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提要 从南京郊区田间番茄坏死病株中分离出黄瓜花叶病毒11'4分离物，经人lT接种 1O科 鲫 

种植物 ．能侵染其中的8科 26种，接种番茄，辣椒和普通姻都引起坏死症状。TN分离物的戋毒温度 

为50℃，稀释限点5×10 一5×10一，体外存活期 l一2天。蚜虫以非持久性方式传毒．经免疫双扩 

散测定 一11'4分离物与黄瓜花叶病毒抗血清呈阳性反应．用差速离心提纯的病毒粒子经电镜观察海 

廿面体 一直径为28nm。SDS-PAGE分析病毒外壳蛋白为单—组份．分子量27500D．病毒桉酸组份分 

析发现 一该病毒分离物含有CMV基因组核酸和一个低分子量的卫星RNA。以 结果同巳报道的弓『 

起番茄坏死的带卫星RNA的黄瓜花叶病毒株系一致(Kcar r~y．c 1990}Jorda，C．I 992) 车文还讨 

论了该病害的发生和流行． 

关键词 兰苎璺垄 壁 坌童塑一卫星 

1991年秋和 1 992年春，在本校和南京郊区番茄田中均发生一种引起番茄坏死的病毒病 

害。1991年秋在南京近郊调查 ，该病毒病零星发生 ，但局部地区为害十分严重 ，马群乡朱庄 20 

亩和紫金山乡 30亩番茄均因番茄坏死病的危害而毁产绝收。本校番茄试验地发病率高达 

100 ，22个番茄品种(品系)全部发生坏死病 ，其中有个别品种坏死病发病率为 40 。1 992年 

春 ，除南京地区发病加重外(发病率已达 30 以上)，在江苏省苏州市和南通市也发现番茄坏 

死病 ，病情严重的田块发病率达 50—60 。该病发生初期 ，番茄植株下部叶片出现坏死褐斑 

(罔 1)， 部叶片出现卷叶症(图 2)。叶脉坏死 ．至全叶枯死 ；中期叶柄和茎杆出现坏死条斑 ，枝 

条坏死，果实小，一 面有坏死轮纹或条斑 ，严重畸形(图 3)。重病田后期整株枯死f罔 1)。本文 

还对该病毒分离物的生物学性状．血清学及理化特性进行了研究。 

材料与方法 

l TN分离物生物学性状研究 

I．1 毒原纯化及奇主范嗣测定：从田间采集的典型症状的样品经三次苋色藜 斑分离，得到纯化病毒分离物 

(TN)，繁殖于三生烟 E。在防虫温室内，人工汁液摩察接种(0．OI rnolJ，L PBS pH7．0．含 0．1％Na~SO )1O科 39 

种植物 ．观察并记录症状发展。 

1．2 体外抗性：按常规方法测定 一枯斑寄主选用苋色摹． 

1．3 蚜虫传毒试验：用无毒桃牙(聃 删 )按常规方法进行传毒试验．饲毒寄主为i生烟 ，接毒寄土为番 

茄和=三生烟，设不钶毒蚜虫为对照．观察发病情况． 

· 本文于 1993年 3月2日收到．】O月|日修回 
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圈 1 番茄叶片上的辫：死褐斑 

且B．】 Nea bra 目 ontomato kaf 

圈 3 萧葫崎嘭果 

F 3 Deformation h i【of torr~to 

圈 2 番茄嚣叶症状 

F培 2 o||l gl嚏r eftomato 

图 4 番茄整株庠，E 

F ．4 Wilting plato ofIomato 

2 TN分离锄血清学鉴定 

用免疫双扩散法分 测定TN分离物与CMV抗血清(山东农业大学值僳系提供) Tw 抗血清和TAM抗 

血清(由农业部植物检懂实验研究所提供)之间的血清学盖系。 

3 稍毒提纯殛粒子观鬃 
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病毒提纯按文献“ 进行。提纯的病毒悬浮液直接点到铺有 Format膜的铜阿 卜．甩 2 醋酸铀(pH5·5)负 

染．电镜下观察粒子形态及大小． 

‘ 病毒外壳蛋白分子量测定 

SDS-PAGE测定病毒外壳蛋白分子量，方法按文献圈进行。样品处理及电泳：将提纯病毒和标准蛋白(卜海 

东风制药厂生产)分别与等体积裂解缓冲液(蔗糖 l咄．sDs 2．3g， |iB m 756呈，巯基乙醇 5m1．定窖至50m1．加步 

量溴酚兰)混匀，煮沸 3分钟，上样 ，40mA恒流电泳 2 sigH"．0_05％考马斯亮兰 R-250染色 12小时．脱色液脱 

至背景无色． 

s 痈毒拄敬组份分析 

采用Leo~n6系 叫．2．‘ 聚丙烯酰胺(古 m 3％琼脂塘)凝胶电睬分析棱酸组份。核酸提取参照文献加． 

纯化病毒 40呲 加入 l0qd 0．Imo~／L甘氨酸 pH 9．0(内古 0_05tool／LNaCI．0．01moi／L ED A．2 sDs)，3"7℃处 

理 10分钟 ．逮狰至 4"C，加入等体积饱和爵／氯仿(1 t 1)重复抽提数次 ，氯仿抽提一次，水相加 1／10体积 3 

mo!／L NaAc(,pH5．5)和&5倍体积 95 乙醇，放置一40℃沉淀过夜．离心后的沉淀物甩75 乙醇洗一次．真空 

干燥，沉淀溶于5呲 去离子水中，一40"C保存。50．1核酸样品与l 6X电泳缓冲液指示荆混匀，加入样品孔 

中．100V恒压电睬70分钟 ，漠化乙淀染色 l0—20分种．紫外灯下观察结幂． 

结 果 

l TN分离袖的生袖学性状 

1．1 "IN分离物的寄主范围：人工接种 10科 39种植物 ，TN分离物侵染其中 8科 26种(表 

1)．不侵染葫芦科(Cucurbi~eae)的丝瓜(Lu~fa q - 1)，冬瓜( ， )，黄瓜( 廊 

骷)，菜瓜(Cm redo va．r．∞揪 )，南瓜( 蝴帕a伽 n )．西瓜( 池 nu,'p-／s)；十字花科 

(C~'uciferae)的白菜 (Bva~  ％ )}豆科(Legumincsae)的大豆(啦咖 ,noz)，菜豆( 喃 

m )，豇豆 (脚 d删 p )，绿豆(崩删咖 棚 s)，苋科(A|na舢 Ihao∞c)的干 日红( 口w 朗j- 

9 Ⅻ)；藜科(Chenopodiac~ae)的菠菜(唧 血 r∞Ⅺ)。TN分离物侵染番茄、烟草、辣椒 I起的 

症状同常见的CMV不同．接种苗令为20天的番茄，发病后一周内发生急性坏死(罔5)。接种 

苗令为6O天的番茄，症状发展较慢．首先出现叶片坏死．后枝条出现坏死条斑．最后全株枯死， 

发病过程同田问观察结果一致。在辣椒 、烟草 }：TN分离物也 I起坏死症状 (罔 6)。在其它寄 

主 }：产生的症状同常见 CMV I起的症状相似。 
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1．2 体外抗性 ；TN分离物失毒温度 50"C，稀释限点 5×10-3—10一，体外保毒期 1—2天。 

1．3 蚜虫传毒试验 ：TN分离物可由桃蚜以非持久性方式传毒 ，但传毒效率不高 ，在三生烟 

上 ，发病株／接毒株为 4t30(13．33 )，番茄上为 8t4 0(I5 )。 

图5 番茄苗急性坏死 

心 ．5 Fa．~t r Ⅻ b 0fⅧ ∞edling 

图 6 烟草叶片上坏死症状 

6 N,：er~is∞ I。b㈣ teal 

图7 1N分离物与cMV抗血蒲反应 

J．4．对照 ‘3．6．TN分离物 

2．番茄上 cMV}5．豌 上 (MV 

F 7 Se,ro[,0e~,=al reaction bc【 tk  and 

CⅥv anliserum 

J 4 ~ontrd L CMV from t㈣ 【o 3-6 th isolai~TN 

5．CMV from pea 

图8 分离物粒于形态(放大 150000× 

开 8 Ⅱ。c【|0n m{cro~apb of pur od v 雌 pariicle~of 

【hc 【e TN(150000× 
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2 血清学鉴定 

免疫双扩散结果表明，TN分离物与 CMV抗血清呈阳性反应，产生清晰沉淀带(图7)。该 

病毒与 TMV和 TAV抗血清均呈阴性反应。 

3 病毒提纯歪粒子形态 

提纯的 TN分离物具有典型的病毒的紫外吸收光谱 ：A260／A280=】．69。电镜观察中的病 

毒粒子为等轴廿面体 (图 8)，直径约为 28rim。 

4 TN分离物的外壳蛋白分子量 

经 SDS-PAGE分析 ，TN分离物外壳蛋白为单一组份 ，由标准分子量推算蛋白亚基分子量 

为 27500D(图 9)。 

5 核酸组份分析 

提取的 TN分离物的病毒棱酸 ，经 2．4 聚丙烯酰胺(tr 0．3 琼脂糖)凝胶电泳和溴化乙 

淀染色，凝胶中显示出 5条RNA带(图 l0)，其中RNA1—4为CMV棱酸基因组，RNA5为小分 

子量的卫星 RNA． 

图9 TN分离物外壳蛋白的SI~-pAGE丹析，中问行：标 

准置自．礴酸化尊94kDI牛血清白蛋白67kD~肌动 

蛋白43~．D碳酸酉于酶 30kD~TMV外壳蛋白 】 5XD． 

边行tTN分离物壳蛋白． 

Fj亭 9 ^I-l oftioe b叫m TN ∞砒 ein 时 PAGE． 

oeatcr~ ,procdn m_ | 堪pb讲yl&饕 B 94kDi albu- 

rain 67kD‘aain 431d~I曲rbordc岫 dr越e 30kDiTMV 

I 17． n side Sanel t btc TN ∞ lt pro- 

i 

图】0 TN丹离物拔酸电泳骨折 

F 】0 Analy~ ofRNA componea~ d thei~o]ate 

畔  嘲 ckl s．( 0In up to 

down， CMV RNA1．RNA2． RNA3， RNA4． 

CARNA5)． 
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讨 论 

根据以上试验结果 ，确定TN分离物为黄瓜花叶病毒。TN分离物在番茄 上：引起坏死，并在 

其它茄科植物 卜产生坏死症状 ，同国内已报道的 cMV株系不同[6 ]。从人工接种的寄主范甩 

看，TN分离物除不侵染十字花科和葫芦科寄主外，其它寄主症状反应均与常见CMV相同，目 

前国内外报道的CMV株系中均有不侵染十字花科和葫芦科寄主的cMV存在 

引起番茄坏死的CMV株系，最早于七十年代中期在法国南部流行 ，造成大面积番茄死亡 t 

损失惨重[toJ。1976年 Kaper等发现在引起番茄坏死的CMV株系中存在一个小分子量RNA(第 

5组份)El1]，并进一步证实第 5组份引起番茄坏死，确定为 cMV卫星Rlq'AE” 。目前世界各地 

陆续报道了多起引起番茄坏死的带卫星 RN'A的坏死株系流行 ，造成巨大损失 。l990年 

Kearney等报道了来 自中国福建的番茄坏死材料中含有坏死型卫星 RNA口 。】991年我 们在江 

苏省部分地区发现引起番茄坏死的 CMV，研究结果表明同Ke~rney报道的坏死株系相似，由于 

缺乏材料进行直接比较 ，无法断定两者是否相同。从该番茄坏死病害发生和流行趋势来看，带 

有坏死卫星 RNA的CMV株系在我国有扩散和加重的趋势。此病八十年代末在福建首先发 

现 ，但没有为害情况的报道，1991年春在长江下游的江苏部分地区发生，为害已逐步加重， 

1992年春夏在湖北省部分地区也发现此病为害，可见此病有从南向北扩展趋势。另外从田呵 

观察和温室试验发现 ，此病害的症状表现同温度存在一定关系。田阿发病早期 ，坏死症状零星 

出现，并且缓慢，随着气温增高，坏死迅速扩展，植株成片死亡，在温室接种试验也有类似现 

象 此病毒分离物蚜虫传毒率也较低 ，因此该病的发生和流行等问题还肓待进一步研究。 
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Studies on the TN Strain of Cucumber Mosaic Virus 

Inducing Tomato Necrosis Disease 

Cheng Ninghu[ Pu Zuq[n Fang Zhongda 

(肪 州 Ⅳ Ptaat n 嘲 ，̂  向  讹 r f 衅 础 ．m J 2 1 00 1 15) 

A lethal disease of tomato occurred severely in the vicinity of Nanjing froll~{99 I[u I q2 wa 

caused by a viral Dathogen． A virus was isolated from the diseased tomato collected frolll field and 

called the isolate TN．It infected  8 fam ilies 2B species host plants OUt of 1 0 families 39 spe cies_11 ~eulat 

ed in the host range test and induced necrosis in tomato．pepper and tobacco． Its stabilily in extracted 

sapwas TIP 50℃ ，DEP 5X 1 0-3一 1 0～ ，and LIV 24— 48hrs．The v[rtls tranxmi!ted by apl·i,i Il'iI()n— 

pe rsistence and reacted positively with CM V antiserum in agar diffusion test．Purified v irions【l r the i ) 

late TN were obtained  by differential centrifugation and its morphology was sphe ricaI ah1L1【 RI1f11 in di 

ameter by electron m icroscopy Analysis of Sirs—PAGE revealed that virion capsid prote[11 had a,,ingle 

cornp0nent(monomer)，which molecular weight wi~．s 27500D．ViraI RNAs cont~ined T1【lrllta[CMV 

RNA l一 and additional lower molecular we~ht RNA5 by polyacrylamide gel eleclrophoresis．Tt·e 

results were concurrent with the previous reports that CM V strains assoc iated with satelIi re RNA in 

duced tomato necrosis(Kearney C M，l990}Jorda C，l992)．蛐 it as suggested that TN be the 

necrotic isolate of CMV associat。d wfth satellite RNA． 

Key words Tomato，Cucum bet mosaic virus，Necrotic isolate．Satell[te RNA 
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