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从云南烟草上检测到的黄瓜花叶病毒亚组&&分离物!
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摘 要：在对云南省烟草病毒病的研究中，分离到一种直径约15!*$67的球形病毒。提纯
病毒进行的8984:/;+发现一条""<9蛋白带。""<9蛋白=4端)$个氨基酸与#,>亚组&&
的?株系外壳蛋白=4端氨基酸同源性为)$$@。以#,>4?抗血清对""<9蛋白进行了

ABCDBE6FGHD检测，发现""<9蛋白与#,>?株系抗血清有血清学反应。根据已报道的

#,>亚组&&外壳蛋白基因序列合成引物，采用’I4:#’技术扩增到一条约$J!<F的K9=/
条带，并进行了克隆及序列测定，经;B6FL6<比较，发现此$J!<FK9=/包含一5"(FM的外壳
蛋白基因，其核苷酸序列及其推导的氨基酸序列与#,>亚组&&分离物有极高的同源性，分
别达!(@!!%@和!5@!!!@，而与亚组&分离物的同源性仅为("@!(5@和(%@!
(!@。因此，该球形病毒应为#,>亚组&&的一个分离物，命名为#,>4N=F。
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病毒是引起烟草严重病害的一类病原，在云南各烟区都有病毒病的发生，而且常常是

多种病毒的复合感染或病毒与其它病原的复合感染。孔宝华等［)］多年对云南省主要烟

区病毒病的调查研究结果表明，该省烟草病毒以I,>、#,>为主要种类，而且多数病株
均为I,>和#,>混合感染，二者复合感染率达2*@，I,>单独感染率为1)@，#,>
单独感染率约为*J"@。我们在对云南西部烟区保山烟草病毒病的研究中，发现感病烟
株病毒提纯产物经1@:I/负染后为大量杆状的I,>，而经)@O/K负染后还发现了少
量直径约15!*$67的球形病毒（命名为#,>4N=F）。提纯病毒进行的8984:/;+，发现
除I,>的)(J"<9外壳蛋白外，还同时含有一条约""<9的蛋白。

! 材料和方法

!"! 毒源
感病烟株采自云南省保山市板桥镇烟田，病株于无虫温室无菌土栽培保存。

!"# 质粒和受体菌

M;+,4I+LCP>BKDHE为:EH7BQL公司产品，大肠杆菌0,)$!为本所保存。

2$卷 2期
1$$$年%月

微 生 物 学 报

!"#$%&"’()&(*(+&"$,&-&"$
>HGR2$ =HR2
/SQ

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
SCD 1$$$



!"# 酶、试剂盒及其它化学试剂

!"#、!$%&%’(%&! )*+&*$,’(%&-!./+&*0+试剂盒、1,23*$+4(#25%6(%,*!678-./,9
&:*+2+./+&*0试剂盒为!$%0*;4公司产品，<=->?26@A*(BC&$46&2%,试剂盒和<=-D$*D
.D2,E2,2D$*D试剂盒为<=-AB8公司产品，F#=G%(!试剂为A=’"H／’#I公司产品。

!"$ %%&’蛋白()端氨基酸序列测定及*+,-+./012-检测
提纯病毒的.7.9!-AB及蛋白转膜按李德葆等［J］方法进行，最后从!K7L膜上剪下

MM@7蛋白，分别送北京大学和日本N%@%:404大学进行测序。进行 )*+&*$,5(%&检测转
膜时以硝酸纤维素滤膜取代!K7L膜。)*+&*$,5(%&检测采用!$%&%’(%&! )*+&*$,’(%&
-!./+&*0+试剂盒并按公司提供的产品使用说明书进行。"EK9<多抗血清由澳大利亚

-O*(42O*大学PQ)Q#4,O(*+教授惠赠。

!"% %%&’蛋白的变性试验

MM@7蛋白.7.9!-AB前进行如下变性处理：处理R：JS.7.，TMURVVW加热M02,；
处理J：JS.7.，TMURVVW加热RV02,；处理X：JS.7.，VQRS巯基乙醇，TMURVVW加热

RV02,；处理Y：YS.7.，VQRS巯基乙醇，TMURVVW加热RV02,；处理M：YS.7.，VQJS巯
基乙醇，TMURVVW加热RV02,。

!"3 456亚组77分离物48基因的克隆及序列测定
根据MM@7蛋白8端氨基酸测序结果和)*+&*$,5(%&检测结果，结合已报道的"EK

亚组==（"EK<株系）"!基因及其部分M’端基因间隔区序列［X］，设计合成了一对用于扩
增"EK<株系"!基因的引物<"Z／<"$（上海.4,;%,公司合成），引物序列如下：

M’端引物<"Z为：M’U-A-AF"""AFAFA-AFFAF--UX’；

X’端引物<"$为：M’UFF--"AF"FF"AA-"A""AAFUX’。
病毒总#8-采用F#=[HI!试剂从病毒提纯产物提取，具体方法参照戚益军等［Y］。

取病毒#8-R!;与VQM!;X’端引物<"$充分混匀，\VW保温RV02,后，采用1,23*$+4(#29
5%6(%,*678-./,&:*+2+./+&*0试剂盒合成678-第一链。取R!I第一链678-，用

!*$@2,9B(0*$A*,*-0D!"#./+&*0T]VV进行!"#扩增。扩增条件为：TYW变性R02,，

]MW退火R02,，\JW延伸R02,，共XM个循环。最后一轮循环后再\JW延伸RV02,。!"#
产物经RQMS琼脂糖凝胶分析后，割取预期的VQT@5左右78-条带，用<=->?26@A*(BC9
&$46&2%,试剂盒纯化。纯化后的78-片断采用DABE9FB4+/K*6&%$./+&*0试剂盒进行
连接，连接产物转化大肠杆菌PERVT。在含氨苄青霉素的麦康凯平板上挑取白色菌落。
抽提质粒78-，!"#及酶切筛选出具有VQT@5左右插入片段的重组子。选取两个重组子

D<"M和D<"]用<=-D$*D.D2,E2,2D$*D试剂盒提取质粒78-，然后采用!B公司的-’=
!#=.EX\\78-自动测序仪进行序列测定。

9 结果和分析

9"! %%&’蛋白()端氨基酸序列及其*+,-+./012-检测

MM@7蛋白分别经北京大学和日本N%@%:404大学进行了8端氨基酸序列测定，两次
均测了十个氨基酸，结果完全一致，此MM@7蛋白的8端十个氨基酸序列为：E7̂ .A.!9
8-.，经联网查询发现这十个氨基酸序列与"EK亚组==的"EK<株系外壳蛋白8端
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氨基酸同源性为!""#。为了进一步确证$$%&蛋白与’()*株系的关系，以’()+*
抗血清对$$%&蛋白进行了,-./-01234/检测，结果发现$$%&蛋白与’()*株系抗血
清有血清学反应（图!）。

图! 含有$$%&蛋白的’()+562的

,-./-01234/检测（*+’()抗血清）。
789:! ,-./-01234/;1;3<.8.4=’()+562>8/?

$$%&@04/-81（;1/8.-0AB;9;81.//4’()+*）:

C:,-./-01 234/； D:E/;81-F >8/? "G!#

’44B;..8-D3A-H+I$":

图I $$%&蛋白的变性试验
789:I &-1;/A0819-3-J/04@?40-.8.4=/?-$$%&@04/-81:

(:K04/-81B;0%-0.（%&）；!:I#E&E，L$M!!""M=40

$B81；IGI#E&E，L$M!!""M=40!"B81；N:I#E&E，

"G!#B-0J;@/4-/?1;43，L$M!!""M=40!"B81；O:O#

E&E，"G!#B-0J;@/4-/?1;43，L$M!!""M=40!"B81；

$:O#E&E，"GI#B-0J;@/4-/?1;43，L$M !!""M =40

!"B81:

!"! ##$%蛋白的变性试验
从$$%&蛋白6+端氨基酸序列及其 ,-./-01234/检测结果，发现此$$%&蛋白与

’()亚组PP的’()*株系外壳蛋白关系较为密切，’()*株系外壳蛋白约IQ%&，而
我们发现的球形病毒（’()+562）的蛋白分子量约为$$%&，是IQ%&的两倍。为此我们
进行了$$%&蛋白的变性试验，发现当逐渐增加变性条件如提高E&E浓度或／和增加巯基
乙醇浓度以及增加煮沸时间等处理，$$%&蛋白逐渐降解，相应的约IQ%&蛋白的量逐渐
增加（图I）。因此推测此$$%&蛋白可能为’()+562IQ%&外壳蛋白的二聚体，但资料
查询却未发现极为同源的’()亚组PP分离物的外壳蛋白有二聚体现象。

!"& ’()亚组**分离物’+基因的分离克隆及序列分析
为了进一步探明所发现的’()+562与’()亚组PP的’()*株系的关系，根据

已报道的’()*株系’K基因序列，选择与’()亚组P’K基因$’端和N’端有较大差
异的区域，设计合成了用以扩增’()*株系’K基因的引物，采用HR+K’H技术，从病毒
提纯产物总H6C模板中扩增到一条约"GL%2的&6C条带，与引物设计相符。对此

"GL%2&6C扩增产物进行了克隆，经过一系列筛选鉴定后选出两个重组子@*’$和

@*’S进行正反向序列测定，结果表明此J&6C全长L"Q个碱基，去除$’端引物和N’端引
物后的J&6C全长TS$个碱基（U(DV登录号为CWIOI$T$）。经联网查询发现，此J&6C
的$’端含!LQ个核苷酸的基因间隔区，中间的S$Q个碱基为一编码I!T个氨基酸的’K
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图! "#$%&’(部分)’端基因间隔区、"*基因和部分!’
端非编码区核苷酸及其"*基因编码的氨基酸序列

+,-.! ’/01234,52627/280239:;<4,;1)’,842<-28,0<2-,38，03;4:<342,8-282

;85:;<4,;1!’838035,8-<2-,38;85525/025;=,83;0,5627/280239"#$%&’(

基因，!’端为含>>个核苷酸的
部分非编码区（图!）。此"*
基因核苷酸序列及其推导的氨

基酸序列与"#$亚组??分离
物有极高的同源性，分别达

@AB!@CB和@DB!@@B，而
与亚组?分离物的同源性仅为

A)B!ADB和ACB!A@B（表

>，图E）。计算机分析此"*基
因推导的氨基酸组成的外壳蛋

白分子量约为FAGH，其’I端
氨基酸序列与))GH蛋白’端
氨基酸序列测定结果完全一

致，与我们推测的))GH蛋白
可能为"#$%&’(FAGH外壳
蛋白的二聚体相符。

! 讨论
黄瓜花叶病毒（"#$）由

于自然突变、不同株系基因组

之间的再重组和卫星J’K的
作用，使得"#$株系繁多，寄
主范围十分广泛，至少可以侵

染C)科约CD)种植物［>E］。
表" #$%&’()与#$%两亚组中其它株系#*基因核苷酸和氨基酸序列的同源性
L;(12> LM2"*8/01234,52;85;=,83;0,5627/28026,5284,4,26(24N228"#$%&’(N,4M34M2<

64<;,86(2138-,8-43"#$6/(-<3/:??3<6/(-<3/:?

O/(-<3/: O4<;,8
P3=313-Q／B

’/01234,52 K=,83;0,5
J292<2802

O/(-<3/:?? R @C @@ )
J @C @C D
O8 @C @C A
ST @C @A C
L<GA @A @D @
UV @A @D >W

O/(-<3/:? +0 AD AC >>
+8Q AD AC >F
’Q AD AC A
X A) A@ >!
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图! "#$%&’(")基因与其它"#$")基因的氨基酸序列比较
*+,-! "./012+3.4.56789.1602.68+4,8481/+4.19+:38;<84983.5"#$%&’(

"#$%=14:"#$%>?(8@.4,+4,6."#$3<(,2.<0AA，"#$%*4B(8@.4,+4,6."#$3<(%

,2.<0A-?.@:28,+.43+4:+9168+:846+91@1/+4.19+:3-

"#$株系鉴定的依据和方法较多，包括生物学、血清学、外壳蛋白肽链图谱、核酸杂交和
核苷酸序列分析等。而核酸杂交和核苷酸序列分析是鉴定"#$株系最可靠的方法，特
别是核苷酸序列分析。根据这些方法，目前绝大多数"#$分离物可以分成两个亚组即
亚组A和亚组AA［C，DE，DF］。我国已报道的CG科DHI多种植物上分离的"#$，除徐平东报
道在厦门的芭蕉和西蕃莲上发现的>?和)J5分离物为亚组AA的分离物外［DI］，其余均属
亚组A，说明亚组AA在我国发生较少。我们在云南省烟草上分离到的"#$%&’(，经外壳
蛋白’端氨基酸序列测定、血清学鉴定和")基因的序列分析，证明为"#$亚组!的一
个分离物，这也是我国烟草上首次报道发现的"#$亚组!分离物。"#$K&’(在烟草
上引起花叶、坏死和矮化等症状，是生产上一个不可忽视的病原。"#$亚组AA的外壳蛋
白分子量约为HLMN1，而用常规ONO%)PQJ电泳测得"#$%&’(的外壳蛋白亚基分子量
为EEMN，此EEMN蛋白可能为HLMN蛋白的二聚体，因为当提高变性剂中ONO浓度或／和
增加巯基乙醇浓度以及增加煮沸时间等处理时，EEMN蛋白可转变为HLMN蛋白。"#$%
&’(易形成二聚体的原因不详，其生物学意义也有待进一步研究。
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*+,+-,./0/1-2-234+53/67.-8.52662495/2:...6/;7,+
15/3,/47--/:;70,6.0<20070:5/8.0-+

3HT0#5，8 \1(=]=%SH#W5 21%#?0H&=8 <HYHR=#5 3HC%̂0(5
（52#.$*$-$",34*,$"51#,&,67，81"9*%#6:#*;"+.*$7，<%#6=1,-95DD86）

（8>1"0+,;*#5*%&?"7@%A’,#017$,B%$1,&,67,3C-##%#0+,;*#5"，C-##%#D6+*5-&$-+%&:#*;"+.*$7，?-#E*#6E7D8D5）

7=>?@AB?：O#%(_N1%’S1%&H,0/BH&=’（$%’HW#0N%$0’2.JXYQ̂ ）P0’H’(/0N%$_(&>N1%N(̂0,,(
S/0#N’H#Y=##0#S&(BH#,%4FCFX-"AL’1(P%$N10NN1H’BH&=’,(#N0H#%$(#%S(/+S%SNH$%
PHN1>(/%,=/0&P%HW1N’(_77GC4I1%S(/+S%SNH$%P0’’=̂>HNN%$N(0=N(>0N%$L$>0#$%W&0X
$0NH(#，0#$_(=#$N1%5D0>H#(0,H$’%U=%#,%(_N1%QXN%&>H#=’(_77GCS&(N%H#’10&%’
5DD‘H$%#NHN+PHN10>H#(0,H$’%U=%#,%(_,(0NS&(N%H#(_2.JX<，P1H,1H’̂%/(#WN(2.J
F=̂W&(=Saa4[%’N%&#̂/(N0#0/+’H’0/’(’1(P%$N10NN1H’77GCS&(N%H#P0’’%&(/(WH,0/&%/0N%$
N(2.JX<4"D46Ĝ ,CQ"_&0W>%#NP0’0>S/H_H%$̂ +ZIX-2Z_&(>N1%ZQ"N%>S/0N%(_
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579:期 李 凡等：从云南烟草上检测到的黄瓜花叶病毒亚组aa分离物




