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摘要: 病毒病是危害番茄作物的首要病害，发病率一般在 30.0%以上，严重时可高达 90.0%。控制病毒病害是作

物保护领域的一项巨大挑战。常用的技术手段主要有应用杀虫剂通过减少昆虫载体来防止病毒传播，以及采用作

物育种技术和组织培养来产生抗病毒品种或无病毒幼苗。然而，由于病毒突变，这些方法在实践中通常并不奏效。

据报道，几丁聚糖作为一种高效的植物抗性诱导激发子，能抑制病原菌侵染、诱导植保素生成和激发植物自身抗

性，目前已被广泛用于病毒病的防治。本研究通过对田间病害指数调查、监测每次施药前病叶及新叶中病毒的形

态及含量，明确了间隔 7 天，连续喷施 3 次 0.5%几丁聚糖水剂对番茄病毒病具有显著防治效果。负染电镜观察

法直观地展现了叶片中病毒的存在及变化；RT-PCR 法解析了病毒种类为番茄斑萎病毒（TSWV）、番茄褪绿病

毒（ToCV），烟草花叶病毒；qRT-PCR 法进一步明确了 0.5%几丁聚糖水剂对番茄斑萎病和番茄褪绿病毒的抑制

率分别为 75.31%、67.18%。实验结果表明植物诱抗剂几丁聚糖（a.i. 0.5%）能够抑制作物细胞中的病毒复制，防

止番茄植株病毒病的症状加剧。因此对于番茄病毒病管理的策略是建议定期应用诱抗剂几丁聚糖，以维持较低的

病毒滴度，防止病毒病的发生和蔓延。 
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Abstract: Viral diseases are primary diseases of tomatoes with an occurrence rate generally reaching above 30% and up 

to 90% in severe cases. Control of viral diseases is an enormous challenge in crop protection. Application of insecticide 

for preventing virus transmission through reduction of insect vectors is considered an useful means. The crop breeding 

technology and tissue culture are also employed to generate viral resistant cultivar or virus-free seedlings. However, 

these methods are often less effective in practice because of viral mutations. It has been reported that chitosan, as an 

efficient plant resistance-inducing elicitor, can inhibit the infection of pathogenic bacteria, induce the production of 

phytochemicals and stimulate plant self-resistance, and has been widely used in the prevention and treatment of viral 

diseases. In this study, by investigating the field disease index and monitoring the form and content of the virus in the 

diseased leaves and new leaves before each application, it was clarified that continuous spraying of 0.5% chitosan water 

solution for 3 times at an interval of 7 days has a significant control effect of preventing tomato virus disease. Negative 

staining electron microscope observation method visually showed the existence and changes of virus in leaves; RT-PCR 

method analyzed the virus types as tomato spotted wilt virus (TSWV), tomato chlorosis virus (ToCV), tobacco mosaic 

virus (TMV); The qRT-PCR method further clarified that the inhibition rates of 0.5% chitosan solution on tomato 

spotted wilt and tomato chlorosis virus were 75.31% and 67.18%, respectively. It is concluded from our tests that the 

plant defence elicitor chitosan (a.i. 0.5%) is able to inhibit virus replication in crop cells and prevent the aggravation of 

tomato plant virus disease symptoms. Therefore, the strategy for the management of tomato virus disease is to apply the 

inducer chitosan regularly to maintain a low virus titer and prevent the occurrence and spread of virus disease. 

Keywords: Viral Diseases; Plant Defence Elicitor; Chitosan (a.i.0.5%); Negative Staining Electron Microscopy;  

Induced Systemic Resistance; Biological Protection 

 

1 引言 

目前农业病害防治主要依靠化学杀菌剂，由此引

发的农药残留和环境污染问题引发了人们的密切关注

[1]。为了满足对绿色和优质产品日益增长的需求，环

保产品和技术成为植保领域的首选。病毒从活细胞中

获取营养并在胞内复制[2, 3]，这使得它们一旦感染植

物，便可以持续到宿主死亡，从而难以控制。植物本

身具有抵御病原体感染的能力[4]，其防御方式包括防

止病原体感染的模式触发免疫（PTI）和抑制病原体发

展的免疫触发效应（ETI）。病毒病的高发生率和难以

控制的性质构成了植物保护的巨大挑战[5]，人们在抗

性栽培品种的RNA沉默和遗传操作投入了大量的精力

[6-8]，同时还研究了温和病毒株的交叉保护，但实际

效果并不理想[9, 10]。目前，预防病毒感染的实用方法

主要依赖培育抗性品种和制备无病毒种子和幼苗，生

长期喷施化学农药是种植者防止昆虫传播病毒的主要

选择[11]。然而，由于病毒是胞内寄生，因此在病毒开

始感染后，很少有商业产品可用于控制作物病毒病。

激活植物免疫反应以诱导植物抗性的诱导因子被认为

是一种抑制病毒病的新方法，防御诱导因子依据其产

生免疫系统时涉及多种代谢途径[12]而在病毒病管理

中具有巨大潜力[13]。然而这些药剂对植物细胞中病毒

复制的抑制作用尚未在电子显微镜下从形态学上清楚

地检测到。 

许多研究报告验证了几丁聚糖在植物保护中的广

泛应用[14-16]。但是很少有几丁聚糖产品独立作为生

物农药在农业领域实际施用，这可能是源于报道中的

几丁聚糖在植物病害控制中大多起预防作用，少有治

疗效果[17]。此外，包括几丁聚糖在内的 SAR 试剂通

常在科学研究中处于接种单一病毒的胁迫[18]，而田间

病毒病害常受多种病毒的侵染，这可能也制约了其商

业应用。太抗 0.5%几丁聚糖作为国内首家注册为植物

诱抗剂的生物农药，已在西番莲、茄子、黄瓜、瓜类、

辣椒、烟草、番茄等作物上进行商业化应用，对田间

混合病毒病具有显著的预防和治疗作用。因此，了解
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用几丁聚糖处理后植物细胞中的病毒发生了什么是非

常有意义的。 

常用的病毒检测手段包括电镜观察法[19]依据可

以直接观察病毒粒子的形态结构、大小、病毒在寄主

细胞内的存在状态的优势，是目前快速鉴定病毒种类

及结构研究重要手段之一，分子生物学技术中的

RT-PCR [20]扩增以快捷简便、灵敏度高、特异性强的

特点，己成为植物病毒研究必不可少的常规手段之一。

鉴于云南省多发性病毒病感染普遍，已造成了严重的

经济损失。本实验对该地区的番茄病苗应用太抗几丁

聚糖进行防治，通过病情指数分析和监测处理后植株

中病毒形态、数量上的动态变化，评估、解释了几丁

聚糖在抑制番茄植物病毒病中的作用，以期更好地了

解生物防治措施在抑制病毒病方面的影响。 

2 材料与方法 

2.1 试验材料 

试验安排在历年番茄病毒病发生严重的云南省保

山市隆阳区河图乡柳上村进行，番茄品种为长势良好

的中杂 9 号。每试验小区 20 平方米，植株数为 25 株，

区组随机排列，共重复 4 次。各小区的土壤类型、栽

培条件及水肥管理等均匀一致，试验地前两周不曾施

用杀菌剂及防病毒药剂。 

2.2 试验药剂及处理 

0.5%几丁聚糖水剂购自成都特普生物科技股份有

限公司，于 2021 年 11 月 1 日、11 月 7 日和 11 月 14

日施药，共施药 3 次。每隔 7 天喷施一次。 

表 1 0.5%几丁聚糖水剂试验设计 

Table 1 Experimental design of 0.5% chitosan water preparation 

处理编号 

Handling number 

药剂 

medicine 

制剂用药量（倍） 

Preparation dosage (times) 

有效成分量（mg/kg） 

Active ingredient amount (mg/kg) 

A1 0.5%几丁聚糖水剂 500 10.00 

A2 0.5%几丁聚糖水剂 300 16.67 

A3 0.5%几丁聚糖水剂 100 50.00 

CK 空白对照 — — 

 

2.3 病情调查方法 

病株分级标准为：0 级：无症状；1 级：明脉，

轻花叶；3 级：心叶及中部叶片花叶；5 级：心叶及

中部叶片共叶，少数叶片畸形，皱缩或植株轻度矮化；

7 级：重花叶，多数叶片畸形，皱缩或植株矮化；9

级：重花叶，叶片明显畸形，线叶，植株严重矮化，

甚至死亡。 

药效计算方法： 

病情指数( )  
 (各级病株数 相对级数值)

调查总株数  
      

防治效果( )  
   病情指数    病情指数

   病情指数
      

式中：CK1 一空白对照区施药前病情指数； 

PT1一药剂处理区施药前病情指数。 

防治效果釆用反正弦转换后，再用 SAS 统计软件

分析，并做多重比较差异显著性测验。 

2.4 病毒形态观察 

取少许褪绿或黄绿交界处叶片（病毒含量高且寄

主细胞内容物丰富），用刀片切碎至汁液渗出，铜网

膜面朝下吸附汁液 2min 后，用镊子夹住边缘吸干多余

水分；将铜网样品面覆于钼酸胺染液上计时 1.5min 后，

夹取铜网放于滤纸上瞭干备用。实验采用 TECNAI 透

射电子显微镜进行观察[21]。每组叶片随机制作三个铜

网，分别至少拍摄 10 个有效视图。 

2.5 病毒种类检测和滴度估计 

2.5.1 叶样总 RNA 提取 

1g 样品液氮速冻后研磨成粉，加入 1mL Simply P 

Total RNA Extraction Kit 裂解液对总 RNA 进行抽提，

上清液转移至新离心管后用氯仿充分抽提，抽提产物

经 75%乙醇和无水乙醇各清洗 2 次后溶于 30 μL RNase 

Free H2O 中，NanoDrop 检测仪测定 RNA 的纯度
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（A260/A280）及浓度（A260/A230）后，-80°C 储存

备用。 

2.5.2 目的基因的扩增 

以 1mg 总 RNA 为模板，使用全式金 First-Strand 

cDNA Synthesis 试剂盒（TransGen，China）进行第一

链 cDNA 的合成。PCR 反应体系由 10× PCR buffer 

2.5μL、dNTP 4μL、正反向引物各 0. 5μL、Taq 酶 1μL、

cDNA模板2μL和ddH2O 14. 5μL组成，总体积为25μL。

扩增程序为：94°C 3min；94°C 30s，60°C 30s，72°C 1min，

35 个循环；72°C 延伸 10min。吸取 10μL PCR 扩增产

物经 1%琼脂糖凝胶电泳进行靶基因验证。 

2.5.3 引物设计 

根据 NCBI Gen Bank 注册的 TMV、PVY、CMV

的 cp 基因、TSWV N 基因和 ToCV CPm 基因序列，采

用 Primer 5.0 软件设计特异性检测引物。参照文献记载

的番茄[22]内参基因引物进行 PCR 扩增、克隆和测序

（表 2）。 

表 2 用于病毒扩增的引物 

Table 2 Primers used in virus amplification 

用途 Usage 基因名称 Gene name 序列（5'-3'）Sequence (5'-3') 

q-RT-PCR Quantitative real-time PCR 

TMV-F CACCGTTGCGTCGTCTACTCTACG 

TMV-R GTGTTCTTGTCAGCGTGGGC 

CMV-F ACATAGCAGAGATGGCGGCAACG 

CMV-R ACCCAACCTTTGTAGGGAGTGAGCG 

PVY-F ATACGTGGTATGAGGCAGTG 

PVY-R ACGCTTCTGCAACATCTGAG 

ToCV-F CTTTCTGGATGGTTTGCGGC 

ToCV-R TCCCCAACCAATGGTCGTTT 

TSWV-F GTGAAAGGGAAAGAGTATGCTGC 

TSWV-R GGGGTTAAAAAACAGGCAAAACTCAC 

内参 Primers for internal control 
Tomato-Actin-F TGCGTATGTCGCACTGGATTATG 

Tomato-Actin-R ATAGGACTTCAGGGCAACGGAAC 

 

2.5.4 实时荧光定量 PCR 扩增 

使用 Applied Biosystems Step One Plus PCR 仪进

行 qRT-PCR 扩 增 。 10μL 反 应 体 系 分 别 为

2×SYBRGreen PCR Mix 5μL、上下游引物各 0.5μL、

cDNA 模板 4μL，三步法 PCR 扩增程序：95°C 预变性

60 s；95°C 变性 30 s，60°C 退火 30 s，72°C 30 s，40

个循环。采集和分析荧光值变化曲线和溶解曲线，得

到的循环阈值（Ct）使用公式 2
−ΔΔCt 法计算目标基因

的相对表达量。 

3 结果 

3.1 田间药效试验结果 

试验结果表明，每 666.7 平方米使用 0.5%几丁聚糖

水剂制剂量 500 倍、300 倍和 100 倍，即有效使用浓度

10.00 毫克/千克，16.67 毫克/千克，50.00 毫克/千克，三

次用药后田间的病情指数由 5.08 降至 1.53，1.26，0.99，

对番茄病毒病的防治效果分别达 69.81%，75.23%和

80.61%。很大程度上缓解了番茄病毒病对植株的影响。 

表 3 0.5%几丁聚糖防治番茄病毒病田间药效试验结果 

Table 3 The results of field efficacy test of 0.5% chitosan in the control of tomato virus disease 

药剂处理 

Pharmacy 

平均病指  

average disease index 

平均防效（％）（各重复平均值） 

Average control effect (%) (average of each 

replicate) 

差异显著性 significant difference 

P < 0.05 P < 0.01 

A1 1.53 69.81 C C 

A2 1.26 75.23 B B 

A3 0.99 80.61 A A 

CK 5.08    
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3.2 透射电镜下病毒检测 

从电镜观察结果可知，病叶内随处可见球状和短

棒状病毒颗粒。经测量球状病毒粒子直径为 80~90nm，

部分完整地包裹于囊泡中，也有部分边缘残存少量囊

泡，属于典型的番茄斑萎属病毒 TSWV [23]。大量的

短棒状颗粒则被证实为烟草花叶病毒属 TMV 粒子（图

1）。对照组中 TSWV 球状病毒（a-c）和 TMV 病毒（g-l）

的数量随着实验时间的延长而增加，增殖速度不相上

下，在较短的时间内即可形成大面积侵染。这与 L. Jiang

等人[24]研究发现 TSWV 病毒现已在云南地区广泛分

布，造成了严重的经济损失的研究结果一致。而连续

三次使用几丁聚糖处理的叶子中，球形 TSWV 病毒颗

粒不仅囊泡膜从完整（d），变为部分破裂（e），直

至完全消失（f），病毒数量也显着下降。此外杆状 TMV

颗粒显着减少，且排列杂乱，表明几丁聚糖抑制了两

种病毒粒子的增殖。 

 

图 1 番茄病毒病叶片电镜显微观察图 

Figure 1 Electron microscope observation of tomato virus diseased leaves 
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3.3 RT-PCR 法检测病毒病种类 

 

图 2 RT-PCR 法检测番茄病叶组织中的病毒种类 

Figure 2 Detection of virus species in diseased tomato leaves by 

RT-PCR 

M: DNA Marker DL2000; 1, 2: TMV; 3, 4: CMV; 5, 6: PVY; 7, 8: 

ToCV; 9, 10: TSWV 

以 cDNA 为模板，利用不同病毒粒子特异性引物

扩增部分目的片段，由于烟草花叶病毒、黄瓜花叶病

毒、马铃薯 Y 病毒在病毒病苗中被广泛报道，因此本

研究中对样品进行了多种引物检测[25, 26]电泳检测

结果如图 2：番茄样品出现了 TSWV、TMV、ToCV 3

种阳性条带。通过 RT-PCR 法检测到番茄褪绿病毒

ToCV，却在显微镜下没有观察到。为进一步验证

RT-PCR 检测结果的可靠性，对 TMV、TSWV、ToCV

引物的扩增产物进行分子鉴定，并与 GenBank 登记的

相关病毒核酸序列进行比对。结果表明，3 个片段长

度分别为 122 bp、140 bp和230 bp，与数据库中TMV、

TSWV 和 ToCV 病毒上的部分基因具有高度同源性。

这表明虽然电子显微镜能够揭示病毒的形态学和颗

粒密度，但无法可视化组织中的所有病毒。因此，将

显微镜与分子技术相结合对于病毒性疾病的全面表

征是必要的。 

3.4 qRT-PCR 法检测番茄病毒含量 

qRT-PCR 法依据高灵敏度和快捷性，被广泛用于

微量变化的测定，本研究利用该方法进一步量化几丁

聚糖对病毒病的抑制效果。利用番茄肌动蛋白基因作

为内参基因，分子技术分析发现番茄病毒病是由

TSWV、ToCV 和 TMV 复合感染引起的。在对照幼苗

的实验过程中，所有三种病毒都呈指数倍增（图 3）。

在使用几丁聚糖 3 次后，它们的密度显著降低。整体

来看，影响番茄生长的主要病毒种群为 TSWV，TMV、

ToCV 则表现为潜伏状态。TSWV、ToCV 和 TMV 易

受第二次喷雾处理的影响，分别达到 51.12%、54.47%

和 53.95%的抑制率，并且在之后保持低水平。TSWV

对几丁聚糖处理的抵抗力更强，需要 3 次应用才能达

到 75.31%的抑制。误差条代表三个生物学重复之间的

变化。*p <0.05，n = 3。 
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图 3 qRT-PCR 法检测番茄病叶中 TSWV，TMV、ToCV 病毒含量 

Figure 3 Detection of TSWV, TMV and ToCV virus contents in tomato diseased leaves by qRT-PCR t-test, * α = 0.05, ** α = 0.01. 

4 讨论 

近年来，安全无公害的生物抗病毒剂的研发正成

为防治病毒病开发中的热门，植物源抗病毒活性物质

丁香酚[27]、极细链格孢激活蛋白产品阿泰灵等各类生

物农药已成为众多绿色、有机蔬菜水果种植基地的首

选用药。大多数植物病毒由于易于快速进化以及胞内

寄生的特性使其难以控制。很少有有效的药剂可以在

不干扰植物组织的情况下消除感染植物的病毒。一般

来说，在病毒感染前使用宁南霉素和 BTH 能够提供一

些有利的防护[28, 29]。人们普遍认为，一旦病毒病大

面积爆发，就很难进行田间治疗[30]。本研究中所采用

的几丁聚糖在防治病害和促进生长等方面均有显著成

效，目前已被国内外多家公司进行研发，包装剂型以

水剂、干粉为主。Rendina N 等[31]评价了相关抗性基

因 CEVI-1，NPR1，PSY2 和 PAL5 的表达，V Nagorskaya

等[32]则重点关注了烟草叶片中水解酶的活性变化，但

他们主要还是从基因和蛋白水平验证了植株病害的减

轻，并不能说明病毒粒子的具体情况。 

本研究在前期田间应用几丁聚糖能在发病初期延

缓或减轻病毒感染和症状出现的基础上，借助电子显

微观察以及 2 种 RCP 检测手段，定量监测了施加几丁
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聚糖后叶片中病毒粒子的累积状况，以病毒为研究重

点，从微观的角度阐述了几丁聚糖的药效评价。我们

的结果表明，供试药剂 0.5%几丁聚糖水剂对番茄花叶

病毒病有较好的防效，其防效随用药量的增加而明显

提高，每 666.7 平方米使用制剂量 10.00 毫克/千克

—50.00 毫克 /千克连续 3 次施药后的防效可达

69.81%—80.61%，基本上能控制番茄病毒病，浓度越

高防治效果越好。供试药剂对试验作物安全，无药害，

对环境无不良影响，可大面积推广使用。几丁聚糖（a.i. 

0.5%）对抑制已经感染番茄植物的病毒 TMV、TSWV 

和 ToCV 的复制具有广泛的活性。电子显微镜发现，

随着几丁聚糖施用量从一倍增加到三倍，病毒数量明

显减少。qRT-PCR 进一步证实了这一点：TSWV 对几

丁聚糖的抵抗力明显，随着施用量从 1 倍增加到 3 倍，

番茄叶片中几丁聚糖的抗性逐渐降低至 75.31%。ToCV

和 TMV 对治疗更敏感，一次应用的抑制率分别达到

67.18%和 78.61%。 

田间试验和分子检测表明水溶性几丁聚糖（a.i. 

0.5%）对多种病毒具有很强的灭活作用，可将番茄病

毒病的严重程度降低 60-80%。鉴于病毒病的难治愈性，

通常防治效果在 50%以上即可在田间大力推广。Elvira 

Fiallo‐Olivé等[33]研究发现 ToCV 病毒现已成为危害

多个地区番茄植株生长及果实品质的主要因素，本实

验通过电镜负染观察方法并未检测到该病毒的典型性

状，但对番茄样品的分子检测中除了扩増到 TSWV、

TMV 之外，ToCV 条带的出现也表明了伴随着地域间

的相互交流，ToCV 病毒也在逐步向西南地区扩展。 

多项研究表几丁聚糖对植物病毒的植物保护模式

是由于系统获得性抗性（SAR），其中抗性蛋白和植

物激素如 ABA、JA、PO、PPO 以及胼胝质附着可能被

激活[34-38]。系统获得性抗性（SAR）是一种诱导抗

性模式，可保护植物免受病原体感染。在植物暴露于

病原体或经合成或天然试剂（包括苯并噻二唑（BTH）、

宁南霉素和微生物）处理后，已经提出了特定的防御

信号通路[39-42]。这些途径包括先天病原体相关分子

模式通过以下途径触发免疫免疫受体信号转导抑制病

原体感染[43]和效应器触发的免疫通过抗性蛋白识别

病毒蛋白并激活免疫系统以抑制病毒免受全身感染。

几丁聚糖作为一种众所周知的有机聚合物，被美国和

欧盟的主管部门列为一般安全且免于注册的有机聚合

物。它作为生物防治剂的应用被认为是环保的，有利

于减少化学品的使用。 

5 结论 

田间试验结果表明番茄病毒病发病初期，使用太

抗几丁聚糖 100-500 倍叶面喷施，间隔 7 天，持续 3

次，有效防止了病毒病的症状加剧，降低了病害严重

度，其作用机理是几丁聚糖（a.i. 0.5%）能降低番茄病

毒的活性，抑制细胞中的病毒复制。我们的研究结果

验证了水溶性几丁聚糖对植物病毒的治愈作用，为植

物病害的防治铺平了道路。 
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