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侵染菊花的黄瓜花叶病毒的初步鉴定和血清学检测 

关键词 苎 兰 

菊花(Chray san ghe4num morifoEmm)病毒病是危害菊花的一类主要病害 。国外文献报道可 

侵染菊花的病毒和类病毒约有20—30种Ⅲ，国内报道番茄不孕病毒、菊花 B病毒、马铃薯 、r病 

毒等均危害菊花 。为了有效地控制菊花病毒病的发生，提高广东省菊花出口的产量和档次 ， 

在广州、顺德和东莞等进行了采样和调查。本文报道侵染菊花的黄瓜花叶病毒的鉴定和检测方 

法 。 ‘ 

材料和方法 

I 毒源及其纯化 将大田采集的表现花叶、矮化、褪绿黄化等症状的菊花病毒病样本3o泉份 ．摩擦接种到苋 

乜藜、昆诺藜、心叶烟 昔通烟等鉴别寄土上，经单斑分离和回接试验，获得一十侵染菊花的病毒分离物，定为 

毒株 s-。 

2 毒株 S 的寄主范国测定 甩汁液摩擦接种茄科、藜科、葫芦科、菊科、豆科和番杏科等B科13种植物，观察 

其显症情况 

3 蚜虫传毒试验 按常规方涪用无毒的桃蚜(Myzu~" 籼  )进行传毒试验。用接种毒株 s 的菊花病叶接种 

健康菊花植株 试验重复3次 

4 病毒粒体的电镜观察 取接种毒株S 的普通烟病叶的粗提汁液，悬滴法制样，用1蚓睹酸双氧铀(pH4．5) 

负染，在 JEM·I c1【ICXⅡ型电镜 F观察病毒粒体形态。 

5 血清学试验 用常规间接 ELISA方法测定丁毒株 s 与黄瓜花叶病毒组的黄瓜花叶病毒(CMV)和番茄不 

孕病毒(VoAV)的抗血清的反应 CMV和ToAV的抗血清由巾国科学院微生物所惠赠。辣根过氧化物酶标羊 

抗兔相I酝!匀Pq甲基联苯胺 (TMB)为华美公司产品。在 DG3922A型酶联免疫检测仪上测定反应的 OD。 值。 

6 毒株 s 啻勺提纯和抗血清制备 参考田波等(1987)[{ 提纯CMV的方法．以昔通烟为繁殖材料，取新鲜病叶 

棒汁．经3庆差速离心和IO一1O 薷糖密度梯度离心．提纯毒株 S-。病毒提纯掖用紫外分光光度计测定其紫外 

碳收忾，确定其纯度。以纯化病毒为抗原，按常规方法经皮下多点注射和耳静脉注射免疫家兔制备毒株 S 的 

抗血清 
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7 大田菊花病稍 样的检测 用制备的CMV<~ S )的抗血清，采用间接ELISA法检测了采自广州、顺箍 

和东莞等地的大田菊花病样158个，调查田阃菊花CMV的感染率。菊花病叶用0．05 mol／L的碳酸盐包被缓冲 

液(pHg．6，含 5 Na so，(w／v))研磨(1：5，w／v)．取病汁包被酶标反应板 并用0．5 的牛血清白蛋白封 

闭酶标反应板(37"C孵育2 h)。其余步骤同血清学试验 

结果和讨论 

l 毒株 S 的生物学特性 

1．1 寄主范围 毒株 S 的寄主范围较广，在接种的6科l3种植物中，能侵染其 中11种植物，并 

表现症 状 (表 】)。 

1．2 蚜虫传毒 毒株 S 能经桃蚜以非持久性方式传播 ，传毒效率很高。3次重复其传毒效率 

平均为86．7 (13／J5，发病株／蚜虫接种株)。 

t．3 病毒粒体形态 电镜观察表明，毒株 S 的病毒粒体为球形，其直径约为28--30nm。图2为 

提纯病毒制样观察到的这种球状病毒粒体。 

图J 毒株 St幔染苋色藜 
表现的局部枯斑盎状 

F培1 The tocal necrc~／s symptom of P̂ 叩  m 

口m日r j Lnf~cted by olate S1 

囝2 提纯毒株 s 病毒粒体的 
电镜观察(1 0000× 

F 2 T e r∞ micro grap~of viral pm'tizl~s 

ofpurified isolate sl(140000X 

2 毒株 S：的血清学反应测定 

用 ELISA方法测定了毒株 S 与黄瓜花叶病毒(CMV)和番茄不孕病毒 (ToAV)抗血清的 

反应(表2)。结果表明，毒株 S 与 CMV的抗血清呈阳性反应，而与ToAV的抗血清呈阴性反 

应 。再综合其寄主范围、蚜虫传毒以及病毒粒体形态等特性 ，鉴定这个侵染菊花的病毒分离物 

S 为黄瓜花叶病毒组的黄瓜花叶病毒(CMV)。 

3 病毒的提纯及抗血清的制备 

毒株 S 经10— 0 的蔗糖密度梯度离心，纯度较高。紫外吸收测定表 明，其最高吸收峰 

A 为j．24，最低吸收A 240为0．94，A2 4o值为1．s2，与 CMV的A∞呲{o值1．38很接近 ，进一步 

证 明提纯的毒株 S。为CMV。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


●  

第4期 张海保等：侵染菊花的黄瓜花叶嵩一的韧步鉴定和血；膏学检测 369 

表1 各种寄主11141~ s】的定状(攮} 心叶) 

Tahk 】 Syrup[ores tn dL_1~ rem h艏t p]anss山 棚 m  

【e s1 ( 目 ／‘ Ⅻ 】 

o：无症挠 (No symptom)SM；系统花叶(Sys~emlem。B咖)LN：局鄙坏弛IL0咖 l眦r础  

(、LL：趄缘局部桔班( 1or叭 l~+al I~ion) 

表2 毒棒S z与CMV和ToAV抗血清的 EL1SA反应的蔫定 
Table 2 The r舶d fl。of is e S1 wiIh日呲is a ag出 ¨ 

CMV and ToAV rcs~ ctivcl~by ELISA t穗l 

表l{嗷 教为 OD 值(The rc~ds w啪 oD|wⅧI噼 ) 
十，刚性 匣应 (P n r l ) (P，N≥2．2) 

豁器 茹 ： 。。 ， 、 

利用提纯的毒株 s 为抗原，经2谈皮 F多点注射和4呔耳静脉注射免疫家兔 ，获得了较高 

教价的抗血清。ELISA测定其效价为I：2 00。 

1 大田菊花病样 的血 清检测 在检测的 1 58份菊花病毒病样品中，与 CMV抗血清呈阳性 反 

应的 肯3O份 ，检 出率 为 1 9．0 。 

从本项研究的结果看 ，CMV的检出率达l 9．0 ．因此，CMV是引起菊花病毒病一个 容 

忽视的病原 CMV在菊花上的传播 ，除蚜虫带毒传播外，扦插母枝带毒也是一个主要因素。因 

此 ，控制母枝带毒 ，减少初侵染源是防治该病的主要方法 。本研究在制备高效价黄瓜花叶病毒 
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(菊花毒株)抗血清的基础上，改进检测方法，通过在包被缓冲液中加入O．5 的 Na#Os减少病 

汁中的易氧化成分，以及用0．5 的牛血清白蛋白封闭酶标反应板 ，提高了间接 ELISA 反应的 

灵敏度及特异性 ，这对 于大量检测菊花繁殖母株 ，减少黄瓜花叶病毒侵染菊花将具有积极的意 
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Frmnck[，R 1．H．D．W．Mossop-T．Ha~ta et ．Cucumbermaaai~virtm．('Mt／AABDescription ofPklnt Virus-I 979 

Nn 2l ． 

Preliminary Identification 

Cocom ber M osaic VirUS 

and Serological Detection of 

Infecting Chrysanthem um 

Zhang Haibao Zhu Xiru Zhang Yunkai 

(South Chma l~ dute of B。 一 ：cadetnla Smu_,a，Guang zho~z 5l0650) 

T．1e virus isolate S was isolated from chrysanthemum plants with tile sytntores of viral dis— 

c se． Tl1e host range of isolate S was wide．It could infect I 1 species plants among tested 6 fam i 

lie~,by sap—iaoculation- T he isolate Sj was also transm itted in nola—perMstant m anner by M z̈  

_ll ． The rate of tran smission w~Ltl 86．7 (】3／】5)．The virus particle of isolate S1 was 

sphere shape- Its diam eter w as about 28— 3Onto ．The serological test showed that isolate S1 re— 

acted positively w ith the an tiserum against CM V but negatively with ToA V antiserun1． On the 

basis of 【．1ese cilaracteristics， isolate S was iden【ified as a m em ber of cucum her m osaic virus 

(CM V )·The rabbit antiserum against CM V (isolate S1)was prepared with purified isolate S1． 1 

The higttest titer ofthe an tiserum was l|2d00tested  byELISA ．A I1 l58 virus disease sam ples 0f ， 

field chry~tnthemum plants w ere detected 、 ith the prepa red an．tiserum by inditect—ELISA ，1n 

w hich I 9．O sam ptes showed positive reaction． 

K ey words Chrysanthemum ，Cucumber mosaic virus (CM V)，Indirect ELIsA 
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