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摘 要 分别利用9’:;<4和$’:;<4确定了<5=+>7:!;-的9’和$’末端序列，在此基

础上，利用:?+@<:得到了:!;-的9’端一半的A7!;克隆B<-9和$’端一半的A7!;克隆

B<-$，并通过拼接构建了:!;-全长A7!;克隆B<-C。通过对B<-9和B<-$进行序列测定，

得到了:!;-的全序列。序列分析结果表明<5=+>7:!;-由$’&)0D组成，其中存在-个

部分重叠的阅读框E:C,（(%!-*9-0D）和E:C-（-&,&!-(&*0D），分别编码)9)22的-2蛋白和

,,,22的-F蛋白，并在-2蛋白的序列中发现了动植物病毒复制酶所特有的两个保守序列。

该株系:!;-核苷酸序列与分属<5=G亚组的C0H株系和GG亚组的I株系:!;-的核苷

酸序列 同 源 性 分 别 为%,J(K和(9J*K；-2蛋 白 的 氨 基 酸 序 列 同 源 性 分 别 为%$J)K和

*(J(K，-F蛋白的氨基酸序列同源性分别为)$J’K和9,J$K。同源性比较的结果表明>7
株系属于<5=G亚组。
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黄瓜花叶病毒（<5=）是黄瓜花叶病毒属的典型成员，为三基因组分、正链:!;病

毒［,，-］。研究表明，<5=:!;,、-分别编码与复制有关的,2、-2蛋白［$］，:!;$编码$2
移动蛋白和外壳蛋白，外壳蛋白是通过由:!;$产生的亚基因组:!;&表达的［&］。<5=
是寄主最多、分布最广、对农作物危害最为严重的植物病毒之一。为了从分子水平上进一

步深入研究<5=基因组的表达调控机制和致病机制、开辟新的抗病毒策略，我们合成并

克隆了一株从山东大田感病烟草上分离得到的<5=分离物（<5=+>7）的全部基因组

A7!;，并进行了全序列测定。本文报道<5=>7株:!;-全长A7!;克隆的构建及其

全序列分析结果。

+ 材料和方法

+,+ 病毒来源

<5=>7株系由山东大田感病烟草中分离得到，并一直由我们实验室繁殖保存。

+,- 病毒及其’()的提纯

用<5=+>7毒源接种三生烟（!"#$%$&’()$*"+$,#-./,&），,&天后采集带有花叶症

状的顶部未接种叶片，参照CL20A3M［9］等综述的方法提纯病毒，即首先用含’J,K巯基乙

醇的’J9N"O／6柠檬酸钠（BP(#’）缓冲液进行匀浆、离心后得到的粗汁液经氯仿澄清、聚
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乙二醇!"""沉淀病毒后，再经#$%&’()*+,-.#""处理及#"&!/"&蔗糖梯度离心得到

提纯病毒。提纯病毒与等体积01234提取液（%"55+6／7’()8.9:6;9<$!，#55+6／7
=>’4，%"55+6／73?:6，#&@>@）混合，先后用’=饱和酚及酚／氯仿（#A#）各抽提两次，

经乙醇沉淀得到病毒234，用焦碳酸二乙脂处理过的灭菌水溶解后置于B<"C备用。

!"# $’%&’(
:DE2340%’末端区域利用%’24:=（2?;)F45;6)G)H?*)+,+GH>34=,F8）法进行克

隆，具体操作基本按IJK:LK27%’24:=@M8*N5试剂盒说明进行。所用引物@O#（%’

’’:::III’4:4’:I:I4I4P’）、@O0（%’:I4’4’I:4’III’’’I4::P’）参照已发

表的:DEQ,M株系（:DE.Q,M）2340的序列［!］设计合成。首先以纯化的:DE总234
为模板，用引物@O#进行反转录反应，合成第一链H>34。经23?8N9处理、I6?88D4-
>34)8+6?*)+,8;),H?(*()FRN纯化后，用末端转移酶在合成的第一链H>34P’端加;+6M（I）

尾。用引物@O0和3%（%’’’II’4:::::::::::::::P’）进行O:2扩增。反应程序

为S/CP5),；S/C#5),，%"C#5),，<0C#5),，P"个循环；<0C#"5),。O:2产物经纯

化后，克隆于;I=D.’ENH*+(（O(+5NR?）上，并进行序列分析。

!") #’%&’(
:DE2340P’末端区域利用P’24:=法进行了克隆。首先在:DE234的P’端加

;+6M（4）尾，反应条件参照;+6M（4）;+6M5N(?8N（OT?(5?H)?）的使用说明设定。%""7的反应

体系含有%"55+6／7’()8.9:6，#"55+6／7DR:60，0U%55+6／7D,:60，0%"55+6／73?:6，

"U%,R／57K@4，"UP55+6／74’O，/"V234 酶抑制剂，%V;+6M（4）;+6M5N(?8N，%"R
:DE总234，在P<C反应!"5),。反应产物用酚／氯仿抽提两次，乙醇沉淀，沉淀溶于

#""7’=溶液中。取%"7加;+6M（4）尾234为模板，#"7引物K’#<（#";5+6／"7），加

/"7%1反转录缓冲液，#"7234酶抑制剂（/"V／"7），0"74DE反转录酶（#"V／"7），

/0C反应!"5),，合成第一链H>34。取#／#"体积的反转录反应体系进行O:2扩增（条

件同上），所用引物为K’#<（%’I4II4’::’’’’’’’’’’’’’’’’’P’）和参照:DE.
Q,M2340的序列［!］设计合成的引物:P’（%’:I’’:4I4’:’:4II:’I’’P’）。O:2
产物经纯化后克隆于;I=D.’ENH*+(（O(+5NR?）上，并进行序列分析。

!"$ %*&+的全长,-*&合成和克隆

由于:DE2340比较长，很难一次得到全长H>34克隆，我们采取了分两段进行

H>34合成、O:2扩增和克隆的策略（图0）。根据上述%’24:=和P’24:=的实验结果

设计 合 成 了 位 于%’、P’末 端 的 引 物O/、O%，位 于 内 部 的 引 物O<（%’I4:’’I’:.
I44’’’II4:P’）、OW（%’4I4I4’I::’’:I4I44:P’）根据我们已测定的:DE.@>
2340的部分序列（未发表）并参照:DE.Q,M2340的序列［!］设计合成。首先分别用引

物O%、O<反转录合成P’端和%’端一半第一链H>34，反应条件与上述P’24:=时的条件

相同。分别以上述第一链H>34为模板，用引物O%和OW，O/和O<进行O:2扩增（延伸

时间为05),，其余条件同上）并克隆到已除去-T+J位点的;K6XN8H();*@Y（Z）质粒上，通

过菌落O:2的方法筛选阳性克隆。

!". -*&序列分析

>34手工测序按@N[X,?8NEN(8)+,0U"（V@K）试剂盒说明进行；自动测序使用4KJ公
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司自动测序仪!"#$%&’&(及试剂。序列分析采用)*(+,+软件。如没有特别说明，序列

均为对-个独立的克隆进行测序的结果。

! 结果和讨论

!"# $%&’()!末端序列的测定

.!/0*(-1’和&’末端的序列分别采用1’0(.2和&’0(.2方法进行了测定。通

过1’0(.2筛选到了多个含有相应3.0扩增片段插入的克隆，对其中的4个克隆进行了

)*(序列测定。结果表明，除5个克隆1’端不完全外其余&个克隆均是全长的，其中-
个克隆的1’端是由66开始的（图57），第一个碱基6被认为是与0*(1’端帽子结构中

的6相对应。上述4个克隆相应位置的序列完全相同。根据所测定的序列设计合成了

3.0扩增.!/0*(-1’端片段的引物34（1’..86.(6888(888(.((6(6.&’），在

其1’端加入了一个39:,位点（下划线处）。

图5 利用1’0(.2和&’0(.2
确定.!/;+)0*(-末端序列

7<1’0(.2 =<&’0(.2
>?@<58$AB?C7%CDE%$":?#$9$FD$CE$9
"G.!/;+)0*(-#$:$AB?C$#
=H1’0(.27C#&’0(.2

图5=显示的是&’0(.2的测序结果，所

测定的&个克隆的序列完全相同。由于植物

0*(病毒的&’末端一般都是以..(结尾

的，因此图5=中的I"%H（(）最上端的碱基(
应该是.!/;+)0*(-&’末端的第一个碱

基。根据上述&’0(.2的测序结果设计合

成了3.0扩增.!/0*(-&’端片段的引物

31（1’.66(8..8668.8..8(8(&’），在

其1’端加入了一个J7BK,位点（下划线

处）。

!"! $%&’()!全长*+()克隆的构建

经菌 落3.0筛 选 得 到 的1’端 片 段 的

E)*(克隆I.-1和&’端片段的E)*(克隆

I.-&。I.-1的39:,;LM",双酶切小片段与

I.-&的39:,;LM",双酶切大片段连接，转化

后经菌落3.0筛选及酶切鉴定最终得到了

含有.!/0*(-全长E)*(的克隆I.->。

.!/0*(-全长E)*(克隆的获得将为下

一步建立.!/0*(体外转录体系，在体外

合成具有生物活性的.!/0*(-，进一步深入研究.!/0*(-的功能奠定了基础。

!", $%&’()!的全序列测定和分析

在对I.-1和I.-&进行酶切图谱分析的基础上构建1个亚克隆，并进行了序列测

定。 测序结果表明（图-），.!/;+)0*(-全长&N4OC:，其基因结构与已测序的其他

株系的.!/0*(-相同［P!O］。.!/0*(-全序列测定策略如图&所示。通过用)*(;
+,+软件对所得序列分析发现在1’端有一个大的阅读框Q0>5（’R!-P1-C:），编码一个

O1O77的-7蛋白，在其序列中也发现了动植物病毒复制酶的保守序列86SSS8SSS*8和
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图! "#$%&’()*!的核苷酸全序列及推导的+(,-和+(,!的氨基酸序列

下划线处为病毒复制酶的保守序列.
,/0.! "12345657894516/:5;5<857951="#$%&’()*!>7::5:895:>2/71

>9/:;5<85795;1=+(,->7:+(,!
?@5917;57;8;>2/71>9/:;5<85795;1=A/B>4B534/9>;5;>B587:5B4/75:.
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图! "#$%&’()*+全长,’)*克隆的构建和序列测定策略

-./0!"123456,4.121748976::%:92/48,’)*,:129;2<39=692,.2/345;49/>17"#$%&’()*+

位于其后的?’’［@］；在!’端有一个小的与A(-B部分重叠的阅读框A(-+（+CBC!
+DCE24），编码一个BBB;;的+F蛋白，+F基因的实际存在和表达由’.2/等最初发现，并

证明+F基因与病毒在植物体内的长距离移动和致病力密切相关［BG!B+］。

黄瓜花叶病毒株系根据其血清型、外壳蛋白肽图谱和核酸杂交分析可被划分为两个

亚组，即H亚组和HH亚组（或I4亚组和&亚组）［B!!BJ］。-2>株系和K株系分别是H亚组

和HH亚组研究得最多的代表成员。迄今，各株系病毒基因组()*的测序结果显示，属于

不同亚组的"#$株系的核苷酸序列和氨基酸序列同源性明显低于同属于一个亚组的

"#$株系［BE］。郭东川等曾对"#$%&’外壳蛋白基因进行了序列分析［BD］，结果表明它

与分属H亚组和HH亚组的’株系和K株系的外壳蛋白基因核苷酸序列同源性分别为

@!LDM和DELGM，据此他们认为&’株系应属于H亚组。我们也将&’株系()*+全序列

分别与已发表的-2>株系、K株系()*+全序列进行了比较，核苷酸序列同源性分别为

@BLDM和DJLEM，+;蛋白的氨基酸序列同源性分别为@!LNM和EDLDM，+F蛋白的氨基

酸序列同源性分别为N!LGM和JBL!M。上述同源性比较结果进一步证明&’株系属于H
亚组。
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