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摘 要：从 6个 04B =.的黄瓜花叶病毒（!"#"$%&’ $()*+# ,+’")，EF&）卫星 G/*的 ;H/*出发，采用 H/*改组技术构建
人工突变体，经过体外转录，将其与不携带卫星 G/*的黄瓜花叶病毒株进行假重组，鉴定突变体的生物活性，结果
显示：所获得的 !个卫星 G/*的点突变子 FI6、FI"、FI4和 FI66中，只有 FI66仍然具有复制能力；而其他 0个点
突变子，尽管均只有 6个位点的替换，却不能在辅助病毒作用下复制。序列比较分析发现：FI66的突变位点位于卫
星 G/*变异区内，发生的突变与自发突变一致，其他 0个突变子的突变位点发生在卫星 G/*的高度保守区。而且
通过侵染性试验证实突变子 FI66与野生型 J:没有明显的差异。由此可推测卫星 G/*序列中的高度保守区与卫
星 G/*的生物活性密切相关，个别碱基的突变会导致 G/*二级结构的改变，进而引起其复制能力或稳定性的完全
丧失。
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H/*改组技术（H/* -<+LL(:=,）是 6BB!年发展起来的一项
基于 MEG方法的体外突变重组技术［6］，进行片段化的 H/*
的体外随机重组，通过单个基因的多次突变、重组和筛选来

进行核酸、蛋白质的人为快速进化。近几年来，利用 H/*改
造技术已成功改造了一系列核酸、蛋白质、酶和抗体等［# N !］，

证实它为一种快速、高效且实用的分子定向进化技术。

黄瓜花叶病毒（!"#"$%&’ $()*+# ,+’")，EF&）卫星 G/*是
一种亚病毒因子，其本身不编码任何蛋白质，其复制和包裹

都依赖于辅助病毒。卫星 G/*具有极强的二级结构，其序
列中 !#O N "#O的碱基处于完全互补状态［"］，其生物活性也
完全依赖于二级结构来维持；卫星 G/*的序列具有多样性
的特点，拥有相对集中的保守区和变异区［4］。序列中的某些

特定的位点决定其致病性［1］，而且自发性的突变一般发生在

一些特定的区域内，有些位点的碱基的置换或转换会导致卫

星 G/*致病性的改变甚至失活，而某些位点的碱基转换、置
换甚至插入对卫星 G/*的生物活性或致病性毫无影响［%］。
究竟哪些碱基的突变不会影响卫星 G/*的生物活性，哪些
位点允许碱基的突变、插入或缺失，H/*改组技术给我们提
供了一个高效快速的技术手段来实现对其突变的研究。

本文应用 H/*改组技术，对已经获得克隆的一株 EF&
卫星 G/*5J:的 ;H/*片段进行体外分子进化研究，获得了该
卫星的 H/*突变子，并通过体外转录方法与 EF&进行假重
组，比较体外进化与体内进化的差异性，以期进一步了解卫

星 G/*突变规律与进化趋势，同时为研究 G/*亚病毒因子

的突变和进化规律提供新的方法学依据。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 病毒分离物：EF&分离物 E/9，分离自葫芦科南瓜植
株，不携带卫星 G/*，病毒株接种保存在心叶烟（-+#(.+*/*
01".+/()*）上，进行假重组前 4A转接心叶烟进行毒源扩繁［6$］。

$%$%& 质粒：质粒 P-9.J是携带有卫星 G/*5J: ;H/*全序列
的 PQE6B质粒。卫星 G/*5J:分离自十字花科萝卜植株，大
小为 04B=.，由本实验室构建保存［B］。

$%$%’ 试剂：21 体外转录试剂盒（G:D’PR’D3 IS-.38521）、

PT7F52 39-S &3;.’R试剂盒购自 MR’83,9 公司，G25MEG（*F&）
试剂盒、H/*凝胶回收试剂盒购自大连 29U9G9公司。寡聚
核苷酸引物由大连 29U9G9公司合成。

$%& 引物设计
根据 21启动子序列和卫星 G/*的 ;H/*序列设计合成

两端引物。上游引物 V-9.："W5EE2E2*T*TTEE2T2222T222T
22TT*T50W，下游引物 G-9.："W5TTT2EE2T2*T*TT**2T2T50W；
上游转录引物 215V-9.："W52**TE22**2*ET*E2E*2*2*TT2222
T222T22TT*T50W，上游转录引物的 "W端为 21启动子结构。

$%’ ("#改组程序

$%’%$ 卫星 G/*5J:基因的易错 MEG（3RR’R5PR’=3 MEG）扩增：
为引入一定量的突变，增加 F,# X 的浓度至 088’(YZ，以 P-9.J
质粒为模板，以 V-9.、G-9. 为引物 MEG 扩增卫星 H/* 片段。



!""!# $%&反应体系：!" ’ $%& ()**+, !"!#，-.%/0（01223/4#）

!0!#，56784&678（0"923/4!#）各 !!#，:;<$（!"223/4#）0!#，9678=
质粒 0!#（约为 0">.）及 !"# 聚合酶（1?4!#）1?。反应条件：
@AB C2D>；@AB C"6，11B C"6，E0B C"6，C1个循环；E0B 12D>，
$%&扩增产物经 !F"G琼脂糖凝胶电泳，割胶回收扩增片段。
!"#"$ H;76+ "降解 H;I及小片段回收：取 0!.回收的目标
H;I在 "F"0 ? H;76+ "的反应体系中，01B处理 !"2D>，然后
@"B加热 !"2D>使 H;76+"失活。降解产物经 !0G聚丙烯酰
胺电泳分离，用压碎浸泡法回收 1"(9以下的小片段，溶解于
!"!#的 <J（9KLF"）中。
!"#"# 无引物 $%&扩增：反应体系（1"!#）：1!# H;I片段（约
0"">.），!!# :;<$（!"223/4#），1!# !" ’ $%& M)**+,，CC!#
::K0N，!!# $%!"#（1?4!#）进行无引物 $%&扩增。$%&反应

条件：@AB C"6，A0B C"6，E0B C"6，A"个循环；E0B !"2D>。
!"#"% 常规 $%&：取无引物 $%&扩增产物 1!#，$%&反应体
系（!""!#）：!" ’ $%& ()**+, !"!#，-.%/0（01223/4#）L!#，56784

&678（0"923/4!#）各 !!#，:;<$（!"223/4#）0!#，!"# 聚合酶
（1?4!#）1?。反应条件：@AB C2D>；@AB C"6，11B C"6，E0B
C"6，进行 C"个循环；E0B 12D>。产物经 !F1G琼脂糖凝胶电
泳检测，回收 $%&扩增产物。
!"% 卫星 &’(突变子的筛选
将改组的 H;I片段连接到 9OJ-P< +76Q R+S83,上，转化

$ T &’() <O!感受态细胞，挑选白色菌落用 $%& 鉴定重组质
粒，在 IMU CEE测序仪上进行序列测定。
!") 卫星 *’(的体外转录和体外重组
!")"! 转录模板的制备：以插入卫星 &;I SH;I克隆的质粒
为模板，以 <EP5678 和 &678为引物，进行 $%&扩增。$%&反应
体系（!""!#）：!" ’ $%& ()**+, !"!#，-.%/0（01 223/4#）L!#，56784

&678（0"923/4!#）各 !!#，:;<$（!"223/4#）0!#，SH;I克隆质粒
0!#（约 0">.），!"# 聚合酶（1?4!#）1?。反应条件：@AB
C2D>；@AB C"6，11B C"6，E0B C"6，进行 C"个循环；E0B 12D>。
扩增产物用 !F"G琼脂糖凝胶电泳检测，并回收目的条带，溶
解于 !"!# HJ$%PK0N中。

!")"$ 体外转录获得全长卫星 &;I：采用 &D(39,3(+ VQ68+2P
<E体外转录试剂盒，按试剂盒说明进行体外转录；取 H;I模
板量约为 !!.，反应总体积为 0"!#，CEB反应 @"2D>，置 E"B
12D>终止转录。
!")"# 卫星 &;I 与 %-R 的体外重组：采取接种 %-RP%;7
!":的心叶烟（* T +(,-).’/"）新鲜病叶组织 "F!.，用 <&UW3/法
提取其总 &;I，取 0"!#（约 0""!.42#总 &;I）与等体积转录
产物（约 0"!.42#）混匀，采用汁液摩擦接种方法接种于 A X Y
叶期的 A种常见系统寄主心叶烟、假酸浆（* T 012/"(’34/）、番
茄（52&’046/)&’. 4/&,(4.-,7）和西葫芦（8,&,69)- 040’），每株接种
C片叶，每个叶片接种 L X !"!#，0YB恒温培养；每次接种 Y
株，试验重复 0次。
接种 1:取系统叶提取其总 &;I经 &<P$%&扩增。反应

条件：模板总 &;I !"!#经 YLB变性 12D>，置冰上 12D>，加入
%-R卫星 &;I反向引物 &678（!"923/4#）0!#和反转录酶 1?

进行 SH;I第一链的合成；A0B反应 C"2D>，@@B 12D>；随后加
入上游引物 5678进行 $%&扩增（同 !FCFA），用 !F"G琼脂糖凝
胶电泳检验扩增结果。取接种 ALZ的接种叶 0.，转接至健康
植株，转接 1:后取系统发病叶提取病毒双链 &;I［!"］，确定重
组效果。

!"+ 序列分析
对重组后的 %-R卫星 &;I进行 &<P$%&扩增，回收卫星

&;I扩增条带并按照 !FA 的方法进行克隆和序列测定，用
H;IV87,软件对获得的序列进行同源性分析。
!", 寄主反应
将重组有 -V!! 的 %;7 与携带野生型卫星 &;IP=D 的

%;7分别接种藜科、葫芦科、茄科和豆科等常见供试植物
（表 !），以接种缓冲液作为对照，观察接种植株的症状发生情
况，接种试验重复两次，每次重复接种 Y株。

表 ! 供试寄主植物
<7(/+ ! K368 9/7>86

$D.[++: #+.)2D>3)6 9/7>86 ;D.Z86Z7:+ %)S),(D8
O336+*338 %3[9+7 <3(7SS3 $)29\D>

（814.’0’3),7 ,).’"）（:)+." /).4./)/）（*)&’-)"." +(,-).’/"）（8 T 040’）
O336+*338 <3(7SS3 <3[+/ .3),:

（8 T "7"6".-)&’(’6） （* T &(4;)(".3))）（5,<<" &2().36)&"）
<32783 V])76Z

（5 T 4/&,(4.-,7）（8 T 7’/&1"-"）
<3(7SS3
（* T -’9"&,7）

V8,723>D)2
（="-,6" /-6"7’.),7）

$ 结果和分析

$"! 从质粒 -./01进行易错 23*反应
通过提高 -.0 ^浓度进行易错 $%&（图 !）。结果显示：易

错 $%&反应扩增出与卫星 &;IP=D相对应的条带，但扩增产
物不如常规 $%&扩增产物那样专一，由此，可初步确定是引
入了一定量的突变。

图 ! 从质粒 -./01中扩增 14基因
5D.T! $%& 729/D*DS78D3> 3* =D *,7.2+>8 *3,2 9/762D: 9678=

-FH;I #7::+,；!F;3,27/ $%&；0FJ,,3,P9,3>+ $%&T

$"$ &’/.5 !降解和回收结果
经纯化回收的 $%&产物，溶解于 ::K0N；用 H;76+"降解

后，聚丙烯酰胺电泳检测结果显示：经 H;76+ "处理，H;I降
解为小片段，呈现一片弥散状；而且随着反应时间的推移，

H;I亮度越来越小，说明 H;I降解越来越完全。从凝胶中
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割取 !" #$以下的小片段，用浸泡法回收 %&’。
!"# $%&扩增获得 ’()改组基因
回收获得 %&’小片段以 !"!(体系进行无引物 )*+反

应，经过 ,"个循环的扩增，加入卫星 +&’扩增引物进行下一
轮 )*+反应。扩增产物在 ,"" #$处有单一条带，周围还存在
一些弥散的非专一性条带（图 -）。表明 )*+重配成功，但是
否存在错配或重组，还需要通过进一步的试验予以证实。

图 ! $%&扩增改组后的片段 ’()
./01- +234563 78 )*+ 9:$5/8/;96/7< 9862= %&’ 3>4885/<0

?1@"A# %&’ :9=A2=；@B)*+ $=7C4;6 78 396+&’1

!"* 突变子的筛选
由于卫星 +&’不表达蛋白质，序列中也无标记信号，故

无法从表型上区分突变子和野生株，因此只有通过序列测定

分析核苷酸序列进行比较。将改组后的 %&’片段经 D, %&’
连接酶与 D载体连接，转化 ! 1 "#$% DE@菌株获得突变体库。
从中随机选取 @-株进行测序分析，结果显示：@-株中有 ,株
突变子，分别命名为 ?F@、?F!、?FG 和 ?F@@，其余均为野生
型；每个突变子均为单碱基突变（表 -）。而且，,株突变子均
是 ’HE碱基对的置换。

表 ! *个卫星突变子的突变位点和核苷酸改变
D9#52 - F/62H3$2;/8/; :4696/7<3 /< 6>2 #9323 =23$7<3/#52 87= , 396H+&’ :469<63

D=9<3;=/$63 ?4696/7<3 &4;5276/C2 $73/6/7<3
?FH@ ’!E @!
?FH! ’!E I",
?FHG ’!D I",
?FH@@ E!’ @GI

图 # 卫星突变子在番茄上的 &+,$%&分析结果
./01 I +234563 78 +DH)*+ 9<95J3/3 87= , 396+&’ :469<63 7< & 1

’(")$’*+),

*K1 *?LH*&9；?1 @"A# %&’ (9CC2=；@B*&9 $324C7H=2;7:#/<9<6 M/6>

?F@；-B*&9 $324C7H=2;7:#/<9<6 M/6> ?F!；IB*&9 $324C7H=2;7:#/<9<6

M/6> ?FG；,B*&9 $324C7H=2;7:#/<9<6 M/6> ?F@@B

!"- 卫星突变子的侵染性实验
为确定卫星 +&’突变子的生物活性及侵染力，将突变

体 %&’进行体外转录以获得相应的单链 +&’，并与 *?L毒
株 *&9在系统寄主植物上进行假重组。结果表明：在接种 !C
的番茄系统叶上，+DH)*+均可扩增出 ?F@@的条带，而其他 I
种突变子则没有相应的条带（图 I），在其他 I种寄主植物上
也得到了相同的结果；提取 C3+&’的结果也进一步证实了
?F@@具有可随 *?L进行复制的生物活性，而 ?F@、?F! 和
?FG则丢失了复制能力（图 ,）；而且其复制能力在供试的 ,
种系统寄主中没有明显差异。

图 * 卫星突变子在心叶烟上的 ./&()分析结果
./01, +234563 78 C3+&’ 9<95J3/3 87= , 396+&’ :469<63 7< - 1

.$)+%*#(/

*K1N2956> $59<6；?1 @"A# %&’ (9CC2=；@B*&9 ;7<69/</<0 O/；

-B*&9 $324C7H=2;7:#/<9<6 M/6> ?F@；IB*&9 $324C7H=2;7:#/<9<6

M/6> ?F!；,B*&9 $324C7H=2;7:#/<9<6 M/6> ?FG；!B*&9 $324C7H

=2;7:#/<9<6 M/6> ?F@@B

!"0 寄主反应
将重组有 ?F@@ 的 *&9 与携带野生型卫星 +&’HO/ 的

*&9分别接种藜科、葫芦科、茄科和豆科等常见供试植物，两
个毒株引起寄主枯斑症状的时间和坏死程度没有明显差异。

!"1 序列分析
获得卫星突变子序列与 E2<P9<A上的卫星 +&’序列进

行 P5936比较，发现 ?F@@的突变与自然存在的卫星 +&’已有
的突变一致，现有的卫星 +&’序列中在该位点存在 EH’的
置换，而且均为 IQ, R IS@<6的大卫星组，在小卫星组没有相
同的变异；而 @!和 I",位点在自然存在的卫星 +&’序列中
未发现相同变异。以上结果显示：个别位点的突变（碱基置

换）即有可能影响卫星 +&’的复制与存活。

# 讨论

我们运用 %&’改组技术构建获得了卫星 +&’HO/的 ,个
点突变子 ?F@、?F!、?FG和 ?F@@，经体外转录和假重组实验
证实，?F@@具有生物活性，而其他 I个失去了生物活性；而
且 ?F@@在寄主上的反应与野生型没有明显差异。序列分析
发现 ?F@@的突变位点位于卫星 +&’变异区内，发生的突变
与自发突变一致；其他 I个的突变位点发生在卫星 +&’的高
度保守区，因此可推测卫星 +&’序列中的高度保守区与卫
星 +&’的复制与活性相关，个别碱基的突变会导致 +&’二
级结构的改变，进而引起生物活性的丧失；而且体外突变获

得的卫星 +&’突变子 ?F@@其生物活性与野生型并没有明
显的差异；以上结果还需要对卫星 +&’序列的保守区与变
异区进一步划分，进行验证和深入研究。

本研究中突变碱基占所有测定核苷酸的比例为 @TIGS

-@G 微生物学报 0"+/ 1%"2#3%#$#.%"/ 4%*%"/ -""!，L751,! &71,



（!"#$%），比已报道的 !"$%要低［&］。原因之一是因为卫星
’()不编码任何蛋白质，无法通过表型或功能的差异进行筛
选，而只有通过测序和序列分析部分菌落，却又限制了突变

率的最终计算结果。

已有研究表明，利用基因家族的改组效果要明显高于单

基因的改组效果，单个基因改组的效果为改组前的 *倍，+个
基因同时改组后效果增加 #$! , -+!倍［&#］。卫星 ’()之间的
同源性一般较高，因此，在今后的工作中我们可利用多个卫

星 ’()的 ./()同时进行 /()改组，这有可能获得较高突
变率的突变子；或者对现有的突变子，继续进行第二轮的

/()改组，再一次筛选突变子，并通过辅助病毒和寄主植物
的再次筛选，有望更深入地了解卫星 ’()的突变范围和进
化趋势。
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