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摘要 本文对华南地区番木瓜环斑病毒 (P a p a” R in罗 p o t v ir us
,

P R v ) 的竹
、

仆 和 s m 3 个

株系 和夏威夷 H A S 一 :
弱株系的生物学和血清学等进行了进一步的研究

.

确证了 RP V 在华南

地区至少有 3 个株系
.

在株系间亲缘关系方面
,

华南 3 个株系间的关系较密切
,

而与 H A卜 ,
株

系的较疏远
.

在西葫芦植株体内增殖和运转方面
,

S m 株系病毒增殖和运转最快
,

在体内的浓度

最高 ;讥次之 ; sY 再次之 ; 而 H A , 一 ,

则更次之
.
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番木瓜 ( C a r i c a 夕a夕即
a )环斑病毒病 ( p a P a y a R i n g s P o t V im s

,

p R V )是世界热带和亚

热带地区番木瓜上的一种重要病害
。

蔡建和 ( 19 89) 根据症状反应
,

初步鉴定认 为华南地 区

存有 4 个 P R V 株系
,

即 sY
、

Vb
、

cL 和 Sm
.

eY h 和 G o n s a l v e s ( 19 8 4 ) 通过化学诱变获得 了夏

威夷 H A S一 ,

弱株系
,

对夏威夷 H A 株系有良好的保护作用
。

我们在防虫网室内测 定其对

PR v 华南株系的保护作用
。

为此
,

需先了解 H A S一 1 的特点
,

及它 与 P R V 华南株系的关系
。

本文是对上述的 sY
、

Vb
、

Sm 和 H A 卜
,

株系的生物学
、

血清学和理化特性的研究报告
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

华南 P R V 株系 sY
、

Vb 和 Sm 由本研究 室提供
,

并繁殖于西葫芦 ( C u cu br i at p eP o) 上
.

HA 卜
,

由我国台湾叶锡东博士提供
,

并繁殖于角葫瓜 ( C uc
o m is m e t ul ife ur s) 上

。

番木瓜栽培品种— 穗中红种籽购于广州市河南 园艺场
,

西葫芦种 籽购于兰 州市 西

固区种子公司
.

H A 卜
,

株系兔抗血清 (A卫 it 一 H A S一 1 5

~
,

简称SA
H SA 一 ,

) 由叶锡东博士提供
,

sY 株系

兔抗血清 (A S Y ,

)由本研究室提供
,

Vb 株系兔抗血清 (SA 动 由作者 自制
.

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 P R V 株系在不同寄主植物上的症状特点和潜育期 在温室
,

用常规汁液摩擦法把 4

个株系分别接种于番木瓜和西葫芦上
,

每个株系接种 8 株苗
,

然后观察
。

1
.

2 .2 P R V 株系在西葫芦植株上的运转和增 殖 ( 1) P R V 株系从西葫芦植株接种 叶上运转

出的速度 : 把不 同处理 (见表 l) 的接种物 (病毒粗提纯制剂 )接种在 4 株西葫芦子 叶期植株

(放在光温室
,

温度 28 一 30 ℃
,

光照充足 )的子叶上
,

在不同间隔时间把接种 叶摘除掉
。

接

种 20 天
,

记录各处理 的症状表现
,

并用 D A C 一 EL IS A ( 肖火根
,

19 92) 法进行检测
.

199 3 一 12一 23 收稿
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()2 RP V株系在西葫芦植株上 的增殖情 况 :把浓度 为 loo g mL/病毒 的 s Y
、

b V
、

S m和

H A S一 ,

株系的粗提纯制剂分别接种于西葫芦苗 (放在光温室
,

温度 28 一 so ℃
,

光照充足 ) 子

叶上
.

接种后每隔 3 天采集 4 株植株上 的子 叶和第 一 真 叶
,

用 D A C 一 E L IS A 法测定病毒

浓度
,

用 O D 49 2 n m 值表示浓度的高低
。

2 结果与分析

2
.

1 P R V 株系在不同寄主植物上的症状特点和潜育期

2
.

1
.

1 在番木瓜上的症状特点和潜育期 sY
、

Vb 和 S m 株系在番木瓜上的症状很相似
,

都

引致叶片斑驳
、

花叶
,

茎上出现水渍状斑和线条
,

果上产生水渍状环斑
,

植株矮化 ; 不 同之处

表现在叶片是否畸形
。

vb 和 S m 在病害发展后期引致叶片畸形
,

这 与骆学海等 ( 19 88) 和

蔡建和 ( 19 89) 的观察结果一致
.

但本研究还发现
,

在较低温度 ( 10 一 20 ℃ ) 下
,

sY 也 会 引

致叶片畸形
,

只是 Sm 或 Vb 则使叶片畸形更为严重而 已
.

上述 3个株系的差异还表现在潜

育期上
,

在 2 5 一 3 0 ℃下
,

sY
、

V b 和 Sm 的潜育期分别为 15 一 2 5
、

10 一 2 0 和 8 一 15 天
,

也就

是说
,

Sm 的症状表现最快
,

Vb 次之
,

sY 最慢
,

这与蔡健和 ( 19 89) 的研究结果一致
。

H A S _ ,

一般不表现症状
,

有时可在有些植株上看到褪绿斑
,

但随后又消失
.

这与 、 飞h &

oG ns a vl es ( 198 4) 的研究结果一致
。

2
.

1
.

2 在西葫芦上的症状特
.

点和潜育期 4 个株系在西葫芦上的症状有 明显的差异
,

这是

鉴定和区分这几个株系的重要性状
.

sY 引致褪绿黄点
、

轻花叶
,

Vb 引致沿叶脉变灰白色
,

s m 引致严重花叶
、

叶畸形
,

这与蔡建和 ( 1 9 89) 的报道一致
.

eY h & G o sn a vl es ( 198 4) 报道

H A S一 1
在西葫芦上不表现症状

,

本研究则发现它引致不明显的沿叶脉变灰白色症状
.

西葫芦子叶期进行接种
,

4 个株系在潜育期上也有差异
。

在 25 一 35 ℃下
,

s m
、

sY
、

H A S _ ,

和 Vb 的潜育期分别为 4 一 6
,

6 一 8
,

6 一 7和 8 一 12 天
。

.2 2 P R V 株系在西葫芦植株上的运转和增殖

.2 2
.

1 P R V株系从西葫芦植株接种叶上运转出的速度 试验结果 (表 l) 表 明
:
接种浓度都

为 l oo mg 压病毒的 s m
、

Vb
、

sY 和 H A
, _ ,

分别在接种 24
,

36
,

53 .8 和 53 名 h 后运转出接种 叶

(同一处理 4株植株的结果相同 )
,

这表明 Sm 运转最快
,

Vb 次之
、

sY 和 H A
S _ ,

最慢
.

表 1 4个 P R V株系从西葫芦植株接种叶上运转出的速度川

接种后摘叶的时间h/

6 12 2 4 3 6 5 3
.

8 6 8
.

6

5 E S F 凡 F 只 F 只 F 尺 p

V b 一 一 一 一 一 一 一 一 + + + +

Y s 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 + 十

H A 卜
I 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 + 十

( l) 把 4 个株系的提纯物 (浓度都为 l oo m留L 病毒 )分别接种在西 葫芦子叶 期植株的 子 叶上
,

间 隔不

同时间把每处理各 4 株植株的接种叶摘除掉
,

接种 20 天后
,

记录各处理的症状表现 : S

— 症状表现 ;

E

— 用 L叭〔 一 E L IS A 进行检测
, “
十

”

—
阳性结果

, “
一

”

—
阴性结果

.

.2 .2 2 PR V 株系在西葫芦植株上 的增殖情况 试验结果 (图 l) 表 明 : S m 增殖最快
,

Vb 次
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H A, _ .

5 10 1 5 为 25 天

4个 P R V 株系在西葫芦植株上的增殖曲线
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.
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之
,

sY 再次之
,

H A S _ ,

最慢
.

在系统叶中
,

S低

Vb 和 sY 分别在接 种后第 6
,

12 和 9 天
,

也 就

是它们表现症状的时候达到 最高浓度
,

其 O D

值分别 为 1
.

0 3
,

0
.

9 8 和 0
.

92
.

此后
,

Sm 和 肠
一直维持这个浓度到最后一次采样 (接种后第

22 天 )
,

而 sY 的则很快下降
,

至接种后第 22 天

的 O D 值为 .0 72
.

H A S一 ,

要在接 种后第 17 天

才达到最高浓度
,

此时的 O D 值为 .0 67
,

但还远

远低于 Sm 和 Vb
,

也低于 sY 株系
.

.2 3 P R V 株系在 D A C 一 E L IS A 中的反应

应用 D AC 一 E L IS A 法 (肖火根
,

1 9 92) 测定 4

个株系之间的血清学关系
.

试验结果 (图 2) 表

明
,

4 个 P R V 株系的病叶粗汁液抗原与所测定

的 3种 P R V 抗血清都起阳性反应
,

而且它们的

病叶粗汁液的稀释度 与 O D 值的线性关系不

因抗血清的改变而改变
,

即在 3 种抗血清的间

接 E L IS A 测定图中
,

从上到 下 的曲线分别是

Sm
、

Vb
、

sY 和 H A S一 ,
株系

.

这表明这 4 个 P R V

株系不但血清学密切相关
,

而且其抗原结构也

是很相似的
.

.2 4 P R V 株系病毒外壳蛋 白的氨基酸组份分

析

按照高文通 ( 19 8 9) 的提纯程序提纯 4 个

P R V 株 系
,

用 L icl 法 (M
o g h a l & F r a n ck i

,

19 7 6) 从 4 个株系的精提纯制剂 中抽提外壳蛋

白
。

经处理后上机进行氨基酸组份分析
。

各株系病 毒外壳蛋 白的氨基 酸组份分析

(表 2) 表 明 :s m
、

V b 和 sY 株系 的氨基酸 组份

是很相似的
,

而 H A S _ ,

株系 的则 与它们 的有一

定的差异
。

.2 5 P R V 株系病毒外壳蛋 白之 间的相关系数

(s △动

外壳蛋白的相关系数 (s △Q )是由氨基酸组

份决定的
,

根据 M
a r e h a l o n is & w

e l tm a r
( 1 9 7 1 )

的公式一
s △Q = (z x ` , 一 x

动
’ 可计算出来

,

其

中的 x ` , 和 x * j 分别表 示 i和 k 蛋白质 的某一

种 氨基 酸 的摩 尔百 分 比
.

M a r e h a l o n i s &

W e l t m a r
( 1 9 7 1) 由免疫蛋 白计算 出

,

相 关蛋

白的 S △Q值总是小于 100
,

S△Q 值越小
,

这

0 6 2 4 6 8 1仃天

H A 卜 -

C K

n石64
几乙0n

U一Uù11ó

O0

2 4 6 8 1 0 天

8
。石

42

:
00

06一一佗一一戈一一龙一一一馆- 一- 才天

( c )

图 2 4 个 P RV 株系病叶粗汁液和不同 P R V

株系抗血清在 D A C 一 E L IS A 中的关系

S m
、

Vb
、

sY 和 H A S _ ,

株系病叶粗汁液作梯度

稀释后
,

用 H A 卜 ,
、

Vb 和 sY 株系抗血清分别进

行 测定
,

C K 为健康西葫芦粗汁液
,

1
,

2
,

… …
,

10分别代表稀释度 l /2
,

l /4
,

… …
,

l /1 0 24
.
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两种蛋白质就越相关
.

根据表2 的结果计算得: HA
S一 ,

与华南

的 sY
、

V b 和 Sm 之间
,

其病毒外壳蛋 白的相

关系数 (S △Q )分别为 4 2
.

2
、

4 3
.

9 和 39
.

7
,

而 竹

与 Vb 和 S m 之 间的则分别 为 .3 8 和 .4 3
,

Vb
与 Sm 间的为 .5 3

。

这表 明 H A S一 ,

与 华南各

株系间的亲缘关系较疏远
,

而华南各株系之

间的则很密切
。

3 讨论

关于华南地 区番木瓜病毒的毒原种类
,

骆学海等 ( 1 988) 认为除 P R V 外
,

还存有一种

番木 瓜畸叶病毒 (P M a L V )
,

其主要依据
,

一

是两者没有血清学关系 ; 二是 两者 的病毒粒

子大小不同 ; 三是两者在番木瓜上 引致 的症

状不 同
.

但蔡建 和 ( 19 89) 则 发 现 P R V 和

P M a L V 的血清学关系密切
,

病毒粒子的差异

不 明显 (多数均为 500 一 800 mn
x 12 mn )

,

在

番木瓜上的症状差异不大显著
,

在其它性状

表 2 4 个 PR V 株系病毒外壳蛋白的氨基酸组份川

株系

氮基酸 S m V b Y s H A 。 _ 1

A s P 9
.

5 5 10
.

5 5 9
.

5 7 8
.

3 7

T h r 5
.

4 1 5
.

6 7 5
.

3 1 8
.

3 7

S e r 4
.

0 6 4
.

8 1 4
.

8 4 4
.

60

G l u 9
.

14 9
.

2 8 8
.

6 3 7
.

4 1

G l y 7
.

4 0 6
.

8 2 7
.

4 3 10
.

0 2

A l a 6
.

7 4 6
.

4 5 6
.

5 8 4
.

7 7

C y s 2
.

6 1 2
.

6 8 2
.

3 8 4
.

40

V a l 7
.

5 8 7
.

11 7
.

1 8 8
.

8 2

M
e t 6

.

0 4 6
.

4 7 5
.

5 3 9
.

34

1 le 6
.

7 6 6
.

3 8 6
.

4 2 7
.

0 2

L e u 8
.

9 9 8
.

3 1 8
.

9 1 8
.

18

T y r 4
.

7 7 4
.

5 4 4
.

8 8 4
.

7 5

P h e 4
.

2 4 3
.

9 6 4
.

4 3 3
.

8 4

L y s 5
.

0 6 4
.

9 8 5
.

2 2 4
.

2 0

H 15 1
.

5 4 1
.

8 4 1
.

8 4 1
.

6 8

A r g 6
.

19 5
.

8 4 5
.

4 5 3
.

5 7

P r o 3
.

9 5 5
.

3 0 5
.

4 1 3
.

9 7

( l ) T yr 未测定

上两者基本相 同
。

因此
,

他认为把 P M a L V 作为 P R V 的一个株系 (即 Vb 株 系 )应更为恰

当
。

本研究结果
: V b 株系抗原不但与 sY 株系的抗血清有阳性反应

,

与夏威夷 H A 株系的抗

血清也有阳性反应 ; sY 和 H A S一 :
株系抗原与 V七株系的抗血 清也起阳性反应 (图 2)

.

这说

明 sY
、

V b 和 H A s 一 1

株 系是血清学密切相关的
.

而且
,

在外壳蛋白氨基酸组份方 面也未 发现

它们 间有 明显差异
。

至于在番木瓜上的症状
,

sY 和 丫七之间的差异也不显著
.

在温度较低

( 10 一 2 0 ℃ )时
,

sY 也能引致叶片畸形
。

而且
,

国外不少报道 P R V 也 引致叶片畸形
。

综 上

所述
,

本研究也认为 P M
a L V 应当是 P R V 的一个株系 (即蔡建和 ( 19 8 9) 的朴 株系 )

。

虽然这 4 个株系在血清学反应和病毒粒子大小方面基本相 同
,

但它们在寄主植物上的

症状反应和潜育期
,

在西葫芦上的增殖和运转速度
,

以及它们的外壳蛋白的氨基酸组份等方

面有一定 的差异
.

这表明它们确属 P R V 的 4 个不 同株系
。

本研究 的外壳蛋 白氨基 酸组份分析结果表 明
: H A

S一 ,

株系与华南株 系的亲 缘关 系较

远
,

而华南株系间的亲缘关系较为密切
。

这个结论已得到外壳蛋白氨基酸序列分析结果 的

支持
: 即 H A

S _ 1

与 sY 和 S m 间的外壳蛋 白氨基酸序列同源率分别 为 95
.

1% 和 9 4 .4 %
,

而 sY

与 S m 的为 9 6
.

9% (叶长明等
,

19 9 1 ;刘俊君等
,

1 9 9 1: Q u e
m a d a H

.

e t a l 二 19 9 0 )
。

本研究结果还 表 明
,

在 西葫芦植株体内
,

S m 株系病毒增殖最快
.

浓 度最高
,

运转也最

快 ; 依次为 Vb
、

sY 和 H A S一 ,
。

又根据症状反应
,

致病力 最强 的为 S :m 依次也一样是 Vb
、

sY

和 H A S _ 1
。

因此
,

PR v 株系病毒增殖速度和浓度
,

以及在植株体内的运转速度与它们的致病

力呈正相关
。

这种情况在进一步研究弱株系交互保护作用和基因工程交互保护作用上看来

有较重要的指导作用
。
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