
 

f t 

荦 8卷第 2期 

1993年6月 

中 国 病 毒 学 
V IR0L0GICA SINIC A 

固 

Vo1．8 N0．2 

n 口． 1gO3 

植物呼肠孤病毒研究的最新进展 

龚祖埙 彭 海 
— — — — — 1  

P  — 一  

(中国科学院上海生物化学研究所，~ ZO00 31) 

Research Advance on Plant Reoviruses 

Gong Zuxun ， Pong Hal 

‘Sh口nghai 1nstitute of Biochemist ry．Academia Sinica·Shanghai∞O0 3I) 

关甓词：植物呼肠孤病毒 病毒的蛋 白质 依赖 RN 的̂lRNA聚合 酶 病毒基 因组的 

结构 

Key words： Plant reoviruseS Viral proteins RN&一dependent RNA 

Polyme rjse organization 0f viral ge o 。 

植物呼肠孤病毒是一类形态复杂、县有多种病毒 结构蛋白及片段化双链R A基因组 

的病毒，一直受到病毒学家的注意。植物呼肠孤病毒对媒介昆虫的侵染不表现细胞病理 

囊 1． 擅柳呼啊It■l 

Tab1e 1． PI●nI Re0Ti ruee‘ 

·可能为玉米粗矮病毒的地理小种。Prob日b】 g g r pbic ract}of MRDV 

本文-~1992年7月 1日收到 ，0月 18日惨 回。 
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性变化，但对植物寄主的侵染能表现 出各种不同的病症，有些还是组织专一性的。由于 

它们既能在寄主植物内又能在媒介昆虫的组织或培养细胞中复制，因此是一类研究病毒 
一 媒介昆虫一植物寄主之间关系的极好对象。根据近年来的研究，考虑到病毒基因组片段 

的数 目及其电泳行为、病毒壳体的形态、血清学关系和媒介昆虫的同一性，植物呼肠孤 

病毒可分为三个亚组，其中第三亚组为 目前尚未能明确归属分类的病毒。三个亚组的成 

员 见表 1。 

一

、 病毒的蛋白质 

尽管植物呼肠孤病毒的结构和形态较为复杂，但近年来对病毒蛋白质组成的研究仍 

有一定的进展。纯化的植物呼肠孤病毒颗粒有 6至 8个病毒编码的结构蛋白，大部分已 

知的结构蛋白已在病毒颗粒中定位 (表 2)。 

除结构蛋白外，病毒的基因组还编码一些在被感染细 胞中表达的 非结 构蛋白。被 

WTV感染的AC20培养细胞用”S一甲硫氨酸标记后， 其溶胞产物t~SDS一聚丙烯酰胺凝胶 

电泳分祈可区分出五种非结构蛋白 。我 们用体外翻译的方法也证明，RRSV的基因组 

除编码结构蛋白外还编码几种非结构蛋白 。 

植物呼肠孤病毒含有数种与病毒基因组 的合成和转录后加工有关的酶活性。到目前 

为止，在植物呼肠孤病毒分属三个亚组的病毒颗粒中都 已发现含有依赖RNA的RNA聚合 

酶 (即转录酶 )活性。在第一亚组所有三个已知成员的病毒制剂中都测出了这种酶活性 
(Ittl 4]

~ 日本的Uyeda等 “ 和我们 分别发现第三亚组的RRSV的亚病毒 颗粒 含有这 

种酶活性。第二亚组曾在FDV诱导的甘蔗瘿瘤组织抽提物中 测到这种酶活性 】，最近， 

意大利的Marzachi等“”用体外转录的方法直接检测到这个亚组的另一成员 MRDV也含 

有这种酶活性。这些病毒的RNA聚合酶体外活性的最适条件见表 3。 有报道WTV的 病 

毒制剂含有与RNA戴帽 (capping)有关的甲基转移 酶 (methyltransfe ras e) 】， 但 

在其它植物呼肠孤病毒中尚未发现。至今这些酶功能与哪个病毒编码的蛋 白有关还未 确 

定。 

囊 j． 檀物呼晴孤亲毒RNA囊台一体外活性的量适条件 

Tab[c 3． OptimuⅢ conditions of iⅡ Titro as say of RNA p。】yⅢer-日 

-ctivit， of Pl·nt rⅢ i ru8c日 
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二，病毒的基因组 

所有植物呼肠孤病毒的基因组都由1日或]2条双链RNA(dsRNA)~成。由于分子克隆 

技术的发展，近年来植物呼肠孤病毒基因组~eDNA克隆已被用来 测定病毒基因 在宿主 

细胞中的表达、确定病毒编码的多肽与基因组片段的相关性、研究与片段化RNA基因组 

分检 (sorting)和包装有关的机制以及测定基因组片段的序列。 关于每个基因 组片段 

是如何有选择性地包裹于病毒颗粒中的问题 ，目前正吸引着很多实验室的注意力，但对 

这些片段在病毒颗粒内部排列的构象还知之甚少，看来这比单基因组的构象问题更加复 

杂，况且后者至今也还是个 “谜”，因此要阐明这一机制还需更多的实验证据。这里着 

重介绍基因结构方面的研究进展。 

1． 第一亚组 

植物呼肠孤病毒第一亚组 (即植物呼肠孤病毒属 )成员的基因组都是由12个dsRNA 

片段组成的。这个亚组是目前研究得最多、最深入的一个亚组。 

1．)WTY 

白1985年 Asamizu等 成功地建立了 WTV的cDNA文库并提供了12个 基因片段中 

9个全~cDNA克隆以及三个最大片段的部分克隆以来，利用这些克隆已做了多方面的研 

究。所有 12个基因组片段的柬端序列和其中9个片段的全序列已被测定(tt-tt]。对这些序 

列的分析结果表明，WTV的基因组具有下歹u特点0 ， 

(1)所有编码正链的5 端和3 端都有分别由 6个和 4个核苷酸组成的相同的保守序 

列， ． 

(2)紧接保守序 列后， 两端各有 6至 ld个 片段专一的反向重 复 序列 (inverted 

repeats，IR )， 

(3)豫片段S12外，其余片段的编码区都只有一个阅读框架。 

已知全序列的九个基因片段的基因结构通式如图 l所示 

s ㈣ u ：
3 CCAUAA 
(c )G叫 I lR —II卜．1 l R l：= I 卜

————————1 — I⋯ ⋯  

这九个片段中s5．s7 s8和s1l编码结构蛋自， 其余的编码非结构蛋 白⋯ 。s12在 

第一个阅读框架下游102个核苷酸处存在一个含40个密码子的短阅读框架““，但目前投 

有证据证明它能够进行表达。 

近年来对WTY的映损性 干扰 (defective interfering，D1)颗粒 的研究也有很大 

进展。对缺损性干扰颗粒基因序列的研究提供了不少关于病毒复制和包装机制的信息。 

多方面的研究证明基因组片段的中间部分对病毒的 转录、复制和包装 是不重 要的。例 

如，对s5(2613bp)的研究表明，复制和包装所需的序列 位于正链5 端的319个碱基对稻 

3 端的205个碱基对之中””． 
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2)RDV 

1987年至今，RDVI~Jl2个基因 组片段 中已有九 个 (S3～SII)的 全序 列已经测定 
【“  

。 最近，所有12个片段的末端序列也 已测得 。从序列分析的结果来看，其3，和 

5 端均有@WTV~似的保守顺序 ；3 端除s9有一个核 苷酸的差异外与wTV完全一致， 

5’端则与wTV有 2或 3个核苷酸的差异。除此以外， RDV~_存在长度和位 置上与WTV 

极为相似的片段专一 的反向重复序列。 

已知全序列的9个片段中除S11外均只有一个阅读框架。S11的正链中 有一个大的阅 

读框架，从第一个起始密码 (第 6— 8个碱基 )开始共56 7个碱基， 此外 ，在这个阅读 

框架内还有第二个起始密码 (第30—32个碱基 )，用体外转录和翻译系统可以得到与之 

相应的两种多肽 ，但还没有这两种多肽均能在体内表达的证据。 

RDV!~ 因组片段和表达产物之间的对应关系尚未完全阐明，目前 巳知s8编码的是 

病毒 的40KD~],壳蛋白 ，s3和S 7分别编码 ii 4KD~]60KD的病毒核心结 构蛋 白 Ⅲ】。 

3)RGDV 

最近 ，RGDV的12个基因组片段中有 3个(S8一SIO)的全序列已测定⋯，I1]，所有l2个 

片段的末端序列也已测定 。序列分析的结果表明，RGDV的末端保守序列除 3个片段 

的5 端序列有一个核苷酸的差异外与WTV完全一 致。此外，已测得全序的 3个片段也有 

@WTV十分相似的反向重复序列。这 3个片段都只有一个阅读框架，目 前仅确 定s8编 

码47KD的外壳蛋白 ”。 

2． 第二亚组 

植物呼肠孤病毒第二亚组 (即斐济病毒属 )成员的基因组合l0个dsRNA片段。目前 

仅RBSDV的S10 E 和MRDV的s6⋯ 测定 了全 序列， MRDV的S7~S8测 定了 部分序列 

。 从所得的结果来看，和第一亚组～样，MRDV的三个片段在5 和3 端都有 末端保 

守序列和相邻的反向重复序列，RBSDV基 因组片段SIO的5 端和3 端的序列与MRDV~ 

乎完全一致。由于RBsDV和MRDV在很多性质 (如血清学、基因组的电泳行为、媒介昆 

虫等 )上非常相似，因此对MRDV和RBsDV的基因序列进行仔细的比较后将会进一步确 

定这两种病毒之间的关系。 

MRDV的基因组片段s6(219 3bp)经序列分析发现含有两个分别由363和310个密码 

子组成的不重叠蝴读框架，并为体外翻译实验所证实，但以全长的犏码链作模板仅位于 

5’端的闷读框架能有效地表达，其产 物为一40KD的多肽⋯ 。这一特性和第一亚组的 已 

知研究结果不同，因而这个亚组可能有与第一亚组不同的基因表达调控机制。 

3． 第三亚组 

植物呼肠孤病毒第三亚组的成员 目前仅有RRSV和ERsV两个 ，其q~RRSV研究得较 

多 它们的基因组也是 由 个dsRNA组成，但其电泳行为与第二亚组有较大的差别。我 

们用变性的基因组dsRNA直接进行体外翻译的方法， 初步确定了RRSV的基因组片段与 

其表达产物的对应关系 “，这在植物呼肠孤病毒的研究 中尚属首次。 

1991年底，在美国召开的由洛氏基金会支持的水稻生物工程国际会议上，澳大利亚 

的Upadhya ya宜称已获丰导RRSV的s6一s10五个d sRNA基因组片段的全序列⋯】。 但关于 

序列分析的详细情况尚未见公开报道。 
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最近报道，用直接I1NA测序法已确 定了III1SV的全 部10个基 因组片段的末 端序列 

”，分析结果表明与其它两个亚组的末端保守序列有 很大 的差别。表 4比较 了这些末 

端保守序列，可以看出，每个亚组内成员间的末端序列都很相似，可认为是同源 的，而 

亚组之间则有较大的差别，因此将植物呼肠孤病毒分为三个亚组看来是合理的。 

毫 4． 擅霸呼精孤卉毒基园量片器束螭序爿比较 

l"~ble 4． Co血P tiB口Ⅱ of te FmiⅡ●l_ q Ⅲ  f g~ omic Beg㈣ nt 

of pI Rn| reovJru 6t_ 

由于至今所有研究过的植物呼肠孤病毒的基因组片段都 有相同或相似的末端序列和 

反向重复序列，因此可以推断这些保守序列具有非常重要的功能。 
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