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刺槐上分离的花生矮化病毒的研究 

张宗义 堕垄墓 ．许泽永 陈金香 方小平 
中国农业科学院油料作物研究所，武汉 43(~62) 

一  

刺槐花叶病是我国北方刺槐(Robi i。p “do-acacia)常见病害。1987～1995年对河南、 

河北、山东和北京部分地区刺槐进行调查，刺槐花叶病发病率为 4％～87 5％ 该病害主要特 

征是：叶片出现浅绿与绿色相间带有癌疹的花叶症状，叶缘波状扭曲，叶片畸形，显著变窄、变 

小。掰对该分离物作系统研究，简要报道如下： 

材料和方法 

l 材料 

从北京密云刺槐花叶病树上获得的一个病毒分离物(取名 PSV—R)保存在温室花生和昆诺藜上。 

2 方法 

2 1 病毒寄主范围和蚜传试验 采用人工汁液磨擦接种方法，幼苗期接种，每种植物接种6～10楝，观察症 

状 一个月；体外稳定性状试验采用常规方法，用 昆诺藜做指示植物；蚜传试验，将蚜虫饥饿 5～6 h后吸毒 2～3 

min．然后转接到健康花生幼苗上，24 h后杀死蚜虫．置网室内观察侍毒情况 。 

2 2 病毒提纯 用杂交烟(Nicoti~ 口hybrid“州 )做繁殖寄主，采用改进的 Franckl黄瓜花叶病毒提纯方法。 

提纯病毒用 2％醋酸双氧铀负染后在电镜下观察，并测量计算病毒颗粒直径。 

2 3 病毒抗血清制备 病毒抗血清用家兔制备。采用肌肉注射，每次间隔一周。注射病毒量为 2 mg／mI ，四 

周后开始采血测定效价；血清学性质试验采用琼脂双扩散和酶联免疫吸附试验方法(ELISA)。 

2 4 病毒外壳蛋白分子量测定 将提纯病毒(1 5mg／ml )进行常规 ID％SDS—PAGE，与标准蛋白质的迁移 

率比较，求出外壳蛋 白分子量 

2 5 病毒 RNA分折 将 提纯 病 毒先 加 入提 取瑷 冲液 (0 02 raol／1 Tris—Ha pH 7 8，古O 2m0l／l NaC1 

0 05mol／~ EDTA和 1％sDs)混台，再加入等体积酚、氯仿(1：1)抽提三次，取水相，经乙醇沉淀．70％己酵洗 

涤．充分干燥后，加入灭菌蒸馏水溶解，然后于 1％琼脂糖凝胶(含 0 5t~g／m[，溴化己锭)中电诛 1 h，在紫外灯 

下观察棱酸带。 

结果与讨论 

l 病毒的寄主范围 在供试的豆科、茄科、藜科和苋科 4科 24种植物中，PSV—R侵染4科 
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14种植物 其 中，系统侵 染刺槐、花生 (Arachis hypogaeo)、大豆 (Glycine mnz)、菜豆 

(Phnseol“s Htgaris)、长 豇 豆 (Vigna sinensis)、短 豇 豆 (Vigna unquicu[ata)、田菁 

(SesDnnin cnnnabina)、杂交烟(Nicotiana hybridum )、蔓陀罗(Datura$tT(gtzlotli~l?1)、苋色 

藜(Che opom“m dⅢⅡm ticolⅡ)和昆诺藜(Chenopodium quinoa)。局部侵染蚕豆 (Viola 

mha)、望江南(Cassia cidentalis)和千 日红((froTtl nn gZobosa)。在寄主反应上，PSV— 

R与我国花生上分离的PSV轻型株系(PSV—Mi)相似，与美国 PSV—E株系有差异。PSV— 

R和 PSV—Mi均系统侵染苋色藜和昆诺藜，不侵染红三叶草，而美国 PSV—E仅局部侵染苋 

色藜和昆诺藜，系统侵染红三叶草“’ 。 

2 病毒的传播方式 PSV R能被豆蚜(A砷is cragci-ooFo Koch)以非持久性方式传播。用豆 

蚜接种 24株花生，有 11株发病，传毒效率为45．8％ 

3 病毒的体外稳定性状 PSV—R的致死温度 55～60℃，稀释限 10 ～10 ，在室温下， 

体外存活期 10 d。 

4 病毒的提纯和电镜观察 提纯病毒用751型紫外分光光度计测定，A260／28O=1 9。病毒 

产量为6 5 mg／lOOg感染的杂交烟组织 经电镜观察为球状颗粒，直径 30 nnl左右，颗粒中心 

呈暗色，为黄瓜花叶病毒组病毒颗粒具有的特征(见图 1)。 

罔 1 病毒颗粒的电镜照片(×I27000倍) 

Fig 1 Electn,n micrograph of the virusⅢ Id f l27000) 

囤 2 琼脂 双扩 散试验 鉴定 PSV—R 

注：中心孔：R为花生矮化病毒刺槐分离物抗血情。外圈孔：R为花生矮化病毒刺槐分离物 

M 、w干n E分别为花生矮化病毒 M 、w 和 E袜系，l为花生矮化病毒 1号丹离物 

Fig 2 Idmtification of PgV—R bv agar double州 f1_si0n t st 

N0tes：C~nral well：R=Anti~ruln"to PSV—R 

Ou L rwells：R．Mi，W ．E，1=PSV R，Mi，W ．E，l 

5 病毒的血清学性质 制备的 PSV—R抗血清，在微量沉淀素和琼脂双扩散血清试验中滴 

定度分别为 1：1024和 L：256。在琼脂双扩散血清试验中，PSV—R抗血清除psv—w与供试的 

所有 PSV株系或分离物均呈强阳性反应．形成清晰的沉淀线。PSV—R反应沉淀线与中国 

PSV—M 和 1号分离物反应沉淀线融合．与美国PSV—E株系反应沉淀线形成交叉(见图2)。 
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应用间接 ELISA方法比较 PSV—R、Mi和 E株系血清学眭质，也说明 PSV—R与 PSV—Mi 

之间血清学关系相近，与 PSV—E有差异(见表)。 

表 应用间接 El ISA方法比较 PSV—R、PSV—Mi和 pSV—E血清学性质 

Table Semb3glcal relationship of PSV—R
．PSV Mi and PSV E de1ected bv indl n El ISA 

6 病毒外壳蛋白质亚基分子量和核糖核酸组分 用聚丙烯酰胺凝胶电泳试验方法多次测定 

PSV—R外壳蛋白质亚基分子量为26000道尔顿；核糖核酸除发现 4个主要组分外，还发现有 

第 5个小 R_NA。 

根据刺槐分离物的寄主范围、传播特性、颗粒形态、血清学性质和理化特性等系统研究，可 

以认为该分离物为花生矮化病毒(PSV)，并暂称为 PSV刺槐分离物，即 PSV R0bi 如 Isolate． 

简称 PsV—R。国外早期报道刺槐花叶由刺槐花叶病毒引起，但近年文献中认为刺槐花叶病 

毒与花生矮化病毒为同一种病毒 。据许泽永等人研究，刺槐花叶病树是我国花生 PSV重要 

初侵染源，在花生 PSV流行中起重要作用[ 。因此．深入开展 PSV—R流行病学研究．对花生 

矮化病毒病的防治具有重要意义。 
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Identificati0n and Characterizati0n of all Isolate of Peanut Stunt 

Virus from Black Locgst M osaic Tree in China 

Zhang Zongyi Chen Kunrong Xu Zeyong Chen Jinxiang Fang Xiaoping 

(Oil Crops Research Institute，Chine~e A,-ademy,zf Agricultural S~iences．Wuhan 430062) 

Abstract A virus imlared from a diseased black loCUSt tree(Robinia pseudo-accacia) n the sub— 

urb of Beijing was identified as peanut stunt virus(psv)，designated PSV Ro&nia isolate(PSV 

— R) PSV —R nfected 14 of 24 species of plants in four families The thermal inactivation point 

was 55 60℃ The dilution end point was 10～ lO。 and  the longevity in vitro,~xc-as 10 days 

Aphid(Aphis craccivora Koch)transmitted the virus in a nonpersistent mamner．Virus particles 

~'ere spherical with 30 nm in diameter An antiserum against PSV—R was produced with titers 

0f 1：1 024 and 1：256 in microprecipition and gel diffusion tests，respectively Serologically PSV 

～ R waS clo~lv related to PSV Mi．distantly related to PSV —E．The molecular weight of PSV 

— R coat protein is about 26 OOll D．PSV R has four main components of RNAs with a small 

R As 

Key words Black 1oeust，Mosaic disease，Peanut stunt virus．Identification 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

