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侵染番茄的番茄花叶病毒的研究 
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(浙江农 业大学生物拄术研究所，杭螂 310O29) 

提要 从种传番茄苗中获得一病毒分离物To—S1．人工摩攘接种 7科 24 4 

科 15种植物。在番茄上产生花叶。在自帖烟上为局部枯斑。To—S1的钝化温度为 85～90℃，稀释 

限点为 1O一～1O_ ．体外保毒期在一个月以上。病毒粒 体杆状，长度主要分布于 281～300 nm之 

间，平均 长度 288 ran。病毒衣壳蛋白亚基只有一条多肚链，分子量为 2tu dsRNA分析 得其 

基因组长度为 6 4 kb。璩脂糖双扩散和胶内交叉吸附试验证 啊，To—S1与 TMV 有血清关 系。但 

有一定的差异，病毒粒体电沫分析也表明 Tb—s1与 TMV 粒体有差异。在交叉保护试验 中，TMV 

和 Tb—s1之 间均无保护作用。根据以上试验结果 T0一s1被鉴定 为番茄花 叶病毒。这是我国首 

次系统报道番茄上番茄花叶病毒的侵染。 

关键词 歪苎垄 塞 ， 苎 旦 植赫  
番茄是我国广为栽培的蔬菜作物。番茄病毒病白六十年代起已在我国各种植地区广为传 

播．且日趋严重，春番茄常年减产 30％以上．夏番茄几乎绝产．成为威胁番茄生产的主要病害。 

我国白1979年起对番茄病毒病的鉴定和抗病育种进行了协作攻关并鉴定出了烟草花叶病毒 

(TMv)、黄瓜花叶病毒(CMV)、马铃薯 x病毒(Pvx)和马铃薯 Y病毒 (P1 Y)．且证 明 TMV、 

CMV为主要病毒⋯。郄燕棠等应用ELISA间接法从天津近郁番茄上检测出 9种病毒 J．，盛 

方镜等则报道了杭州地区番茄上长叶车前草病毒(RiMv)侵染【3j。 

1993年 3月，作者从杭州市蔬菜种子公司购买的番茄种子播种的苗床中发现了一株表现 

花叶症状的病株，编号为 T0一s1，经生物学、血清学等测定，证明其为番茄花叶病毒( )MV)． 

现将结果报道如下： 

材料与方法 

1 毒薄的分离纯化 

分离物 To—sl为 1993年 3月从种子播种的番茄苗床中一株呈花叶症状的病 株上采集获得 ，经昆诺藜单 

斑分离后繁殖保存于番茄。烟草花叶病毒(TMV)分离物 B一935A由作者分离鉴定HJ。 

2 生物学特性蔫定 

寄主范围、体外抗性测定均按常规方法进行 】 

3 囊毒撮纯爰粒体形态的电镜观囊 

将 Tb—s1接种三生烟，15 d后采收病 叶，并按周雪平等提纯 CMV的方法【6 提取病毒 病毒提纯藏及粗 

本文于 1995年 10月 23日收到．19％ 年 2月 2日修回 
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汁液经 2％磷钨酸(pH6．7)染色后置 JEOL，JEM一1200EX电镜下观寨粒体形态。 

4 血清学试验 

4 1 琼脂双扩散法 采用常规方法进行”】。 

4 2 睦内交叉吸附试验(Intragel cr0ss—absorptiontests)按照 Reddick 的方法进行．胶浓度 为 0 8％琼脂糖． 

0．85％NaCI和0 25％NaN，。将吸附病毒 T0一sl和 TMV B一935A粒体(2lⅡg／mL)分别放于中央孔．24 h 

后中央孔分别加入 TMV—PM2．TMV B一935A．TMV 2S—S．TMV—Korea分离物和齿兰环斑病毒(ORSV) 

抗血清．周围孔分别加入提纯的 To—sl和 TMV B一935A(2mg／mL)。24 h后观寨结果。TMV—Pro2．TMV 

2S—S抗血清由英国洛桑试验 站提供．TMV—Korea分离物和 ORSV抗血清 由韩国汉城大学罗容俊教授提 

供，TMV B一935A抗血清由本研究所徊备。 

5 病毒外壳蛋白亚基分子量舅定 

采用 SDS一聚丙烯酰胺凝胶 电豫法．标准蛋白为 Promega公司产品。 

6 意染组织中病毒双链 RNA捡舅 

T0一s1接 种三生烟 ．7d后采收 5g组织，然后按周雪平等 的方法进行提取和 电泳分析。 

7 病毒粒子的电泳分斩 ． 

参照 Asselln和 Grenier的方法进行 】。采用琼脂糖水平平板电泳，胶浓度为 1．2％，电豫缓冲藏为 TBE 

(0 09mc~／1 Ttis，0．09mc~／L硼酸．2mmd／LEDTA)。取TMVB一935A和 To—SI的提纯病毒液20 L(共 

60 )加入样品孔内．50mmol／L稳流电泳敦小时．然后用考马氏亮蓝 G一250染色 1 h．甲醇和南鬣脱色，观寨 

结 果。 

8 To—sl抗血；l镧备 

参照周雪平等的方法Cio]制备抗血清．抗原浓度为 4mg／mL．采用琼脂双扩散法测定血清效价 。 

9 交叉保护反应 

9 1 TMV保护接种试验 普通烟小苗分两组．一组接种 TMV B一935A．另一组接种 0．05mol／L磷酸缓冲 

液，10 d后在各接种叶上同时接种 To—s1．观寨井记录接种叶片的枯斑散。 

9 2 To—S1保护接种试验 昔通烟小苗分两组 ．一组接种 T0一s1．另一组接种 0．05 mN／L磷酸缓冲涟．10 

d后在各接种叶上同时接种TMV B～935A．观察植株症状，并按四级分级标准【 叮记载每株的病级数。 

结果与分析 

1 To—S1在寄主植物上的反应 

人工摩擦接种 7科 24种植物，Tb—s1在番茄上表现为花叶症状(图 1)．在普通烟和白肋 

烟上为局部枯斑(图2)，在心叶烟上也为局部枯斑，但枯斑较普通 TMV形成的小。Tb—sl不 

能侵染豆科的蚕豆、大豆、豌豆，十字花科的青菜、白菜、萝 I-，胡芦科的黄瓜和菊科的百 日菊等 

植物。 

2 体外抗性 - 

To—S1的钝化温度为 85--90℃．稀释限点为 l0 ～l0-7，体外保毒期在 1个月以上。 

3 崩毒提纯及粒子形态观褰 

用三生烟作繁殖寄主，采收获得 340 g病叶，提取病毒后获得 2．5 mL提纯液，稀释 50倍 

后测定200--300 rim的紫外吸收曲线，其最高吸收峰为260 nn3，最低吸收峰为246 nn3．A260= 

1．054，A280=0．890， 60／2B0=l l8．吸收曲线为典型的棱蛋白吸收曲线，平均每公斤鲜叶可提 

取到 125 mg病毒。提纯病毒制剂用磷钨酸 负染后可观察到大量 的杆状病毒粒子．长约 300 
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Ⅲ ．宽约 15 nn1．但有些粒体较短．有的粒子则首尾相连．形成不同的长度。杆状粒子中央能观 

察到明显的桉酸孔(图 3)。用病叶粗汁液测定了 199个粒体的长度，其分布主要集中在 281～ 

300 nm 之间．平均 长度 288m (图 4)。 

图 I To—SI在番茄上的花叶症状 

F 1 S,~temie m∞ m ∞lns∞  

Lxcoperd,'~ ~ tdemam 

图2 To—S1在自叻烟上的局部枯斑症状 

F 2 Localle=kx~ ∞ N／cotmaa 

ld6一 m —WhiteBurley 

2 

图 3 To—sl提纯病毒鞋子形态OOO00x) 

3 Eleet~ nfiemgr~h 0f purified virus tmr,'iele*(ao000×) 
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图 4 To—S1病毒粒子长度分布图 

F崞 4 lJ &strlbutlon 0f pertlcles 0fTo—s1 

衰 I To-SI在寄主植|-上的反应建立扶 

Tal~e l Sympt~ induced indtfferm t plaIIt ea byTo—SI 

注 Note：接 种叶症状，幕统叶主状 systemic m呻舶s，ha1 删)岫枇 

La：隐症带毒 latem；LN：局部坏死 local抛 r0s峙；N：坏死 neglvo~ ；RS：环斑 rlngspot： 

SM：幕统花叶 墨y出Ⅲ — c：Y：黄化 yellowing；一：不侵染 帕 infection 

4 血清学反应 

在琼脂 双扩散试验 中，T0一s1和 TMV B一935A均能与 TMV B一935A、TMV—Pin、 

TMV2S—S、TMVKorea分离物的抗血清形成沉淀线．但 Tb—sl和 TMVB一935A之间均形 

成一刺角．说明 To—S1与 TMV 之间有一定的血清关系．但在抗原上有差异(图 5)。在与 

珊 帅 ∞ 砷 帅 0 
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ORSV抗血清反应中，To—S1能产生沉淀线，而 1、MVB一935则不能产生，证 明了 To—S1与 

TMV B一935A之间在抗原上确有差异(图 5)。’胶内交叉吸附试验结果见表 2，当四种 TMV 

隧 ’ 匿 
图 5 琼宿双扩散试验结果 

· 周边孔为提纯病毒．中央孔 为不同的抗血清 

Fig 5 Result5 of im tn iH m  t b 

Peripheral wdls ooatainsd vifionsof：a=To—SI
． b=TMV B一935A；Centralwdls contained(A)TMV—Pm2 ant m ． 

(B)TM VB-935A ant m．fc)TMV—K0r愧 ant 蛐 ，(D)TMV 2S—S~userum
, (E)ORSV antiaerom 

襄 2 艘内交叉嗳拊试验 

Table 2 lnrragel absorptico t t 

注：一=抗厦 与抗血清之间无沉淀线 +=抗原与抗直请之间形成沉靛线 

Note： 一 No preclpitari~ llne~formed betw~ the am iserum the chelating a_ld 一
． and + = A pr line 

formed b we t ~tlsetum and the c}IalI∞gi ~ntlgen 

_ 
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抗血清甩 B一935A：病毒吸附后不能与 To—SI和 B一935A形成沉淀线，而甩 To—SI吸附后 

能与 B一935A形成沉淀线，而与 To—sl不产生沉淀线，说明 To—S1与 B935A之间血清学上 

有差异。甩 0磷'V抗血清进行反应也证明 O Ⅳ 与 To—SI有较近的血清关系，而与 TMVB 
一

935A无血清关系．这些结果与双扩散试验结果相符。 

5 病毒外壳蛋白亚基分子量耐定 

经多次 SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳测定，To—SI的衣壳蛋白亚基只有一条多肽链组成， 

相对分子量约为 21 kDa(图 6)。 

6 感染组织中 dsRNA分析 

从感染 To—SI的烟草组织 中提取 dsRNA进行 1．2％琼脂糖电泳，发现只有一条特异的 

dsRNA条带，长为 6．4 kb(图 7)。 

9"／ 4 

66．2 

55．O 

42,．7 

49 0 

● ■■峰 一 31．0 

●  ．- -21．5 

一 -14．{ 

围6 To—s】表壳蛋白分子量 

Fig 6 IVloleeular weight of 

coat pr~ein ofTo—S1 

a：TMVB 一935A b To—Sl 

c：CMV d：P1．otein nutrk~  

kb 

23 l 

9 4 

6 6 

囤 7 _rn—sl侵染时蝈叶中 dsRNA分折 

7 Analysis of dsRNA extratned 

from infected toha~ 0Ianb 

,ll：DNA molecular marker b：To—SI 

c：Healthy 卸 t extract 

7 病毒粒子的电泳分析 

To—S1和 TMV—B935A电泳后的条带见图8．从图 8可知 To—S1和 TMVB一935A的 

电泳带有差别，B935A有两条迁移带，而 To—S1只有一条迁移带，说明两者之间病毒粒子存 

在着差异。采甩本方法可将烟草花叶病毒组病毒区分为亚组[。· 
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8 To—S1抗血清制备 

采用皮内注射及肌肉注射方法免疫家兔，获得 20mL抗血清，其双扩散效价为 1／128。用 

获得的 1l0一s1抗血清作双扩散测定，也证明 1‘0一s1和 TMV B一935A之间能形成沉淀线 。 

但沉淀线之间有刺角。进一步证明 1l0一sl和 1’MvB一935A之间存在差异(图 9)。 

a l 鼻毒 

I嚣鬻 

，  

一 一  

8 

圈 8 To-S1瘸I艟于辣庸着电诛 

F 8 日 托协 ，p inqar~e 

gd otTo—s1 
‘ 

To S1 b：TM V B一舶 5A 

圉 9 To—s1抗血清琼脂双扩教试验 

F 9 R t宴ofinmamodiffmic~ 

te札swith an s日r咖 ofTo—S1 

a：To—s】b：TM V B一935A 

9 交叉保护试验 

9．1 TMV保护接种试验 Tb—sl在普通烟上产生局部枯班 。1’Mv保护接种的普通烟与非 

保护接种的普通烟同时接种 1‘o—s1，统计 l6片接种叶片上的枯斑数，TIvlV保护接种的叶片 

平均枯斑为 103个／叶，未保护接种对照为 100个／叶，两者之间无差异。说 明TMV对 To s1 

无保护作甩。 

9 2 To—s1保护接种试验 由于 Tb—sl在普通烟上产生局部枯斑 ，TMV 产生系统症状， 

因而系统叶上的症状即为 TMV所致，Tb—sl保护与非保护植株。10 d后同时接种 TMV，统 

计 15株保护与非保护植株的病级，保护植株平均病级为 2级，非保护植株也为 2级。保护与非 

保护植株发病率及病级无任何差异。说明 1‘0一sl对 V也无保护作用。 

讨 论 

番茄花叶病毒 1909年首次在美国报道。井已广泛分布于世界各国的番茄种植地区。由于 

T0Mv与 TMv有较密切的血清关系．因而 lMv曾被认为是 TMV的一个株幕，但由于两者 

在寄主范围、血清关系和衣壳蛋白的氦基酸组成和序列方面有一定的差异，因此 1971年后已 

将其作为单一病毒从 TMV中分出。1976年 Hollings和 Huttinga等详细报道 了 ToMV 的特 

性[ 。ToMV和 TMV在蔓陀罗、白肋烟和 N．sylvestris上的症状不同，前者产生局部症状， 
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而后者为系统症状，T0Mv的体外抗性与 TMV普通株系相比相对较弱。ToMV虽然与 TMV 

有血清关系，但两者之间存在差异．两者之间的血清偏异指数(SDI)为 1．1u ，其差异在琼脂 

双扩散试验和胶内交叉吸附测定中表现明显 ，”J。ToMV和 TMV衣壳蛋白氨基酸序列及核 

酸序列比较表明，两者间有 30个氨基酸变化(占 18％)，核酸序列同源性为 75％ J。ToMV 

和TMV相互间无交叉保护作用n 。作者从番茄上分离的 Tb—sl在蔓陀罗、白肋烟上产生 

局部症状．在琼脂双扩散反应中 Tl0一s1与 TMV间形成刺角，胶内交叉吸附反应进一步证明 

Tb—sl与 TMV之间存在着差异。在交叉保护试验 中，Tl0一s1与 TMV之 间无任何保 护作 

用。病毒粒体电泳也充分证明 To—S1与 TMV之间有差异。根据这些特征，我们将 To—s1 

鉴定为番茄花叶病毒。 

根据烟草花叶病毒组成员衣壳蛋白的氨基酸序列和核酸序列，Brunt将该组各成员之间 

的亲缘关系用分叉图列出【l ，从分叉图查得 ToMV 与 ORSV之间的亲缘关 系较 TMV与 

ORSV之间近些．本研究 中血清学试验也 证明 ORSV 与 To—S1有较近 的血清关 系，而与 

1r̂Ⅳ 则较远。 

我 国番茄病毒病在南北各地的番茄产区都很严重．并有大量报道以 TMV和 CMV及两者 

混合侵染为主u ’ J。文献报道，一般 TMV由于其复制和传播的速度较 T0Mv慢，因而 TMV 

很少在番茄上发生u 。由于对我国侵染番茄 TMV的生物学特性未曾作详细的研究，其它学 

者报道的 TMV是否即为 TcIMv尚待证实。作者建议今后报道番茄病毒病时，应对病毒生物 

学 、血清学进行较为深入的研 究．以便弄清我国番茄上究竟是 TMV还是 T0Mv为害．如为 

ToMV，则不宜再将 T0Mv称作 TMV的株系。由于我们从种传番茄中鉴定出 ToMV．因而 

ToMV在番茄上可能发生．需对田间番茄上的发生情况作进一步调查研究。除 TMV外，我国 

侵染番茄的烟草花叶病毒组病毒尚有 RiMV{31和一种未鉴定的分离物【2】，因而有必要对我国 

番茄上烟草花叶病毒组病毒作系统的鉴定和比较研究，以明确病毒的种类和各病毒在各地区 

的分布及比例，为育种工作者进行抗病育种打下基础。 

ToMV除侵染番茄外，还可自然侵染辣椒、马铃薯、樱桃、梨树、苹果、葡萄、来木、云杉、丁 

香等”‘ ’ J，且还曾从灌溉水中发现n ．因此 1r0Mv很有可能存在于我国的其它作物上。 

我们已克隆并测定了 TMV蚕豆株的 3 端序列(待发表)，并已用 ToMV 特异引物扩增和 

克隆了 To—S1的基因组，通过基因组序列分析可比较我国 ToMV分离物与 国外 ToMV分离 

物之间的核酸序列差异。 
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lsolation and Characterization of Tomato 

Mosaic Virus from Tomato 

Zhon  Xuepiag ． Qhn Xiuhong Liu Yong Xue Chaoyang Li Debao 

(Institute ofBiotechnology．~nejiangAgricultural Uni~,rsity．Hangzhou 310029) 

A virus isolate(To—St)from tomato was collected in nan~ ol1．Zhejiang Province．To—sl 

coold infect24 plant speciesofthreefamilies．To—S1 produced mosaic symptomsotlf：o／llato．and 

local leision on N ．m m W hite Bttrley．Its themud inactivation point was 85--90℃ ，dilution 

end point was 10-6～ l0一 
．
The virus particles were rod —shaped with the average length of 

288nm．The raolecular weight of T0一S1 goat protein estimatedⅧ 2l000 Da．dsRNA anal~ s 

showed thatTo—Sl consisted ofone single strand RNA with thelength
．

of 6．4 kb．In d0IIble— 

diffusion tests．spur formation was observed betweeB To S1 and TMV ，and the results of in一 

tragel‘cIx)~
．
s—absorptiontests agreedwiththe double—diffus ion tests．In gel electrophoresis，the 

patterns of To—S1 viriom were different from TM V．T0一S1 shared one bands with TM V，hut 

TMV had another handwith slow migration．Cross protectiontests showed To—S1 had no pro一 

tection effect to TMV ．and vice versa．On the basis of these character~tics the To S1 was idend— 

fled astomatomo~lic virus(ToMV)．Thisisthefirst relx)rt ofToMV ontomato inChina． 

KeY wolr~ Tomato，Tomato nKIsaic vi九ls，Virus disease 
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