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玉米粗缩病毒基因组第七组份的+,-.克隆及序列分析
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摘 要：从采自中国河北滦城感病的玉米材料中提取玉米粗缩病毒（/0,1）的双链0-.。
根据已知/0,1的部分序列设计引物，反转录、230扩增，克隆并测序分析了/0,1的第七
片段（4’）+,-.序列。结果表明，4’+,-.序列全长为!"5#67，与国外所测的/0,14’的序
列长度相等，而且4’包含的两个阅读框（809!和809)）位置无变化。它们的核苷酸和最大
开放阅读框（809!）同源性分别为*’:’;和"!:#;，然而，/0,14’的片段与水稻黑条矮缩
病毒（0<4,1）4*片段的核苷酸和最大开放阅读框（809!）有更高的同源性，分别为"(:(;和

"5:(;。
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玉米粗缩病毒（/0,1）属植物呼肠孤病毒科斐济（9@A@）病毒属的一种。自然宿主为
玉米，高粱和小麦等农作物，传播介体为灰飞虱。/0,1感染玉米后可引起植株矮化，叶
色浓绿等症状，严重者不抽穗，是玉米较严重的病毒病害。目前，防治方法主要以药剂治

虫来控制病情。尽管玉米粗缩病毒在我国开展调查和研究已三十多年［!，)］，但大多以病

毒的生态，流行与防治研究为主。只有少数报道涉及病毒的形态，基因组，结构蛋白等生

理生化的初步研究［5，?］。已知/0,1基因组由!&个BC0-.C的基因片段组成，而这!&
个基因片段各执行什么功能，它们如何协调完成玉米粗缩病毒的侵梁，复制，转移等生命

活动过程，目前仍不清楚。要解决这些问题就必须从分子水平研究和揭示它的活动规律。

至今，只对基因组第六片段（4#）序列进行过克隆和表达分析
［(］，虽然4’、4*、4!&最近已被

克隆测序，但未作表达和功能分析。本文报道来自中国河北滦城/0,14’片段克隆以
及序列分析结果。

! 材料和方法

!>! 材料和试剂
感染玉米粗缩病毒的玉米材料采自中国河北省滦城县。菌种!"#$%&,D(!，载体

7EF/’GH（I）购自2JKLMNO公司由本研究室保存。限制性内切酶’()P、*&+BPPP、Q?,-.连
接酶和0Q%230试剂盒购自日本QORO0O宝生物公司。常规试剂为国产分析纯。

!"# 玉米粗缩病毒双链$%&的提取
称取感病玉米冻存材料!(N于研钵中加液氮研成细粉。加5&LSE24缓冲液
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（!"#$%&／’甘氨酸，!"($%&／’)*#+,-.，!"/$%&／’)*0&，1+2"3）匀浆，然后加4"!$’
(!5676，!"4$’#8硫基乙醇，#!$’水饱和酚（!"(598羟基喹咛）和#!$’氯仿／异戊醇
（#3:(）继续研磨4!$;<。匀浆物/!!!=／$;<（>?@A$*<）.B离心#!$;<，取水相，加(／(!体
积)*-C0和#"3倍体积无水乙醇于D4!B放置#E，离心收集沉淀。用(#"/$’F,6缓冲
液重悬沉淀，加G".$’无水乙醇，加#H微晶纤维素.B吸附过夜。离心，弃上清，沉淀重
悬于含(35乙醇的6IJ中。装柱洗脱，分管收集检测，合并含核酸部分的收集液，乙醇沉
淀核酸，沉淀物经35,CFJ分析证明含KL7M双链L)C。

!"# $%&’($反应

LI8,0L参照>@*>?NOIKL)C,0LP;O说明书进行。取#"3!’KL7MQNL)C。加

(!’随机引物混合后，煮沸3$;<，置冰浴3$;<。按照说明书快速调制反应体系总体积

#!!’。反应体系在4GB温育($;<后，(3$;<内匀速升温至/3B孵育4!$;<，反应完毕。
煮沸4$;<灭活逆转录酶，置冰浴待用。

,0L引物根据已知的KL7M第七片段的两端部分序列［3］，设计如下：
引物(：3RF00II0ICFCCFIIIIIII0F0C0IFI0F4R
引物#：3RFC0ICCF0IIFC0CCICF0IFCCII0I0F4R
引物合成用>?@A$*<%&;H%(!!$／(!!!合成仪合成，溶于无菌水中配制#!!$%&／’浓

度。取逆转录产物#!’，引物(和引物#各(!’。其它成分按照,0L试剂盒说明调制反
应系统总体积为(!!!’进行,0L反应，,0L热循环条件为2.B3!N，3GB3!N。G#B
#$;<4!N共43个循环。

!") ’($产物克隆及*+,-./,0杂交

,0L产物用低熔点琼脂糖胶回收纯化后，用限制酶!"#S和$%&QSSS酶解，然后与相
同限制性酶酶切的1FJKGTU（V）载体连接，连接条件为#!$$%&／’I=;N8+0&（1+G"/），

(!!$$%&／’KH0&#，(!$$%&／’7II，!"/$$%&／’CI,，!"(韦氏单位I.7)C连接酶(/B
孵育.E，取适量连接产物转化大肠杆菌7+3"。蓝白斑筛选重组子，碱法提质粒，限制酶

!"#S和$%&QSSS酶切，35,CFJ检测。

)%=OE?=<杂交参照)%=OE?=<点杂交方法进行［/］，取 KL7MQNL)C约!"(!H／孔在

35,CFJ上电泳/E后，将一个加样孔电脉胶切下银染，根据银染胶位置切下需要杂交用
的胶，采用电转法转移核酸至T?O*尼龙膜上，尼龙膜于2!57K6-溶液/3B浸泡4!$;<，
然后于短波紫外光下固定3$;<。将酶切鉴定出的阳性克隆进行,0L反应，纯化的,0L
产物用作探针模板。用随机引物法制备放射性（"84#,）同位素标记的探针，随后按)%=OE8
?=<点杂交程序进行杂交。

!W1 序列分析
将酶切及)%=OE?=<>&%O鉴定正确的克隆，用双脱氧终止法测序。序列结果借助计算

机7)C软件进行分析。

2 结果和讨论

2"! $%&’($和’($产物的克隆
由于KL7M为双链L)C，而且每个组份分子量都在("3AX以上，在热力学上是非常
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稳定的分子，常规热变性在!"#反转录极易复性导致$%&’($失败。本实验采用日本

%)*)$)公司生产的+,)+-./012聚合酶进行$%&’($，因为这种聚合酶的最适反应温度
是34#，特别适用于具有非常复杂的二级结构$12反转录。根据已知的 5$06的7"
部分序列设计引物，按照试剂盒说明书进行$%&’($反应，取489!:在98";琼脂糖凝胶
上电脉，图<显示，5$06的约<8=>?组份已经扩增出来。

’($产物用蛋白酶*酶解!9@AB，用等体积酚／氯仿（<：<）抽提两次，上清加等体积

"84@CD／:1EFG2,和两倍体积乙醇沉淀。’($产物克隆按照前面描述的方法进行。质
粒用限制酶!"#HIII和$%&I酶切后，在98";的琼脂糖凝胶中电泳，如图<所示，约

<8=>?的片段已经克隆上。
由于提取的双链核酸中混入其它一些分子量较大的核酸分子。而且已知5$06中

的几个组份的4J端和!J端具有一定的同源性［4］。为进一步确定阳性克隆确为5$06中
的一个组份克隆。我们以克隆的片段为模板制备探针与 5$06的组份作1CK/L-KB杂
交，自显影结果表明，5$06基因组只显示一条特异杂交带相当于7"位置（图M）。

图< 重组质粒的酶切分析

NAOP< $-./KA,/ACB-BQR@-)B)DR.A.CSK-,C@?AB)B/

:)B-<：TUV5"W&7"／$%&IX!"#HIII；:)B-M：$%&’($TKCHY,/；

:)B-!："012／V,C$IX!"#HIIIP

图M 1CK/L-KB杂交检测阳性克隆

NAOPM 0-/-,/ACBCSTC.A/AZ-,DCB-?R1CK/L-KB?DC/

<：5$06O-BC@-；M：+DC/K-.YD/?-/[--B5$06O-BC@-

)BHTC.A/AZ-,DCB-P

!"! #$%&的第七组份序列分析
按照双脱氧终止法测序，然后根据测出的序列合成引物，用步行法继续测序，图!为

5$06的第七组份全序列，全长共<=!3?T，与来源意大利5$06的7"序列等长。序列
分析表明两者有\"8";的同源性。通过比较它们包含的全部开放阅读框发现，只有阅读
框位于第M4碱基至<\99碱基（G$N<〕和阅读框位于第F!3碱基至<\99碱基（G$NM〕的
翻译起始位点处存在*CQ)>序列（2]]2%U2）。而且它们的G$N<和G$NM位置并未改
变。运用 Ĉ/YBE-AB方法比较它们的蛋白序列表明，G$N<的氨基酸同源性为=<83;（图

F），由此可见，来自中国河北滦城与意大利的5$06可能为同一种病毒的不同株系。饶
有兴趣地是，5$06的7"与$+706的7\（<=M"?T）

［"］竞然具有更高的同源性，核苷酸同

源性高达=484;，最大开放阅读框（G$N<）位置不但没变而且同源性高达=!84;，这说明

5$06的7"与$+706的7\可能起着某种相同的功能。
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图! "#$%&’片段全序列的同源性分析

()*+! ,-.-/0/*.1.)23414536)6/72-.78555.1*2-698.1:./7"#$%&’

;："#$%<.)=.)62>4)1；?：@245362>4)1；!：#A&$%+

图B "#$%&’最大开放阅读框蛋白序列的同源性分析

()*+B ,-.-/0/*.1.)23414536)6/7C>/2.)16.98.1:.7/>2-.54>*.62D#()12-."#$%&’

;："#$%&’<.)=.)62>4)1；?："#$%&’@245362>4)1；!：#A&$%&E+
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本刊编辑部于!###年!!月查询了中国科技信息所信息分析中心期刊检索结
果，《微生物学报》总被引次数：II’；影响因子：&JI!K；即年指标：&J&$K；自引总引比：

&J""；地区分布数："$；基金和资助论文比例：&J##；指标综合加权评分：’KJ!I。被国
际六大检索系统中《,+》，《苏联文摘杂志》等收录。
另据中国科学引文数据库!##)年最新数据统计，在被引频次最高的中国科技期

刊%’’名排行表中，本刊名列第#%位，并连续五年（!##&!!##)）入围中国科技期刊
《引文频次百名表》。
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