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甜菜坏死黄脉病毒不同分离物三联基因区及 的序列分析

刘德林 李大伟 于嘉林
’

中国农业大学农业生物技术国家实验室
,

韩成贵
北京

摘 要 以来 自于我国内蒙古
、

黑龙江和宁夏的 个甜菜坏死黄脉病毒 分离物为材料
,

采用反转

录
一

方法扩增不同 组分的基因片段
,

经 克隆和序列测定后
,

与国外报道的 不同株系

和来 自于我国不 同地 区 的 分离物之间进行 比较分析
。

结果表明
,

内蒙呼和浩特分离物

中的 至
‘

端蛋白编码 区长度为 个核昔酸
,

与法国 分离物
、

德国 分离物
、

日本 分离物的一致性分别为
, ,

而黑龙江
、

宁夏 和 内蒙包头分离物

的 蛋 白编码 区则与 以往报道的内蒙呼和浩特分离物 相应片段分别具有
,

和 的一致性
。

这些差异进一步证明了在 分离物之间广泛存在的分子变异
,

并可能与它

们的致病能力相关
。
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一 ,
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,

写
,

甜菜丛根病 是甜菜的严重病害
,

广泛分布于我国西北和东北甜菜种植区
。

该

病是 由甜 菜坏 死 黄脉 病毒
,

侵 染 所 引起
‘ , 。

是一种多分体正链 病毒
,

含有 条 分子
,

其中 和 是病

毒侵染复制所必需的
。

编码病毒复制酶
,

编码外壳蛋白及运输蛋白
,

编码

的蛋白参与病毒在根中的复制和转移
,

编码的蛋白参与由土壤多粘菌介导的传播 ,
‘〕
。

基因组上有 个开放阅读框
,

除由位于 ’端的 编码 的外壳蛋

白
,

并可在其唬拍终止密码子 通读时产生一种 的蛋白以外
,

在其下游还有一个由

个 构成
,

分别编码
,

和 蛋白的
“
三联基因区 ”

一 。
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明
“

三联区
”

蛋白参与病毒在细胞间的移动仁
一 二

。

另外
,

李毅等川还发现利用体外转录获得的重

组 感染甜菜时
,

对甜菜丛根病的症状表现具有决定性作用
。

由于不同株系的

感染同一品种甜菜可 以产生不同症状
,

对不同来源的 核昔酸序列进行比较

分析具有十分重要的意义
。

通过这项工作
,

可以从分子水平上了解我国主要甜菜种植区所发生

的 分离物之间
,

以及我国 主要发生类型与国外报道的有关株系的相互关

系
,

并为探讨这些基因在致病过程中的功能机理
,

指导甜菜品种的国外引进以及甜菜丛根病的

防治提供基础性资料
。

材料与方法

·

的提取

内蒙呼和浩特分离物 由当地甜菜发病 田块分离得到
,

汁液摩擦接种番杏

爪 动 进行繁殖
。

黑龙江
、

宁夏 和包头 分离物的病毒则直

接来源于病土培育的发病甜菜病根
。

由提纯的病毒中提取病毒
,

提取方法同文献巨
。

病毒 的合成与克隆

采用
一

方法扩增仁
,

和 的
,

依据 等
一 ‘。习报

道的 分离物 的核昔酸序列和 已知的内蒙呼和浩特分离物 的

序列二
‘ 〕,

设计并合成下列寡核昔酸引物
‘一 一 ‘

‘一 一 ‘

‘一 一 ‘

‘一 一 ‘

‘一 一 ‘

‘一 一 ‘

‘一 一 ‘

其中 与 分离物 的 一 相对应 与 的 一 相

对应 与 的 互 补 与 的 一 互 补 与

一 相 对 应 与 互 补 与

的
‘

末端 互补
。

的克隆
、

连接
、

转化
、

质粒提取
、

酶切均参照 等川的方法进行
。

克隆载体

为
一

和
一 。

序列测定与分析

用双脱氧终止法对所得的 克隆测序
,

或采用 产物直接测序
。

用

测序试剂盒
,

并参照其说明在
一

型 自动测序仪上完成
。

用 公 司的 序列分析软件对序列进行计算机分析
,

并与 沙叼
、

。〕旧 本
’〕分离物和已知的内蒙呼和浩特分离物 的 〔“ 〕核昔酸进行比较

。

结 果

部分基因组 的
一

扩增

以 内蒙呼和浩特分离物 的总 为模板
,

以 和 为引物
,

经反转录
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和 扩增
,

得到特异性的 片段
,

长度约
,

与设计相符
。

用 分离物
、 、

提取病毒
,

以 或 为引物反转录合成

第一链
。

以第一链为模板
,

对 分离物以
、

对 和 分离物以
、

为引物分别进行 扩增
,

获得长度约 和约 的 扩增产物
。

扩增产物的克隆与序列测定

扩增得到的 片段经 酶解后得到 和 的片段
。

将 片段

经 聚合酶处理成平齐末端后
,

克隆到
一

的 位点
。

经筛选得到一个

正向插人的重组质粒
。

剩余片段则利用合成引物
、

进行 产物直接测序
。

结果表明
,

所得 片段包括了构成
“

三联基因区 ”的全部核昔酸
,

长度为 个核昔酸
。

将得到的 产物连接到
一

上
,

经序列分析测定
,

不同分离物插

人片段的核昔酸长度有所差别
,

其中
,

内蒙包头
、

黑龙江和宁夏分离物的序列长度分

别为
,

和
。

不同 分离物的序列比较分析
“ 三联基 因 区 ”片段 序列分析表明

,

内蒙呼和浩特分离物 的
“

三联基因区
”

与法国的
、

德国的 旧 本的 相 比
,

其核昔酸序列同源性分别为
、

和
。

对内蒙呼和浩特分离物的 蛋白基因编码 区的核昔酸序列与
、

和 相 比较
,

其一致性分别为
,

和
。

同时对这一区段的酶切位点进行比

较分析 表 表明 内蒙呼和浩特分离物与国外报道的典型株系均有一定的差异
。

表 内蒙呼和浩特分离物
“
三联基因区

”
与

、

和 分离物间酶切位点比较

十一一一一一一一一一一十一一十
,,‘‘

注 为存在的酶切位点 一 为不存在的酶切位点
。

蛋 白编码 区序列分析 将

本研究所得 内蒙包头
、

黑龙江

和宁夏 分离物的 蛋白

编码 区序列与以前报道的内蒙呼和浩特分离物
、

法国
、

德国
、

日本 分离物的

编码区 长度皆为 的序列相 比较可

见
,

国内外不同分离物之间 编码区

的序列均存在一定的差异
,

变异幅度接近 表
。

表 物不同分离物

蛋白编码区序列比较

项 目

一
一
川绷

但其中宁夏分离物在此编码区的 以后插人了 个核昔酸
。

讨 论

根据对
“

三联基因区
”
至

‘

端核昔酸序列和 蛋白编码区序列的比较
,

可以推

断内蒙呼和浩特分离物 与法国分离物 的同源性关系较近
。

而已得到的内蒙呼和浩特

分离物 通读蛋白的核昔酸序列 〕则表明其与德国分离物 一致性更近
。

但通
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过对其酶切位点 表 的比较则显示内蒙呼和浩特分离物 与 日本
、

德国 的关系较

近
。

说明内蒙呼和浩特分离物与国外报道的典型 株系 和 株系关于此
“
三联基因区

”
核

昔酸的差异是否会引起病毒在细胞间移动的变化
,

还有待于进一步的研究
。

核昔酸序列测定结果表明
,

黑龙江
、

宁夏和包头分离物的 与呼和浩特分

离物的 编码区的相比
,

其一致性分别为
,

和
。

根据黑龙江
、

宁夏和包头分离物序列的两两比较
,

可以看出宁夏分离物明显地与其他分离物有较大差异
,

而

黑龙江分离物与其他分离物的一致性则较近
。

它们同时与
,

和 分离物 序列相比

较时
,

发现中国境内的各分离物都与 日本 分离物亲源关系较近
,

黑龙江分离物序列与 分

离物最接近
,

为 表
。

甜菜坏死黄脉病毒的 不仅是甜菜丛根病症状形成的决定因子
,

而且还与病毒在根

组织中的扩展有关
。

根据 接种番杏表现的病斑类型
,

将 分为同心环
、

黄斑
、

褪绿斑 和坏死斑 个类型 口
‘〕。 现已知

,

产生 症状需要

基因组上的 蛋白表达 含有内部缺失 的 则引起严重的坏死枯斑
,

即 症状是由 蛋白的表达引起的
。

起始于 蛋 白基 因的 ’末端
,

在全长

上仅有微量表达
,

但可通过上游序列翻译激活仁
‘ 〕

。

在 基因组所编码的

种蛋白中
,

蛋白在不同分离物间比 蛋白和 蛋白存在更大变异
。

至于这种变

异与 对甜菜的致病性的相互关系
,

以及各分离物 蛋白的表达产生的生物学效

应
,

尚待进一步研究
。
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