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侵染香蕉的黄瓜花叶病毒分离物衣壳蛋白的肽链分析。 

t2 

的扩 

大，发生越来越严重．一般地块发病率为 20--40％，个别重病地块高选 90％，损失严重。 

此病病原虽在 1930年” 就被鉴定为黄瓜花叶病毒(Cucumber mosaic virus．CMV)．但至 

今对其研究不多。从有限的文献看，大多数作者【I， 都认为其病原为 CMV的一个株系，即香 

蕉株系。但也有认为为二个株系H J、或三个株系的 i 因此有关病原的调查鉴定就成为当前 

迫切需要解决的一个重要问题。 

1991～1993年我们在广东省广州市天河和黄埔区，以及厩德、番禺、高州、东莞、新会等市 

县的香蕉产区进行病害调查，发现了三种不同类型的花叶症状．即断续条纹类(Bs)、连续条纹 

类((二S)和斑纹类(MM)。通过病毒形态学、生物学、血清学 衣壳蛋白(CP)基因核苷酸序列测 

定，已将三类症状代表分离物(Bs、CS和MM)划分为了三个不同的株系(另文发表)。 

本文采用蛋白质肤链图谱技术和肽链的 Western blot法．对香蕉三类代表分离物进行了 

分析，其结果显示这两种方法能够较好地区分和鉴定 CMV株系。 

材料和方法 

香蕉 CMV不同分离物(Bs、CS手【『MM)分别分离于广东省香蕉产 区．CMV ” 7和 CMV—L18(分离于 

番茄)由华南农业大学高乔蜿教授拦供 所有分离物经苋色孳(Chenol~dium amaranticolor)单斑纯化．通过 

普通烟(N／coti taba CV HV38)作繁殖寄主．参照 1．ot al (两欢差速离心和一次蔗糖梯度离心)提 

纯病毒． 

糜蛋白酶、胃蛋白酶、A蛋白酶标记的辣根过氧化物酶等分别购于 Sigma公司和上海生物制品所．CMV 
—

T37的抗血清由华南农业大学高乔蜿教授惠赠。 

CP肚链图潜的测定采用 Edwards和 G叽 ves口 法修饰 后进行。各分离物的 CP分别经常规 SDS 

PAGE洼电泳后．用0．25％考马斯亮蓝R 25o(内古 50％甲醇和 10％冰乙酸)染色 20rain．5％甲醇和 7 5％ 

冰乙酸振荡脱色 40rain。蛋白带经球冻干燥后，采用 } 4 r和 Burge略法 回收蛋白质。糜蛋 白醇和胃蛋白 

酶分别以 1：10和 1：5的比倒(w／w)与各分离物的 CP馄合，在 37℃下孵育过夜．经 PAGE法电泳后，用硝酸 
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银法染色。 

各分离物的 cP肤链经 PAGE法电i末后．用电转移法将吐链转移至硝酸纤维索膜上。其后步骤(封闭、加 

抗体、加酶结合物 、加底物等)都按 DOT—ELISA法川进行，所用抗血清为CMV—T37的抗血清。 

结果与讨论 

用糜蛋白酶消化五个 cMV分离物 CP的结果。产生丁三种不同的带型方式(图 1A)。香 

蕉三类分离物(BS、cs和 MM)属第一种方式．可产生三条带，三条带的位置完全一致；T37分 

离物属第二种方式，可产生五条带。五条带中第四条带是其特有的。L18分离物属第三种方 

式，也可产生五条带，但第五条带(即分子量最小的一条带)在其它四个分离物都不具有。因此 

依据糜蛋白消化图谱。仅能将香蕉三类分离物与 1 7和 L18区分开．而香蕉三类分离物问则 

不能区分。 

胃蛋白酶消化五个 CMV分离物的 CP，产生丁与糜蛋白酶消化的不同方式的肚链 图谱 

(图 1B)。MM仅产生三条带，CS和 1 7产生五条带，Bs和 L18产生六条带。这五种分离物 

除第一、第=条带的位置相同外，其它条带至少有一条带位置不同，据此可将这些分离物予以 

区分。 

图 I cMv不同分离精 CP的肚链图谱 

A：靡蛋白爵jIj化；B．胃蛋白爵jIj化 

F_嚷 4 PeptMe m叩衄 0|删 pmIe_眦 CMV b憾  

A D； s‘。d Wi|h 0 ly玎∞n B：Di s ed |h P p “ 

糜蛋白酶分别消化 CMV四个分离物后，其产物分别利用 CMV一1 7的抗血清进行的 

Westernblot的试验结果表明：香蕉分离物 Bs和 CS间无差异，即都只有两条带，且位置相同； 

而 MM 除产生与 Bs和 CS相同的两条带外，还多产生一条带；LI8产生四条带，其中第一、第 

二、第四条带与 MM 第一至第三条带相同，但其第三条带是 LI8自己所特有的(图 2A)。 

胃蛋白酶分别消化 CMV五个分离物后的 W~tern bl0t(用 CMV一1 7的抗血清)的结果 

揭示：所有五个分离物的第一条带都相同，但 CS、BS只有这一条带，而 MM、LI8和 1 7还产 

生相同的第二条带．L18和 1 7则还产生相同的第三条带(图2B)。 
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可见，在与 CMV—T37的抗血清发生反应中，其肽链抗原决定簇的数量以分离物 T37与 

L18较多、MM次之、CS和 BS最少。 

蛋白质肽链图谱技术是 Cleveland et al[ 】建立的．后来用于植物不同病毒或株系进行分 

析，并与血清学、核酸杂交等方法比较，认为这一方法结果稳定、可靠，而且简便易行l “J。本 

研究应用这一技术对广东香蕉三个分离物和 CMV—T玎和 CMV—LIB两个分离物的分析结 

果表明，这一方法可明显地将所测定的 CMV分离物划分为不同的肽链类型，每一肽链类型可 

能代表 CMV的一个株系 CP的部分特征。在此基础上，本研究首次采用肽链图谱的 Western 

blot法来对 CMV分离物进行分析。这一方法将生物化学技术与血清学技术结合起来，从而 

能确定 CP的肽链抗原决定簇。结果显示这是划分 CMV分离物的一个有效、方便、稳定性高 

的方法。因此我们认为，CP肽链图谱和肚链的Western blot技术。可能是 CMV株系鉴定中一 

个非常有价值的鉴定标准。它不仅从蛋白质肽链水平上，还从血清学抗原决定簇上对 CMV 

株系进行分析，能确切地将不同株系予以区分。 

在肤磕图谱的测定中．选择合适的消化酶可能最为美键。在本研究中．我们仅选用了糜蛋 

白酶和胃蛋白酶。在糜蛋白酶消化的图谱中，五个分离物表现了三种图谱方式，其中 BS、CS 

和 MM 之问没有差别；但在胃蛋白酶消化的图谱中，五个分离物却表现了五种方式，即五个分 

离物据此能被区分开来。因此在本研究中．胃蛋白酶明显比糜蛋白酶效果好。这表明在应用 

肢链图谱技术划分植物病毒株系时，要尝试不同的蛋白消化酶进行试验，以确定最佳的消化 

酶 。 

在 CP肽链的 Western blot法测定中．仅应用了CMV—T37的抗血清进行试验。糜蛋白 

酶和胃蛋白酶消化的 CP肽链，都只有三种反应方式．其中 BS和 CS不能区分，这表明BS和 

CS在与 CMV—T37抗血清的反应中具有相同的抗原决定簇。但在胃蛋白酶消化的 CP肽链 

中．BS和 CS有至少一条肽链是不同的，这不同的肽链不能与 CMV—T37的抗血清发生反应。 

如果应用其它抗血清，如 CMV—BS抗血清，也许有可能将 BS和 CS区分开来。因此，在 CP 

肽链的 Western blot法测定中．选择合适的抗血清进行试验也是重要的。 
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Peptide M apping of Coat Proteins of Cucumber M osaic 

Virus Isolates Infecting Banana 

Li Huaping John S．Hu2 Faan Hweiehung。 

(South China Agricultural University．Guangzhou 510642) 

(University ofHawaii．USA 96822) 

Peptides of coat proteins of cucumber mosaic virus isolates infecting banana from Guangdong 

province welne first analysed． The coat proteins of different isolates were digested with Chy— 

motrypsin and Pepsin to produce different peptide patterns．They were evaluated by W estern blOt 

using the antiserum to CMV T37．It wa5 found that M M contained more quantitative peptides 

of antigen determinants to antiserum CMV 一"I"37 than BS or CS did． 
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