
306 IIf●学杂志 s．]950 
Vj，oJ●‘lea S‘●l●● 

我国水稻条纹叶枯病病原性质的研究 
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提 赛 

病样经提 纯后，在 电镜下获得 3 n皿 丝妆和 8 nm分枝丝状结 构．病 毒样在棘糖 整 度 

梯 度离心后产生三条沉 阵带 经过 电棘分析 表明：癌毒外 壳蛋有为单一组分 ．分 子 量 约 

为 3．69x10‘d alton；病毒核酸有 兰种大小不 同的组分，分 子 量 为 0．9．1．0，1．4x100 

dalton(偈台样 )。用提纯的抗原制备抗血清。提纯病毒抗原与所翻各抗血请、与我国过 

去研究翩备的抗血清及与日本制备的条纹叶桔病单克麈扰体都有血清学反应。 

关蕾饵：水稻条妓叶枯病毒 病毒核糖核酸 血清反应 

条纹叶枯病是水稻上重要的病毒病。1975年前认为此病毒 为 球 状 病 毒 。小金 淑 

(1975、1977)研究提出本病毒为分枝丝状体 ̈ ”。以 后 Toriyama(1982a，1982b)研 

究了病毒的组分、蛋白质与核酸的组分、分子量等性质 “ 以此病毒为基础，陆续鉴定 

出另外几个过去认为是球状病毒的病原也是丝状体病毒，由此建立了一个新的病毒类群 
— — 水稻条纹叶枯病毒组 (柔丝病毒组 ) )。 

我国从6O年代在江浙发现水稻条纹叶枯病[． 以来，该病害陆续在 浙 江，江 苏、云 

南，北京、辽宁及山东等地流行，造成生产上严重损失 在研究此病害中，过去重点放 

在病原的生物学鉴定、病害的流行及防治等方面，对病原本身的形态研究不多，理化性 

质更未涉及。虽然也制备了抗血清“】，但未与 日本条纹吁桔病毒进行血清学比较。这些 

现象造成对我国条纹叶枯病的病娘性质发生了争议，进而认为我国不存在条纹 叶 枯 病 

毒，甚至我国的条纹旰枯病并不是由病毒为病原所致 )。为了确证我国条纹叶枯病的性 

质，1987--1988年对病原本身进行了系统的研究。现将结果报道如下。 

材料与方法 

一

、 毒薯：采于山东省济宁市郏区重病田，置于一2O℃冰箱保存备用。 

：、■毒挺绷：参照Toriyama(1982a)l~J方法【3 J稍作改变 病材料加9．Imol／L pH7．2磷酸钠 

卒 I989年8月4日啦到．本研究得蓟农=珏；鼯及新征省科委经爨垮助? 
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钾缓冲浪 (内含0．01mol／L DIECA~0．5晒巯基乙酵)，捣碎后四层纱布过溶。滤液加t／3体积冷氯 

仿处理l0分钟。水相弪低速离心加8％PEG~o．Imol NaC1．萱于冰搭中 2小时 后，以52000g离心 l小 

时收集沉淀，加0．01mol／L pH7．5磷酸钠钾缓冲液悬浮，经 223000g离心 2小时 ，悬浮后加30晒饱 

和度硫酸铵，溶解 后低速离心 5分 钟，上清 液稀 释 4倍再 离心 2小时 (123000g)得沉淀。悬浮沉 

淀，．~10--40晒蔗糖梯度离心 4小时 (68 900g)，以密度梯度分离器 (ISCO)检 测病毒 组分。病 

毒带混合 或分别收集，经123，000g离心 2小时后悬浮沉淀得蔼台样或分离样 。 

三、形态观察：提纯样品负染后作电镜观察。染液为钼酸铵、胥睦铀及磷钨睦。 

四、井宪量自蛆分 硬分子■：采用 SDS—PAGE(7．5晒一 l3晒 )不连 续系统。 以牛血清 白蛋 白 

(Sigma，MW66．000)、卵 清 蛋 白 (Sigma。MW．45，000)、溶 菌 酶 (Sigma，MWI4．300)、 

TMV外尧蛋白(自提，17，500)为标准蛋白质。 

五、棱鼍组分硬分子■：采用复合 腔系统。胶板 浓 度 2．4 PAG+I啊 琼 脂糖或 2．0晒PAG+ 

0．5％琼 脂糖 l。】。病毒经SDS裂解后直接电诛或核酸握纯后 电泳或再经乙=醛 和= 甲基亚砜变性 后 

电泳a核酸提 纯参照Brawerman荨 (5972)的方法l̈ I。核酸变性采用 MeMa ster等 (1977)的方 

法 l 。I。 

六、血 清 学耐鲁硬 比t ：以撮 纯病毒作 抗原。第一次完全佐村处理后肌肉注射 ．一周后不 完全 

佐剂处理肌 肉注射，第三周耳静脉加强免 疫注射 2凑，第 4周采血 。 

以陈光垮制备的断江RSV普通抗体l”爱Omttt制备的日本RSV单克隆抗体l̈ i检测比较。 

结 果 

一

、 病毒的纯化及组分。 

经过提纯的病毒样具有典型的核蛋白吸收曲线，最大吸收峰 260nm，最小吸收峰 24．5 
-- 246nm，OD 260 I OD 280=1．38一1．42，而健稻经过相同程序的提取液月 没 有 吸 收 

O 

：：嚣{ 

图 1 提纯崭毒的絮外吸收曲巍 

Fig
．
1 UV sbso,ba=ee of purified virus 

峰 (图 1)。经密度梯度分离器检测，病毒样在蔗糖梯度离心后产生三条沉降带。电镜 

观察各沉降带均为病毒粒体。 

r

一

--， 病毒的形鸯缔构{ 
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以钼酸铵、醋酸铀或磷钨酸负染，结果用 2 磷钨酸 (FH6．8)染色髋果较 好

。 在 

电镜下崭毒粒体呈 3rim直径的丝状结构和 8 rlm直径的分枝丝状结构。用同样方法得到 

的健康稻样则没有类似粒子出现(图2)。不同沉降带中病毒结构没有显著差异
。  

图 2 提纯病毒的电镜照片 (×146000) 

Fig． 2 Elaetron mlcrog raph of pa rified vi ras(×146000) 

三、病毒外壳蛋白t 

提纯病毒经 SDS裂解液处理后电泳，得到单一的电浓谱带，其分子量 为 36，900~ 

500dalton(图 3)。 

四、病毒核酸组分及分子量t 

病毒核酸提纯后，最大紫外吸收峰 256nm，最小吸收蜂 227--228nra，OD260：OD 

280=2．697— 2．908；0D280 l 0D260=0
．
344— 0．371；OD230 1 0D260= 0

． 472— 0．473。 

用提纯病毒混合样作桉酸电泳分析，不营是 裂解液处理病毒后直接电泳还是提纯 

的核酸电泳，在乙二醛和二甲基亚砜处理变性后电泳或核酸不变性条件下电泳，均得到 

三条稳定的核酸谱带，分子量分别为 0．9 1．0和1．4x 10 dalton(图 4)。 

五、血清学制备及比较t 

经过二次肌肉注射和二次静脉注射后，得到了条纹叶枯病毒抗血清。此抗血清与病 

稻的提取液有血清学反应，与建稻提取液没有反应。试管沉淀簸价80~。 

为比较现在所研究的山东发生的条纹叶枯病毒与我国过击研究的此病原的一致性及 
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图 8 病毒蛋白质电泳图谱 

中间为标准蛋白质。 

Fig
．  
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目 4 病毒核酸电泳图谱 
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3．6| RSV 

1．8：捆叶 RNA(×l0 ‘)，1．3，1．1，0．7，O．5 

2．T 兔肝 rRN̂ (×10 ‘)I 1．74．O．B8 

4．5：TMV且H (̂×10 ‘)I I．0 

我国条纹叶枯病毒与 日本条纹叶枯病毒的相关性，用提纯抗原与陈光埔1984年发表的浙 

江 RSV普通抗体和Omura等l9 年戋表舶日奉 RSV单克隆抗体进行了血清学反应， 

结果证明我国长期流行的 RSV与现在山东的 RSV及与日本的 RSV有相同 的 血 清 关 

系 (表 】)。 

囊 1 攫埔龠●与几种RSV抗血漓 (抗体 )的试蕾沉漶丘应 

Tabl~ 1 Tube pzecipitaliOn of pa rif；ed virus and=atlsetum(antihod，) 
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与日本 RSV单抗反赶 

With M cAb of RSV from 

J·p‘n 

卅  忖+ 抖  

*} 卅  抖  + ± ～ 一 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


§蛐 糟●举杂志 8。¨_6 
Y1r0lolleg．$1al~t 

讨 论 

我国自1964年报道发现条纹叶枯病以来，在病害症状 、传播介体及传播特性等方面 

做了许多研究，结果均与日本的RSV性质相似。RSV的形态经小金{尺等 (1975 1977) 

的电镜观察及人工接种试验证实，并不是过去认为的球状而是分枝丝 状 或 丝 状 “。 

Toriyama(1982 a、b)深入研究了病毒粒体的性质，结果指出， 病毒经反复蔗糖 梯度 

离心后可以得到三个沉降带。病毒核酸在混台样下有三个组分，分子量分别为0．9、1．0 

和1．4×10‘dalton。病毒外壳蛋白为单一组分，分子量为 3．2×10 ]。我们的结 果表 

明，我国条纹叶枯病病毒在形态结构和蛋 白质组分、核酸组分及分子量等方面与日本的 

RSV性质是一致 的，只有外壳蛋白的分子量有一些差异。 引起差异的原因有待 进 一步 

探讨。 

血清学比较的结果显示，我们研究 的材料山东条纹叶枯病毒与我国过去研究的浙江 

的 RSV血清学性质相同，也与日本 RSV具有共同的抗原决定簇，血清学性质一致。 

从病原形态特征、外壳蛋白质与核酸组分及分子量、血清学关系上，我们进一步证 

实了我国条纹叶枯病的病原a邱德文等 (1988)研究水稻 “条纹叶枯病 时，既未发现 

分枝丝状体，病株汁液和提纯液也不与日本的 RSV抗血清起反应，从而认为我国 并 不 

存在条纹叶桔病毒 。我们认为t二种结果的差异可能是取样或试验方法上的不一致造 

成的。 
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Rice stripe disease caused severe damage in China． In the past studies， 

the emphases were limited in the biological identification ， epidem ics and con— 

trol methods． SO it i自still argued whether the disease is caused by RSV O1"even 

hy 。 virus． In the present study，4 virus with filamentous (3nm wide) Or 

branched filamentous(8nm wide)particles were observed in purified prepara— 

tions and three sedimentation components were founded with Isco fraetionor 

after 10— 40 sucrose density gradient centrifugatlon． There presented-single 

protein(mo1．wt．3．69×10‘)and three species of RNA(too1．wt．O．9， 1．0， 

and 1．4×10‘)in preparations． With the monoclonal antibody of RSV from 

Japan， the virus showed a serological homology． These results certificated that 

the CAUse of rice stripe disease in China WaS the same RSV as that of Japan． 

Key w ordsI Rice stripe virus Virus RNA Serological reaction 
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