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提要 从豌豆上分离获得黄瓜花叶病毒分离物 CMVPI．摩擦接种9科2g种植物，CMVPI在太多数 

植物上症状很轻或无任何症状 ．提纯的病毒jl蛳粒为球形，直径约28rim．病毒衣壳蛋白亚基分子量约 

27．5kD．所含核敬有五个组份，即CIdVPI含有卫星 RNA。CMVPI接种三生烟后 8—12天内呈轻花 

叶．此时组织[fI病毒含量最高．随后症状ff!j先．去除卫星RNA能加重CMVPI在番茄上的症状．因而 

是卫星RNA减轻了 CMVPI的病状．当CMVPI保护接种番茄后攻强毒．番茄发病率低 ．病情轻，保 

护率迭 90 以上，并有一定的刺激生长作用．还能提早开花4天．植株结果数增多，成熟果实的颤 

色 、形态、品质和重量均正常．CMVP1对烟草亦具有很好的保护效果。保护接种的植株能明显减少 

强毒株侵染．可碱少 gO 以上． 

关键词 苎墨丝!!生堡·里量 ，塞墨堡篓 

黄瓜花叶病毒(CMV)株系繁多 ，寄主范围十分广泛 ．能侵染 774种植物 ．且在多种经济作 

物上都可以造成严重危害。CMV病毒颗粒包裹有三种基困组 RNA(RNA1—3)和亚基因组 

RNA4。1976年 ，Kaper等发现有些 CMV病毒颗粒中遂含有第 5种 KNA，即卫星 RNA[ ]，卫星 

RNA依赖于CMV才能复制．并干扰辅助病毒复制，影响寄主病状表现，困面被看作分子寄生 

物用于病毒病生防 ≈。 

近年来 ，我囡番茄、辣椒 、烟草等作物的病毒病十分严重 ，且大多由 CMV引起 ，给这些作 

物造成了很大的损失，为解决生产上的这些问题，作者开展了CMV生防研究．并分离获得了含 

卫星RNA的分离物CMVPI，CMVP1在多种植物上病状板轻 ，利用CMVP1防治黄瓜花叶病毒 

的研究已进入团问小区试验 ，现将研究结果报道如下 ： 

材料与方法 

l 毒原的分离、纯他与鉴定 弱株系CMVP1分离自豌豆( 删-州眦 ) 经苋色犟( 如州咖岍 咖 )三次 

单 斑分离纯化 ，并经 c 抗血清坚定 ，纯化鉴定后的毒原繁殖保存于番茄( 出 )．强哿株 

CMVRB由作者分离鉴定。 

2 CMVP1在寄主植物上的反应 接常规方法庠擦接种后观察症状反应．无症植株甩苋色藜回接。 

3 病毒提钝爰电镜观察 参照装美云等 ]的方法提纯病毒，提纯病毒悬浮于去离子水中。提纯病毒用 2 

pH5．0醋酸铀负染后置电镜下观察． 

本文于 1993年 7月 22日收到 9月2日修回 
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‘ 病毒外壳蛋白亚基分子量测定 采用SDS-聚_丙稀酰胺凝胶电泳，标准蛋白为r卜科}究上海生化所产品。 

I 病毒接酸组份分析 提纯病毒用酚、氧仿提取棱酸后进行琼脂糖水平平板电泳 ，胶浓度为 1-2 ·经 0-1 

甲苯胺蓝染色后无菌水脱色 ．用cs-930双波长薄层扫描仪扫描，波长为 56Ohm。 

B CM"~I在三生烟上的病状观察及组织中浓度测定 三生烟接种CMVP1后的第 4、8、12、16 20、25、30 40 

50和 6O无用枯斑寄主苋色藜测定新生叶中病毒浓度．并观察症状．测定浓度时 ．用直径 lan的打孔器随机打 

取 2片叶园片，加入 10 0．01~ ／L磷酸缓冲液，接种苋也蔡． 

7 卫星RNA对CMVPI病状的影响 提取的坎酸经 1．2 琼脂惦电泳后 ．去除卫星RNA，回收其它组份，接种 

番茄 ．同时 不去除卫星RNA的拔酸抽取液接种作对照，观察症状． 

8 交叉保护试验 用感染CMVPI的三生烟叶汁液卑撩接种番茄、三生烟、心叶烟和普通婀等作物 ，接种后间 

隔一定天数后摩擦接种CMVRB，同时 CMVPI和 嘞 单独接种及不接种植株作对照． 

9 cMv 在番茄上的安全性测定 将CMVPI与 1ⅥV混合接种番茄，观察植株生长，同时以CMVP1和 TMV 

单独接种作对照。 

10 CMVP1保护接种对强毒株侵染性的影响 将豌豆和蚕豆分为二组，一纽接种CMVPI，另一组不接种，15 

天后同时接种CMVRB．记录接种叶上的枯斑数． 

结 果 

l CMVP1．在寄主植物上的反应 摩擦接种 9科 29种植物 ，CIVlVP1在大多数植物上症状很 

轻或不表现症状(表 1)。产生枯斑和褪绿斑症状的植株 ，枯斑及褪绿斑数均较少。产生花叶症 

状的植株往往只在接种早期呈轻花叶，后期基本尤定。ClvlVP1侵染番茄 三生烟等作物后几乎 

无症 ，叶片大小与健康植株相似，甚至稍大 ， 同期接种的强毒株 CMVRB则产生严重在状(罔 

1，图 2)。 

2 病毒提纯及电镜观察 提纯的病毒呈典型的核蛋白紫外吸收曲线 ，但病毒含量较低 ，只有 

同期接种的强毒株的 l／d。提纯病毒颗粒为球形 ，直经约 28ran(冈 3)。 

3 病毒衣壳蛋白亚基 的分子量测定 经 SDS-聚W烯酰胺凝胶电泳测定 ，病毒衣壳蛋白亚基 

只有一个组份 ．分子量约 27．5kD(图 d)。 

‘ 病毒核酸组份分析 提纯的病毒抽提核酸后进行电泳 ，证明 CMVP1的核酸含有五个组份 

(图 5)．即 CMVPl含有卫星 RNA。 

5 CMVP1在三生烟上的病状变化及组织 中浓度测定 CMVP|接种三生烟后 8一l 6天 内表 

现轻花叶 ，然后症状消失，第 20天植株不显任何疰状 ，植株生长正常(表 2)。CMVPI在三生坦 

中的浓度 ，第四天开始增加 ，第 1 2天达鼎高峰 ，第 60天几乎测 到病毒 ，证明 CMVP1在接种 

植物中的症状表现与感染组织中病毒浓度变化成正相关。 

6 卫星 RNA对 CMVPI病状的影响 抽提的 CIvlVP1核酸电泳后去除卫星 RNA，其余组份接 

种番茄，番茄产生较重的花叶疰状，叶片明显变小，而来去除卫星RNA的核酸接种番茄后几乎 

无症状 (图 6)，证 明是卫星 RNA减轻了 CIVlVP1在奇主植物上的在状。 

7 CMVP!在番茄上的交叉保护试验 用CMVP1保护接种的番茄(早魁苏茄)攻强毒 ，保护的 

植株发病率低 ，病情轻 ，保护率可达 90 以上 ，且株高 、株幅均大于健康植株 ，开花期可提前 d 

天 (表 3)，说 明CMVP1对强毒株具有很好的保护效果 ，并对植株有一定的刺激作用。保护接种 

的番茄结果数增多，果实颜 包、形态 、品质和重量与对照均无差异(图 7)，果实可提前成熟数 

天。CMVP1在其它番茄品种 的保护效果与早魁苏茄相似，保护率一般都在 90 以上。 
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裹 l CMVPi在寄主植物上的定状反应 

M ei Sym om}in ~ rcnt p1,~Bt叩嚏 rmd by CM VPI 

注 幕统叫症状／接种Ⅱ【-症状 Br：褐 邑环斑 ： 】 趔绿斑 ：NL：坏北斑 ImOr；轻微皱缩 ImM：轻花叶}Ys：黄斑 I一 不侵 

染1 0：无症带毒 

N c}蜘 kmic symptoms／loc=l symptoms|1lr；~rowtt[n8 ‘I ch1；c 呻Ⅱcicslons~NL：necroticIcsEolxY~nK~r：mild cr 
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裹2 三生烟接种 CMVPI后的症状变化与组织中浓度魂I定 

1 ble 2 Camt~cs o￡symptoms and virusin~xlivltyiI． ．t~ -Samsum iI-0cu ed wj血 CMVPJ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 4期 周雪平等：舍卫星 RNA的黄瓜花叶病毒弱株系的分离鉴定及在病毒病防治上的应用 323 

表 3 C54VP1在早魁苏茄上的交叉保护试验 

Table 3 Protection t tomato CV． Kui Su abah~st virulent CMV strab~ Ore—ittoculatZc~ with CMVPI 

8 CMVP1在番茄上的安全性测定 团问植株常常会发生复合侵染 ，为了确定 CMVP1是否会 

加重其它病毒在番茄上的症状 ，我们将 CMVP1与番茄上另一常见病毒 TMV进行了混合接 

种 ，结果表 明，TMV与CMVPl混合接种后症状与TMV单独接种相 同(袁 d)，说明CMVP1不会 

加重 TMV在番茄上的症状 ， 强株系与 CMV混合接种后产生的症状 明显较 TMV单独接种 

重。 

表 4 clMVP1与TMV在番茄上的复台侵豢试验 

Table 4 Mixed Dl aioI-of C VPl with TMV tomato 

9 CMVPI在烟草上的交叉保护试验 CMVP1保护接种三生烟 、心叶烟和普通烟 ，然后用强 

株系攻毒 ，结果表明，CMVPl在三种烟草上部具有较好的保护效果(袁 5)，而在三生烟上的保 

护效果最佳 ，保护率达 95 以上。同番茄相似 ，CMVP]对三生烟也具有一定的刺激作用 。 

l0 CMVP1保护接种对 CMVRB侵染性的影响 保护接种 CMVP]的豌豆和蚕豆 ，15天后接 

种 CMVRB，由于 CMVP]在豌豆和蚕豆上不产生牯斑症状 ，而 CMVRB则产生局部枯斑症 ，因 

此接种叶产生的枯斑为CMVRB侵染所致。同来保护接种相比，保护接种的蚕豆和豌豆上产生 

的枯斑数仅为对照的 6．6 和 6．5 ，说明CMVPl可明显减少 CMVRB的侵染。 
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表 5 (z4VPl在三生烟 ，普通烟和心叶烟上的交叉保护试驻 

Table 5 Protocdon effect Of CMVPI in tdmc0∞ 

讨 论 

从豌豆上分离的 CMVPI在大 多寄主植物 卜症状很轻 ，核酸分析表 明 CMVPI含有卫星 

RNA。番茄、三生烟、普通烟、，5,rlt-烟保护接种CMVPI后可抵抗强毒株的侵染，在番茄和三生 

烟上的保护率达 90 以上。番茄保护接种后 5天至 30天攻强毒 ，均获得了较高的的保护率 ， 

且还能刺激植物生长 ，提早开花及成熟 ，保护后的番茄植株的果实生长正常 ．结果数增多 ，这 

些结果表明CMVP1可用于 CMV生防。目前CMVPI的生防应用已进入皿问小区试验。田波等 

用卫星 RNA组建获得了弱株系CMVS-51和 CMVS一52，井将其用于田问青椒和烟草病毒病防 

治[2 一。作肯从皿 豌豆 卜分离获碍了含卫星 RNA的CMVPI，并证明CMVPI可用于生防，这 

在回内是首状报道。 

国内不少学 扦报道浸根接种CMVS一52具有较好的保护效果 ，作肯的测定表明浸根和蚜传 

接种CMVP1，由于其接种效率差 ，l 无法发挥保护作用。 

对三生烟的研究表明 ，CMVP L的病状与组织中浓度成正相关 。CMVPl在大多数植物上的 

病状很轻，作肯认为是卫星 RNA干扰所致 ，因为当去除卫星 RNA后 ，CMVP1在番茄上可产生 

较重的症状。研究表明，CMVPI保护接种后攻强毒 ，虽然 能完全抑制强毒株的侵染 ，但明显 

减少了强毒株的侵染 ，强毒株在保护接种植橡中含量只肯术保护的 6．5 ．这就可以解释为什 

么 CMVP1对强毒株具有很高的保护率。 、 

卫星 RNA保护作用可从两个方面解释 ，一是减轻辅助病毒的在状 ，二是保护植物免受或 

减少外来病毒的侵染[7-10：，其保护效果取决于攻强毒时被保护植物组织中卫星RNA与病毒基 

因组 RNA的相对 比例 ，组织 中卫星 RNA台成量高 ，保护效果好 ，含卫星 RNA的生防制剂 
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CMVP1用于田闷病毒病防治时 只需苗期一 次接种即可使植物终 生获得保护效果。由于 

CMVP1在番茄和三生烟上具有一定的刺激生长作用 ，且接种越早刺激作用越 明显 ，因此作者 

建议在四叶期接种弱毒疫苗。 

CMV寄主范围广 ，且在多种植物上造成严重危害 ，目前尚没有有效办法进行防治，CVIVP] 

的分离获得可望在今后用于番茄 、辣椒和烟草等作物的病毒病防治 ，解决生产上亟待解决的 

问题 ．因而具有重要的应用价值。 
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Isolation of a M ild Strain of CM V with Satellite RNA 

and Cross Protection against Virulent Strains 

Zhou Xueping Pu Zuqin Fang Zhongda 

(b~,qAuZe of B d “ o ，勘 汹 A dt UuwerslZy，Iln札9d础 310029 

(Ik．purt．w~g of Phmt n “ ，N++jm+q Agrk,alta?~d Uuixe~ y，N<mjbcg 21 00 J 4) 

A C／vlV isolate (CMVP L)containing satellite RNA was obmined from pea (P “∞＆wm)in 

Jiangsu province in L9tJO． Twenty—nine plant species representing nine fam ilies were inoculated 111~- 

chanically with CPvW P 1 and no syIl】ptu【】 or only mild symptoms were found． In Nk'~ma缸 一Sg~ll1． 

suI1】．CMVP I caused slight IDosaJc 8— 1 6 days after inoculation and 1lie infectivity reached tile highest 
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level at this tii~e then the symptoms disappeared and the infectivity dccr~ ．When satellite RNA 

ws．s eliminated by elect：rophore．sis，CMVPI caused sever~symptoms in tomato，so mild sympt0mg of 

CMVPI in plant species were controlled by~tellite RNA．In gr~uhouso protection fasts．rol1．tO 

p】ants Welag first vaccinated with CMVPI and challenge—inocuIated with a virulent strain 5 to 30 days 

later，the disease incidence of vaccinated plant decl 测 by 77．8O and the protec'tive rate of the vao 

cination was hisher than 90 ．The average heighc and width of vaccinated plants wei'~great~ tha．tt 

those of healthy plaIlB ，s。vaccination with CMVP1 had．some favourable effects onton~ato帅 wch． 

Vaccinated  plains flowered  four days earlier and the fruit shape，color an d wejslit Wel'~ as normal as 

thatof healthy plants． No synergistic effects were obF~rved in mixedinfection of CM VP 1an d TM V． 

which is another couTn~on virus in tomato． Hish protec tive effecm w目 e als。 observed in tobaccos
．  

Preinocu[ation of CMVPI CouRI decrease infectivity of  virulent strain by more than 90 ． 

Key words Cucumb~ mosaic virus，Satellite RNA 。Cross protec tion 

- 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

