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小西葫芦黄化花叶病毒分离物的 !"末端序列多态性研究

陈洁云 陈集双" 洪 健
（浙江大学生命科学学院 杭州 "1$$#:）

摘 要：研究了来自中国大陆 : 个小西葫芦黄化花叶病毒（DEF&）分离物的基因组 "G末端核

苷酸序列及所推导的外壳蛋白（HI）氨基酸序列以及 "G末端非编码区（J3K）序列，并与其它地

区所报道的 1% 个 DFE& 分离物进行了同源性比较。DEF& HI 基因核苷酸序列具有一定的寄

主相关性和地域相关性，但总体上其关联程度不明显；同时，HI 氨基酸序列的寄主适应性程

度明显高于地域相关性。#9 个 DEF& 分离物的 HI 氨基酸序列根据其变异程度分为 # 个区：

. 端约 !1 个氨基酸为高度变异区，HI 核心区和 H 端氨基酸序列为保守区。研究结果初步揭

示了 DEF& 作为单链 K.0 病毒通过与寄主相互作用而表现寄主适应性变异的趋势。
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小西葫芦黄化花叶病毒（!"##$%&% ’())*+ ,*-.%# /%0"-，DEF&）是马铃薯 E 病毒属（I’OP8
Q=R+S）的重要成员之一。自然条件下，DEF& 主要侵染葫芦科作物，通过蚜虫在不同植株之

间传播扩散，极少由种子传播［1］。根据近年来的研究结果，DEF& 为我国特别是浙江地区

葫芦科作物病害最主要的病毒之一，其引起的田间症状相当严重，明显影响了葫芦科作物

的产量和瓜蔬品质。

由于植物 K.0 病毒具有高变异性和容易受到环境影响的特点，很多病毒表现出基因

组序列的多态性，生物学特性也呈现不断变化的趋势，这一特点给病害防治带来了困

难［#］。DEF& 和其它 I’OPQ=R+S 的基因组 "G末端包括外壳蛋白（H’6O TR’O-=,，HI）基因和非编

码区（J3K），参与病毒的包装、运输、蚜虫传播等重要过程［"］，是显示 K.0 病毒的寄主和其

它环境适应性的分子基础。本研究通过对 : 个 DEF& 中国大陆分离物基因组 "G 末端的

基因克隆，以及与其它地区已报道的 1% 个 DEF& 分离物的序列多态性分析比较，以期明

确该病毒变异的规律，探索其基因组变异与寄主来源和地域差异的相互关系，为实现

DEF& 的有效控制提供理论依据。

# 材料和方法

#$# 毒原与试剂

用于本研究的 : 个 DEF& 中国大陆分离物毒原分别来源于浙江、北京、陕西、海南和

山东等地区自然感病的葫芦科作物。毒原经过 " 次单斑分离纯化后，在西葫芦上保存繁



殖。

用于分子克隆的 !"#$ %&’()* +’,-./ 购自 0/.1’2( 公司，3%&043 试剂盒、043 片段回

收试剂盒等分子生物学试剂均为 %(5(3( 公司产品。

!"# $%& 抽提和第一链 ’(%& 合成

病毒 367 制备采用本实验室方法制备［8］。以提取的病毒 367 为模板，在 9:;2.（<%）

引导下，参照试剂盒说明合成 ,=67 第一链。

!") *+$ 扩增

参照已发表的 >?$@ 序列（"’AB(AC 序列号 DEFEGH、=FEIF8 、7BHH8J8F、7BHH8J8H、

7KFLMIEH、7KFLMILI）设计合成 043 引物。GN 端引物 >K 位于 40 基因上游（6OP 基因 EN
端），EN 端引物 >3 与 EN&Q%3 互补。引物设计如下，>K：GN 77""7"7474（4%）"%（7"）7%&
"4%4 EN；>3：GN "%77"4%%7""4%%"47774"" EN。取 FH!D 逆转录产物为模板，用引物

>K、>3 进行常规 043 扩增。

!", 克隆、测序和分析

扩增产物经 043 回收试剂盒纯化后，按 0/.1’2( %&’()* 载体试剂盒说明进行连接反

应，转化到 ! R "#$% %"F 感受态细胞。在 DB 培养基上 EMS培养 FJT，挑取白色菌落，碱法

提取质粒 =67，经 043 扩增及 !"#3O 酶切鉴定重组质粒。

采用 B;2=*’ -’/1;A(-./ + LUH 测序试剂在 7BO 03OV$ EMM&IJ 型 =67 自动测序仪上进行

序列测定。用 =67V-(/ 软件分析获得的各病毒分离物基因组相应序列，并与美国、日本、

中国台湾等地区的 >?$@ 分离物进行核苷酸及氨基酸序列的同源性比较。

# 结果

#"! 序列分析

对阳性重组质粒的插入片段进行序列测定，确认其包括完整的 >?$@ 40 基因和 EN&
Q%3。获得的 I 个中国大陆分离物的 40 基因均为 WEMA-，分别编码 LMI 个氨基酸，EN&Q%3
大小（不包括 0.:*7 尾）为 LFH X LFFA-。采用 =67V-(/ 序列分析软件将所获得的序列与 FJ
个文献报道来源于不同地区、作物的 >?$@ 分离物进行同源性比较（表 F）。

#"# +* 基因核苷酸序列分析结果

LG 个 >?$@ 分离物 40 基因核苷酸序列的同源性介于 WFUMY X IIUJY之间，平均值

为 IFUEY。40 基因核苷酸序列变异具有一定的寄主适应性和地域相关性，但关联程度不

甚明显。只有中国台湾地区和美国分离物表现出一定的地域相关性，寄主相关性仅体现

于丝瓜、冬瓜分离物中。

#") +* 氨基酸序列分析结果

根据 40 核苷酸序列推导对应的氨基酸序列，LG 个 >?$@ 分离物 40 氨基酸序列的同

源性明显高于核苷酸序列的同源性，平均值为 IGUHY。从总体上分析，40 氨基酸序列与

病毒寄主来源有更紧密的相关性。根据不同分离物 40 氨基酸序列的变异程度，其可以

分为两个区域：6 端约 8F 个氨基酸为“高度变异区”，氨基酸的变异主要集中在该区域；

“40 核心区”及 4 端氨基酸序列为保守区，该区域序列保守性较高。为了更好地显示 40
氨基酸序列地域变异及其与寄主的关系，本文进一步分析了 40 氨基酸 6 端变异区与核
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表 ! 参与序列比较的 "#$% 分离物来源

!"#$% & !’% ()*+*,- (. /012 *-($"3%- .() -%45%,6%- 6(78")*-(,

分离物

9-($"3%-
国家或地区

:(5,3)*%- () )%+*(,-
作物

:)(8-
;%,<",= 登陆号

;%,<",= >(?
登陆作者

@53’()

A/BBC& :’*,"（A",+D’(5 /’%E*",+） !"#"$%&’( )*+#,(’( @FGHIGJI :’%, K C

CLB&MN :’*,"（C’",O*） -./&/#(+( ,&+0&1( @0BPGQBQ :’%, K C

<KB&CH :’*,"（<%*E*,+） ! ? )*+#,(’( @0BPGQBR :’%, K C

:LB&1J :’*,"（:*O* /’%E*",+） !"#")&+ ).2* @0BPGQ&B :’%, K C

S0B&CG :’*,"（S(,+T",+ /’%E*",+ ） ! ? )*+#,(’( @FGQNQJJ :’%, K C

A>B&<I :’*,"（A"*,",） - ? ,&+0&1( 3($ ? :’*%’U45" @FGQNQJH :’%, K C

CSBJMP :’*,"（C’",V(,+） - ? ,&+0&1( @FI&HIIJ :’%, K C

C0BJCQ :’*,"（C’",+T5 /’%E*",+） ! ? )*+#,(’( @FI&HIIB :’%, K C

><BJCR :’*,"（>*,+#( /’%E*",+） ! ? )*+#,(’( @FI&HII& :’%, K C

W9 F",6%（W%5,*(, 9-$",V ） X,=(Y, ZJRINR M*-$%) ; :

:5 [()%" !"#")&+ +(’&3"+ @FBNJI&Q 0((, K 0

:(, XC@（:(,,%63*653） !"#"$%&’( 0.0* SBBNRJ ;)57%3 W［I］

F$( XC@（F$()*V"） X,=(Y, S&HR&G \5%7"V" A

:"$ XC@（:"$*.(),*"） X,=(Y, ZH&HIB M*-$%) ; :

1 K"8", X,=(Y, @<BBGNG& ]’-’*7" [［N］

&NR K"8", X,=(Y, @<BBGNGB [5,V5 @ [［N］

!MU:0J :’*,"（!"*Y",） 4"55( #62&/1$&#( @F&JPRHB Z*, C C

!MU!>H :’*,"（!"*Y",） 4 ? #62&/1$&#( @F&JPRJR Z*, C C

!MU^!I :’*,"（!"*Y",） 7*)*$1&#( #,($(/’&( @F&JPRHG A5",+ : A

!MU>!& :’*,"（!"*Y",） ! ? +(’&3"+ @F&JPRHH Z*, C C

!MU!>1Z& :’*,"（!"*Y",） ! ? ).2* @F&JPRHJ Z*, C C

!MU!:& :’*,"（!"*Y",） !"#"$%&’( )(8&)( @F&JPRH& Z*, C C

C*, C*,+"8()% X,=(Y, @FB&GQ&& Z%% [ :

&B A5,+")T ! ? +(’&3"+ @KJI&IJP !(#*"- 9

>@! 9-)"%$ X,=(Y, 1HIBRI ;"$U], @

心及 : 端保守区的同源性。

&’(’! :^ 氨基酸 > 端序列分析结果：:^ 氨基酸变异区集中在 > 端前 G& 个氨基酸，聚类

分析结果基本上为两两聚合，不能获得明显的分组结果。JI 个分离物 :^ > 端氨基酸序

列的同源性在 G&_B‘ a &BB‘，平均值为 QB_P‘。此区不同分离物间的同源性差异很大，

如台湾黄瓜分离物 !MU>!& 与杭州南瓜分离物 A/BBC& 的同源性高达 &BB‘，而 !MU>!&
与法国分离物 W9 的同源性仅为 G&_B‘，该区域序列变化较大，其同源性超出种内保守性
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范围。

!"#"! !" 氨基酸保守区序列分析结果：!" 氨基酸保守区表现为明显的同源性分组趋势，

所有分离物的同源性在 #$% & ’((%之间，平均同源性为 #)*+%，有 ,- 对分离物组合的同

源性达到 ’((%。该区域的氨基酸序列同源性比较结果如图 ’ 和表 $ 所示。

图 $ !% 个 &’()分离物 *+ 氨基酸核心区及 *端序列的遗传关系树状图

./01’ 2345670689 7: 0343;/< 63=8;/74>?/@> 89740 <34;36A630/74 845 ! ;369/48= 7: !" 7: $B CDEF />7=8;3>

根据聚类趋势和限定同基因型内各成员之间的序列同源性在 #B%以上，包括 # 个中

国大陆分离物在内的 $B 个分离物可以分为 B 个基因型。其中，分离物 ’G#、HIA!D$、

JC((K’、HIAHL,、HIA"HB、HIAHLEM’、HIAH!’ 组成!型，基因型内同源性为 #-*)% &
’((%，平均为 ##*)%。分离物 KN(’IG、K2($I)、OP 和 K/4 组成"型，"型内的同源性为

#B*(% & ##*G%，平均为 #G*B%。分离物 QR(’K,、LSH、’(、E、!8=、!74、LQ($K#、KD($K-、

!N(’E$ 与分离物 HIALH’ 组成#型，该基因型内分离物之间的同源性为 #-*)% & ’((%，

平均为 ##*-%，组内除 QR(’K, 与 HIALH’ 外，其余 - 个分离物间的同源性均达到 ’((%。

分离物 .=7、JL(’QB、2D(’K+ 形成$型，基因型内的同源性在 #-*)% & ##*G%之间，平均为

##*$%。分离物 !T 与其它分离物的同源性均低于 #B%，形成独立的 F 型。

从病毒的地域相关性分析，在中国台湾分离物上表现较为明显，除 ’ 个中国台湾分离

物 HIALH’ 属于#型，其余 B 个中国台湾分离物都属于!型。中国大陆 # 个分离物以及

来自浙江省 B 个分离物在分组上均比较离散。$ 个美国分离物 !74 与 !8= 同属于#型，分

离物 .=7 属于$型。两个日本分离物 ’G#、E 分别属于 P 型和#型。

!" 保守区氨基酸序列的分组结果表现出相对较高的寄主适应性。两个冬瓜分离物

K2($I)、KN(’IG 同属于基因型"，两个丝瓜分离物 HIA!D$、HIAHL, 属于!型。南瓜分

离物中 LQ($K#、KD($K-、QR(’K, 属于#型，同源性高达 ##*G% & ’((%，但其余两个分离物

2D(’K+、JC((K’ 分别属于$型和!型。黄瓜分离物 HIALH’、’( 属于基因型#，另一黄瓜
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分离物 !" 形成独立的基因型：# 型。甜瓜分离物 $%&$’()* 与 !+,*(- 分别属于!型和

"型，这可能与甜瓜繁多的品种有关。

!"# $%&’() 核苷酸序列分析结果

-. 个 /0(# 分离物的 12&3$4 长度不一，主要在 -,5 6 -**78 之间，而分离物 49 全长为

-:.78，在靠近 3$4 .2 端有 1 个短序列的连续插入。

12&3$4 的序列变异没有表现明显的分组规律。所有分离物的同源性基本上在 5,;
以上，平均值为 5.<.;，高于 != 核苷酸序列的平均同源性和 != 氨基酸序列的平均同源

性，但低于 != 保守区的同源性。12&3$4 序列的地域相关性与寄主适应性表现均不明显；

3$4 序列的变异与 != 基因序列没有明确的对应关系。

$ 讨论

前人研究中根据氨基酸残基所处的空间结构，将 =>8?@AB"C 的 != 氨基酸分为 ’ 端（约

:* 个氨基酸，暴露于粒子表面）、核心区（与病毒粒子形成具有密切关系）和 ! 端（约 -, 个

氨基酸，暴露于粒子表面）1 个功能区［D 6 E］。本研究结果显示：/0(# != ’ 端氨基酸同源性

较低，变化较大，一些分离物之间同源性低于 .,;，超出种内氨基酸同源性的范畴，而不

同来源的个别分离物组合的同源性却达到 *,,;。因此，选择 != 可变区作为基因型分组

的区域，显然容易受到高突变率的影响。)A7 等［5］对来源于不同地区的 ** 个 /0(# 分离

物进行了 12末端序列的多态性研究，并将其分为 : 个不同的基因型（FG7>8?HG）。该研究主

要强调了 != 可变区与地域来源的关系，而且没有直接显示 /0(# 的寄主来源与基因型差

别的联系。本研究根据更多分离物的比较结果显示 != 可变区序列既不能反映该病毒的

地域相关性，也不能显示其寄主适应性。

本研究表明来自世界各地的 /0(# != 保守区序列与寄主来源的相关性高于地域相

关性。此结果在一定程度上说明了 /0(# 作为单链 4’I 病毒，在不同寄主上通过基因组

序列的突变和群体筛选，快速适应寄主———病毒作用的分子机制，从而产生适应性变异的

可能性；同时，由于世界大部分地区存在多种葫芦科植物混合栽培和病毒在不同作物之间

交互侵染的现象，因此，其序列变异和同源性与地域相关性的程度相对较弱。我们在研究

同样是 =>8?@AB"C 的芜菁花叶病毒（$"(#）时，发现其序列变异既有寄主适应性因素，也有

地域相关性因素的现象［*,］。由此可见，=>8?@AB"C 通过基因组 4’I 的快速突变适应寄主关

系的现象比较普遍。

致谢 感谢东南大学生物医学工程系孙啸教授、傅静同学在序列同源性分析过程中给予

的协助。
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R;/@G<+,> 4+;,N! ! "#$ %&’()，$’SS，%&："H#% ( "H$# !
［ S ］ LB,M:2 7 7，L/+<M. R T，U+26@ L V，#, -) ! UB. 8 23= P /.+-<3< ;A /B. 6;2/ N+;/.<3 ;A R;/@G<+,> 2+. >,+A26.D:;62/.= 23= /B.

8 /.+-<3,> 6;3/2<3> /B. -2W;+ G<+,>D>N.6<A<6 .N</;N.>! ! "#$ %&’()，$’SS，#%&：$&’H ( $)#S!
［ ’ ］ V<3 L L，X;, 0 1，Y.B L 7! X./.+;=,N:.Z -;Q<:</@ 23= >.?,.36. 232:@>.> A;+ 2>>.>>-.3/ ;A G2+<2Q<:</@ ;A E,66B<3< @.::;F -;D

>2<6 G<+,>! %&’()(./，"###，&’（%）：""S ( "%)!
［$#］ KB>B<-2 J，Y2-24,6B< Y，X<+;/2 0，#, -) ! T;:.6,:2+ .G;:,/<;3 ;A U,+3<N -;>2<6 G<+,>：.G<=.36. ;A B;>/ 2=2N/2/<;3，4.3./<6

+.6;Q<32/<;3 23= 4.;4+2NB<62: >N+.2=! "#$#’-) %&’()，"##"，()（)）：$)$$ ( $)"$!

*+,-+./+ 012+34156 78 59+ %C :.; <+.7=+ 873
>-//91.1 ?+@@7A B74C1/ D13-4 E47@C5+4

PB.3 O<.@,3 PB.3 O<>B,234! X;34 O<23
（0-+1),/ (2 3&2# 4+&#$+#5，67#8&-$. 9$&:#’5&,/，;-$.<7(1 %$##"’，=7&$-）

FG453C/5：UB. N+.>.3/ >/,=@ 232:@[.= /B. %C .3= >.?,.36. ;A 3<3. -2<3:23= <>;:2/.> ;A E,66B<3< @.:D
:;F -;>2<6 G<+,>（EYT\）4.3;-. <36:,=<34 /B. 6;2/ N+;/.<3（PR）4.3. 23= %C .3= ,3D/+23>:2/.=
+.4<;3（]U0）! KQ/2<3.= >.?,.36. =2/2 F2> 6;-N2+.= F</B N+.G<;,>:@ +.N;+/.= >.?,.36.> ;A $I
EYT\ <>;:2/.> A+;- ;/B.+ +.4<;3> ;A /B. F;+:= ! ^3 2 6.+/2<3 =.4+..，><-<:2+</@ ;A 3,6:.<6 26<= >.D
?,.36. A;+ PR 4.3. F2> A;,3= Q.<34 +.:2/.= F</B /B. B;>/ ;+<4<3 23= 4.;:;4<62: =<>/+<Q,/<;3，Q,/ 3;/
G.+@ ;QG<;,> ! L<-<:2+</@ ;A /B. PR 2-<3; 26<= >.?,.36.> =.=,6.= A+;- 3,6:.<6 26<= >.?,.36.> ;A /B.
") EYT\ <>;:2/.> +.26B.= 2 B<4B.+ >.?,.36. ><-<:2+</@ 23= 2 6:.2+.+ +.:2/<;3>B<N /; /B. B;>/ ;+<4<3>
/B23 /; /B. 4.;:;4<62: =<>/+<Q,/<;3> ! 966;+=<34 /; </> G2+<2/<;3，/B. 2-<3; 26<= >.?,.36. ;A EYT\
PR F2> =<G<=.= <3/; /F; N2+/>———“/B. B<4B G2+<2Q:. +.4<;3”6;3/2<3> 2Q;,/ &$ 2-<3; 26<=> 2/ </> 8
.3=，FB<:.“/B. 6;3>.+G2/<G. +.4<;3”<36:,=.> PR 6;+.D+.4<;3 23= P /.+-<3< 2-<3; 26<=> ! K,+ +.D
>,:/> >B;F.= /B2/ /B. /+.3= ;A EYT\ G2+<2/<;3 A;+ </> +2N<= 2=;N/<;3 A;+ A</3.>> ;A /B. .6;:;4<62: 6;3D
=</<;3，.>N.6<2::@ /; B;>/ <3/.+26/<;3 Q@ -,/2/<;3 ;A </> 4.3;-<6 089!
H+6 A73;4：E,66B<3< @.::;F -;>2<6 G<+,>，L.?,.36.，L<-<:2+</@ 2:<43-.3/，P;3>.+G2/<G. +.4<;3 ;A
PR，*.3;-<6 -,/2/<;3 6;++.>N;3=.3/ /; B;>/ ;+<4<3

1;,3=2/<;3 </.-：PB<3.>. 82/<;32: R+;4+2-> A;+ B<4B U.6B3;:;4@ 0.>.2+6B 23= 7.G.:;N-.3/（"##"99"&$"$）；PB<3.>. 82/<;32:

82/,+2: L6<.36. 1,3=（%#"H#H&&）

!P;++.>N;3=<34 2,/B;+ ! U.:_12Z：SID)H$DSI’H$)SI；；‘D-2<:：--:2Qa [W,! .=,! 63

0.6.<G.= =2/.：#’D"#D"##"
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