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马铃薯卷叶病毒(Potato leafroll Virus．PLRV)属黄化病毒组(Luteovirus)⋯．可侵染马铃 

薯(Solan“m tuberos“m L)引起卷 叶、黄化、矮缩、僵化及块茎网状坏死等症状，严重影响马铃 

薯的产量和品质，是一种世界范围的马铃薯的重要病害 j，此病害的有效防治具有重要经济 

意义。PLRV是由多种蚜虫以持久性方式传播，不能通过机械传播，在寄主植株内的分布主要 

局限于维管束内[31。PLRV粒体为等轴对称．直径 24nm。由于 PLRV严格由蚜 虫传播，寄主 

体内含量低．难于大量提纯，致使其分子生物学研究进展缓慢。1979年报道 PLRV的基因组 

为 RNA，分子量 2×10 ，外壳蛋白亚基为 26kDl4， 。Mayo等(1982)报道，PLRV 包含具有 

mRNA活性的 RNA，3 端无 Poly(A)结构，并且结合有一个分子量约 7kD的蛋白，如同其他病 

毒的基因组结合蛋白(Vpg) J。随后在 PLRV侵染的细胞内发现了病毒亚基因组 RNAL ，但 

是关于其基因组的结构与功能所知甚少。1988年 Miller等报道了黄化病毒组主要成员大麦 

黄矮病毒(BYDV)PAV株系的 RNA序列lB]。同年 Veidt等报道了甜菜西方黄化病毒RNA 

的核苷酸序列[91。1989年 Mayo等报道 了 PLRV苏格兰株 的 RNA序列【tol，同年 Van der 

Wilk等报道了 PLRV．Wageningen株的 RNA序列 。1990年 Keese等报道了 PLRV澳大利 

亚株和加拿大株的 RNA全序列l1 1。1990年 R R Martin等综述了黄化病毒组 的进化和分子 

生物学0 。但近年来在 PLRV基因组结构、基因组转录、基因表达中的转译移码及其机制．超 

读、框架内部起读等方面均有许多新的研究进展。现将这些主要进展情况分述如下。 

1 基因组的结构 

1 1 基因组大小、核苷酸组成 核苷酸序列分析表明 PLRV各国分离株基因组 RNA的核苷 

酸数 目基本一致。加拿大分离株 PLRV—C为 5883，澳大利亚分离株 PLRV—A为 5882，荷兰分 
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2 中 国 病 毒 学 第 11卷 

离株 PLRV N为5882。英国苏格兰分离株PLRV—S为5987。但如果除去其 3 端非编码区内 

多出的 104个核 苷酸残基，则 为 5883，和 上述 三个分 离株 RNA核 苷酸 数 目一致 = 

PLRV RNA的碱基组成为 23％U和25％C、28％A和 24％G。与 BWYV RNA组成相同 J，与 

BYDVRNA碱基组成类似，BYDV—PAv的 RNA组成为22％u、24％C、29．5％A、24 5％G 。 

1 2 开放阅读框架 PLRV RNA中有 6个开放阅读框架(ORF)，这些 ORF是由第一个起读 

密码到第一个终止密码推测的，其中 ORF3和 ORF5则无起读密码，是两个终止密码间的阅读 

框架，是由超读起始的，关于这一点我们将在下面讨论。这 6个阅读框架所包含核苷酸数 目均 

大于 300 在 PLRV RNA中还有数个小 ORF，认为可能在体内不表达。根据 PLRV RNA序 

列分析，此 6个开放阅读框架排列见图 l， 
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图 1 PLRV基 因组 中的开放 阅读框 架和编 码蛋 日的分于 量 ” 其 与 BWyv和 BYI)V基 组结悄 比较 

Figure】 frhe open reading frames(ORF)and encoded proteins of P1lRV genome in comparisorJ with that nf F ．YV and ByDX； 

genom e~s 

根据 PLRV RNA序列分析确定的上述 6个 ORFs的排列方 式和甜菜西 方黄 化病毒 

(BWY．v)十分相似 ，各阅读框架大小及其重叠区、重叠程度也相似 J。和 BYDV PAV的开放 

阅读框架相 比较 。，PLRV的 ORF3、ORF4、ORF5的排列大小类似 BYDV 的 ORF3、ORF4、 

ORF5，但 BYDV基因组在 5 端无 ORF1，在其 3 端有一个 ORF6。 

PLRV基因组的 ORF2a起读于 ORF1中，但读不 同框架，ORF1／ORF2a重叠区长为 610 

个核苷酸。ORF2b起读于 oRF2a中。ORF2a／ORF2b重叠区长为 582个核苷酸。ORF4起读 

干 ORF3中第 26个核苷酸，且终止在 ORF3中，但读不同框架。ORF5在 ORF3的r~mber终止 

密码之后起读，读同一个框架Ll⋯。 

核苷酸序列 比较表明，PLRV不同分离株的 RNA核苷酸序列有不 同的差异 。PLRV—A 

和 PLRV—C相比，核苷酸序列差异为 6．7％。在 6个 ORFs中，以 ORF2a差异率最高。核苷酸 

序列为 11．6％，氨基酸序列为 12．2％，其中 935～1557有 22％的序列变化 ORF3则最为保 

守：PLRV不同地理株相 比较，PLRV⋯C N、S的序列相近，变异为 2％，三 者和 PLRVA相 

比；核苷酸变异为 6 6％～6 8％。可能南半球和北半球 PLRV分离株有更多的区别 
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1．3 非编码区 在 PLRV基因组中有 3个非编区。PLRV—A，PLRv—c基 因组 5 端非编码区 

为 70个核苷酸，荷兰分离株为69个核苷酸，英国苏格兰分离株为 174个核苷酸，较其他分 离 

株多出 104个核苷酸 Luteovirus组 5 非编码区5--20个碱基是严格保守的，可能和转译复制 

有关 。。。 

在 PLRV基因组 3 端 ORF5终止密码之后有 141个非编码区。此外在 ORF2b和 CIRF3 

之间有 197个基因间隔区。把整个 PLRv基固组的 6个 ORF分为两个编码区。5 编码区(包 

括 ORF1，ORF2a和 ORF2b)和 3 编码区(ORF3，ORF4和 ORF5)。这些非编码区序列之间无 

明显相似性。和 ⅣYv及 BYDV的基因间隔区相 比较，PLRV的基 因间隔区和其长短相似， 

且均有两段特别相似的序列 其右侧一段是保守序列 UUAUAUU和 BMV亚基因组启动子 

部分序列相似 。 

2 基因组的表达 

曾用兔阿织红 细胞裂解液 和小麦胚 提取液体外翻译体系研究 PLRV RNA的体外表 

达“ J。多数实验结果均得到两个 明确产物：70kD和 28kD蛋 白。此产物 l大小和预计的 

ORF1编码的 28kD蛋白及 ORF2编码的 70kD蛋白相当。此外还可出现少量的 125kD蛋白 

产物，和推断的 ORF2a超读后进入 ORF2b的转译产物 (118k)大小接近。体外转译结果均未 

能获得基因组 3 端编码区阅读框架的产物，包括 23kD的外壳蛋 白、17kD的蛋 白及 56kD蛋 

白。 

根据 PLRV基因组核苷酸序列分析及基 因组体外转译结果提出 PLRV基因表达 中几个 

重要问题 ：ORF2a、ORF2b的转译移码，3 端编码区阅读框架是 如何表达的；56kD蛋自如何由 

CP基因超读 ；以及编码 17kD蛋白的 ORF4如何从 ORF3中起读等问题。 

2．1 PLRV复制酶合成中一1转译移码 

2 1 1 —1移码的新型信号 

PLRV的ORF2b的一个起读密码AUG位于其 5 端上游一个终止密码后的 900个核苷酸 

处，但 AUG的 5 上游区段看来是被转译了，而且其产物具有与 BwvY RNA相应翻译产物类 

似的氨基酸序列，一直延伸到 AUG上游，但并未延伸到 5 端的终止密码。 比较 ORF2b转译 

产物表明，自PLRV RNA 1960(PLRV-S)核苷酸、BⅣYv RNA 1770核苷酸之后 同源性才开 

始出现。说明 ORF2b是由某些转译 ORF2a的核糖体在 PLRV RNA的 1960核苷酸附近， 

Bww RNA的 1770核苷酸附近 发生框架移码而转译的，并转译到 ORF2b之末尾，产生 

118kD产物 [ 1。 

核糖体移码是各种生物在重叠阅读框架产生一种 上蛋白的常用方法，移码可 向两个方 

向进行。向 3 移动，称 为 +4移码 (+4 frameshift)，向 5 方 向移 动，称 一1移 码 (一1 

frameshift)。PLRV依赖 RNA的 RNA复制酶是通过 一1移码表达的ll 。研究证 明，许多反 

转病毒，冠状病毒 IBV等在 一1移码位点有一个 7核苷酸序列(Heptanudeotide motif)作为滑 

动序列(S[ippe~；y sequenoes)，其碱基构成为 XXXYYYN，其中x为 AU或 G，Y为 A或 U，N为 

任意的碱基ll 。Jacks等(1988)提 出滑动模 型，结合 在核糖体 P位 XXY位置和 A位 点 

YYN位置的两个 tRNA在 RNA模板上同时向回滑动一个核苷酸，分别结合到 XXX YYY位 

置，造成核糖体移码 ，此外紧接滑动序列下游的茎环结构对移码效率有重要影响ll 。在 
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PLRV所有分离株的 ORF2a和 ORF2b的重叠区的近 5 端均有 uuuuAAAu类似 7核苷酸 

序列。只有一个苏格兰分离株最后一个碱基是 C t01。 

Pruter等(1992)研究了PLRV德国分离株 PLRV-G在 UUUAAAU序列上的 一1移码机 

制． 及此滑动位点 5个核苷酸下游的茎环结构对有效移码的重要影响。Prufer等将移码区 

插入 GUS基因内，构建成嵌台基固，在 pSP65质粒中体外转录。在马铃薯原生质体内和兔网 

织红细胞体系内．体外瞬时表逸GUS基因，确定移码的序列位置，证明一1移码出现频率为 

1％。用突变的方法将 uuuAAAu 序列缺失或使其中一个碱基被取代．如用 C取代第 5位 

A，用 C取代第一位 u。结果表明移码完全终止。证 明UUUAAAU对 PLRV一1移码是必需的 

滑动序列信号。当第 5位 A被 C取代后，所形成的 tRNA 显然不能参与移码。进 一步说明 

棱糖体移码是 tRNAL~(UUA)和 tRNA-~(AAU)分别在核糖体 P位点向后滑动造成 。 

已知的滑动序列有 3个类型：XXXAAAC、XXXUUUA和 XXXUUUU【19]。马铃薯卷叶病 

毒这种 7核苷酸移码信号 UUUAAAU代表一种新型移码信号 XXXAAAU” 。 

波兰科学院 K~awa等(1993)~ 通过点突变使 PLRV滑动序列 UUUAAAU转为 UUC— 

GAAU．用35S-半胱氨酸和 S标记的甲硫氨酸标记移码序列的蛋白．进行体外转译，结果移码 

转译明显受到抑制。同样证明．PLRV的 7核苷酸序列对转译移码是必需的。但也说明保留 

原来滑动序列中的 AAU即 tRNA 对保持移码功能没有明显作用。 

2 1 2 关于滑动序列下游结构影响 Prufer等(1992)提出一个移码区序列模型。由滑动序 

列及其下游的茎环(Stem—loop)结构组成(见图2)，利用不同缺失片段作模板进行体外转译表 

明，当缺失茎环下游序列时对移码无影响．当缺失茎环或改变茎环中互补双链茎区近 7核苷酸 

碱基为 CGCCG，使互补 区二级结构失去稳定性时，均强烈抑制移码 。 

Kujawa等(1993)研究了PLRV渡兰株 PLRV P转译移码有关核苷酸序列，提出在 PLRV 

7核苷酸序列下游有一个假结 (Pseudoknot)是移 码所需要的 (见 图 3)。最近 Garcia等 

(1993)报道在 BwYv的移码区内也有很类似于 PLRV的假结结构。 

2．2 亚基因组及其转录起始位点 

2．2 1 亚基因组 RNA Tacke等(1990)从 PLRV侵染的马铃薯植株中提取总 RNA，用离子 

交换层析纯化、转移电泳，用 P标记的针对 PLRV RNA不同区域的 cDNA探针杂交。结果 

表明 6 kb RNA可以和所有 cDNA探针杂交，证明为基 固组 RNA。另一个 2．6 kbtLNA只能 

和 3 探针杂交。进一步用针对 ORF3及其 5 方向基因间隔区的单链正链 RNA探针及单链负 

链 RNA探针杂交，证明 2．6 kb RNA为单链、正链 RNA，和 Mayo等(1989)提到的亚基因组一 

致，认为是 PLRV的亚基固组 RNA(sgRNA1) 。 

Smith等(1990)用针对 PLRV RNA 3 区和 5 区的探针和 PLRV侵染的洋酸浆中提取的 

RNA杂交。结果用 3 探针杂交可显示出两条 RNA带，6．2 kb(基因组)及 2．5 kb(亚基因组)。 

而用 5 探针杂交 只显示出一条 6 2 kb基 固组 RNA带- ，得到了相 同结果 均证实了在 

PLRV侵染的细胞内有一个单独表达的病毒亚基固组 RNA，此 RNA不被外壳蛋白包壳，不存 

在于 PLRV粒体中，初步证明此 sgRNA1无 Poly(A)结构，不与寡(aT)一纤维素柱结合。 
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C
GAUc

pSg S 

U-D SrS 

^̂ 1ICl 7m卜一4 g B 

pSDS ∞ tl 0 
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2．2 2 亚基因组 RNA转录起始位点 E Tacke等(1990)用 P标记 365 bp长的代表 PLRV 

基因间隔区的 BssHII／Pst I DNA片段作为探针，和 PLRv侵染的马铃薯中提取 的总 RNA杂 

交，再通过引物延伸试验，证明 PLRV德国分离株亚基因组 RNA转录 起始位点在距 ORF3 

．AUG起始密码的上游 4O核苷酸的鸟嘌呤核苷酸残基处(G)，即 Mayo等 (1989)报道的 PLRV 

RNA序列的 3653位。由此推算出 PLRV亚基因组 RNA的分子量为2 334 ，比 RNA转移 

电泳测得的分子量要 小l2 。分析比较 PLRV、BwYv和 BYDV这一段亚基 因组 RNA起始转 

录区域和基因间隔区的先导序矾发现有两个保守区。第一个保守 区是紧接 ORF3起读密码 

．AUG的上游区。第二个保守区是 Mayo等(1989)提出的、由27个核苷酸组成的富含 UUU 的 

序列。PLRV亚基因组转录起始位点正处在此保 守序列的中央。在转录起 始位点的 5 端有 

UUAUAUU序列．此序列和 BMV亚基因组起动子部分序列十分相似。在其他植物 RNA病 

毒的基因间隔区内也有类似的序列ll (见图 4)。因此这一段序列可代表所有黄化病毒亚基 

组启动子的一部分。如上所述，Mayo等(1989)报道 PLRV、BwYV和 BYDV的基因间隔区内 

在 PLRV亚基因组转录起始位点上 游 50个核苷酸处有另一个保守的核 苷酸 序列：如果 

PLRV亚基因组启动子大小类似于 BMV启动子 (从转录起始位 点向上游 延长 74个桉苷 

酸) ，这部分保守序列可能也是 PLRV亚基因组启动子的组成部分。 

l 30 l 26 l 25 

I I厂一 广1  
PLRV GGUUUAUAUU删 GUUUAC．CUÂ Ĝ AUUUCCUCCCAACGUCGAUCAAUUGUUA l AUG l 

— L—— __J 

0RF3 

BWYV ĜÛ UCÛ UUUĈ UCÛ C．CÛ ^ GAAUCUCQA从 Ĉ CGÛ CGCĜ ^̂ UCGUÛ  

BYDV CUCGCGUACUUUAUUUACAAUA^̂ G UUUCAGAĈ CĈ CÛ GAĜ GGUGGUGA 

致序列 ．，．y．UAyUUyuUyUAC UAA．G UyUC ． G．．_uU．GU．A 

图4 PLRV基固组间隔区亚基因组转录起始慢点艟其上、下辩保守序列 I自E Tacke(1990)。 

Figure 4 The art positron of subgenomic transcription and t} upstream and downstre~ ⋯ erv sequences (From E 

Taeke et ai，1990) 

然而 Miller等(1991)报道 PLRV英国株亚基因组 sgRNA1的 5 端位于 ORF1起始密码子 

上游一212核苷酸处，在复制酶基因 ORF2b的 3 端内[241。 

2．3 外壳蛋白基因Amber终止密码 UAG对 56kD表达的抑制 

Tacke等(1990)将 PLRv CP基因和 ORF5前面 21个核苷酸和 GUS基因融合，用 35S启 

动子，以 5 引物 UP和 3 引物 DP，用 PCR方法从 CP基因内部切除大部分序列，以防止影响 

GUS表达。构建成为 CP一20氨基酸一UAG-7个 56kD N端氨基酸 一GUS的嵌合基因。为有效 

地阻遏和 tRNA的相互作用，在 UAG终止密码上游保 留 18bp原来序列，下游保留 21bp原来 

序列。另外用GCC代替 Amber终止密码 UAG，作为 GL-S基因表达的阳性对照。在马铃薯和 

烟草原生质体中作瞬时表达。测定 GUS基因表达结果，UAG超读率为 0．9～1．3％，和预期 
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相似。说明 56kD蛋白由 ORF3超读，并阅读 同一个框架，但 CP基因通过 Amber终止密码 

UAG对 56kD蛋 白表达的阻遏作用，使其表达量大大减 少。反映出融合蛋 白表达 的调控作 

用。 一般只在寄主细胞内或蚜虫体 内复制时才需要释放 ORF5产物，这种 56kD 蛋白可能存 

在于提纯病毒粒体的表面，并和蚜虫传播有某种关系_2 。 

2 4 基因内部起读 

PLRv的 OP,F4的起读密码 AuG位于 0RF3起读 密码 AUG下游 22个核苷酸 处，在 

ORF4第一个 AUG下游 6个核苷酸处出现第二个AUG起读密码 Im 。ORF4是在 ORF3中 

起读的，但读不同框架。由于起读位点前后不具有动植物核糖体识别的有关的相似序列，因此 

ORF4转译的可能机制是内部启动。为研究内部起读效率，Tacke等(1990)用270hp Sac I／ 

BssHⅡeDNA片段．其中包括 PLRV 5 端部分和上游部分基 因间隔区序列，用绿
．
ORF3 ORF4 

豆核酸酶处理和 GUS基因重组，构建成 cP—GUS融合基因，在 CP AUG之后保留 20个氮基 

酸 用 Klenow酶处理和 GUS基因连接组成 l7k—GUS，在 17k AuG后保留20个氨基酶。分 

别构建在 35S起动子下游，以 GUS作为报道基因在马铃薯和烟草原生质体中作瞬时表达试 

验，结果表明尽管 17k—GUS的 AuG在下游，但 l7 k-GUS表达活性 比 CP—GUS大 7倍。令人 

意外的是 17k—GUS表达活性较野生型GUS活性还要高 。其原因可能是在 17k—GUS中第 

二个 AUG起读密码很接近最适转译起始优选序列。这种 17kD—GUS高效表达情况可能不一 

定反映体内实际积累情况。17k蛋白可能具有高度的周转率。如集用单一特异性抗体，进一 

步研究 17kD蛋白在感病毒植物或转基因植物中的分布，当能有助于此问题的阐明。 
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