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提要 在新疆番茄斑驳病株上分离出一种球状病毒．回接到番茄上产生斑驳症状．病毒粒体为20 

面体．平均直径 25rim．经汁液摩攘接种可感染昆诺阿蔡、苋乜藜、蚕豆、番茄等 18种植物．不感染菜 

豆、豇豆、豌豆、六叶茄、黄瓜等．可由桃蚜传毒。在琼脂双扩散试验巾．能与蚕豆萎蔫病毒(BBWV) 

抗血清产生明显的沉淀缱．与豇豆花叶病毒(cpMV)、黄瓜花叶房毒(ĉⅣ)抗血清均不发生反应。纯 

化病毒紫外扫描呈典型的棱蛋白吸收llJJ搜．病毒衣壳蛋白由两种蛋白亚基构成，其分子量分别为 

45900和 20400道尔顿 ．由18种氨基酸约255个氨基酸残基组成。病毒核酸足双组册的，它们的分 

子盈为 1320000和2340000"道尔顿．根据上述结果认为该病毒足蚕豆萎蔫病毒侵染番茄的—个株 

关键调 垩里董苎 鼍，重堑坌塑堡 

番茄病毒是蔬菜上的重要病害，病毒种类多达 3O多种，严重影响了番茄的产量和品质。据 

《植物病毒分类信息管理系统》的微机检索结果 ，能侵染番茄的病毒类型有 8O多种 ．目前囤内 

只报道了 9种[ 。蚕豆萎蔫病毒(BBWV)最初从澳大利亚自然感病的蚕豆上发现[ ，后来相继 

在英 、美 、法等世界各地许多重要经济植物上发生 ，x．J'j“大地区的果蔬 、药物和木材生产造成 

严重威胁。我(fix．j-新疆部分番茄产区进行病毒调查 ，从中分离鉴定出能自然侵染番茄的蚕豆 

萎蔫病毒 ，现将鉴定结果报道如下 ： 

材料与方法 

l 病毒的分离、纯化及形态观察 

从新噩石河子 、乌鲁术齐、伊犁、吐鲁番等地区采集番茄斑驳花叶病株 ，通过汁液摩擦接种到昆诺阿藜和 

蚕豆上 ，经单斑分离纯化并验证可侵染番茄，将所得分离物保存在蚕豆和昆诺阿黎上．该病毒分离物的代号为 

87-35。病毒的提纯参考文献 日的方法，用昆诺阿繁作繁殖寄主，通过pIPG沉淀，差速离心及蔗糖梯度离心进 

行纯化．用提纯病毒点样 ，以 I 醋酸铀负染后，于JEM_120flEX电镜下观察粒体形态。 

2 生物学性状测定 

·车文于 】蚰3年8 J_l J8日收到，1994年 1月 3 H修回 
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卫l 奇主范围潢I定 摩擦接种法接种 9科 50种供试植物幼苗，于1个月内逐Ⅱ观察记载现症情况．无症者回 

接昆诺阿藜或用血清反应检测是否{I 症带毒。 

2· 体外稳定性测定 按常规方法测定分离物87—35的致死温度、稀释限点及体外保毒期．测试寄主为昆诺 

阿藜． 

2·3 蚜f专实验 在防虫同室内，将人工饲养的无毒挑蚜(M~zus 嘣cae)饥饿 2小时后，在蚕豆或昆诺阿藜病 

株上饲毒 30分钟 ，再移接到昆诺阿蘩健株上 ．每株接5～l0头．传毒 12小时后 ，喷药杀死蚜虫．一周后观察记 

录发病情况． 

3 血清学试验 

采用琼脂双扩敖法．凝胶浓度为 1 ．所用BBwV抗血清系口车大皈府立大学井上忠男教授赠送 ．c nr 

抗血清系在美博士研究生陈小江赠送． 

‘ 病毒外壳蛋白生化特性的涮定 

用sⅨ 聚丙烯酰胺凝胶电泳测定分离物 87·35外壳蛋白分子量嘲．缓冲体系为 Tris-廿氨酸缓冲液．考马 

斯亮兰 R250染色．将潢I定结果进行统计分析计算病毒外壳蛋白分子量．外壳蛋白氨基酸组成分析采用郑巧兮 

等 的方法． 

5 病毒棱酸组份爰分子量测定 

综台参照 卜‘’方法，用SD6~．对病毒外壳进行降解，再用乙二醛及重蒸甲酰胺对病毒棱酸进行变性处理后进 

行单分子展层。用 50 的重蒸甲酰胺作下相液．0．I n~／ml的细胞色素C及73 的重蒸甲酰胺作上相液．火棉 

胶膜锕阿制片·5×10Ijm ，L的醋酸铀负染，钯铱合盒焦旋转投影后．于电镜下观察拍照、描【圭l 统计棱酸分子 

长度井计算分子量。单链植酸分子量和分子长度的关系是：1微米=1．2×l0一道尔顿[r--]． 

结果与分析 

l 病毒的纯化与形态 · 

分离物 87—35纯化病毒制剂浓度为 4ms／ml，紫外吸收光谱呈典型的桉蛋白吸收曲线(图 

1)，最大吸收波长在 258·5ran，最小吸收波长在 241．7nm，A260／280=1．d3，病毒桉酸含量约 

为 13·3z％·质粒消光系数为 5一 ，质粒密度为 1．32．微分比容为 0．75。纯化病 毒在屯镜下为 

25rim的球状病毒粒体 (罔 2)。 

图 1 提纯分商物的紫外吸收曲线 

F唔 I UV a i锄 胛 f 。f pur 瑚 b出  87—35 

图 2 病毒粒体形态(×400∞×3) 

2 M phd‘萼y。f the vlru~pa州幽 (X 40000×3) 

”川  ̈ == ㈣ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 4期 周 俊等 ：茧豆萎蔫病毒——新疆番茄分离株的鉴定 829 

2 生物学性状 

2．1 寄主范围及症状 9科 50种植物的测定结果表明，87-85病毒分离物可侵染茄科，豆科、 

藜科、苋科和番杏科的 l8种植物(表 1．图 8和4)，不能侵染豌豆、北农2号、三棱豌豆、箭舌豌 

豆、菜豆、自豆、品托、绥农2号、豇豆、黑种三尺、大青条、羽豆、绿豆、三叶草、苜蓿、六叶茄、三 

生烟 、黄花烟、亮黄烟、枸杞子、蔓陀罗、假酸浆、白菜、大丽菊、百日草、罗勒、西葫芦、黄瓜、南 

瓜、丝瓜、西风古和苋菜。 

2．2 体外稳定性 87—35分离物的纯化温度 55～60℃，体外存活期 10～11天(室温)，稀释限 

点 l0一‘～l0一。 

2．8 蚜传试验 分离物 87—35可由桃蚜以非持久性方法传播，发病率为 80～100 。 

一 
圈3 苋色藜局部坏 E斑和系统越绿斑症状 圈4 盘豆系统斑驳花叶 

FIS．3 【 nccro~  m  and sy~cnl~hlorc~s spots on'C'．a,aamaa,A, Fig．4 SX 廿Il rno~tl~ri3g~ JJ~m  braud bean 

3 血清学试验 

在琼脂双扩散试验中 87-85能与蚕豆萎蔫病毒抗血清形成明显的沉淀线，不能与 CpMV 

及 CMV等抗血清发生反应 ．由此可见分离物87—35与 CpMV及CMV等无血清学亲缘关系。 

衷 1 分离物87—35寄主范围及症状表现 

TaHc I H曲l rang~ and m orrsji of isolatc 87-35 

寄主 } 症状 n1 

番茄‘ 郇竹 圳 怫H 蛐I) 

辣椒( P ) 

矮牵牛( 扯衄蛳柚 ) 

珊硒烟(‰ ) 

心ql烟( 幽 如哪 ) 

白烟 【l 岫 ) 

黄苗柚( ．“帕l埘I) 

晴瓦纳 38譬( ．“岫瑚 var椰--脚 ) 

克利文兰烟( 曲 m ) 

美 (} ) 

昆诺阿藜(凸 出Ⅱ) 

苋色萋tn n“ ) 

墙生藜( ． ) 

灰饕 ) 

菠荽( *一 ) 

甜菜t I Ⅳ ) 

番杏t “ ～  删 ) 

千 H红 mⅥ 1 ． 

～～ 一一一～ ～墟～～ 
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注 SMo。系统斑驳花叶‘sc。系统疆绿斑 ‘ t局新坏咖 ‘s 系统坏死-Lct局部褪绿斑‘LRt局部环斑． 

Note l SM。I m momc moJ~ic }SC：S．妇 0出 spots}LN‘Local r ro醯旦spot,SNI S．眦嘞 -l(-I I删 ch】or曲  

spotsI LR‘ 吼 l曲 曝 sp出 ． 

4 病毒外壳蛋白特性 

分离物87．35经SDS—PAGE电泳，结果显示其外壳蛋白亚基是由两种蛋白亚基构成的，其 

分子量分别约为 45900道尔顿和 20400道尔顿(图5和 6)。其外壳蛋白氨基酸组成分析结果 

见表 2，其中色氮酸(TRP)在酸水解时分解损失 ，因此来测定。 

邑 

× 

≥ 
_ 

圈 5 分离物87—35外壳墨白电泳图谱 

At分离物87-3．5外壳墨自- 

B 标准蛋白和分离物 87-3．5卦壳墨自- 

c-黄瓜花叶病毒外壳置白(26300)I 

D。烟草花叶病毒外壳罡白(17B00)I 

E一分离物 87·35外壳罡白} 

F：牛血清清孟白(65000)· 

0 ̂ 血清滑墨白(45000)- 

H 犬菜粉蝶颗粒体病毒外壳墨白(27B00)‘ 

I：麒凝乳墨白酶原A(2S000)- 

Jt细耗色素c(12,500) 

F嘻 5 E rophom【o鲫 m C~ooat p~olein 缸 B扯8 

A；( 呲 protein of'啪 h【e 87-$B m B：st蛐血 rd prold“ 

and k 87-3B ∞砒 州 dn} Cl Cucumber M∞a 

Viru~姐 1 prot~ (26300)}D‘Tobacco M Virus 

aⅪI pm【cil’(17500)‘EICoat 【 of isola~ 盯 一35} 

Fl RiJ'd时 蚶 u『llⅡ n(B8000)}o_hnma um a1． 

(45000)-H：Promc~,of hr whitc buRorfly gra~u 

10I v虹雌(Z／B00)‘1：chyn埘I，呻 'o n A (2BO00)} 

JI~ oIlrm c(12500)． 

图 6 分离物 87-3B衣壳蛋白 }于量的测定 

F 6 Detc'nmi~Ik)n of。。龇 pr ci|l md忧ular wcight of i灿 k 87-3B 
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衰2 分离袖 盯一35衣壳蛋白亚基氨基酸组成测定结果 

1"al~ 2 m  ¨ n豳 d 鼬 I amino acid _岫 d 。盯 一35 

拭基酸 数目 拭基酸 数目 

Al11~o acid Nurnb~ AIIYI~O acid NuⅢl 

^ 23 ILE 9 

THR 13 l正U 19 

SER 22 Tn  9 

OIⅣ 2 PHE 12 

GllY 盟 L YS 20 

Al 】9 Hls 4 

0YS 2 ARG 17 

VAL 15 PRo 17 

MⅡ  l TRP ， 

5 病毒核酸组份及分子量 

采用单分子展层技术 ，利用电镜对核酸分子长度及分子量进行测定 ，在 电镜下可看到长 

短不等的 RNA单链分子 ，对 10B个核酸分子长度的测定及生物统计分析结果表明 ：病毒核酸 

分子长度有两种分布 ，分别为 1．IBm和 1．9Spin，说明该病毒 RNA是双组份的 ，经换算可知其 

分子量分别为 1320000道尔顿和 2340000道尔顿。 

讨 论 

新疆地处欧亚大陆腹部地带 ，具有独特的生态环境和干燥少雨的气候条件 ，因而发生在 

新疆的病毒病就可能具有其独特的地方。我们在田问调查的基础上 ，分期分批采集花叶、蕨 

叶、条斑等各种类型的番茄病样及可疑病株 ，从番茄驳花叶类型中分离出一类分离物 ，以 87— 

35为代表 ，对萁寄主范围 、传毒介体及血清反应等做了。广泛的研究 ，研究结果表明其生物学特 

性 、血清学特性及粒体形态等与文献报道的蚕豆萎蔫病毒(BBWV)基本一致 ，只是该病毒分离 

物在豆科植物上的寄主范围很狭窄 ，只侵染蚕豆 ，这说明新疆番茄上发生的,BBWV很可能是 

不同于文献报道的一个新株系，这还需就特异性抗血清及病毒基因组 RNA同源性等方面做进 
一

步研究才能定论其株系。 

对于象87—35这样长的且又是两个组份的单链RNA分子的单分子展层 ，从所掌握的资料 

来看 ，在国内外还是第一次报道。从 l06个核酸分子长度的统计来看 ，可明显看见有两种长度 

分布，因此初步推断87—35一RNA是双组份的。结台核酸电泳来看，电泳中 87—35一RNA呈现 

出两条谱带，进一步证实了以上的推断。由于我们投有标准RNA，因此 ，从核酸电泳中无法涣I 

得其分子量，但通过核酸．电镜技术，测出其分子量分别为 l 320000和 2340000道尔顿 ，这和蚕 

豆枯萎病毒血清 1型的核酸分子量r 比较接近。对于应用单分子展层法通过电镜来测定植物 

病毒核酸分子量的方法 ；还甫待进一步探讨和研究。 
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Study on Broad Bean W ilt Virus Isolated from Tomato 

zhou Jun 

(Central L曲埘 一 X JⅫ “m 叫 of A,j~'dtural&庙 ．矾 f 830000) 

Yin Yuqi Cui Xingmlng Li Gouying 

(La~re2ory PlaaL Patla~&gy．ShY~zi 池 村 Cotte~e． 如 ) 

LiW eiqi 

(曲 细  幽  删 叫，Aco／em／a舶 ， ， ) 

The isolate 87—35 was isolated from tolriato in Xinjlang．After inoculating to tomato inducing mot- 

tie，the virus particles were isometric．and about 25nm _n diameters，Th e virus infected 18 species 

plan卜一 “ 啪 ． ．amara~ ，broad bean and tomato eto． It was ~ran smitted  by aphid 

(Myzus percieae)in nonpersistent uxanner．In tile agar double-diffusion tests between the virus and 

broad be an  wilt virus antiserum ，a clear band of precipitate wag obaeved，but it was not Se．~n reaction ． 

be twee n tile virus and aatise ra of cowpe a mosaic virus ，and cuculllbcr mosaic virus ， Absorption spee． 

trum ofthe virus Wag maximuin in 258．5ran and minimum in 2d1．7rim．The viILlS particle contajned 

two protein subunits，their electrophoresls molecular wei8llts were about 45900 Dalton and 20400 Dal- 

ton respectively．And they were COl1]lX)~t,d of 18 kinds alnlno acids with 255 residues．Genome nucleic 

acid of the virus COlkSisted of two componen~RNA，their molecular weights Were about 1320000 Da l- 

toil and 234 0000 Da lton respectively．According to the abo ve results，the isolate 87-35 Wag identified 

as a sffa|n of Broad BCall W fit Virus(BBx,vv)． 

Key words Broad Bean  W iIt Virus．Tomato g jsolate 
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