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摘 要：克隆和测定了我国水稻条纹病毒（HI’）$$ 个分离物 H1J! 基因间隔区（KD-/0L/D=, 0/6
L=(D，KH）序列，序列比较结果表明，我国 HI’ H1J! KH 在长度上存在 5"!.M、5#!.M 及 2"$.M " 种

不同的类型，其中 " 种不同类型的序列在云南省均有存在，而在其它省份仅存在 5#!.M 类型

的序列，云南省还存在不同片段类型序列在同一分离物中混合侵染的现象。序列内部具有两

个重要的结构特征，一是具有插入序列；二是有两处反向重复序列，可形成两个明显的发夹结

构，其中一个序列比较保守，形成的发夹结构稳定；但另一个发夹结构由于碱基变异导致其稳

定性在各个分离物中差异较大。本论文还讨论了插入片段特性、不稳定的发夹结构的形成最

低自由能及病毒致病性分化的关系。
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由水稻条纹病毒（H=,/ O-0=M/ P=0BO，HI’）引起的水稻条纹叶枯病是当前我国水稻上的

一种分布广、危害大的重要病毒病，分布于我国 &5 个省市［&］。&772 Q $%%$ 年的实地调查

表明，该病目前在江苏、河南、山东、云南、北京、辽宁、河北等省市的一些地区仍发生十分

普遍［$］。

HI’ 是纤细病毒属（3/DB=P=0BO）的代表成员，由介体灰飞虱（ !"#$%&’(") *+,-"+%&&.*）以持

久性方式经卵传播［"］。HI’ 具有独特的基因组结构和表达策略，是研究植物病毒与寄主

和介体互作及协同进化机制的模式对象。日本 3 分离物的全序列已测定，基因组全长为

&2&!#.M，由 ! 种单链 H1J 组成，除 H1J& 采用负链编码外，H1J$ Q H1J! 皆采用双义（J<6
.=O/DO/）编码策略［"］。其中，H1J! 的毒义链（’=09)6O/DO/ O-09DC）上的 +H8 编码 $%N# RS 的

病害特异性蛋白（S=O/9O/ OM/,=@=, M0(-/=D，IT），与病毒的致病性相关［!，#］；毒义互补链（’=09)6
,(<M)/</D-90G O-09DC）上的 +H8 编码 "$N! RS 的 1IP,! 蛋白，可能参与了病毒的胞间运

动［5］。两个 +H8 间是一段非编码的基因间隔区（KD-/0L/D=, 0/L=(D，KH），KH 内存在 U 和 J 碱

基富集带及可能的发夹结构，KH 的发夹结构可能具有终止 <H1J 转录及保持 OOH1J 稳定

性的作用［2 Q 7］，且还有可能在病毒复制和转录的转换过程中起到调控作用［&%］。

HI’ 及其介体的广泛分布以及广泛的寄主范围极可能导致其丰富的遗传多样性。本

研究对有代表性的病害常发区云南、辽宁、北京和山东，病害偶发区福建、上海以及病害暴



发区江苏、河南等地分离的病毒分离物的 !"#$ %! 片段序列进行系统分析，以期为进一步

研究病毒的演化规律及其可能调控策略打下基础。

! 材料和方法

!"! 病毒分离物

分别采集了福建龙岩，云南昆明、大理、保山、楚雄、江川、宜良、富民，上海嘉定，江苏

洪泽与淮安，山东济宁，河南原阳与开封，北京双桥和黑庄户，辽宁盘锦与大洼等地有代表

性的 !&’ 病株，经 ()%&# 检测为阳性结果后将病叶保存在 * +,-冰箱中。另一部分病株

经无毒昆虫饲毒接种分离纯化后，依病株产地分别得到 .. 个分离物，保存于粳稻品种合

系 .+、台农 /0 上（表 1）。

表 ! 本研究 #$% 分离物来源

23456 1 &789:6; 7< !&’ =;753>6; 8;6? =@ >A6 ;>8?B

%;753>6 C67D93EA=:35 79=D=@ F639 7< =;753>=7@ !=:6 G39=6>=6;

HI H7@DJ6 K=3@D;8 .,,1 +1/L.

H# H83=3@ K=3@D;8 .,,1 M8B8N=@D O

P& P37;A3@ F8@@3@ 1LL+ K=@DD87 L.

QR1 QA8S=7@D F8@@3@ .,,, QA8N=@D O

QR. QA8S=7@D F8@@3@ .,,1 H6S= .+

T) T35= F8@@3@ .,,1 T=3@S= $

FR F8S= F8@@3@ .,,1 H6S= ;69=35

KQ K=3@D:A83@ F8@@3@ .,,1 H6S= ;69=35

F) F=5=3@D F8@@3@ .,,1 H6S= ;69=35

HU H8V=@D F8@@3@ .,,1 H6S= . * $$

WU1 W8@V=@D F8@@3@ .,,. H6S= . * $$

WU. W8@V=@D F8@3@ .,,, H6S= . * ..

XK1 X3@N=@D )=37@=@D 1LL+ 5=37N=@D Y

TM T3Z3 )=37@=@D .,,1 X3@N=@D Y

XK. X3@N=@D )=37@=@D .,,1 X3@N=@D 1

PK1 P6=N=@D 1LL+ [8B86

PK. P6=N=@D .,,1 \=8D83@D

K" K=@=@D &A3@?7@D .,,1 I37<6@D L

KT K=3?=@D &A3@DA3= .,,1 L+11,

)F )7@DB3@ [8N=3@ .,,1 [8B781Y+

W[ W3=<6@D H6@3@ .,,. F83@B78 /

FF F83@B3@D H6@3@ .,,. L,.$0

!"& 试剂

!"# T"# 聚合酶、?"2X、核酸标准分子量（!T"#] $%&!" ^ ’()?#）、U_U8)’ 反转录
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酶、!"#$%& !"’ 提取试剂盒等均购自上海生工生物工程技术服务有限公司；()’*+ )) ,-.
*/01#20%3& 4%0 为 ()’,*" 公司产品。其余试剂为国产分析纯或化学纯。

!"# 病叶总 $%& 提取

病叶总 !"’ 提取方法参照产品说明。

!"’ $()*+$
根据 4#560#&% 等［7］报道的 !89 : 分离物 !"’; 的基因序列，设计一对用于扩增 !"’;

)! 的寡聚核苷酸引物，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，序列如下：<=：>?
@@’’@@A@AA@A’@’@’’,’@ B?（与 !"’; >?端 >CD E >7D FG 相 对 应）；<H：>? ,A’,,AI
,’,’A’’@@’,AA@@ B?（与 !"’; >?端 =HJ7 E =HH7 FG 互补）。反转录程序如下：取总 !"’
>!K，B?端引物 =!K（=JGL3.MK），NNOHP ;!K，Q>R下变性 =J L%&，冰上 > L%&，再依次加入下

列试剂，> S :I:6K9 反转录酶缓冲液 >!K、N"A< =!K（=JLL3.MK）、!"#$%&（;JTM!K）=!K、:I
:6K9 反转录酶（HJTM!K）=!K、NNOHP D!K。BDR水浴 = U，Q>R灭活 > L%&，V HJR保存备

用。<@! 扩增是在 H>!K 反应体系中进行，包括 H!K 反转录产物，各 HW>!K（=J GL3.MK）的 >?
端和 B?端引物、JW>!K N"A<（=JLL3.MK）、HW>!K =J S 缓冲液、=B!K NNOHP =W>!K（H> LL3.MK）

:X@.H、JW>!K（;TM!K）!"# Y"’ 聚合酶。扩增条件：Q;R ; L%&；Q;R = L%&，BDR H L%&，

DHR H L%&，共 BJ 个循环；DHR =J L%&。

!", 测序和序列分析

采用 ()’Z6%25 ,-. */01#0%3& 4%0（()’,*"）进行目的片段纯化，纯化产物直接测序。

Y"’测序由上海基康生物技术有限公司进行。U00G：MM[[[\ &2F% \ &.L\ &%U \ X3]MF.#$0、!"’
N1#[（O%0#2U%，=QQJ）和 Y"’:’"（K^&&3& _%383‘0，=QQ; E =QQ7）等软件进行序列分析。

- 结果

-"! 各分离物同源性比较

分析结果表明，我国 !89 !"’; )! 序列长度有 C>; FG、CB; FG 及 DBH FG B 种类型，其中

长度为 CB; FG、DBH FG 的类型仅在云南 !89 分离物中发现。结合已报道的 !89 云南

a［==］、日本 A 和 : 分离物［D，7］!"’; )! 序列，H> 个 !89 !"’; )! 序列同源率在 7Bb E
=JJb之间（表 H）。其中，上海 cY 与江苏 Od 分离物序列一致，河南 aa 与 4e 分离物序列

一致，其它分离物间的序列各不相同。云南 ; 个 DBH FG 类型分离物间的同源率在 Q>b E
Q7b之间，与其它两种类型分离物间均仅有 7Bb E 7>b的同源率；云南 C 个 CB; FG 类型分

离物间的同源率在 Q>b E Q7b之间，与 =B 个 C>; FG 类型分离物之间的同源率在 7Qb E
QBb之间；C>; FG 类型分离物在各个省份均有分布，其同源率在 QJb E =JJb之间，其中北

京 _c=、辽宁 <cH 与福建 Ka B 个分离物间的同源率均为 QQb，辽宁 <c=、北京 _cH 两个分离

物间同源率为 Q>b，病害暴发区中的江苏、河南 ; 个分离物间的同源率均为 Q>b，其余各

分离物间的同源率都在 Q>b 以下，特别是北京 B 个分离物间、辽宁两个分离物间的同源

率均仅为 QJb（表 H）。B 种不同类型的分离物在云南省共存的现象表明了云南 !89 自然

种群遗传多样性较为复杂，变异程度较高。另外，云南部分地区 !89 还存在不同类型片

段在同一分离物共存的现象，其中，多数是 CB; FG 和 C>; FG 两种类型在同一分离物中共

存，少数是 CB; FG 和 DBH FG 两种类型以及 C>; FG 和 DBH FG 两种类型在同一分离物中共
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存，没有 ! 种不同类型片段在同一分离物中出现的现象。这些结果暗示云南 "#$ 分离物

还存在复合侵染（%&’() &*+(,-&.*/）现象。

表 ! "#$各分离物 "%&’ ("核苷酸序列同源性（)）

0123( 4 5(6,(*-17( *8,3(.-&)(/ /(98(*,( &)(*-&-: .+ ";<= >" 1?.*7 4! "#$ &/.31-(/（@）

AB= 2C A!= 2C D!4 2C

EFG EF4 5FG HI 5F4 F; JJ K< KL MJ E# JN 0 ONG ON4 HM K% P%G % JM FO P%4 J

EFG GQQ R! R= RG RR RG RQ RQ RR RR R4 R4 R4 RQ RG SR RQ SR SR S! S! S= S=

EF4 RB R4 R! R! R4 RG R4 R= R! R= R= RG R4 RQ RG RG RG S= S= SB SB

5FG RG R= R4 RQ RQ RG R= R! R= R= RQ RG RQ RG RG RQ S= S= S= SB

HI RG R! RB RG RB RG RG R4 RG RQ RG RQ RQ RG SR SB SB SA SB

5F4 RG RQ RQ RQ RR R4 R4 R4 RQ RG SR RQ SR SR S! S! S= S=

F; R4 RG R! R4 RG R4 R4 RG R4 RG RG RG RG SB S= S= SB

JJ RG RB RQ R4 R4 RQ RQ RG RQ RG RQ SR SB SB SB SB

K< RG RQ RQ RG RQ R! R= R4 R! R! R4 S! S! S! S=

KL RG RG R4 RG RQ R4 RG RG RG RQ S= S= SB SB

MJ R4 R! R! RQ RG SR RQ RQ RQ S! S! S= S=

E# RS R! RG RG RQ RQ RQ RQ S! S! S! S!

JN R= RG R4 RG RG RG RG S! S! S= S=

0 RQ RG SR RQ RQ RQ S= S= SB SB

ONG RA RA RS RB RB S= S= S= SB

ON4 RD RA RA RA S= S= SB SB

HM RA RB RB S= S= S= SB

K% RB RB S= SB SB SB

P%G RB S= S= S= SB

% S! S! S= SB

JM RS RB RB

FO RA RA

P%4 RS

J GQQ

!*! "#$ "%&’ (" 结构特征分析

>" 序列内部具有两个重要的结构特征，其一是具有插入序列，相对于 A 个 A!= 2C 类

型分离物，G! 个 AB= 2C 类型分离物都有一段长 GR *- 的插入序列，这段插入序列比较保

守，各分离物之间仅有 G T 4 个碱基的差异（图 G）。D!4 2C 在这段区域内的插入序列长达

GQ! *-，这段插入序列高度保守，= 个分离物仅 J 分离物有一个碱基的差异。E31/- 分析结

果表明，这些插入序列和已有的病毒序列并没有任何相似性，但是 GR *- 插入片段中第 =
T GR 个碱基（BUV<W<<<O<0W<W<W0<V!U）与小麦 ,H;< 文库中的一段序列（W(*E1*X 登录

号为 EY=GAG=D）基本上是一致的，GQ! *- 的插入片段中第 4R T =S *- 序列（BUV<W<<00WOO00V
WW0W00<0 V!U）与大麦 ,H;< 文库中的一段序列（W(*E1*X 登录号为 EY=4QADA）是一致的（图

G）。
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图 ! "# 个 $%& 分离物 $’() *$ 部分序列的多重序列比较

!"#$% &’"#()*(+ ,- ./0+"/’ (12’*,+"3* 4*51*(2*4 ,- 67&8 "(+*0#*("2 0*#",( ,- 9: "4,’/+*4 ,- 6;<
!：;/)* (12’*,+"3*；= ：>"44*3 (12’*,+"3*；;"(#’* 1(3*0’"(*4 "(3"2/+* +?* (12’*,+"3* .,4"+",(4 ,- .0*3"2+*3 4+/@’* ?/"."( 4+012+10*$

%ABB 期 魏太云等：水稻条纹病毒 67&8 基因间隔区序列分析———混合侵染及基因组变异证据



其二是具有发夹结构特征，!" 序列内含有几个 # 和 $ 碱基富集区，其中有两处是反

向重复序列。"%$ 二级结构预测表明，这两处重复序列都能形成发夹结构。序列分析结

果表明，各分离物在图 & 中划线处有一段长 ’( )* 的片段序列高度保守，除 +$ 分离物有 ,
个碱基差异、, 个 -,’ ./ 类型分离物有两个碱基缺失外，各分离物在这段的序列完全一

致，且能形成最低自由能（!0）相对较低的发夹结构，其中 +$ 分离物发夹结构的!0 为 1
&234&56，有两个碱基缺失的 , 个 -,’ ./ 类型分离物发夹结构!0 为 1 &334356，其它分离物

形成发夹结构的!0 均为 1 &,34, 56（图 3）。因此，微小的变异总体上并没改变各分离物

在这段序列所形成的发夹结构的稳定性。

另外，3, 个分离物都能在插入序列后 -2 个碱基范围内形成一个稳定性各不相同的

发夹结构，其中 7,3 ./ 类型的云南 89 分离物形成发夹结构!0 最高，为 1 &4, 56，日本 :

图 ! "#$% 基因间隔区 & 个预测的

稳定的发夹结构
;<=>3 :?@AA /@AB<C*AB D*E.FA ?E<@/<) D*@GC*G@AD

<) "%$’ <)*A@=A)<C @A=<H)
E> :?A ?E<@/<) D*@GC*G@A HI *?@AA -,’ ./ *J/AD <DHFE*AD K<*? *KH
BAFA*<H)D；.> :?A ?E<@/<) D*@GC*G@A HI +$ <DHFE*AD K<*? *?@AA
.EDAD LE@<E*<H) ；C> :?A DEMA、D*E.FA ?E<@/<) D*@GC*G@AD EMH)=

&( <DHFE*AD；!0：:?A FHKAD* I@AA A)A@=J>

分离物形成发夹结构!0 最低，为 1 3N4-
56。一般而言，发夹结构!0 越低其稳定性

越高。这表明 : 分离物在这一区段形成的

发夹结构最稳定，而 7,3 ./ 类型的 89 分离

物形成的发夹结构最不稳定；进一步分析

表明，’ 个 7,3 ./ 类型分离物形成的发夹

结构!0 一般都较高，平均为 1 ,4’ 56，暗

示这 ’ 个分离物在这一区段形成的发夹结

构很不稳定；- 个 -,’ ./ 类型分离物发夹

结构!0 平均为 1 &24& 56，最高为云南 9O&
分离物，为 1 &47 56，最低为云南 +P 分离

物，为 1 &Q4& 56；&, 个 -N’ ./ 类型分离物

发夹结构的!0 平均为 1 &(4, 56，最高为 1
Q4’ 56（福建 RS、山东 8% 分离物），最高为

1 3N43 56（日本 : 分离物），其中有 ( 个分

离物发夹结构!0 为 1 3,4( 56左右，有 ’ 个

分离物发夹结构!0 在 1 &24N 56左右，表

明这 &, 个分离物在这一区段所形成的发

夹结构的稳定性相对较高。

!’& 纤细病毒属病毒 "#$% (" 同源性分析比较

与 "TU 同属的其它成员还有玉米条纹病毒（PE<VA D*@</A L<@GD，PT/U）、水稻草矮病毒

（"<CA =@EDDJ D*G)* L<@GD，"0TU）、水稻白叶病毒（"<CA ?H6E .FE)CE L<@GD，"+WU）、稗草白叶病毒

（XC?<)HC?FHE ?H6E .FE)CE L<@GD，X+WU）和 尾 稃 草 白 叶 病 毒（#@HC?FHE ?H6E .FE)CE L<@GD，
#+WU）［&3］。分析结果表明各成员 "%$’ !"（"0TU 为 "%$- !"）序列在长度上各不同，最长

的是 "0TU，为 (&,)*，最短的是 #+WU，为 ,(’)*。其中，"0TU 已有 , 个分离物全长序列登

录 0A)WE)5，这 , 个分离物 "%$- !" 的同源率在 (’Y Z ((Y之间。进一步分析表明纤细

病毒属成员间的 "%$’ !"（"0TU 为 "%$- !"）同源率在 ,,Y Z N&Y之间。其中，与 "TU 亲

缘关系最近的 PT/U 同源率为 ’7Y；亲缘关系最为接近的 "+WU、X+WU、#+WU 之间的同
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源率均为 !"#左右，而与其它 $ 种病毒的同源率较低，在 %%# & %’#之间；()*+ 虽然与

其它成员间的亲缘关系较远，但与其它 ! 种病毒间的同源率均为 $$#左右。这个结果表

明，由于纤细病毒属 ,( 变异较大，并不适合用于病毒系统进化的依据，但在一定的范围

内，可作为一种借鉴。由于 ,-.+ 第 / 次报告已将 ,( 序列 ’"# 的同源率作为纤细病毒属

病毒种间分类标准［01］，因此，本研究分析的各分离物都属于 (*+ 不同的分离物，并不属于

不同的病毒种。

! 讨论

纤细病毒属病毒分类一般是根据编码区序列，如 (231 编码的 4$ 56 蛋白基因和外

壳蛋白（-789 :;79<=>，-?）基因等［01］。由于 (*+ (23$ ,( 在长度上各不相同，且各分离物

间序列变异较大，并不适合用于 (*+ 系统进化关系研究。对纤细病毒属各成员的 (23$
（其中 ()*+ 为 (23’）,( 进行比较结果也表明 ,( 不适合于病毒种间分类的依据。

序列分析结果表明我国 (*+ 云南分离物变异类型较为复杂，而云南以外的分离物变

异类型比较单一。由于云南省存在独特的生态条件和丰富的生物多样性，加上各地区间

的水稻品种布局、种植结构及气候条件相差甚大，这些因素都造成了在复杂的生态环境

下，(*+ 与植物寄主及介体灰飞虱在长期的协同进化过程中遗传变异相对较高。

@A8B9 分析结果暗示了插入片段很有可能是病毒直接从寄主（大、小麦）基因组中通过

重组（(<C7DE=>89=7>）获得的。28FG 等［0%］在对雀麦花叶病毒（@;7D< D7B8=C H=;IB，@J+）重

组的一系列重要研究中发现，一个有效的同源重组热点（K79LB:79）应包括下游的 3M 碱基

富集区和上游的 )- 碱基富集区，3M 区是中心区，而 )- 区是加强区。令人感兴趣的是，

在 (23$ ,( 内同样存在类似的 3M 和 )- 碱基富集区，因此，(*+ (23$ ,( 很可能是发生

重组的热点区域。由于病毒基因组结构较为简单，其复制需寄主成分参与，当病毒在不同

寄主内繁殖、复制时，很有可能获得寄主的基因组成分。本研究结果暗示了，(*+ 在大麦、

小麦及水稻等寄主体内反复复制传代时，很有可能由于病毒不断适应不同的寄主而导致

病毒基因组发生变异的情况，如插入一段寄主的序列，即发生了病毒与寄主间的重组。

结果表明，各分离物 (23$ ,( 序列碱基变异较大，同源性不高，在 3M 碱基富集处可

形成两个发夹结构，其中一个序列比较保守，形成的发夹结构稳定（平均!) 为 N 01" 5O），

插入或缺失并没改变其稳定性；但另一个由于碱基变异导致其所形成的发夹结构的稳定

性在各个分离物中差异较大，我国 (*+ 各分离物这段序列所形成的发夹结构中，/%1 E:
片段发夹结构最不稳定（平均!) 为 N PQ$ 5O），’!$ E: 片段发夹结构最为稳定（!) 平均为

N 04Q% 5O），而 ’%$ E: 分离物的稳定性次之（!) 平均为 N 0"Q05O）。这些发夹结构最可能

的功能是对间隔区两旁基因编码区转录终止及 BB(23 稳定性起到调控作用，从而影响病

毒的生物学性质。因此，从某种角度上，应该是这种复杂的结构而并非核苷酸序列本身是

参与病毒功能的重要因素。当然，稳定性较高的发夹结构的高度保守性最有可能是由于

其在调控功能上的重要性，在病毒与寄主互作过程中所受到的负选择（2<F89=H< <RR<C9）压力

限制较高所致的。

初步实验结果表明 044P 年分离的我国 (*+ @S0、?S0、TU 及 S2 $ 个分离物之间存在致

病性差异，其中 @S0 和 ?S0 分离物致病性最强，TU 分离物次强，而 S2 分离物致病性最
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弱［!"］。进一步分析结果表明，各分离物的致病性差异与不稳定的发夹结构间似乎存在某

种相关性。如在这 " 个分离物中，#$! 和 %$ 分离物稳定性相似（!& 分别为 ’ (")" *+、
’ (,)! *+），$- 分离物最不稳定（!& 为 ’ .)" *+），/0 分离物稳定性次之（!& 为 ’ !!). *+）。

因此，各分离物的致病性差异似乎与其发夹结构的稳定性成正相关关系，即其发夹结构的

稳定性越强，致病性也越强，反之亦然。123 1-4" 51-4 上的 617 所编码的 2% 被认为是

一种与病症有紧密相关的蛋白，是否可以认为各个分离物正是通过这种稳定性不同的发

夹结构影响 81 两旁 617 的转录终止及 991-4 的稳定性，进而导致其生物学性状特别是

致病性差异呢？这是值得进一步研究的地方。
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