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提 要 

感 染水稻矮缩病 毒 (RDV)的水稻叶片中 分离纯化了RDV． 用人工合成 的寡核 苷 

酸为 引物 ，台成 了长 度为i．0kb的小外壳蛋 白基因 ， 经PCR扩增 后， 克隆至 pUC一19载体 

上 。以 脱氧 链终 止法测序得到其 全长序列，同 已发表 妁 RDV 日本 分离物 小外壳蛋 白基 

因序列 相比有很高 的同源 

关键 词：水稻矮缩病毒 小 外壳蛋 白基 因 
一PCR 裔耗 

水稻矮缩病毒 (Rice Dwarf Virus，RDV)为双链球形病毒 ，是我国水稻产区流 

行的水稻矮缩病病原。近年来随着分子生物学的发展，利用病毒外壳蛋白基因作为抗病 

基因的手段之一 已得到广泛认同，RDV的外膜 包括大 、小两种外壳蛋 白，分别由基因组 

中 12个 dsRNA片段的第八片段和第九片段编码。 本文继本实验室获得 RDV第十片 断 

eDNA克隆 大 外壳蛋白基因克隆 的工作后，报道RDVI]'~外壳蛋 白基因的台成、 克隆 

及 序列 分析 的结果 。 

材 料 与 方 法 

一

、 病毒接酸曲提纯 感染 RDV的水稻材辑由浙江在科院宿毒研究室提供 病叶加磷酸缓冲 

液(pH7．2)匀浆 、尼 龙沙布 过滤后 ，滤液朋等体积 四氯 化碳 混摇 ．2分钟后离,f,,(8000r／ra xiSmin)， 

上清加入 PEG-6000至终 浓6晴，混匀并 静置 4小时， 离心 (7500r／mx20=tin)沉淀病毒 颗粒 ，沉 

淀 悬于磷酸 缓冲液 巾， 加 入2牺Tri ron X—i00， 搅 捧 I小时后高 速离心 (10000r／mx 10min)，上 

清加到 20啦蔗糖 垫上 ． 25000吖m 离心 I小时后 ，沉淀悬浮于 10mmol／L Tris·cl pH8．0巾，得 

到纯化病毒 用．Prot~ittascK一酚 浩，提 纯病 荤板酸。病毒 溶涟加几保温 缓冲蔽 [200~g／ml protei— 

IIRSO K(以25mmo]／L Tris—C1，pH7．6配 制)，100mtool／L NaC1，7．5mmol／L EDTA．2．5晴 SDS) 

于37℃保温30分钟后 ，酚抽提 2坎，氯 仿一异『戈醇 (24：I)抽提 一次， 无水乙 醇 沉 淀， 抽 于 备 

用l 21 

二、引物的合成和纯化 根 据Uyeda等 (1989)c )贲抖 ． 台成 了 RDV小讣壳 蛋白生 妊基 因 

本文于1 g 1年7月1 4日收剑，1 0- 】年9月1 ⋯》回 
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的两个 引物：3’引物 (与编 码链之3’端 序列互补)，5’一TCAGACTGAGGGTGCGAGTC一3’；5’一5I 

物 (编码 链5’端 序列 )，5。_ATGGGTAAGCTCCAAGATGG一3’， 引物使用前 需磷酸化 。 

三 、cDNA的合成 及 PCR扩增 5 g病毒 d嘏 NA，100℃ 煮 沸 3分钟后 立即置球 浴 以 变 性 

dsRNA。加 入引物及反转 录酶合成eDNA第一链t 】，产物经 PCR aO十循环(proraege程穿)，3’、 

5’引物各为 lptool，每 一循环 包括95℃ 变性30秒钟 ，55℃复 性 1分钟，72℃延伸 2分钟，反应 结束 

后， 以1．2驻的琼脂糖 凝胶电 泳检 鞫I扩增片 段并 以低熔 点胶回收。 

四、eDNA克隆 与重组克 隆的筛选 克 隆载体pUC一19以Sreal薄切成 平端 。与双 链 eDNA连 接 

及转化E．~oli DH5(参照我 们以前 的程序1 】)挑选 白色克隆，煮沸法小量提取质粒 ，限制性内切 

酶酶切， 电诛检测筛 选插入片段为1．0kb的重组子。 

五 、eDNA序列分析 克 隆质粒 r,qHindlll酶切后得到 长麦约为0．42kb和0．58kb的 两个片 段 ， 

分别亚克 隆至Puc一19或体上， 以双脱氧 桉苷酸链终止 法，直 接用 双链DNA测定 其 eDNA序列 质 

粒DNA(2—3 g)在0．2mol／L NaOH溶液中65℃变性 5分钟 ，加入Na0Ac(pH5．2)中和并 乙醇沉 淀， 

模板和引物(正向目；物 祀反 向；I物)一起 退火后， 按T7序 列试剂 盘 (Pha rmacia)提供 的程序测 序。 

结 果 与 讨 论 

一

、 eNDA合成及PCR扩增 

合成 eDNA经 PCR扩增后，电泳检-蜊 PCR扩增片断长度为1．Okb(见图 1)。 

二、eDNA克隆 

回收 PCR扩增产物，将其克隆到 pUC19上，插 入 eDNA的克隆片断用 HindIII酶 

切，得到 0．42kb和 O．58kb两个片断 (图 2)。表 明eDNA上有 两 个 HindIII酶 切 位 

点。分别回收以上两个片断并亚克隆到pUC19上。 

i 2 3 1 2 3 4 

一．一 
臣 1 cDNA经PCR扩增后1．料 琼脂糖凝 

肢毛律结果 

1．3：两次cDNA扩增样晶{ 

2：分子量标准 (1kb DNA Ladde r．BRL) 
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图 2 重组克隆经Hin dIIl酶切 后1． 驻琼脂 

糖凝肢电掉结果 

3，分 f量托准 (同上 ) 
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三，RDV小外壳蛋白基因全序列的测定 

以双脱氧链止法直接进行质粒 DNA 的双向序列 分析 以确定亚克隆插入 片断 的序列 

而获得 RDV小外壳白的全长序列 (见图s)。 其基因由1056个核苷酸组成，由此推测 

编码 351个氨基酸。 与已报遭的 RDV日本分离物小外壳蛋白序列相比， 两者的核苷酸 

序列的同源率为94 ，而由核苷酸序列推测出的氨基酸序列的同源率为95％。 

固 3 RDV小外壳蛋 白基因的DN̂ 序， I及由此而推测的氯基酸亭 I 

F g．3 Compl etcⅡucl tid s eqaenc e 口nd ded⋯ d amino a cid B qⅢ c 。f RDV 

g~nome seg⋯ t g fIb e mi⋯ cap sid p rotein ge c) 
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The cDNA Cloning and Nucleotide Sequence of the 

Minor Capsid Gene of Rice Dwarf Virus 

Ye Yin et al 

(Bei~ing Insti[ute of Microbiology，Academia Sinica，Beiiing 100080) 

Rice Dwarf Virus was isolated and purified from infected rice 1caVeS
．  

The eDNA of the minor eapsid gene was synthesized with synthetle oligonu— 

eleotides as prim e rs and am plified hy PCR
．
The eD NA sequence of the m inor 

capsid gene was determined and has high homology to that of Japanese isolate
．  

Key w ords l Rice Dwa rf Virus Minor eapsid gene PCR 
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