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摘 要：通过对拮抗细菌发酵产物抑制 !"# 活性的测定及体外混合对 !"# 粒体形态的影响研究，表明：$）拮抗细菌 ()**、()++ 发

酵产生的活性蛋白对 !"# 的体外钝化作用分别为 +,-*+.和 +/-0/.；%）电镜下观察到活性蛋白能打破 !"# 粒体的规则排列，与

!"# 粒子不可逆的结合，从而降低侵染力。
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从烟田耕作层（$, ME）土样中分离到对烟草花叶

病有拮抗作用的菌株 ()**、()++，其分泌的抗病毒蛋白

经过室内生测和作用方式的初步分析，认为能有效地

钝化 !"# 粒子，与病毒粒子进行不可逆的结合，抑制

病毒体内复制，对病毒侵染具有预防作用。为进一步

明确活性物质与 !"# 的作用机制，本试验提取菌株发

酵产生的活性蛋白与提纯的 !"# 病毒液混合，进行透

射电镜观察。

& 材料与方法

&%& 试验材料

供试菌株：%’’, 年 Y 月由青州烟田土样中筛选

到，对 !"# 有拮抗作用的菌株 ()**、()++。

供试 烟 草 品 种 为 三 生744 烟（ !"#$%"&’& %&(&#)*
XLP V 1LEODE 44），青州烟草研究所病毒实验室保存的

纯化 !"# 活体毒源 4F+Y。

&%$ 试验方法

$-%-$ 烟草花叶病毒精提液制备（硫酸铵沉淀法）［$］

纯化的活体毒源 4F+Y 叶片 $’’ ?，研磨，离心去植

株组织，按 $’’ E5 病毒澄清液加 %, ? 硫酸铵的比例提

纯病毒。

$-%-% 拮抗细菌发酵活性蛋白液制备（硫酸铵沉淀

法）［%7*］及体外钝化作用测定

菌株 ()**、()++，经 4\ 发酵培养 % S，离心、细菌过

滤器（’-%,!E）除菌体，得无菌发酵液。取 $’’ E5 发

酵液在冰水浴中加入 ,&-$ ? 硫酸铵，缓慢搅拌 *’ E6>，

0 ] 静置过夜，+’’’ P ^ E6>、0 ] 离心 %’ E6>，沉淀用

$’ E5 _\1 溶解。沉淀和上清经 _\1 透析 % S，得粗蛋

白提液、去蛋白上清液。分别与 !"# 汁液混合 $, E6>
后，半叶法接种三生烟［07,］，检测活性。

$-%-* 电镜样品制备（负染法）［&7+］及病毒粒体形态观

察

取 $ E5 的 !"# 精提液与等量的蛋白粗提液混

合，以与等量无菌水混合为对照，在室温下（%, ]）放
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置 !" #$% 后，用带膜样品载网膜面向下吸附 & ’ ( #$%，

取出滤纸吸干。用镊子移到磷钨酸（!)，*+ ,-.）中，

染色 & ’ ! #$%，取出滤纸吸干染液，放在垫有滤纸的平

皿中，干燥后在 /012&3345（放大倍数 (333 6 &-7"）透

射电镜下，观察病毒粒体形态。

&-!-7 拮抗物质与 819 的结合方式测定（透析法）［&3］

819与粗提蛋白液混合 !" #$%，流水透析 ( :；

819与粗提蛋白液混合后 7 ;静置 ( :；对照为 819
透析 ( :。半叶法接种三生烟，记录枯斑数。

! 结果与分析

!"# 活性蛋白对 $%& 的体外钝化作用测定

表 & 粗提蛋白液、去蛋白上清对 819 活性检测 （半叶平均枯斑数）

粗提蛋白液（<=((） 上清（<=((） 粗提蛋白液（<=>>） 上清（<=>>） 不接菌处理

重复 & (-?! 73-3 7&-! ,!-? ,-." 7&-&( (3-!" 77->> !3-,. &3-,.
重复 ! ,-&. !?-!" (.-7 "7-! "-." (!-&( (.-,( 7?-(> !.-,. (,-,.
重复 ( "-3 (>-!" !,-7 (7-& ,-3 7(-(> "(->> "7-,( 73-(( ,"-,.
重复 7 (-?& !!-7" ("-( ",-> (-3 ""-&7 !"-3 (3-" 7?-(( 7&-((
平均 7-." (!-7? ("-3, "!-3 "-(> 7!-?" (,-,? 77->" (7-" (>-"?
防效 >"-(>) (!-">) >.-7.) &>-!!) &3-,3)

结果见表 &，菌株 <=((、<=>> 的粗提蛋白液对 819
的体外钝化作用分别为 >"-(>)、>.-7.)，而上清液和

不接菌处理对 819 钝化作用微弱，说明活性物质的主

要成分为蛋白质类。

!"! 活性蛋白对 $%& 粒体形态的影响

通过 /01 @ &3345 电镜观察 819 的粒体形态：

819 与无菌水混合的图片（图 &A），819 粒体刚直、匀

称，呈杆状，排列规则。而 819 与无菌活性蛋白 <=((、

<=>> 混合的图片（图 &<、图 &B），819 粒体小片段数目

多，排列凌乱，呈聚集状。这可能是因为活性蛋白破坏

了病毒衣壳蛋白亚基之间的作用力，导致病毒粒体断

裂，结构松散，排列凌乱，而小片段的病毒侵染力降

低［.2>］。

图 # 电镜观察到的不同处理的 $%& 粒体形态

表 ! 粗提蛋白液与 819 结合方式的测定

C=(( D 819 819 透析 C=(( D 819，透析 819 透析 C=>> D 819 819 透析 C=>> D 819，透析 819 透析

重复 & !,-3 &&3-." 7-." "?-." &7-(( (,-(( (,-3 ,>-3
重复 ! &(-" ,.-3 !3-!" >,-!" &?-3 "(-3 (&-3 "(-3
重复 ( &(-." ,7-3 !,-> &3"-7 !(-!" >3-" &?-> "(-!
平均 &.-"> >3-"> &.-!. >(-> &>->, ",-,& !>-?( ">-3.
防效 ..-?.) .?-(?) ,,-,>) "3-&>)
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!"# 活性蛋白与 $%& 结合方式的可逆性

由表 ! 可见，"#$$ 和 "#%% 的粗提蛋白液与 &’(
混合后，经过透析处理，其抑制效果分别为 )*+$*,、

-.+/%,，与未经透析的抑制效果 ))+*),、00+0%,相

当，说明拮抗物质与 &’( 的结合方式是不可逆的结

合，透析不能还原 &’( 与拮抗物质的这种结合作用。

# 结论与讨论

’1234564 于 /*!0 年就发现被细菌污染的植物病毒

汁液 很 快 丧 失 侵 染 活 力。日 本 学 者 786984:;6 和

<54=;6>69?15 于 /*%) 年从香菇及弯叶丝兰的叶片中提

取出抑制 &’( 侵染的活性物质［*］。美国康奈尔大学

/**! 从梨火疫病菌中分离研制出超敏蛋白 @46A65，能

诱导植物产生过敏性反应和诱导植物产生系统抗性。

这些活性物质具有良好的预防 &’( 侵染的作用，但对

已感染 &’( 的植物不具有治疗作用。

本试验筛选出对 &’( 有拮抗作用的菌株 B#$$、

B#%%，其分泌的抗病毒蛋白对 &’( 粒子有体外钝化作

用，在电镜下可观察到抗病毒蛋白打破 &’( 粒子的规

则排列，且试验证明抗病毒蛋白与 &’( 的结合方式为

不可逆，从而可有效降低病毒粒子的侵染力，但有关菌

株及其分泌抗病毒蛋白的特性，及其与 &’( 在烟株体

内的作用机制，仍需进一步研究。
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# 讨论

目前对转基因食品安全性的评价主要包括食用安

全性和环境安全性 ! 个方面，必须坚持个案评价原则。

目前在烟草类的转基因研究中，主要集中在抗病、提高

产质量以及抗盐碱等抗逆方面，以此为目的的转基因

事件一般不存在导入外源的毒性蛋白，然而却潜在存

在转入的外源基因影响并改变烟草基因组的某一基因

的表达，在烟叶燃烧过程中产生或增加某有害化学成

份的情况，从而对吸食者造成危害，这种几率非常小；

在环境安全性评价方面，不同外源基因的表达都潜在

存在一定的影响，比如转入耐盐碱基因必将导致烟草

对矿物质吸收的改变，从而将改变根际土壤的微环境，

对土壤微生物类群及生物量将不可避免产生影响；转

BI 基因将对取食烟草的昆虫产生影响，并且其代谢产

物以及分泌物也可能对根际土壤微生物产生影响［$9D］。

而且这些潜在影响可能不能在短期内被人们发现和注

意，有待于长期的跟踪研究。本试验采取的材料为转

&’(9:A 基因烟草，其编码的是病毒的外壳蛋白而非病

毒本身，其目的是包裹侵入烟株的 &’( 病毒使其不能

复制，从而提高烟草抗 &’( 的能力，试验结果表明：未

见有转 &’(9:A 烟草的基因漂移到杂草上，也未发现

这些基因整合到细菌、真菌、病毒的基因组中；烟草基

因降解情况分析表明：虽然烤后烟叶 TU7 降解严重，

但仍然含有足够表达功能的 TU7 片段长度，因此也存

在基因飘移问题，不可忽视。

参考文献

［/］ 郭兆奎，万秀清，魏继承，等 C适于 FLV 分析的烤后烟叶

的 TU7 提取方法研究［E］C 中国烟草科学，/***（D）：-9%+
［!］ 郭兆奎，魏继承，万秀清 C烟草转基因检测标准及 FLV 反

应体系研究［E］C中国烟草学报 !...，0（$）：/%9!!+
［$］ 王洪兴，陈欣，唐建军，等 C 转 BI 基因水稻秸秆降解对土

壤微生物可培养类群的影响［E］C生态学报，!..D，!D（/）：

%*9*$+
［D］ 任馨，吴伟祥，叶庆富，等 C 转 BI 基因螟稻秸秆对淹水土

壤细菌落的影响［E］C环境科学学报，!..D，!D（-）：%)/9%))+

’( 中国烟草学报 !..) 年 /! 月 第 /$ 卷 第 0
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

期




