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I 引 言 

黄瓜花叶病毒(Cucumber Mosaic Virus，CMV)是黄瓜花叶病毒组中的典型成员。最早是由 

Doolitte(191 6)和 Jagger(1916)报道为黄瓜花叶病的病原 。随后发现此病毒具有极广的寄主范 

日 ，天然寄主有 67科、470种植物 ，加上人工接种的共有 85科、365屑 、775种植物[ 。 

黄瓜花叶病毒的许多方面已有综述：Martya(1968)列出了CIvlV的 7个其它名称 ，H个同 

义词和 23个株系 ；Lapierre和 Sp／re(1969)以及 Sommereyns(1967)按照物理、化学和生物学性 

质来分类 CMV和数百种其它病毒 IGibbs和 Harrison(1970)简要地叙述了CMV的各个方面} 

Smith(1972)描述了CMV在 30种重要粮食和观赏植物上的症状；Kape~(1975)总结了CMV结 

构化学的解离和装配 ；Necrgaard(1977)列出了CMV可经种子传播的 18个植物种；Kaper和 wa- 

mrw~th(1981)着重综述了黄瓜花叶病毒组(Cacumovi~s)各成员的诊断和鉴定 ；田波(1986)叙 

述了黄瓜花叶病毒组的卫星 P-．NA。但是 ．关于ClvlV株系鉴定的研究 ．除了 Kaper和 Waterworth 

(1981)的综述涉及较详外 ，其它鲜见报道。 

ClvlV株系的鉴定，是开展病毒学、株系问交互保护、遗传育种等研究工作的基础，特别是 

现代株系问遗传交互保护的研究，使株系鉴定尤为重要[2]。目前利用ClvlV三个株系(CMV．C，． 

D，一WL)的基因已获得了转基因植物 ，这些工程植物对不同ClvlV株系表现了从高抗到感病的 

不同程度的抗性0 ]-而且这种抗性的变化也表现在其它植物病毒上rz]。因此，利用植物病毒 

基因来源来获得转基因植物的基因工程的工作，其第一步就应该是病毒株系的鉴定和筛选 ， 

从而得到优势株系以进行基因分离和克隆等下一部分工作。只有这样，才有可能获得应用于 

田问生产的表现较强抗性的转基因植物。 

本文在 Kaper和 Watcrwc~th(1981)关于 CMV株系鉴定的基础上 ，对国内外十多年来 CMV 

·本文于 1993年 9月 2日收到．12月 l3日修同 
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株系鉴定的研究作一概述． 

2 现有株系种类 

CMV存在极多的株系，Marfyn(1968)列出了 23个株系，No~ mn(1973)列出了 50个株 

系，K婶 和Waterworth(1981)列出了59个株系 1981年以来据不完全统计已有60篇文献共 

报道了 63个株系或分离物，其名称分别为：B；Bm l，Bm-2，Bm-3~BM-312；Bm-1J，BM-0；c．cl， 

C2；Ca；CA；Ch；c ；CL；Cp；EM；Fny；1l7F；Fb；Fp；GC，GCM；H；K；K8；J 83，Jv；L；Lay，L3；Lp； 

M27，M48；Mm{Ns；NT2，NT9；OL；Peer；Pf；PF1，Pf2；Rm；s；SB；Sc|Sf；Sfi；sp；ss；T；Tn；TL，To； 

U；V ；W G }W L；W T；W vIZ。 

CMV有如此众多的株系，主要的原因在于株系的命名没有统一的标准。株系问的差异，一 

方面可来自于非病毒因素，如实验室操作、实验植铷生长条件、实验所用品种以及对症状的描 

述，另一方面来自于病毒本身，即病毒株系遗传物质存在差异。自从 1976年Kaper等发现CMV 

部分株系存在卫星RNA，随后发现病毒RNA组分随病毒接种源的繁殖寄主不同而发生变化 ， 

这种相对比蜊的变化．直接影响病毒的增殖效率、症状表现以及侵染性的强弱。同时也发现． 

大多数种类的卫星 RNA具有减轻协助病毒 I起植物症状的能力，但也有少数种类的卫星 

RNA可以加重 、甚至产生卫星 P,NA所独有的症状“ ，可见 ，卫星 RNA的存在与其不同的生 

理功能使得株系鉴定工作更趋复杂化 但目前许多研究者没有在统一的实验条件下进行统一 

的实验项目工作，因此许多作者所报道的株系很难相互比较。从这点来看，目前所划分的众多 

的株系很难一一成立． 

尽管如此，大量的研究结果表明CMV的确存在较多的株系，株系差异的基础是株系问 

RNA组分和 RNA组分上核苷酸序列的差异。具有或不具有卫星 RNA的株系．其核酸组成含 

量明显不同．CMV按照血清学E 、衣壳蛋白肽链图谱踟、核苷酸杂交实验Ee]、PCR扩增产物 

Mspl限制性图谱[1 等可将众多的 CMV株系捌分为两个亚组 ，亚组 I可核苷酸序列同源率 ： 

RNA2为 7O [11]、RNA2为 7l [ ]RNA3为 75％【I3]，同亚组株系棱苷酸序列同源率各 RNA 

组分都达90--99 [5 ”。可见．核酸组成和核苷酸序列的整异导致了株系问具有不同的生物学 

和生物化学的各种特征． 

这里还需要说明的是 ，CMV属 3分体病毒，具有 4分段或 5分段 RNA片段，除了各个 

RNA片段发生碱基突变造成新的株系产生外，不同株系混合侵染同一植株 ，也可能发生不同 

株系问完整RNA片段的交换而导致新株系的产生[ ]．这种多分体病毒的完整RNA片段的交 

换而产生新的株系已在流感病毒中发现并证明EI3]，在植物病毒中．RNA片段的体外重组已在 
BromovirusesE ]～Cucumovlruses[ ]

、Dianthovlrus~sD7]和NcpovlruscsDe]中获得成功，但到 目前为 

止，尚未在自然界中发现和证明这种重组现象。因此．cMv一些株系是否由不同株系在侵染同 
一 植株后通过不同RNA片段交换而形成的．有待今后研究证实。 

3 株系鉴定的依据和方法 

株系鉴定的依据和方法较多。不同作者限于实验条件从不同(或部分相同)的角度进行了 

探讨 ．其依据涉及宏观水平到分子水平 ，其方法涉及传统方法到现代高新技术等各个层次 众 

多的作者对株系的划分主要涉及以下几个方面。 

3．1 所分离株系在寄主上的症状特点 

植物病毒病害的症状特点是出三个因素．即不同病毒或同种病毒的不同株系、不同寄主 
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品种或同一品种的不同生育期以及不同的环境条件相互作用的结果。因此，在自然界中，饲一 

寄主上一定生育期发现存在不同症状 ，如果通过选择的寄主范围或血清学实验等方法排除是 

由不 同病毒造成的 ，则可能是同种病毒不同株系所BI致的结果。目前 已鉴定和命名众多的 

CMV株系主要是在不同寄主或同种寄主依据不同症状表现来分离而获得的。 

3．2 选择的寄主范围和症状特点 

从不同寄主或同一寄主依据不同症状分离和获得CMV株系后，就要进行选择的寄主范围 

的测定。通过这一试验 ，一方面可排除其它病毒的可能性 ，另一方面可初步确定 CMV株系的种 

类和数目。选择寄主的数目从几种∞到十几种甚至几十种[。1 ]，包括禾谷类、蔬菜、观赏植物及 

杂草等单子叶和双子叶植物。CM'V株系除了能侵染一些共同的寄主显示类似的症状外 ，不同 

株 系往往能侵染各 自的特 定寄主 ，倒如大多数株系不侵染花生( 幻脚一 )、玉米 (zm 

m啦 )、长春花( 似5鼬)、向日葵[u，而 c~nr—CA引致花生矮化 、明脉 花叶和皱叶【2町，CMV— 

NT2、一1003引致玉米不同严重度花叶[埘，向日葵株系(sf)导致向日葵花叶口 3。在蔓陀萝(_凸 m 

M，m抽n)上 ，大多数株系产生系缆褪绿斑[I]，而 cMV—c、一D产生坏死斑D日，OVIV-E~VI-61、一J、一 

cL等株系陋 以及 C~VIV—Poet、一M48、Bcrn株系[ 3却不侵染；菜豆( d 一 由 )是大多数株系 

的枯斑寄主[11，而CMV一8、一Le、F等㈨ 、CIVIV—CAtZ~]却引致系统花叶，而CMV—B却不侵染㈨。因 

此 ，在一定的寄主上症状不同，往往表 明了接种的分离物中存在不同的株系。 

CIVFV株系通过一系列实验已明确区分为两个亚组，一些作者试图通过寄主范围的测定来 

划分 CMV株系的亚组。Marrou等(1975)调查了 l2个 CMV株系的寄主范围和症状 ，发现在选 

择的寄主上可将 12个CMV株系划分为四组。Edwards和 GonsaJves(1983)选择两种莴苣(￡ 

∞蜥 和 L．— -)和番茄(匈 ∞ )，依据症状特点可将七个株系划分为两组 

(四个屑第 1亚组 ，三个属第 Ⅱ亚组)。A1mad和 Scott(1985)选择菜豆、豇豆(H卿 Ⅻ 面 )、苋 

色黎( 矗m m， 础 r)、普通烟 (№嘶础 toucan)、黄瓜( 妇 sat／~s)和蔓陀萝将 l2个 

C／vlV株系划 分为三组。Wahyunl等(1992)选择了 1 4种寄主对届于亚组 I的 7个株系、届于亚 

组 Ⅱ的 9个株系进行了测定，揭示区别两亚组的相对较好的寄主为两种烟草( n 

峨 N．蛐∞∽cv，Xanth11．a)和辣椒 (CarO m 妇 ≈s cv，Giant B~II)，症状变化最大的寄主 

为蔓陀萝和莴巨( cv，Sa．1inas)，症状变化最小的寄主为白肋烟 (Ⅳ．鼢 Ⅻn cv．White 

Burley)和蔷茄。从这些结果以及其它作者口 哪的试验，我们可以看出，目前可能尚未找到较好 

的区别两亚组的寄主范围 ，众多的株系引致寄主症状范固宽广的变化有时使我们很难将某一 

株系归为其中的一亚组 ，因此 目前企图通过寄主范围的测定来划分 ~2vIV两个亚组可能是困难 

的 。 

3．3 血清学关系 

植物病毒株系问的差异，可以部分反映在粒子的衣壳蛋白上，而衣壳蛋白的差异可通过 

血清学的测定来实现。对于~2vIV株系血清学的研究，自1981年以来文献报道的着重点在于两 

个亚纽阿血清学关系的研究。最早将 CMV株系进行较为完整和详细的血清学分类的是 Dev 

ergne和 Cat．n(1973)，他们通过琼脂免疫双扩散观察有无刺突的形成 ，将 10个 CMV株系分 

成 IYrL、ToPS和 Q 三个主要血清型，其代表株系分别为 CIVW—D、一S和-Co。大多数株系属于 

DTL和 ToPS 血清型 ，Q 型只有一个株系。随后 Devergne和 Cardin(1975)，Devergne等(1981) 

确定了三种血清型的血清学差异指数(SDI)，DTL和 ToPS 的SDI为 1-2，DTL或 ToPS 与 Q 的 
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SDI为 3。此后，许多作者通过不同血清学方法将众多的CMV株系进行了血清学分类。Takana- 

和 Toma~(1969)，Maeda和 Inouye(1987)将日本 CMV株系分为血清型Y和 P，Richer(1983) 

将德国CMV株系分为血清型U和N，这些都相当于 DTL和 ToRS两种血清型。采用 ELISA 

法 ，Edwards和 Gomalves(1983)将 4个株系分为两组 lWahyuni等(1992)将 1 6个株系分为两 

组。采用琼脂免疫双扩散法 ，Abroad和 Scott(1985)将 l2个株系分为两组；Wahyuni等(1992)将 

1 6个株系中l5个分为两组 ，只有一个例外。通过单克隆抗体技术进行 CMV株系血清型分类 

也进行了尝试【a·加，其中两个单克隆抗体L1(D 型)和 21．4(ToRS型)能完全专化性地与各 

自亚组的株系发生反应 ． 

对于同一血清型的CMV株系的划分，目前可行的方法是通过株系专化的单克隆抗体和利 

用多克隆抗体的ELISA法[ 2B]以及多克隆抗体的免疫电泳法r”。株系专化的单克隆抗体固然 

最好 ，但对于具有极其众多的 CMV株系而言 ，这种方法显得工作量太大而不实际，因此后两种 

方法 ，特别是ELISA法得到较多的应用。 

3．4 衣壳蛋白肽链图谱 

蛋白质的结构是由各种氨基酸组成的肽链按照一定空间构型所构成的 ．在一定酶解液中 

通过不同蛋白酶消化 ，蛋白质可分解成一系列肽链 ，经过聚丙烯酰胺凝胶 电泳分离后就组成 

了肽链图谱。这一技术是由CleveLand等(1977)建立的 ，然而最早应用于植物病毒进行分类的 

是 K~nig等(1981)，他们比较了'l"ymovlrus表壳蛋白的肽链图谱 ，并与血清学方法比较 ，认为 

其结果稳定性优于血清学。Guerri等(1990)应用这一技术对柑桔衰退病毒(Citrus口 ceza vtr~) 

株系进行分类，认为这一方法简便易行。Edward~和Oonsalvcs(1983)应用这一技术将7个CMV 

株系表壳蛋 白进行了分析 ，发现按其肽链图谱可分为明显不同的两组 ，这一结果与血清学和 

核酸杂交结果相一致。综合有关文献，我们认为衣壳蛋白肽链图谱分析对CMV株系鉴定而 

言，可能具有其它一些鉴定方法无法比拟的优点，一是结果稳定性强；二是灵敏度高 ，用银染 

色法可达毫微克(ng)水平I三是操作简单、方便，不需要特殊仪器和试剂。而cMV寄主范围和 

症状测定往往易受环境条件和卫星RNA等影响【川 血清学方法一是免疫原性低，二是其抗血 

清由于所用兔子的个体差异而易改变其专化性[1 ；核酸杂交法较为繁琐 ，且花费较高嘲。因此 ， 

肽链图谱技术在cMV株系鉴定中具有重要的作用。 

3．5 核酸组成、核酸杂交及核苷酸序列分析 ’ 

cMV属三分体基因组，至少具有四种RNA组分，部分株系含有第五种RNA组分，即卫星 

RNAD]
。 株系不同，RNA各组分的相对含量往往不同，特别是具有卫星 RNA的株系 ，其组分的 

相对含量受卫星RNA的影响丽变化更大[】g 到目前止许多株系探测到了卫星RNA的存 

在 ，而且多于 25种卫星 RNA得到了系统研究以及序列分析 ]。 

拔酸竞争杂交是探讨核苷酸序列同源性的一种有效方法。Gonda和 Symons(1978)最早将 

这一方法用于CMV株系鉴定 他们比较了CMV三个株系(Q、M和P)，认为 Q与 M的 RNA1 

只有部分序列同源性 ，而 Q和 P的 d种 RNAs序列几乎完全相 同。Piazzolla等(1979)利 用 

CMV-S和CMV-WT两个株系的。H一标记的s NA和daRNA1，2，3(去除了RNA4和RNA5)与 

l8个 CMV株系的ssRNA杂交 ，发现 l8个株系可明显区分为 CMV-S亚组和 CMV-WT亚组 ， 

CMV—S亚组的三个株系的核苷酸序列同源率在 89—95 ，CMV-WT亚组 1 4个株系的同源率 

在78—92 ，两亚组问的同源率仅 0一ld ，只有一个株系cMV—IX与CMV-S无同源率 ，与 
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CMV—wT也仅有 43 同源率。Ow~it和 Palukaitis(1988)调查了 l2个 CMV株系与其中两个病 

毒株系 RNA3的 eDNA互补杂交的关系 ，揭示了 8个株系属于第一亚组 ，4个株系属于另一亚 

组。Wahyuni等(1 992)利用Fny和Lay(分属两个不同亚组)两个株系的eDNA探针与 l6个株 

系的RN 杂交，发现与Fny(亚组I)发生反应的有7个株系，而与Lay(亚组Ⅱ)发生反应的有 

9个株系。RfZm等(1992)将 20个 CMV株系的衣壳蛋白基因通过反转录聚合酶链反应(RT— 

PCR)扩增，用 地pI酶消化 ，根据消化产物也可明显将 CMV株系分成两个亚组，可见这些结果 

从分子水平上表明 ：CMV的确可分为两个亚组。 

为了更进一步区分亚组 内株系分子水平的差异 ，Owen和 Palukaitis(1988)利用了 RNA酶 

保护分析法。他们反转录合成 Fny株系(亚组 I)全长RNA3的eDNA，与同一亚组的 7个 CMV 

株系 RNA3杂交 ．通过 RNAase消化 ，电泳分离消化产物后进行检测 ，结果表 明同亚组内株系 

闻其同源性表现明显变化 ，与 Fny关系紧密的有 Pf、T、D和 Shy株系 ，较少相关的有 K、B和 G 

株系。其中衣壳蛋 白基因比 3a基因保守 ，而 3a基 因中株系 D、Fny~Pf和 Sny高度同源 ，株系 

B、G、K和 T含有部分变异的序列。Kurach和 Palukait~(1 989)采用 RNA酶保护分析法探测了 

几种不同卫星 RNA的自然种群内的核苷酸变化位点，结果显示WL]一Sat．RNA的 7个种群没 

有主要位点的变化(包括分离于四个不同寄主植物的种群)：BI—Sat．RNA的9个种群分为三种 

变化方式，每一方式中种群问变化相同；I~sat．RNA的5个种群的每一种群都在第225位核苷 

酸上(全长核苷酸为 335个)发生变化，这一变化是D．Sat．RNA种群的一个特征。 

核苷酸序列分析是区分和鉴定株系的最根本的方法。到目前止 ，CMV整个基因组已进行 

序列分析的有 3个株系，即Q株系脚 3、Y株系m 以及Fny株 ，系【 一 。此外部分 RNA组分 

和基因被序列分析的有 ：0株系【删和 M株系ns]的 RNA3，D株 s]、wL株系 C株 5]、1171= 

株系0 和 JV株系D 的衣壳蛋白基因。一般两亚组问核苷酸序列同源性 在 70—80 ，同一亚 

组内其同源性在 90 以上。关于卫星 RNA，田波(1986)认为是一类核苷酸序列非常近似的分 

子群体 ，其变化局限于分子的少数高度特异位点。但随着更多的卫星RNA被发现以及进行序 

列分析 ，发现部分卫星 RNA序列具有较大的变化 。迄今卫星 RNA序列长度多数在 333—342 

个核苷酸(nt)，但有少数卫星 RNA却大大超过这一长度 ．如 Y．Sat．RNA有 368nt~9]．Ym—Sat． 

RNA有 386ntL． 。不管卫星 RNA长度如何，其 5 端的头 10个核苷酸和 3，端的头 8个核苷酸 

相同。除 Y和 Ym卫星 RNA外，大多数卫星 RNA序列变化多发生在距 3 r端 129—190和 318 

的区段和位点上【 “]。Garcia·Arenal等(1 987)比较了 l2个卫星 RNA的核苷酸序列 ，其 中 11 

个卫星 RNA的序列同源率为 8d一97 ，仅 Y·Sat．RNA和其它卫星 RNA同源率 仅为 75-- 

80 。Kurath和Palukaitis(1 989)认为，即使是同一种群的卫星RNA也可能由于其繁殖寄主不 

同而发生微小的序列变化。可见在卫星RNA中，也可能表现序列变化的多样性。 

3．6 株系鉴定的其它依据和方法 

株系鉴定的其它依据和方法包括 ：粒子电泳相对迁移率 、传播途径和传毒效率、物理性 

状、在一定寄主上的抗性表现以及繁殖和运转速度等。 

粒子电泳相对迁移率 ，反映了CMV粒子的大小及粒子衣壳蛋白氨基酸的组成及空间分布 

状况。早在 1976年 ，Lot和 Kaper比较了 CMV 3个株系(0、R和 s)的粒子电泳相对迁移率 ，发 

现它们的迁移率不同 特别是在低电压、长时间的电泳条件下，迁移率区别更大。随后一些作 

者[1]利用此方法进行了部分株系的分类。但由于此 法可用 电镜和血清学方法 代，因而此方 
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法在株系鉴定中没有得到广瑟应用。 

传播途径和梧毒效率也可用来区分CMV株系。尽管CMV主要是由蚜虫和接触传播，但株 
系不同，其传毒效率也可不同【 ‰蝴，而且通过突变已获得了丧失蚜传能力的 C]VW—M株 

系【“-。cMv除了蚜虫利接触传播外，还发现了一些株系具有种传的方式【“’蝴。 

依据粒子的部分物理性状(稀释终点、致死温度和体外成活期)来鉴定株系·一些作者也 

进行了探讨[忉．但由于这些结果易受实验条件影响而不稳定，因此鉴定株系的可靠性差。 

此外，在一定寄主上不同株系侵染力不同[啪、繁殖和运转速度不同[州，这些也可以作为鉴 

定 CMV株系的依据． 

4 结 论 

在自然界中，虽然CMV具有较多的株系，但由于一些作者在株系鉴定时没有在统一的实 

验条件下进行，不同作者的结果很难比较 ，因而现有的部分不同株系实质上可能是相同的株 

系。为了尽量减少这一问题的发生，在试验中特别是在生物学测定中，统一实验条件是非常必 

要的。如果能在实验中将两个分属不同亚组的标准株系作为鉴定对照．那么其结果可能会更 

加可靠。 

CMV株系鉴定的方法和依据尽管是多种多样 ，但最基本的还是寄主范围及症状的测定、 

血清学关系及粒子大小的观察。如果再辅以其它的一些鉴定方法 ，则一般可确定其鉴定的株 

系种类。 

核酸杂交和核苷酸序列分析是鉴定CMV株系的最可靠的方法。特别是核苷酸序列分析可 

以将具有极其微小差异的两个或多个株系分开．而且从根本上解决了生物学等多种方法实验 

条件难于统一，使其结果相对不可靠，以及不同作者所命名的株系难于比较的问题。可以相信 

在不久的将来 ，随着基因工程技术的发展和普及 ，众多的CMV株系将在分子水平上得到广泛 

的研究，这样将会使现有的株系鉴定和命名的混乱状况得以澄清，从而为抗病育种、株系问交 

互保护和现代基因工程遗传交互保护奠定坚实的基础。 
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