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提 要 
，、谚  ／ 

从 山东省主要番茄种植 区病毒样本 中分 离到 11i个黄瓜 花叶病毒 (CMV)分离物 ．根 

据病毒 的寄主范围和症状，初步鉴定为三个 株系 ：番茄蕨叶株系 (CMV—ToF)、 番茄花 

叶拌系 (CMV—ToM)和番茄轻花叶株系 (CMV—ToL) 三株 系除在生物学特性存 在明 

显差异外，其病毒粒体形态大小，电诛迁移率， 病毒外壳蛋 白亚基分子量、 核酸粗分以 

及病毒粒体血滑学特性亦存在差别 

关-翻：
．墨垄 重墨五过塞量 株系 

黄瓜花叶病毒 (CMV)是番茄病毒病的主要病原病毒之一[I )， 引起的症状变化较 

大。黄瓜花叶病毒株系较多“ ，株系之间相互作用明显，在番茄上引起的症状和造成的 

损失也不同 ，有的弱株系已作为生防制剂应用于生产。为了搞清山东省侵染番茄的黄 

瓜花叶病毒株系种类、分布及危害，研究不同株系之闻的作用以及 CMV卫星 RNA对不 

同株系的作用，进一步为 CMV卫星 RNA防治番茄病毒提供依据，1986~198g年， 从 

山东l6个地 (市 )、县的主要番茄种植区采集了349个病毒样本，分离到ll1个 CMV分 

离物，用鉴别寄主区分成为三个株系 ，并对三个株系的生物学特性、病毒粒体形态大小、 

生化特性和血清学特性进行了比较研究，其结果如下。 

材 料 与 方 法 

一 、 毒曩的分离、纯化与鉴定 将田问不同地区采集到的349个样本， 分别用苋色藜 (Che— 

nopodiura amaramicolor)、昆诺阿藜 (C．quinoa)、蔓陀罗 (Datura mete1)进行三敬单斑分 

离或经心叶烟 (Nicotiana glutinosa)系统转接，得 111个病毒分离物， 确定无 复台感染后， 用 

CMV 鉴别寄主和抗血请鉴定，毒原保存在 白肋 爝上 ， 

、 蒲曩棒系硒分 将”1个病毒分离物人工什液摩擦接种 葫 虫温室内盆栽的鉴别寄主上， 

重复测定三次。将症状反应相似的病毒分离物划分成病理株系， 各病理株系取代表株进一步研究。 

三、三蜂系的生物拳特性嗣定 寄主范围测定按常规方法在防虫温室内进行．每种植物接种 

S株 ，重复 3坎，症状观察 1十 月。蚜虫传毒试 验供试 蚜虫为桡蚜 (Myzus perslcae)， 饥饿 4 

本文于1 991年 5月儿丑收到， 7月21日修回 
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小时后饲毒 10分钟，在健 白脑烟上传毒 l小 时 后喷药 杀死蚜虫， 每 株接 蚜 5头， 每处理 接种 s 

株．重复3汰。20天后记录结果。伴外稳定性涮定用同对繁殖的病毒．常规法测定，重复 3次。 

四、病毒摄 纯夏电镜魂寨 接 种后2O天的 白肋 烟叶片用于三 个株 系的提纯· 肃毒的部分提 

纯参阅以前 报道【．】 部分提纯病毒用蔗糖密度梯度 【10—40和)lOOOOOg离心 2小时， 取病毒 

带1：2加入smm0l／L硼酸缓冲液(台0．5mmol／L EDTA，pH9．0)稀释后250000g离心 90分钟， 

沉淀回溶后即为提纯病毒。用分析超离心捡查提纯纯度．霞6定200---400nm全帔紫外吸收，并接种 

苋色黎飘6定生 物活性 ． 

将提纯病毒l0倍稀释后，用12和的甲醛固定，1．5和碑钨酸负染，透射电镜观察· 测量 lOO个 

毒病粒体计算平均粒体太小。 

五、抗血清铆备与血清学关系蔫定 采用福氏不完全佐剂乳化．按0．2、0．4、0．8、1．2mg 

病毒 4次肌肉和皮下变替免痤家兔。每次间隔7天．最后肌肉注射2m g病毒 (不乳化 )． 10天后 

铡定效价，ls天后采血析出血清 血清学关系的测定采用 琼脂免疫双扩散 法和间援酶 联免疫吸附 

弼】定 (In-ELISA)法【 l。辣根 过氧化物酶标记 羊抗兔 [gG为北 京生物 制品厂产 品。 

六、扁毒粒子津劝率和扩散掰秩溯定 测定方法参照 Walkey【1985)描谜的方法¨l· 钡j 

定用 pH8．6．0．06mol／L巴比妥缓冲液，22℃ 20V稳压电诛12小时，计算迁移距离 

七．扁毒井亮蛋白亚暮分子量的潮定 采用 SDS一聚丙烯酰胺不连续梯度垂直 凝胶电泳法· 

参阅以前报道【‘l，标准蛋白为上海中国科学院生物化学所生产的低分子量套装标准蛋白，碑酸化 

酶B(Phosphorylase B)94KD，血清白蛋白 (Albnmh)67KD，肌动蛋白(Aetin)43KD．碳酸酐 

酶(Carbonic Anhrdrase)30】(D。和魍草花叶病毒外壳蛋白 (TMV coat protein)17．5KD。 

八、扁毒棱奠摄取夏电津分析 三株系病毒核酸提取参照郑巧兮 (1984)的方法I．1， 核酸 

电林采用 SDS一聚丙烯酰胺琼脂糖垂直凝肢电泳法【l 1。电泳2小时．硝酸银染色I1。l，CS一930薄 

层扫描仪 扫描，披长530nm 

结 果 

一

、 病理株系及其寄主范围 

根据在番茄、白肪烟、假酸浆、洋酸菜、蔓陀罗、矮牵牛、南瓜和金鱼草上的症状 

反应，111个病 毒分离物可 分成三个株系 类型， 番茄蕨 叶株系 (CMV·ToF)， 约占 

67．6 ，番茄 花叶株系 (CMV—ToM)，约占21．6 和番茄轻花叶株系 (CMV—ToL)， 

约 占10．8 。各株系在鉴别寄主上的特征见最 1。 

寄主范围 表明，在接种的12个科共34种植物中，CMV-ToF可侵染lO科的 28种 

植物，CMV—ToM 可侵染11科的 31种，而 CMV-ToL则可侵 染11科的32种植物。 除上 

述鉴别寄主外，三个株系均能侵染下列植物。茄科 (8olonaceae)I亮黄烟 (Nicoti一 

a tabocum ev．Bright Yellow)、 黄花烟 (Nicotiana rustica)， 克 里夫 兰烟 

(Nivo$iano clevelandii)， 蔓陀罗 (Dotnra 8~ramonlum)， 辣椒 (Uopsicum 

frutescens)， 茄子 (Fgolanum melongena)。 藜科 ( 矗Bn0 0 i口cB口B)l 苋色藜 

(Uhenopodium amorant~color)，昆诺藜 ( 。quinoa) 葫芦科 (Uncurbi~ace— 

ae)l黄 峨 (Uucumis sativus)、甜瓜 ( ．melo)。菊科 (Uompositae)l百 日菊 

(finala ele~ans)。苋科(Araoran~haceae)l反枝苋 (Ama~'anthns retvo[1e— 
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“8)，千 日红 (Gomphreaa globosa)。番杏科 (Aizoaceae)l 番杏 (Te~ragonia 

fefr0 0 如掘e8)。玄参科 ( cr0 “ ar 口ceae)I金鱼草(Aa~irrhiaum majus)。十 

字花科 (Cruciferae)I白菜 (Brassica pekiaensis)。蝶形花科 (P口， f D ce口e)I 

大豆 (Glycine max)， 菜豆 (Phaseolus vulagarls)， 绿豆 (P．radia[us)。 商 

陆科 (P幻 0Zac ace口e)I商陆 (PhyZolacca acinosa)。CMV-ToM 和 c̈MV-ToL还 

能 侵染豇豆 (Vigna sesquipedalis)、 花生 (Arachls hypogaea)和禾本科 (flra- 

miaeae)的小麦 (Trizicum aes~ivura)。CMV—ToL还能侵染蚕豆 (Vicia faba)。三 

株系均不能侵染决明(Cassia f0re)和玉米 (gea mays)。 

二、各株系的体外抗性 

测定结果表明，三株系的体外稳定性存有差异，见表 2。 

裹 2．三糠纛的体外●定性 三、蚜传特性 

b’。2·Stab⋯I‘Y j extracted ssp of the three llrlin! 结果表明，三个株系均 

# 系 钝化沮醒℃ 稀释限点 体外存话期(小时) 可由桃蚜传毒，但传毒效率 

trlln* TIP(~C) DEP 1ongivlty b vit ro(hr) 存在 差异，CMV-ToF传毒 

—— = ———— ———— —一  率最高，为67 ；CMV—ToM 
v．ToM 65 o 10一‘ 48 次之，为 6O ；CMV-ToL 

V’ToL 45—50 10’‘ 最低，为40 。 

图 1． 提缱的病毒粒子形态 (150000倍 ) 

rig I． Elc ct ro~ mi c~og rsph of purified viru s particles(160000X) 

-，CMV·ToF b．CMV-ToM 。．CMV—ToL 
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四、病毒提纯和粒体大小 

三个株系均能得到纯度较高的提纯病毒制品，提纯病毒具有典型的核蛋白紫外吸收 

曲线，其 OD260／OD280 l CMV—ToF为i．66，CMV-ToM为 1．72，CMV—ToL为1．70。 

病毒 提 纯产 量 CMV—ToF、CMV-ToM 和 CMV-ToL分别 为 87．3mg／kg、84．0 rag／ks 

和 47．7mg／kg病叶。提纯病毒分析超离心只出现一条沉降带，稀释后接种苋色藜产生 

大量枯斑，其病毒的生物活性较高。 

电镜观察病毒粒体为球形，其直径 cMV—ToF为 25．0±j 2rim，CMV—To?~i力26．1 

±1．2rim，CMV—ToL为29．1±1~4nm(图 1)。 

五、抗血清制备及血清学关系 

三个株系均可制备较高效价的抗血清 ， 特异性较高 ， CMV—ToF、 CMV—ToM 和 

CMV—T0L抗血清效价，琼脂免疫双扩散分别为 1／64、1／64~1／32。在琼脂免疫双扩散 

中，三株系的沉淀带存在差异，但不明显，间接 ELISA测定结果见图 2。 
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周 2． 三株冤同接测定曲线 

1． CMV—ToF包被反应扳 

2． cMV-ToM包被反应扳 

3． CMV-ToL 包被反 应扳 

Fig 2． $eroiogi~s| telation_hip in iddif0et 

ELISA of the three Bt r·ins 

1． Well Ⅲ ted With CMV—ToF 

2． Wel1 COSted with CMV—T0M 

3． Well CoRted With C14V—ToL 

— — CMV—T0F；⋯ CM V—ToM ； 

一 ⋯ CMV—T0L 

六、病毒粒体泳动率和扩散形状 

在 1 离子琼脂中，各株系病毒粒体的带电状况不同，各株系病毒粒体泳动率和泳 

动形状存在差异 (图 3)，CMV—ToF、CMV—ToM和 CMV—ToL病毒 粒体 电泳迁移率 

分别为 7．58×10一。cm V。 8ec_。、7．80×i0一 cm V。 5ec一 和 9．0×i 0 cm VI1 5ec_。。 
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图3． 在pH8．6，1哥离子琼脂中病毒粒子电泳迁移率和扩散形状 

Fig 3． ElectroPh0retic mobility of the itralnt in agsr ge] huft'ezed at pH8．6 

B CMV—ToF bI CMV·ToM e： CM V—ToL 

七，病毒粒体外壳蛋白亚基分子量 

SDS一不连续梯度聚丙烯酰胺垂直凝胶 电泳解离病毒， 三株系病毒外壳蛋白亚基均 

表现为一条多肽链，CMV—ToF和 CMV—ToM 外壳蛋白亚基分子量稻j司，为 27600遭尔 

顿，而 CM~一ToL则为26800道尔顿 (图 4)。 

MW KD 

迁 移距 离 

Di目tⅡⅡ㈣ f m ig &tion 

嗣 4． SDS．不畦襞梯度聚丙烯酰踌凝胶电律三抹系痛毒农壳多双盘分及分子量 

Fig 4 The com p⋯ nt ；nd tool*cul-r weigbt af c Peid po]ypeptide 。f th th ⋯ t r 

duziag SDS—djs 0ntinous polyae yamic~e gel e]vetropho e 

— —
Ⅱ：CMY—T。F — b ：CMV—ToM ； ⋯ B‘CMV—TOL；d ：p rotein ma rkⅢ  

八、病毒核酸及其组分 

用水饱和酚法可以制备三袜系的核酸，棱酸电泳分析表明，CMV—T。F和cMV—ToM 

都含有 4祭核酸片段，CMV—ToL含有 5条核酸片段 (图 5)。 
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根据寄主范围及其反应症状。病毒粒体形态，血清学和生化特性，初步认为山东省 

侵染番茄的黄瓜花叶病毒 (CMV)存在三个株系，在生产上引起不同程度的危害。CMV 
- ToF分布最广，危害比较严重，是山东番 茄上的主要致病株系。 CMV—ToM在 番 茄 

上引起花叶，在田间分布不广，其危害性比 CMV—ToF低。CMV—ToL在番茄上引起症 

状很轻或无症状。初步认为是番茄上的一个弱株系。三个株系除在生物学特性方面存在 

差异外，在病毒粒体形态大小，生化特性以及血清学特性方面也存在明显的不同。 

目前尚未有统一的鉴定方法进行黄瓜花叶病毒的株系鉴定。许多研究只限于病理株 

系的范围之内，而对病毒本身的生化特性研究较少。本研究用指示植物将山东省侵染番 

茄的 CMV初步区分为病理株系，然后对各株系的生化特性以及血清学特 性进行了比较 

研究，明确了各株系在生化特性上的差异。但本研究中三个株系与国内外巳报道的不同 

作物上 CMV株系之间的关系以及用病毒本身的生化特性来鉴定 CMV株系的方法 还需 

进一步研究。 

已报道的黄瓜花叶病毒株系较多 ‘i，株系之间相互作甩明显，并且存在有假重组现 

象。这种相互作用与田阃症状以及寄主范围之间的关系尚不完全清楚。本研究只初步鉴定 

了番茄上存在的三个株系并比较了其生化特性，三个株系之间的相互 作用以及 CMV卫 

星 RN~对三个株系的作用尚在研究中。 

妣 ～̈ ～ 
誊 一 
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Studies on Strains of Cucumber Mosaic Virus on Tomate 

Liu Huan—ting Zbu Han—cheng Yan Dun·yn Cue Xing‘qi 

(De~arlmenl of Plant ProZection，Shandong Agricultural Univer sity· 

Talon City．8hondong Province 271019) 

During 1986-- 1989， 111 isolates of cucumber mosaic virus were ohtained 

from tomato fields in Shandong province． According to the host ranges and 

symptoms dn different hosts， three pathogen strains of CMV were established 

as tomato fern leaf strain(CMV—ToF)， tomato mosaic strain (CMV-ToM ) 

and tomato latent(1ight mosaic)strain(CMV—TeL)． There were some dif。 

ferenee not only in hie．characteristics。but also in electrophoretic mobility and 

morphology of purified virus particle， molecular weight of capeid polypep— 

tide， components of viral RNA and serological relationship
． 

Key wordsl Tomato Cucumber mosaic virus Strain 
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