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印度木薯花叶病毒DNA在寄主植物中可能存在的形式 
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提要 从印度术薯花叶病毒( 口旺v)侵染的植物中纯化特异的棱酸，经RNAa~， â辨，N 

蝉 S1，Exonuelea~ I和 EeolU酶切，S~thern和Dot blots杂交证实 ，在感病的植株中，存在两种形式 

的病毒棱酸：环状双链 DNA和环状单链 DNA，后者可能是病毒DNA的(一)链，环状双链DNA经限 

制性内切酶作用可得2．7 kb的线性双链 DNA纯化的病毒桉酸含 DNA1和 I~IA2两个分子量相近 

的组份 。 

关键词 童 吐塞童i差里童 棱酸杂交p／ -q 

双生病毒(Gomin~irus)矮单链 DNA病毒，病毒颗粒呈双联体状。含一种外壳蛋白(M．W． 

26 000—32 000)和约2，7 kb的环状单链DNA分子 ]，根据寄主范围。恃毒介体 ，基因组的复 

杂性 ，外壳蛋白和复制酶氨基酸序列变异的比较0 ]，双生病毒可被分为三个亚类 ：I)烟粉虱 

(＆m汹 蚰 )传播，双基因组，侵染双子叶植物；I)叶蝉传播，单一基因组，侵染双子时植物l 

Ⅲ)叶蝉传播，单一基因组，侵染单子时植物。木薯花叶病毒属第一亚类 ，是侵染稂食作物术暮 

的主要病原之一 I起术薯严重减产，本文报道了印度术薯花叶病毒 DNA在寄主植物中可能 

存在的形式。 

材料与方法 

1 植物材料与病毒繁殖 印度术薯花叶病毒【In曲n蚴 Ⅶ 燃 c )保存井繁殖在烟草(肺∞‘嘲 吐-‘ 

捌)上，均用常规摩擦接种法，植株在3O℃和日光灯的照射下培养2--3周出现症状，收集病叶，1[-2o~备用． 

2 病毒的纯化 参照文献[．1 

3 病毒单链 DNA的提取 参照文献 。 

4 从感染植物中提取病毒特异的DNA 适量的府叶于液氯中速冻并研成碎末。加2倍体善{抽提缓冲液(1．25 

raol／LNaCI，5mmol／L EDAT，0．1 船A，0．1 巯丛已 ． u am~l／％Tri~HCI p}瑭．0)。过滤后并6500)<g离 

心 10 min，于上清液中加1 SDS，65"C保温 5 mia后再加入等体积的酚-氯仿【v，v=8．2)抽提，乙醇沉淀水相 

得板酸桠样品，溶于小体积的TE(10mmo1．／LTris-HC1．Immol／LEDTA pH8．0)中，一20℃保存 ，取健叶作同样 

处理，粗接酸样品经两次 I．0 LMT琼脂糖(含 5 0g／m]湟化乙啶)凝胶电泳和酚抽提 ，可得纯化的病毒特异 

桉酸及其不同形式的分子。 

5 病毒特异核酸的性质1。1 纯化的核酸分别经 2岵／ml RNAase(10 rrIⅡ．。l／L Tris-I-]C1．pH7．4．10 r衄，d／L Mg． 

·奉文于 1991年 12月26日收刊，1993年8月11日修同 
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C12)，70 u／ I>NAa~(10 mmol／L Tr~HCI，pH7．4，1O~,ol／L 2)，1O u／ N k且瞳}S~(30删∞l／L NaAe， 

50 m~C／LNacl，1 mm0l／LZnSO．)，1—2 u／ Exon~ I(66 m~C／LTr~-HCI，pH&0．77m~ C／LNaC[· 

5O ramol／LMgCh)，1 u／ EcoR T(50mmol／L1ld Ha，pHS．0，1Om~C／L ，10O皿mI／L№n)，37℃反 

应 2ht，Southern blot分析酶切结果。 

B 分子杂交 ． 

艮1 探针的制备 N U'amlaOon制备探针啪。 

6．2 Southern blot[‘ 样品经 I．O 晾脂糖电泳后 ，变性(1．5mol／LNacl，0．5mol／LNaOH)lht，中和(1_5m 

L ，1．0 mo[／LT~-HCI，pH8．o)1 ht，转移到硝酸纤维素膜上，苗O℃真空干燥 2 ht，预杂交(6×s ，o．5 

SDS，5XDeah~t's液．10O 眦 变性蛙盘精I>NA)68℃．4 ，杂交(0XSSC，o．5 SDS，5×D甘山ard _液 ，10O 

崛 m变性鲑盘精 DNA，10删∞l／LEDTA，10 一10‘ 探针)08"C，l6 ht，舍 0．5 sDs_2×s 68"C洗膜 1 

hr，空气干燥后放射自显影． 

6．3 Dot blot 2M DNA样品，0．5 0．5mo~／LNaOH 2l|l水中变性 1Om]n后立即加入O．5 3mo~／LNaAc 

pHS．d，点样于硝酸纤维素膜 ，其余步骤同soI】吐1efn bloc。 

结果与讨论 

1 探针的制备 

圈1 病毒特异棱酸的三十组份 

i，2：B{4．5：M l6，7：T 

3：】lbDNA分子量标准 
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圈2 病毒拔酸的分子杂文 
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从纯化的病毒中提取的单链 DNA是制备探针的良好模板 ，通过 Nick仃aIⅢla№n， p的标 

记效率高达 100 ，高比活的探针是核酸分子杂交的前提 }标记实验还表明病毒单链 DNA分 

子中存在部分双链互补结构，因为Nicktranslation的模板需是双链DNA，教DNAas~I作用后， 

造成缺口(Nick)和部分降解，部分降解链可作为引物，以互补链为模板台成探针。 

2 病毒侵染植物中的特异核酸 

从病毒侵染植物中得到的特异核酸，进一步纯化可得 T，M和 B三个组份 ，B组份古量高 

而 T组份古量低，且 M中含有两个分子量稍有差别的组份(图 1)，全序列分析已经证明了 

DNAI和DNA2的存在啪。Southern和Dot blot证实T，M和B三组份都是病毒特异的核酸(图 

2)。 

田3 病毒棱酸的性质 

1，7{健叶对黑，2，8；无酶作用} 

3tRNA曲 4t NIld蚺 ∞ 随 i 

5 2旃酸 100"C变性后，Nucl~se随I 
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图4 EcoRI酶切T，M和B组份 
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3 侵染植物中病毒核酸的性质 

T、M和B三组份都抗RNAase而敏盛于DNAase，说明这三个组份核酸都是DNA分子 ，进 
一 步研究表明，从感病的植物中可得到三种构型的病毒特异 DNA分子 ：环状单链(B，c 

s面)NA)，共价闭合环状双链(M，o。c dsDNA)和开环双链 (T，oc dsDNA)。经 Nuelease si处理 ，B 

(c saDNA)被降解，M(cee asD~A)部分转变成"r(ce dsDNA)，部分形成位于M和T之问一新的 

带型，可能是线性 daDNA分子，其原因是由于Nuclcase Sl造成o。c dsDNA分子内非特异性单链 

Nick或双链断裂所致 }核酸样品经 100℃热变性后 ，可被 Nuclease Sl降解成大小不均一的片 

段}T，M和B三组份都抗Exonuclwase I的作用，尽管存在某些分子内的切割(图 3)。纯化的M 

组份中常含有大量的 T组份 ，ooc dsDNA(M)很容易转变成 oc daDNA形式 ~EeoR I对 B不作 

用 ，而可以部分降解 M和 T。形成 2．7kb大小的线性分子(图 4)，与报道的双生病毒基因组大 

小相似[1l。电镜观察从 ICMV侵染的烟草中提取的总核酸(经RNAase处理)，发现存在病毒特 

异的c ssDNA，ooc dsDNA和0c dsDNA三种分子形式，而且c ssDNA分子比其他两种类型分子 

都多，但在健康植物中没有发现这些形式的DNA分子(数据未发表)，证实杂交实验结果的分 

析 。 

在病毒侵染的植物中，真正存在的病毒DNA形式可能主要是c ss,DNA和ooc daDNA．oc 

DNA可能是实验过 程中由 0。c daDNA转变而成 ，c ssDNA的含量明显高于 ccc daDNA，但与病 

毒探针的杂交程度却低(图 2，3)，极可能的解释是这种 c A是病毒ssDNA的互朴链即 

(--)链DNA，由于病毒mDNA含有部分互补结构 ，由此部分序列所得的探针可与(一)链分子 

杂交 ，(一)链DNA分子的大量存在可能对双生病毒的复材和基因表达具有重要意义。 
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2 H曲 Bn l~rkerH，Bo＆ K置_ 正 Elant,rinase8withtitular 『1gte--strandedDN ．̂ ure(L0r咖 n)，1977‘2"／0t760～ 

；762 

3 H洲删恤 A J，Vana~-TilltIto J-PtL 咿 ny时 肛 m tH∞ JC,enVirol，1989‘70：2717~ 2"／2"／ 

4 姻  B Jc_HarriaonB Serolo~ al studies∞ 鼬  l~~nl帅 ．Ann p̂pIlli~l、1982‘101l33~42 ’ 

5 艮岫'鲥 lD J·}伽Tb∞ BD，姻  ira Jc·dd．I3e~etien时 蚰 of 曲n恤 mva册嘲  nlKldc耻甜hyh 函岫姐 

丑Ild∞廿，e f岫 瞳 mp啪 ture onthdrmuIt 曲 儿 Ann^pp‘ 、l984‘105；483～ 493 

B H曲1n佃 】W D o．Bi盟忡 DM ．B啦 KW ．砧∞ Ii±lc瓶 叽 0f T” l Dt ̂ ~orms|lltorrgllo 啪 m蚺血 vim$infectedti斟啦 ，evi． 

~eneefor atwo∞mp邮 曲I gen~'ne．N Ld ĉ‘由 R辟．1982‘10：490I～ 4 9]2 
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Specific Nucleic Acids in Host Plant Infected 

byIndian Cassav8Mosaic Geminivirus 

Hong Yi~uo W angXiaofeng Tian BO  

( 盯 M／crab／da~，Acade~a踟 Ⅻ ， 100080) 

D．J．Robinson B．D．Harrison 

(S础 汹 Crop届聊  龇 ， ∞证 ，DD2 5DA， -K．) 

Nucleic acids extracted from Indian c ava mosaic geminivirus infected plant 1eaves(̂  4 斗 

O~Tjuma) and further purified thl'ough 1．0 LMT agarose gel electrophoresis were treated with 

RNAase．DNAase，Nuclease Sl，Hxonuclease I and restriction endonuclease EcoR I．Two kinds of 

virus—specific DNA existed  in infected plants as shown by Southern and Dot blotting using virus ssDNA 

probes sy'nthes／zed by nick translation．These two DNAs were circular double stranded and single 

stranded DNA(dsDNA and ssDNA)respectively．ThedsDNA wasintheform of open circuhrand co 

valently closed circular molecules(oc an d ccc d．~ NA)． Both oc an d ccc d．~ NA were digested by 

EcoR I to producelinvar molecules of about 2．7 kb．The virus genoroe con~ ned two components 

(DNA]and DNA2)．Furtherm~e．the circular viral ssDNA in ptants largely the minus stranded 

notthe plus s~ nded  ssDNA r~po rted
．

from viruspe_rticles．Thismay be an im po rtar~t cluetothe und~r- 

standing of proceeds of sem inivirus repiication an d its gene expression and regulation． 

Key words ( ava mosaic virus，Genome，Hybrklization 
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