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藏红花病毒病原的分子鉴定 
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摘  要：目的  研究栽培藏红花的病毒病原。方法  综合运用病毒粒子形态和细胞病理学电镜观察、DAS-ELISA 检测、

RT-PCR检测及序列测定等技术进行病原鉴定。结果  透射电镜负染色观察到病株汁液含有 600～900 nm的线状病毒粒子；

超薄切片观察到病株细胞质内有大量线状病毒粒子、II 型风轮状内含体和电子致密无定型体，符合菜豆黄花叶病毒 Beam 
yellow mosaic virus（BYMV）的病理学特征。应用 BYMV 抗体进行病株 DAS-ELISA 检测结果为阳性，应用马铃薯 Y 病毒

属特异性引物 Sprimer 和 M4 对病株进行 RT-PCR 检测结果为阳性，对阳性结果进行分子克隆及序列测定发现目标序列与

BYMV 有 99%的同源性。结论  综合检测结果判明侵染浙江藏红花的病毒病原为 BYMV。 
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Molecular identification of viral pathogens in Crocus sativus 
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Abstract: Objective  To investigate the viral pathogens in cultivated Crocus sativus. Methods  Viral pathogen identification was 
carried out by the observation of virus particle morphology and cytopathology as well as the detection of DAS-ELISA, RT-PCR, and 
sequencing. Results  Linear virus particles of 600—900 nm in length were observed in C. sativus by negative staining under transmission 
electron microscope (TEM). Bundles of linear virus particles, cylindrical inclusion bodies of subdivision II, and amorphous inclusion 
bodies were observed in the cells of C. sativus under TEM after ultrathin-section. These observations resembled the cytopathology of 
infectious Bean yellow mosaic virus (BYMV). Positive result of DAS-ELISA was obtained from the leaves of C. sativus by using 
monoclonal antiserum against BYMV capsid protein. Positive result of RT-PCR induced by the Potyvirus specific primers (Sprimer and 
M4) was also obtained. Sequencing after RT-PCR revealed that the viral sequence in this diseased C. sativus had a homology of 99% with 
the BYMV sequence. Conclusion  The pathogenic virus of this C. sativus disease is identified as BYMV. 
Key words: Crocus sativus L.; pathogen identification; Beam yellow mosaic virus; molecular identification; molecular cloning 
 

藏红花 Crocus sativus L. 又称番红花、西红花，

为鸢尾科番红花属的多年生植物，是一种传统的妇

科中药材和观赏花卉，具有重要的药用价值和经济

价值。其柱头入药，味甘性平，具有疏经活络、通

经化瘀、散瘀开结、消肿止痛、凉血解毒等功效，

能全面提高人体免疫力，用于预防和治疗脑血栓、

脉管炎、血亏体虚、产后瘀血、神经衰弱、惊悸癫

狂等疾病。近年来还发现藏红花柱头中的藏红花素

具有抗癌效果，更加大其药用价值[1-4]。藏红花仅以

柱头入药，其野生资源有限，需要人工栽培扩大产

量才能满足广泛的药用需求，我国在浙江、上海、

江苏、山东、河南、北京、四川、福建等省均有大

规模人工栽培，其中浙江建德为主要产地之一。 
栽培藏红花在田间种植两三年后会出现叶片黄 
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色条纹、植株矮化黄化、顶端枯死、球茎畸小而导

致品质退化，产量下降。研究表明藏红花此病症是

由病毒感染引起的[5]，目前国内外报道侵染藏红花

的主要病毒有鸢尾花叶病毒[5]（Iris mosaic virus，
IMV）、鸢尾轻型花叶病毒 [6-7]（Iris mild mosaic 
virus，IMMV）、菜豆黄花叶病毒[8-9]（Beam yellow 
mosaic virus，BYMV）、芜菁花叶病毒[10-12]（Turnip 
mosaic virus，TMV）等，大部分为马铃薯 Y 病毒

属成员。在藏红花的脱毒繁育工作中，对病毒病原

的诊断鉴定是一关键环节[13]。由于国内对藏红花病

毒病的研究不够系统，早期的报道大多基于传统指

示植物症状测定方法，而缺乏分子生物学的鉴定依

据，所得到的结论并不十分可靠。为了明确我国栽

培藏红花病毒病的病原，本实验综合运用了病毒粒

子和细胞病理电镜观察、双抗体夹心酶联免疫吸附

（DAS-ELISA）、反转录聚合酶链式反应（RT-PCR）
及序列测定等手段，对浙江地区的栽培藏红花病株

进行病原鉴定，结果证实为 BYMV，是国内该病原

侵染藏红花的首次报道。 
1  材料 

藏红花病株采自浙江建德，症状为黄化花叶、

植株明显矮缩。实验使用的引物 Sprimer、M4 和 M4T
由浙江省农业科学院郑红英副研究员提供；RNA 提

取用Trizol试剂和SuperScript III Reverse Transcriptase
逆转录酶购自 Invitrogen 公司；Ex Taq DNA 聚合酶

购自 Takara 公司；凝胶回收 QIAquick Gel Extraction
试剂盒购自 Qiagen 公司；T4 DNA 连接酶和 pGEM 
T-载体购自 Promega 公司；BYMV 多抗血清由深圳

出入境检验检疫局技术中心郑耘博士惠赠；其余试

剂均为进口分析纯。 
2  方法 
2.1  病毒粒子形态观察 

藏红花病叶经研磨后，铜载网蘸取组织汁液，

用 2%磷钨酸（pH 6.7）负染色，滤纸吸干。在 Hitachi 
H—7650 型透射电镜下观察，加速电压 80 kV，Gatan 
830 型 CCD 记录图像。 
2.2  细胞病理学观察 

细胞病理学电镜观察的样品制备参照谢礼

等[14]方法，采用戊二醛-四氧化锇双固定，乙醇梯

度脱水，丙酮取代，Spurr 树脂包埋，超薄切片经

柠檬酸铅和醋酸铀双染色，Hitachi H—7650 型透

射电镜下观察，加速电压 80 kV，Gatan 830 型 CCD
记录图像。 

2.3  DAS-ELISA 检测 
采用针对 BYMV 外壳蛋白的多抗血清，对病叶

汁液进行 DAS-ELISA 检测，以健康的藏红花叶片为

对照，以封闭液取代一抗的反应为阴性对照。每个

样品做 3 个点样孔的重复，ELISA 结果使用 Bio-Rad 
Model 680 型酶标仪测定吸光度，以目标吸光度值的

读板数据比阴性结果大于 2 判定结果为阳性。 
2.4  RT-PCR 检测和测序分析 

选取新鲜的藏红花病叶，按照 Invitrogen Trizol
试剂盒的操作说明提取总 RNA，保存于−70 ℃备

用。以总 RNA 为模板使用针对马铃薯 Y 病毒属的

特异引物 M4 加 polyT 序列设计的引物 M4T（特异

性结合基因组 3’末端 polyA 结构，5’-GTTTTCCCA- 
GTCACGAC(T)15-3’）进行 RT 反应合成第一链

cDNA [15-16]。以 cDNA 为模板，使用特异针对马铃

薯 Y 病毒属基因组序列设计共 1 600～1 700 bp（包

含保守性较高的 NIb、CP 基因片段及 3’-UTR 区，

具体长度视不同病毒而定）的一对上下游引物

Sprimer（5’-GGXAAYAAYAGYGGXCAZCC-3’，
X＝A、G、C 或 T；Y＝T 或 C；Z＝A 或 G）和 M4
（5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’），用 Ex TaqDNA 聚

合酶进行 PCR 反应扩增获得病毒基因组的部分片

段。扩增产物经凝胶回收试剂盒回收纯化后用 T4 
DNA 连接酶与 pGEM-T 载体进行连接，连接产物

转化 TG1 感受态细胞，经蓝白斑反应筛选重组子重

组质粒，再经 PCR 验证是否成功连接（使用 T 载

体特异性引物 T7 5’-TAATACGACTCACTATAGG- 
GAGA-3’，SP6 5’-ATTTAGGTGACACTATAG-3’）。
将阳性重组质粒送测序公司进行测序，测序结果递

交 NCBI/DDBJ/GenBank 数据库，与数据库存储数

据经 BLAST 比对分析确定同源性。 
3  结果与分析 
3.1  病毒粒子形态观察和细胞病理学观察 

病叶汁液经负染色后在透射电镜下观察到柔

软弯曲的线状病毒粒子，无包膜，长度为 600～
900 nm 不等，直径为 12 nm（图 1-A）。超薄切片

透射电镜观察感病藏红花的细胞病理学变化，在

叶肉细胞中存在着大量线状病毒粒子（图 1-B）

和风轮状内含体（图 1-C）。风轮状内含体的臂为

长片层状聚集体，围绕一个中心呈伸展的旋转辐

射状排列，或脱落于风轮主体散布在细胞质中。在

细胞质中没有观察到卷筒体、短片层聚集体。依据

上述风轮状内含体的形态结构可判定其为 II 型风
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轮状内含体[17-18]。另外，细胞质中还存在着大量

电子致密的无定形体（图 1-D），是 BYMV 的典

型细胞病理学特征[14,18]。 
3.2  DAS-ELISA 检测 

用 BYMV 抗体对染病和健康藏红花进行

DAS-ELISA 检测，染病、健康藏红花和阴性对照平

均吸光度值分别为 0.794、0.141、0.155。健康藏红

花为阴性（吸光度值与阴性对照的比值为 0.91），病

株为阳性（吸光度值与阴性对照的比值为 5.12），表
明藏红花病株中含有高浓度的 BYMV。 
3.3  RT-PCR 检测与序列测定 

以 Potyvirus 属病毒通用引物 Sprimer 和 M4 进

行 RT-PCR 扩增出的条带经电泳检测长度约 1.7 kb
（图 2），与预期长度为 1.6～1.7 kb 包含 NIb、CP 基

因和 3’-UTR 区的片段大小相符。说明感病藏红花

病原是马铃薯 Y 病毒属成员。为了确认具体是哪种 

 
A-病汁液中长度为 600～900 nm 的线状病毒粒子  B-细胞质中观察到的大量线状病毒粒子  C-细胞质中分布有风轮状内含体和长片层聚集体 
D-细胞质中的长片层聚集体和电子致密无定型体（箭头） 
A-linear virus particles in crude sap of 600—900 nm in length  B-linear virus particles in cytoplasm  C-pinwheel-like inclusion bodies and long 
lamella aggregation in cytoplasm  D-long lamella aggregation and electron-dense amorphous inclusion bodies (arrow) in cytoplasm 

图 1  藏红花病毒粒子形态和细胞病理学观察结果 
Fig. 1  Observation of virus particle morphology and cytopathology in C. sativus 

 
1、4-Marker  2-Potyvirus 属特异引物 Sprimer/M4 RT-PCR 扩增感

病藏红花  3-T 载体引物 T7/SP6 PCR 扩增重组子 
1 and 4-Marker  2-RT-PCR amplification of infected C. sativus 
by Sprimer/M4 of Potyvirus  3-PCR amplification of recombinant 
by Primers T7/SP6 

图 2  RT-PCR 结果 
Fig. 2  RT-PCR results 

病毒，本课题组对 RT-PCR 条带进行序列测定。阳性

条带凝胶回收后重组至载体上并转化感受态细胞，

用特异引物 T7 和 SP6 进行 PCR 验证重组子得到片

段长度为 1.9 kb（与上述 1.7 kb 相比增加了部分载

体序列），表明重组子片段连接成功（图 2）。重组

子测序结果片段长度为 1 751 bp，经 BLAST 比对序

列分析表明，该病毒序列与 NCBI/DDBJ/GenBank
数据库收录的 BYMV 各个株系的 CP 基因片段核苷

酸序列同源性为 96%～99%。分析认为本序列为

BYMV浙江藏红花分离物，暂命名为BYMV-saf-ZJ。 
4  讨论 

藏红花由于其特殊的药用价值，20 世纪 80 年

代开始作为重要经济作物在国内得到大规模引种，

由病毒病引起的种质衰退随之成为影响藏红花生产

的主要因素，为此综合利用各项技术对我国栽培藏

红花的病毒病原进行科学鉴定以明确病毒种类，为 
组培脱毒及病毒防控提供理论依据。 

本研究应用电镜负染色观察到组织汁液中有大

量 600～900 nm 的弯曲线状病毒粒子，同时在超薄

切片中观察到细胞质内存在着大量风轮状内含体，

这是马铃薯Y病毒科成员所特有的一种细胞病理学

特征。该内含体是由病毒编码的 7×104 蛋白聚集形

成的圆柱状结构，其横切面呈风轮状、卷筒状、片 
层状等，纵切面呈束状或管状。根据横切面的形状，

Edwardson 将其分为 4 个类型[17]，本实验观察到的

主要为伸展的风轮体和片层聚集体，属于 II 型。另

5 000 bp
3 000 bp
2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

1    2    3    4 

    
A B C D500 nm 500 nm 500 nm 500 nm 
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外，细胞质中还分布着大量电子致密无定型体，这

是病毒编码的 5.2×104蛋白聚集体（HC-Pro）成分，

这两种内含体均符合 BYMV 的细胞病理特征。而

TuMV 的风轮状体比较卷曲，并有卷筒体和片层聚

集体，属于 III 型，而且不形成电子致密无定型体[15]。

通过电镜观察基本可以判断浙江建德的藏红花病株

中含有类似于 BYMV 的 Potyvirus 病毒。在电镜形

态鉴定的基础上，本课题组进一步通过 DAS-ELISA
和 RT-PCR 方法进行血清学测定和分子鉴定，用

BYMV 抗体进行 DAS-ELISA 检测结果为强阳性，

以 Potyvirus 特异引物 Sprimer 和 M4 进行 RT-PCR
检测结果为阳性，分子克隆测序后经 BLAST 比对

发现与 BYMV 有 96%～99%的同源性，最终确定侵

染浙江建德藏红花的病原为 BYMV，与前面的判断

完全一致。 
目前国内藏红花的栽培规模较大，各栽培地区的

地理情况存在差异，引种的来源也不同，造成病毒病

日趋严重，病原较为复杂。从本研究结果来看，侵染

浙江建德藏红花的病毒病原为 BYMV，这是国内

BYMV 侵染藏红花的首次报道。至于我国各地栽培藏

红花的病毒病以哪种病原为主，或者是多种病毒病原

均存在，还需要进行广泛的调查研究才能明确。 
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