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互补 DNA杂交分析和血清学方法 

对香石竹环斑病毒分离物的研究 
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提 要 

在联帮 德国奥卡 河 中分离到一种病毒分 离物 (w )，通 过鉴别寄主反应的 测定， 毒 

粒子的 电子显微镜观察，cDNA~点 杂交 和血 清学的研究，鉴定出 这一病 毒分 离物为香石 

竹环 斑病 毒 其外壳蛋 自亚基 的分 子量为 3．8xl0‘。 cDNA嗳印转移杂交分析袤 明，香 

石 竹环斑病毒的两个RNA组份 (RNAl、RNA 2)之 间没有核苷酸 序列葡 注。 RHA：和 

RNAz分别由3．7枢 1．s仟碱基组成。 

关健饲：香石竹环斑病毒 互补 DNA 血清学 RNA序列同源性 

近几年来的研究表明，在河流和湖泊中存在有许多植物病毒“ 。1 l·西德 布 伦 瑞 克 

附近的奥卡 (Oker)河中， 分离到一种病毒分离物 (w )， 经鉴定为 雷石竹环斑 病毒 

(Carnation Ringspat Virus—CarRSV)．从提纯的 w 分离物制剂中分离外壳蛋 白和抽提病 

毒的 RNA。采用凝胶电泳测定外壳蛋白和 RNA组份的大小。以 w 分离物的 RNA为摸板 

合成 P标记的互补 DNA( P—eDNA)，利用 P—cDNA进行吸印转移杂交 (Northern 

Blot Hybridization)。研究两个 RNA纽份之间的核苷酸序列的 同源性。 

材 料 和 方 法 

一

、 ■●的j崔别毒圭反应和分膏提蚺：取 60毫署奥卡河水，100 000g离心后，将 淀悬浮在 

0．02mol／L硼 酸嫒冲渍中 (pH7．4)。磨擦接种 昆诺 藜， 3天后产生大约 200个 坏死斑。将 环死斑 

进行 单斑分 离，再接种于 昆诺孽上， 产生 和第一次 相同的枯斑反应t 用 纯化后的分 离物做毒糖， 

嚣I定 不同寄主的症 状反应 

将 w分离物在克利夫兰烟上繁殖 4天后取 lOOg病叶和 100毫升 0．02mol／L硼酸缓冲液(PH 

7．4)及 100毫升 正丁 醇氯仿混合液(1 ：1)，进行研磨 桓提 ．桓提 液进行两次差速 离心 ，进～步 纯化 

采用氯化铯等密度 离心和再一次的羞速 离心 【 J。沉淀悬浮在 0．0$mol／L磷酸绥冲液 中(pH7．2) 

毒衰于198B年3 l7日收 
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=、3 p-eDNA的制备、斑点杂交 (Dot Blot Hybridizatfon)和骚印转移杂交： 用 sDs一 酚法 

抽提 w 分离物中的楱酸 ，利用低溶点琼 脂糖凝肢 电泳分离和收集扁毒的两个 RN&组份  ̈。 依据 

Ta ylor等的方法制各随机 引物I。1。分别以w分离物的两个RNA组份(0．Sag)为模扳，加^2．5S#1 

随 机引物 ，400pmol的dCTP、 5 nmol的dATP、dCTP和 dTTP、l l的a一 p-dCTP(10 ei／ 1)和 

0．5．Ul曲反转录酶(5个 单位 )， 在 37 c下台成 cDNA， 然 后将反应液通过 Sephadex GsO柱 ，分 

离和 收集 2p—cDNAï 。 

将提纯的属于l0个满毒组的44个不同病毒’(包括 w 分离物)分别点样刊硝酸纤维瑛上，每个满 

毒点 样 10／*g， 然后将 RNAI的 cDNA或 RNA2曲 cDNA或 两个 eDNA混台 液和硝 酸纤 维膜上的 

44个不同病毒进行cDNA杂交试验l 0l，利用放射性自显影硷制杂交结黑。 同时利用 1．25嘶 的琼脂 

糖 凝胶(内含 60喵 的甲酰胺 )电泳分 离 w 分离物 的 RNA 组份 。 电泳后将 凝胶带 上 的两个 RNA组 

份通 过 20信奇匀琢准柠檬 酸盐缓 冲浪 (20x SSC)吸印转移 到硝酸纤维膜上 l I，然后分 别和 w 分离 

物 RNA1的 eDNA和 RNA2的 eDNA进行杂交， 用放射自显影检测杂交结果。 

三、■毒粒子的电子显擞镜j兜察和血清学试验： 用粗提液和提纯的 w 分离物粒子制剂分剐滴 

在 铺有 Formvar的铜硐上 ，吸 附 5分钟 后用纯蒸馏水 冲洗， 吸 干。 再加 2嘶醋酸双 氧铀负染 1分 

钟，吸干后 置屯子显微镜下观察。 

用琼脂双扩散法铡定 w 分离物和 CarRSV之间的血清学关系。 

四、外完蛋白亚基分子■和 RNA组份大小的舅定：w 分离物井壳蛋白亚基的分子置确定采用 

SDS一聚丙烯酰胺凝 腔方法I l。 从提纯的 w 分离物中以两相酚法抽提 病毒的 RNA，用 1．25和的 琼 

指糖凝肢(内含60喵甲酰胺)电淋测定 RNA组份及大小 

结 果 

一

、 鉴别寄主的症状反应：接种 2天后 ，观察 各个寄主上的症状反应和症状发展， 

如表 l所示。从表 l可看到 w 分离物在昆诺藜、千 日红 、 克利夫兰烟、 菜豆上的反应 

和 CarRSV在这些寄主上的反应是一致的 

二 、病毒粒子的电镜观察 P—eDNA斑点杂交和血清学试验结果： 病毒的粗提液 

和提纯制剂负染后，电镜下均可看到大量的球形粒子 (图 1)， 粒子直径为 33nm，而 

且， 病毒粒子外壳蛋白的症状表面结构也清晰可见。 

分别利用 w 分离物的 RNAI的 eDNA和 RNAl的 eDNA或两种 cDNA混 合液 和属 

于 1O个病毒组的 44个不同病毒进行杂交的结果 (图 2)表明，任何一种 eDNA或混合 

cDNA均和 w 分离物 自己及 CarRSV发生强 烈的杂交反应， 这证明了 CarRsV和 w 分 

离物在核 苷酸水平上 存在着最大的 序列 同河 ， CarRSV也 同时存在 着两个 RVA组 

份 。 

琼脂免疫双扩散结果 (图 3)表明， w 分离物和 CarRSV在血清学 上具有不可分 

性，它们属于 CarRSV～种病毒。 

三 外壳蛋 白亚基的分子量和 RNA组份的大小： SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳测定病 

毒粒子外壳蛋 白亚 基的 分 子量为 3．8×10 。 病毒 的核 酸分为 RNAl和 R Az两 个 组 

蓐 4 不回病毒的排予萼位置见附周； 
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份，RNAl和 RNA-分别由 3．7和 1．5仟碱基组成。 

四、RNAl和 RNAl之间核苷酸序列同源性1 分别 RNAl和 RNAi为模板 台成的 

两种 eDNA和吸印转移后含有两种 RNA组份 (RNAl和 RNA：)的硝酸纤维膜进行杂交 

的结果 (图 4)表明 ，RNAl的 eDNA仅和 RNAl发生 杂交反 应， RNAl的 eDNA仅和 

RNA 发生杂交反应，而 RNAl的 eDNA与 RNAl的 eDNA不能分别和 RNAt与 RNAl发 

生杂 交反应。 这 表明 RNA。和 RNA；在核苷陵序列 没 有同谭性，也表明 RNA 不属 

于 RNAl亚基 因组份 。 

讨 论 

近几年来，桉酸的分子杂交技术 日趋完善， 不同材料为支持物的固相杂交技术取 

得了更为迅速的发展 ，以硝疆纤维膜为支持物的固相杂交具有快速 、简便的特点，而 

且样品比较集 中， 灵敏度高。 从病毒 RNA为摸顿台成的 eDNA能代表整个病毒基因所 

携带 的遗传信息，因此，以eDNA为杯钎 ，进彳亍植物病毒棱酸水平 上的鉴定和研究是一 

种理想的试验方法。 

本试验利用 eDNA做拓针， 进行接酸杂交试验， 首次证明 CarRSV的两个 RNA组 

份之间的核苷酸序列没有同源性。RNAl和RNAt分别由3．7和 1．5仟碱基组成。 

CarRSV是河流中迄今巳被鉴定出的第三个香石竹病毒 ， 其它两种病 毒为香石竹斑 

驳病毒 (Carnation motteI virus)和香石竹意大利环斑病毒 (Carnation Ital{an ring— 

spot virus)。它在香石竹上 引起严重危害。最初认为它的寄主范围仅限制在几种石竹科植 

物上，如香石竹 (Dianghns eargopkgllus)和须苞石竹(D．barbatus)。 后来发现它还 

可以侵染其它科植物和杂草，但在杂草上没有症状，如蔡缕(SteZlaTia media)、早熟禾 

(Poa dAA“口)尊麻(Urtiea urens)等。在李、酸樱桃 、苹果和桃树上，都有低浓度的 

CarRSV存在。KleinhempeI等证翻受侵果树实际上是侵染繁缕的病毒来源。CurRSV不仅 

存在于植物叶、叶栝，果实和根部，还存在于土壤中。本试验证明CarRSV还可被释放 

到水流和湖泊中。因此，利用污染有 CarRSV和其它病毒的水进行农作物 、园艺等农田 

灌溉，则存在着潜伏的危险。 

附 { 个不同病毒在硝酸纤维素蕊上的位置，拄每行从 l一 7的顺序排列： 

第 行̂ ：茹花叶病毒(EMV)，颠茄斑驳病毒 (BelMV)， 玄参斑驳病毒的典型株系 (SerMV)殛 Anogy rls株 

系 (Se rMV·Anagy rls)，野黄瓜花叶清毒 (WO~MV)， 芜瞢黄色花叶病毒 (TYMV)，OKr花叶病毒 (OkMV)． 

第B行 山马蝗植物黄斑病毒(DYMV)，肯尼选黄花叶捐毒 (KYMV)，可可黄花叶病毒 (CcYMV)，安第 

新马锋薯潜病毒的c4j株系(APLV—c4j)，糖芥属植物潜病毒 (ELV)， Poinsett i4花叶病毒 (PoIMV)． 

第C行：番茄丛矮病毒的典型株系殛 BS$株系 (TBSV·BS$)， 天兰 属植物叶卷病毒 (PLCV)， 摩洛哥辣椒 

病毒 (MPV)，蕾石竹意太剥环斑病毒 (CIRY)，建兰属植牺环斑病毒 (CyRSV)， 最后一十斑点来点样． 

第D行：Sleg阿流烟 草花 卧病毒 ($RTV，R．Koenig待发表 )， 齿兰环斑病毒 (osv)， 河流魍 草花 叶 病毒 

(ARTV，H．Koen~g特发表 )，烟草退绿斑驳病毒 (TCMV)， 黄瓜绿斑驳花叶病毒 (CGMMV)， MBr川 jI 

花叶舄毒 ‘MMV)，辣椒轻花叶病毒 (PMMV)． 

第E行 分离物w，香石竹斑驳病毒 (Ca rMV)，芜替皱叶病毒 (TCV)，黄瓜土传病毒 (CSBV)，天兰花碎 

病毒 (PFBV)． 

第F行 马铃薯x翥毒(pvx)．仙人掌属x翥毒(CtyX)，菊属植物B寮毒(cv∞，甜菜坏死黄弥翥毒 (BNYVY) 
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夏 Wie分离物 (BNYV~-wie，来鉴定 )． 

第c行：雀麦花叶病毒 (BrMV)．香石竹环斑病毒 (Ca rRSV)·安第j-l马锋薯斑驳病毒 (APMV) (看四十斑 

点束点样 )． 

第H行：APLV的Coll栋系 (APLV-Col1)．矮牵牛星状花卧赢毒 (PAMV)．烟草花口 病毒(TM~)， 菊芋 

斑皱病毒 (ANC~)．APL~的 Hu株系 (APLV Hu)． 

袅 1 w-分鼻■的譬嗣謇主盎牧 和潜胄期 
Tab】e l S7mD【aⅢpt 5 of di4gn0日tic pe ci㈨ nd i bati0口 

peTiod， of i tIe-W 

田 1 分离物w 的病毒缸子 (160，000X) 

，强 r 。f~sa]．te (1 50~000X) 
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圈 2 分离物 (W )RNA 的 DNA和 44种 同病毒的斑点杂交结果 ．同源 

分离物 w 和 Ca rR~Y都有强烈的杂交反应。 另外两个 弱的杂变斑分 

趴为肯尼选黄花 叶病毒 和芜菁黄色花 叶病毒 ， 其属于异源性杂 竞 

反应． 

Fi‘ 2 Dot blot h ridj tlo test wnb DNA to RNA 0f v~rus is0】̂Ie(w ) 

and 44 differe口I plant vlru s． A ver， etroaS hybridization 

sinSn B】 wa日 obser~ed wiIh the h0m01os0 irus(w )ILnd 

C‘fRSV． AⅡ0t5er tw0 m ket 5ete r0loSou$ hy5ridi⋯ tic dot 

l Bnd 2 KYM V B4d TYMV re spectirely， 

图 s 骧骆双扩散试验．中史孔为 C a rRSY抗血清，C孔为 CarRSV， 

w 孔为分离物 

FiE 3 ^g●r gel d6uhle diffusion tlst； ^ntise~um to C in e4Ief 

wwlI?C~zRSY 扣 C tl1 d iE41Bt·‘w)i w TeII， 
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固 4 台有 RNA1和 RNA2带的两条硝酸纤维瑛分 Ⅱ和 RNA1亚 RNA 2的 eDNA 

进行的强印转移杂交． 

Fig 4 Two ⅡiIrocellⅡlose tr；P日 COatiining RNA1 Bud R NA 2 bBnds 

hyhridlzed with eDNA to RNA1 snd RNA2 respeetlvely． 
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Studies on the Isolation of Carnation Ringspot 

Virus by eDNA Hybridization Analysis and Serology 

An De-rong W el Ning-sheng 

(D。 ．。，P|ant Protection．Northwestern Agricultural 

Uaicersit7．Yan~Linl-8haanx1) 

丑． Koenig 

(Institute of Plant Viro|ogy，Biolo#ca|Research 

， Cent~,．W ．Germa ，) 

A virus isolate(w)has been obtained from the Oker river in W．Germany． 

The isolate was identified as Carnation rlngspot virus(CarRSV)by means of 

inoculation an the test plant， electron microscopy， dot blot hybridization and 

serology．The molecular weight of the coat protein is 3．8× 10‘
．
Northern blot 

analysis revealed that the two RNA species of the virus which consisted of e． 

3．7 and 1_5kh， respectively， hut without base sequence homology． 

Key w ordsI CarRSV eDNA hyhridlzation RNA sequence homology 
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