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提 要 4 <2、 ／ 
{ 

用原生质体法制各出高 纯度 的完整 叶绿体经 SDS—PAGE 电泳， 银染后， 发现 黄瓜 

花叶病毒(CMV)侵染的烟草痛叶叶绿体蛋白质图谱和硅 叶叶绿体相比， 多出一条染色 

较 弱的迁移率与 CMV表壳蛋 白质相同的带 ，经 Western转移，用 CMV游离农壳蛋 白亚 

基抗血清进行斑 点酶联 (Immunoblot)检测，证明这条带就是 CMV衣壳 蛋 白质。 健 康 

叶绿体中加入去掉叶绿体的瘸叶汁液而制各出的叶绿体中无 CMV衣壳蛋自质 说明这不 

是在叶绿体提纯 过程 中得到的假象，即表壳蛋 白质存在 于被 CMV侵染 的完整叶片 叶绿体 

中。这个结果 否认了以往报道 的 CMV衣壳蛋 白质不存在于烟草叶绿体中的结论。 另外还 

发现 ，叶绿体中 的衣壳蛋白质浓度 与叶片症状严重程度呈正相关。 

关曩蜀：童巫 _监  ．塞耋墨皇巫． 生墨签 ．{垦暮 斑点酶联 
‘ 

CMV分布世界各地，寄主范围极广。能自然侵染包括象禾谷类、果树、蔬菜、花卉 

等重要农作物的 470多种、67科植物。它引起的主要症状是花叶，即叶片的不均匀退绿 

黄化。引起花叶的一个重要原因 ，就是病毒破坏叶绿体正常的结构和功能，如有病的叶绿 

体变小，基质片层发育不良，叶绿体含量下降等等 。但 CMV通过什么途径破坏叶绿体 

目前尚不清楚。在最近几年植物病毒的致病机制研究中，发现烟草花叶病毒(TMV)衣 

壳蛋 白质在引起植株花叶中起了决定性的作用，已发现 TMV衣壳蚤 白质 存在于叶绿体 

中，并特异地结合到光台系统 Ⅱ上，阻止电子在传递链中的传递，从而使光解水生成的 

氧原子不能生成氧气而释放出来，而大量氧原子破坏叶绿素，从而使叶绿体结构和功能 

被破坏 ”。 

而 CMV在电镜下 从来来观察到 病毒颗粒存在于叶绿体中 ， 而且用 胶体金标记 

方法，也来发现 CMV衣壳蛋白质抗原存在于叶绿体中” ， 这样 CMV衣壳蛋 白在其致 

病机制中的作用受到极大的关注，是否 CMV具有新的致病机制， 因此， 研究 CMV衣 

壳蛋白质是否真正存在于叶绿体中，成为解决这个问题的第一步。 

材 料 与 方 法 

一

、 扁毒来源和试剂 CMV-M株系，寄主为三生烟‘Nieotiana tobacco xanthi)，M椿系 

本文于 1991年 8月 2目收到，12月25日修回。 

0 车工作在澳大利亚‘Adelaide大学完成，谨以此文虹培我的导师——去年逝世柏 R．1 B．Frameki教授- 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

第3期 朱水方等 黄瓜花叶病毒表壳蛋白存在于被其侵染的烟草叶缘俸中 32 9 

游离表壳蛋白抗血清 为 Dr．Hajamirad提供，蛋 白酶 Thermol ysin(Sigm_)．纤维 紊酶 (Onosnka 

R—10)， 果胶酶 (Macorozyme R—10)， 碱 性磷酸 酯酶 标记 羊抗兔 IgG 及显 色底物 (BCIP， 

NBT，PMS )均为Sigma产品。 

二、瘸毒提纯和衣亮蛋白 备 病毒篱 殖在克姻 (N．clevelandii)上， 根据 Mossop等方 

法提纯¨】，衣壳蛋自制备根据 Habili等方法【Il。 

三、完整游离叶绿体的制■ 切叶法：根据Fish等方法略加改进lï ，建康叶或寅叶蔽萌24小 

时后取样，于0 ac预冷30分钟后切丝，加入 2倍预冷至 0ac的抽提缓冲液(0．33mol／L Sorbitol， 

10mmol／L NazP2O，，lmmol／L MgCli，2mmol／L Naiso-ascor~ate pH7．5)两层实验用卫 生 

纸过德离心 (水平转头 )1500g 1分钟， 用 悬 浮 液 (0．33mol／L Sorbltof， 2ramol／L EDTA， 

lmmol／L MgC1z，lmmol／L MnC1i，50mmol／L Hepez—KOH．0．2 BSA．5mmol／L Na·PtPOt， 

10mmol／L NaHCOl，2mmol／L N~iso—ascorhate pH7．6)冲洗叶绿体沉淀表面 l～ 皇次后 加 

少许悬浮液悬浮叶绿俸 ，经 Per~oll不连续梯度离心 (10帕．20帕．40畴，80咖 )35008，15分钟 

从 离心管侧面取出40畴与80咖之 词的一层叶绿体即为 完整的叶绿体。 叶绿体的完整性 及有 无 杂质 

通过相差显微镜检测。原生质体法，根据w akcr等的方法改进而成l̈ 】。烟草叶片经消解液 (2帕 

Cellulase， O．3嘶 Pe ctinase，0
．5mol／L Sorbitol，Immol／L CaCI 2，5mmol／~ Mes， pH5．5) 

25℃处理 3～ 5小对 后，经 80 m 尼龙艇过滤得到原生质 溶液 ，经20 btm尼龙膜 过滤 3～ 5次后释 

放出 绿律 ，离心后，沉淀物再经 Pe rcoll不连续梯度离心 ，可得 到完整的叶绿体。 

目 、叶绿体经过蛋 白一处璃 根据 cline荨方法li 】去掉叶绿 体外膜 蛋白及 外膜粘 着蛋 白， 

Thermoly sin溶液 (1mg／m1，溶解在 Hepes—Sorbitol叶绿体悬 浮缓 冲澈中 )加入到提纯 完整叶 

绿体溶液中 再加入CaC1 z至最终浓度为 5mntoi／L，4ac处理 l小时后，加入EDTA至最终浓 度 

为10mmol／L，离心悬浮后，经 Per~oll梯度，得到完整叶绿体。全部提纯过程鄙在0 ac、黑暗条 

件下进行。 

五 、蛋 白质 抽摄和定■ 酶处理过的完整 叶绿体， 加入抽 提 缓冲液 (25mmol／L Tris，10帕 

Glyee ro1
．0．5帕SDS 2mmol／L EDTA，2畴BMCE，pH8．0)，用等体积氯仿抽提，除去色素．再加 

入 2— 3倍体积丙酮沉淀蛋白质，悬浮在 我有EDTA只有0．1嘶SDS抽提缓冲液中，沸水中煮 l～ 2 

分钟 ，l$OOg离 一 5分钟 除去不溶物，一20ac保存，或者用Bradford方法进行蛋 白质定量【l 1̈ 。 

六 、蛋白质电藩厦斑点酶睡 (1mmunoblot) 蛋白质根 据 Laemmli方法lJ̈ ，用5帕，12畴 

的不连续 SDS-PAGE电泳分 离，在同一 电泳槽使用检 测样品 完全相同的两块 胶扳 ， 其中一块 腔用 

银染色【l̈ ，男一块 驶用 电转移到硝酸纤维素膜上(100Y，70分钟)，根据Ashman等方法l̈ 】进行斑 

点酶联检测。含有样品的硝酸纤维索膜在PBS缓冲液(10mmol／L NatHPO~．10mmol／L NailzPO a． 

250mmol／L NaC1，pH7．2)中 ，37ac处理 16小 时，用含1帕Triton x一100冼脱蔽 (1Ommol／LT ris 

— HCI，pH 7．4，150mmol／L NaC1，immol／L EDTA )冲洗，用含 3和 BSA洗脱彼处理 l～ 2小 

日寸，再．H CMV衣壳蛋白抗血清 IgG(1~g／m1)标记 l～ 2小时。冲洗后用碱性磷酸酯酶标记的羊抗 

兔 gG标记 l～ 2小尉，冲洗后H{底物 (BCIP，+NBT+PMS)进行显色。 

结 果 

从图 1叶绿体蛋白质图谱中可以看出，在病、健叶绿体及各种处理的叶绿体总蛋白 

扭份没有多大区别，但在有病的叶绿体中 (2， 5， 7号样品 )多出一条染色较弱的分 

子量为24500dl、迁移率与 CMV衣壳蛋白质相同的蛋白质带。 

图 l中样 品 经电转 移到硝 酸纤维 素膜上后，用 CMV衣壳蛋白质游离亚基抗血清 
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图 1． 叶绿体蛋 白质经SDS—PACE分离一银 

染色图谱 ，其中 l， 6为健康叶绿体； 2，5 

为有精叶绿体； 3为结康叶 绿体加^去掉叶 

绿体崭叶汁液．0℃黑暗处理 l小时．离心去 

掉病汁裱．经蛋 自酶处理看， 再分离出完整 

叶绿体；4．提纯病毒表壳蛋自质； 7．切丝 

法制备的病叶叶绿体；8．标准蛋白质分子。 

(注：除 7号样品外， 其他叶绿体均为原生 

质体法制各的。 ) 

Fig 1．Tota1 intact ch[oropla8t prot~ia 

P⋯tt Ⅱ after 8 Faration by SDS-PAGE 

and si]ver stainiag
．
1．6 h eaIth ch1Or。PI B_tj ． 

．
5 d；e ascd chl⋯ Flast；3．h CAIth chlo— 

topI ust i⋯ bat d jⅡ disca8ed 5ap Whieh 

w f e e of chIor。Flai r， 0℃ I h r -t 

da⋯h nditi0 ． rhea g0t ride ef discB日ed ● 

s p．afte p 0teiⅡ t eat⋯ t． iata ct 

chIor~pl t ·日 ohtaiDed b Perco]1 

gradient；4| p rjficatire CMV e。Bt P To— 

t ein； 7
．
d【⋯ std chl roP1a日t b7 l ear 

cuttiDg； 8． t d a rd 口o1e u]at jBht 

P Fo r ciⅡ 

做斑点酶 联， 从图 2中 可以发 现这条多出的带和提纯的 CMV衣壳蛋白质 带相似，都 

能与 CMV衣壳蛋白抗血清有明显的结 合反应。 用切丝法从病叶 中制备的 叶绿体 (7 

号 )和用原生质体法制备的有病叶绿体 (2， 5号 )均呈阳性反应，并在这条完整衣壳 

蛋 白质带 的上方出现一条 分子量为 46000dt反应带， 在这条带 的下方出现 一条分子量 

围2． 与图1中相同的样品用CMV表壳蛋自质游离亚基抗血清做的斑点酶联结 (杵 

品编号与图 1相同 )a 
Fi g．2 The Immunohlot re sult of t he 8B⋯ Bmp1日e ●8 Fig

．
1 with the ntleer m ‘E i ‘t 

tht f【e·CMV COat p~toln sabanit(The numh~ Ⅲ．IⅡ8 t h· RIⅢ日sample-I Fig．1)， 
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为23400dt反应带，而在提纯病毒样品中 (4号 )，除了一条完整衣壳蛋白质反应带外。 

还出现了两条和有病叶绿体不一样的低分子量反应带，一条为21800d r，一条为20500d r， 

而在健康叶的叶绿体 (1， 6号 )及用病汁液处理 的 健康叶绿体中 (3号 )无任何反 

应，即在这两个样品中无 cMV衣壳蛋白质或相同的抗原。 

从图 3中可以看出，随着症状严重程度的递增 (从 4到 I顺序 )， 叶绿体中 CM-~ 

表壳蛋 白质抗原反应也递增，即 CMV衣壳蛋 白质在 叶绿 体中的 浓度也在递增， 而在 

典型黄化叶 片转化为绿色叶片即症状恢复的过程中， 叶绿体中的 抗原反应由非 常强烈 

(5号)变得很弱 (7号 )， 即 cMV衣壳蛋 白质浓度从高浓度降低到很低浓度。 

囤 3．各种症状类型 叶片叶绿体斑点砗联结果：L 出现症状n天后典型黄化叶片叶绿件 ； 

2． 由现症状l2天后不完全黄化叶片叶绿体；3． 出现定状8天后部分黄化叶绿体 

4． 出现症状 4天后懵脉黄化 坩 叶绿体j 5． 黄化叶片症状恢复前的叶绿体；6． 

提纯 cMV衣壳蛋白质；T． 黄化叶症状恢复看叶绿件；B． 健索叶绿体-经过病叶 

升裱处理 (同图 l中 3号样品 )；9． 建康叶绿体 (每个样品为 151~g蛋 白质- 提纯 

病毒为o．5llg表壳蛋白质 )。 
Fig．3 ． The lnxmunoblot fe0uIl of lhe M oropI4 Bt} ff0m le ve自 wit h difftIent 

自ym Ⅲ  
1． dise~Jed hlo，Op J‘_l fIDm lyl~lell ye1low lem 8 lB dBy5 ft⋯ yraptom 

‘ppe m  0 
2． dise~+ed ehloⅧ pl jt fm  i㈣ mplele ，el】o- l~ave自 l2 d y8 fle1 0， p— 

t 0m pp~arl10．ce 

3． die舢 ed ehlorDpla~t fro p‘rlial yeIlow kB⋯ 8 d ，自 aft㈨ ，血 o皿 0P— 

pe f4 
4． djde_4ed chlo r0pl4 BI from re B口d妇 g le s 4 d ，s BfI⋯ ，m 训n 。P— 

pt r4Ⅲ  

5． di日e●Bcd chIoropIBel h o皿 ，el1t- leav~ befofe 自y Pl⋯ eeote y 

6． purlfie时 iTe CMV eo l protein 

T． dise4sed chlor。pI5$t froⅢ ， pt⋯ c coⅢ ed lea~eB 

8． di8々B5ed自 P lre·t。d h· Ilh chIoropl48l(B日leig．3 s pie、 
口． be4lIh eh】0top1BsI(eY ry l4Ⅱe 15 g proIeiⅡ wBs loaded PI t be pⅡti 

fie fi e cMv to t pr0I ei onIy 1o ded 0．5 g) 
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讨 论 

在有病的叶绿体全蛋白电泳图谱中，发现一条反应较弱的分子 量和迁 移率与 CMV 

衣壳蛋 白质一致的带，经斑点酶联实验表明这条带就是 CMV衣壳蛋 白质。 在以前的叶 

绿体提纯研究中基本上都采用切丝法来制备叶绿体 ，我们在实验中发现，用这种方法 

制备的叶绿体很难去掉微量表皮细胞的污染。但改用原生质体法，能够制备出没有表皮 

毛污染的高纯度的完整叶绿体，保证了实验材料的可靠性。 

在实验中，用健康叶绿体加入 去掉叶绿体的病叶 汁液在黑暗条 件下处理 l小时， 

以 后按 一般叶 绿体提取 方法制备完整叶绿体，经蛋 白酶处理后 供斑点酶联分析，结果 

这类叶 绿 体和 健康 叶绿体一样，没有 cMV衣壳蛋 白质 反应抗原性。这解释了两个问 

题t一是有病叶绿体中的 CMV衣壳蛋白质抗原不是在提纯过程中1人为的物理或化学 因 

素造成的，而是在完整的叶片中就存在于叶绿体中，二是蛋白酶 (Thermolysin)处理 

消解了可能粘着在叶绿体外膜上的病毒衣壳蛋 白质。在预备实验中，我们发现在本实验 

条件下 Th~rmolysin能有效地完全降解提纯的 CMV衣壳蛋白质， 说明 CMV衣壳 蛋白 

质存在于叶绿体中。 

在斑点酶联实验中，经常发现比单体分子量太出将近 2倍或 3倍的反应带，一般认 

为是单体聚台成的二联体或三联体 1，在本实验中也出现了分子量接近CMV衣壳蛋白 

质 2倍 (46000dt)的一条带， 并且还出 现了低分子量的反应带，在提纯病毒和有病叶 

绿体中还不一致。这些小分子量带可能是 CMV衣壳蛋白质 降解带，因为我们知道在提 

纯的病毒和裂解的叶绿体中不可能有蛋白质的台成。假如有蛋白质的台成，台成产物也 

应该是分子量呈连续分布的带谱，而不是特异的几条带。我们已经知道在细胞质和叶绿 

体中的蛋 白质降解系统是不一样的 ”，因此，与 CMV衣壳蛋 白抗血清有结台反应的低 

分子量带的存在，进一步说明在有病的叶绿体中存在 CMV衣壳蛋 白质抗原。 

实验中，还发现症状的严重程度和叶绿体中衣壳蛋白质浓度呈正相关。症状越重叶 

绿体 CMV衣壳蛋白质浓度越高，症状恢复则浓度变低，这说明了 CMV衣壳 蛋白 质和 

症状有一定的相关性。 

Hosokawa等用盒标记方 法，未能在叶绿 体 中检测出 CMV衣壳蛋白质 抗原， 作者 

认为失败的可能原因有两个t一是在植物病毒中，目前尚来有完整昀病毒颗粒存在于叶 

绿体的报遭，如病毒衣壳蛋白质以亚基形式存在于叶绿体中，则峭完整病毒抗血清去检 

测单个亚基灵敏度下降许多， 二是胶体 盒标记本身灵敏度不高， 如果 CMV衣壳 蛋 白 

质 也 象TMV衣壳蛋 白质一样和寄主 成分相结台，则会进一步降 低和胶体金的反应。 

而我们采用的斑点酶联实验，首先用 SDS和高温解除了病毒衣壳蛋 白质和叶绿体蛋 白 

可能的非离子键的结合，通过电泳又富集浓缩了样品中的衣壳蛋白质，酶联捡测灵敏度 

又高，这样就能拴测出叶绿体 中即使是微最的 CMV衣壳蛋 白质。事 实上，征烟草叶绿 

体中CMV衣壳蛋 白质含量也确实较低 (在蛋白质银染中反应也较弱 )。 

因此，通过本次实验，否认了 CMV衣壳蛋白质不存在于烟草叶绿津 中 结沧，证 

明有病烟草叶片中 CMV衣壳蛋白质 存在于叶绿 中，并且和症状严重程度呈正相关 。 
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Cucumber Mosaic Virus Coat Protein lnside the 

Chloroplas t of the Infected Tobacco 

Zhu Shut—fang 

(P~ant Quarantine fa st．Bei／in~ 100096) 

Franckl。 R．I
．
B 

(Adelaide Univ．Australia 5064) 

The intact chloroplasts were made through protop]asts
，
In the SDS— 

PAGE—silver stained gel， one extra protein band， which had the same mob- 

ility and molecular weight as the o r[cumber mosaic Viru8 coat protein(CMV 

— ep)．wae found in the diseased chloroplast comparative to the health chTozo— 

plast． In the immunohlot testing， the band was highly reactive to the antis— 

erum against the free CMV—cp， while the healthy and diseased sap treated 

healthy chloroplasts had no reaction
．

The result provides an evidence for the 

CM V —cp exist Ⅱc{ in the chloroplast
．

It was also found that the concentration 

of CMV—cp inside chloroplast was positively related to the severity of the 

8y mptom ． 

Key w ordsl cMV Coat protein Chloroplast Tobacco Immu— 

noblat 
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