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黄瓜花叶病毒卫星 !"# $%&’ 侵染性 ()"# 克隆构建

及其生物学功能初步研究

席德慧%，林宏辉%"，向本春#
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摘 要：利用 K70LMK 的方法，获得了黄瓜花叶病毒卫星 KN( O3E% 的全长侵染性 FPN( 克隆 )Q4M#$。序列分析显

示，O3E% 全长 19!?R（S8?T<?U 登录号：P/$6$6!9），比较 O3E% 与具有代表性的 MQV 卫星 KN( 的序列结构表明，在

O3E% 核苷酸序列的 1#-?R ’ 1-$?R 间，具有典型的坏死型卫星 KN( 保守序列。通过体外转录，将 O3E% 与不含卫星

KN( 的辅助病毒分离物 MQV0(2 组合接种普通烟和心叶烟并进行检测。初步研究结果表明，O3E% 为一致弱卫星

KN(。
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黄瓜花叶病毒（!"#"$%&’ $()*+# ,+’")，MQV）是

雀麦 花 叶 病 毒 科（ -’($(,+’+.*&）黄 瓜 花 叶 病 毒 属

（!"#"$(,+’")）典型成员，为三分体正义 KN( 病毒。

MQV 是迄今已知病毒中寄主范围最广泛的病毒，能

侵染 9- 科 1"- 属 %$$$ 多种单子叶、双子叶、木本及

草本植物［%］。由于广泛的寄主和地域适应性，MQV
的株系分化十分普遍。一些 MQV 株系除含有三分

体的基因组 KN( 外，还包含有一类小分子的线性、

单链核酸分子，大小在 11$ ’ !$-?R 之间，是病毒的卫

星 KN(。一些 MQV 卫星 KN( 能加重辅助病毒对寄

主的危害，另一些减轻辅助病毒对寄主的危害，还有

一些则不改变辅助病毒的致病能力。卫星 KN( 作

为病毒的分子寄生物，完成复制依赖于辅助病毒，但

寄主植物、辅助病毒以及环境条件等因素无一不对

其产生影响，并使其与辅助病毒及寄主植物的相互

作用发生变化。因此，黄瓜花叶病毒及其卫星 KN(
已成为研究 KN( 病毒进化的模型［#］。

虽然 MQV 的寄主范围十分广泛，但进行了深入

研究的 MQV 及卫星 KN( 多分离自茄科、十字花科、

葫芦科等科属的植物。O3E% 是我们从甜菜上分离

到的一株新的 MQV 卫星 KN(，在田间与辅助病毒共

同作用引起甜菜的亮黄泡斑花叶［1］，但该病毒分离

物的寄主范围狭窄，在心叶烟上不产生症状，在 NM0
9& 普通烟上亦无明显症状。分析辅助病毒的外壳

蛋白序列，发现它与山东的 MQV 烟草分离物进化关

系较为接近（待发表）。是否是因为卫星 KN( 的存

在，使其显现了在烟草上较为特殊的侵染特性？我

们对 O3E% 的序列进行了测定，构建了 O3E% 全长侵

染性克隆，并对其生物学功能进行了初步研究。

’ 材料和方法

’*’ 材料

’*’*’ 卫星 KN( 及病毒分离物：卫星 KN( O3E% 由

作者自甜菜上分离获得，其辅助病毒为 MQV 甜菜分

离物石0T0#（MQV0O3%）［1］。不含卫星 KN( 的 MQV
安徽分离物（MQV0(2）由农业部植物检疫实验所张

成良研 究 员 馈 赠，经 分 子 生 物 学 实 验 鉴 定，属 于

MQV 亚组!，甜菜黑色焦枯病毒全长 FPN( 侵染性

克隆 )WMT# 由中国农业大学农业生物技术国家重

点实验 室 于 嘉 林 教 授 赠 送。各 分 离 物 经 苋 色 藜

（!/&0(1(.+"$ *$*’*02+#(3(’）繁殖备用。

’*’*+ 菌 株、质 粒 和 试 剂：大 肠 杆 菌（ 4)#/&’+#/+*
#(3+）P2-"由 本 实 验 室 保 存，QXV 逆 转 录 酶 购 自

L*>;8@< 公司，测序试剂盒为 L: 公司产品，地高辛标

记和检测试剂盒购自 K>F=8 公司，2YZ>?I02[ 尼龙膜

为 (;8*E=<; L=<*;<F+< 公司产品，)QP%907 V8FR>*、76
KN( 聚合酶、限制性内切酶等购自 7<\<K< 公司。



!"# 卫星 $%& 的 $’()*$ 检测

!"#"! 植物总 !"# 的提取：参照 $%& 等［’］的方法从

病叶中提取植物总 !"#。

!"#"# 引物设计：根据 ()*+%*, 中已发表的 $-.
卫星 !"# 序 列（#/012345；#6573803；#/’58921；

:5’425； :5’422； #/01234’； #/’5892’； ;19229；

:25’55；<94413；#6573807；#=’59738）设计引物。

上 游 引 物 为 >$-.?9：5@?(!""!"#$"#!#"#!"!"
((AAAA(AAA(?1@，在 卫 星 !"# 5@ 端 上 游 引 入 A8
!"# 聚合酶启动子（斜体部分），为了增加转录活

性，在 A8 !"# 聚合酶启动子与卫星 !"# 5@末端序

列之 间 引 入 一 个 (（下 划 线 所 示），下 游 引 物 为

>$-.?0：5@?((##AA###$$$A$$A(?1@，在 卫 星 !"#
1@端末端引入 %&’!!位点和 ()*!位点（下划线和

斜体部分），引物由上海 B%*C&* 公司合成。

!"#"+ !A?D$!：以提取的植物总 !"# 为模板，反转

录合成 E<"# 第 9 条链。在 04"F 反应体系中加入

’"F 5 G -F. 逆转录反应缓冲液，9"F 94H&IJF K"AD，

04; L!D，9"C 引 物 >$-.?0，5"F !"# 模 板，044;
-F. 逆转录酶，’0M反应 24HN*。以 5"F E<"# 为模

板，以 >$-.?9 和 >$-.?0 为引物进行 D$! 扩增，反

应条件：3’M 5HN*；3’M 14>，53M ’5>，80M 24>，共

14 个循环；80M 94HN*。

!"+ 卫星 $%& 的 ,-%& 克隆、测序和序列分析

回收 !A?D$! 产物，与 O-<97?A .)EP&Q 连接，转

化 % R &’+, <L 5#。阳性克隆经 D$! 鉴定后，得到重

组质 粒 克 隆。采 用 #+S D!SB- +NC<T)A- A)QHN*%P&Q
$TEI) B)UV)*EN*C !)%KT !)%EPN&* WNP 测 序 试 剂 盒 和

#+S?188 型 <"# 自动测序仪对重组质粒进行序列测

定。利用 <"#-#"（.)Q>N&* 5X0X0，FT**&* +N&B&YP）序

列分析软件进行序列分析。

!". 侵染性 ,-%& 克隆的体外转录与接种

将重组质粒用 ()*!线性化后作为模板，用 A8
!"# 聚合酶按照 试 剂 说 明 书 体 外 合 成 全 长 卫 星

!"#。取 $-.?#L 接种的心叶烟叶片 4X5C，根据 $%&
等［’］的方法提取病叶总 !"# 后溶于 04"F <ZD$ 处

理过的重蒸水中。按照 FNV 等［5］的方法进行体外转

录物的组合接种。取上述总 !"# 94"F 加入全长卫

星 !"# 体外转录物 94"F 以及 04"F 0 G (WD 接种缓

冲 液（54HH&IJF 甘 氨 酸，9[ 硅 藻 土，9[ 皂 土，

14HH&IJF W0LD\’，OL 3X0），混合后分别摩擦接种普

通烟 "$?73 和心叶烟，每个处理接种 0 株植物；同时

取总 !"# 94"F 加入 <ZD$ 处理过的重蒸水 94"F 以

及 04"F 0 G (WD 接种缓冲液，混合后同样处理作为

对照，实验重复 1 次。

!"/ $’()*$ 和 %0123415 6702 检测

按照前述方法，对接种显症后的普通烟和心叶

烟 进 行 !A?D$! 检 测。同 时，用 引 物 >$-.?9 和

>$-.?0 扩增获得 :/>9 17’]O 的全长片段，经 <S(?
LNC^ DQNH) <"# F%])IN*C %*K <)P)EPN&* BP%QP)Q WNP S 标

记后作为探针。取 9"F 叶片总 !"#，加入 1"F !"#
样品稀释液（9 G -\DB 电泳缓冲液，0X0H&IJF 甲醛，

54[甲酰胺），27M变性 5HN*，冰浴 0HN* 后，在 9[的

变性琼脂糖凝胶［2］上 24. 电泳 0^。电泳后的凝胶

经 5 G BB$ 漂洗，在 04 G BB$ 中用毛细管法转移至

LT]&*K?L_ 尼龙膜上。转移完成后，74M 0^ 固定。

预杂交、杂交、洗膜和显色等步骤均按照该试剂盒的

说明进行。

# 结果和分析

#"! 卫星 $%& 的 $’()*$ 扩增

为了对 $-. 甜菜分离物石?+?0 的卫星 !"# 进

行研 究，利 用 $-. 卫 星 !"# 特 异 引 物 >$-.?9、

>$-.?0 对接种显症的苋色藜叶片进行了 !A?D$!
检测。从接种病叶中扩增得到了大小约 ’44]O 的特

异片段，与 $-. 卫星 !"# 核苷酸序列长度的理论

大小相符，推测此即为 :/>9 卫星 !"# 目的片段。

#"# *89(:;! 卫星 $%& 的克隆和序列分析

回收上述目的片段，连接、转化、经 D$! 鉴定后

获得重组质粒克隆 O-B$04。序列分析表明，:/>9 全

长 17’*P（()*+%*, 登录号：<‘4848’7），在其序列的

105*P a 154*P 区段，具有典型的 $-. 卫星 !"# 的

“坏死保守 序 列”：(#?($;##(($;;#⋯;($;#;(
$;(#;。与部分已发表的卫星 !"# 序列的一致性

在 81X08[ a 39X31[［ 8］，其中与大片段卫星 !"# 序

列一致性较高，如与卫星 !"# /782 序列一致性为

39X31[，与卫星 !"# <08、A’1、\60 的序列一致性

分别为 78X0’[、73X70[和 77X40[，但这 ’ 个已知

卫星 !"# 对辅助病毒致病性作用却各不相同，因此

无法从序列特征推测 :/>9 对辅助病毒的作用。

#"+ 体外转录、接种及检测

为了明确卫星 !"# :/>9 对辅助病毒的影响，将

重组克隆 O-B$04 经 ()*!线性化后进行体外转

录，同时以甜菜黑色焦枯病毒全长 E<"# 侵染性克

隆 O;$+0 为参照进行体外转录随后也做相应的侵

染性活性检测。结果表明，以线性化 O-B$04 作为

转录 模 板 进 行 体 外 转 录 获 得 了 预 期 大 小 的 卫 星

!"# 体外转录物。
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提取 !"#$%& 接种心叶烟总 ’(%，按照材料与

方法 )*+ 所述，将病叶总 ’(% 和 ,-.) 体外转录物作

相应组合处理，分别接种于普通烟和心叶烟。接种

/0 后，!"#$%& 接种心叶烟开始出现系统症状，最

初表现为绿色斑驳花叶，逐渐发展为叶片畸形、线

形，植株矮化；!"#$%& 1 .23$,-.) 接种心叶烟 40 后

才出现轻微系统症状，此后始终表现为轻微绿色斑

驳花叶或轻症。!"#$%& 接种普通烟在 5 6 70 后也

出现可见系统症状，表现为叶缘内卷，逐渐发展为黄

色斑块花叶，叶片畸形；!"#$%& 1 .23$,-.) 接种普通

烟出现症状迟后 8 6 90，病症较前者轻微；9 次实验

重复结果基本一致。图 ) 示接种 )/0 后的症状图。

图 ! "#$%&’ 单独或与 ()*! 组合接种两种烟的症状

（!+,-.）
:;<=) >?@A3B@. ACB0DEF0 G? !"#$%& BC !"#$%& 1 ,-.) BH 3IB

J;H0. BK 3BG2EEB.（)/0A;）= %：!"#$%& 1 ,-.) BH ! = "#$#%&’；L：

!"#$%& BH ! = "#$#%&’；!：!"#$%& 1 ,-.) BH ! = ()&"*+,-#；M：

!"#$%& BH ! = ()&"*+,-# =

以上述接种显症的心叶烟再接种普通烟和心叶

烟也出现相似的病程发展和症状。同时，以体外转

录物接种番茄或以上述接种显症的心叶烟转接番茄

的结果显示，卫星 ’(% ,-.) 亦能减轻 !"#$%& 在番

茄上的致病症状（图片未列出）。

为检测卫星 ’(% ,-.) 与辅助病毒 !"#$%& 组

合接种后，卫星 ’(% 是否在寄主体内得到复制表

达，以确认引起接种烟症状差异的原因。接种 )/0
后，提取各处理接种烟系统显症叶片总 ’(%，用引

物 .!"#$)、.!"#$8 对上述样品进行 ’N$O!’ 检测，

结果表明，卫星 ’(% 在两种处理接种的烟草中都得

到了复制（图 8），说明辅助病毒 !"#$%& 在两种烟

草上致病性的变化与卫星 ’(% 有关。(BC3PFCH GQB3
杂交结果更进一步证实了这一结论（图 9）。

图 / ()*! 与 "#$%&’ 组合接种两种烟的 01%2"0 检测

:;<= 8 ’N$O!’ 0F3FE3;BH BK !"#$%& EB@G;HF0 I;3P ,-.) ;HBEDQ23F0 BH

3IB J;H0. BK 3BG2EEB.= "= MR8SSS @2CJFC；)*!"#$%& 1 ,-.) BH ! =

"#$#%&’；8*!"#$%& BH ! = "#$#%&’；9*!"#$%& 1 ,-.) BH ! =

()&"*+,-#；+* !"#$%& BH ! = ()&"*+,-#；/*&F2Q3P? ! = ()&"*+,-# =

图 3 ()*! 与 "#$%&’ 组合接种两种烟的 4567896: ;<57
:;<=9 (BC3PFCH GQB3 BK !"#$%& EB@G;HF0 I;3P ,-.) ;HBEDQ23F0 BH 3IB

J;H0. BK 3BG2EEB.= ) = !"#$,-)；8*!"#$%& 1 ,-.) BH ! = "#$#%&’；

9*!"#$%& BH ! = "#$#%&’；+*!"#$%& 1 ,-.) BH ! = ()&"*+,-#；/*

!"#$%& BH ! = ()&"*+,-#；5*&F2Q3P? ! = ()&"*+,-# =

3 讨论

许多引起坏死症状的 !"# 卫星 ’(% 具有坏死

保守序列，坏死卫星 ’(% 能加重辅助病毒的致病症

状，常导致寄主的死亡［4］。TC;FEB 等［7］对意大利 88
个主要来自番茄的 !"# 卫星 ’(% 进行了序列测定

和致病性分析，发现序列分析预测与实际的致病性

检测基本相符，说明一定情况下，!"# 卫星 ’(% 的

序列与致病性有一定的相关性。但由于辅助病毒的

种类、寄主植物的种类以及生长环境条件等因素的

不同，序列的结构又常常不与致病性相对应。例如，

5 个 !"# 卫星 ’(% 一级结构和二级结构的改变与

不同的致病性变化没有对应关系［U］；而 !"# L/ 卫

星 ’(% 在辅助病毒为亚组 VV 株系时，引起寄主褪绿

症状，与亚组 V 辅助病毒作用则能减轻致病症状［)S］。

覃!等［))］对 >23!948 的研究结果也出现了类似的结

果。上述实验结果说明卫星 ’(%、辅助病毒、寄主

植物之间的互作关系是相当复杂的。本实验研究结

果表明，虽然 ,-.) 具有典型的坏死卫星保守序列，

但从其在烟草和番茄上的生物学功能看，此为一致

弱卫星 ’(%。

卫星 ’(% 作为病毒的分子寄生物，与辅助病毒

相比，其序列的变异程度更高些，卫星 ’(% 的进化

机制与辅助病毒也存在着差异，重组可能是一个很

重要的进化方式［)8，)9］。虽然关于 !"# 卫星 ’(% 系

统发生的研究有限，但实验结果已清晰地显示出

!"# 卫星 ’(% 的趋同进化，序列数据显示的系统发

)88席德慧等：黄瓜花叶病毒卫星 ’(% ,-.) 侵染性 EM(% 克隆构建及其生物学功能初步研究 = W微生物学报（8SS5）+5（8）



生可能比较模糊［!"］，不同来源的卫星 #$% 有时具

有较高程度的序列一致性，但生物学功能却大相径

庭。进一步的研究正在进行之中。
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