究表明管状结

构的形成无需病毒的其它蛋白参与，管状结构不仅能在发病的寄主植物细胞、原生质体中

形成，还能在非寄主植物拟南芥原生质体中，甚至在昆虫细胞中形成。这些结果意味着管

状结构的形成无需特异性寄主成分的参与，或所参与管状结构形成的蛋白在植物和动物

中都是高度保守的。
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图 版 说 明

YWM+*(*%$:( :O M+*%’
! 病毒粒子呈单列排在小管结构中（85 555 Z ）；

G 病毒粒子有小管结构穿过胞间连丝（箭头）（BA 555）；

B 定位在感染 QR1SH> 昆诺藜叶肉细胞质（靠近细胞壁）中的金粒子（"" 555 Z ）；

4 定位在感染 QR1SH> 苋色藜叶肉细胞壁上的金粒子（箭头）（"A 555 Z ）；

" 定位在感染 QR1SH> 昆诺藜胞间连丝中金粒子（箭头）（85 555 Z ）；

8 定位在感染 QR1SH> 苋色藜胞间连丝中的金粒子（箭头）（8A 555 Z ）2

! 2 N)’ P$,K< *,,*E $( <$(I+’H+$(’ T$%)$( %)’ <;*++ %KCK+’ <%,K/%K,’（85 555 Z ）；

G 2 N)’ /’++H%:H/’++ <M,’*U$(I :O QR1S P$,K< M*,%$/+’< %),:KI) M+*<;:U’<;*%*（*,,:T）（BA 555 Z ）；

B 2 Q:+U M*,%$/+’< $( /E%:M+*<;*（(’*, /’++ T*++）:O , 2 >1)’+# $(O’/%’U T$%) QR1SH>（"" 555 Z ）；

4 2 Q:+U M*,%$/+’< +:/*%’U $( %)’ /’++ T*++ :O , 2 #=#*#’")0+$+* $(O’/%’U CE QR1SH>（"A 555 Z ）；

" 2 Q:+U M*,%$/+’< <KM’,$;M:<’U %: M+*<;:U’<;*%*（*,,:T，, 2 >1)’+#）（85 555 Z ）；

8 2 Q:+U M*,%$/+’< <KM’,$;M:<’U %: M+*<;:U’<;*%*（*,,:T，, 2 #=#*#’")0+$+*）（8A 555）2
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