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一

， 大毫条纹花叶病毒 (Barley Stripe Mosaic Virus简称BSMV ) 

根据国际病毒分类命名委员会第四次报告归属于大麦病毒组 】。这种病毒在世界范 

围内都有广泛的分布， 由于种子能传毒，随着世界性种质资源的流通，BSMV传遍各大 

洲，一度严重影响世界大麦的产量。在 Montana由于此病害从 1953-- 1970年 造成 三千 

万美元的损失，1955年仅在 Montana和 North Dakota就使大麦减产 25～ 30 。在我国 

新疆各地 良种繁殖场上看小麦普遍发现有 BSMV侵染， 用酶联免疫 血清分析法检 测瓤 

疆，河北，江苏等地的麦种，表明 BSMV广泛分布在全国各地。由于这种病毒在农业生产 

上有重要的经济意义，所 以在对病毒的诊断，病毒与寄主间的相互关系，病毒的流行与 

控制等方面引起人们的关注。过去25年中在宿毒生物学性质方面已积累了大量的资料 。 

进A80年代随着病毒分子生物学的进 疑，对BSMV基因组成分 、末端结构 ，功能表选 、 

序列分析及基因图谱方面都做了不少工作。本文主要着眼在归纳综述上述诸方丽的有关 

资料，并在讨论其传播方式的基础上分析其可能的应用前景。 

=、病毒的形态结构 

BSMV为短棒状病毒，其大小在不同报告中 有微小差异， 平均 l25一 l3onm，直径 

约为22nm。 

病毒由正单链 RNA及外壳蛋 白亚基组成，其外形结构很像 TMV，平均每个有病毒 

粒子由 1150个包被在外的蛋 白亚基组成， RNA螺旋 缠在内， 并形成 4nm 内径的中空 

轴。病毒的等电点约为 pH4．5。当悬浮在 lOmM pH7．0的磷酸缓冲液中时其紫外吸收特 

征为A⋯ =270rim，A ：250~m， A26o／28o=1．0一】．05， o．i 的病毒悬浮液在光 

路为lem对A2eo=2．6。 

病毒分子量为 2．6×1O 其中 鲫 ％ 为外壳蛋白，3．7—4．O 为RNA，蛋白亚基分子 

量 25000道尔顿，为一糖基化蛋自，核酸分子量范围1×lO。一1．5x 1 0。。 
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兰、病毒基因组结构 

1．BSMV是三组分 RNA病毒 早期 人们通过病毒RNA聚丙烯酰胺凝胶 电 泳 图 谱 

分析，证明 BSMV BNA的组分数随株系而异，可分二、三 、四组分的不同株系， 二组 

分 BSMV以典型株、苏联株为代表，三组分株系如 North Dakota 18(ND18)，Norwi— 

ch(Nw)株系，四组分的如阿根廷温和(Am)株系。用甲酰胺变性RNA，或不变性直接电 

泳测定 RNA1—4的分子量分剐是 1．43、1．25、1．u 和 0．99×10 。 

Gustafson等(1982) 应用重组 DNA技术否定 了上述关 于基因数目的结果。 他用 

DNA18 RNA的重组 DNA克隆经缺刻翻译制成 P标记探针对不同株系的BSMV做RNA 

转印分子杂交分析(Northern blot)， 证明所有巳知的 BSMV都是三组分 RNA病毒，原 

来的两组分也是三组 分， 因为三蟹分 0]5的 RNA 及 RNAa的 eDNA克隆都能与 “两 

组分” 株系的 RNA 杂交，而这两个 eDNA长度的总和超过 “两组分”株系 RNA 长度 

的l5 ，两个 eDNA又没有序列同源性，因此可 以判断 “两组分”橡系的 RNA 包含有 

两种不同的 RNA分子，一种与 ND18(或NW )的 RNA2有同源序列，而另一种与ND18 

(或NW )的 RNA。有同源序列，由于两种 RNA的分子量相同，所 以在电泳时呈现一条 

带。 因此 “两组分”株系实际上是伪两组分 (psudo—two components)。 至于四组分的 

Am株系，在杂交实验中也证明是三组分株系， 而且是包含有伪两组分的混台株系， 因 

为 Am RNA 可 以和 ND18 RlNA 及 RNA3的 eDNA杂交 ，像在伪两组分中的情况一样， 

而 Am RNA3和 RNA 都能专一性地和 ND18 RNA3的 eDNA杂交， 说 明 Am RNA。及 

RNA 是同源的，都属于 BSMV RNA的第三组分。 

在我国新疆小麦上分离到的大麦条纹花叶病毒经 甲酰胺或乙醛变性 RNA后，凝胶电 

泳鉴定或将电泳分离的 RNA转印到硝酸纤维素膜上，用总 RNA的 eDNA做探针，分子 

杂交的结果也证明 BSMV新疆株系是三组分 RNA病毒 1【 。 

如果用核苷酸数目表示 BSMV—RNA结构，关于 BSMV核酸组分的研究可以归纳为 

三组分 RNA病毒的 BSMV其RNAI及B：NA 分别为 4200和3650个核苷酸，而 RNAa在 

不同株系中不同，它们可 是 3650个 核苷酸，跟 RNA：大小相同(如在典型株中，所 以 

电泳时不能与RNA 分开， )它也可以是 3250个核苷酸， (如在 NW或ND18株系中， 

在 电泳时病毒核酸显示三条带， )也可 以是 2900个核苷酸。Am株系的 RNAs是3650， ’ 

3250及2900个 核苷酸的混台物。 

由于 RNA3在BSMV中的复杂状态，给早期研究 BSMV RNAs之间序列 同源性问题 

带来麻烦，Palomar et 4J(1977) )Taliansky(19 79) 的工作都指出 RNAI及 RNA： 

有不同的序列，但 RNA3与 RNA2之间却有广泛的序列同源性。Gustafson 1983年利用 

基因工程技术 获得 了包括 BSNV ND18株 RNAt一}eDNA的三种重组质粒，它们分别复 

盖 RNAl一3的44 ，63 及7O ，但都不包括每种 R,NA的 3 端及 5 端， 用它们做探 

针与不同株系的 BSMV RNA杂交， 不仅证明不同株系同种 RNA之间广泛同源， 同时 

也清楚的显示了不同 eDNA杂交上的专一性， 说明不 仅 RNAI及 RNA 之间有不 同的序 

列，而且 RNAs 70 的序列也与 RNA：不同。我们在 BSMV新疆)l朱上的类似工作也得到 

相同鹎结果 因l}匕要毽清这一争议，只有先对早期作者所用的eSMV株幂中RNA 的存 
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在状态加以分析和豁定才有可能。 

对侵染性而言三种 RNA都是必不可少的，丢失其中任何一种都会导致侵 染性的丧 

失，以前关于某些株系的组分数在传f 过程中会发生丢失的报告我们认 为也可能与 BS— 

MV RNA。的存在状况有关。如 Am卡末系有实验证明在传代过程中RNA。及RNA．可能丢 

失，但这并不意味着 BSMV的侵染性可以不需要 RNA s，因为 Am株含有假两株系。随 

着研究的深入以及基因 r程技术的应用，该问题必将得到进一步澄清。然而感病植物中 

三种 RNA的比例却会因光照 、温度等不同培养条件发生显著变化，这可能跟各种 RNA 

功能上的不同有关。因为在不同温度光照下，有报道说病毒的含量没有变化，伴随着各 

RNA蛆分比例的不同，感病植物的症状轻重 电明显不同。 

2．RNA的5 帽子结构及3 端 tRNA结构 Agranovsky等 1979 }川司高碘酸钠氧化和 

硼氢化钠还原标记m G，在高压液相层析上分析证明7O 的Nw株系 BSMV RNA含有 

5 末端7一甲基帽式结构， 至少 NW 株中基因蛆 RNA，及 RNA 是有帽子的，但还不清楚 

为什么在 RNA 中未能检查到此结构。 

用 Poly(U)Sepharose或寡 dT cellulose柱亲和层析可将 BSMV RNA分成能吸附结 

台的 polyA 部分及不能吸附结台的 polyA。部分“”大约80％ BSMV RNA含有足 被亲 

和吸附的 polyA结构。对单一的 RNA组分做亲和层析发现90 RNAl是 polyA 分子， 

而70 的 RNA 分布在polyA一中，无论是 PolyA 或 PolyA。的 BSMV RNA都有侵染性， 

用酶降解得到的抗 RNase的 PolyA片段大约有 8—3O个棱苷酸片段。 

像植物病毒组中的 tymo-，tobamo-，bromo-和Cueumo Viruses一样，BSMV RNA 

基因组3 端亦有可以接受氨基酸的 tRNA结构， 在有氨基酰 tRNA合成酶和 H。酪氯酸 

的体外体系中 BSMV不同株系或同一株系的不同 RNA都可 以使酪氨酸、氟酰化Eli)~ 

BSMV RNA与寡(dT)． 混合、退火，再用 RNaseH水解，可将全长的 BSMV RNA 

分匍成大小不同的两段，具有 3 端 tRNA结构的小片段，平均比变约为 21o个梭苷酸， 

说 明 PolyA插在 BSMV RNA 3 tRNA结构来端及 5 基因 编码区 之间。 失去 Poly(A) 

及 3 端 tRNA结构的大片段没有侵染活性，但在体外蛋 白台成系统中具有翻译活性。 

在植物病毒中，多数基因组 RNA的 3 端是 tRNA结构，少部分为 PolyA结构如co— 

m o Virus
、
nepovirus、 Poty Virus

、 Potex Virus，但同时具有 PolyA及 tRNA结构的 目 

前只有两种{BSMV技 BMV的 RNA 。BMV、RNA 的 PolyA正好 将该 RNA上的两个 

顺反子隔开，而在 BSMV中 PolyA在三种 RNA基因编码区以外。 BSMA RNA 3 端的 

这种特殊结构可能在病毒繁殖棱酸复制等方面起着重要作用。 

3．BSMV的亚基因组结构 一些植物病毒 中存在有亚基因组结构，它们可 以自主转 

录病毒基因组中关闭的密码子的信息，如 TMV中外壳蛋白密码 子在 TMV基因 组中是 

关闭的，转录由亚基因组完成。不同于 TMV的是 BSMV亚基因组是包有病毒 蛋白外壳 

并与基因组共包壳的。迄今为止所有 已报道 的国外株系中都发现有微量存在的亚基因组 

颗粒。结构分析表明它们 由800个核苷酸组成，在其3 端从l0到 150长短不等的PolyA， 

不同株系的亚基因组3 端至少有 160个碱基序列完全一致。用亚基因组 RNA的eDNA为 

探针与病毒基因组 RNA杂交，证明只有 RNA 与亚基因组有同源性。序列分析表明亚基 

因组RNA 3 端与基因组RN̂  Polka上游至_，少95个檬苷酸序列完全捐同，明证亚羲鼠 

^ ， ●  
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组编码的序列定位在 RNA 3 端 PolyA结构的上游部位“ “。 

在蛋 白质体外翻译体 系中，亚基因组 RNA能编 码翻译 产生 2O一2I×10。的两个多 

肽，它们有别于 RNA 上外壳蛋 白基因所编码的分子量为 25000的病毒外壳蛋 白。在感 

病大麦植 株蛋白的凝胶电泳图谱中不能检查到这两种多肽，其生物学功能尚不清楚。总 

之 BSMV的亚基因组不向于大多数植物病毒的亚基因组，它不具有来源于编码外壳蛋 白 

的基因组并具编码外壳蛋白的特征。 

4．基因组功能、序列及基因图谱 BSMV RNA体外无细胞翻 译体 系 的 研 究 表明 

RNA·编码120k多肽 占全 部 RNAl编码信息的80％，RNA2编码 25k多肽，RNAs的翻译 

产物依棣系而异，有 85k、78k、75k等 ”1【”1。根据 免疫沉淀放射 自显影，氨基酸组分 

特异性分析等手段证明 25k为 BSMV外壳蛋 白，说明外壳蛋白基因定位在 RNA 上。分 

离感病大麦的聚按糖体其主要体外翻译产物为 120k、67k及 25k多肽， 与 BSMV RNA 

在植物体内的翻译产物相似．推测85K，78K，能经过体内加工变成67K rl6l。对 120k及 

67k多肽的生物学功能还全然无知。 

Gustafson“ 对 RNA 进行了全序列分析，弄请 了 RNA2上的基因排列情况，证明除 

外壳蛋 白基因以外，还有另外三个阅读框 架，彼此不连续。 

综合基因组结构，功能的研究可将 BSMV基因线性图谱初步描绘为： 

5 
_  

C●p 

!竺!!! ．．鱼 3· 

H 

．是 塾 一每 s‘liner 

3 端虚拽表示 Pal A结构，一8一表~tRNAS结构 

各阅读框架编码蛋 白的分子量分别为； 

ORFl 22，1,t7(外壳蛋 白 ) 

ORF2 58，098 

ORFa l7，375 

ORF l4，419 

序列分析进一步证实外壳蛋白基因定位在RNA：5 端第一个 阅读框 架上，它可以直 

接高效表达，而不同于 BMV、CMV等三组分基因组病毒外壳蛋白须经过亚基因组表达。 

另外三个阅读框 架编码的蛋自在体内并没有发现相应大小的产物，但就其编码能力而言 

BSMV RNA大于其它多组分 RNA病毒，如 BMV、CMV、AMV编码四种蛋白，而 Bs— 

MV可 以编码的不是四种蛋白而是 6-- 7种蛋 白。 

Edwards和 Timlans(1986) 将 四种 BSMV分离物的 RNA蛆分进 行淀台重组， 

所谓的拟重组病毒 RN~做侵染实验，检查 各 RNA组分在致病性，毒力 、症状等方面韵 

佯用，一韧步遗传学分析表明RN̂ 控耕BsMV在寄主上晦致病性，而症状的表现是一个 
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复杂的病毒与寄主相互作用的结果 ，RNA：和 RNA$的变化足以影响毒力和症状。而且同 

源 RNA重组比异源 RNA重组更能影响症状表现 。 

四、病因学与传毒方式 

BSMV在麦子上的症状表现为深绿和浅绿相阃的不规则条纹，而早期症状是表现在 

新叶 的基部出现黄色或白色的退绿条纹，进而扩展到全植株发生系统花叶，并出现植 株 

矮化，花药 雌蕊发育不全，种子皱缩等。 

BSMV除感染大麦小麦外，随株系的不同还可以侵染多 种禾谷 类单子 叶植物 如玉 

米、水稻高粱，个别株系还能侵染少数双子叶植物，在双子叶植物上的症状表现多为退 

绿斑或坏死枯斑“ 。 

关于病毒在体内复制的机制研究虽然早在70年代初就发现感病植株体内含有病毒特 

异的双链 RNA，RF型及 Rr型以及单链 RNA伴随症状表 现的消张情况， 但对于病毒 

RNA现体内复制的动力学过程、复制的调控等都还没有系统的有说服力的报道 ，Na—sh— 

ang Lin ” 等最近对病毒在细胞内的繁殖进行了细胞学观察， 提出侵染过程细胞学变 

化的四个阶段及前质体 (proplastide)在病毒复制及装配 中的作用， 当含有纤维状物质 

的前质体周围囊泡出现时是接染的早期信号，细胞化学及免疫电镜证蹰纤维状物质是或 

者包含 dsRNA，作者相信该 dsRNA是病毒特异的。 

BSMV的流行及自然传播方式主要靠带毒的种子及花粉传播，人为的机械摩擦也 

以使 BSMV侵染，至今未发现土壤和媒介昆虫可以传毒 种子带毒的比例取决于寄主种 

类，病毒株系，环境条件以及植物感病时间等。以我国新疆欧柔舂麦为例，1977年病株 

种子带毒率最高为90 ，最低为38．9 ，平均为72 。病毒在小麦中可以存活20年，在 

大麦中也可以存话数年。 

对于BSMV种传机制细胞学的研究表明病毒最早可以侵染花的初级分生组织 ，然后 

使大孢子母细胞感病，进而发育成带毒的胚珠。对花粉传毒的电子显微镜观察看到大麦 

花粉粒中有晶体排列的 BSMV，意味着病毒能在单倍体细胞中复制。细胞学研究指出在 

花粉的精核及营养核中都有病毒颗粒， 在花粉传毒是 BSMV从精子细胞 直接进 入卵细 

胞，而不是通过花粉营养细胞或花粉壁进入雌蕊。 

BSMV在玉米上可引起不符合孟德尔基 因分离律 的畸变，标准差可大于 2，子代异 

源显性及同源显性基 因型的正反交其分离率可以从正常的1：l偏差至60 t 40至100 0。 

同时 BSMV感染大 麦可以增加大麦出现三倍体及非整倍体的频率。引起玉米畸变 aberr— 

ation ratio)的机制尚不清楚。人们曾假设 BSMV RNA或其一部分核苷酸序列与玉米基因 

组 DNA整合，引起玉米基因组变化或者干扰某种基因的调节 新近用含有 BSMV部 分 

RNA的 eDNA克隆做探针与 BSMV引起玉米突变抹 DNA杂变， 发现在突变株 DNA上 

出现的 3．3kb的插入子 中不含有 BSMV同源 序列 ”。 本实验室用 BSMV—XJ株进行 

southern杂交并未发现感病大麦细胞中存在有 BSMV RNA的 cDNA。虽然以上实验还 

有待于在严格的条件下重复，但人们仍然推测t①BSMV RNA可能有转座子功能。在 

种胚及花粉中整合到寄主 DNA上，但不能通过有丝分裂在胚期以后 随寄主复制。④B— 

SM V侵染可以调动玉米内源休眠的转座子，使玉米产生突变株。 ． 
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五 、大蠹条坟花叶病毒做为潜在的檀韵葛因工穗麓体研究的可 性。 

植物基园工程在微生物和动物基 因工程迅速发 展的影响下， 日趋受到重视，将 目的 

基因导入植物体 内的手段除 质粒外，目前又广泛发 展了电澈 (electro—poration)法。 

Ti质粒经过充分的基础研究现已被改造达到可应用的程度，然而 目前 Ti质粒仍受其 寄 

主范围较狭的限制，主要用于双子叶作物电激目的基因之 后也还 要承受 巨大的 筛选工 

作。因此寻找更多的载体如具有寄主范围广，易于在寄主内迅速繁殖，扩散等特点的载 

体，将有利于进一步推动植物基因工程的发展。植物 DNA病毒如花椰菜花叶病毒 (Ctt- 

MV)能满足上述要求，但做为载体仍有寄主范围狭，可容纳的外源基因太小，不能与寄 

主染色体整台而不能将外源基因传代的缺点。植物 RNA 病毒具有寄主范围广， 一旦侵 

染后可以散布周身，并能大量复制，从而获得大量拷贝数外源基因的特点，而把大麦条 

纹花叶病毒做为潜在的植物基因工程载体的研究对 象更有其有利条件：①寄主范围包括 

重要的单子叶经济作物如大．小麦，玉米 、水稻等，可 以弥补 Ti质粒的不足。⑦可以种子 

传，因此外源基因一旦随病毒侵入植物有可能传入后代。⑨做为多组分捧状病毒包括三种 

RNA，便于改造，易容纳较大的外源基因 ◎体内复制效率高，病毒产量约为 500rag／公斤 

病叶。但是存在的问题是人们对 BSMV基因组结构的研究还仅仅开始 ，要在DNA水平 上 

研究 BSMV基因组的结构和功能还有大量的基础工作要做，要 获 得三种 RNA的 全 长 

eDNA克隆j 剪切 、插入后的 eDNA要在建立的体外转录体系 中转录我 们侵染活性的 

RNA； 检测改造后的病毒功能性状的变化，选择最适外源基因插入位点等等 除 此 外 

还要深入研究 BSMV种传的分子机制，提高种传比例，解决插入的目的基因 世 代 相 传 

问题 。 

1986年美国及日本在利甩植物 RNA病毒做为载体的研究 中取得一些突破性进展， 

除 了在 eDNA 水平上将病毒 RNA改造成为基因工 程载体， 体外转录成有侵染性 RNA 

外，还使插入的外源目的基 因在细胞内高效表达， 其表达水平 比 Ti质粒做载体还要高 

数倍0 ，从而打开了植物 RNA病毒做为载体的新局面，使该项研究的可行性大大向前 

跨进 。 
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