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中国南瓜曲叶双生病毒的生物学、血清学和分子杂交的研究 
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提要 从广西南宁市的南瓜上分离到一株可经烟粉虱(B驯 黼 )传播的南瓜lI1I叶病毒，它可侵 

‘ 染南瓜( 凹 l 抽 )和西葫芦 蝌n)弓_致叶片卷曲和严重矮化的症状．Ⅱ腮A擦I定表明．其病 

叶粗提液与非洲木薯花叶病毒(ACIVlV-K)单克隆抗体SCRI8呈强阳性反应，与 SCRI1呈较弱的阳 

性反应，而与 SCR23呈阴性反应；与印度木薯花叶病毒(1cMv)单克隆抗体 ~CR56和SCR66呈强阳 

性反应．与 SCR62呈弱阳性反应．但与~'R52呈阴性反应 分子杂交试验进—步证实 国南瓜lI1I叶 

蓑物学 一交 辨 黻编奔 关键词南瓜曲叶双生扁犁，生物学和血清学特性．分子杂交l=别 叶 № h 职 荭 
双生病毒组(Geminlvirus)是含单链环状DNA侵染双子叶和单子叶植物的病毒组、主要分 

布于热带和亚热带地区 ，具有广泛的经济重要性和理论探索意义[ 3，是 目前植物病毒学研究的 

热门课题之一 ，但国内这方面的报道甚少。龚祖埙等通过电镜观察首次发现中国烟草曲叶双 

生病毒(TLCV)[ ，蔡健和等进一步证实其可以通过烟粉虱传播 ，并初步研究了 TL亡v广西分 

离物与 ACMV-K的血清学关系啪。本文报道的是在中囤发现的另一种烟粉虱传播的双生病毒 
— — 南瓜曲叶病毒的生物学和血清学特性及分子杂交的研究。 

材料和方法 

1 烟粉虱(曲， 面嫡 )传染试验 让无毒的烟粉虱成虫在典型的南瓜lI1I叶病栋上获毒钶育2{小时．然后-把 

其转移到健康的南瓜幼苗(子叶期)上接种钶育24小时，每株接种 10—20头获毒的烟粉虱，杀虫后置防虫两室 

内观察其发病情况． 

2 寄主范围测定 供试植物包括南瓜( 铀 棚 出)、西葫芦( 坤日)、剌黄瓜( 硎 施哪)、蒲瓜( 9一 

n ，由)和烟草(舳咖 咖 咖 )每株试验植物接种 10—20头带毒的烟输虱． 

3 血清学测定 对照 ㈣ 等n】方法．采用了 3种AGMV-K单克隆抗体和 4种 1 单克隆抗体对南瓜曲 

叶病毒进行Ⅱ肼 漓l定．所用的单抗均由英国苏格兰作物研究所 R D．fhr oIl教授提供。 

t 总核酸提取 取 50a~．南瓜病叶，匀浆后加 25 抽提液(50mmoVLTrisHa pH&0，5aanol／LEDTA，1．25 

m~l／LNaCl， 1 琏A，0．1 13-琉基乙醇)和 25 10％SDS，65"C保温十分钟， 等体积苯酚／氯仿(v，v= 

4 1)，氯仿各抽提一次，于上清蔽巾加入 1／lo体积 3mol／LNaAc(pHS．2)，2倍体积无水乙醇．置一70℃ 2O分 

钟沉淀拨酸，总拔酸溶于20 水中。取等量南瓜健叶抽提总掳酸，用作对厢． 

5 缺口翻译制备探针 5M 反应液巾含；1 lIg纯化的南瓜曲叶双生病毒外壳蛋白基因重组质粒 DNA，50 

·奉文于 1993年 5月7丑收到．10月8 H骼固 
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咖 l／LTrisHa pH7．2)·10mm~／LMs(~z÷仉1 mmoZ／L rr·5呐l／ BSA,20~mol／L dNTP(不古 dATP),20~Ci 

P_dA (Ar附 sh瑚 公司．~3000Ci／mmo1)，1崛，ml DNaseI，6单位 E coll DNA聚合酶 I，16"C 2小时．加 

2n~'nol／L EDTA终止反应，wbannall DE-81纸片法测定标记效率。 

8 分子杂交 取适量总核酸样品，经 0．5mol／LNaOH变性和 3mol／LNaAc(pH5．2)中和岳，直接点样于经6× 

s∞ 洗涤过的硝酸纤维素膜上 ．80"C真空干燥 2小时．68"C预杂交 d小时(预杂交蔽 t6×ssc．0．5 SDS，5× 

Denbardt．s溶液．100．g／m~变性的蛙盘精DNA)．68"C杂交过夜(杂交蔽 ：6XSSC，0_5 SDS，5× 『lh删t．B溶 

液，1 0 B／ 变性的蛙鱼精DNA，1 ／L EDTA 1胪一1 o．cpm探针)．在含 0．5~SDS的2×s∞ 中68"C洗膜 

1小时．膜干燥后放射自显影。 

结果与讨论 

l 田间发病情况及危害 

在广西，南瓜多为零星种植。据 1992年在广西农科院内初步观察．南瓜曲叶病在春季少 

见．多发生在夏、秋季，到十月份调查时，植保所附近的 12株南瓜均已染病．感病南瓜叶片卷 

曲，叶背面产生许多叶状增生物 ，早期染病植株严重矮缩，不能正常开花结瓜，丧失其经济价 

值． 

2 烟粉虱传染 

接种二周后，健康南瓜苗便开始发病 ，观察至第 20天 ，接种的24株南瓜已有 18株发病， 

表现的症状为顶叶卷曲，皱缩，以后叶背面产生许多叶状增生物，与自然病株症状相同。说明 

南瓜曲叶病病原可通过烟粉虱传染。 

3 寄主范围 ’ 

测定结果 ，南瓜曲叶病毒仅可侵染南瓜和西葫芦产生卷叶和矮化症状 ，二者的接种发病 

率分射是 6／6(100 )和 11／15(73．3 )。而接种的黄瓜、蒲瓜和烟草(各 6株)观察至第 30 

天 ，均未见有任何曲叶症状出现。 

‘ 血清学关系 

E]．LSA测定结果表明，南瓜曲叶病病叶提取液与 ACMV单抗 SCRI。和 ICMV单抗 SCR∞、 

~CR66均呈较强的阳性反应 ，与其余单抗呈较弱阳性反应或阴性反应，健康南瓜叶提取液与供 

试单抗均呈阴性反应(见袁)． 

5 分子杂交 

用含有南瓜曲叶双生病毒外壳蛋白基因的pUC．9重组质粒 DNA作为模板，通过缺El翻译 

可制备出高质量的DNA探针，其 P标记效率可迭 100 ，点杂交试验结果表明，具有典型曲 

叶症状的南瓜病叶呈杂交阳性 ，而健康南瓜对照呈阴性反应(见图)。由于 DNA探针放射比活 

性高，以及病叶中南瓜曲叶病毒特异核酸含量可能较高，杂交后放射自显影仅需 15—30分钟 

便获肯定结果。在20o．I总核酸提取液样品中，取 0．6pl，相当于仅用 0．15mg病叶材料，其杂交 

反应便十分明显。可见，分子杂交是一种极灵敏的检测植物病毒的方法。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


224 中 国 病 毒 学 第9卷 

裹 中国南瓜曲叶病毒与 和 I洲 Bm jI学反应 
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图 分于杂交 

】．阴性对照 健康南瓜棱酸样品 

土阳性对黑·外壳蛋白基因克隆在pUCi9中 

耵牲对晨 外壳歪白基因克隆在p0Ex一打 中 
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分析测定中国南瓜曲叶病病原的生物学和血清学及分子杂交表明，从广西分离到的南瓜 

曲叶病毒是属于烟粉虱传播的双生病毒．与 ACMV-K和 ICMV均有一定的血清学关系；与 

Cohen等脚报道的南瓜曲叶病毒(Sq~ h Leaf Curl Virus．sqncv)的传播介体相 同．且在南瓜和 

西葫芦上 I致的症状也相似，推测二者可能存在一定的同源性。从广西烟草上分离到的烟草 

曲叶病毒与ACMV—K单抗 SCR-。也呈较强的阳性反应[3]．这亦问接表明南瓜曲叶病毒与烟草 

曲叶病毒之问可能存在某些类似的抗原决定簇。 

南瓜曲叶病毒进一步的分离提纯和分子生物学研究正在深入进行中。 
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Studies on Chinese Squash Leaf Curl Virtu ： ’ 

Biological and Serological Properties and Molecular Hybridization 

Cai Jianhe Hong Yiguo Huang Fuxin W ang Xiaofeng’ Tein Po’ 

(埘  of蹦  删 妇 ， 黼 蜘 of却 正 ＆ H f，№ 530007) 

’( 盯 M／creb／o／o~， ，蜘 100080) 

An isolate of Chine．~e squash leaf curl virus(SqLCV—C)，which is transmitted by whitefly Bem／~／a 

and (~ttlsed leaf curl and severe stunt／rig symptomso11．C'acarb／~ d and a． ，have been 

isolated and further confirmed by molecular hybridization using its coat protein gene probe in Nanning 

city，Guangxi Province． ELISA tests indicated  tha t this i．~ late had strong positive reactions with 

ACMV MAb-SCR18 and ICMV MAb-SCR56，-SCR66}mild reactio1)s with ACMV MAb-SCRI 1 and 

ICMV MAb-SCR62，but negative with*ACMV MA~-SCR23 and ICMV MAb-SCR52
． 

Key words Chinese squash leaf curl geminivirus，Biological and serological properties，M olecular hy_ 

h idization 
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