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摘 要：应用 -B2C.- 技术克隆了 " 个水稻黑条矮缩病毒（*+68 D&46E2FG*84E8H HI4*J K+*LF，-MN2
O$）中国分离物，即浙江分离物和河北分离物的基因组片段 N=，并测定了他们的全序列。结

果表明：-MNO$ 浙 江 分 离 物（-MNO$2P5）基 因 组 片 段 N= 全 长 ">/A9GF（1QMR 登 录 号 为

(S"/=!"=），-MNO$ 河北分离物基因组片段 N= 全长 ">/#9GF（1QMR 登录号为 (S"/=!"?），二者均

含有两个开放阅读框（%)89 *84H+9T J*438，U-V），分别编码约 !>EO 和 A0EO 多肽，" 个中国分离

物核苷酸同源性高达 //W，相应的 U-V 编码的多肽同源性分别为 >##W和 /!X!W，与日本

-MNO$ 基因组片段 N= 核苷酸同源性为 /AX!W和 /AX?W，相应 U-V 编码的多肽同源性分别为

/?X>W（U-V>）、/0X<W 和 /=X?W（U-V"），与 意 大 利 Q-O$ N0 核 苷 酸 同 源 性 为 ?<X>W 和

?<XAW，相应多肽同源性分别为 /"XAW（U-V>）、?<X<W和 ?0X?W（U-V"）。
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水稻黑条矮缩病毒（*+68 D&46E2FG*84E8H HI4*J K+*LF，-MNO$）是一种特殊的多组分双链

-,(（H%LD&8 -,(，HF-,(）病毒，隶属呼肠孤病毒科斐济病毒属，主要分布于中国、朝鲜、韩

国和日本等东亚国家和地区，对水稻、大麦、小麦、玉米等禾谷类作物造成危害。自 ?# 年

代以来，本实验室对其流行学和生物学特性进行了深入的调查和研究［> Y !］。近期的研究

还表明我国北方发生严重的玉米粗缩病和小麦绿矮病都是由 -MNO$ 引起的［<］。-MNO$
病毒粒子呈正二十面体，双层外壳均含有突起（F)+E8），内含 ># 条 HF-,( 基因组片段，按其

在凝胶上的迁移率由慢到快依次称为 N> Y N>#。此病在水稻上表现的主要症状是病株明

显矮缩，叶色浓绿，叶脉上出现肿瘤状突起。侵染不同的作物，其症状略有不同。而且该

病毒不仅能在植物体内增殖，而且能在介体昆虫中增殖，但介体昆虫并不表现症状［0］。

迄今国内尚未发现抗黑条矮缩病毒的种质资源，主要是通过喷洒杀虫剂来防治，然而

利用病毒自身的基因抗病毒已有许多成功的先例。因此，加快 -MNO$ 的基因组研究，不

仅有利于有效控制水稻黑条矮缩病的发生和流行，并且有利于进一步研究病毒基因组的

功能、致病性、转录、复制、组装、以及病毒2介体2宿主三者之间基因互作机制。本文旨在

通过对 " 个 -MNO$ 中国分离物基因组片段 N= 的比较研究来了解其基因组成及编码特

性，为水稻抗病毒育种及其功能分析奠定分子基础。



! 材料和方法

!"! 材料

! 个 "#$%& 中国分离物分别采自浙江省兰溪市感病的水稻（’(() 年 * 月）和河北保

定市感病的小麦（’((( 年 + 月），采集的病株保存在 , )-.备用。

!"# 方法

!"#"! 病毒基因组提纯：参照 /0123 等［*］方法分别提取 ! 个 "#$%& 分离物的 24"56 总基

因组，并利用低熔点琼脂糖凝胶法分离基因组片段 $*。

!"#"# 24"56 的变性：分别取纯化的 ! 个病毒分离物的基因组片段 $* 约 !!7 溶于 !+!8
无菌水，加入 !+!8 %9$:（2;<1=>0? 4@?ABC;21）中，(+.加热 +<;D，然后冰浴 ’-<;D，再用 E 倍

体积乙醇和 ’F’- 体积乙酸钠（E<B?F8，GH+I!）沉淀，备用。

!"#"$ 基因组片段 $* 全序列克隆：（’）中间序列的扩增：首先根据已报道的 "#$%& 日本

分离物的序列设计引物 $*GJ’ 和 $*GJ!（表 ’），并利用这些引物合成 K%56，E*. 保温

L-<;D，K%56 合成后，加 ’!8 "5341H（!/F!8），再通过 MN" 纯化 O;=（PQ6RS5）去除引物和

小片段 K%56，并以此纯化的 K%56 为模板进行 MN" 反应扩增基因组片段 $* 的中间序列，

MN" 扩增反应条件均为 (T.变性 E-4，++.退火 E-4，*!.延伸 ’<;D，经 E- 次循环后 *!.再

延伸 ’-<;D。（!）两端序列扩增：根据自己测定的中间序列进一步设计引物 $*GJE 和 $*GJT
（表 ’），为了获得完整的末端序列，首先在变性的 $* 片段的两条 "56 链的两个 EUJ端连接

上引物 V><J’（表 ’）。为了防止引物 V><J’ 在随后的 24"56F%56 连接反应中自身环化，引

物 V><J’ 的 EUJ端被氨基化。!-!8 的连接反应体系中包括：’-/ WT"56 ?;7341（#;B?3X），!!7
24"56，!-- G<B? 引物 V><J’，+-<<B?F8 WY;4JHN?，GH*I)，’-<<B?F8 97N?!，’-<<B?F8 2;=>;B=>Y1J
;=B?，’<<B?F8 6WM，’-!7F<8 #$6，!+Z MSR )---，和 ’-/ "5341 抑制剂（R;X;KB），然后 E*.温

育 ’+<;D，"56FV><J’ 连接产物用 PQ6RS5 "51340 G?3D= <;D;[;= 纯化除去未连接的引物 V><J
’ 分子。然后以 V><J!（表 ’，与引物 V><J’ 序列互补）作引物，用 $@G1Y4KY;G= "1\1Y4 WY3DJ
4KY;G=341（9#Q）将 "56FV><J’ 连接产物逆转录成 K%56（方法按照商家的操作手册）。T!.
温育 L-<;D 后，加 热 到 *-. ’+<;D，终 止 反 应，然 后 置 于 冰 上 E<;D，加 ’!8 "5341 H

（!/F!8），E*.温育 !-<;D。再用 MN" R1? SC=Y3K=;BD O;=（PQ6RS5）纯化获得的 K%56 用作

MN" 扩增模板，引物 $*GJE 和 V><J!、$*GJT 和 V><J! 分别用来扩增 +UJ端和 EUJ端序列。MN"
扩增均为 (T.变性 E-4，L-.退火 E-4，*!.延伸 ’<;D，经 E- 次循环后 *!.延伸 ’-<;D。

表 ! 用于扩增 "#$%& $% 的引物

W3X?1 ’ MY;<1Y4 @412 ABY 3<G?;A;K3=;BD BA "#$%& 71DB<1 417<1D=4 $*

MY;<1Y MB4;=;BD $1]@1DK1（+U ^ EU） W<F. %;Y1K=;BD
$*GJ’ D=(!!J(T’ R6R NWN WWN W6R WW6 WWR NR +) _
$*GJ! D=’TL)J’T+- WRW N6N 6NN 6NW NWW NWN N +) ,
$*GJE D=’’E+J’’’L N66 R6W W66 RN6 R66 RR6 R6 +L ,
$*GJT D=’’)EJ’!-T 6WR 66W W6N 6NW WW6 RRW R6W N +) _
V><J’ M:TJNWN WWN NNN WNN NWN NWNJ5H! L-
V><J! R6R R6R RR6 RRR R66 R6R L-
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!"#$%#&#$’( 互为倒转重复序列外，在靠近末端处还存在另外 $ 对倒转重复序列 !"$%&##
（)*)+))*）和 !"#$,-&#$./（+0*0+0），这 # 对末端倒转重复序列，在其他的 1 个病毒分离

物中也存在，且均位于非编码区，二级结构预测表明它们正好形成发夹结构（资料未显

示），暗示了两个末端在病毒基因组的转录、复制、表达过程中存在着复杂的相互作用。

# 个中国分离物与 23456&日本分离物 4%、意大利 7256 4. 的全序列相比，在碱基点

突变中，其中大多数是同类碱基之间的转换（即 08*，+8)）（图 #9），这一特性可能与 :;2<0
复制有关，因为依赖 2<0 的 2<0 聚合酶（2<0&:=>=!:=!" 2<0 >?@AB=C9;=，2:2>）没有 1D—
,D的外切酶活性，便不能在复制过程中校正错误配对的碱基，而在 2<0 分子中，除了 08E，

*8+ 之间的正常配对外，*8E 之间也可能形成较弱的氢键配对，这样在转录和复制过程中

发生错误配对的碱基对中 *8E 占多数，从而导致了 *80，+8E 的突变较多，这种突变究竟

对病毒的进化有何意义尚待探讨。另外我们发现较多的突变发生在密码子的第 1 位碱基

上，因而多数情况下不引起氨基酸序列的变化，使病毒在进化过程中存在保持相对稳定

性。

对 23456&FG 4% 的两个 H2I 作密码子偏爱性分析，发现在第一个 H2I 中密码子 JK08
JK) 的使用频率高达 %,L；第二个 H2I 中，密码子 JK)8JK* 的使用频率也高达 %1L，而

23456&FM 4% 的 08) 含量为 ..L，在 23456&N=O 4% 中也发现类似的密码子使用特性。而

在其他水稻病毒中，如 256（CPQ= :R9CS TPCU;）基因组的 0 V ) 含量（,’L）以及利用密码子

JK0 V JK) 的频率（,%L）基本持平［$(］，这体现了两种水稻病毒在分子水平上的差异。

通过 / 个不同来源的病毒基因组片段序列比较可以看出，它们在基因组结构上非常

接近，其核苷酸和氨基酸水平上的同源性也较高，根据 23456 4% 两个 H2I 及 7256、H4&
56、<W26 相应的同源基因组片段的序列做进化树分析可以看出（资料未显示），1 个 234&
56 分离物和意大利 7256 应该是同一种病毒的不同地理小种［$$］。

23456 4% 第一个 H2I 编码的蛋白质已证实为病毒的非结构蛋白［$#］，第二个 H2I 编

码的蛋白质在病株和感染的介体昆虫体内尚未检测到它的存在，对它们的功能也一无所

知。在 23456 侵染的病株中，<?C"X=C! 杂交仅检测到全长的 4% B2<0，也就是说病株中不

存在亚基因组 4% B2<0（;UOY=!?BPQ 2<0），第二个 H2I 究竟是如何表达的，尚需要进一步

研究，但是 H2I# 在 / 个不同来源的病毒分离物中是保守的，暗示了它具有重要的功能，

没有检测到可能是由于其表达量极低以至于难以检测的缘故。根据真核细胞翻译双顺反

子 B2<0（:PQP;"C?!PQ B2<0）规律，第二个 H2I 可能通过重新启动机制（C=P!P"9"P?! B=QX9&
!P;B）［$1］或内部核糖体进入模式（"X= P!"=C!9@ CPO?;?B= =!"CA B?:=@）［$/，$,］。而无论采用哪一种

翻译方式，双顺反子的第二个 H2I 表达量都是极低的，尤其在植物中［$.，$%］。从启始密码

子的上下游序列来看，# 个中国分离物和 23456&日本分离物基因组 4% 以及意大利 7256
4. 的第一个 H2I 的 Z 1 和 V / 位置均分别是 0 和 *，与真核细胞核糖体翻译启始的最适

序列一致，表明了病毒对寄主的适应性；而第二个 H2I 的启始密码子上下游序列不符合

真核细胞核糖体翻译启始的最适序列，可能也是其表达量极低而难以检测到的原因之一。
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