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与蚕豆萎蔫病毒 !号胞间运动和长距离转运相关的
寄主细胞超微结构研究

洪 健&，$，王卫兵$，周雪平$，胡东维$

（浙江大学 & 分析测试中心 $ 生物技术研究所 杭州 #&%%$/）

摘 要：电镜超微结构观察和免疫金标记显示：受蚕豆萎蔫病毒 $号（!"#$% &’$( )*+, -*"./ 0，@@AB $）中国分离物
@/#.侵染的豌豆（1*/.2 /$,*-.2）和蚕豆（3*4*$ 5$&$）叶细胞中膜结构增生，形成膜结构增生区，病毒以结晶体和管状
体形式存在于细胞质中。在病变早期，叶肉细胞的胞间连丝处连接有小管结构，病毒样颗粒呈纵列排在小管中，穿

越胞间连丝的小管能被 @@AB $的金标记抗体特异性标记。维管束组织的薄壁细胞、伴胞及转移细胞内存在膜增
生区及病毒管状体，在筛管壁附近存在的病毒样颗粒能被 @@AB $金标记抗体特异性标记。实验结果表明 @@AB $
胞间运动形式与豇豆花叶病毒（CDEB）相似，以完整粒子通过在胞间连丝处形成的小管结构穿越胞间连丝；细胞质
中存在的直径 &"%*3管状体只是一种病毒聚集体，与胞间运动无直接关系；该病毒在筛管中可能也是以完整粒子
形式进行长距离转运的。
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植物病毒侵入寄主后在细胞中复制增殖，通过

胞间连丝短距离胞间运动（?+662I92?+66 39J+3+*I）和
维管束长距离转运（69*:2>5KI4*?+ KLKI+35? IM4*KN9MI）到
达植株各个部位，形成系统性侵染［& ’ !］。以烟草花

叶病毒（OEB）为代表的运动蛋白 EDPQRH结合体形
式和以豇豆花叶病毒（CDEB）为代表的管状结构形
式是两种最主要的胞间运动形式。CDEB基因组编
码 .-ST4P!-ST4 运动蛋白在细胞中形成小管状结
构，完整的病毒粒子排列在该管状通道内穿越胞间

连丝［.，"］。与此类似的还有花椰菜花叶病毒科

6$.+*2#-*"*%$’、雀麦花叶病毒科 !"#2#-*"*%$’、线虫传
多面体病毒属 7’8#-*"./、番茄斑萎病毒属 9#8#-*"./、
纤毛病毒属 9"*4:#-*"./ 的成员［&，,，-］。在通过维管束
系统的长距离转运过程中，病毒要顺利穿过维管束

鞘细胞、韧皮部薄壁细胞和伴胞进入筛管，连接筛分

子和伴胞之间的胞间连丝有多重分枝，其 U1V（K5<+
+W?6)K59* 6535I）增大方式与叶肉细胞的不同，病毒进
出筛分子的过程还需要其他病毒因子如外壳蛋白及

寄主因子参与［/，&%］。

蚕豆萎蔫病毒 $ 号（ !"#$% &’$( )*+, -*"./ 0，
@@AB $）属豇豆花叶病毒科（6#2#-*"*%$’）、蚕豆病
毒属（;$&$-*"./），是我国粮食作物和经济作物上广
泛发生的重要病毒病原［&&］。周雪平等系统研究了

@@AB $中国分离物 @/#.的分子生物学特性，发现
其 QRH$ 编码的 BD.#PBD#, 与 CDEB 的 .-STP!-ST
运动蛋白具有同源性，并包含一个类似病毒运动蛋

白特有的 MROD结合域，具有核酸结合特性［&$，&#］。鉴
于 ;$&$-*"./ 成员的胞间运动机理迄今尚不明了，我
们对 @@AB $中国分离物 @/#. 侵染的豌豆和蚕豆
进行了详细的超微结构观察，得到了一些涉及病毒

胞间运动和长距离转运的超微结构证据。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 病毒和寄主：@@AB $中国分离物 @/#.由周
雪平 等 分 离 鉴 定［&!］，保 存 繁 殖 于 昆 诺 藜

（6:’(#8#%*.2 <.*(#$）上。温室中盆载豌豆（ 1*/.2
/$,*-.2）和蚕豆（3*4*$ 5$&$），磨擦接种病毒 $ ’ # 周
后，分别采集刚显系统症状的幼叶和已显症状的成

长叶为实验材料。以未接种病毒的健康豌豆和蚕豆

为对照材料。

"#"#! 主要试剂和仪器：四氧化锇、UN)MM 树脂和
V9X5?ML6 Y!E低温树脂购自美国 UDZ公司；&.%目电
镜铜网和镍网购自北京 Y[Y[公司；其他试剂均为
国产分析纯；@@AB $兔多抗血清和 &.*3胶体金 H
蛋白探针由我们实验室制备。(1E2&$#% 型透射电



子显微镜为日本 !"#$公司产；%&’()*+&,( %- 型超
薄切片机为美国 ./-公司产。
!"# 超薄切片制备和电镜观察
将接种 0123的豌豆和蚕豆病叶以及健康对照

叶片分别切成 4,, 5 2,,大小，置于 674,&89$磷酸
缓冲液（:;<76）配制的 =73>戊二醛固定液及 4>四
氧化锇固定液中进行双固定，乙醇系列脱水，?:@))
树脂包埋、聚合，超薄切片经醋酸双氧铀和柠檬酸铅

双染色后透射电镜下观察拍照，加速电压为 A6 B
C6DE。
!"$ 低温包埋超薄切片制备
一部分病叶材料用磷酸缓冲液 674 ,&89$

（:;A7C）配制的 2>多聚甲醛 F 4>戊二醛在 GH下
固定 =I，GH下相同缓冲液漂洗后用 26>和 36>乙
醇脱水，转入 F =6H冰箱中乙醇系列脱水至 466>，
用 $&’JK)L8 MG/ 低温包埋剂在 F =6H下逐级渗透、
包埋，经 2A6N,波长紫外线 F =6H照射 <=I，再室温
照射 =GI使样品完全聚合固化，然后切成 <6 B 16N,
的超薄切片。

!"% 免疫金标记和电镜观察
带低温超薄切片的镍网先用 OO;=#湿润 3,JN，

然后在 0$ 封闭液（36,,&89$ %0?，:;<76，含 4>
0?P，676=> %"Q=6666，466,,&89$ RS-8，4> RSR2）

上封闭处理 26,JN，在 0$稀释 466 倍的 00TE = 兔
多抗血清液滴上孵育 A6,JN，OO;=#漂洗和 0$封闭
后用直径 43N,的胶体金 P蛋白探针标记 A6,JN，最
后经 OO;=#漂洗 2次，每次 3,JN。标记后的切片经
醋酸双氧铀和柠檬酸铅双染色，透射电镜观察拍照。

# 结果

#"! 感染 &&’( # &)$* 分离物的寄主细胞病理
变化

透射电镜下观察受 00TE = 0123 分离物侵染
的豌豆和蚕豆病叶超薄切片，在病变的表皮细胞、叶

肉细胞中首先出现细胞质膜结构增生现象，形成一

个包含有大量膜状结构、小泡及电子致密物质的特

殊区域（图版!*S），周围聚集分布着发达的线粒体。
随后细胞质中出现许多长条形、矩形的结晶体，电镜

高倍放大可看到结晶体是由病毒粒子整齐地排列而

成（图版!*S，U）。免疫金标记显示这些结晶体能被
00TE =免疫金颗粒特异性标记（图版!*K）。除病
毒结晶体之外，在叶肉细胞、维管束薄壁细胞甚至气

孔保卫细胞中还观察到许多直径约 4A6N,的中空管

状体分布在细胞质内（图版!*O，(），管状体横切面
由 4< B 41个直径为 =3N,左右的粒子组成，纵切面
为两排平行的粒子，长度可达数十微米；管状体无论

横切面还是纵切面都能被 00TE =免疫金颗粒特异
性标记（图版!*V）。管状体往往相互平行聚集成
束，可在相邻的细胞中与结晶体同时出现，但不存在

于同一细胞内。

#"# 胞间连丝及排列其中的病毒样颗粒
在健康对照的豌豆叶肉细胞中，胞间连丝直径

约 =AN,，两端与两侧细胞的细胞质膜相连（图版"*
S）。叶肉细胞的胞间连丝一般不分叉，极少观察到
分叉状的。

在豌豆幼叶感病初期的叶肉细胞中，观察到胞

间连丝连接了一个伸入细胞质的小管结构，直径约

23 B G6N,，小管外侧还包被了一层细胞质膜，小管中
央有一列电子致密物质沿着胞间连丝穿越细胞壁

（图版"*U），另一侧细胞与之相连的细胞质膜内陷。
在豌豆卷须的薄壁细胞中也出现大量病毒管状体，

细胞壁上胞间连丝发达，有的胞间连丝直径明显增

大，中央存在病毒样颗粒（图版"*K）。在豌豆卷须
薄壁细胞中也观察到伸入细胞质的小管结构（图版

"*O）。在蚕豆病叶中同样观察到病变细胞和相邻
细胞之间胞间连丝连接了一个伸入细胞质的小管结

构，一些电子致密的病毒样颗粒呈纵列排在小管内

穿越胞间连丝（图版"*(）。用 00TE =抗血清免疫
金标记的低温超薄切片中，与胞间连丝相连的小管

结构能被免疫金颗粒特异性标记（图版"*V）。
#"$ 叶片维管束组织及筛管中的病毒样颗粒
豌豆和蚕豆叶片的维管束组织均由导管、筛管、

伴胞、转移细胞、维管束薄壁细胞组成（图版#*S），
在 0123分离物侵染的病叶维管束薄壁细胞和伴胞
中也存在膜结构增生、线粒体聚集、形成病毒管状体

等病变现象，甚至在转移细胞中也观察到病毒管状

体，表明病毒不仅通过这些细胞转运到筛管，同时还

能在细胞内复制增殖，形成子代病毒的聚集体。筛

管中央是快速长距离运输的汁液流，筛管细胞质紧

贴在管壁上，在筛管内没有观察到病毒结晶体或管

状体，但在紧靠着筛管壁处观察到成堆的病毒样颗

粒（图版#*U），用 00TE = 抗血清免疫金标记的切
片中，筛管壁附近的病毒样颗粒能被免疫金颗粒特

异性标记（图版#*K）。
#"% 豌豆卷须维管束组织中的病毒
豌豆的卷须是变态叶，组织极度伸长，维管束组

织也由导管、筛管、伴胞、转移细胞、维管束薄壁细胞

=GG ;#RQ !JSN !" #$ W 9%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（=66A）GA（2）



组成（图版!!"），这些不同类型的细胞因维管束大
小不同而有分布差异。在筛管与伴胞、筛管与薄壁

细胞之间有分枝状的胞间连丝相通（图版!!#），转
移细胞有十分发达的细胞壁内突。$%&’ 分离物侵
染的卷须维管束薄壁细胞和伴胞也常出现与叶肉细

胞相似的病变结构，存在膜增生区、线粒体聚集、形

成许多病毒管状体，在转移细胞中也观察到病毒管

状体（图版!!(），表明这些细胞都具备病毒复制和
转运的能力。

! 讨论
在 )*+, 侵染的寄主细胞中，由基因组 -./0

编码的 ’123"45123"运动蛋白在细胞质中可形成小
管结构，这种小管直径约 &’67，能被运动蛋白抗体
所标记，球状病毒粒子成纵列排在该小管中穿越胞

间连丝［8］。!"#"$%&’(、)*+"$%&’( 其他成员侵染的寄
主细胞中也具有类似结构，我们在葡萄扇叶病毒

（9:;,）侵染的昆诺藜叶肉细胞中观察到病毒粒子
排列在小管中穿越胞间连丝，并被 9:;,的运动蛋
白金标记抗体特异性标记［<’］。但在 $$=, 0侵染的
豌豆和蚕豆细胞中始终未观察到含有病毒粒子的小

管结构分布在细胞质内，而只在胞间连丝处观察到

与之相连并伸入细胞质的小管结构，外包被着细胞

质膜，这与花椰菜花叶病毒（$"+,）、苜蓿花叶病毒
（/+,）在寄主细胞内的胞间运动结构相似［>，<8］。从
连接胞间连丝的小管内排列着病毒样颗粒且能被病

毒抗体特异性标记来看，$$=, 0 是以完整粒子形
式通过由 ,*’&4,*&>运动蛋白在胞间连丝处形成的
小管结构穿越胞间连丝，进入相邻细胞的。因此我

们认为，$$=, 0的胞间运动也属于管状结构模式。
至于病变豌豆和蚕豆细胞质中普遍存在的中空

管状体，与上述涉及病毒胞间运动的小管结构有明

显区别，在电镜高倍放大下可以看到该管状结构由

<> ? <%个直径约 0’67的粒子组成，能被 $$=, 0免
疫金颗粒特异性标记，显然是由病毒粒子组成的一

种特殊聚集体。我们在 $$=, 0不同分离物侵染的
寄主植物中还观察到管状体直径及组成的粒子数有

明显差异。早期 @"ABC等（<%>0年）报道 $$=, 欧洲
分离物侵染的寄主细胞中存在直径约 >D67的管状
物，其横切面是由 % 个粒子组成［<>］；-EFFC 等（<%>%
年）报道在 $$=,豌豆分离物中发现另一种方管状
结构是由两层病毒粒子组成［<1］；GEBB等（<%>&年）认
为 $$=,的细胞内含体存在株系间的差异［<%］。这
些管状体与病毒结晶体一样，在细胞病变后期一直

存在，直至细胞死亡。因此我们认为，所有 $$=,
侵染细胞中产生的由病毒粒子组成的管状体只是一

种病毒复制过程中的特殊聚集体形式，与病毒的胞

间运动无直接关系。

关于植物病毒长距离转运的研究报道目前还甚

少。病毒进入筛分子和从筛分子转移到周围薄壁细

胞是长距离转运的两个过程，人们往往更多地关注

病毒如何进入筛分子，而对筛分子中的病毒再释放

到维管束薄壁细胞了解不多。一般超微结构观察到

的既可能是由薄壁细胞到筛分子的转运过程，也可

能是由筛分子到薄壁细胞的相反转运。我们在豌豆

和蚕豆病叶维管束中都观察到邻近筛管、导管的薄

壁细胞和伴胞中存在膜增生区，有的还存在病毒管

状体，在转移细胞内也存在着管状体，表明这类细胞

不仅在叶肉组织到维管束之间物质转运中起着桥梁

作用，细胞本身还具有蛋白质合成功能，病毒可以在

这些细胞内复制增殖，更有利于病毒通过筛分子转

运到新的部位侵染健康细胞。大多数病毒是以完整

粒子形式在筛管中随汁液流进行长距离转运，但进

入筛 分 子 的 方 式 可 能 呈 多 样 化，!"#"$%&’(、
)*+"$%&’(、!,’-%#"$%&’(、."(+"$%&’( 等属病毒都能产生
小管结构，以完整粒子形式进入筛分子。但黄瓜花

叶病毒（)+,）则不然，;HIB"等（<%%1）报道 )+,的外
壳蛋白、核酸和运动蛋白可能以复合体形式通过分

枝的胞间连丝进入筛分子，再装配成病毒粒子进行

长距离转运［0D］。值得重视的是，我们在筛分子内观

察到一些病毒样颗粒聚集在细胞壁附近，这些部位

能被 $$=, 0免疫金颗粒特异性标记，表明 $$=, 0
可能是通过分枝状的胞间连丝由伴胞或转移细胞进

入相邻的筛管中，并以完整粒子形式通过筛管系统

进行长距离转运的。
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