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中国南瓜曲叶病毒!"##的克隆及其全序列
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摘 要：对引起我国南瓜曲叶病的病毒分离物809的克隆和序列分析表明，中国南瓜曲叶

病毒8099由#6!"个核苷酸组成，共编码2个开放阅读框（:;)），其中病毒链有#个:;)：

9%"（#<2..）和9%#（"!$..），9%"为外壳蛋白基因；病毒链的互补链有!个:;)，9="（#!3..）

编码复制酶基因，9=#（"3!..）编码反式激活蛋白，9=3（"32..）和9=!（"6#..），该病毒属于旧

世界>*?&@&AB,-C*C，是一个粉虱传播的联体病毒。
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联体病毒F*@BGBAB,-C*C是单链809病毒，由于它所造成的严重经济损失及特殊的

基因组结构，而日益引起人们的广泛注意，特别是对其基因结构的研究更受重视［"］。根

据基因组结 构 及 寄 主 范 围，联 体 病 毒 分 为 三 个 亚 组：亚 组!（H.CI,*AB,-C*C）、亚 组"
（=-,I*AB,-C*C）、亚组#（>*?&@&AB,-C*C）。>*?&@&AB,-C*C由粉虱传播，侵染双子叶植物，其

基因组有的是双组分，包括8099和809>，共编码246个开放阅读框（:;)），有的是

单组 分809，可 编 码2个 :;)C［#］。南 瓜 曲 叶 病 毒 基 因 组 的 报 道 仅 见 美 国（JK=%5
L）［3$<］，是一个双组分>*?&@&AB,-C*C，寄主范围较广［2，6］，其8099长度为#23<+M，编码

!个:;)C，809>长度为#2$!+M，编码#个:;)C。洪益国［7］认为中国南瓜曲叶病毒不

同于JK=%5L，是一个新的粉虱传播的联体病毒，并与印度木薯花叶病毒（N=H%）有较近

的亲缘关系。本文首次克隆并测序了中国南瓜曲叶病毒（JK=%5=ON）8099的全序列。

通过对其序列比较分析，进一步证实JK=%5=ON是一个旧世界>*?&@&AB,-C*C。

$ 材料和方法

$($ 病毒来源

南宁大田中表现曲叶症状的南瓜植株，采取病叶现用或4#$P保存备用。

$%& 总!"#提取

取3$?叶片按O&G?Q(F(［1］的方法提取南瓜叶片的总809。

$%’ ()*反应

$+’+$ 引物：根据KJ=%5=ON外壳蛋白的序列［7］，设计并合成了一对背对背引物：

"E<’==FF9R==99F=9=RF=99=FFRF99F3’

#E<’=FF99RR==99=F=F9RFRFRF9FR=3’



!"#"$ !"#反应：$%!&体积内含’!&上述制备的()*，+$,-./引物，%01--./／&23
4)5!6，’0$--./／&78"/1，$%--./／&9"/，’--./／&5:;6<="/（,=>?%），’?1个单位的

5@A()*聚合酶。反应条件：首先B2C1-;D，$$C1-;D，+1CE-;D一个循环，再B2C
2%6FG，$$CH%6FG，+1C2-;D，循环H$次，最后+1C延伸’$-;D。

!?% 载体及克隆

低熔点回收!"#产物，克隆入,IJ7<5KFGL.:，转化!"#$%&(=$"。

!?& 测序及序列分析

克隆的!"#产物由5*9*#*M;.LFGND./.8O公司测序。在计算机的帮助下，对序列

结果进行分析并与IFDM@DP的相关序列比较。

$ 结果和讨论

$’! ()*+,*-./011的2*3扩增及其克隆

联体病毒为环状单链()*病毒，引物’和引物1可与Q&"R<"=S的外壳蛋白（"!）

基因特异结合，从发生曲叶症状的南瓜叶片总()*中扩增到一约10+PT的特异片段，但

在健康南瓜叶片中无此扩增。用已知"!基因上存在的酶切位点’()*和+,&*初步鉴定

后，克隆入,IJ7<5KFGL.:并测序。此序列已由IFDM@DP接收（登录号).?*M%1+2E$）。

$’$ ()*+,*-./011的全长序列及其4356
Q&"R<"=S()**病毒链的全长核苷酸序列共1+2’T,，其中+H%个*、$B’个"、E%%

个I、>1%个5。它包含了联体病毒的保守序列5**5*55*"及已知的Q&"R<"=S的外

壳蛋白序列。与已发表的&Q"R<"=S的核苷酸序列同源性为BBU，氨基酸同源性为

BBU，说明此!"#产物是中国南瓜曲叶病毒特有的。计算机对其序列分析表明&Q"R<
"=S()**至少编码E个V#W6（见表’）。同其它旧世界MF8.-.G;:X6F一样，病毒链编

码1个V#W6：*R’和*R1，其中*R’编码一个1$E@@的外壳蛋白，这与洪益国的结果一

致［>］。病毒链的互补链编码2个V#W6：*"’、*"1、*"H和*"2（图’）。其中*"’为复制

酶基因，长为+1BT,（12H@@），*、"、I、5的百分含量为1E0EU，1’0EU，1’0BU和1B0BU；

*"1为反式激活蛋白。

表! 中国南瓜曲叶病毒的开放阅读框架

5@T/F’ 5NFV#W.YQ&"R<"=S

V#W
R;:X66FD6F6L:@D4 ".-,/F-FDL@:O6FD66L:@D4

*R’ *R1 *"’ *"1 *"H *"2
DXG/F.L;4FDX-TF: +E> 2$% +1B 2%1 2%> $1E
@-;D.@G;4DX-TF: 1$E ’$% 12H ’H2 ’HE ’+1
-./FGX/@:ZF;8NL 1B2E$ ’E11B 1+$$B ’$’+H ’$>B> ’B2>2
6;LF： TF8;D 1>% E 11H% ’$BE ’2$+ >1>

FD4 ’%2+ 2$$ ’$%1 ’’B$ ’%$% H’H

$’# ()*+,*-.与其它联体病毒的核苷酸序列比较

Q&"R<"=S()**的全序列比较显示&Q"R<"=S与印度番茄曲叶病毒()**
（5.&"R<SD’）的同源性最高为>$0>1BU，与5.&"R<SD1()*M的同源性为>20>B’U。
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图! 中国南瓜曲叶病毒

基因组结构示意图

"#$%! &’($()(*+,-.+-,(/0

12345367

与8)$9(:9-00;曲叶病毒（2-23458)$）的同源性为<=>?@=A。

12345367与亚洲地区联体病毒有较近的亲缘关系，而与其它

地区的联体病毒亲缘关系较远，与美国南瓜曲叶病毒12345B
CD8序列的同源性仅为?E>FA，所以，它完全不同于12345
B。据 此 全 序 列 构 建 的 分 子 进 化 树（见 图E）进 一 步 表 明

12345367为一旧世界的G($/H/.#,-*(。

!"# $%&’(&)*与其它联体病毒的氨基酸序列比较

联体病毒的3I基因是高度保守的，在旧世界联体病毒

中，其 氨 基 酸 同 源 性 已 达JEA。而 在 新 世 界 联 体 病 毒 中，

2134B，&KL4和GKL4的3I基因氨基酸同源性高于J@A
（2;M;,/N#+M!JJ!）［!!］。洪益国认为中国南瓜曲叶病毒的3I

图E 中国南瓜曲叶病毒的发育树

"#$%E &’(I’O9/$()(+#.+,((/012345367

基因与73L4的同源性为J@A［<］，我们的实验结果表明它与&/23457)!，&/23457)E，

2-23458)$的同源性较高，为J@A!J!A，而与L;*+,(P#,-*、3-,+(P#,-*的同源性更低，

分别为Q=A!?@A和=@A!=JA。复制酶基因83!是互补链的=个RS"*中最保守的

RS"，它与&/93457)的同源性最高<FA，而与美国南瓜曲叶病毒的同源性仅为Q?A，

83=则是联体病毒RS"中保守性最低的，中国南瓜曲叶病毒83=氨基酸的同源性在

F<A!?JA（见表E）。
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表! 中国南瓜曲叶病毒!"#氨基酸与其它一些联体病毒的同源性比较

$%&’() $*(%+,-.%/,0,0(-1,12&(13((-4567869:%-0.1*(;<(+,-,=,;>?

@(<.+.=,;>??(
!’0A.;’0 B(3A.;’0

$.4678:-C $.4678:-) $.4678D-< $467 @EF7 GHF7 $IF7 @IF7

6>;1.=,;>?(?

@6$7

D6C JK JC JL MN OO OJ ON PL QN

D7C NC NC NC NL QC QL KN QL R

D6) PQ PM R PM QJ QP OC QJ K)

D6K JL JK JK JQ R QL R QQ QL

D6Q PN ML PN R PJ PN PN PN R

D7) JL MP MP PJ R R R R R

氨基酸的同源性比较与核苷酸的同源性比较的结果基本一致，中国南瓜曲叶病毒与

印度番茄曲叶病毒的亲缘关系较近，属于旧世界@(<.+.=,;>?(。
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