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某些植物病毒核糖核酸
‘

末端 样结构
’

蒋 秉 坤

蚌埠医学院
,

虾埠

, ,

。 夕 ,

为

提 要

按照 直接化学定序法测定了某些植物病毒
, ,

和
’

末端区域的核背 酸顺序
。

基于 核普酸顺 序资料参照 一 模型

等
,

提出它们
’

末端 内可能二级结 构
,

即 一 样 结构
。 、

、 、

和 一 ’

末端的 一样结构完全一致
。

此种 对颧氨酸

具有特异性的 一样结构与真核生物颧氨酸 也极为相似
。

颧氨酸反密码子

位于 一样结构的适当部位
。

这些植物病毒 的核普酸 由于硷基配 对在 氨基酸接受

臂内能产生 个硷基对的共轴堆砌
。 ’

末端 区域具有 ⋯ ⋯ 。 末端
。

本 实验结果

支持 “ 等 年提出的 一 ’

末端二级结 构模型
。

最后简要地讨论了
一样结构的可能作用

。

某些植物病毒核糖核酸
’

末端区域能被很多 特异 酶所认识
,

故具有 样

性质
。

和 首先提出芜普黄花叶病毒
,

’

末端存在
一

样结构
一 〔” , 。 以后又在许多植

物病毒和某些动物病毒 川“发现了这种结构
,

和 等曾

作过详细评述‘“
’‘’。 人们推测病毒 的 样片段和 分子之间的结构必然十分

相似
。

然而
,

当
‘

末端片段的核普酸被阐明之后发现两者有很大差异
。

具有不同的一级

和二级结构的两种核酸分子
,

例如 和某些病毒 能被同一个酶系统
一

特

异酶 所认识
,

这在遗传信息的传递上必将具有重要的作用
。

蝶豆黄脉病毒
, 、

黄花叶病毒
, 、

安第斯马铃薯隐潜病毒
, 、

芒柄花黄叶病毒
,

和茄子花叶病

毒
,

是 植物病毒芜善黄花叶病毒组 的

五个成员
。

它们为直径 和呈二十面体 的颗粒
。

病毒基因组 约含 。个核普酸
,

分子量为
”道尔顿

。

已经查明有 种病毒属于这个组
,

其典型代表是芜蓄黄花叶

本文于 年 月 日收到

此文曾在 年于烟台举行的全国病毒生化研究讨会议上宣读
。
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,

日

病毒 〔 〕。 两组科学家几乎同时独立地分别发表了
‘

末 端 片段

和 个核普酸 的排列顺序 并提出 少许 不同的可能硷基配对 即二级结构 〔“ ’ 。

等 根据化学修饰和酶消化的研究结果提出
‘

末端的

样结构模型
。

〔“ ,提出
‘

末端 个核普酸组成的
一

样结构模型

图
。

我们应用化学定序 的方法对芜著黄花叶病毒组的另外五个成员基因组
’

末端片段的结构进行了研究
。

这项实验结果的一部分曾在阿姆斯特丹 “

第十三届国际生物化学代表大会 上提出 年 月
。

。。·。。

’二二又
。、尸

勺

等
八

·,,

兀韭

︸︸

图 根据化学和酶消化方法 等 提出的
,

末端
一

样片段的二级结构模型
。

一

,

工

,

材 料 与 方 法

材料 实验所用的植物病毒由
“ ,

博士赠送
。 一

核普酞转移酶
。 。

。

按照 ‘ 等 〔 ,介绍的方法从酵母细胞中分离
。 一 一

居里
。

二甲硫酸醋
, 。

麟
。

硼氢化钠
。

焦磷酸二乙脂
,

,

丙烯酸胺
,

甲叉双丙烯酸胺和
。
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谊

方法 病毒核酸的提取 声 病毒制剂 约 加 加 声‘ 以水饱和酚

溶液和 川
。 “ 乙酸钠在微离心管内混合

,

高速台 式离心机离心约 分 钟
。

移去

上层水相
,

再同样用 砂酚抽提一次
。

合并两次酚相
,

加入 川
“ 】 乙酸钠抽

提一次
。

两次水相合并后加 倍体积 川 冷乙醇
,

混匀后置 一 ℃ 小时
,

离心

弃上清液
。

如此重复一次
,

沉淀 物真空干燥
,

砂 双蒸 水溶解 一 郑 川 贮

于 一 ℃备用
。

病毒
’

末端标记和纯化 声 病毒 溶液和 那
一 一

微

居里 加于 微离心管内
,

离心和真空干燥
。

加 川 倍浓度‘
一

核普酞转移酶

缓冲液 甘氨酸 氢氧化钠
,

氯化镁 和 户 , 一

核

普酞转移酶溶液
,

混合
。

℃过夜 约 小时
。

加 川 样品缓冲液
,

混匀
,

℃水

溶保温 分钟
。

聚丙烯酞胺凝胶 火 预电泳 小时
。

上述标记 样

品点样后 了 电泳 小时
,

当嗅酚兰染料移到凝胶板底部时切断电源
。

放射自显影后用

清洁手术刀切下所需的放射性凝胶区带
。

以适量 乙酸钠溶液洗脱
,

倍体积

冷乙醇沉淀
,

真空干燥后溶于适量双蒸馏水中
,

贮于 一 ℃冰箱供顺序分析用
。

化学修饰直接定序 根据 〔‘。 ,介绍的化学修饰直接定序 的方法把样

品分装在 支微离心管内分别进行四种不同硷基特异 性化学修饰反应
。

修饰鸟普
,

主要攻击腺普
。

脐攻击尿普 和胞普
,

但 氯化钠抑

制与 的反应
,

在此情况下 反应占优势
。

经上述四种修饰反应后用苯胺对 进行链

切反应
。

通过聚丙烯酞胺凝胶电泳
, ’

末端标记的长短不同的 片段便 可分离
,

经

放射自显影后即可直接读出它的核普酸顺序
。

为了测定病毒
‘

末端
一

样片段的核普酸顺序
,

一般可选用
‘

末端标记的

个核普酸长度的片段较好
。

较大的片段在处理上有困难
,

而较小的片段可能会

有宿主 的污染
。

结 果 与 讨 论

病毒
‘

末端标记反应产物经 聚丙烯酚胺凝胶电 泳和放 射 自显影的结

果如图
。

是含有 个核普酸的 片段作为核普酸片段长度的标志
。
工
、

亚
、

和 万为长度在 一 个核普酸的长短不同片段
,

洗脱和纯化后供顺序分析用
。

病

毒基因组 约含 个核普酸
,

因其自发性降解反应产 生一系列长 短不同的 片段
,

可选用适当长度的片段而不必再用核糖核酸酶处理
。

芜首黄花叶病毒 具有 ⋯
’

末端
,

这样无需作任 何 处 理 便 可 直 接 在
一

核普酞转移酶的催化下用
一““ 一

进行
‘

末端的标记
,

获得含有
‘

末端

标记的
,

反应如图
。

应用
’

末端标记 作化学修饰定序反应时还存在某些问

题
,

即嗜咤反应的带谱模糊不清难以定位
。

顺序分析 的直接化学定序的放 射 自显影 图谱作为我们一系列研

究的一个例子 图
。

由四种化学修饰反应 反应
、

反应
、

反应和 反应
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,

如
一 蕊皿企‘二

图 病毒 用
一 一

人 和
一

核普酞转移酶进行标记
。

在含有 尿素的 肠聚丙烯疏胺垂直扳胶上进行电脉 含有
’

末端的病毒 降解产物用放射自显影检查
“ ”

是

作为标志物的 人片段
。

“ ”。 五
一
之 一

。 。 。。 七 。。 , , 肠 改 。 ,

吕 一 ‘ 口 ,

‘

, 盆
,

五
·

五

所引起的链切结果在同一个凝胶的放射自显影图谱上很容易读出它的核普酸排列顺序
。

在图 的 胶电泳的放射自显影图谱中可以读出从
’

末端第 共 个核昔酸的

顺序 〔
’‘〕。 其中最引人注意的是反密码环的 顺序的带谱

。

如果改变凝胶的浓度

可以较方便地辨认 个核普酸以内的核普酸顺序
,

用较低浓度的胶

和延长电泳分离的时间可对长度在 个核普酸的顺 序进行鉴定
。

因为 顺序
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月稀学杂志 , 色

通 注一

叙

—
’

核件肤转移酶

、 伙
、人,

、尸、、认
,

﹄、甲‘

,详针丫
, 一 〕

、

’

勺

刃口 一 , , 一 ’
,

用
一 一

和
,

核普酞转移酶标记病毒

箭头指示酶作用部位
。

星号 代表
一

一 一

作匕图

￡ 一 。了 记 刀 少功 士

孟 , 叹
’

“ 之 、。 么 一 ,

表 某些芜蔺黄花叶病毒
‘

末端片段
’

幼 】 丁口

几健

续表

仆

人和 的一部分先前已经发表
’ 别

。

未鉴定碱基用
“ ”

表示
‘

五
一 一

主 , 么 汀 。 功 “了
”
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,

均合奋
三‘

一

呈 云‘
·

几

的研究在极微量的水平上进行和操作步骤繁杂等缘故一般需要反复多次实验
, 即使这样

有时对某些区域的碱基顺序仍不能最后确定
。

因此
,

一

有时尚需要应用酶消化定序方法来

协助明确某些碱基的顺序
。

例如 的叭 几 吼‘三个碱基的带谱在化学方法中

很模糊
,

但当用对鸟普有特异性的 ““ ” 消化时叭 气 吼 部位的带谱十条清晰 结果

在本文中末指出
。

六种病毒
‘

末端片段的核普酸顺序资料汇集于表
。

图
’

末端顺序分析 应用对 和 残基特异性化学反应
。

‘

斑 万 ,

、

五 几 几

根据顺序分析所获得的资料按照 配对雨廊响以折迭辰二病构
,

一

即
一

样

结构
,
作为一个例子图 是参照

“ “ 王的模型进 行折迭的
‘

末

端
一

样结构
。
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玉

, 、

·

’

‘

·

一 了

艺邻

饥

图
’

末端
一

样结构

工
、

亚
、

和万代表四个发夹样结构 编号

从
‘

末端开始
。

方框区域为反密码子
。

一

‘ , 亚
,

己 开 刀 七 之

‘

,

、

八

, 、︸尹,,,

吮多
一

样结构 和 第一次证明 的基因组 在领

氨酸
一

合成酶的催化下与颗氨酸结合
。

以后烟草花叶病毒 和雀麦花叶病毒

的
’

末端也能特异性地接受氨基酸
,

和 已

有详细评述 〔
“ ’ 〕。 一般说来属于同一组病毒 接受相同的氨基酸

。

病毒 除与氨基

酞
一

合成酶有关外
,

还和其它一些 特异酶有关系
。

如
一

核普酞 转移酶
,

一

甲基转移酶
,

延长因子
一

和
一

以及肤基
一 , 水解酶等 〔 〕

,

这些资料表明

病毒 末端存在着 的性质和结构特点
,

这也正是称它们为
一

样结 构的原

因
。

和 〔已’了’对
‘

末端一级 结构研究发现这些核

普酸的顺序并不折迭成已知典型
“

三叶草
”

结构
,

而且还缺乏构成 特征的稀有

碱基
。 〔 , 根据化 学修饰 和酶消化 的方 法提出

‘

末 端
一

样结构模型 图
。

我们研究的五种病毒 参照 ” 的模型折迭
,

其结

果它们均呈十分相似的
一

样结构 图
。

从此二级结构模型可以看到它们有如下

共同特征
。

和典型的
“

三叶草
”

结构不同的是它们有发夹 工区域
, ‘

末端 不参

与
一

样结构的组成 病毒
‘

末端片段碱基顺序彼此差 另很大并 有许多碱

基取代
一

样结构与‘
丫 吕‘结构的共同特点是它们无例外地有 ⋯ ⋯

。 ,

‘

末端的碱基顺序
,

氨基酞化作用发 生在其末端 病 毒
‘

末端片段的发夹

亚
、

和 相当于典型 的 劝
,

反密码子和双氢尿嗜咤环和干
。

在 所研究 的芜
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, , 包

五协

一

一 一一 一
一 一 一

一 一一一
一一

———
。口阅叫 。 叠口。喊

习
芝闺

︸叹蕊
,。。。劫

囚

犷匀

宁可岭沙沙沙霉

卜笋加匀

沙。。。咬
口

代 口《

足 写
曰匀口

乙代 。。三灭彭 , 叫 口 匀 公匀
哎 一

曰 、
口口 习 式代

汹
、 一一 一 一 一习二口曰 曰 叫二

‘犷 一 一一 一 一
、

》

切代 。哎
口口口 匀

叼,。 ,

口口

才宕心了
哎

,口口口

口
口

《 二

阅
代

翻

匀匀口

闷山叫

气心矛吕韶
一口

拿
。

笋谕
。
飞临。寒岭二

叭
代
口

愁哎。。。 花砚

日一三 芝
· 一

卜
·

留
’

。飞

艺。。。啊 。《
哎 公

口

叨
二吕 。
“

一 口邀

臼

哎口口代

劝几
哎

。匀匀
力口。 一 一 一 一 一 一一 式
。少申有、

。

·

匀口
·。。

护。代吕。。心口口口的二匀一一一﹃︸︸一一︸工﹄的

代

哎
口匀

︸绪
寸

。。口。嫩卜挤。毛沙夕

一口一口

议口几︸︸跳︸翼

口叫

写
叫 口《

·

·

一
‘

二口口

匀 曰
吕一军 姿
口 卜

口《 一
试 , 闷

飞 。叱。叫 飞

泛口

二。哎口。。。哎

口 匀

、
一 一 一 口 匀 式 甘 口 的 一一 一口哎 哎《

昆才

尸
, 、
心

叫。哎甲 。
·

⋯
哎

夕 甲口 ,

考 己 、

州‘ 口

政

。。。。。
曰

霉

口

哎
口

匀
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“

,

图 六种芜首黄花叶病毒
‘

末端
一

样结构
。

本研究所测定的核普酸顺序按照

沁 工
’

末端 〔
一

样区域的二级结构模型折迭
。

核普酸顺厅

编 号从
’

末端开始
。

病毒的缩写符号见正文
。

划线的部分为碱基互补区域
。

一 一 ‘

一

已 , 。 ’ 。 。 巴 之 。

了 之 恶 五

着黄花叶病毒
‘

末端片段的
一

样结构中
,

反密码子 均位于 残基顺

序内
。

正好是颧氨酸的反密码子 图 所有
一

样结构中的干 工
、

干 亚和环

工的 或 与单链区域的 或 的碱基 配对所组成的 个碱基对

的连续堆砌成氨基酸接受臂与吸 的氨基酸接受臂碱基对的数目相同
。

一

样结构的可能作用 大部分植物病毒
’

末端缺乏 碱基串
,

代之以 。个左右不被翻译的核普酸残基顺序
, 一

样结构便位 于这个区 域内
。

它们

和 一样具有相同的酶促氨酞化作用
。

尽管它们的一级和二级结构十分不同
,

而却能

为同一个酶系统所认识
,

说明在遗传信息的传递上具有重要 意义
。

和 〔” ’首先

报告
,

具有 样性质
,

能与撷氨酸进行氨酞化反应
。

其后陆续发现另外

种病毒 亦能接受氨基酸
,

因而人们可能会想像病毒 的吸
一

样结构共有

运送氨基酸那样的功能
。

事实情况不是这样
。

许多病毒 并不具有这种醋 化作用
,

蚕

豆斑纹病毒
,

和黄瓜花叶病毒
“ ,

的
一

样结构设有适当的反密码环和干
,

也没有相应的反密码子
。

另外
,

在形成氨

基酸
一 、

延长因子和
’

复合物时
,

的结合力太弱
,

不可能有效地占据核糖体

上的 位 〔
’ 。

所有这些表明‘
一

样结构不大可能在翻译水平上有重要意义
。

氨 酞化作用

仅是暂时的现象或只有一部分病毒 分 子参与此过程
。

不能排除一部 分病毒基因组

产生可以进行氨酸化作用的
’

末端片段
。

等 〔‘ 〕提出一种新的结构模型
,

在感染的细胞内 有线形和环式

两种构型处于动态平衡
。

领氨酞
一

合成酶和
一

样结 构结合
,

使靠近
‘

末端侧

的起始密码 在线形构型中游离
,

而在环式构型 中 被结 合在比较 复杂的结构

内不能发挥起始密码子的作用
。

除 外
, ,

和
一

等的
‘

和
‘

末端也存在类似的可能碱基配对关系
。

因而他们认为
·

样结构是基因表达的一

种调节信号
。

近来确定了某些病毒
尹

末端片段的
一

样结 构在理解分子构型方

面取得某些进展 〔“
’‘ ’, 但是

‘

末端
一

样结构在病毒的生活周期中的功 能仍然有待

进一步阐明
。
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