
收稿日期:2009-11-06
基金项目:长江大学校基金项目(2006Z2070);农业部农业公益性行业科研专项(nyhy zx07-051)
作者简介:章松柏(1978-),男 , 湖北黄梅人 , 讲师 ,在读博士研究生 , 研究方向:分子植物病毒学。 ＊为通讯作者。

E-mail:yang tze2008@126.com

棉花皱缩花叶病的初步研究
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摘要:2007年湖北荆州地区一些棉田棉花叶片上发生一种新的棉花病害 ,暂定名为棉花皱缩花叶

病。通过症状描述 、电镜观察和生物学接种对其进行了初步分析 。结果显示:该病害症状疑似病毒

病 ,但与已经报道的棉花病毒病症状都不相同 。电镜观察显示 ,病株叶片汁液中存在 4种杆状病毒

颗粒 ,大小分别约是 18 nm×300 nm 、18 nm×500nm 、18 nm ×800 nm 、18 nm ×1 100nm 。生物学接

种结果表明 ,该病不能经种子 、棉蚜 、烟粉虱 、汁液摩擦 4种方式传播。
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Abstract:In 2007 , a vi rus-like disease occurred in some cot ton fields of Jingzhou , Hubei pro vei-
cne , named cot ton crimple mosaic disease temporarily.By symptom observation , elect ron micro-
scope observ ation and biological inoculation experiment , the disease w as preliminarily analyzed.
The results show ed that the disease symptoms w ere simila r to viral disease though dif ferent f rom

the cot ton viral disease known so far.Four different kinds of bacillifo rm viruses we re obse rved

through elect ron micrope f rom the sap of diseased cot ton leaf and their size s we re 18 nm×300 nm ,
18 nm×500 nm ,18nm×800 nm , 18 nm×1 100 nm.N o disease t ransmission w as found using , cot-
to n aphid , to bacco whitef ly and sap inoculat ion.
Key words:Cot ton crumple mosaic disease;Elect ron microscopic observ ation;Biological ino cula-
tion

　　棉花作为一种重要的经济作物 ,提供了世界上绝

大多数的天然纤维。我国是世界上最大的棉花生产

和消费国之一 ,棉花生产在整个国家经济中具有十分

重要的战略地位
[ 1]
。因此 ,保障棉花生产 ,增加棉农

收入 ,十分重要 。但棉花病害问题严重制约着棉花的

生产和发展 ,如全球范围分布的棉花枯萎病和黄萎

病 ,每年给棉花生产造成数十亿美元的经济损失[ 2] ;

局部地区分布的棉花曲叶病(cot ton leaf curl disease ,

CLCuD),在巴基斯坦 、印度等国已造成严重危害[ 3-5] ;

其他棉花病害也不同程度制约着棉花的可持续发展 。

因此 ,必须了解这些病害发生规律 ,密切监视各种棉

花病害的流行发展动态 ,以便抑制主要病害的发生 ,

控制次要病害的发展 ,保障棉花生产。

2007年在湖北省荆州地区进行棉花病虫害调

查时 ,发现一种新的 、疑似病毒病的棉花病害 ,但与

已经报道的棉花病毒病皆不相同 ,经相关专家初步

鉴定为棉花病毒病 ,暂命名为棉花皱缩花叶病。以

下是研究初报 ,以供参考。
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1　材料和方法

1.1　材料

棉花病株采自湖北省荆州市太湖农场棉花田 ,

病叶于-70℃冰箱中保存 ,活株种植于防虫温室中 ,

病株种子脱绒处理后室温保持于干燥环境中 。感病

品种杂交抗虫棉太 D5 号(鄂杂棉 10 号)购自荆州

市农资公司;烟粉虱 、棉蚜分别采自无病棉田棉花植

株上 ,并在网室中种植的太 D5号棉花上繁殖备用 。

1.2　症状观察

于发病田间仔细观察发病症状 ,对照健康植株

观察叶片颜色 、叶片有无变形 ,叶脉是否明脉 ,茎秆

表面和内部有无变化 ,植株有无矮化现象 ,病田有无

发病中心 ,植株分枝情况等。

1.3　电镜观察

采用汁液负染法[ 6] :取样品组织加入 PBS 缓冲

液(pH 7.0)充分研磨 , 10 000 g 离心 1min ,取上清

液备用。用铺有 Fo rmver 膜的电镜铜网沾取上述病

毒汁液吸附 10min ,然后用滤纸吸干 ,加 2%磷钨酸

(pH 7.0)或 2%醋酸铀(pH 4.0)1滴 ,染色 5min ,再

吸干 ,待干燥后 ,于投射电镜下观察有无病毒粒体。

1.4　病毒粗提

按照吴兴泉[ 7] 的方法粗提棉花体内的病毒 。棉

花叶片 50 ～ 60 g 加 100mL PB缓冲液(0.1mol/ L ,

pH 8.0 ,含 1%巯基乙醇 , 10%乙醇)充分研磨 ,3 层

纱布过滤;取过滤液 8 000 g , 4℃离心 20min;取上清

液加 1%Triton-X100 ,4℃磁力搅拌1 h;5 500 g ,4℃

离心 20m in;取上清加入 0.2mo l/L NaC l , 4%

PEG6000 , 4℃搅拌 1 h , 室温静置 1 h;10 000 g , 4℃

离心 30min , 取沉淀悬浮 于 3mL PB 缓 冲液

(0.05mol/ L ,pH8.0 ,含 1% Triton-X 100)中 ,转入

另一离心管中 ,并用 2mL 上述缓冲液洗涤 1 次;

8000 g ,4℃离心 10min ,上清液即为病毒粗提液 ,于

-70℃冰箱中保存备用。

1.5　生物学试验

生物学接种试验在防虫温室中进行 。具体操作

如下:(1)种传试验 ,播种在病株上采集的棉花种子 ,

观察有无发病;(2)棉蚜传播试验 ,参考吴云峰等[ 8]

方法 ,在病毒粗提液中加入少量的蔗糖 ,让棉蚜透过

薄膜吸取病毒粗提液 1 h ,转移棉蚜至三叶期棉花幼

苗上 ,1 h 后用药剂杀死棉蚜;(3)烟粉虱传播试验 ,

用密网箱收集烟粉虱后 ,罩在病株枝条上 ,吸食 8 d

后 ,转移至三叶期棉花幼苗上 ,集团接种 , 每隔 6h

拨动棉花 1次 ,确保烟粉虱接触每一株幼苗 , 5 d 后

用药剂杀死烟粉虱;(4)汁液摩擦传播试验 ,再用磷

酸缓冲液稀释 10倍后加入石英砂 ,参考谢联辉等
[ 9]

方法 ,选用病症明显的嫩叶剪碎 ,加入适量的磷酸缓

冲液(0.05mo l/L , pH 0.8)研碎过滤 ,获取病株汁

液 2mL ,摩擦接种 50株棉花幼苗。

2　结果与分析

2.1　病害症状

该病发生在荆州市太湖农场部分棉花田上 ,只

在杂交抗虫棉太 D5号(鄂杂棉 10号)棉花品种上

发现。发病棉花田块有明显的发病中心 ,发病率为

5%～ 10%,棉花病株挂桃少甚至不挂桃 ,棉桃也小;

棉花病株矮化现象明显 ,高度不及正常植株的 2/3 ,

主枝生长受到抑制 ,分枝较多;病叶较正常叶片嫩

绿 ,脉明 ,皱缩 ,多带状 ,少数叶片倒舌状 ,晚分枝枝

条上叶片有时呈线形 ,叶片不能展开;茎秆早期点状

物增多 ,后期则逐渐粗糙形成粗皮(图 1)。

A.病叶明脉 、皱缩 、花叶 ,多带状叶;B.部分病叶倒舌状;C.部

分新生病叶线形;D.病株茎秆粗皮;E.植株矮化 ,主茎秆不明

显 ,分枝增多

图 1　棉花皱缩花叶病的症状

2.2　电镜观察结果

电镜观察显示病株叶片汁液中存在 4种杆状病

毒颗粒 , 大小分别约是 18 nm ×300 nm 、18 nm ×

500nm 、18 nm×800 nm 、18 nm×1100 nm(图 2)。

2.3　生物学试验结果

生物学接种试验分别于 2007年和 2008年在防

虫温室中进行 。种传试验播种 300 粒种子 , 成活

164株;蚜传接种试验接种 70 株 ,成活 63 株;汁液

摩擦接种 150株 ,成活 132株;烟粉虱传毒接种试验

接种棉花 80株 ,成活 65 株。但 4 种方法接种的病
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株无一发病 。如果这种病害是由病毒引起的 ,则说

明这 4种传毒方式不能传播该病害 。

A.病毒粒体(18nm × 500nm);B.病毒粒体(18nm ×

1100nm);C.病毒粒体(18nm ×300nm);D.病毒粒体
(18nm ×800 nm)

图 2　棉花皱缩花叶病叶片汁液电镜观察结果

3　讨论

在诊断棉花皱缩花叶病的过程中 ,有些专家认

为这种症状是农药 2 ,4-D引起的。但 2 ,4-D引起的

病害往往在棉田中较大面积发生 ,无发病中心 ,而从

棉花皱缩花叶病的症状上来看 ,是典型的病毒病症

状。因此 ,初步认定该病害是一种植物病毒病 。植

物病毒病的鉴定需要做很多工作 ,其中关键是科赫

法则 。但在生物学接种试验中 , 4种传毒方式皆不

能够传播这种病害 ,因此 ,不能够完成科赫法则所要

求的程序 ,也就无法确定该病害是由本研究电镜观

察到的 4种病毒引起的 。值得注意的是 ,病汁液中

存在长达 1 100 nm 的病毒粒体 ,这在病毒中比较少

见[ 10 , 11] 。其他几种病毒粒体是粗提过程中该病毒

的断裂所致 ,还是不同的病毒粒体 ,或是多分体病

毒 ,需要进一步研究 。

许多植物病害的流行都是在人们忽视它或不认

识的情况下开始积累的 ,如棉花枯黄萎病 、棉花曲

叶病的流行和扩散 。我国是世界上最大的棉花生产

国和消费国 ,棉花总产量和总消费量均占世界的

1/4。棉花安全生产非常重要 ,在做好栽培育种的同

时 ,必须加强棉花病虫害的监控和管理 。尽管目前

我国还没有棉花病毒病发生的报道 ,但必须保持警

惕 ,及时了解邻国巴基斯坦和印度棉花曲叶病的发

生动态 ,同时投入人力 、物力于棉花新发病害(如棉

花皱缩花叶病)的研究 ,力争将新发病害拒绝于门

外 ,或消灭在萌芽状态 。
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