
第 6卷第2期 

1991年 6月 

睛 毒 学 采 意 
VIR0L0GICA SINICA 

Vo1．6 N0．2 

Jun．1991 

一 株辣椒花叶病毒的生化特性研究 

薛翠峰 周履谦 熊克娟 孙富林 

(中国科学院武汉病毒研究所，武 扳．430071) 

提 要 

本文 对辣彀花叶病 毒的生 化特性进行 了研究 。病毒蛋l白的紫外吸收 ．最高280毫微米 ， 

最低为260毫微米； 以 SDS—PAGE测定其分子量为I~500I病毒蛋 白亚基由 148个氟基酸 

组成。从病毒提纯的桉酸为线状 RNA；紫外吸收最 高为260毫微米，最低230毫微米j经 

寨丙烯酰胺凝胶电泳测定 ，其分子量为 2．0×10 。根据形态结构、血请 学试验、外 壳蛋 

白亚基组成 、核酸和蛋 白的分 子量等综 台分析 ， 我们认 为这株辣椒花叶病毒是烟草 花叶 

病 毒蛆 (TMV)中的一个毒株。 

美■髑：辣椒花 叶病毒 外壳蛋 白 氯基酸 

辣椒是我国人民普遍喜爱的蔬菜。近年来，病毒病 已成为我国辣椒高产、稳产的主 

要限制因素。盛发期 (8月 )田间感染率在8O 左右，一般减产2O一4O％。目前尚无高 

抗品种和其它有效的防治措施。1981年，吉林省蔬菜研究所杨永林先生曾在长春辣椒病 

株中发现一株杆状病毒，并对其形态结构、病状表现、寄主范围、传毒媒介和体外抗性等 

方面进行了报道⋯。本文在此研究的基础上，对该株花叶 病 毒 (简称CaMV)的某些生 

化特性进行了研究。实验结果表明，该病毒是烟草花叶病毒组中的一个毒株。由于对辣 

椒花叶病毒的一些基本特性的了解，从而可能对辣椒病毒病害的综合防治和有 目地开展 

抗病毒病育种提供一定的科学依据及必要措施。 

材 料 和 方 法 

一

、 ■毒的摄埔 

1、毒源由吉林省蔬菜研究所杨永林先生提供。在防 虫温室内的健康普通烟 上 增 殖。感染后 

收集典型病叶．放低 温冰箱保存， 以备提纯之用。 

将球冻材 料按 1 ：2的体积加 0．05mol／L PBS pH7．4，用组织捣碎机捣碎后， 经 4层纱布过 

滤 ，按所得 滤液量的 2O 加入氯仿， 3000r／m 30分钟离心取上 清，用 PEG(6000) 7啼 进行沉 

淀，再加沉淀物l，1．5的 0．05mol／L PH7．4 PBS缓冲浪匀浆冼脱病毒，4000r／m 30分钟 离心，留 

上清，沉淀再重复 3次。最后将 3次上涪总和用105。0OO 2小时超速离心，获提纯的病毒材料· 

2 用提纯的病毒样品制锔刚，以 2啼的磷铝酸 负染，在 JEM一100C电镜上 观察并进彳亍紫外 吸 

收光谱测定。 

车支于l99啤 g月1日收歪“ l90啤 l】月2o日怿回q 
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=、血清学溯窟 参照田溲等人的方法【：I。用普通烟草花叶病毒的抗血清，经免疫双扩散法 

测定辣椒花叶病毒、油菜花叶病毒 (YMV—ls)和烟草花叶病毒普通株 (TMV)之间的血清 学 亲 

缘关系。 ． 

三、病毒外壳蛋白曲分轿 

1、外壳蛋白的提取 【3l：按醋酸挺取法子17屯的病毒液中滴加 2倍体积的冰醋酸，离心 除去 

沉淀。将上清转入透析袋中．，用蒸馏水进行遘析，至遘析液接近pH4．7时，滴加 3 mol／L pH4．7的 · 

醋酸缓冲漩40ul， 10000r／m 10分钟离心收集蛋白沉淀。再用双蒸水悬浮蛋白 3SO00r／m 1小时除 

去 杂蛋白，紫外扫描呈典型蛋 白吸收 曲线。 

2、外亮蛋 白分子量 的测定：采用 Laemmli方法【|- 1。浓缩胶和 分离腔分别为 4 和 10嘶， 

电压200V，室温下电诛 4小时。 电林后用考马斯亮兰R-2S0染 色。标准蛋白用上 海生 化所东风试剂 

厂产品。 

四、外壳蛋白的蠢‘蠢组份分析 病毒外亮蛋~Img／ml与s．7N HC1 1ml装^硬质玻璃管内， 

排 除空气封口 ，干 105--110~水解 24小时 ．再用10"C求梧蒸发去 HC1。样 品在臼立835-50型氨基酸 

分析仪上测定其氨基酸组份。 同时对半胱氨酸用 Ellman-CTNB法 1、 色氨酸用 Spied的二甲基 

荤甲睦法【 l授I定。 

五、棱蠢的丹轿 

1、用苯酚法抽提桉酸【a’̈ 。取纯化的病毒液5ml，加凡同体飘的水饱和酚(内古 0．3 SDS 

8一羟基喹啉Img／m1)与0．01mo1／LPBS pH7．4的蔼台液，强烈襄茴10分钟，5000r／m 10分钟离 

心取水相。再加 1／z体积酚一PBs蔼台液抽提。重复 3扶 取承相加等 体积乙醚(去过氧化物)抽 

提水相中的酚．反复 3扶。水相加),1／10体积 3 mol／L N_Ac和 2．5格律飘的4℃冷乙醇，置一20℃ 

冰籍过夜。17000r／m 15分钟离心收集桉酸沉淀。再用 70 4℃冷乙醇洗 3次，真空泵抽气除去乙 

醇及部分术贽。RNA落于0．1retool，L EDTA pH7．0中，置一1s℃冰箱保存备用。 ． 

2、接酸的电棘方法参考【1。q1‘1 。采用 TBE电泳缓冲液，用 2．5嘶 聚 丙 烯 酰胺 (内舍 

0．5 琼指糖 )复合凝腔垂直扳 电泳。 同时用TMV-RNA、E．ColI-RNA23S和16S作为参照 RNA· 

电压60V、电流10mA、时间 7小 时。 ． 

3、桉酸的电镜观察：根据生物粒子带有一定负电荷的性质，桉酸的展层采用 静 电泳动展开 

的方法【1 】。先将核陂样品放置静电电场中，桉酸在电塌作用下向正极泳动，逐渐展开。再 用 铜 

网沾取样品，染色脱水后，于高真空下用铂一钯台金旋辑喷镀，置电镜下观察 

结 果 和 讨 、论 

一

、 辣椒花叶病毒纯度测定 ． 

通过聚乙二醇沉淀及差速离心提纯的病毒，其棱蛋白紫外吸收曲线如图 l。吸收高 

峰在260rim，低峰在250nm，260／280的比值为1．20，：eo／25o的此值为1．10。 

将一定浓度的痴毒悬液，滴在Formvsr一碳膜自g铜网上，用 2 磷钨酸负染，在 JEM- 

100C型电子显微镜下观察，为均一的杆状病毒粒子，长度多数为 2806320nm，宽度为 

18—2OⅡm。见图 2。 

二 、血清学反应。烟草花叶病毒普通株的抗血清与烟草花叶病毒普通株、油菜花叶 

病毒 (YMV—l5)、辣椒花叶病毒有明显舶沉淀线形成，而油菜花叶病毒 (YMV—t5) 

稻辣椒花叶病毒的沉淀线完全愈合，说明它们之阍育近缘前血清学关系。见图 8所示。 
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团 1 CeMY棱蛋 白曲线 

Fig．1 Ultra~io|ut absc1ption spectza 

ot CaMV tnoJ●OProI●it 

团 2 电镜下的CaMY病毒粒子 X50000 

rj5
·
2 Ele。tt。t i ogr●Ph of C‘MV partlele● 

×50O00 

田3 CaMV的寡囊囊扩数试验 

1．TM 抗血清 2．6．健康对黑 

3．B．辣辍 叶抗原 4．YMV一15抗原 

7．TMⅥ鲫景 
Fi5．3 The●gir de．ble dlffusion of C●MV 

1． TM V aatisexum 

2． 5． Heellh pla~t Ill- cbeeL 

3． 6． CaMV ●n“g●口 

4． TMV一】5 7． TM V aati~0t 

团4 CaMV外壳蛋白的强收曲线 
rjg．‘ Absorption nH d ot CaM V 

cO●t prelein● 

三、病毒外壳蛋白分子量自 测定 

由冰醋酸法提取的 CaMV外壳蛋白，测定其紫外吸收曲线，见图4。最高吸收峰在 

28Ohm,最低吸收蜂在26Onm。28o／260的比值为2．4，与烟草花叶病毒组外壳蛋白的紫 

吸收曲线相似。 
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图6 CsMV外亮蛋白的SDS--PACEA图 

A．1．确瞳亿降 2．牛血蒲白蛋白 3．肌动蛋白 

4．蕞 瞳肝醇 5．TMV外壳蛋白 

B．5．CaMV外亮蛋白 
F{E．5 SDS-PAGE of a．t proteizt! 

^．St*ndard P al●jn● B．C●MV co．t protein． 

固 6 CaHV外壳蛋白分子量的测定 

1．礴馥化酶(940o) 2．牛血清白蛋白(eTooo) 

3．肌动蛋 白(4~o0o) 4．磕瞳肝酶(~0ooo) 

5．TMV外亮鼍~1(17Bo0) 占c·MV外壳蛋白 
F|g．6 E st|m~lon ot moleculsr weight of CaMV 

。o．1 p，Ot~in $tenderd prote[ms 

1．Phosphorylase b(o*ooo) =．Album[a(gT000) 

3．Acfi．(4sooo) ●．Csrbonte Îh，dt·‘·(3o0o0) 

5．TMV @Oat prot·{-‘(17500) △ CaMV 

SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳方法测定外壳蛋白的分子量。将巳知分子量的磷 酸 化酶 

B、牛血清白蛋白、肌动蛋白、碳酸酐酶和烟草花叶病毒外壳蛋白作为测定分子量的标 

圉7 CaMV捩瞳的硬收曲缦 
Fig．7 Ablo rpt~ou cⅡ¨ ● of C*M V 

uu~2ei~ *e／d 

图 8 c·MV核酸的PAGE圈 
A1 TMV—RNA B．1 CaMV—RNA 

C 2．3．E．coIi r—RNA 2 S 16S 

Fi■．8 PAGE 0f C●MV nn0Ie ●eid 

A．1 TMV一且NA B．1 CaHV-RNA 

C．2．§．E e4li T一ⅡNA 23a． 16{ 
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堆。电泳结果见图 5。 

在用标准蛋白电泳时的迁移距离作横坐标，以标准蛋白分子量的对数作纵坐标的坐 

标准曲线中，辣教花叶病毒外壳蛋白的分子量大约为17，500，见图6所示． 

四、病毒外壳蛋白亚基的氨基酸分析 

用日立835 50型氨基酸分析仪以及用化学法测定半胱氨酸和色氟酸。结果表明辣椒 

花叶病毒的蛋白亚基由148个氨基酸组成。其蛋白亚基各氨基酸的个 数 分 别为 ，Asp 

(16)、Thr(11)、Ser(13)、Glu(17)、Pro(6)、Gly(7)，Ala(13)、Cys(1)．Val 

(13)、Met(2)、llc(8)、Leu(12)、Tyr(6)、Phc(8)、Lys(2)．His(1)．Arg(9)． 

Trp(3)，见图l0。 

冒 9 c·HV核艘的电攮圈 (x 30000) 
F ．9 Electron zai~togrash ef CaMV 

Iaeleie aeld(x 30000) 

I4 

图l0 氨 基 酸 组 分 
Fjg．10 Amlae acid eompu|tloa 

1．Asp(1e)2．Thr(13)3．Set(1 3)4．GlⅡ(1” 5．Cly(7) 

B．Ala(is)7．Me1(2)8．Val(is)9．il‘(8) lO．Leu(1 

l1．c，·(1)18．L”(2)13．Tyr(6】14．Phr((8】 

15．Hie(1】lB．̂ g(9】 17．Pro(9) 

五，核酸的分析 从纯化病毒提取的核酸经地衣酚显色法确定为RNA，经紫外吸收 

光谱测定呈典型核酸吸收峰，如图 7所示。最 高 吸 收在 260nm，最低吸收在 230nm。 

260／230的比值为3．1，2601280的比值为2．0。 

核酸的聚丙烯酰胺凝胶电泳如图 8所示 。在电泳图中显示出一条带，其迁移距离与 

参德的TMV—RNA相同，证明其分子量大约为2．0×10 。 。 

甩静电泳动核酸电镜技术制作的核酸展层照片如图9所示。证明辣椒花叶病毒的棱 

酸是饯状鲫 A。 

扬永林“ 在1981年从辣椒上分离的这株杆状病毒，对其形态结构、症状表现 ，寄主 

范田、传毒媒介和体外抗性等方面曾进行了研究，证瞩该毒株与烟草花叶痛毒有—定的 

亲缘关系。本文从辣椒花叶病毒的血清学反应、外壳蛋白性质，分子量及核酸的某些性 

质等几个方面来看，亦均在TMV组的一定特性之内。但从外壳蛋白亚基的氨基酸组份来 

看，该毒株只有148个氧基酸，含有2个甲硫氧陵和1个缎囊陵，与拍菜花畸病毒(yuv_ 
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15)亲缘关 系很近，这一点与血清学试验吻合。油菜花叶病毒 (YMV 15)的外壳蛋 白 

亚基有149个氯基酸，含有 3个甲硫氨酸和 1个组氟酸⋯ 。所以我们认为，毒株的区别 

除寄主差异和血清反应等外，蛋白亚基的氨基酸组份辆顺穿，以及核酸的组份和顺序的 

差异从分子生物学水平为鉴别不同毒株或分离株提供依据。 
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Study On Biochemical Characteristics 

of a Capsicum Mosaic Virus 

Xue Cui-feng Zhon Lu-qian Xiong Ke-jDen Snn Fu—lin 

Wuhon Institute 0f Virology．Academia Sinica。．Wuhaa 430071) 

A Capsicum Moeeio Virus(CmMV )WO-Y studied on some biochemical char— 

acterlsties． UV—absorbence curve of viral protein at 280rim is maximnm， at 

Z~0nm is minimum． The molecule~ weight oi coat protein is t
,z500，consisting 

of 148 amino acid residues． The purified nucleic acid is confirm,cd ee linf~ 

翮  A。 UV abserbenee of virus RNA at 260tim is maximum， at 230nm is~mini- 

mum． Po]yacryamide gel electrophoresis of viral RNA showed that molecular 

weight is about 2 X 10。． On the basis of the morphoIogieel structure of the 

vie．ion， serological test， amino acid composition of coat protein subunits and 

molecular weight of virus ENA end protein， we preliminarily conclude that the 

cIM V is● strain of Tohoeco M osaic Virus． 

1 Key·wordsl Capeieu皿 Mosaic Virus Coot protein A~igo acid 
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