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摘要
!

桑树病毒病一直是影响蚕桑产业发展的重要因素之一!但其病原也尚未完全确认#本研究收集全国不同桑

园"不同时间和不同品种的皱缩状和花叶状桑叶样品!分离病毒后使用透射电子显微镜观察病毒形态特征#结果在

桑病叶中分离获得两种病毒!一种为双联体形态病毒!长$
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73

!宽$
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!形态特征与双生

病毒属的病毒形态特征一致&另一种为球状体病毒$
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#((73

%!形态特征与番茄斑萎病毒属的病毒形态特征一

致&桑叶切片观察!发现同一桑叶材料中存在这两种病毒#通过高通量测序发现其存在桑花叶型萎缩病相关病毒
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%和桑脉带相关病毒
/P6K8;;

b

L857K47B57

N

4QQA954F8BL5;PQ

$

/\̀4\

%#设计上述病毒的特异引物!对
#",

份桑病叶进行
OG0

检测!

//<4\

的检出率为
*+&(!S

&而
/\̀4\

为
$(&#+S

!同时检出率为
")&"*S

#结果表明!

//<4\

和
/\̀4\

在桑病叶中普遍存在!且同时存在#本研究首

次在桑树病叶中同时观察并检测到
//<4\

和
/\̀4\

!二者在桑皱缩状和花叶状的桑叶中存在混合感染的现象!

研究结果将为今后深入研究桑病毒病及防控奠定了基础#
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桑树为木本植物"属蔷薇目
0AQ468Q

#桑科

/A;49848

#桑属
+'&26

$随着蚕桑产业的转型发展"

桑树从传统的单一养蚕植物"逐渐成为多功能#多产

品的植物资源%

#%

&

"因此桑叶质量也越来越被关注$
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期 孙勋勋等!两种桑树病毒的形态观察与检测

桑树病害是影响桑叶质量的重要因素之一"其中植

物病毒对桑树的危害也一直未被解决$至今"已报

道的桑树病毒有桑环斑病毒
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#桑花叶病毒
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#桑脉带相关病毒
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#桑花叶型萎缩病相关病毒
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#桑花叶卷叶相关病

毒
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和桑

杆状
<-=

病毒
#+2";(&&

.

;#,$#4*&26#

等$其

中"只有桑环斑病毒#桑花叶卷叶相关病毒#桑花叶

型萎缩病相关病毒和桑杆状
<-=

病毒
#

四种被国

际病毒分类委员会'

.G>\

(收录"但它们与桑树症状

之间的确切关系尚未确定$

有关桑树病毒病的报道最早出现于
#*+$

年"当

时统称为桑花叶病$

%(

世纪
$(

年代后"随着病毒

分离#分子生物学等技术的发展"有关桑树病毒的分

离和鉴定的研究报道才逐渐多了起来$
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年"

>QP9E5J4a5

等在带有环斑状和丝叶状的病叶中分离

并在切片中观察到一种球状病毒'直径
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年"

>QP9E5J4a5

等又从花叶等系统性褪绿斑的

病叶中分离出另一种线型病毒'长约
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(
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年"舒秀珍等从系统性褪绿褐色环斑状的桑叶中

分离到一种球形病毒'直径约
%$73

(
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年"陈

俊英等连续三年从丝状和花叶状的桑叶中分别分离

出一种线形病毒'长
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年"张月季等从表现大斑块花叶的桑叶中分离

一种球形病毒'直径
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"
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年"

/4;85

等从花叶#黄叶和畸形等症状的桑叶中发现一种双

生病毒'双联体长
")73

(

%

,

&

$虽然在桑树中分离并

观察到各种不同的病毒"但很难鉴定病毒的种类"即

使电镜观察也不能完全反映病毒的真实特征$

分子生物学手段是研究桑树病毒病的重要方

式$近
"

年来"利用分子生物学手段"桑树中的病毒

不断被发现$
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年"

26K8457A

等从花叶状和脉带

状的桑叶中分离观察到一种桑杆状
<-=

病毒
#

'

#"(73[+(73

("并通过简并寡核苷酸引物
OG0

'

<WO1OG0

(检测到
<-=

杆状病毒
#

的序列%
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%(#!

年"卢全有在桑病毒病叶片中分离到桑花叶卷

叶病相关病毒'
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"
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("并结合各种分子生物学

方法鉴定该病毒属于线虫传多面体病毒属%
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年"

/87
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等在花叶和丝叶状的桑叶中观察到

一种球状病毒"并通过高通量测序发现桑脉带相关

病毒%
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年"
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等通过高通量测序等分子手

段在带有花叶和皱缩状的桑叶中检测桑花叶型萎缩

病相关病毒%

#%
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等也在皱缩的桑叶中检测到桑

花叶型萎缩病相关病毒%
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年"
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等

通过高通量测序在带有环斑及黄脉的病叶中发现桑

杆状
<-=

病毒
#

%
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$分子生物学手段结合形态学

观察的方法已经被广泛应用于桑树病毒的研究上"

并且高通量测序已经广泛应用于快速检测木本植物

病毒上%
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&

$本文结合病毒显微观察#高通量测序和

OG0

检测技术对桑树病毒进行研究$
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材料和方法
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材料

收集的桑病叶主要有
+

种症状类型'图
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(

叶片表现为皱缩畸形'图
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%

(叶片花叶"带有褪

绿斑'环斑的图
#K

和大斑块的图
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($

+

(叶片表现

为褪绿和畸形两种症状的花叶皱缩状'图
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带有疑似病毒病症状的桑叶
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桑叶样本采集位置示意图

%依据国家测绘地理信息局中国地图&
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供试的桑病叶材料采集地点主要有两类$一类

收集于华南农业大学蚕桑教学实践园'简称桑园("

包括不同时间从不同桑品种上采集的桑病叶样品"

共计
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份"其中
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年
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月采集
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年
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)
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月到
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月采集的
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%(#,

年
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月采集的
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份$

另一类为采集于广东#广西#海南和重庆
!

个省区共

#$

个县市'图
%

(收集的
!+

份桑病样$各地采集的

具体时间#地点和症状信息见表
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表
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不同地区桑病叶材料症状信息表
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合计样品数
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不同地区桑叶样品采集信息表
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采集时间-年 月 日

>538

采集地点
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采集时间-年 月 日
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采集地点
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广东翁源县龙仙镇
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方法
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病毒的分离纯化及超薄切片的制作

桑花叶型萎缩病相关病毒的分离纯化方法!
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(桑

病叶
"(

N

"加入
%3T

-

N

的缓冲溶液'

(&#3A6

-

T

的

柠檬酸缓冲液"

R

M$&(

"

"3T

-

T

!

1

巯基乙醇("打碎

过滤$

%

(滤液氯仿乳化'

#3T

-

+

N

叶片("

#((((

N

离心
#(357

"取上清$

+

(加入固体聚乙二醇
$(((

'

)(

N

-

T

(和氯化钠'

(&%3A6

-

T

("

!U

下搅拌
+E

"

#((((

N

离心
%"357

"去上清$

!

(加入
(&#3A6

-

T

柠檬酸缓冲液悬浮"

!U

放置
%!E

$

"

(

#((((

N

离心

+(357

"取上清"重复两次$

$

(加入
#(S

氯仿"混

匀"

#((((

N

离心
+(357

"取上清$加入到
#(S

"

!(S

的蔗糖密度梯度离心"

+(((((

N

离心
#E

$取

悬浮病毒带"

+(%(((

N

沉降离心
#&"E

"悬浮沉淀"

获得纯的病毒悬浮液"放置于
!U

备用$

桑脉带相关病毒粗悬液的制备!

#

(桑病叶
"(

N

"

加入
+3T

-

N

的缓冲液'

(&#3A6

-

T

磷酸钠缓冲溶

液"

R

M)&(

"

"3T

-

T

!

1

巯基乙醇("打碎过滤$

%

(滤

液
#((((

N

离心
#"357

$

+

(去上清"加入
+3T

-

N

的缓冲液"使用小研杵和磁力搅拌器将沉淀物轻轻

混匀
+(357

$

!

(

,(((

N

离心
#"357

澄清"收集上

清液
#(((((

N

离心
+(357

"去上清$

"

(沉淀中加

入
%&"3T

缓冲溶液"加入到
#(S

"

!(S

蔗糖梯度

离心"

)((((

N

离心
!"357

"收集含有病毒颗粒的乳

白色带$

$

(加入
#k#

的缓冲液稀释"

#(((((

N

离心

#E

浓缩$

)

(将病毒颗粒的沉淀以约
#3

N

-

3T

的

浓度重悬浮于无菌双蒸水中$

桑病叶超薄切片观察!

#

(桑病叶样品切片"使

用
(&#3A6

-

T

R

M)&(

的磷酸缓冲液漂洗
!

次"每次

#"357

"注射器抽出叶片中的空气$

%

(桑病叶样品用

"S

戊二醛
!U

固定过夜"用磷酸缓冲液'

(&#3A6

-

T

"

R

M)&(

(漂洗
!

次"每次
#"357

$

+

(

#S

的锇酸固定

过夜"磷酸缓冲液漂洗
!

次"每次
#"357

$

!

(依次使

用
+(S

#

"(S

#

)(S

#

,(S

#

*(S

乙醇脱水各
#(357

#

#((S

乙醇脱水两次"每次
#"357

"

#((S

的丙酮脱水

两次"每次
#"357

$

"

(丙酮-树脂不同比例渗透'

+k#

)

!"%

)
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!E

"

#k##)E

"

#k+,E

"纯树脂
%!E

("

)(U

聚合
%!E

$

$

(包埋块切成
)(73

的超薄切片$

"&%&%

!

桑树中病毒的形态学观察

病毒离心液负染观察!碳膜铜网吸附病毒悬浮

液
"357

"再用
%S

的醋酸双氧铀负染
%357

"样品干

燥后置于
#%(a\

透射电镜下观察$

超薄切片观察!超薄切片经醋酸铀和柠檬酸铅

双染色"样品干燥后置于
#%(a\

透射电镜下观察$

"&%&!

!

桑叶总
<-=

的提取

采用改良的
G>=̀

法抽提植物基因组
<-=

$

将研磨后的材料
(&("

N

粉末加入
#&"3T2O

管中"

加入
%SG>=̀

'含
(&#S

!

1

巯基乙醇(缓冲液
$((

#

T

重悬"振荡混匀"

$"U

水浴
+

"

!E

*冷却后"加入等

体积酚-氯仿"振荡混匀
"357

"

#%(((;

-

357

"离心

"357

"取水相上清*加入
!((

#

T

氯仿抽提
#

次"取

上清*加入等体积的异丙醇"颠倒混匀数次"

!U

放

置
#E

以上"将全部液体吸入到核酸纯化吸附柱套

件中"

#%(((;

-

357

"

+(Q

过滤"弃滤液*用
)(S

乙醇

"((

#

T

洗涤"

#%(((;

-

357

"

+(Q

过滤两次"最后空

离
#

次*将吸附柱放置一新的
2O

管中"加
+(

#

T

BBM

%

W

溶解
<-=

"使用核酸微量分光光度计检测

核酸质量"检测合格后"置于
]%(U

冰箱保存备用$

"&%&>

!

桑叶总
0-=

的提取及反转录合成
9<-=

使用
/4

N

87

的
0-=

提取试剂盒'

M5OP;8

O647F0-=/575@5F

(提取桑叶总
0-=

"并使用核酸

微量分光光度计检测质量"检测合格使用
>4@404

反

转试剂盒合成
9<-=

置于
]%(U

备用"总
0-=

置

于
],(U

储藏$

"&%&?

!

高通量测序及
OG0

检测

将皱缩状和花叶状桑叶分别送广州瑞科基因科

技有限公司进行转录组高通量测序和基因组
<-=

高通量测序$

桑脉带相关病毒的
0>1OG0

检测"根据桑脉带

相关病毒核壳体蛋白核苷酸序列'

@/,#*)(#&#

(设

计筛选获得引物!上游引物
?%))$X

!

"̂1G=>=V1

G=>G=VGG>G==1+̂

*下游引物
?+%%"0

!

"̂1V>1

G>=GGV>GGV>G=VG1+̂

$反应体系
%(

#

T

"包括

%[8#

9

/4QF8;/5_#(

#

T

"

BBM

%

W)

#

T

"桑病叶总

<-=

模板
%

#

T

"上#下游引物各
(&"

#

T

$

OG0

条件

为
*"U

预变性
"357

"

*"U

变性
+(Q

"

$(U

退火
+(Q

"

)%U

延伸
%(Q

"

+"

个循环"最后
)%U

延伸
#(357

$

桑花叶型萎缩病相关病毒的
OG0

检测"检测特

异引物为
/GO)!$X

-

/GO##!,0

%

#$

&

$上游引物

/GO)!$X

!

"̂1GV=V>>>VVG==V==VV==V=V1+̂

*

下游引物
/GO##!,0

!

"̂1>>VVG>GGG=G>==1

=>V===VV1+̂

$反应体系
%(

#

T

"包括
%[8#

9

/4QF8;/5_#(

#

T

"

BBM

%

W)

#

T

"桑病叶总
<-=

模

板
%

#

T

"上#下游引物各
(&"

#

T

"

OG0

条件为
*"U

预变性
"357

"

*"U

变性
+(Q

"

$#U

退火
+(Q

"

)%U

延

伸
%(Q

"

+"

个循环"最后
)%U

延伸
#(357

$

%

!

结果与分析

%)"

!

桑树病毒的形态特征

分别从不同症状的桑叶中分离纯化病毒"病毒

悬浮液复染后在透射电子显微镜下观察'图
+

("从

皱缩#花叶和携带两种症状的三类桑叶中均能分离

到双联体形态的病毒粒子'图
+4

"

K

箭头所示(*随

机选取其中
%(

个单病毒粒子以及
%(

个双联体病毒

粒子"使用明美显微数码分析系统测量病毒大小"

%(

个双联体病毒粒子的平均直径为'

%)&,!j#&)#

(

73

"

%(

个单体平均直径为'

#)&("j#&#+

(

73

$另外"从

花叶状和携带两种症状的桑叶中还分离到一种被囊

泡包裹的球状病毒'图
"4

("其大小约为'

,(

"

#((

(

73

$

对不同症状的桑叶组织切片的电镜观察显示

'图
!4

"

9

#图
"K

("在带有皱缩和花叶两种症状的桑

叶中观察到双联体病毒和球状病毒$桑叶细胞如同

自噬般萎缩成葫芦状"难以分辨细胞器及组成"细胞

内所有的黑色范围均聚集大量的病毒颗粒"放大观

察"多个颗粒聚集一起"也存在明显的双联体结构"

大小约为
#)73[%,73

'图
!4

"

9

("该结果与分离

的双联体病毒粒子形态一致$另外"还有些细胞无

明显的细胞器结构"且分布着一些被
%((

"

!((73

囊泡包裹的球状体"大小约为
,(

"

#((73

"这与分

离的球状病毒粒子形态相同$

图
!

!

桑花叶型萎缩病相关病毒
FF;5R

病毒粒子的

透射电镜观察

&'

(

)!

!

<46/3E51'.0.:1+/

A

93':'/7E'396

A

531'2-/6.:

FF;5R4

,

13506D'66'.0/-/213.0D'23.62.

A

/

)

""%

)



%(#*

图
>

!

桑花叶型萎缩病相关病毒
FF;5R

的组织切片观察

&'

(

)>

!

<46/3E51'.0.:FF;5R'01'669/6-'2/64

,

13506D'66'.0/-/213.0D'23.62.

A

/

%)%

!

桑病叶高通量测序分析

高通量检测结果'表
+

(所示"在皱缩样品中检

测到的
<-=

病毒序列"对比到的
<-=

病毒仅有桑

花叶型萎缩病相关病毒'

//<4\

("占所有可读序

列的
(&((#,S

*在花叶样品中检测到的
0-=

病毒

序列"对比到的
0-=

病毒仅有桑脉带相关病毒

'

/\̀ 4\

("占所有可读序列的
(&!*(,S

"未发现其

他病毒$

图
?

!

透射电镜观察桑脉带相关病毒
FRP5R

&'

(

)?

!

<46/3E51'.0.:FRP5R4

,

13506D'66'.0

/-/213.0D'23.62.

A

/

表
!

!

桑病叶高通量检测分析结果

@54-/!

!

M05-

,

6'63/69-16.:+'

(

+1+3.9

(

+

A

917/1/21'.0.:D9-4/33

,

7'6/56/-/5:

测序对象

?8

l

P87957

N

AK

I

89F

总测序

序列读数

>AF46

;84B57

N

A:

Q8

l

P87957

N

桑树测序

序列读数

>E8;84B57

N

A:

3P6K8;;

b

Q8

l

P87957

N

桑树测序读数占

总读数比-
S

04F5AA:3P6K8;;

b

Q8

l

P87957

N

;84B57

N

499AP7F57

N

:A;

FAF46;84B57

N

病毒

序列读数

>E8L5;PQ

Q8

l

P87957

N

;84B57

N

病毒测序读数占

总读数比-
S

04F5AA:FE8

L5;PQQ8

l

P87957

N

;84B57

N

499AP7F57

N

:A;

FAF46;84B57

N

未知

序列读数

e7a7AH7

Q8

l

P8798

;84B57

N

Q

未知序列读数占

总读数比-
S

04F5AA:P7a7AH7

Q8

l

P8798;84B57

N

Q

499AP7F57

N

:A;

FAF46;84B57

N

<-= ++#,*#)( +(!#%",$ *#&$+!# $(% (&((#, %))",,% ,&+$!#

0-= !,"%""*$ !$$))+## *$&#*## %+,#)) (&!*(, #$#(#(, +&+#,#

%)!

!

*JK

检测桑树中的病毒

%&!&"

!

两种桑树病毒的
OG0

检测结果

利用特异性引物
/GO)!$X

-

/GO##!,0

"对桑

花叶型萎缩病相关病毒'

//<4\

(进行
OG0

检测"

结果显示!桑病叶样品总
<-=

中均存在大小约为

!((K

R

的条带'图
$

!泳道
#

"

*

("空白对照则没有出

现反应条带'图
$

("说明
OG0

反应体系没有污染"但

泳道
#(

没有出现目的条带"可能该样本不存在

//<4\

病毒基因'图
$

($将
OG0

阳性结果送上海

生工生物工程有限公司测序"测序结果与
<-=

病

毒
//<4\

序列相似度高达
*)S

"说明桑病叶材料

中存在
//<4\

$

利用特异性引物
?%))$X

-

?+%%"0

对桑脉带相关

病毒'

/\̀4\

(进行
0>1OG0

检测"结果'图
)

(显示"

泳道
+

"

*

桑病叶样品总
<-=

存在大小为
!"(K

R

左

右的条带"空白对照
##

号泳道无条带"说明不存在污

染"泳道
#

#

%

和
#(

均无条带"可能样品中不存在目的

病毒$将
!"(K

R

左右的
0>1OG0

结果送上海生工生

物工程有限公司测序"测序结果与
0-=

病毒
/\̀4\

相似度高达
**S

"说明桑病叶样品中存在
/\̀4\

$

图
S

!

*JK

检测桑叶中的
FF;5R

&'

(

)S

!

*JK7/1/21'.0.:FF;5R:3.DD9-4/33

,

-/5:65D

A

-/6

%&!&%

!

不同桑叶样品中
//<4\

和
/\̀4\

检出率分析

对采集于不同时间#不同品种和不同地理位置的

桑病叶中两种病毒进行检测"检测结果'图
,

(显示"

#",

份桑病叶样品
//<4\

的检出率为
*+&(!S

'

#!)

-

#",

("

/\̀4\

的检出率为
$(&#+S

'

*"

-

#",

("

共同检出率达
")&"*S

'

*#

-

#",

($

#(%

份表现花叶

的桑叶中桑花叶型萎缩病相关病毒'

//<4\

(的检

出率为
*"&#(S

'

*)

-

#(%

("桑脉带相关病毒'

/\̀4\

(

)

$"%

)
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的检出率为
$"&$*S

'

$)

-

#(%

("共同检出率高达

$!&)#S

'

$$

-

#(%

(*

#%,

份表现皱缩的桑叶中
//1

<4\

的检出率为
*%&*)S

'

##*

-

#%,

("

/\̀ 4\

的检

出率为
$#&)%S

'

)*

-

#%,

("共同检出率达
",&"*S

'

)"

-

#%,

($

)%

份同时携带两种症状的桑叶中
//1

<4\

检出率为
*"&,+S

'

$*

-

)%

("

/\̀4\

的检出率为

)(&,+S

'

"#

-

)%

("共同检出率达
$*&!!S

'

"(

-

)%

($

图
T

!

K@B*JK

检测桑叶中的
FRP5R

&'

(

)T

!

K@B*JK7/1/21'.0.:FRP5R:3.DD9-4/33

,

-/5:65D

A

-/6

图
#

!

不同症状桑叶中两种病毒检出率分析

&'

(

)#

!

;/1/21'.0351/6.:1N.E'396/6'0D9-4/33

,

-/5:65D

A

-/6N'1+7'::/3/016

,

D

A

1.D6

!

!

讨论

/4

等在桑叶中发现桑花叶型萎缩病相关病毒

'

//<4\

("并通过分子生物学分析认为该病毒属

于双生病毒科病毒"但不属于现有的分类属%

#%

&

"但他

并未观察到病毒的形态特征$本研究首次从皱缩状#

花叶状和携带两种症状的三种桑叶中分离到双联体

形态的病毒粒子"长'

%)&,!j#&)#

(

73

"宽'

#)&("j

#&#+

(

73

"该病毒粒子与双生病毒科病毒'

%(73[

+(73

(的大小和形态特征%

#)#,

&一致$另外"从花叶

和携带花叶及皱缩两种症状的桑叶中还分离到一种

被囊泡'

%((

"

!((73

(包裹的球状病毒"其大小约为

'

,(

"

#((

(

73

"这与
/87

N

等在桑叶组织切片中观

察到的球状体病毒类似%

##

&

"与番茄斑萎病毒属的病

毒形态一致%

#*

&

"后者也存在明显的囊泡结构$对桑

叶进行切片观察"在带有花叶和皱缩两种症状的桑

叶中同时观察到双联体形态病毒和球状病毒$对两

种桑病叶中的
<-=

及
0-=

进行高通量测序"发现

皱缩症状的桑叶中检测到
//<4\

"而花叶症状的

桑叶中检测到
/\̀ 4\

"通过高通量测序也进一步

确定了桑病叶中存在这两种病毒$

OG0

检测均能

在桑叶样品中发现这两种病毒"并且这两种病毒能

在同一桑树病叶材料中被检测到$

分析不同时间#品种和地理位置的桑病叶中

/\̀ 4\

和
//<4\

两种病毒的检测结果"发现在

#",

份桑病叶中"

//<4\

的检出率为
*+&(!S

*

/\̀ 4\

的检出率为
$(&#+S

*两种病毒同时检出率

为
")&"*S

$这表明
//<4\

和
/\̀ 4\

在桑病叶

中普遍存在"并且同一桑叶中存在这两种病毒的现

象也很普遍$

/87

N

等%

##

&在
%(#"

年从脉带#环斑和

丝叶等花叶症状的桑叶中发现
/\̀ 4\

"并获得

/\̀ 4\

的全基因组%

##

&

"我们的结果进一步表明

/\̀ 4\

与桑病毒病有关$

%(#"

年"马宇欣采自陕

西安康学院的
*%

份桑病样中
//<4\

的检出率高

达
*%&!S

"线虫传多面体病毒为
"%&#)S

"两种病毒

存在混合感染的现象%

%(

&

"并且在辣椒%

%#

&

#甜瓜%

%%

&

#

番茄%

%+

&等经济作物上均存在混合感染的情况"说明

病毒的混合感染非常普遍$本研究也发现了桑叶中

两种病毒混合感染的现象$

本研究首次从华南农业大学桑园及来自
!

个省

区不同桑园的桑病叶中检测到
//<4\

和
/\̀ 4\

两种病毒"这两种病毒普遍存在于花叶和皱缩症状

的桑叶中"且存在混合感染现象$因此在桑树病毒

的研究中"需要考虑多种病毒混合感染情况*在病毒

防治方面"也需要考虑对多种病毒进行防治"以加强

防病和治疗的效果$
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