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Abstract: In or der to preserve vir us for identifying r esistant rice var ieties against rice black streaked dwarf disease, a simple

and reliable method was developed by which virus free small brown planthopper( SBPH) acquir ed rice black streaked dwarf vi

r us( RBSDV) from frozen infected leaves and transmitted the vir us to healthy rice plants. RBSDV acquir ed from infected leaves

fr ozen at - 70 by SBPH was transmitted to a susceptible rice variety. T he exper imental result showed that the SBPH could

acquire the vir us from frozen infected leaves and transmit it to the susceptible rice variety. F or the ability o f obtaining and

transmitting the virus by SBPH , there w as no significant difference between frozen infected leaves and fr esh infected leaves.

The novel method could be applied to the r esistance identification of r ice varieties to rice black streaked dwarf disease and it

w ould facilitate the breeding pr ocess for rice black streaked dwarf disease resistance.
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摘 要: 研究出一种利用灰飞虱从冷冻病叶中获得水稻黑条矮缩病毒( rice black str eaked dw ar f virus, RBSDV )的方法。以

- 70 条件下冷冻保存的RBSDV 罹病植株叶片对灰飞虱饲毒,随后接种感病水稻品种,结果发现灰飞虱可从冷冻病叶上获

得 RBSDV ,并传播RBSDV ,且获毒能力和传毒能力与新鲜病叶没有差异。这表明从冷冻病叶上获得RBSDV的灰飞虱可以

应用于品种抗性鉴定, 此法可望加快RBSDV抗病品种的选育进程。
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水稻黑条矮缩病是一种恶性病毒病, 自 1963年在浙江

省余姚县发现以来
[ 1 ]
, 20世纪主要在浙江等省的局部籼稻产

区发生[ 2]。近年来随着灰飞虱发生量的日益上升, 水稻黑条

矮缩病在华东稻区开始大面积发生, 并迅速上升为生产上最

主要的病毒病害。水稻黑条矮缩病的病原为水稻黑条矮缩

病毒( r ice black streaked dw arf virus, RBSDV) , 属呼肠孤病

毒科斐济病毒属, 病毒颗粒呈正二十面体, 双层外壳均有突

起,基因组由 10 条双链 RNA 组成[ 3 5] , 主要由介体灰飞虱

( L aod elphax str iatellus Fall n, SBPH )以持久性不经卵方式

传播[ 6] , 能侵染水稻、玉米和小麦, 分别引起水稻黑条矮缩

病、玉米粗缩病和小麦绿矮病[ 7 9]。这些病毒病害的严重发

生给粮食作物的安全生产带来了很大的威胁。

防治病毒病最为理想的方法是选育和利用抗病品

种
[ 10 12]

,而这一工作的开展首先需要建立科学的抗性鉴定方

法对品种进行客观的抗性评价。由于 RBSDV 传播方式的特

殊性, 不能使用病汁液摩擦方式进行接种。研究者多采用在

病株上饲喂方式获得携带 RBSDV 的灰飞虱进行病毒的接

种,而罹病植株往往生长势受到较大影响难以长期保存, 发

病植株在采集后需尽快饲毒, 极大地限制了研究时间。这给

围绕 RBSDV 开展的抗病品种选育和抗性遗传研究工作带来

了一定的难度。Zhang 等
[ 13]
在同为灰飞虱传播的水稻条纹

病毒( rice st ripe virus, RSV)的研究中发现采用冷冻方法保

存的病叶中病毒仍然具有侵染性, 可用于病毒的接种, 为解

决这一技术瓶颈提供了一种全新的思路,而迄今为止针对水

稻黑条矮缩病的病原保存方法的研究尚未见报道。为此, 本

研究采用冷冻病株 (叶)方式保存 RBSDV, 并通过灰飞虱从

冷冻病株(叶)上获得病毒及获毒后传播病毒的能力试验明

确这一方法是否可应用于品种的抗性鉴定,以期为水稻抗黑

条矮缩病的品种选育和遗传规律研究提供基本的研究手段。
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1 材料与方法

1. 1 病毒来源

2009年 5月于江苏邳州重病区采集由 RBSDV 引起的

小麦绿矮病病株, 症状主要表现为植株丛矮或矮缩, 分蘖不

增多, 叶色浓绿,无条纹,有时心叶有缺刻,叶片质厚、茎秆粗

硬且有弹性[ 14]。采用 RT PCR方法检测确定病株是否携带

RBSDV。参照 T rizol ( Reagent )说明书提取小麦总 RNA。

根据已发表的 RBSDV 的 S9序列
[ 15]
设计引物 (上海英俊生

物技术公司 ) , R: 5 GGATTACAACAHACACAMCGAAA

3 ; F1: 5 GRTAGACAGGCAAAYMTAAGCGT 3 。
按照 M MLV 反转录酶 ( Promega)说明书进行反转录。

PCR扩增体系如下: cDNA 模板3. 0 L , T aq plus酶 0. 5 L ,

dNTP(每份 10 mm ol/ L ) 0. 5 L , 10 ! PCR 缓冲液 (含

Mg2+ ) 2. 5 L, 5 端引物 ( 10 pmol/ L ) 1. 0 L , 3 端引物( 10

pmol/ L ) 1. 0 L, ddH2O 16. 5 L ,合计 25 L。反应程序为:

95 下预变性 5 min; 94 下变性 1 min, 51 下退火 1 min,

72 下延伸 1 min, 35个循环; 最后 72 下延伸 10 min, 4

下保存。1%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物。再采用斑点

免疫结合法( do t immunobinding assay, DIBA) [ 16]确定病株是

否携带 RSV。将筛选出的一部分病株保存于- 70 冰箱中,

其余移栽于温室中。

1. 2 传毒介体的筛选

2008年 4- 5月从江苏省农业科学院田间采集灰飞虱若

虫,在水稻品种武育粳 3号上饲养, 交配后单头雌虫单独产

卵,再采用 DIBA 法检测雌虫携带 RSV 情况, 保留不带毒雌

虫的后代, 饲养 2~ 3代后获得灰飞虱群体饲养备用。饲毒

前从灰飞虱群体中随机取 100只用 DIBA 法检测确定为无毒

虫。

1. 3 传毒介体的获毒

冷冻时间设置 45 d、140 d两个处理, 饲毒时从- 70 冰

箱中取出适量病叶, 4 下放置 3~ 5 h使叶片自然展开, 然后

将其移入三角瓶内,每个三角瓶接入 60只预先饥饿 3 h的 1

~ 2龄无毒灰飞虱(图 1) , 重复 3次。饲毒 48 h后记录存活

的灰飞虱数量。以等量的新鲜小麦病叶作为对照, 采用同样

方法饲毒。以小麦健康叶片饲喂作为空白对照。

1. 4 传毒介体的传毒

饲毒后, 将各处理存活灰飞虱分别移入烧杯(预先育有

武育粳 3号水稻秧苗)单独饲养 15 d, 使其度过循回期。从

各处理中随机选取 25头灰飞虱接种感病水稻品种华粳 6

号:预先在试管中( 15 mm ! 150 mm)放 1株 1. 5 叶期的秧

苗,每个试管接入 1头灰飞虱, 接种 4 d后移出全部灰飞虱备

用,再将秧苗移栽至大田, 注意肥水管理。移栽 30 d后开始

病害调查, 每 4 d调查 1次,直至完全显症。症状主要表现为

植株矮化, 叶片短阔、僵直, 叶色深绿, 叶背的叶脉和茎秆上

初现蜡白色, 后变褐色的短条瘤状隆起[ 6]。症状调查结束

后,从中随机抽取部分正常植株与发病植株进行 RT PCR检

测。

1. 5 传毒介体中 RBSDV的检测

接种后移出灰飞虱采用下述方法提取总 RNA:取单头

灰飞虱于 2. 0 mL 离心管,加 300 L Tr izo l液摇动匀浆,室温

下放置1 0 m in , 加入70 L的氯仿 , 按住管盖剧烈摇荡

图 1 冷冻病叶饲毒灰飞虱

Fig . 1 . V irus free small brown planthoppers acquire RBSDV

from frozen infected leaves.

15 s, 室温放置 2~ 3 min, 12 000 r / min下离心 15 min, 取上

清液于一新离心管中, 加入 200 L 的异丙醇, 颠倒数次混

匀;室温放置 10 min, 12 000 r / min下离心 10 min,弃去上清

液; 再加入1 mL 75% 酒精轻洗 RNA 沉淀, 7 500 r/ min下离

心 5 min,去上清液,室温干燥 5~ 10 min, 最后溶解于 10 L

DEPC预处理水中。再采用 RT PCR 检测灰飞虱是否携带

RBSDV, 方法同 1. 1。

2 结果与分析

2. 1 小麦病株的筛选

采集的 12 株小麦病株, 经 RT PCR 检测, 发现均携带

RBSDV, 经 DIBA 法检测筛选到 9株不携带 RSV 的小麦病

株。随后取 4株小麦病株保存于- 70 冰箱中, 其余 5株移

栽于温室中,用于新鲜病叶对照试验。

2. 2 传毒介体获毒能力

采用冷冻病叶(冷冻 45 d、140 d)、新鲜病叶及健康叶片

方式饲喂 2 d后, 灰飞虱的存活及获毒情况如表 1。45 d冷

冻病叶、140 d冷冻病叶、新鲜病叶及健康叶片饲毒处理中灰

飞虱平均存活数分别为 35、27. 7、52. 5和 54头, 存活率依次

为 58. 3%、46. 2%、87. 5%和 90%。这表明灰飞虱不太适宜

在冷冻病叶上生存。随机取 25只饲毒后灰飞虱进行接种鉴

定,接种后移出灰飞虱进行 RT PCR 检测, 发现 45 d冷冻病

叶饲毒灰飞虱平均带毒率为 26. 7%, 140 d冷冻病叶饲毒灰

飞虱平均带毒率为 20. 0%, 而新鲜病叶饲毒灰飞虱平均带毒

率为 28%。45 d冷冻病叶、140 d冷冻病叶和新鲜病叶 3种

饲毒处理之间灰飞虱带毒率没有显著差异。

2. 3 传毒介体传毒能力

将冷冻病叶和新鲜病叶饲毒处理获得的灰飞虱分别接

种感病品种华粳 6号,发病后调查结果如表 2。45 d冷冻病

叶饲毒处理平均发病率为 8% , 140 d冷冻病叶饲毒处理平均

发病率为 6. 7% , 而新鲜病叶饲毒平均发病率则为 10. 7% ,

三者之间无显著差异。这表明从冷冻病叶上获毒的灰飞虱

能将 RBSDV 传播到水稻植株上。
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表 1 冷冻病叶及对照饲毒后灰飞虱存活率及带毒率

Table 1. Survival rates and percentages of viruli ferous insects which acquire virus by feeding on frozen or fresh infected leaves.

处理

T reatment

饲毒虫量

T otal number

of insects

存活虫量

No. of

su rvival insects

灰飞虱带毒率

Proportion of

viruliferous in sects / %

冷冻 45 d的病叶 Frozen infected leaves for 45 d 60 27. 7 a 20. 0 a

冷冻 140 d的病叶 Frozen infected leaves for 140 d 60 35. 0 b 26. 7 a

新鲜病叶 Fresh infected leaves 60 52. 5 c 28. 0 a

健康叶片 Fresh healthy leaves 60 54. 0 c -

同一列数据后跟相同小写字母者表示差异不显著( P< 0. 05)。表 2同。

Within a column, data follow ed by the same lowercase let ters are not s ignificant ly dif feren t at P< 0. 05 level. T he same as in Table 2.

表 2 冷冻病叶及新鲜病叶饲毒灰飞虱接种水稻的发病率

Table 2 . Percentages of RBSDV infected plants by inoculation of SBPH

fed on frozen or fresh infected leaves.

病叶

In fected leaf

发病植株

No. of

infected

plants

发病率

Proport ion of

infected plants

( n= 25) / %

冷冻 45 d Frozen for 45 d 2 8. 0 a

冷冻 140 d Frozen for 140 d 1. 67 6. 7 a

新鲜病叶 Fresh infected leaves 2. 67 10. 7 a

接种水稻完全显症后( 2个月) (图 2) ,从冷冻病叶( 45 d)

和新鲜病叶 2种饲毒处理中随机选取 12株水稻采用 RT

PCR方法进行检测,结果发现有典型发病症状的植株均能扩

增到目的条带, 无发病症状的植株均不能扩增到目的条带

(图 3)。这证实了从冷冻病叶上获毒的灰飞虱能将 RBSDV

传播到水稻植株上。

3 讨论

继水稻条纹叶枯病暴发流行后,同由灰飞虱传播的水稻

黑条矮缩病又在华东稻区开始大面积流行。据统计, 仅在粳

稻主产区江苏省, 2007年病害发生面积为 2 05万 hm2 , 2008

年则急速发展到 26 7万 hm
2
,当年绝收田块达 2 000 hm

2
(发

病率 80%以上) ,给粮食安全生产带来了巨大的风险[ 17]。借

鉴水稻条纹叶枯病综合防治的成功经验, 利用寄主自身的抗

性无疑是最为经济有效的防治策略[ 18]。这一策略得以实施

的根本是建立科学客观的品种抗性鉴定方法, 而获得携带

RBSDV 灰飞虱则是建立这一方法的基本保证。现有的带毒

灰飞虱获得方式分为重病区采集和人工饲毒两种,但前者具

图 2 从冷冻病叶上获毒的灰飞虱接种水稻品种的发病症状

Fig . 2 . T ypical symptoms of r ice plants inoculated with SBPH

acquiring RBSDV from fr ozen infected leaves.

A- 正常植株; B- 发病植株; C- 发病植株叶片; D- 发病植

株茎秆。箭头示白(褐)色短条瘤状隆起。

A, Heal thy plants; B, In fected plants; C, Typical symptoms

on the leaves; D, Typical symptoms on the stem . Arrow s indicate

white or brown enat ions with short st rip shape.

有虫体易受伤、盲目性大、灰飞虱携带的 RSV 的干扰和发生

时间限制等缺点, 可操作性较差, 研究者多采用人工室内饲

毒方式。Shikat a等[ 19]发明了一种人工饲毒方法, 利用毛细

玻璃管将病汁液注射到 3~ 4龄灰飞虱腹部, 再将灰飞虱在

健康稻苗上培养 15 d度过循回期后,接种玉米发现病毒可以

发生侵染,不过这一方法需要较高的实验操作水平, 且不适

合制备大量的传播介体, 此后的研究者鲜有沿袭。阮义理

等[ 6 ]以1~ 2龄灰飞虱在病株上饲毒后转移到健康稻苗上饲

图 3 RT PCR法检测接种水稻 RBSDV

Fig. 3. Detection of RBSDV in inoculated rice plants by RT PCR.

M - 分子量标准; CK- 未接种植株; 1, 3, 7, 9- 发病植株; 2, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12- 正常植株。

LaneM, DNA marker ; Lane CK, Negative control; Lanes 1, 3, 7 and 9, Infected plants; Lanes 2, 4, 5, 6, 8, 10, 11 and 12, Heal thy plants.
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养度过循回期, 进而获得带毒灰飞虱用于抗性鉴定, 这种方

法目前被广泛应用。由于罹病植株往往难以长期保存, 随着

病害发生程度的日趋加重和抗性研究的不断开展, 毒源保存

已迅速上升为水稻黑条矮缩病品种抗性鉴定中的技术瓶颈。

为此, 本研究采用冷冻病株(叶)方式保存 RBSDV, 并以冷冻

病叶为材料开展了灰飞虱的饲毒试验和传毒试验, 证明灰飞

虱能从冷冻病叶上获得 RBSDV, 并且能将获得的病毒传播

至水稻上。前人以不同的病毒为对象也得到了相似的结果,

如熊克娟等
[ 20]
、Hollings等

[ 21 22]
研究发现冷冻保存于病叶中

的植物病毒(黄瓜花叶病毒、烟草花叶病毒和马铃薯 Y病毒)

可保持对寄主的侵染性; Zhang 等
[ 13]
也在同为灰飞虱传播的

水稻条纹病毒的研究中发现采用冷冻方法保存的病叶上的

病毒仍然具有侵染性, 可用于病毒的接种。另外, Shikata

等
[ 19]
发现冷冻保存的病汁液以其发明的注射灰飞虱方式接

种仍然能够侵染玉米,这也从另一方面佐证了本方法的可行

性。

鉴于当前水稻条纹叶枯病和水稻黑条矮缩病共同流行

的现状, 田间的病株往往同时携带两种病毒。本研究在通过

RT PCR确认病株携带 RBSDV 后,又采用 DIBA 方法排除

了携带 RSV 的病株; 同时由于灰飞虱可以通过一定比例经

卵传播 RSV, 因此,试验中筛选了不携带 RSV 的灰飞虱为病

毒的传播介体, 避免 RSV 对本研究的干扰。本研究发现灰

飞虱经冷冻叶片饲毒后的带毒率为 20%~ 30% , 而采用单虫

单苗接种后感病品种的平均发病率仅为 6. 7% , 这与感病品

种的田间发病情况存在一定差异,其原因是田间单株水稻上

灰飞虱的发生数量远远超过 1头, 因此, 若通过加大接种强

度进一步摸索将技术熟化,本方法有望应用于一般的品种抗

性鉴定实验。灰飞虱从冷冻病叶获得并传播 RBSDV 的方法

成功解决了品种的水稻黑条矮缩病抗性鉴定的毒源保存问

题,可望为水稻抗黑条矮缩病的资源发掘鉴定和遗传规律研

究提供更为便捷的研究手段, 进而加快 RBSDV 抗性品种的

选育进程。目前该项技术已申请国家发明专利 (申请号:

200910034147. 1)。本研究中病叶冷冻时间分别设置 45 d、

140 d两种处理, 结果表明两种处理灰飞虱均能从冷冻病叶

上获得 RBSDV,且其获毒能力、传毒能力与新鲜病叶饲毒处

理没有显著差异。而 Shikata等[ 19]发现 RBSDV 病汁液在-

30 条件下保存 232 d后仍然可以通过注射介体后接种侵染

玉米, 这暗示冷冻病叶的保存时间可以进一步延长。这有待

进一步的试验验证。
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