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温度对番茄花叶病毒 (ToMV)增殖及番茄 

叶片可溶性蛋白变化的影响 

许仁林 易琼华 

(江苏省农科硫遗传生理所．南京210014) 

摄 一 

局部枯斑法测定结果表明，番茄 GCR-267品系叶片内 ToMV的含量仅为番茄 GCR一 

26品系叶片内病毒含量的 1／4O一1／5O；GCR-267品 系含 有 的 Tm一2‘基因对 ToMV增 

殖 的 抑 制作用 不 受温 度 变化的影响j而 ToMV在 GCR-26体 内的增殖 却依赖于环 境 温 

度，高温对它有部分的抑制作用。 

用非变性聚丙 精酰胺凝肢 电泳和 SDS一聚丙烯酰胺凝胶 电泳分 析上述两个品系在常温 

和高温下接种 ToMV后其叶片可溶性蛋白的变化，结果发现在 GCR一26品系中，ToMV~ 

增殖 与寄主体 内新产生 的 14．2KD蛋 白呈正相关 ，而在 GCR一267品系中未捡 铡到这种 蛋 

白。我们推谢 14．2KD蛋 白可能是一种能参 与威促进 ToMV增殖过 程的温度敏 感 因子，称 

之为番茄 s 蛋白。 

关■弭； 番茄花叶病毒 番茄 。s。蛋白 近等基困系 

病毒侵染寄主后对寄主产生的危害与两方面的 因素有关 ，其一是寄主基 因表达的改 

变，二是病毒的增殖⋯】。番茄上这两方面的研究近年来 已有不少报道 “ ”。我们 

通过对接种ToMV后不同抗性番茄品系叶片可溶性蛋白的电泳分析，发现抗病品系GCR一 

267在常温下感染 ToMV后， 其叶片可溶性蛋白 的变化 很小， 而感病 品系 GCR一26受 

ToMV侵染后其叶片可溶性蛋白的变化却很大，除了检测到 ToMV的外壳蛋白大量产生 

外，还检测到几种新增加的蛋白质，其中 Rf0．39蛋白与病毒外壳蛋白的产生有 平 行关 

系，此外还发现有一部分蛋白质的含量减少[1 。为了进 一步 弄清 Rf0．39蛋白与 ToMV 

增殖间的关系，同时研究温度对 ToMV增殖和番茄叶片可溶性蛋白变化的影响，我们设 

计了本实验，这里报道研究的初步结果。 

材料与方法 

一

， 供斌檀蛔和囊毒 

桔斑寄主选用心叶 烟 (N．glutino sa)，番茄 为近 等基 因系 GCR-26(+／+)和 GCR-267(Tin 

- 2"／Tin2-)两个品系； 病毒为 TMV番茄 0株系即 ToMV。毒源制各． 番茄育苗 及病毒接种等 方 

法均同前报道【】】。接种后把植株分为常温 (2s℃ )和高温 (34"C)两个处理组，立即转入人工气 
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侯箱内培育，控制其它实验条件完全一致(光照：SO，0001ux／12小时／天；相对湿度：6s一80嘶)。 

二 ，■毒 含■ 的霸窟 

采用局部桔斑怯【21，桔斑寄主为四叶龄心叶烟幼苗。对各处理组在接种 ToMV后第 7天，第1O 

天取供试番茄植栋的下部接种叶片和上部新生幼叶，干燥保存备用。测定时取等量的干燥 带 毒叶 

片加 i0倍体积的PBS(0．0~mol／L．pH7．2)置于消毒的研钵内磨成匀浆．再用 PBS稀释 l0倍后作为 

接种病毒赦，PBS用作对照。接种后的桔斑寄主的培育条件为：光照 8，o00一10，O001ux／12小时／ 

天j温度白天为 23--25~，夜晚为 18--22℃。培育 48小时后统计桔斑数目。为减少实 验 误差， 

选取叶位，叶醉及叶面积基本相同的心叶烟幼苗作病毒增殖的相对含量删定，每一种材料共接种3 

张叶片。 

三、叶 片可漕性蛋白的摄取私电津 

1． 非变性PAGE：叶片可溶性蛋白用 O．~mol／L Trls-HCl缓冲液(pH8．0)提取，然后在l0师 

(w／v)聚丙烯酰胺凝胶平板上电泳，方法同前 【‘l。上样量为 Is l叶片可溶性蛋 白提取液，含 

132pg可溶性蛋 白。 电泳后凝胶用 考马斯 亮兰 R一250染 色，脱色 后蛋 白质 匮带用 岛滓 Cs-910双波 

长色谱仪扫描记录。2．SDS-PAGE： 番茄叶片可溶健蛋 白的提取及分离按下述方法进行：取 l克 

新鲜番茄叶片加 4ml 0．1mol／L Trie-HCI缓冲璇 (pH8．0台0．5mo2／L 蔗糖j 5mmol／L MgC1 2； 

0．1师 半胱氨酸(W／V)和 0．I师抗坏血酸 (w／v)在冰裕中研磨成匀浆，四层尼尤纱布过滤，研钵 

再用 iml的缓冲液蜻洗，过滤，合并二次滤液用 850g冷冻离心3分钟； 去沉 淀，绿色上请液再 

用 72，000S冷冻离 心 3小时， 去沉淀．上清 液巾加 ^ 3倍体积的冷丙酮 (4℃予冷 l2小时 )， 

置--20"C至 少 I小时，然后再用 10．O00g离心l0分钟， 沉淀经真空干燥后用0．5ml的SDS一样品缓 

冲浪 (SEB：0．0625mol／LTri s-HC1，pH6．8，含2师SDS，s师ct-巯基 乙醇 和10师甘 油 )溶解 ，不 

溶物再 弪 2．400r／m(TGL-16型 台式高速离心机 ) 离心 工0分钟除去，上清液即为分离的番茄叶 

片可 溶蚀蛋 白样品液。将此液煮讳 3分钟，冷却后即可点样进行 SDS-PAGE。SDS—PAGE拄Lae— 

mmli的方法 【‘0I进行。 电泳条件同前 IlI。 

结 果 

(一 )不同抗性番茄品系感染 ToMV后的症状表现 

抗病品系 GCR一287接种 ToM'q~，在 25T2外观不表现任何症状，长势亦与健株相 

同I但在 34℃ ，接种后第六天接种植株的子叶便明显黄化并逐渐枯萎，第 7天上 部新 

生劫叶出现扭曲、叶变小，第1O天可观察到系统性叶、茎部坏死，植株矮化。这是一种 

不完全的过敏性抗病反应 。由此可见，高温会改变由 Tm一2‘基因所控制的抗 病 反 应 

类型 。 

感病品系 GCR。26接种ToMV后表现为系统花叶症状 ，不过，它们在 两种温度申的 

症状表现却存在差别。在常温 (25℃ )中病株的子叶从接种后第 5天开始黄化并逐渐枯 

萎，接着第 1对真叶 (接种叶 )变黄J第 7天在新生劫叶上出现退绿和轻度花叶，第lO 

天就表现为典型的花叶症状，但植株矮化不 明显。在高温 (34℃ )下，病症表现较早且 

危害程度加重。接种后第 3天子叶就开始变黄|第 4天枯萎，第 5天第 l对真叶变黄， 

新生幼叶上出现花叶症状，植株亦矮化I此后新生幼叶有的扭曲，叶色变淡，但花叶症 

扶反而不明显。这显然是高温隐症现象”】。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


病毒学杂 4．1̈ O 
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(二 )病株体内病毒增殖的相对含量 

局部枯斑法测定结果见表 1。从表中可以看出，抗病品系 GCR一267接 种 ToMV后 

无论在哪一种温度中生长 ，其体内的 ToMV含量均比感病品系 GCR一26少 得多 ，前 者 

只有后者的 1，40一l，50。这个结果与 Motoyoshl等人的报道是一致的，它表明在整株水 

平 上 ToMV的增殖受到 Tm一2。基 因强有力地抑制，这种抑制作甩并不受温度 变化 的影 

响 。 

裹1 番茄瘸椿体冉 ToMV吉量的局部枯崔洼 定枯果 

T-ble l RJlltivg m ㈣ nt‘ti。n of ToMV i日 disea自ed tomBto Pllnts 

bT l0c●l lesio zt le$t 

j 三个 重复结果的平均值 Mean 4lue of rt e r~petil：ion． 

b：植株生长温度 PlⅡn‘grD-I b t㈣mF _tu Te 

ToMV在 GCR一26品系内的增殖似乎有如下特点；接种后 ToMV先在接种叶片内增 

殖，然后向新生幼叶转移，当新生幼叶显症时其中的病毒含量即大大增加。比较在 两种 

温度生长的病株叶片中 ToMV的含量可以看到，在接种后第 7天，25℃ 生长的病 株 比 

34℃生长 的病株的病毒含量要高|到接种后第 lO天 ，25l℃生长的病株 的 接 种 叶 片 中 

ToMV的含量仍有增加，而同期在34℃生长的病株的接种叶片中 ToMV的 含量却大为减 

少。新生幼叶 内 ToMV的 含量虽然在两种温度都有增加，但 25％生长的病株比 34l℃ 生 

长的病株增加多得多。这些数据表明，ToMV在 GCR一26品系陡的增殖依赖于植株生长温 

度，高温对它的增殖有抑制效应。这与 Fraser等人 (I 982)的研究结果相吻台 。 

(三 )接种 ToMV后不同抗性善茄品系叶片可溶性蛋白的变化及植株生长温度对它们 

的影响 

1．非变性一PAGE蛋白质图谱的比较分析 

蕃茄抗病品系 GCR一267与感病品系 GCR-26叶片可溶性蛋 白的电泳 结 果 (表 2 ) 

显示 ，两个品系健株的蛋白质组成基本相同，但是接种病毒后的病株的蛋 白质组成两者 

闯就产生了显著的差异；同一品系接种 ToMV后在常温或高温中生长其叶片可溶性蛋白 

韵变化趋势也不相同，这种现象感病 品系 GCR-26表现尤为明显。 
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固 l GCR·26幼苗叶片可溶性蛋白的 PAGE图谱，檀株生长温度 25℃．对厢椽 

(-，b．c)和ToMV接种株 (b．d．f)．叶片可溶性蛋白的提取时同分别为接 

种后第 2(·，b)，7(e，d)和10(c．f)天．电诛加样量15 l提取谈．分离 

腔浓度10 ．蛋自厨医带位置用冠f值表示，演酚兰前船『乍为】，00． 
F； 1 De．sit0mete r tr e1．S自 0f protein P tte 8 f GCR-26 i uIIted 

with buffer(·， d a) ith ToMv(b，d aud f)¨ 25℃．n 0 

so1．hl·letf pro~ei e xt racted 2( ．h)，7( ，d)-ud 10(d．f) 

dty自●ftaT ±no cul tioⅡ．Eleet r0phore自i8 of 15 l of tentrifuged eIIr4cIs 

f-自 to．duet0d i丑 tO polY crylam de gelB
．

Tbe po．ttio~ of the haⅡd0 

i‘ e p|●●‘● h， thei~ Rf v●1Ⅱe， ttking tbe diBtlnee tz~veled b， 

b；omepherel blue trseking d 0 -‘ 1．D0． 
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图2 GCR-267幼苗叶片可溶性蛋白~PAGE图谱-植梓生长温度25℃，说昕同图1 

Fi$． 2． ne-eitOme‘t ‘T4einge of propel= pattern~ of GCE一2B7 in。c 】n ta 

with buffer(̂ ，㈨ d e)or with ToMV(b，d·Ⅱd f)·t P5℃． 

D et̂ ils 日et F 1． 

图 1是25℃中生长的善茄幼苗叶片可溶性蛋白提取液的电泳图谱 。从图中看出， 

在接种处理后的初期阶段，GCR-26病株和健株的叶片可溶性蛋白组成无差刖 (图 1 a， 

b)，到接种后 7天，与健株相比较，病株内除 Rf0．12—0．19区间的蛋白质含量减少外， 

匹出现四种新蛋白质即 ltf0．31、 0．33、 0．39和 0．45，其中 Rf 0．33和 0．39两种蛋白 

质的含量很大 (图 l c，d)，经鉴定 Rf0．33是在病株 内增殖的 ToMV外壳蛋 白带“ 。 

接种后十天，Rf0．33和 O．39两带继缓积累，而 Rf0．31和 0．45两带趋于消失，与局期 

● ㈠ ¨  ● ● ●  
神 0'主 一0 鎏 

●  

0  
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图 3 GCR-26叶片可溶性蛋 白的PAGE图谱一植株生长温度34℃．说 咀；巳图 1． 

Fig 3
．

Densitomet。r trgcing日 。f " otein pitter㈣ f GCR·26 

inoculated Wit h buffer(tl c snd。)or with ToMV(bt d Ind f)tt 

34℃ ． Detlils 日。e FiB 1 

的健株相比较，Rf0．O6—0．16区间带以及 Rf0．42带 的含量较低 (图 1 e，f)。 

抗病品系 GCR一267在接种处理后的最 初 7天 内， 其 ToMV接种株与健株的叶片可 

溶性蛋 白的组成均无差别 (图 2 a—d)，只是在接种 ToMV后 10天，ToMV外壳 蛋 白 

带才有微弱积累，此外 Rf0．10、0．14和 0．18三种蛋白质 的含量减少，设有出现新合成 

的蛋白质组分 (图 2 e、f)。 

图 3，4是在 34℃中生长的蕃茄幼苗叶片可溶性蛋白的电泳图谱。由图可知，GCR- 

26在接种 ToMV后第 2天叶片可溶性蛋白的组成就发生变化，即产生 3条新的Rf分别 

为 0．28，0．31和 0．33的蛋白质带， 同时 Rf 0．14和 0．18两种蛋白带含量降低 (图 3 

b)，接种后第 7天，Rf上 0．18，0．31和0．33三种蛋白的含量有所增加 ，但未出 
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iT—oM—V —2 _ 鬲叶片可溶性蛋白的组成均未出现变化，这与非变 接种 后第 天，两个品种系的叶片可溶性蚩目的组厩珂术出巩殳1 ’ 二了 
~⋯

- - P

’

AOE的结果相 致。接种 T。MV后第 7天 ，两个品系的叶片可 溶性蛋自 都 产生变 

化，但存在着很大差别。在GcR一26"，48KD蛋白的含量大大降低，17．7KD~I14·?KD ，两
种新蛋白的大量产生。经鉴定 17．7KD蛋白是在寄主 内增殖的 T。MV外壳 蛋 白 亚 

基 l4．2KD蛋白对应 于非变性一PAGE图谱 上的 Rf0．39蛋白区带。然而，在 G R一267 

中，只有 48KD蛋白的含量有所减少， 但比GCR一26中该蛋白减少的幅度小， 来见到 

48K D 

一 17．7KD 

一 14．2KD 

= = = =  ： 一-o=  
- = 毒 蒂 吕 l 当  

．= = ： = 一= =： = =  

一
一 ■ ■ ■ ■ 礤 一 -  

!  ! ! 暑 e ! !  
一  ⋯  ～ j  

= 。 

= ： ： = = = = =  

- 一 一 一 ‘ 一 ； 一 一 一  

昌 = 昌 宣 品 薯 暑 =  

1 曼 3 4 S 6 7 8 9 1 0 

7 XD 
●．2KD 
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68KD + 

45KD一 

36KD一 

14．2K D 

： ： ： ： = 皇 = =  

一  品 

= = = = ： = = =  

∞ 一  瞳 叠 ■ ■ 一 瞄  

血 萤 誊 誊 三 萋 薹 景 墓 

= ： = ： = 譬 = =  

一 三誊主 誉 茎。 
I 2 4 5 f 7 8 9 i cI 

l￡KD 

48KD 

l7．7KD 

14．2KD 

i 7．7 E1) 

1 4．2KD 

B 

图 6 番茄幼苗叶片可格性蛋 白SDS—PAGE图谱，电孙上样盈B0 I(1．抽 g蛋白) 

电淋按Laemmll系统，分离胶浓度10 ， 1号；标准蛋白质．含牛血清白蛋白的 

(68KD)、卵蒋蛋 白 (45KD) 乳酸脱氢酶 (38KD)和溶菌酶 (i4．2 n) 

上样量每种蛋角5 E．2-B号 GcR-2B对照株， ． 号 ：GCR，2e ToM~接种 

抹；4-B号；ccR-267对照株； 5，9号：GCfl-267 ToMV接种株． 取材时间 

分别为接 种后第 2(2-3，4，5号 )-7(6，7-8，9号 )天．1o号，ToMY握 

纯物，样品置I l-箭头指示变化的蛋 白亚 基． 

 ̂植株生长温度26℃．左圈为蛋白质电蛛圈{莹}，右周是它们柏示春留， 

胃 檀株生长温虞“℃， 
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Fig 5．SDS—PAGE Pr0fi1 _of the_0】ub1·l eaf p~oteln s(2mg)of 

L0m o 日ecd】iⅡ Elect rop]1ore sls pe rformed ia 1 0 polyaeryl~m id。 

gels by Leammli s sy stem． Lane I．marker prote]ns~ BSA 

(68KD)，ovalbumiⅡ(45KD)，LDIt(36KD)．BⅡd ly sozyme(1 4．2KD) 

Lanc s 6， buf~er ine cultte8 OCR-胂 I L．nes 3， 7． ToMV ino~u]lted 

OCR．26： LaⅡe 9 4． 8， buffer ino~uh ted GCR一267； Lanes 5， 9， ToMV 

iⅢ ulated GCR．267．The_oluble leBf p otien ⋯ ⋯ tr tltd 2(LⅢ s 

2．3，4，5)．·nd 7(I~ane m e，7．B，9)d ay 6 afte r ino~alation．LⅢ 10， 

pu rified ToMV．Ar rDw8 indi cate the changing protein band s
． 

A． PlaQts grown ·L 25℃ } B， plBnt growⅡ Bl 34℃ ． 

17．7KD和 1 4．2KD逸两种蛋 白 (图 5A)。 

在 34℃ ．GCR一26在接种 ToMV后第 2天就产生 了 17．7KD和 14．2KD两种蛋 白， 

这与该品系在25℃的结果明显不同。接种后第 7天，48KD蛋白的含量下降，17．7KD和 

14．2KD两种蛋白的含量显著增加，尤其是 17．7KD蛋 白，从染色程度上看它比同 期在 

25℃检测到的该蛋 白带的含量要高得多。GCR一267叶片可溶性蛋 白 的 SDS—PAGE图谱 

与它在25℃的图谱基本相同 (图 5 B)。 

讨 论 

不同抗性蕃茄品系感染 ToMV后在外部症状表现及体内病毒含量两方面皆 有 显 著 

差异，这显然是不 同抗性基因作用的结果。同一品系在不同温度 中生长而上述两方面也 

存在较大差别，表明温度对不同抗性基因的作用均有影 响 “ 。Tm一2‘基因 所 控制 

的抗病反应在常温和高温下有不 同的表现，但根据 ToMV含量测定的结果可以看出，它 

对 ToMV增殖的强烈抑制作用并不受温度变化的影响。感病品系 GCR一26在常温和高温 

下的症状表现不同，这可能与 ToMV在其体内的增殖量有关。ToMV在 GCR一26内的增 

殖依赖于环境温度，表现为常温下的病毒含量比高温下的病毒含量高。Fraser等(1982) 

根据对 ToMV—RNA的测定结果 ，对此现象 的解释是：高温会阻碍ToMV外壳蛋 白的亚 

基的聚合，从而导致大量合成的病毒-RNA由于没有足够 的蛋 白质外壳来包装而被寄主 

的酶降解㈣。我们的结果显示 ，在 GCR一26体 内，ToMV外壳蛋白在 3 4℃ 的合 成 量比 

在 25~C的合成量大 ，但是有侵染力的病毒粒子在 34℃ 却 比在 25℃ 产生的少。这 些 结 

果支持了 Fra ser等的推论。 

引起我们重视的是， ToMV外壳蛋白的合成与寄主的 14．2KD蛋 白的产 生 密 切 相 

关。高温抑制 ToMV增殖的同时似乎也阻抑了 14．2KD蛋白的聚合。对在 25℃ 生长 的 

GCR一26病株的叶片可溶性蛋 白作 SDS—PAGE分析发现其中的 14．2KD蛋 白与 ToMV外 

壳的亚基一道产生，用非变性-PAGE也能检测到与之对 应的 Rf0．39和 Rf0．33两条 蛋 

白质带。然而，在 34 oC生长的 GCR-26病株的叶片可 溶性蛋白，用 SDS-PAGE分析 能 

检测到 14．2KD蛋白与病毒外壳蛋 白同时大量合成，而用非变性一PAGE分析时 却 从 未 

找到与 14．2KD蛋白对应 的 Rf0．39蛋 白的区带 (表 2)。这些结果暗示，高温对ToMV 

增殖的抑制效应可能还与寄主14．2KD蛋白的温度敏癌性有关，常温下该蛋白能以多幕 
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鼻● 学 囊 喜 ，t9．9 

Vif~-1．agica 8it{c‘ 

裹 2 TMV接种后 同抗性番茄品蕞叶片可膏性蛋白酌壹化 

TaM 2 Chaages o r"the iio JⅡ 。 1●●f prOtein s o r"the re sislaat and 

⋯ cept le ljn㈨ f l川 I⋯ t't ⋯ i CRlaljon ith ToM V 

GCR--2~(+／+) l GcR一2右T(Tm— ／'rm--2e) 

说明：可溶拄蛋自区带的变忙是病株与健株相比较面言． 。0 表示无变化； 一 裹示含量悻 

． 
低； 。土 表示新增弱带： 。+ 表示新增带含 量增加明显： _+ 表示新增带含t增 E较 

士： 。*廿 裘示新 增带含量增加最大 ． 
t 

”Note the chaagiag~rntela band re co rded here i s on ha sis of 
‘  

啪 ∞tr 日on bet-een the d{⋯ 目ed and be 1thY pliafs
．  

0 ． 

Ⅱo ehixgiag； 。土 _ne hlⅡd Bt d6t I le_ “卅  ．pr。mineat n日 b|Ⅱd． 

体 (Rf0．39蛋 白 )形式参与或促进 ToMV酣增殖过程，持续的高温会使它们难 以 聚台 

成为臂 功能的多臻体。我们把 I~．2KD蛋自称之为着茄敏感蛋 白质因子，简称蕃茄“S” 

蛋 白，以区别于从善茄上发现的另一种 PR一类似蛋 白一P『4 。对其结构 功 能 及 其 调 

控的璨九研究可能有助于揭示 ToMV在著茄巾增殖的分子机{Ijf】。 

抗病 系 OCR。267感染 ToMV后无论在哪种温度 中生长 ，其叶片可溶性蛋白 中既 

未产生与抗性有关的特异蛋 白质也从来能检测到 1 4．2KD蛋 白(表 2)，我们认为 Tm一2 

基因对 TogV增殖 的抑栅作罱可能是通过阻抑蕃茄 “S”蛋 白的台成间接宴现的 。这个 

问题值得进一步研究。 一 
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Effects of Temperature on ToMV Multiplication 

and Changes of Soluble Leaf Proteins in Tomato 

Xu Ren—lin Yj Qiong-hua 

(Institute of^gr00 J。g{c口2 G netics and Physiology，diangs“ 

Acadera of Agricult“r口f Sciences，Nanfing) 

ToM V concentrations in virus inoculated tomato plants Were analyzed by local 

lesion test, The results showed that virus concentrations in resistant line GCR一 

267 wa s l／40一l／50 that in susceptible line GCR一26．ToMV m ultiplication W8$ 

strongly inhibited by gene Tm 一2‘， which was not influenced by temperature
． 

ToMV multiplication in GCR-26 wa8 dependent on temperature． the higher the 

temperatature， the less the virus coneentratlon
． 

The changes of the soluble leaf proteins of tomato plants grown at constant 

or high temperature after inoculation with ToM V were analyzed by PAGE and 

SDS-PAGE． It Was fonnd that there wag positive relationship between ToM V 

multiplieaton and the production of new protein (MW ． 14．2 KD )in GCR-26． 

This protein Was not detected in GCR-267． It is suggested that 14．2 KD protein 

be a high tem perature sensitive protein factor
．

W e suggested it tom ato“S”protein
． 

Key w ordsl TobiV Isogenie lilac Tomato S protein 
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