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摘 要 从紫果西番莲 (Passiflora edulis)、杂交种西番莲(P edutis X P．edu阮 v-dr̂ m vicarpa)、 

黄果西番莲(P．edHlis var flavicarpa)、转心莲(P caeruLea)及龙珠果(P ．toaida)分离到的 5个黄 

瓜花叶病毒(CMv)分离物(PE、PE2、PEf、PC、PF)所作的生物学性质、理化特性和血清学关 系的比 

较研究结果表明，5个分离物在寄主反应及血清学性质上存在不同，而在病毒粒体形态、体外抗性、 

蚜虫传毒和病毒外壳蛋白分子量方面无明显差异。根据 5个分离物的寄主反应和血清学关系，可 

将其区分为 CMV的两个亚组，其中 PE、pE2、PC和 PF属 CMV亚组 I，PEf属 cMv亚组 II。 

关键词 西番莲属植物．黄瓜花叶病班 组 I 黄瓜花叶病毒亚组 II 
，——————～  ——— ———-1—一  

黄瓜花叶病毒(Cucumber mosaic virus，CMV)寄主范围极其广泛，给农业生产造成重要经 

济损失。近年来，CMV在热带、亚热带经济植物上造成的损失也 日益严重【11。由 CMV引起 

的病毒病在许多西番莲生产国造成危害【 。我 国的台湾[ 、广东[ 、福建【51及海南㈨也先后 

报道 CMV危害西番莲。但迄今对侵染西番莲属(Passiflora)植物的 CMV进行较为系统深入 

研究的报道很少，尤其对这些 CMV分离物所处亚组更不甚了解 J。作者在调查福建西番莲 

病毒病发生时，发现 CMV为其主要病原，并对其病原 cMV进行丁初步亚组分析，认为存在两 

个 CMV亚组。本文报道侵染西番莲属植物的 5个 CMV分离物的生物学性质、理化特性和血 ． 

清学关系等方面的研究结果。 

1 材料与方法 

1 1 毒源及其纯化 

5个 CMV分离物来 自紫果西番莲 (Passif~ora H陆 )、杂交种西番莲 (P．edul~x P edulis var ftavi- 

carpa)、黄果西番莲 (P．edu抽 var．f&vicarpa)、转心莲 (P．caeru~ea)及龙珠果 (P 细 挑 )，编号分别为 PE、 

PE2、PEf、PC 和 PF。各分离物均 经苋色藜(Chenol~lium amarantico[or)单斑分 离，繁殖在 心叶烟 (Nicotiana 

m nn越)上，置隔离检疫温室 

l 2 生物学性质测定 

寄主范围、体外抗性和蚜虫传毒试验均按常规方法进行。 
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1．3 病毒提纯及其检测 

5个 CMV分离物的粗提纯按 Lot等【 ]或 Mossop等 的提纯方法；进一步提纯．采用 10％～40％蔗糖梯 

度离心。提纯病 毒用 BeckmanDUB型紫外／可见分光光度计在 220～320 nm波长范围进行扫描．检 测病毒的 

紫外吸收，测A260／280值， 吨3 =5 0 来估计病毒浓度及提纯产量。提纯的病毒经2％醋酸铀(pH5．0) 

染色后，JEM．100CXI1型透射电镜观察病毒粒体形态。 

1．4 ，冉毒外壳蛋白分子量测定 

采用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sDsPAGE)测定_1 ]。分离胶浓度为 15％，浓缩胶为 5％．SDS为 0．1％。用 

IS-1000型数字成像系统(Alpha Innot~h公司产品)的分子量测算软件计算各分离物外壳蛋白亚基的分子量。标 

准蛋白为GibcoBRL公司产品，分子萤为Mymin(I-l-chain，200 000)，Ph。sp} ase13(97 400)，Eovine sermn albumin 

(68C00)，Ov~ amin(43 000)，Carbomc anhym'ase(29000)，~LaetogtobLdin(18 400)．Lysozyme(14 300)。 

1．5 血清学试验 

1．5．1 抗血清制备 用 PE2和 PEl两个分离物免疫家兔制备抗血清。免疫方法按 文献【I”。1．0％琼脂双扩 

散方法测定抗血清效价。 

1．5．2 单、多克隆抗体夹心 ELISA(DAS-ELISA)测定 按文献_2 的方法测定。8种 CMV单克隆抗体的来源 

为 ：单克隆抗体 2 1、21．4、34 2、41 2由法 国 国家科学 研 究 中心 Van Regenmorte[博士 赠送 ，单克 隆抗 体 

4H10B12、7B3D9、23C10E4、44EgA7由美国农业部徐惠迪博士赠送。 

2 结 果 

2．1 寄主范围及症状反应 

摩擦接种 14科63种(或品种)植物，5个 CMV分离物均能侵染西番莲科、藜科、茄科、葫 

芦科、豆科、夹竹桃科、苋科、菊科、番杏科、胡麻科、唇形科 11科53种(或品种)植物，但所产生 

的症状各分离物间存在较大差异(表 1)。根据 5个 CMV分离物在供试寄主植物上的症状反 

应．可以将它们区分为两个类群。第 1类群(包括分离物 PE、PE2、PC、PF)，其特点是在心叶 

烟 (Nicotiana utinosa)和珊西烟(N．tabacum cv．Xanthi-NC)上．表现绿色花 叶、叶片畸型症 

状；在西葫芦(C“C“rbita柳 o)上，表现为接种叶局部退绿斑、新生叶退绿斑驳症状；在千日红 

(G0m加m 口g／obosa)上，表现为接种叶局部坏死斑、新生叶绿色花叶症状。第 2类群 (包括分 

离物 PEf)，其特点是在心叶烟和珊西烟上，表现为接种叶局部退斑和新生叶退绿斑驳；在西葫 

芦上 ，表现为接种叶局部退绿斑、新生叶稳症带毒；在千 日红上，表现接 种叶局部坏 死斑、新生 

叶系统坏死斑。 

衰 1 5个 CtvP~分离物的寄主范围殛症状反应 

TaNe 1 H t range and symptortm 0l flve CMV js a【e 
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CMo=Chfomtiemottle遣绿斑 驳 ．D=Dead of pbnts皇 株 死亡 ．F】 = m 【 f s~ ptoms跃叶症 ， 

GM=G⋯ lc绿色花 叶，LCL=Local chforo~ie[~iom 局部退 缳疑 ．LD=【艄 f distortion畸 形 ． 

LNL=k  necrotic resins局 部 坏死斑 ，m'-Mifli轻症 ．RSM=Rin~spor⋯ 日ic环艇 花叶 ．s=矮 化 Svam． 

sNL Systemle l§i0∞ 系统 坏死斑 ．TN-Tip⋯ ls顶端 坏死 ．VN Vein 绑 叶 脉坏 死． 

YGM=Yeu 胖 n marie黄绿色茬叶．+=sy 呷1【 ％infection隐症侵染，一⋯No ktl0丌不侵 

2 2 体外抗性 

5个 CMV分离物的体外抗性如表 2。 

衰 2 5个 CMV分离物的体外抗性 

T~bie 2 Smbi[try jn D of five CM V isolates 

2 3 蚜虫传毒试验 

5个 CMV 分 离 物 均 可 通 过 桃 蚜 

(M>zus persicae)蹦非持久方式 ．传毒 

效率无明显差异(表 3)。 

2 4 病毒的提纯产量、紫外吸收及粒体 

采用 Lot等【 或 Mossop等【 的提纯 

方法对 5个 CMV分离物进行粗提纯，然 

后用 10％～4O％蔗糖梯度离心进一步提 

纯，获得纯化病毒。提纯病毒的紫外吸收都显示典型的核蛋 白吸收曲线，最高吸收在 258 nm 

左右，最低吸收在 240 NrD-左右，其 A260／280值在 1．63～1．72之 间，各分离物的提纯产量相 

差很大，最高产量达 783mg／kg鲜叶，最低产量仅 24mg／kg鲜叶。电镜观察表明 5个分离物 

的提纯病毒粒体均为球状，直径为 24～30 nm(表 4，图 1。) 

2 5 病毒外壳蛋白分子量 。 

5个 CMV分离物的外壳蛋白分子量经多次 SDS PAGE测定，结果表 明均为单个亚基组 

成，经分子量测算软件计算，其分子量均为 27 kD 
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表 3 5个 CMV分离物的桃蚜传毒试验结果 

Table 3 Transmi~inn via Myzus persic~ 

饲毒丑寸闻为 5 rain(Aequisltion~eedirtg time 5Ⅱun)；传毒时间为 24 h(InocuLation feeding rSme 24 b)；每株 10头蚜 

虫(10 aphids per plant⋯ used)；表中数值表示发病株数／接种株数(Diseased plants／insulated plants) 

表 4 5个 CMV分离物的粒悻大小、紫外吸牧和提纯产量 

Table 4 Virions．uttrawotet abs0rDcion aad purified yields of five CMV isolates 

a：最高?~l(Highestjieid) b：粗提纯按 Lot等73"~(Partial purified 】 “a1)；￡：粗提纯按 Mossop 

等的方法 (Partial purified by Mossop“a1) 

图 1 3个 CMV分离物的提纯病毒粒体(×140 000) 

Fig 1 Virinns ofthreeCMV i∞lac (×140 000) A：PE；B：PE2 C：PEr 

2．6 血清学关系测定 

2 6 1 抗血清效价 

用分离物 PE2和 PEf的提纯制剂免疫家兔制备的抗血清，经琼脂双扩散测定，效价分别 
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为 l：256和 l：128。 

2．6．2 DAS-ELISA测定 

用 8个单克隆抗体对 5个 cMv分离物进行 DAS-ELISA测定，其结果列于表 5。根据文 

献[12． ]，单克隆抗体 21．4 和 7B3D9仅与 ToRS血清组的分离物具阳性反应；单克隆抗体34．2和 

4H10B12仅与 DTL血清组的分离物具阳性反应；单克隆抗体 42．3仅与 c。血清组的分离物具 阳 

性反应；单克隆抗体 2．1、23Q0~ 及 44EgA7与 DTL、ToRS两个血清组的分离物均具阳性反应。 

分离物PEr与单克隆抗体21．4和7B3D9具强阳性反应，而与 单克隆抗体34．2、42 3及4H10B12 

显阴性反应，属 TolLS血清组；分离物 PE、PE2、PO．PF与单克隆抗体 34．2及 4H10BI2具强阳性 

反应，而与单克隆抗体 21 4．42．3及 7133I39显阴性反应，属 DTL n~清组。 

衰 5 S十 cMv分离物的 DAS-ELISA测定 IA螂吸收值 nl 

Tabte 5 A}~or!auoa vatues f 0，)obe~incd in DAS-EL1SA whh eight mo+ lona[amibodles∞ five GMV isolates 

-2捉宴验平均值fA r吨evalue in two te5b)． 

3 讨论 ’ 

CMV存在众多株系或分离物[“· 】，但是大量的研究表明这些株系或分离物可根据寄主 

反应、血清学关系、病毒外壳蛋白的肽链图谱分析、dsRNA分析、核酸杂交、RT-PCR产物的限 

制酶分析以及核酸序列分析等区分为两个性质不同的亚组[1’ ]。根据侵染西番莲属植物的5 

个 CMV分离物在心叶烟等 4个 鉴别寄主的症状和血清学关 系．可将其区分为两个类群，第 l 

类群(包括分离物 PE、PE2、PC和 PF)属 CMV亚组 I；第 2类群(包括分离物 P )属 CMV亚 

组 II。 · 

CMV侵染西番莲在国内外均有报遭 】，但是，对其性质未作系统深入的研究。本研究 

初步明确了我国侵染西番莲属植物 CMV的特性，并将它们鉴定区分为两个亚组。这一结果 

可为进-二步研究我国西番莲病毒病的防治提供参考。 ‘ 

致i皇}·法自国家科学研究中心M H．V．Van Regenmortel博士和美国农业部徐惠迪博士赠送 

CMV单克隆抗体，特此致谢! 

’  

参 考 文 献 

1 PatukaJtls P．RoosslnekM J。Diet~ en R G et al Cucumber~ saic virus Adv Virus Res，1992。41：281～ 348 

2 Kit~jlma E W．Chag C M。cres曲 0 A Virus andⅢ assoeinted disea_~cs pa orI fruit in Brazil Fitot~tol Bra· 

1986。l1：409～432 
．  

3 张请安．王赢亮，周定芸等 百番果毒索病之调查与鉴定 植物保护台刊．1981．23：267 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 1期 徐平东等 ：侵染西番莲属(Passiflara)植物的五个黄瓜花叶病毒分离物的特性 比较 79 

4 部冠标，高乔蜿，张曙光等 鸡蛋果花叶病病原病毒的鉴定 华南农业大学学报．1987，8(2)：40～44 

5 擒平东，李梅，柯冲．引致西番莲环斑花叶和果实本质化的一十黄瓜花叶病毒分离物鉴定 植物病理学报，1996．26(2) 

I64 

6 刘意听，潘僮桧，昊囊等．侵染西番莲的 CMV分商物研 究．热带作物学报，1995，16(增刊)：49～53 

7 Lot H，Marrou J，Quire J B al Contribution petude du rus delamosaique du⋯ rⅡ工e(CMV) II Methode de purifl 

cn n npide du vies Ann Phy~patho1．1972-4：25～38 

M ossopD W ．Francki R I B，GrlveRC J．1976．Comparative studies ontl~n．q'~o aspermy and cucumbetmosaic virus V．Pu· 

rifi~tmn and properties of a~ucwnbermosaic vh'usinducing e c~orosis．Virobgy．1976．74{544～546 

Franckl R 1 B，Mossop D W。Hatta T Cucumber mosaic virus CMI／AAB De．rip Plant Viruses，1979．No．213 

LaemmliUK Clearage of struc~tlre proteins duringthe amenablythe he胡 I~cteriophage14 Nature。1970．227：680～ 685 

绦平东，李梅，林奇英等 应用 A蛋 白夹心酶联免疫吸附法鉴定黄瓜花叶病毒血清组．福建农业大学学报 ，1997，26：64-- 

∞  

Porta c，Devergene J C，Co rdin L eg a1．Serotype speclfy of mono~]oll~ antt％odies协 cucumb~ rnos~c virus．A|dl Viral， 

1989，104：271～ 285 

I-Isu H T．Barzuna L Bliss W Specificitled of k叫I antibodies to cucum'0ea-m璐丑ic virus(Abst) Phymp~thoL 

1995．85：1210 

Kzper J M ，W aterworth H E Cucumovit~ose8 In：Kustak E ed Hand Book of Pl衄 t Virus Infections and Compa rative mlng - 

nosis New York：Elsevier／North-Hollandl 198I 257～332 

李华平，胡晋生 ．范怀忠．黄瓜花叶病毒的株系研究进展．中国病毒学，1994，9：187--194 

徐平东．谢联辉 ．黄瓜花叶病毒亚组研究进展．福建农业大学学报，1998，27 82--91 ． 

Comparative Studies on Properties of Five Cucumber M Osaic 

Virus Isolates Infecting Passiflora in China ． 

Xu Pingdong Li Mei 

(National Plant Introduction Quarantine Base，Xiamen o Chinese Subtropical 

Plant Imroduaio~Carden．Xiam*n 361002) 

Lin Qiying Xie Lianhui 

(Institute Plant Virology，Fujian Agricultural University，Fuzhou 350002) 

Abstract Comparative studies on biological properties ，physical and biochemical properties ．mot- 

phology and serological relationships of five cucumber mosaic virus(CMV)isolates(PE，PE2， 

PEI．PC．PF)infecting PassifZora edulis，P．edulis× P．edulis var． avicarpa，P． ulis 

vat．flavicarpa，P caerulea，P．foetida were carried out There were differences in host reac- 

tions and serological relationships of five CMV isolates．However．similarities were found in vlral 

particle morphology，stability in sap，aphid transmission，molecular weight of coat protein of five 

CMV isolates．According to the host reactions and serological relationships． these five iso lates 

could be divided into two CMV sub groups，among which PE，PE2，PC，PF belonged to subgroup 

I and PEf to subgroupI[． 

Key words PassiftoFa，CMV subgroup I，CMV subgroup II 
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