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墨 叠 烟草柑 艄 ～  的烟草 病在广东不鼬 胖  宝 异， 
从广东梅卅和南肇烟区采集的 138十TMv标佯中，连取 6个不同症状的分离物作为研究对象．发 

现它旬在不同种属寄主和不同烟草品种上表现明显的 TMV昔通株特征症状，虽然在某些寄主上 

其症状也有一些差异．但未毖反映株系阃的差异 这 6十分离物具有几乎相回的病毒粒体形态、 

电诛迁移率、钝化置度以及紫外暖收特征 经琼脂双扩散击和同接ELISA法的直潦学反应，表明 

它们异较强的血清学关系。因而它旬有根强的同穰性 经病毒粒体外壳蛋白的氰基酸分析，在氨 

基酸总敷上，分离橱 G 和 G 各有 t56个氨基酸．GD2和 GD4各有 159个．G 和 G 分捌有 

t58和 t57十氟基酸 上述分折试验结果初步表明，在广东不同烟草主产区引起的症状有所差异 

鲨骛  ，j 关键词烟草花叶病毒f酥系．鉴定＼古询‘ n矗 ； —————一 一 I w J ’ 
在不同寄主植物上．TMV具有很多株系⋯．主要有普通株、番茄株、车前株、豆类株、葫芦 

科株、兰花株、u2株等。但在烟草上财包括 OM 株(日本)、U．株(美国)和 Vulgate株(西藩)。 

这三个普通株的病毒外壳蛋白(cP)氨基酸序列已进行了分析比较l2】。 

广东梅州和南雄两大烟区由TMV引致的烟草花叶病的症状呈现绿岛、咏带、斑驳和蕨叶 

等不同类型。不同症状类型有可能是不同株系的反映。本研究对上述两烟区不同症状的6个 

TMV分离物的生物学、形态特征、血清学和部分理化特性进行了_初步的株系研究。在理论 

上、病害防治上(特别在转基因工程方面)有其重要意义。 

材料与方法 

1 分鼻物的来薄 

TMV6十分离物分别采自广东烟草主产区表理不同症状类型的代表性标样 。经心叶烟及 TMv抗直清鉴 

定证明是属于 TMV的 138个标佯中选取的。分离物 GDI为绿岛(梅县橙探)，GD2为大面积褪绿(大埔党 

坪)．G 为脉带(大埔西河)．GD4为脉带(蕉岭广橱)，G 为橡叶症 (大埔青溪)．GD6为小黄斑症 (南雄湖 

口)。经心叶烟三攻单斑纯化后．保存于哈瓦邢 38号烟草上作试验材料。 

2 羹荆寄主 

2．1 不同科属的寄主谱 ． 

以常规摩擦接种击把六个分离物分别接种下刊寄主植物 ：茄科(Salanaoeae)的心叶烟( 加 眦i一 

，埘n)、蓖科(Amaran~ ceae)的千 日红(GD 哪 g／obo~)；葫芦科(Cucurbitaceae)的西葫芦(0 )； 

车前科(plantaginaceae)的车前草(PLanZagom z瑚 )；十字花抖(Curciferae)的小白菜(陆。 ；栅  )；豆科 
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【I-!g衄】 s )的豇豆(Vig~a 删  )。 

2．2 烟草不同品种的寄主谱 一 

吼常规嗥攘接种法将6个分离物分男I接种下列不同品种的烟茁：K326(Ⅳ 加 删 研vat．k326)、喻 

瓦鄢 3B号(Ⅳ．删 埘 vex．havana )、G28(N．删 埘 vat．G28)、白詹烟 KY21(Ⅳ．删 埘 vat．Wh／~e 

＆ yKY21)、黄花烟(Ⅳ．ru~ica)、红花大金元(N．spp)。 

3 病●的捶纯 

接常规方法．将各分离精的澄清藏采用 PEG沉淀结合超离心法提取粗提纯藏。接文献 采用 20~50％ 

蔗糖密度梯度离心．崩备精提纯藏。 

4 病●耗体太小 

接常规方法潮定。 

s 血} 掌方法 ’ 

接常规方法 I々备分离物 GD4的抗血清。SPA—ELISA方法接文献方法” 。 

‘ 病●耗俸迁誊率比较 

采用琼脂糖电辣。睦堆度为O．5％，电诛缓冲藏为 pH7．2的 0．02mol／L礴酸缓冲藏．每孔点样 10山 电 

压控崩在 60v。电诛约 90min。 

7 奔毒外壳置白重基分子量盈I定 

7．1 病毒外壳蛋白‘cP)的提取 ． 

采用 Fraenkel—Co．at(1957)爵酸法。略加修改。4℃的纯化病毒藏(病毒含量为 1～5m~／mL)加二倍体 

积的4℃冰爵酸．冰{苷时搅拌或振藉15 ndn．50OO r／mio离心15rain除去RN／,沉淀，取上清糠加等体积蒸馏 

木。4℃冰箱中水透析3d(每天换求数次)．当TMV~P接近等电点时开始聚集．加人数蔫3mol／L NaAc缓冲 

藏(pH4。7)．使其沉淀完全。12000 r／min离心30nasa．pH 7—8的~[aOH潜藏溶解沉淀．4000 r，m_m离心 10 

rain。上清藏即为病毒 CP藏。 

7．2 SDS-骧丙撵醮胺凝睦电诛(S[3~PAGE) 

参照 b咖血小(1970)方法。堆缩睦浓度为 3％。分离睦浓度 7．5％。标准蛋白分男I是：乳过氧化物酶 

(MW 92O00． 公司产品)、牛^清白蛋白(MW 67000。上毒生化试剂站分装)、舜清蛋白(MW 43000。华美 

生物工程公司产品)、乳酸脱氢酶(MW 38OOO，s自M 公司产品)、RNA酶(MW 13700．华美生物工程公司产 

品 )。 

0 CP氯基酸组成分斩 

病毒 CP氯基酸组成分折主要在 日立831—5O塑氨基酸 自动分析仅上进行 色氨酸和半胱氨酸用化学 

法分析。接文献．色氨酸的分析用二甲基苯甲醛法 。半胱氨酸的分析用 EIlmaq广IYFNB法 】 

结 果 

l 鉴是寄主 

1．1 不同科属寄主檀物上的人工接种症状 

在千日红上 6个分离物呈现三类症状类型：分离物 GD．在接种叶上产生局部坏死斑；G 

和 G 产生局部坏死斑、花叶和系统性坏死斑；GD3、GD4和 GD5除花叶和系统性坏死斑外． 

还有系统性红色弥带症。6个分离物不侵染西葫芦、车前草、小白菜和豇豆。 

1．2 不同烟草品种的人工接种症状 

在 K326、G28和红花大金元烟上 6个分离物均表现田间所呈现的不同类型的花叶症状和 

畸形症状。在 KY21和黄花烟接种叶上均产生局部枯斑，但在黄花烟上它们还会产生顶端坏 

死的系统性症状。在哈瓦那 38号烟上。它们都产生稳定的脉带症状。上述症状出现的时间和 
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发病程度各分离物在各供试烟草品种上基本相同。可见这 6个分离物的致病力基本相同。 

衰I 在年月品种捆上六个分■链 挂 

T~bte1 匈址l IinducM in |唧 ttdaaeeevatlet~  the 6TMViaolatea 

注 ：系统性症状，局部症状；DL：崎叶；GI：绿岛症；M：花叶； )：魔驳；Ns．坏死斑；TN：顶端坏死；Vb：酥带 ；o：无症； 

N0她 ；~ ~emie唧m 叫 ，10∞l哪mptor犯； DL： st0r ng leaf： GI：green地 nd；M：伍0sa Mo：nlo~ ； Ns_ne~~ c 

。p ； T1％t~·ma ； Vb：vem Imn,lin~1 o：sympt∞ 

2 病毒的纯崖 

经蔗糖密度梯度离心以后，6个分离物用DU一7紫外分光仪扫描，紫外吸收曲线均为典型 

TMV曲线，吸收低峰和吸收高峰分别都在(或非常接~)248 ram处和 26OIⅡn ；A2801260均很 

接近0．84．A260／24a均很接近1．O9(表2)。这与文献报道TMV紫外吸收特征基本吻合。 

寰 2 六十分■ 素外嗳收特征值 

Table2 Valt~ oftdtravk,letlight b I瞎 c 髓i 0fthe6TMV ~ lmes 

3 6个分宴物的病毒粒体大小 ． 

经电镜观察，6个分离物都为杆状空心 

结构(图 1)，它们的大小差别不大，经分别 

测量 100个粒体长度，取平均值，GD 为 

309×l8llm、G 为 313×18姗 、G 为 

314×18llm、GD4为 307×18姗 、G 为 

311×18咖 、GDb为 305×18 nm。但经精 

提纯后，病毒粒子间互相连接成长杆状。 

4 6个分离物的血清学关系 

TMV6个分离物在琼脂双扩反应中， 

所形成的沉淀带互相吻合；它们经SPA一⋯  

匿 l GⅡ 精提纯后的粒体电镜围 

Electron血i唧 phof reamed f ( v (n̈  m一 

d100O0Ox1 

●  ●

～ I _tI 『  ● ■ 
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ELISA测定后．与 GD4抗血清均呈阳性反应，酶标仪上读数均很接近．表明它们之间具非常密 

切的血清学关系。 

5 6个分离物粒体迁移率 

这 6个分离物经电泳以后，每个分离物 只形成一条带，6条带基本处在同一条直线上(图 

2)，表明它们的迁移率基本相同．这只能说明这六个分离物是同一株系。 

6 6个分离物的钝化温度(TIPl 

经三次实验结果表明，6个分离物的 TIP均在 90～95℃ 

之间，无显著差异。 

7 6个分离物 CP亚基分子量 

经三次 SDS—PAGE后的结果表明(图 3)，6个分离物的 

CP经电泳后均表现一条带，为单一组份，且迁移距离基本相 

同。根据标准蛋白工作曲线，可见分离物 GD．的 CP分子量 

(--次平均值)为 16800、G 的为 17000、GD3的为 16800、GD4 

的为 17000、CA) 的为 17100、GD6的为 16900Da(误 差在 

10％之 内)。 

8 6个分离物 CP氯基酸组份比较 
根据实验结果，6个分离物的 CP氨基酸组成(表 3)有一 囤2 TMV6十分离物病毒粒体的迁 

穆率 

定差异，分离物 GDl的氨基酸总数为 156、GD2的为 159、GD3 l：ig 2 The electrophote~i mobilitks ol 

的为 156、GD4的为 159、GDs的为 157、GD6的为 157。在各氨 virlons the 6TMWi~olates 

基酸的数 目上 比较。完全相同的有：Gly(均为 7个)、Try(3 A：GDI B：G02 C：G D：GD4 

个)、Phe(8个)、Arg(11个)、Pro(8个)、Lys(2个)、Cys(1个)， ：GDs ：。 

它们均没有 Met和 His，在其它氯基酸的数日 卜比 z．它们或宅冬相同或相差 I 2个。 

3 ：qDS—PAGI- IMV6十分离物 凹 l_1分 ‘J二 

Fig 3 Mol~ndar．6gUt— u删 帅【 ∞ pfnt⋯ ，fthe 6_啪 l sl 一t~ya'tylamldes geIs 

A：GDI B：G02 C：G D：GD4 E EG F：CO, 

这 6个分离物与文献报道的德国Vulgate株系的氨基酸组成 比较相近，但也存在着一些 

微小差异(表 3)。CP氪基酸数有增加和减少，cP氪基酸敷中有所增加主要集中在Glu、Gly和 
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Leu上．而氨基酸觳有所减少主要集中在 Thr、Ser和 Tyr上。 

衰 3 6十分离袖与其它 TM'V椿蔡cP鼻描 组份比较” 

k 3 c∞t pm eirl a Il0 a d∞m咖  of the 6 TMV isolat~ mmpared with other吼m 

a ：黄瓜托叶病毒3；c4：黄瓜花叶病毒 4；Cc：黄瓜绿厦驳花叶病毒 c；cw：黄瓜绿斑驳花叶病毒 Da dahl~ 株； 

HR：Holnx~车前括；ORSV：齿兰环厦病毒；Vu：vu蛔re括 

C3：out'umbermorale r噼 ，：C4：cucumber nlt,~x．．aJc virus 4；Cc：cum ber green mottle Tn06 ⋯ ；Cw：cucumber gn帅  

~ ttle T⋯ w；D ：Dahkmem e m ain；} R：Holmes bg瑚ss vlrus~ORSV：odontoglosnum rmgspot nB；Vu：Ⅵ1lga工e 

ra；“ 

讨 论 

本研究对来自广东梅州和南雄两大烟区和症状有所不同的有代表性的 6个 TMV分离物 

进行的鉴定结果表明：(1)它们在粒体形态特征上基本是相同的，都是长杆状，大小大致在 300 
～ 315×18 m 之间；(2)在血清学关系上，用SPA—ELISA法和用一个分离物的血清就可表明 

它们具有很密切的同源关系．琼脂双扩散实验也得到相同结果；(3)在物理性质方面，它们的病 

毒粒体迁移率、CP的亚基分子量、紫外吸收特征值和病毒钝化温度结果，均无显著差异；(4)在 

CP氨基酸组份方面，它们之间存在微小差异；(5)在寄主范暖和鉴别寄主植物上，它们在不同 

科属的寄主上和在不同品种的烟苗上所反映的侵染性和症状基本相同，只是在干 日红上有所 

差异。根据上述各方面的研究结果．我们初步认为采自广东不同烟区和症状有所不同的6个 

分离物，都同属于烟草 TMV的普通株(暂称为广东烟草 TMV普通株)。至于它们在田闻所 

呈现的症状差异，可能是品种、生育期、温度及营养状况等差异而引致的。因而这些症状的差 

异，似乎不可能作为株系区分的依据。 

从 TMV—cP的氨基酸组成来看．广东烟草上的 TMV普通株与 Vulgare株较为接近，但 

存在某些差异．这些差异有待于 CP氨基酸序列进一步确定。 
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此外，本试验 6个分离物中有些在千日红和田间烟抹上所出现的一些症状差异究竟说明 

什么问题?也有待进一步探讨。 ． 
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in Guangdong Province 

FuMiog,jia GaoQiaowan Faan Hw~chung 

(Plant P Departraent，South—China Agricultural University．Guangzhou 510642) 

Six Tobacco—TMV isolates which cause different symptom expressions On toba cco in differ— 

ent toba cco production areas in Guangdorig Province wert selected from 138 samples and were 

studied．T1le symptom expre~ion of the 6 Toba cco—TM V isohtes on 6 differential host plants 

and 6 toba cco varieties were about the 8alrle，altbo ~e,h some minor differences might exist
． 1、he 

morphology of the virus partldes of the 6 isolates， their thermal inactivation points
． eIec— 

trophoretic mobility and ultraviolet light absorption were found TO be about the sarlle．By agar 

double—diffusion reaction and indirect ELIsA
， the 6 isolates were found to have very cIose sem— 

logical relationship．Tlhe amino acid compositions of the coat proteins 0f the 6 is0 es were found 

to be very similar each other and similar to the Vulgare strain，although minor differences existed 

inthe amount of certainan fino residues
． Accordingtothe experimental results．it Wasconcluded 

thatthe 6 isolates ali belongtothe LX3qlllnlon strain ofTMV
．  
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