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我国水稻条纹病毒一个强致病性分离物的

80<!序列测定与分析"

林含新 魏太云 吴祖建 林奇英 谢联辉
（福建农业大学植物病毒研究所 福州 1B$$$#）

摘 要：对我国水稻条纹病毒（8CD*9E,CF*%C,-G，89%）一个强致病性分离物（辽宁:;分离物）
的80<!区段进行扩增、克隆和测序，其核苷酸序列全长#"B4+F。与已报道的日本H和 I
分离物及我国云南6J分离物的80<!序列进行比较分析，结果表明，这!个分离物可分为
两组，其中，:;、H和I分离物为一组，组内分离物之间，80<!的毒义链（K80<!）及80<!
的毒义互补链（KD80<!）上的L8)的核苷酸一致性分别为24M$N和24M$N!24MBN，BO末端
和1O末端非编码区的序列则完全一致。但:;分离物与H分离物的亲缘关系更为密切，其基
因间隔区（P8）与H分离物的等长，核苷酸一致性为21M$N，比I分离物的P8多了一段长

"2+F的插入序列，核苷酸一致性仅为5BM$N。另一组为我国6J分离物，组与组之间，

K80<!及KD80<!上的L8)的核苷酸一致性分别为2!M$N和2#MBN!21MBN，但在氨基酸
水平上则没有明显的差异。6J分离物的P8与:;分离物相比有一段长5!+F的插入序列，组
间，P8的核苷酸一致性仅为4#M$N!4BM$N，BO末端非编码区的序列完全一致，但1O末端非
编码区有两个碱基的差异。这些结果表明，89%在自然界的分子变异与其地理分布具有密
切的关系。此外，非编码区序列的高度保守性暗示着它们在病毒基因转录和复制的调控方面

具有重要的功能。本文还讨论了89%的分子流行学。
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水稻条纹病毒（8CD*9E,CF*%C,-G，89%）引起的水稻条纹叶枯病是水稻的一种重要病
毒病。该病广泛分布于我国十六个省市，曾造成严重的损失，至今仍在云南等地猖獗危

害［"］。

89%80<#、1、!区段都是采取双义（.Q+CG*>G*）编码策略［#!3］，在80<!的毒义链
（KC,.’AG*>G*GE,.>R）上的L8)可编码一种在病叶中大量积累的病害特异性蛋白（9:，9A蛋
白，09!或06:），该蛋白在病叶中的积累量与症状的发展关系密切［4，5］。80<!的毒义
互补链（KC,.’AD&QF’*Q*>E.,/GE,.>R）上的L8)编码一个未知功能的蛋白（09KD!）。80<!
基因间隔区（C>E*,S*>CD,*SC&>，P8）内存在T和<碱基富集带及可能的发夹结构，P8的发
夹结构可能具有终止Q80<转录及保持GG80<稳定性的作用［!］。
我们对来自云南宜良（UV）、云南保山（?9）、福建龙岩（VU）、上海嘉定（;W）、辽宁盘锦



（!"）、北京双桥农场（#$）以及山东济宁（"%）等&地所分离到的’#(分离物进行了研究，
初步发现这些分离物之间存在致病性分化及分子变异，其中，#$和!"分离物致病性最强
（待发表资料）。因此，我们测定了!"分离物的’%)*序列，以探讨’#(的分子演化及基
因功能。

! 材料和方法

! "#$分离物
采自辽宁盘锦田间的病株经昆虫接种分离纯化后，保存于合系+,水稻品种上。

!%& 引物
根据日本-分离物’%)*序列［.］，设计了三对引物，分段扩增’%)*，引物由中国科

学院上海植物生理研究所、上海基康生物技术有限公司合成，序列如下：

/01：23)4)4)))5/44/（)）55563（与7!7289一致）

#+：2355/55))))/5/5)/)/54))/63（与2:&!.7.89互补）

;’*7：2344))44/4//4/)4)4))5)463（与2.&!2,&89一致）

;’*+：235/)55/5)5)/))44)5//4463（与7+<,!7++,89互补）

=*7：23/4/4)44/)4)/5)/5)4)563（与7++7!7+*<89一致）

%=*+：23)4)4)))5/4)/554)/)/463（与+77,!+76&89互补）

!%’ 病毒提纯
参照;>?@ABCB等［.］的方法，略作修改。

!%( 病毒")*的提取
根据/D1@EBFB等［&］的方法，略作改进。提纯的病毒经#G#、蛋白酶H处理，酚I氯仿

抽提后得到病毒’%)，经紫外测定，!"+.<／+,<约为7J,!+J<。

!%+ ",-./"
7J<"K病毒’%)模板和7<LFDM的63端引物先在:2N处理7<F@8，再按!1DF0KB公
司的OG%)合成试剂盒说明书进行OG%)第一条链的合成。!4’扩增是在2<"P反应体
系中进行，包括反转录产物+"P，23端和63端引物（7<LFDM／"P）各2"P、Q%/!（每份

7<FFDM／P）7"P、7<RSTUU012"P、GG=+,"P、-K4M+（+2FFDM／P）6"P、/BVG%)聚合酶
（*W／"P，-X;公司产品）7"P。采用双退火温度进行扩增，23端区和63端区的扩增条件
是，前2个循环，:*N变性7F@8、2<N退火+F@8、&+N延伸+F@8；后+2个循环，除退火温
度改为2+N外，其余同前，最后一个循环结束后，&+N保温7<F@8。而;’的双退火温度
为前2个循环6<N，后+2个循环6&N，其余条件一致。

!%0 克隆及测序

’/I!4’扩增产物经纯化后，直接连接于L5Y-I/0B>E载体（!1DF0KB公司产品）克
隆位点，转化大肠杆菌GZ2#感受态细胞，筛选阳性克隆。G%)测序由上海基康生物技
术有限公司进行。

!%1 序列分析
用G%)#;#及!’[#;#软件（Z@9BO?@#DUCB10Y8K@8001@8K4D\P9Q）进行序列分析。
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! 结果

!"# 克隆及测序
应用三对引物分段扩增!"分离物的#$%&，得到的三个片段中$’&长约()*+,，

#$%&-#长约(.*+,，$’/0&长约1)*+,（图2），由此得到的#$%&全长共)234+,。

图2 覆盖#’56#$%&全长的#76!8#克隆策略
9:;<2 8=>?:?;@ABCAD;EA>0>/DBAFD0>G,=DAD@DHID?0D>J#’56#$%&+E#76!8#

!<! 序列分析
表2表明，尽管!"分离物与8K分离物均来自中国，但其核苷酸序列差异较大，/#6

$%&L#9、#$%&-#和/0#$%&L#9的核苷酸一致性明显低于!"分离物与日本两个分
离物的核苷酸序列一致性，可见，!"分离物与日本分离物具有更近的亲缘关系，据此可将
这四个分离物分为两个组，8K为第一组，其它三个分离物为第二组。第二组内各分离物
之间的/#$%&L#9和/0#$%&L#9的核苷酸一致性分别为14M*N和14M*N!14M3N。
其中，!"分离物与7分离物的亲缘关系又比与O分离物更近，特别是易发生变异的-#
序列内，!"分离物的-#与7分离物一样长，核苷酸序列一致性为1PM*N，而!"分离物
的-#比O分离物的多一段21+,的插入序列，其核苷酸序列一致性仅为.3M*N。在3Q
末端和PQ末端非编码区序列内，该组的三个分离物完全一致。8K分离物的3Q末端非编
码区序列也与其他三个分离物一致，但在PQ末端非编码区内有两个碱基差异，一致性为

1(N。8K分离物与另一组的#$%&L#9和/0#$%L#9的核苷酸一致性分别为1&M*N
和1)M3N!1PM3N，但在氨基酸水平上无明显的差异。8K分离物的-#与!"分离物相
比有一段长.&+,的插入序列，组间，-#的核苷酸一致性仅为4)M*N!43M*N。

表# 我国$%&’()分离物与已报道的*、+、,-分离物

.$/012$3、$/014$和.5$/012$3序列一致性比较

7C+=D2 8>G,CB:@>?>J@DHID?0D@:RD?A:A:D@>J/#$%&L#9，#$%&-#C?R/0#$%&L#9

>J#’5CG>?;!":@>=CADC?R,BD/:>I@=EBD,>BADR7，OC?R8K:@>=CAD@

$I0=D>A:RDC0:R@DHID?0D=D/D=

/#$%& L#9 #$%& -# /0#$%&L#9

!" 8K O 7 !" 8K O 7 !" 8K O 7
!" 1&<* 14<* 14<* 43<* .3<* 1P<* 1)<3 14<* 14<3
8K 1.<* 1&<* 1&<* 4)<* 4&<* 1.<* 1P<3 1P<3
O 1.<* 14<* 14<* .4<* 1.<* 14<* 14<3
7 11<* 1.<* 1.<* 1.<* 14<* 1.<*

%G:?>C0:R@DHID?0D=D/D=
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!"#二级结构预测分析发现，$%分离物!"#&’!和()、*及 +分离物一样，在

#,碱基富集处可形成两个明显的发夹结构，其中*分离物在第-./!-0012、$%分离物
在第-34!-4412、()分离物在第--.!.50412、+分离物在第-5&!-0412处可形成发夹
结构。$%、()、+和*分离物在这一区段序列所形成的发夹结构的最低自由能（"6）分别
为7.89-:;、75<&0:;、7/<.&:;和73=:;，很明显，这一区段序列所形成的发夹结构中，*
分离物最为稳定、()分离物最不稳定。$%分离物和*分离物在第.5..!.54&12，+分
离物在第--.!.54012可形成另一发夹结构，其最低自由能（"6）为7.=5:;。
编码区内发生的大部分碱基变异都是无义的，如*分离物的!"#&>!?与$%分离

物相比有..个碱基变异，但仅在&=3位上由于(变成#而导致"@&氨基酸序列上的

ABC变为+B2（图0），然而根据蛋白质二级结构预测结果，该变异并不导致"@&二级结构
的变化。但在"@DE&蛋白序列中所发生的一些氨基酸替代则导致了该蛋白二级结构的
变化，如与$%分离物相比，*分离物在第.5位（FBG!ABC）、+分离物在第8/位（AHF!
#GI）、()分离物在第0.0位（#GI!@BG）上氨基酸的变异（图3）。

图0 !@JK$%与*、+及()分离物"@&氨基酸序列比较
?LI<0 +CM2LNMLI1OB12PQNOL1PNELRFBSCB1EBPQ"@&NOP1I$%N1R*，+，()LFPMN2BF

图3 !@JK$%与*、+及()分离物"@DE&氨基酸序列比较
?LI<3 +CM2LNMLI1OB12PQNOL1PNELRFBSCB1EBPQ"@DE&NOP1I$%N1R*，+，()LFPMN2BF
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! 讨论
对!个分离物"#$!序列分析的结果发现，序列变异十分不均衡，%&和’&末端非编码

区的序列十分保守，而基因间隔区则易于突变。末端序列的高度保守性表现它们在病毒

"#$的转录、复制及蛋白的转译方面具有重要的功能［()］。’&末端(%个碱基是"#$聚
合酶的识别位点，充当了启动子的作用［((］，该段序列在!个分离物中也完全一致。*"序
列内，+,和-分离物有一段插入序列，./的插入序列更长。*"的发夹结构被认为具有
终止0"#$转录及保持11"#$稳定性的作用［!］。在上文的序列分析中，我们发现，尽管
各个分离物都有二级结构，但其稳定性相差较大，-分离物最为稳定、./分离物最不稳
定，那么，这种稳定性和插入片段的差异是否与它们的生物学性状有关呢？另外，各分离

物在#2!蛋白序列内所发生的氨基酸变异都没有改变蛋白的二级结构，而#23!蛋白序
列内发生的氨基酸变异则改变了二级结构，这种改变是否会导致生物学性状的相应变化

尚待研究。

序列一致性比较结果表明，我国辽宁+,分离物与日本分离物具有较近的亲缘关系，
特别是与-分离物关系更近，而与云南./分离物关系较远。那么，是否+,分离物即为
日本-分离物通过昆虫传播而来呢？这是很有可能的。从流行为害的地点和时间上看，
我国最早是(45’年在江、浙、沪一带发生，(455年大流行，而后扩展到南北方大稻区。

(46%!(465年在北京郊区，(464!(47)年在云南姚安、易门等在大爆发。7)年代后，又
在山东、云南和辽宁等地大面积流行［(8，(’，!(］。在日本，早在本世纪初，水稻条纹叶枯病即

在关中、关东地区普遍流行［(%］。因此，"29最可能起源与日本的关中和关东地区。至于

"29如何从日本传到中国，这可能与亚洲的季风气候特点有关。我国东部和日本都属于
温带季风气候和亚热带季风气候，夏季盛行东南风，冬季盛和西北季风。人们对水稻灰飞

虱是否具有远距迁飞能力尚不确定，但:;1;0<=<的报道［(5］中曾提到在我国东海上捕捉到
为数不少的灰飞虱，说明灰飞虱可以借助地季风的作用进行远距离迁飞。因此，其可能的

传播途径是带毒灰飞虱被冬季西北季风从日本带到我国江、浙、沪一带，然后向北逐渐扩

散到山东、北京和辽宁，向南扩展以福建。当然，不能排除后来某些中国分离物又在夏季

的东南风作用下传播到日本的可能性。从我们对采自福建、上海、山东、北京及云南保山、

宜良的分离物2+基因和.+基因的序列分析看，沿海地区，如福建、上海、山东、北京及辽
宁分离物亲缘关系较近，与日本-和>分离物的关系也比较近，而与云南两个分离物相
差较远。
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()*+),-).,./0(1(234.,(23.()5)4)1(2/.6)23
41-)(6417)514+(1,-81,.!

6-43+4K-4 L/-;+-MA4 LANAO-+4 6-4P-M-4Q R-/6-+4=A-
（1$2*&*3*#(4-)+$*%&’()(56(47383+$95’&.3)*3’+):$&;#’2&*6，73<=(3%8)))&，>=&$+）

.9:;<=>;：*@5(>/Q,/4EDS+>/T/./->DU+E/DS*-V/>E.-J/T-.A>，->DU+E/GS.D,6-+D4-4Q
J.DT-4V/+4GG/>-Q4+E/G+>:I->DU+E/，W+>+,JU-S-/G，VUD4/G+4G>/XA/4V/G"*@5(DS:I->DY
U+E/=+G&#874AVU/DE-G/-4U/4QE="L=/4VD,J+./GW-E=*@5(DS;+4G?->DU+E/>DSI+J+4
+4G2R->DU+E/DSFA44+4J.DT-4V/DS2=-4+E=+E=+G9//4J./T-DA>UM./JD.E/G，W/SDA4GE=+E
E=/>/SDA.->DU+E/>VDAUG9/G-T-G/G-4EDEWDQ.DAJ>":I，;+4G?->DU+E/>>=+./G$7")Z+4G
$7")Z!$7"8Z-G/4E-E-/>-4TH*[(+4GTVH[*(+EE=/4AVU/DE-G/U/T/U，./>J/VE-T/UM+4G
SD.,/GD4/Q.DAJ";=/>/XA/4V/>-48\+4G%\E/.,-4+U4D4Y/4VDG-4Q./Q-D4W/./VD,JU/E/UM
-G/4E-V+U+,D4QE=/>/E=.//->DU+E/>"B4E=->Q.DAJ，:I->DU+E/W+>,D./VUD>/UM./U+E/GED;
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