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提要．采用黄瓜花叶病毒(CMV)亚组 T株系 Fny．CMV RNA2的 1209～1626核苣酸片段 和亚组 

Ⅱ株系 Ls-CMV RN 的 2002～2433核苷酸片段的 eDNA克隆，体外转录，同时掺入 P获得负链 

RNA探针，与纯化的番茄和甜般上的 CMV中国分离物的 RNA杂交，结果表明：CMV番茄和甜椒 

中 分离物与 Fny-CMV的核苷酸有高度_Ij源性，隶属于 Fny．CMV为代表的亚组 l株系 并利用 

K C；MV抹系(亚组 I，源 于中国)的 R ’ 全长 eDNA克隆的两个 EcoRI位 点问的棱苷 酸序列 

(1657～2125nt)作探针 ．与上连两种 CMV中国分离物的 RNA杂交，进一步 比较分析了这两个分 

离物和 K CMV株系的关系。讨论了棱酸酶保护法在 CMV株系鉴定中的作用。 
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黄瓜花叶病毒(Cucumber Mosaic Virus，CMV)，具有广泛的寄主范围，能侵染包括单子 叶 

及双子叶植物在内的85科、365属、775种 物ll-21。CMV颗粒含有四种大小不同的 RNA．三 

个较大的 RNA构成 CMV的基因组1]J，RNA 和 RNA吐编码复制酶组分．RN 编码运动蛋白 

和外壳蛋白。RNA4为编码外壳蛋白时亚基因组 RNA，位于 RNA3的 3 端。此外，有些 CMV 

还有卫垦 RNA。 

CMV有许多不同的株系，在寄主范围、致病性、病毒外壳蛋白多肽图谱及核苷酸序列同源 

性基础上，这些不同的株系被分为二个亚组l4’61。其中亚组 I的代表 株系为 Fny—CMV，中国 

的一种株系 K—CMV也同属此亚组，亚组 Ⅱ的代表株系为 Q—CMV，CMV 的不同株系在寄主 

范围、致病性 、复制效率、卫星 RNA的复制及蚜传效率方面均有差异 J。同一亚组株系的核 

苷酸序列具有 95％以上的同源性。随着对 CMV病毒分子生物学的深入研 究，国际上 目前对 

CMV株系划分的主要 依据倾向于棱酸序列的同源性 ，而我国仍根据血清学及寄主范围对 

CMV分离物进行株系鉴定。为了避免引起混乱，与国际上株系划分统一，本文以 CMV亚经 

l和亚组 Ⅱ株系的 RNA2上的特定核苷酸序列作探针，用核酸酶保护法检测来源于我 国北方 

的两种 CMV分离物——番茄分离物和甜椒分离物，初步鉴定其归属 的亚组，为培育抗不同 

CMV抹系的转基因植物提供依据。 

核酸酶保护试验(The Ribonuclease Protection Assay，RPA)是一种特别灵敏的株系鉴定方 

法。其原理是首先体外转录合成一段与待分析的目标 RNA互补的经同位素标记 的 RNA作 

本文于 1995年 1月 23日收到，7月 26日修回 
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探针，谚探针与样 品 RNA杂交后，再用核酸酶(RNaseA和 RNa~T)降解单链的未杂交的序 

列，样品中与探针互补的 RNA结合配对，经核酸酶消化后可以被保护，该保护 片段经聚丙烯 

酰胺凝胶分离后即可显示出其放射性 自显影圈。 

材料和方法 

1 {才料 

CMV番茄和甜椒分离物毒原由农业部植物检疫所张成 良先 生提供。体 外转录试 剂盒购 自 Promega公 

司，棱酸酶保护检测试 剂盒(RPA-Kit)购 自美国 Arab[on公司，a 32P-UTP为北京亚辉 生物工程公 司产品，质粒 

pBIuescriptSK(+)和大肠杆菌 DH5a为本室提供。各种限制性 内切酶为 Promega及华美公司产品c亚组 I株 

系 FnyCMV及亚组 Ⅱ株系 Ls CMV的探针 由美国 Cornell大学张力博士提供，探针 的太小及方向如图 2。亚 

组 I株系 K—CMVRNA2全长的 cDNA克隆由 KarlHellwaid博士构建 J。 

2 方 法 

2 1 病毒提纯及 RNA纯化 

将毒源接种于幼嫩的珊西烟(Nicotiana Ⅱbacum var Jranthi )上繁殖，l4天左右病症显著后．收获病 

叶。病毒的提纯及 RNA纯化按 Pet㈣Pal kaitis(1984)的方法 J进行。 

2．2 亚克隆的构建和探针制备 

2．2 1 亚克隆构建 

把 K．CMV RNAz全长 的 eDNA克隆上的两个 EcoRI位点 间的枝苷 酸序列 (1657～2125 nt)亚克隆到 

pBluescript SK(+)载体的 EcoRI位点上。 

碱裂解法提取质粒和低熔点胶回收 DNA片段按 Seanbrcok等_l 的方法进行 

2 2 2 探针制备及纯化 

质粒线性化后，根据亚克隆中目的片段的插入方向选用 或 T3 RNA聚台酶。体外转录 标记负链 RNA 

探针。探针制备的标准反应按 Promega公司提供的体外转录试剂盒进行。 

RNA转录完毕后，加 入无 RNase的 DNaseI，37'i2消化 15 rain，再加人 等量的上 样缓冲液 (8 96甲醛／ 

0 1％二甲苯蓝／0 1 96溴酚蓝／2 mmol／LEDTA)，并于 9O℃下加热 3rain。在含 8mol／L尿素的 5％聚丙烯酰 

胺凝胶上 电泳分离探针，电压 100～300伏。电泳 20 min至 1 h，电诛完毕后，经放射 自显影．切 下与 x光 片上 

位置相对应的含全长转录物的凝胶，再用探针洗脱缓冲液(0．5 mo[／L醋 酸钠／1 mmoi／L EDTA／0 2％ SDS) 

于 37*(2下洗脱过夜后，于 一20℃下保存备用。 

2 3 棱酸酶保护检测 ：详细操作过程见 RPAU kit说明书。 

2 3+1 杂交 

在 Epp㈣d rf管中混合探针和待检测的RNA样品。设置对照管。每个探针需用2个对照管。每个管中加 

^ 2 的酵母 tRNA。然后加^ 1／10体积的 5moi／LN Ac和 2 5体积的无水乙醇．一20'i2下沉淀 RNA至 

少 15min。离心，真空干燥沉淀物。再向每个管中加入 20 的杂交液，于 90=5"C条件下温育 3～4rain后，再 

于 42～45"C下杂交 2～12 h 

2 3 2 RNA杂交后的酶消解 

每个样品管需要 200 的 RNase消解溶液，其中以 1：100的比例加入 RNaseA／RNaseT1混合物。并在其 

中一个酵母 tRNA对照管中加入 200 I RNase溶液，另一个对照管则加不吉 RNase的 200．ul的 RNase消解溶 

鞭．37'(2下温育 30 min，再于每个管中加入 300 的 RNa~e钝化／沉谊混合物 ，一2ll℃下 沉淀 RNA至少 15 

rain，离心，真空干燥沉淀物。 

2 3 3 分离和保护片段检测 

制备适合于分离保护 片段的变性的聚丙烯酰胺 凝胶(5％聚 丙烯酰胺 mol／L尿素，同涮序胶的制备 )． 
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凝脏厚度为 13em×15cm×0 75ram。向每十管中Dû 8,ul的上样缓冲液后，9 c】℃下温百 3～4 m en，上样，200 

— 250V稳压电泳．电泳时间40 m en--1 h 电泳完毕后把凝胶转移到 x光片下． 70'C下放射 自显影过夜。 

结 果 

1 提纯病毒的获得及病毒RNA的提取 

纯化的病毒经紫外扫描分析，均 显示 出病毒 的特征吸收 曲线，其 中甜椒分离物 A260／ 

．4280的比值为 1．64，与 CMV标准的 A260／A280比值极为相近，番茄分离物 的 A260／A280 

比值为 1 28，与 CMV标准的A260／A280比值有一定偏差。 

纯化的病毒经 3％磷钨酸负染，在电镜下呈现为典型的球形病毒粒子，且粒子形态完整， 

极少破碎，粒子中间有一定典型的核酸芯。 

提纯的 RNA经 0．8％琼脂糖电泳后，呈现出 CMV RNA特征带型，但有一定程度的降解 

(图 1)。甜椒分离物的 RNA有四条带型(RNA =3．2kb，RNA2 3．0kb，RNA3=2．2kb，RN 

：1 2kb)。番茄分离物的 RNA有五条带型，两种分离物的 R_NA 和 RN 由于大小相近，彼 

此很难分开。 

K 、 

： 

、 

、 

图 1 纯I【匕构两种 CMV分离物 RNA的电诛带型 

a：番茄分离物 b：甜撤分离物 

g】 Eleetrophor~is pattern nf purified RNAs t啪  

CM V im]ates 

a：Tomato isola b：Pepper ira ]ate 

2 亚克隆的构建及探针制备 

把 K—CMV RNAz全长 cDNA克隆之间的两个 EeoRI位 点间的核苷酸片段插入到 pBlue· 

script SK(+)载体的 EmRI位点上，得到亚克隆 pCMV，经酶切鉴定重组质粒，其结构和插入 

方向如图 2。 

根据亚克隆的方向，分别选用 XbaI、BamHI、EcoRV单酶切 F2、L2、K2／PSK插入片段的 
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5 端，再分别选用 3 端的 RNA聚合酶(T7或 T3)，体外转录即分别得到’ P标记的负链 RNA 

探针 ：F2、IJ2和 K2探针。 

SacI ： ‘ KDnI — T I
一  

“  — - 一  

图 2 探针太 小及方 同不薏 

a： Fny CMV RN& 探针 (F2探 针 ) b： Ls．CMV RN& 探针 (L2探 针) c： K—CMV RNA2挺针 (K2探 针 ) 

F 2 The size and on．ration of the pr0b曙 

： Fny—CMV RN probe(F2 probe)b：Ls-CMV RNA2 probe(L2 probe)c：K-CMV RN Probe(K2 probe) 

图 3为体外转录的 K2探针在 5％聚丙烯酰胺凝胶上的放射 自显影图。探针形成较强的 

单一带型，稍有降解，切下与该带型相对应位置 上的凝胶经洗脱浸泡过夜 后即得到线化的探 

3 

图 3 体外转录的 K2探针在聚丙烯酰胺凝腔土的放射 自显影图 

Fig 3 Autoradmgr~m of a denaturing po]yacrylamide gel c~l[an 

itag the K2 probe tr~scribed in l，0 
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3 核酸酶保护检测法鉴定 CMV株系差异 

图4为含 P标记的Fny—CMV RNA2及 Ls—CMV RNA2两种负链探针分别与两种 CMV 

分离物杂交、经 RNase消解后，被保护片段的聚丙烯酰胺变性胶 的放射 自显影图。如图所示， 

两种 CMV分离物与 F2探针 (Fny—CMV RN )杂交，经 RNase消解 后，大部分片段被l保护 

(1anel和 lane 6)，说明这两种分离物的核酸序列与 Fny—CMVRNA2互补的负链探针有很高的 

同源性。从核酸序列同源性的程度看，我国的这两种 CMV分离物应隶属于以 Fny．cMV 为代 

表 的亚组 I株系 。 

l 
1 2 3 d 5 6 7 8 

图 4 P标记的与 Fny-CMVRN 1209～1629nt及 L~CMVRN 卸【l2～2433nt互补的负链撵针与两种 CMV中国 

分离物 RNAs杂交 经 RNase捎解后被保护片段的聚丙烯酰胺变性腔的放射 自显影图。 

第一列 甜椒分离物 十F2撵针 第二列 甜椴分离物 十L2探针 

第三列 酵母 RNA+F2探针(无 RNase酶) 第三列 酵母 RNA十F2撵针 

第五刊 番茄分离物 十L2探针 第六列 番茄分离物 十F2探甘 

第七刑 酵母 RNA十L2探针 第八列 酵母 RNA+L2探针 (无 RNase酶) 

Fig 4 Autorading rara of a delmtu~ing polyacrylamide gel containing a labeled negeti~e-sense probe complementary to Fny 

CM V RNA21209 nct01629Ⅱc and Ls-CMV RNA 20112 ntto 2433 nt．a力d proratedfrom RNase digestion after an- 

needing to RNAs o t’ Chinses CMV isolat~ 

】ane l Pepper isohte十F2 

】柚 e 4 Yeast RNA 十F2 

lane 7：Yeast RNA +L2 

hne 2：Pepper imLate+ L2 

18 5 Tomato im[ate+ L2 

】 8 Yea RNA十L2+[to RN~se 

【⋯ 3 YeastRNA 十F2 十⋯ RN 

la 6 ToⅡuto；~olate+F2 

从图中还可看出，CMV甜椒分离物与番茄分离物的RNA与 F2探针杂交，被 RNase酶解 

后的电泳带型有较大差别，番茄分离物 RNA被保护的程度更高，说 明该分离物核苷酸与 Fny- 
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CMV有更高的同源性。 

图 5为含 P标记的 K—CMV RNA2的负链探针与两种 CMV分离物杂交，经 RNase酶解 

后聚丙烯酰胺变性凝胶的放射 自显影 电泳图谱。这两个分离物 RNA 的核苷酸与 K—CMV探 

针杂交后，均有被保护的片段，说明这两种分离物与 K—CMV 的棱苷酸序列有很高的同源性． 

但两者又有不同的特征带型，番茄分离物被保护的片段似乎更大，说明它与 K—CMV的横苷酸 

序列同源性更高。 ’ 

图 5 P标记的与 K．CMV RNAz 1657～2125nt互 

补的负链探针与两种 CMV中国分离物 的 RNAs杂 盘．经 

RNase酶解后被保护片段的寨丙烯酰胺变性腔的放射 自显 

影围 = 。 

讨 

1 CMV番 茄分离物的 RNA有五条带型。 

RNA．本实验室尚在研究之中 

第一列 酵母 RNA+K2探针 

第二列 甜椒分离物 +K2探针 

第三列 番茄分离物 +K2探针 

第四刊 酵母 RNA+K2揉针(无 RN舡e酶J 

F 5 Autoradogram 。 a dm~aturing polyacrylamide gel 

co．mining a ~P-labded negativ~ nse probe complementary 

K4~MV RNAJ nuelmtitle 1657 to nu[ec~ide 212．5，anti pro— 

tected from RNase digesti~ after annexing to RNA5 of m  

Ch⋯ CMV isoNt~ 

lanel： Yea RNA +K2 

]ane 2： Pepper i劬Ja +K2 

]ane 3⋯ T ∞ iml~e十K2 

lane 4： Yeast RNA+磁 (no RNase) 

论 

第五条带究竟是卫星 RNA．还是缺失型(DI) 

2 本文介绍了一种新的鉴男1『CMV株系的方法——核酸酶保护检测法(RPA．The ribenuclease 

protection assay)。该方法可以鉴定特定的 RNA存在⋯ 及 RNA序列的差异 ”，“ ．这种方 

法也同样适用于鉴定其它存在许多不同株系的病毒。由于 RPA技术比核酸的克隆和测序要 

快速、简便得多．故用该技术可 更加迅速地测定 RNA序列的差异性 灵敏度也较高。该方 

法不需要对病毒 R-NA直接测序即可与 已知序列的特定病毒的株系 RNA来 比较其同源性。 

当然．它又不如核酸序列测定提供的信息更加具体、准确、全面。 

利用榜酸酶保护方法鉴定病毒株系时，首先应选择变异程度相对较大的区域作探针．对 

CMV RNA2复制酶基因来说，由于不同株系的 RNA2的 5 端及 3 端非编码区都具有很高的 

同源性，故应选择变异程度相对较大的中间编码区序列。其次．探针的长度尤为关键，一般为 

2 Uf】～500 nt左右。虽然减少探针的长度有助于提高台成全长转录物的效率．但是将降低试验 

的灵敏度；而增加杂交探针的长度有利于提高灵敏度，但探针的活性及台成全长转录物的效率 

也相对较低。第三，纯化探针的洗脱藏的反应体积宜尽可能小． 增加放射性标记的探针的摩 

尔浓度．有利于探针的纯化。 

用核酸酶保护法鉴定标系时．保护片段 的带型将是随机的．这取决于探针序列和病毒 
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RNA的同源性。如果在某探针保护的片段 中，iq_个点突变按理会有 n十1个片段，假如病毒 

RNA序列与一个 400 nt长的探针有 99％的高度同源性，1％的序列差异即会有 4个碱基的不 

同，理论上会产生 4+1=5个 RNA带型。这五条 tLNA依其长度大小在 PAGE凝胶上将呈现 

不同的带型。反之，如果只有一条探针的带型或者全没有带型，说 明所检测的株系和所用探针 

的株系为同一株系或者是一个完全无关的株系。因此，利用这一方法可十分准确地鉴定 CMV 

株 系 

最近，我们对 K CM37及本文所采用的番茄、甜椒两种 CMV分离物的 RNA2的 1806～ 

1866之间的核昔酸进行了序列分析，结果表明在 61个核昔酸区域内．K株系与 CMV番茄分 

离物的桉酸序列同源性为 88 5％，与甜椒分离物的桉酸序列同源性为 86．9％(另文发表)。序 

列分析结果与本文利用 RPA鉴定结果是一致的。 

3 CMV株系划分的方法很多。有的从寄主范围、致病性等方面划分株系，有的直接根据核酸 

序列同源性划分株系。我 国仍根据寄主范围、致病性、血清学、生化特性等来划分株系，工作量 

大，准确程度亦不高，不同研究结果间的可比性较低。因此，利用这一方法可以直接从核酸水 

平上来划分株系。只要有台适的探针，利用这种方法可大量、快速地初步鉴定各种 CMV分离 

物的株系。 
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The Application of Ribonuclease Protection Assay in the Identification 

of Strains of Cucumber M osaic Virus 

Xie Xiangming Yu Jialin Liu Yi 

(National LaboratoryforAgroblotechnologv，l~jingAgricultural Uni-c~-slty，l~ ing 100094) 

Karl Hellwald Lee Zhang Peter Palukaitis 

(Department Plant Pathology．Cornell University．Ithaca，NY 14853．USA) 

The eDNA sequences spanning nt 1209 to nt 1626 of Fny—CMV RNA2(a subgroup I strainj 

and m 2002 to nl 2433 0{Ls-CMV Rx (a subgroup II strain)V,rere used f0I probe preparation 

The 一labeled negative strand RNAs prepared by transcription in vitro were hybridized with pu— 

rKied RNAs of tWO Chinese CM V isolates from pepper and tomato． respectively The result 

shows that the two( ineses isolates幽are h b identities of sequence tO tbe Fny—CMV，therefore 

the isolates belong tO the CMV subgroup I strain，A transcription probe complem entary to the 

fragment flanking nt 1657 to nt 2125 of K—CMV RN (a subgroup I strain originated from Chi— 

naj was hybridized with the purified RNAs of the tWO Chinese CM V isolutes as wel1 The rela 

t~onship between the I<-CMV strain and the two Chinese iso1．ates was compared．The app1．ication 

of b0nuclease protection assay was discussed jn the identification of CMV strains 

Key words Cucumber mosaic virus(CMV)，Strain，Ribonuclea~ protection aSSay 
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