
!" 卷 # 期
$%%$年 !!月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
*’+,-.,/ $%%$

收稿日期：$%%$0%102!，修回日期：$%%$0%"0$#。

基金项目：国家自然科学基金资助项目（*’)3$4%512）。

" 通讯作者。 6,(：%"#054!0533$#32；789："#054!0533$55$；:0-8;(：<(=<8>?@>-?$A ;-B) ,CB) D>

马铃薯卷叶病毒中国株（!"#$%&’）(#)*+基因特征分析

赵国芬$ 张鹤龄!" 哈斯阿古拉!

（!内蒙古大学 呼和浩特 %!%%$!，$内蒙古农业大学 呼和浩特 %!%%!"）

关键词 马铃薯卷叶病毒，基因克隆，序列分析，EF7$8
中图分类号 G4" 文献标识码 H 文章编号 !%%%02%#!（$%%$）%#0%4550%1

马铃薯卷叶病毒（IJF&）是正链 F*H病毒，属黄化病毒
组［!］严格虫传，分布广泛，难以控制，侵染马铃薯，给生产造

成巨大损失。IJF&基因全长 #A% K.，有 #个读码框架，其中

EF7$8是第二读框，全长 !3$%.L，编码一个 4%KM的多肽。另
外，EF7$8 在与 EF7$. 重叠处可发生移码继续转译，直到

EF7$.的尾，转译产物为一条 !!"KM的多肽，该蛋白的 N端
与复制酶的序列具很大的同源性［$ O 5］。

I/BP,/［1］等和 QBR8S8［#］等分别研究了 IJF& 基因组上

EF7$8与 EF7$.重叠区附近与移码有关的滑动序列及其下
游的茎环结构。T’/.8(,>U8等研究了黄化病毒组 $ 的 EF7$8
编码的蛋白，发现所有的成员都有类似于糜蛋白酶的特征序

列［4］。T’(C.8D<等研究了正链 F*H病毒的螺旋酶的特征序
列，发现 IJF&具有 -’V;P !与 -’V;P "。I/BP,/等发现 IJF&
的 EF7$8超读产物有一个富含精氨酸的区域［"］。
自 !33! 年 T’(,-.’WK; 等利用 6X& 复制酶基因编码的

15KM蛋白的基因转化烟草获得一定抗病性［3］，国内近几年
在复制酶介导的抗性方面取得了很大进展。但是，尚未见有

关 EF7$8介导的抗性报道。
从 !33$年起，本室陆续报道了马铃薯卷叶病毒的外壳

蛋白基因克隆和序列分析［!%］、1#KM蛋白基因克隆和序列分
析［!!］、基因间隔区克隆和序列分析［!$］、复制酶基因 2Y端的克
隆和序列分析［!2］等。本文首次报道 IJF&中国株的 EF7$8
的基因全序列，分析了其基因结构特点及所编码的氨基酸特

征，并与其它株系进行了比较，为其功能的研究创造了条件。

, 材料与方法

,-, 试剂和酶
反转录试剂盒购自美国华美生物工程公司。65M*H连

接酶，Z0?8(，[I6T等购自美国 I/’-,?8公司，限制性内切酶购
自德国 \’,</;>?,/ X’>><,;-公司或华美生物工程公司。

,-* 菌种及质粒

3 ) 0(,# ]X!%3为内蒙古大学微生物教研室保存；L^N!3
购自华美生物工程公司。

,-. 病毒
马铃薯卷叶病毒中国株由内蒙古大学微生物教研室的

分离自“紫花白”马铃薯并保存。

,-/ 病毒提纯及 #01提取
病毒提纯按内蒙古大学微生物教研室报道的方法［!5］进

行，F*H提取用 _M_0酚法。

,-2 引物的设计
根据国外已报道的 IJF&四个株系的全序列设计合成

了下列几个引物：EF7$8的 2Y端片段（长 !A% K.，相应于 IJ0
F&0_从 !!1!0$$25核苷酸）的两引物：上游引物 I1，2! -,/，1Y
NHTTH6NNHT6TNNNT6HH6TH6H6N6NNH602Y，下 游 引 I!，

$"-,/， 1Y0HTTT6HNN6T6HTH66NHTTN666TTHT02Y。 EF7$8
的 1Y端片段（长 %A# K.相应于 IJF&0_从 2%403!"核苷酸）的
两 引 物：上 游 引 物 I$，25 -,/，1Y0NTTTH6NNHHNNH60
THHNHTH666HNNTNH6H6T02Y，下游引物 I4，$"-,/，1Y0NHTT0
6HNN66NNHNHT0NN66N6NH66N6602Y。EF7$8 中间片段（长

%A5 K.相应于 IJF&0_从 "450!$1"核苷酸）的两引物；上游引
物 I"45，2! -,/，1Y0NHTTH6NNTH66H6666TTHTTTNHT666N0
2Y下游引物 I#，$"-,/，1YH6TT6HNN6NHHTHT6T6HTHHHTHT
TN02Y。I1、I$、I"45的 1Y端设计有 \8-‘#酶切位点，I!、

I# 、I4的 1Y端设计有 QL>#酶切位点。

,-3 4501第一链合成
分别利用特异性 I!、I#、I4，以 IJF&0N< F*H为模板，按

反转录试剂盒提供的方法合成 DM*H的第一链。

,-6 !&#扩增
分别以各自 DM*H第一链为模板进行 INF，扩增体系为

1%$J：无菌水 $3$J，5 a C*6I（$A1--’(bJ）1$J，!% a \BPP,/ 1$J，
引物各 1$J（1L-’J），模板 !$J，石蜡油 5%$J。I!、I1 为一对
引物，31c1-;>，循环条件为 31c变性 !-;>，1%c退火 !-;>，



!"#延伸 "$%&，’(个循环后 !"#延伸 )($%&，为产物!；*"、
*!为一对引物，+,#,$%&，循环条件为 +,#变性 )$%&，,(#退
火 )$%&，!"#延伸 "$%&，’(个循环后 !"#延伸 )($%&，为产物

"；*-、*.!/ 为一对引物，+/# /$%&，循环条件为 +/#变性
)$%&，-(#退火 )$%&，!"#延伸 "$%&，’( 个循环后 !"#延伸

)($%&，为产物#。*01扩增后电泳检测，观察结果。
!"# $%&’克隆

*01产物"、!采用酚：氯仿：异戊醇（",："/：)）抽提，乙
醇沉淀的方法进行纯化，用低熔点胶法回收。!"#2"、$%&

"双酶切，与 !"#2"、$%&"双酶切 340)+ 连接，转化至

56)(+ 中，在含 789:;、<$3、=*>?的平皿上培养，挑选白色菌
落进行筛选。*01 产物"、!获得的克隆分别为 3@1.、

3@1!。
!"( 重组质粒鉴定
碱法提取质粒，分别用 *01方法、不同限制内切酶酶切

分析。

!"!) 序列分析
将 3@1.、3@1!送北京赛百盛公司用自动荧光测序仪进

行序列分析，3@1!从两端各进行了一次，3@1.进行了一次分
析；*01产物#由上海生工 <A= *1=B6’!!CD< EFGHF&IFJ8A进
行的序列分析。

* 结 果

*"! 目的片段 +,-./+扩增及克隆
先以 *@1K80L 1D<为模板，分别以引物 *)、*-、*!反转

录合成 ICD<的第一条链分别以三对引模板进行 *01扩增
并对三个产物"、!、#进行了电泳检测，产物"、!、#的长
度分别为 (M- NO、)NO、(M/ NO结果表明得到了预期大小的片
段。将 *01产物"、!分别克隆于 340)+的 !"#2"、$%&"
酶切位点，得到重组质粒 3@1.、3@1!，转化大肠杆菌 56)(+
中，在含 789:;、<$3、=*>?的平皿上培养，挑选白色菌落进行
筛选与鉴定，证明得到了预期的两个克隆。

*"* 核苷酸序列分析
核苷酸序列分析结果（见图 )）表明中国株 *@1K80L

P1Q":的基因与英国分离株 *@1K8B，荷兰分离株 *@1K8D，澳
大利亚分离株 *@1K8<，加拿大分离株 *@1K80的 P1Q":基因
的序列同源性分别为 +.M+-R、+.M!(R、+/M!+R、+!M,R，其
中与 *@1K8B 的同源性最高，与 *@1K8< 的同源性最低。

P1Q":,S端的同源性相对比 ’S端的同源性要高，特别是在
P1Q":与 P1Q"O重叠区附近与移码有关的滑动序列的上游
非同源性最高。在相当于 *@1K8B的 )!!( 核苷酸左右有一
个 !核苷酸组成的与移码有关的滑动序列（图 )中，下面划
横线）444<<<4，其下游有一个茎环结构（图 ) 中下面划有
浪线）。其上游相距 ,个核苷酸处，有一个 *@1K 1D<特有
的连续排列的 ’次重复序列（见图 )下面划点线）和 6:TU等
（)+.+）报道是一致的。每段由 "!个核苷酸组成，为 *@1K各
分离株所特有。我们推测这种 ’次重复序列可以形成复杂
的结构，构成较紧密连续折叠互补双链结构和发夹结构（图

"）。其作用可能和—)移码有关。

*"0 1+2*3编码的 4)5%的蛋白的氨基酸序列
根据核苷酸序列分析推测 *@1K P1Q":编码的 !(NC的

蛋白的氨基酸序列见图 ’。分析结果表明中国株 *@1K80L
编码的氨基酸与英国分离株 *@1K8B，荷兰分离株 *@1K8D，
澳大利亚分离株 *@1K8<，加拿大分离株 *@1K80的 P1Q":基
因编码的氨基酸的序列同源性分别为 +!M+!R、+!M+!R、

.+M-+R、+,M+/R，其中与 *@1K8B、*@1K8D的同源性最高，与

*@1K8<的同源性最低。在该蛋白的 0端有一个蛋白酶的特
征序列 2（7",）［CVW］（7!(8.(）>［1VX］7?7B?（图 ’中划有横
线），推测此结构具有剪切 K39前体的功能；除此之外，还有
一个螺旋酶的特征序列（$UY%Z$）D[KQWB><（图 ’ 中划有浪
线），其功能尚不清楚。

*"6 .7+8-/9在 1+2*3与 1+2*:重叠区经移码后编码的
转码蛋白的氨基酸序列

根据核苷酸序列分析推测 *@1K P1Q": 在 P1Q": 与

P1Q"O重叠区经移码后编码的转码蛋白的氨基酸序列见图

/，发现该段序列有一个富含精氨酸、赖氨酸、组氨酸的区域

X1\@12*111[X*（图 /中划横线），与 *@1K的 )!NC 的核酸
结合蛋白的碱性区很类似，可能与复制时结合核酸有关。

0 讨 论

P1Q":的二级结构比较复杂有各种发夹结构和互补双
链区，可能是聚合酶作用的调控部位。

与移码有关的滑动序列 444<<<4，其下游有一个茎环
结构，其上游相距 ,个核苷酸处，有一个 *@1K 1D<特有的
连续排列的 ’次重复序列，每段由 "!个核苷酸组成，为 *@8
1K各分离株所特有。我们推测这种 ’次重复序列可以形成
复杂的结构，构成较紧密连续折叠互补双链结构和发夹结

构，其作用可能和 ] )移码有关。色氨酸操纵子的衰减子中
也有类似的多重链内互补结构［),］，它对色氨酸合成酶的基

因的转录起衰减作用。在 2AK（乙肝病毒）的 :^J D08) CD<
中也有类似的多重链内互补结构［)-］，包括一个以上的小肽

框架，与衰减子行使衰减作用调控的结构特点非常相似，是

调控的重要部位。所以推测此连续折叠互补双链结构和发

夹结构，可能与基因的表达调控有关。P1Q":编码 !(NC的
蛋白，具有蛋白酶的特征序列和螺旋酶的特征序列；除此之

外，在 P1Q":与 P1Q"O重叠区经移码后编码的转码蛋白具
有富含精氨酸、赖氨酸、组氨酸的区域 X1\@12*111[X*，这
些特征性的序列具有特殊的功能。因此对 P1Q":基因结构
的研究与分析，对于我们进一步研究 P1Q":基因的表达调
控以及所编码的蛋白的功能具有重要的作用。P1Q":编码
的蛋白，在复制酶的复制中起一定的作用［)!］，是必须的，若

以 P1Q": ,S的反义 1D< 转化马铃薯，封闭 P1Q": 基因，

P1Q":不能正常表达，可干扰聚合酶的正常作用，从而获得
抗 *@1K的马铃薯植株。所以 P1Q":基因的获得，为今后研
究马铃薯抗病毒工程开辟了新的途径。

,/!-期 赵国芬等：马铃薯卷叶病毒中国株（*@1K80L）P1Q":基因特征分析



图 ! "#$%&’( )$*+,基因核苷酸序列及其与国外 -种 "#$%分离株同源性比较

*./0! 1234567.85 95:25;35 6< "#$%&’( )$*+, /5;5 ,;8 7(5 (6=646/> 36=?,@.96; A.7( <6@5./; .964,759，"#$%&B，"#$%&1，"#$%&C，"#$%&’
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图 ! 滑动序列上游连续排列的三次重复序列及其可能形成的连续折叠的互补双链结构和发夹结构以及下游的茎环结构

“·”“"”表示形成氢键的两种可能情况

#$%&! ’()*+,-$.+ /+0(+1)+ 2+3+4-/ ,5 6789 8’: (3/-2+4; ,5 -<+ /*$33+2= /+0(+1)+ 41. -<+ 3,//$>*+ ),1-$1(,(/ -<2++ 5,*.+. <4$23$1 /-2()-(2+/，

1()*+,-$.+ /+0(+1)+ ,5 6789 8’: .,?1/-2+4; ,5 -<+ /*$33+2= /+0(+1)+ 41. -<+“/-+3 *,,3”/-2()-(2+

图 @ 6789"A<分离株 B8#!4编码的 CDEF蛋白的氨基酸序列与国外的四种 6789分离株比较

#$%&@ :;$1, 4)$. /+0(+1)+ ,5 CDEF 32,-+$1 ),.+. >= 6789"A< B8#!4 %+1+ 41. -<+

<,;,*,%= ),;342$/,1 ?$-< 5,2+$%1 $/,*4-+/，6789"G，6789"’，6789":，6789"A

图 H 6789 B8#!4在 B8#!4与 B8#!>重叠区经移码后

编码的转码蛋白的氨基酸序列及其特征序列

#$%&H :;$1, 4)$. /+0(+1)+ ,5 3,*=3+3-$.+ -241/*4-+. >=

,I+2*433$1% 2+%$,1 ,5 B8#!4 41. B8#!> 45-+2 #24;+/<$5-$1%

41. -<+ )<424-+2$/-$) ;,-$5

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ J］ K(23<= # :，#4(0(+- A K，L$/<,3 F M 7 !" #$（+./）& 9$2(/ -4N,1,"
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/+0(+1)+ 41. ,2%41$V4-$,1 ,5 3,-4-, *+452,** I$2(/ %+1,;$) 8’:&
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