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大麦黄花叶病毒(BaYMv)的提纯和生化性质的研究’ 

赵小立” 吴建华 、f黄纯农 翁醒华 龚祖埙 

及长江中下游及沿海大麦产区的重要病害。大麦黄花叶病毒<BaYMV)在围内外虽已有不少研 

究，但对国内分离株的生化性质尚未有详细报道。本文报道以上海郊区的BaYMV为研究材 

料 ，成功地建立了一套分离提纯的方法 ，并在此基础上 ，研究了该病毒的结构蛋 白和核酸性 

质 ，并和国外的一些研究结果进行了比较，从而为今后应用生物技术防治大麦黄花叶病毒打 

下了基础 。 

材料和方法 

1 材料 

大麦(m棚自]m"~1]gare L)品种早熟3号和沪麦4号种植在上海农科硫设置的大麦黄花叶病毒自然感染区 

中．取典型感病5—6叶片太麦幼苗．去除麦根整理干净后，~ --20"C冰箱保存备用． 

2 BaYMV的分离纯化 

取．20"C球冻的病大麦叶子 100克，加入三倍体积的0．1mol／L柠檬酸缓冲液，pH7．0于组织捣碎机打碎 ． 

按滤汁的体积加入25 的四氯化碳，剧烈振荡暑分钟，静止分层．弃去底部四氯化碳及杂蛋白层，上层经6，000 

转／分．离心25分钟 ，上清~-20'C冰箱过夜．3，000r／m，离心 l0分钟．取上清，35．000r／m，离心 2小时，用上述 

缓冲液悬浮沉淀，得到病毒粗制剂，经 l0％一40％的连续蔗糖密度梯度，25．000rim．离心 2小时．分层收集．经 

45，000r／m．90分钟离心，浓缩病毒．进一步用 30 的氯化地梯度离心纯化，3500r／m。1O℃离心 16小时，收集 

清晰的乳白色病毒带．再经一伏超离心，将沉淀悬浮于上述缓冲蔽-,~rJ为纯化的病毒制剂。 

3 BaYMV的外壳蛋白聚丙烯酰胺凝胶电泳 ：按常规方法制备l2煳的聚丙烯酰胺凝胶．用考马斯亮兰染色。 

4 BaYMV的RNA分离 

在纯化的佯品中，加入1 的瞄 ．3TC保温30分钟 ．然后按常规方法用饱和酚处理。 

I 蛋白酶抑帝制 的作用；将BaYMV部分提纯制荆平均分成三等分，其中—组作为对照．其余二组分别加入抑 

制剂 LcupciXin和 P F(苯甲基磺酰氟)，成份如下： 

5．1 LcUl~ptin组 1M 的 10n'm~l几 Lcu[3cp}irl，2ut的 50mmot／L D_rr，40ul的病毒制剂。 

5．2 pMSF组 10ll的 lTmg／ml的pMSF，100ul的病毒制荆。 
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， 对照组 100ul的病毒制剂 ，然后各组进行10 —10 的蔗培密度梯度及 30 的CsC1梯度离心，分别收 

集病毒 ，浓缩后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。 

结果与讨论 

Bl砷 的分离提纯 按照我们所建立的提纯方法 ，可获得密集的一条病毒带。经电镜检 

查，病毒密度很高，杂质很少，而且病毒粒子均匀分散 ，程少聚集(图 1)。长线状病毒粒子的长 

度高峰分布 

图 1 纯化的 BaYMV的电镜照片．放大倍数20000X5 

F -1 B瞰h舶 m_嗍 nphy d pu~Scd BayMV nega=ivcly stained w“h uranyl aoctatc．100000x 

2 BaYM 的结构蛋 白 分离提纯的 BaYMV制剂 ，直接用 sDs一聚丙烯酰胺凝胶电婊样品缓 

冲液处理后 ，电泳显示一条主要蛋白带 ，其分子量约 29--30kd。若提高病毒样品浓度 ，则还可 

显示另一条分子量为 33kd的蛋白带(图 2) 

在病毒分离提纯过程中 ．分别在部份提纯制剂 中加入一定量的两种蛋白酶制剂一PMSF 

和 ieu!~prin．然后进一步提纯 ，并进行电泳分析 ，此时 33kd的蛋白带明显增加 ，特别是用 PMSF 

处理过的样品 ，33kd的蛋白条带明显浓于 28kd条带。这证明 BaYMV上海分离株含有和国外 

报道的分子量相同的衣壳蛋白 33kd．而且这一分离株的 33kd外壳蛋白极不稳定，在分离提纯 

过程中，受到寄主细胞内释放的蛋白水解酶的作用，水解成 29kd蛋白，因此这一水解产物是在 

病毒包装以后发生的 ，和一些植物病毒外壳蛋白在酶加工以后再包装不同(图 3) 
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田 2 纯化的 BaYMV的 12 缸sP̂ o电泳图 

A．BaYMV外壳蛋白R低分于量标准噩白 

F't／b 2 12 SE~-PAGE r Ba 

ViralⅫ ∞m I n Standard peatein market~． 

母 3 罡白爵制剂作用后的 №ŶfV的蛋 白电辣图 

A：标准噩白分子量 ‘B：对照 tC{leamptlne处理 ID{PMCSF处理 

F -3 】2 b"131S-PAGE rt鲥 BB inhered 血 F u肿 dtJ岫 ptw／f／catiom~ t v j。lIs 

AtS4an~axl protein markerstBlP．aYMv untrcatod with~eotease ira'~aitor； 

c|BBYMv n州 with|自 #D：确 YM V tnutted Ⅱl P／V~F． 

3 IIaYMV核酸基因组 从 BaYMV的提纯制剂分离获得的RNA，经电泳鉴定可得到大 

小分别为 Rl 8．2kd(2．78×106)，R2 3。3kd(1．12×10‘)和 R3 2．0kd(0．68×10‘)三条带。 

RNA1的分子量和国外报道的分离物一致 RNA2比国外报道的略小。最近从英国的Wiltshiro 

分离物中也报道存在有除二条主要的分子量相近RNA条带外．尚存在另一条RNA带。因此小 

分子的R3是否为病毒所携带，类似于其它植物病毒的卫星RNA，亦或低分子的降解产物，还 

是寄主 RNA杂质 ，尚需进一步研究(图 4)。 
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图 4 BayMv的 RNA的电泳田 

A．BaYMV--RNAslB．I"MV-- RNA‘C 】． 1．23× 】0 ．2．0．55X 】06 

B，C均作为 RNA标准分于量用 

F ．4 Agrvse e ophor圆b of BaYMV RNAs- 

A．BaYMV--RNA．s‘& TMV-- RNA．船 霉一 RNA rna~cm 2．ITX 】0．IC．ssRNA matters：】． I．23× 10e，2-0 55X 】 
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The BarleyYellow Mccaic dj辩aseis an~porum~cmpd／sea~ sf删 inthe suburbs ofSheng~  

an~coastal are躺 in East China．A purification pl口‘蜘 哪e of日由nBhai isolate of BaYMV w墨 developed 

using the combination method of organic solvent treatment。ultrace~trifugation，sucrose and∞ del~i, 

ty graclient can trifugation．Theisolate showed the exlsteaee oftwopeaksin particle—length distxibution 

(300 nm and 600 rim)．SDS-PAGE of l~rmed viru~preperation den~nstrated one major band of 

29kd．A mir∞r b|uld of 33kd appeared a 呲 Iy．TtLe density of 33kd band could he {ncf lsed sisjxi~ 

e~ tly．whe n two pcotcasc inhibitor PMSF or laupepfin ，m  added  dru~nS extxactiozz and purification． 

Bef~des two major species of RNAs of the isolate witIl size about 2．78X 10‘and 1．12X 10‘，0衅 small 

RNA about 0．68 X 10 were bbserved in non—den帅 吣 agr∞e e]vcu'ophoresis．1 relationship 

tween the Shanghai isolate an d other isolates of  BaYM V reported previously ．墨 discussed． 

Key words： Barley Yellow M osaic Virus Coat protein Viral RNA genome 
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