
农药学学报  2010, 12( 3): 279- 282

C hinese Journa l o f Pestic ide Science h ttp: / /www. nyxxb. com. cn

 收稿日期: 2010-05-19;修回日期: 2010-09-25.

 作者简介: 李祝 ( 1978-) , 女,贵州人, 博士,副教授, 主要从事细胞生物学研究, E-mail: zhu liluck@ 163. com; * 通讯作者 ( A uthor fo r

co rresponden ce):李正名 ( 1931-) ,男,上海人,教授,中国工程院院士, 主要从事新农药创制研究, 电话: 022-23503732, E-mail: nk zm l@ v ip.

163. com

 基金项目:天津市自然科学基金重点项目 ( 09JCZDJC 21300) .

#专栏#

三环己基氯化锡对烟草花叶病毒的抑制作用
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摘  要:以心叶烟为试材,采用活体钝化法测定了三环己基氯化锡对烟草花叶病毒 ( TM V )的抑制

作用,并通过电镜、琼脂糖凝胶电泳及紫外光谱法分别测定了三环己基氯化锡对 TM V、TM V-RNA

及 TM V-外壳蛋白 ( TM V-CP)的体外作用。活体钝化结果显示: 500 Lg /m L的三环己基氯化锡对

TMV的抑制率达到 75. 77% ? 0. 11% (P < 0. 01) ;三环己基氯化锡与 TMV体外作用 30 m in,电镜

下观察,显示病毒粒体出现断裂现象,粒体结构遭到破坏;琼脂糖凝胶电泳显示, 三环己基氯化锡对

TMV-RNA具有体外降解作用;紫外光谱法测定结果表明, 三环己基氯化锡对 TM V-CP的体外聚

合过程具有抑制作用。
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Abstract: Inactiv ation m ethods w ere used to study the inh ib it ion effects o f tricyclohexy ltin ch lo ride

aga in st tobacco m osa ic v irus ( TM V ). The inh ib ition effects o f tr icyc lohexy ltin ch lo ride aga inst TM V,

TMV-RNA and TM V coa-t pro te in ( TM V-CP) w ere studied by e lectron m icro scope, agaro se ge l

electrophore sis and u ltrav io let spectro scopy, respectively. E lectron m icro scope study ind icated that the

TMV part ic lesw ere fractured af ter treated w ith 500 Lg /m L tr icyc lohexy ltin chloride fo r 30 m in in v itro

( inhibition rate up to 75. 77% ? 0. 11% , P < 0. 01). The experim ental re sults also show ed that TM V-

RNA degradated and the po lym er ization o f TM V-CP inh ib ited by treated w ith tricyc lohexy ltin chlo ride.
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  烟草花叶病是由烟草花叶病毒 ( TMV )引起的

一类世界性重要病害
[ 1–2]

, 一般会造成烟草减产

20%~ 30%,流行年份则导致毁种甚至绝收,严重影

响了烟叶产量和质量
[ 3]
。因此, 控制烟草花叶病的
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为害已成为当前烟草生产中急需解决的问题。

国内外一直十分关注 TM V防治的研究工作。

已有研究表明,防御酶系的变化与植物的抗病性关

系密切
[ 4–5]
。本课题组在抗 TMV药物筛选试验中,

发现化合物三环己基氯化锡 (分子式 C18H 33 SnC ,l

CA S号: 3091-32-5)具有较好的活性。有机锡化合

物具有杀菌、杀螨及抗癌等多种生物活性,在工业、

农业和医药等领域曾有广泛的应用
[ 6–8]

, 但有关有

机锡抗 TMV活性的研究尚未见报道。本课题组以

心叶烟-TMV为试材, 对三环己基氯化锡的作用浓

度进行了钝化筛选, 并对三环己基氯化锡抗 TM V

的作用机制进行了研究。通过电子显微镜观察了药

剂作用前后 TM V粒子结构的变化, 采用琼脂糖凝

胶电泳检测了 TM V-RNA的体外降解情况, 以及紫

外光谱检测了 TM V-CP的体外聚合过程。现将结

果报道如下。

1 材料和方法

1. 1 试验材料和仪器

以心叶烟N ico tiana g lutino sa作为 TM V的枯斑

寄主, 按文献 [ 9]方法提取病毒。三环己基氯化锡

( tricyclohexy ltin chlo ride), 由南开大学李正名院士

提供, 用微量二甲基亚砜 ( DM SO )溶解, 用无菌水配

制成质量浓度分别为 125, 250, 500, 1 000 Lg /m L的

药液供试; 2%宁南霉素 ( n ingnanm yc in)水剂, 四川

金珠生态农业科技有限公司产品, 配制成有效成分

质量浓度为 500 Lg /mL的药液备用; 其余试剂均为

分析纯。

Pow er Pac300型垂直电泳仪, B io-RAD凝胶成

像系统; H-8100透射电镜 (H itachi公司产品 )。

1. 2 试验方法

参照文献 [ 10]方法进行。

1. 2. 1 三环己基氯化锡对 TM V的抑制作用  将

病毒提取液分别与 125, 250, 500, 1 000 Lg /m L的三

环己基氯化锡水溶液按体积比 1B1的比例混合钝化

0. 5 h,分别摩擦接种于长势一致的 5 ~ 6叶期心叶

烟的左半叶片; 将病毒提取液与溶媒 (无菌水中含

有与配制三环己基氯化锡时所加的等量的 DM SO )

按体积比 1B1的比例混合后摩擦接种于右半叶, 以

之为阴性对照。每处理 3株 (共记 9片叶 ) , 重复

3次, 72 h后统计心叶烟枯斑数, 按 ( 1)式计算病斑

抑制率。

抑制率 /% = [ (对照枯斑数 -处理枯斑数 ) /对

照枯斑数 ] @ 100 ( 1)

1. 2. 2 三环己基氯化锡对 TMV物理结构的影响

 向提纯后的 TM V 粒体溶液中加入等体积的

500 Lg /m L的三环己基氯化锡溶液, 室温下混合放

置 30 m in, 用具有福尔马膜的铜网吸附混合液, 磷

钨酸进行负染, 干燥后在电镜下观察 TMV 的粒体

形态。

1. 2. 3 三环己基氯化锡对 TM V-RNA的影响

1. 2. 3. 1 TMV-RNA的提取  向病毒提纯液中加
入 T rizo l提取液,室温下静置 30 m in,于 4 e 、1. 2 @

10
4

r/m in下离心 15 m in。取上清液, 加入 1 /5体积

的氯仿, 混匀, 静置 5 m in,再离心 15 m in。取上层

水相,加入等体积的异丙醇, 混匀后静置 10 m in, 再

在 1. 2 @ 10
4

r/m in下离心 15 m in。弃上清液, 于沉

淀中加入 1 mL 质量分数为 70%的乙醇, 于相同转

速下离心 15 m in。弃上清液,倒置于吸水纸上自然

晾干, 加入焦碳酸二乙酯 ( diethypyrocarbonate,

DEPC )水溶液,备用。

1. 2. 3. 2  琼脂糖凝胶电泳检测  将提取得到的

TM V-RNA分别与 500 Lg /m L的三环己基氯化锡

和 500 Lg /m L的宁南霉素混合,制得 TM V-RNA上

样液,使其在 65 e 下温浴 15 m in后取出置于冰上,

加入 RNA上样缓冲液 ( 1 @ TBE) ,取 5 LL进行 1%

琼脂糖凝胶电泳, 用 B io-RAD凝胶成像系统检测、

照相。以未经药剂处理的 TM V-RNA为阴性对照,

以 500 Lg /m L宁南霉素处理为阳性对照。

1. 2. 4 三环己基氯化锡对 TMV外壳蛋白体外聚

合的影响

1. 2. 4. 1 透析袋的预处理  在碱性乙二胺四乙酸

( EDTA )溶液 (含碳酸钠 10 g /L, EDTA 1 mm o l/L、

pH = 8. 0)中将透析袋煮沸 15 m in,用蒸馏水彻底清

洗,再于 EDTA溶液中煮沸 15 m in, 于冰箱中 4 e

下保存备用。

1. 2. 4. 2 TM V外壳蛋白 ( TM V-C P)的制备  将

TM V在质量分数为 67%的冰醋酸中浸渍 60 m in,

于 3 500 r /m in下离心 20 m in, 取上清液,置于 4 e

蒸馏水中透析 96 h(每天换水数次 )。加入 3 m o l /L

的醋酸钠缓冲液 ( pH = 5. 2)少许,于 10 000 g 下离

心 30 m in,收集沉淀得到纯化的 TM V-CP。于 4 e 、

0. 033 m o l/L 的磷酸缓冲液 ( pH = 7. 0)中保存

备用。

1. 2. 4. 3 三环己基氯化锡对 TM V-C P体外聚合的

影响  将三环己基氯化锡用 0. 033 m o1 /L 的磷酸

缓冲液 ( pH = 7. 0)溶解后,加入到 1m L已经纯化的

TM V-CP中,用 0. 033 m o1 /L的磷酸缓冲液 ( pH =

280
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710)稀释成含三环己基 氯化锡质量浓度为

500 Lg /mL的药液。在不同温度下,用紫外分光光

度计于波长 320 nm 处测定 OD 值, 起始温度为

10 e ,每隔 5 e 测定 1次, 35 e 时终止测定。

2 结果与讨论

2. 1 三环己基氯化锡对 TMV的抑制作用

不同质量浓度的三环己基氯化锡药液与 TM V

体外混合钝化 0. 5 h后, 其对 TMV 的抑制率见

图 1。结果显示: 500 Lg /m L 的三环己基氯化锡对

TM V的抑制作用与阴性对照相比表现出极显著差

异 (P < 0. 01) ;但当浓度增加到 1 000 Lg /m L时,抑

制率表现出了饱和趋势。因 1 000 Lg /m L的抑制

率与 500 Lg /mL 差异不大 (P > 0. 05) , 故选取

500 Lg /mL为后续试验的药剂质量浓度。

图 1 不同质量浓度药剂对 TM V的抑制率

Fig. 1 Inh ibition rate o f d ifferentm ass concentrat ion

o f tricyc lohexy ltin ch lo ride aga inst TM V

2. 2 三环己基氯化锡对 TMV物理结构的影响

由电子显微镜下观察的病毒粒子形态 (图 2)发

现:正常的 TM V粒子刚直, 短杆状, 很少有粒子的

断裂 (图 2A ) ;但经 500 Lg /m L的三环己基氯化锡

处理的病毒粒子有断裂现象 (图 2B )。表明三环己

基氯化锡对病毒粒子的结构具有一定的破坏作用。

2. 3 三环己基氯化锡对 TMV-RNA的影响

TMV-RNA的琼脂糖凝胶电泳结果 (图 3 )显

示:未经药剂处理的 TM V-RNA呈现的是一条完整

的亮带,而经三环己基氯化锡 ( 500 Lg /m L)和对照

药剂宁南霉素 ( 500 Lg /m L )处理的 TM V-RNA已

被降解, 形成弥散带。推测三环己基氯化锡对

TM V-RNA的有体外降解作用。

2. 4 三环己基氯化锡对 TMV-CP体外聚合的影

响

紫外光谱测定结果 (图 4)显示:在 10~ 35 e 的

图 2 正常 TM V粒子及经三环己基氯化锡处理的

TM V 粒子电镜图 ( 1 @ 105 @ )

F ig. 2 The electron m icrog raph o f norm a l TMV

and tricyc lohexy ltin ch lo ride

treated TMV ( 1 @ 10
5 @ )

A:正常 TMV粒子的电镜图;

B:经三环己基氯化锡处理的 TMV粒子的电镜图。

A: The electron m icrograph o f no rm al TM V;

B: T ricy clohexy ltin ch lo ride treated TMV.

图 3 三环己基氯化锡对 TM V-RNA的影响

F ig. 3 The effect of tricyc lohexy ltin ch lo ride

on TM V-RNA

注: M . M arker; 1.正常 TMV-RNA; 2.用三环己基氯化锡

处理的 TMV-RNA; 3.用宁南霉素处理的 TMV-RNA。

N ote: 1. N orm al TM V-RNA; 2. TMV-RNA treated

by tricyclohexy ltin ch lo ride;

3. TMV-RNA treated by n ingnanm ycin.

测定区间内, 未经药剂处理的 TMV随着温度的升

高 320 nm下的 OD 值明显升高, 经三环己基氯化锡

处理的 TM V-CP随着温度的升高 320 nm下的 OD

值虽然也逐渐升高, 但总体 OD 值均低于未用药物

处理的 TM V-CP。推测三环己基氯化锡可能引起了

原有外壳蛋白寡聚体的解离, 从而抑制了 TM V-CP

的体外聚合过程,降低了 TM V的侵染率。

综上所述, 三环己基氯化锡一方面可对 TMV

281
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图 4 三环己基氯化锡对 TM V外壳蛋白体外聚合的影响

Fig. 4 E ffect o f tricyc lohexy lt in ch loride on the

TM V coa-t pro te in po lym erizat ion in v itro

起到活体钝化作用;另一方面, 其在体外与 TM V 作

用,可降低 TM V 的侵染率。
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