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摘 要 利用08,9:0技术合成并扩增了水稻条叶枯病毒（01(2）中国云南分离物基因组组

分3的全长";<=，将9:0产物克隆在载体>:0??上，并进行全序列测定，所得核苷酸序列及

推测的氨基酸序列与日本分离物8进行比较。结果表明，在核苷酸水平，两分离物的@A0B、

@"A0B及基因间非编码区序列的同源性分别为*3C*D、*3C)D、E.C)D，F’端非编码区序列

相同，而4’非编码区同源性为*.C)D，仅有两个核苷酸不同；在氨基酸水平，@A0B及@"A0B
编码蛋白的同源性分别为**C3D和*EC4D。可见，编码区的大小及其氨基酸序列和两末端

序列都是很保守的。因此，中国云南分离物G与日本分离物8可能有很近的亲缘关系。
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水稻条叶枯 病 毒（0%"I1(J%>I2%J6K，01(2）是 一 种0<=病 毒，隶 属 柔 丝 病 毒 组

（8I$6%@%J6K）。01(2通过灰飞虱（!"#$%&’(")*+,-"+%&&.*BL77I$）以持久方式传播［)］。它

广泛分布于我国、朝鲜、日本及前苏联东部各国［/］，是条叶枯病的病原，在流行年份会造

成水稻严重减产。目前对水稻病毒病的防治尚缺乏有效的方法，主要通过更换水稻品种、

改变耕作制度及喷洒杀虫剂防治传毒介体昆虫等间接手段控制病害的流行。因此，研究

病毒M昆虫介体及病毒与植物之间的关系，寻找控制和防治水稻病毒病的有效手段与方

法，具有重大的理论意义与实践价值。01(2分子生物学及转基因植物的研究为植物抗

病毒育种提供了一条可能的途径。

为研究01(2的中国云南分离物基因组组分3序列和基因产物功能，我们克隆得到

了01(20<=3的";<=，并进行了全序列分析。

! 材料和方法

!N! 材料

供试01(2毒源材料采自云 南 省 楚 雄 地 区 感 病 稻 田。大 肠 肝 菌?<2!BO及 质 粒

>:0??购自美国?$@%(JP&I$公司，限制性内切酶、";<=合成、9:0扩增以及序列测定用试

剂盒主要购自QPI’J%$&IJ!L$$’I%R、S%T"P／Q0U、9JPRI&L和V1Q%P"’IR%"L7。［!,4F9］或

［!,4F9］W=89购自=RIJK’LR公司。
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图! "#$%&"产物电泳图

’，!()标准*+,；!，扩增的"-./的"+,0全长

121()片段（箭头所示）

3456! 789:.;<=><;9.4:?@?8AB4B<C"#$%&"=;<DE:.

F?@9’，!()*+,F?DD9;；F?@9!，,G=84C49D

121()（4@D4:?.9D)A?;;<H）*+,C;?5G9@.:<I9;4@5
CE88$89@5.>"+,0<C"-./6

!6" 方法

!6"6! 病毒的分离纯化和"+,的抽提：参照文献［J］。

!6"6" :*+,合成及%&"扩增：根据已报道的"-./日本分离物#的全序列及柔丝病

毒组所表现出的末端保守序列，设计%&"扩增反应的引物：

KL$&&&MMM&MM&&M&,&,&,,,M#&$JL
以纯化的"-./"+,为模板，与合成的%&"引物在NKO下退火，加入D+#%、-E=9;B:;4=.
反转录酶，反转录产生病毒"+,的:*+,第一链，再以此为模板进行%&"扩增。反应条

件为：P0O变 性!G4@，0QO退 火!G4@，R1O延 伸JG4@，共JQ个 循 环，最 后R1O延 伸

!QG4@。%&"产物经!S琼脂糖凝胶电泳检测。

!6"6# 基因克隆与序列测定：将纯化后的%&"产物直接克隆到=&"TT载体上，电击穿法

转化大肠杆菌T+/!3L。在含T%#M和U$5?8的FV羧苄青霉素平板上筛选白色菌落，对

筛选到的重组子作酶切和多克隆位点区两端的测序鉴定，得到多个重组阳性克隆，称之为

=&"121。采用双脱氧核苷酸链终止法，按试剂盒提供的程序进行双向序列测定。

!6"6$ +<;.>9;@印迹杂交：纯化的"-./"+,经变性琼脂糖凝胶电泳分离，然后转移至

尼龙膜，用［!$J1%］D&#%随机标记法标记重组质粒作为探针，与膜杂交。

!6"6% 序列分析和同源性比较：采用M&M软件进行序列分析［0］，并与"-./日本分离物

#基因组组分0作同源性比较。

" 结果

"&! ’()*的合成与扩增

根据已发表的"-./日本分离物#的

"+,0全序列及末端序列的保守性，设计

单一引物合成了覆盖"+,0全长的:*+,
第一链，再按所设计的反应条件进行%&"
扩增，扩增产物经!S琼脂糖凝胶电泳检

测，其主要产物为121()条带，大小与预期

值一致（图!）。

"6" 扩增产物的克隆与+<;.>9;@印迹分

析

利用=&"TT载体JL端#$<I9;>?@5，将

%&"产物直接插入到载体中。酶切鉴定

和多克隆位点两端的序列分析表明，重组

子的阳性率高达NQS"RQS。
J1%标记的:*+,探针的+<;.>9;@印

迹杂交只显示一条主带（图1），其大小与

预期的"+,0相符。此外，在组分J和1
之间出现一些薄弱的杂交信号，这可能是

由于它们具有共同或相似的末端序列所造
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成的。

图! "#$%的放射自显影图

$&病毒总"#$电泳图谱。’，"#$标准分子；(，")*+的四个组分。,&"#$%的放射自显影。

-./&! #01*2314560*2751.8.9:*.04:4:67;.;0<*0*:6834:*=138")*+"#$;&

$&>0*:6"#$;0<")*+3?*1:@*38<10A*23B.1=;C13C:1:*.04&D:43’，"#$6:8831，

D:43(，-0=1<1:@*.04:*38@0AC0434*;0<")*+；,&$=*01:8.0/1:C20<")*+"#$%&

!&" 克隆片段的序列分析

")*+中国分离物E组分%的@F#$碱基序列分析（图G）。

序列分析结果表明，@F#$克隆CH"!I!含有全长的"#$%，长度为!!GJ个核苷酸

（图G），各种核苷酸的组成是：G!I!(K$，!LIMGKH，(NIN%KO和!NIG!KP，与日本分离

物>的组成相似。序列分析得到两个开放阅读框（Q"-），一个是位于B"#$上的BQ"-，

另一个是B@"#$上的B@Q"-（图%），两个Q"-之间是RG!个核苷酸的基因间非编码序

列，比日本分离物>长RN个核苷酸。

图% ")*+中国云南分离物E基因组成与表达策略

-./&% ")*+"#$%/34301/:4.9:*.04:483?C13;;.04;*1:*3/70<
H2.43;3.;06:*3E

非编码区：JS端非编码区J%个核苷酸，不论大小还是组成与日本分离物>完全相同

（表(）。GS端非编码区J(个核苷酸，同源性是TMI(K，仅有两个核苷酸不同。
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图! "#$%中国分离物&组分’的()*+碱基序列及氨基酸序列。

,-端,,!,./处为01"2，,.3!/!3!处为基因间非编码区，!-端/!3’!3/4’处为0(1"2。

下划直线示插入序列，波线示正向重复序列，!示终止密码子。

2567! 89:;<=$=>?(<=9$5@=A>@A:5>9A(5@B=C?=>(=9DBB"*+’9D"#$%5B9<A$=&7
*?(<=9$5@=BAE=>?:F=E=@DE9:$G=,-$=E:5>?B9D0"*+7HG=>?(<=9$5@=B,,$9,./5B01"27
HG=0(1"2=>(9@=@I5$G5>>?(<=9$5@=B/!3’$93/4’7J>$G=5>$=E6=>5(E=659>，@5E=($<K

E=;=A$5>6B=C?=>(=5B?>@=E<5>=@，———J>@5(A$=B;9B5$59>9D5>B=E$59>:=>$59>=@5>$G=$=L$7
HG=AB$=E5BM（!）5>@5(A$=B$G=（N+O）B$9;(9@9>9>01"29E（N++）9>0(1"27

基因间非编码区富含核苷酸+和N，其中!,P+和3.PN，与日本分离物H的同源

性是4QR/P。在4.S!.4T位有4’个核苷酸的插入，其中包含一个U(9"J切点。为证实

该插入序列的存在，当用U(9"J消化"*+’()*+时，只有插入了"*+’()*+片段的重

组子，琼脂糖凝胶电泳可检测到/R!和TR.MF两条带（图,泳道Q）。没有插入片段的则

检测不到这两条带（图,泳道/!,）。可见，该插入序列确系自然发生而并非矫作物。计

算机分析表明，在/T44!//!!位，可形成一茎环结构。类似的结构也见于日本分离物H。
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图! 含有"#$%&’#$的重组质粒()"*+*的限制酶切图谱。

,和-，./0标准’#$；.!1，不同重组子和1得到的.*12和3-20(二个片段

4567! 89:&;<=(>=<:;5&?@?9AB5B=C()"*+*<:&=D05@?@;BE56:B;:EF5;>8&="G:@HAD:7

I?@:B,?@E-，./0’#$9?EE:<；I?@:B.;=1，’5CC:<:@;<:&=D05@?@;B，?@EI?@:165J:B<5B:;=;F=C<?6D:@;B，

.*12?@E3-20(<:B(:&;5J:9A7

编码区：位于J"#$%上的JK"4全长!L-个核苷酸，其大小与分离物M相同。同源

性分 析 表 明，两 分 离 物"#$%片 段 具 极 高 的 序 列 同 源 性。核 苷 酸 序 列 的 同 源 性 为

3%+3N，由此推导的氨基酸序列同源性为33+%N（表.）。在*-个核苷酸变异中，其中*1
个是沉默突变，即无义突变，唯一一个是高保守变异，由分离物M中的密码子$OP变成

$O)，不过，$O)编码的氨基酸G9:与$OP编码的,:;仍属于同型氨基酸。

位于J&"#$%上的J&K"4全长Q1.个核苷酸，其大小与分离物M也相同。核苷酸序

列的同源性为3%+.N，推测编码蛋白的氨基酸同源率为3Q+LN。在!.个核苷酸变异中，

其中%1个是沉默突变，%个是保守变异，只有一个可引起氨基酸的变异。

表! 中国分离物"#$%组分&的基因组分析及其与日本分离物’的比较

M?09:. P:@=D:?@?9AB5B=C"#$%=C;>:)>5@:B:5B=9?;:?@E5;B&=D(?<5B=@F5;>
;>:&=<<:B(=@E5@6<:65=@B=CR?(?@:B:5B=9?;:M

区段

":65=@
产物

S<=ET&;
起始

U;?<;
终止

U;=(

分子量

,=97D?BB
／/’

氨基酸数

I:@6;>
?D5@=?&5E

核苷酸同源率

GE:@;5;A=C
@T&9:=;5E:

／N

氨基酸同源率

GE:@;5;A=C
?D5@=?&5E

／N
!VOM"? W . !% W W .22 W
JK"4 #)S !! !3. .3+Q .-Q 3%+3 33+%
G"0 W !3* .L*L W W Q1+. W
J&K"4 #UJ&% .L*% *.Q% L.+Q *Q1 3%+. 3Q+L
LVOM" W *.Q! **L! W W 31+. W
?非翻译区 0基因间非编码区

( 讨论

M?X聚合酶的不依赖模板活性，使S)"循环之后的最后延伸得以在扩增产物的LV端

加上$Y=J:<>?@6，利用()"GG载体的LV端MY=J:<>?@6，可以快速、有效的将S)"产物克隆

进()"GG载体中。结果表明MY=J:<>?@6克隆策略是行之有效的和高重复性的克隆技术。

两分离物序列同源性比较的一个显著特点是序列变异的不对称性。尤以!V和LV端

非编码区保守性最高，基因间非编码序列变异性最大，而编码区变异性介于二者之间。这
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意味着低保守区对其功能的影响是不重要的，而高保守区则不同，尤其是两末端的保守序

列对病毒!"#的转录、复制以及蛋白质的翻译是至关重要的［$］。两分离物序列同源性

的比较也显示位于基因间非编码区的%&个核苷酸的插入并未改变其稳定的发夹结构。

类似的插入也见于具有双义编码策略的番茄斑萎病毒（’()*）［+］。可能这些基因间非编

码区具有复杂的高级结构，对突变敏感，因而其二级结构并非核苷酸序列是病毒活性所必

需的。需要指出的是两分离物之间的序列多样性是否与它们的生物学特性（包括条叶枯

病症）有关，尚需进一步研究。
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