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摘 要：通过体外转录方法，将大小分别为 .3C;@ 和 .2";@ 的 # 个黄瓜花叶病毒（FB9B7E1+ 7&=8,9 G,+B=，FH%）的卫星

I-) J, 和 J;= 共同与不含卫星的辅助病毒株 FH%4F-8 进行假重组，接种 FH% 系统寄主心叶烟。结果表明：在接种

"A 的接种叶上同时检测到卫星 I-)4 J, 和卫星 I-)4J;=；在系统叶上，接种 "A 和 5$A 亦可同时检测到 # 株卫星；但

接种 5"A，在系统叶组织中只检测到卫星 I-)4J,。再将接种 "A 的接种叶扩大接种到几种不同的指示植物后，经

A=I-)抽提，也只获得 5 条与卫星 I-)4J, 大小相符的条带。通过假重组病毒株中分别获得卫星 I-) 并测序，确定

# 个卫星 I-) 的序列没有变化。卫星 I-)4J;= 和 J, 在辅助病毒 FH%4F-8 作用下，表现出明显的竞争性，它们在辅

助病毒中不能形成稳定的共存关系。
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黄瓜花叶病毒（!"#"$%&’ $()*+# ,+’")，FH%）的卫

星 I-) 是伴随该病毒复制的一种亚病毒 I-) 遗传

因子，是 线 性 单 链 I-)，其 大 小 为 ..$ M !$";@［5］。

FH% 卫星 I-) 不编码任何蛋白质，其复制、包裹和

扩散完全依赖于辅助病毒；但卫星 I-) 对于 FH%
的复制、细胞间扩散和稳定性却不是必要的，其存在

可能影响 FH% 的复制及其与寄主相互作用等。

现有研究已经阐明：一些 FH% 分离物分别携带

几个不同的卫星 I-)，序列相同的卫星 I-) 也可能

存在于不同的辅助病毒中，并引起不同的症状反

应［#］；另外携带卫星 I-) 的同一病毒在不同的寄主

里可引起不同的症状［.］。自 5C23 年人们利用卫星

I-) 制备生物防制剂控制 FH% 以来，对其防制效果

一直存在着疑虑［! M 3］。外来的 FH% 卫星 I-) 是否

与新的 FH% 基因组进行假重组和出现新的弱病毒

株或强病毒株？不同来源的卫星 I-) 在同一辅助

病毒中是不是存在竞争与共存关系？在 FH% 基因

组中人为添加卫星 I-) 并检验其稳定性和相互作

用是回答以上问题的基础。因此，本研究以两种自

然存在的卫星 I-) 作为材料，研究其在同一 FH%
中的竞争与共存关系。

$ 材料和方法

$%$ 主要试剂

0/ 体 外 转 录 试 剂 盒（I,E&*+&E1 KN=@1740/）、

*O6H40 18=N %19@&+ 试剂盒均购自美国 P+&71Q8 公

司，I04PFI（)H%）试剂盒购自 08R8I8 公司。寡聚

核苷酸引物由 08R8I8 公司合成。

$%& 卫星 !"# 的 ’("# 克隆和病毒分离物

卫星 I-)4J,：分离自十字花科萝卜植株，大小

.3C ;@，含有其 9S-) 的克隆 *J, 为本实验室保存［2］。

卫星 I-)4J;=：分离自十字花科小青菜植株，大小

.2" ;@，含有其 9S-) 的克隆 *J;= 为本实验室保存。

FH%4F-8：分 离 自 葫 芦 科 南 瓜 植 株，不 携 带 卫 星

I-)，病毒株接种保存在心叶烟（-+#(.+*/* 01".+/*)*）

上，在进行假重组前 3 A 转接心叶烟进行毒源扩繁。

寄主植物分别为心叶烟（-+#(.+*/* 01".+/*)*）、西

葫 芦（ !"#"’%+.* 2&2(，新 早 青 一 代 品 种 ）、番 茄

（34#(2&’)+#(/ &)#"1&/.*，江蔬一号品种），供试寄主植

物在 #3T恒温室培养，光照 5#$$$ ’BU，5! :VA。

$%) 体外转录

$%)%$ S-) 模板的制备：根据 0/ 启动子序列和卫

星 I-) 的 9S-) 全长序列设计合成两端引物。上

游 引 物 0/4W=8@："X40))OF00))0)FO)F0F)0)0)O



!""""!"""!""!!#!$%&； 下 游 引 物 ’()*： +&$
!!!",,"!"#!#!!##"!"!$%&，上 游 引 物 +& 端 为

"- 启动子结构。

以卫星 ’.# 的 /0.# 克隆为模板，进行常规

1,’ 反应。反应体系（233!4）：23 5 1,’ 67889: 23!4，

;<,=>（>+??@=A4）B!4，引 物 "-$C()* 和 引 物 ’()*
（>3 D?@=A!4）各 2!4，E."1（23??@=A4）2!4，卫 星

’.#的 /0.# 克隆质粒 >!4（+F<A?4），!"# 聚合酶

（+ GA!4）+G。反应条件：HIJ %?KF；HIJ %3(，++J
%3(，->J >3(，%3 个循环；->J +?KF。反应产物用

2L3M琼脂糖凝胶电泳检测，用回收试剂盒从凝胶中

回收 1,’ 扩增产物，溶解于 23!4 0N1,$O>P 中。

!"#"$ 体外转录获得全长卫星 ’.#：按照试剂盒要

求进 行 转 录，反 应 总 体 积 为 >3!4，配 制 如 下：

+ 5 ":)F(/:KD* Q7889: I!4，0"" >!4，’.)(9 KFRK6K*@:
（I3GA!4）3L+!4，."1（>L+??@=A4）I!4，1,’ 产 物

3LB!<，"- ’.# 1@=S?9:)(9 2!4，%-J下反应 H3?KF。

!"% 卫星 &’( 与 )*+ 的假重组

采用接种 I T UE 的 ,;V$,.) 的心叶烟叶组织

3L2<，用 "’WX@=（;QW）试剂法提取其总 ’.#，悬浮于

无 ’.)(9 的 1QY 缓冲液中，取 >3!4，将其按等体积

与卫星 ’.# 转录产物混匀，摩擦接种于 I T U 叶期

的心叶烟上进行人工假重组。植株于 >UJ温室培

养。接种 IBR 取接种叶，用汁液摩擦接种方法转接

至新的系统寄主植株；接种 +E 后，取系统发病叶提

取病毒 E(’.# 或总 ’.# 确定卫星 ’.# 的重组结

果。

!", 假重组病毒株的寄主反应测定

用汁液摩擦接种方法将各待测病毒分离物分别

接种葫芦科西葫芦、茄科的心叶烟和假酸浆 % 种供

试植物上，用缓冲液接种作为阴性对照，观察接种植

株的症状发生情况，接种试验重复两次。每种植株

重复 U 株。接种 +E 提取叶组织中的 E(’.#，分析重

组结果。

!"- 卫星 &’( 的 &./0)& 检测

’"$1,’ 上游引物（C()*）序列为：+&$,,","#!#
!!,,"!""""!"""!""!!#!$%&。卫星 ’.# 的 +& 端

和 %& 端序列非常保守，卫星 ’.# 之间的差异主要

在于中间序列和序列的长度，因而本研究使用相同

的引物扩增卫星 ’.# 的全长序列，以序列长度来区

分卫星 ’.#。

取接种后的心叶烟系统叶组织 3L2<，抽提总

’.#，为 ’"$1,’ 模板，用 ,;V 卫星 ’.# 反向引物

（’()*）为引物进行 /0.# 第一链的合成，随后加入上

游引物 C()* 进行 1,’ 扩增。反应体系（233!4）：23
5 1,’ 67889: 23!4，;<,=>（>+??@=A4）B!4，引物 C()*
和引物 ’()*（>3D?@=A!4）各 2!4，E."1（23??@=A4）

2!4，/0.# 第 一 链 合 成 产 物 23!4 及 !"# 聚 合 酶

（+GA!4）+G。反应条件：HIJ %?KF；HIJ %3(，++J
%3(，->J >3(，%3 个循环；->J +?KF。用 %L3M琼脂

糖凝胶电泳检测扩增产物。1,’ 产物经割胶回收连

接于 D!N;$" 9)(S V9/*@:，并克隆测序。

!"1 )*+ 23&’( 提取分析

取接种 + T >3E 的新鲜感病叶组织，按常规方法

提纯病毒 E(’.#［-］，用 2L3M琼脂糖凝胶电泳检测病

毒基因组大小和确定假重组情况。

$ 结果和分析

$"! &./0)& 扩增

为了检测两种卫星 ’.# 于无卫星的 ,;V$,.)
中的共存情况，我们对接种不同假重组组合的系统

叶，采用卫星 ’.# 引物进行 ’"$1,’ 扩增，其结果如

图 2 所示。接种后 +E 的接种叶和系统叶可扩增出

两条条带，其大小分别与 ()*’.#$ZF( 和 ()*’.#$ZK
大小相符；接种后 23E 的系统叶也扩增出两条分别

与 ()*’.#$ZF( 和 ()*’.#$ZK 大小相符的条带，但是

()*’.#$ZK 对应的亮度要明显高于 ()*’.#$ZF(；接种

后 2+E 和 >3E 的系统叶 ’"$1,’ 只扩增出一条与

()*’.#$ZK大小相符的条带，,[2 扩增出 ()*’.#$ZK
的条带，,[> 扩增出 ()*’.#$ZF( 的条带，而 ;P,[
没有与卫星相符的条带。

图 ! 两个卫星 &’( 假重组后的 &./0)& 检测结果

CK<\2 ’9(7=*( @8 ’"$1,’ E9*9/*K@F )8*9: D(97E@$:9/@?6KF)*K@F @8 *]@

()*9==K*9 ’.#( ]K*R ,;V$,.) <9F@?9

;：>336D 0.# ;):^9:；,[2：1(97E@$:9/@?6KF)*K@F @8 ()*9==K*9 ’.#$ZK

]K*R ,;V$,.)；,[>：1(97E@$:9/@?6KF)*K@F @8 ()*9==K*9 ’.#$ZF( ]K*R

,;V$,.)；2 T +：1(97E@$:9/@?6KF)*K@F @8 *]@ ()*9==K*9 ’.#( ]K*R ,;V$

,.)\ 2L WF@/7=)*9E =9)_9( @8 + E)S( D@(*$KF@/7=)*K@F（EDK）；> T +L

0K889:9F* KF@/7=)*9E *K?9 8@: (S(*9?K/ =9)_9(（>L + EDK；%L 23 EDK；IL 2+

EDK；+L >3 EDK）；;P,[：,;V$,.)\

$"$ 23&’( 检测

对于同时重组两个卫星 ’.# 并通过 ’"$1,’ 检

测为阳性的处理，取病叶，抽提总 ’.# 后扩大接种

至健康的心叶烟，接种 + E 提取 E(’.#，并进行电泳

分析（图 >）。经过转接寄主植物后，原来含有两个
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卫星 !"# 的 重 组 子 仅 检 测 到 一 个 卫 星 !"# 的

$%!"#条带；&’(，&’) 均有相应的 $%!"# 卫星条带，

*+&’ 则无卫星 !"# 对应的 $%!"# 条带。

由于卫星 !"# 的 $%!"# 在总 $%!"# 的含量很

高，以及 (,-. 的 $%!"# 长度在 (/琼脂糖凝胶中电

泳分辨率较低，&’( 和 &’) 之间的差异非常细微，

故图中 0 者的差异不明显。

图 ! 两个卫星假重组扩大接种后提取 "#$%&的电泳结果

1234 ) !5%678% 9: $%!"# ;<;7=%2% :9> %=%85?2@ 75;A5% 9: .%56$9B

>5@9?-2<;829<

*：(C’- D"# *;>E5>；(：F;?.75 9: 8>;<%:5>>5$ 2<9@67;829< :>9? %=%85?2@

75;A5% ;:85> G $;=%；&’)：H%56$9B>5@9?-2<;829< 9: %;8577285 !"#BI<% J28K

&*LB&";；&’(：H%56$9B>5@9?-2<;829< 9: %;8577285 !"#BI2 J28K &*LB

&";；*+&’：&*LB&";4

!’( 寄主反应

两个卫星 !"# 重组与否在 0 种供试寄主植物

的症状表现没有明显的差异：接种后第 G $ 提取

$%!"# 并进行电泳比较的结果显示，它们均只携带

%;8!"#BI2 且在寄主植物中得到高于 &*L 基因组的

含量，而 %;8!"#BI<% 则表现出无法与 %;8!"#BI2 竞

争共存（图 0）。以接种烟草的自然携带卫星 !"#BI2
（图 0 中的泳道 (）的 &*L 分离物为对照，可发现重

组毒株（图 0 中的泳道 0）与自然分离物的 $%!"# 并

无明显差异。

图 ( 假重组后新毒株在不同寄主植物中的 "#$%& 分析

结果

12340 !5%678% 9: $%!"# ;<;7=%2% 9: <5J &*L %8>;2< 9< $2::5>5<8 K9%8

.7;<8 ;:85> .%56$9B>5@9?-2<;829<

( 4 &’BM9-;@@9；)4 M9?;89；04 M9-;@@9；N4 O6@@K2<2 4

!’) 混合接种

为进一步确证两个卫星 !"# 之间的共存与竞

争关系，将两个重组有单个卫星 !"# 的 &*L，&’(
和 &’)，混合接种寄主植物烟草上，接种 ) P G$ 后提

取 $%!"#，电泳分析如图 N 所示。混合接种 )$ 和接

种 G$ 的烟草上均只检测到卫星 !"#BI2 的条带。同

时利用 !MBH&! 检测发现接种 )$ 的系统叶上可发

现 I<% 和 I2 ) 条卫星 !"# 条带，而接种 G$ 的系统

叶就仅只有卫星 !"#BI2 的条带（未显示结果）。

图 ) 假重组毒株 *+, 和 *+! 混合接种烟草的 "#$%&
分析结果

1234N !5%678% 9: $%!"# ;<;7=%2% 9: @9B2<9@67;829< 9: &’( J28K &’) 9<

89-;@99

*：(CE- D"# *;>E5>；(：F=%85?2@ 75;A5% 9: ) $.2；)：F=%85?2@ 75;A5% 9:

G$.2；&’(：H%56$9B>5@9?-2<;829< 9: %;8577285 !"#BI2 J28K &*LB&";；

&’)：H%56$9B>5@9?-2<;829< 9: %;8577285 !"#BI<% J28K &*LB&";4

!’- 序列分析

对上述 !MBH&! 扩增得到的卫星 !"# 目的条带

进行克隆，每个卫星挑取 Q 个阳性克隆进行测序，发

现两个卫星 !"# 在进行假重组前后均没有发生序

列变化，两个卫星 !"# 之间也没有发生重组和序列

交换现象。

( 讨论

卫星 !"#BI2 和 I<% 的 核 酸 序 列 同 源 性 为

QGRN/，单独与 &*LB&"; 进行人工重组均可以达到

高拷贝复制，经传代实验稳定存在于 &*L 毒株中。

当两个卫星 !"# 同时接种在 &*LB&"; 中则显示出

明显的竞争性。在本研究中 %;8!"#BI2 逐渐成为优

势种，最终单独存在于 &*L 中，而且两个卫星 !"#
之间不发生任何的重组变异现象。

由于 !MBH&! 的 检 测 方 法 检 测 灵 敏 度 高，而

$%!"#检测分辨率相对较弱，对于 (,-. 差异的结果

显示没有前者明显。在 !MBH&! 检测具有 ) 个卫星

!"# 同时共存的叶片中，$%!"# 仅显示一个卫星

!"# 的条带，推测可能由于 ) 个卫星 !"# 的复制率

相差明显，其中 ( 个卫星 !"# 的复制量要大大超过

(()) 期 金 波等：两株黄瓜花叶病毒卫星 !"# 的竞争与共存研究



另一个，即其 !"#$% 的量明显优于后者。对于二者

之间复制量的区别以及它们之间的关系，进一步的

研究正在进行中，多种现代检测技术的共同使用将

有利于结果的获得。

有关卫星 #$% 复制的研究已经较多［& ’ ()］，但

是，利用体外重组系统进行卫星 #$% 之间的竞争关

系研究还未见报道。卫星 #$% 的复制完全依赖于

*+,，当两个卫星 #$% 与 *+, 基因组 #$% 同时竞

争辅助病毒 #$% 聚合酶时，卫星 #$% 与病毒基因

组 #$% 也形成竞争，同时卫星之间还会存在竞争外

壳蛋白的机制。以上竞争与保留关系的形成由什么

机制决定，还不能简单解释。根据本文结果，两个卫

星 #$% 在同一 *+, 中的共存只是暂时性现象，两

个卫星 #$% 竞争的结果会有一个被淘汰，剩下一个

卫星 #$%。在不同的 *+,-卫星 #$% 组合中究竟会

是怎样的卫星 #$% 最后与 *+, 形成共存，尚待作

进一步的研究。
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