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pdb|A结构。基因组有三个非编码区 ：5 末端非编码 区有 174个核苷酸，3 末 端非编码区有 

UAUU十分相似 】。据此推测．后一段序列可能是 PLRV亚基因组启动子的组成部分。因此 
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材料与方法 

1 引物 根 据 国外 报道 的基因组 RNA垒 序列_．’ ，设计 合成两个 引物。 引物 I，3 端 (25me~)5"-ATG- 

GATCCACTCATTAACAATTGAT-3 ，在近 5 端设计 有 BamH i位 点。引物 Ⅱ．5 端 (23mer)5"-ACTGAT— 

CACTGAAGGAGCTCACT-3 ，在近 5 端设计有 Beti位点。 

2 病毒增殖和提纯 PLRV是在脱毒马铃薯栽培品种“紫花 白”中增殖的，病 毒粒体 经两次蔗糖密度梯度离 

心提纯．在 H-600电镜下鉴定其纯度【引。 

3 病毒 RNA提取 用酚 一SDS法 提取病毒 RNA。 

4 eDNA合成和 PCR扩增 利用特异性 引物 I(25 m盯)．以 PLRV-Ch RNA为模板，按照反 转录试剂盒说明 

书方法合成 eDNA第一条链。PCR扩增是在 50 反应体系中包括反转录产物 0．5 ，引物 I和引物 Ⅱ(5 

pmol／／~D各 5min，dNTP(2．5retool／L)5 uI110×Buffer 5 ．无菌三蒸水 28．5 ．TaqDNA聚合酶 1 ．然后加 

^ 50 石蜡油覆盖，循环 3O次 ：94℃变性 1rain．50℃退火 1rain。72℃延伸 1rain最后一个循环结束后于 

72℃保温 10rain 

5 eDNA克隆 用 BamHl酶切 PCR产物，然后用低熔点胶回收 eDNA[ 。eDNA经 5 端加磷反应之后连 

接于 pucl9质粒的 BamHI,Sma I双酶切位 点，转化大肠杆菌 DH5a．在含氨苄青霉 索的平 皿上培养，挑取 

白色苗落，用 Kieser法筛选重组子。 

6 重组质粒鉴定 将获得的克隆以碱法提质粒 

7 桉苷酸序捌分析 由北京农业 大学 生物 技术室 

析。 

分别 用 PCR扩增及限制酶切分析鉴定。 

用 ABI 370A型 DNA 自动荧光序 列分析仪进 行序列分 

结 果 

1 eDNA合成和 PCR扩增 

以反转录合成的 eDNA第一 条链为模板，经过 30个循环的 PCR扩增，获得 了足够量的 

0．2 kb的 eDNA片段(见图 1)。 
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图 i 以 RT—cDNA为模板的 PCR产物电泳图 

1 PCR marker 2．PLRV RNA基因间隔区 RT-PCR产物。 

Fig 1 The elecu'ophor~ogram of RT-PCR product 

L 1 PCR nI er I』 e 2：product of RT-PCR of PLRV RNA intel~ ic region 
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图2 PDR检测重组质粒 

1 PCR M arker 

2 pLRIS 由模 挺的 PCR产 物 

3 pLRIs2为模挺的 PCR产物 

4 PLRV RNA摹困间隔区 RT PCR产物 

Fig 2 Detection of rec~ binam pl~mids by PCR 

Lane1：PeR nmrker 

Lane 2：product of PCR from pLRIS L 

La 3 product of PCR from pLRIs， 

I 4 product of RT PCR of PLRV RNA intergenlc r 0n 

图 3 不同限制酶切分析重组质粒 

1 uLRIS1为模板的 PCR产物(来酶切) 

2 sst I单酶切重组质粒 

3 BamH I单酶切重组质粒 

4．Hind[1]、EcoR I腮酶切重组质粒 

5 XDNA／Hind[~酶切标记 

Fig 3 Restriction ~ pping analy s of recombinant ple~mids 

with chffer~nt㈣  

Lane 1：product of PCR from PI，RIs1．without— yme treat一 

Lane 2：Digested with SstI 

La ne 3：Digested with BamHI 

L椰 e 4： estedwithHindnl and EcoRI 

L⋯ 5 ；d'JNA／HindⅢmaker 

2 重组质粒的筛选和鉴定 

用连接产物转化太肠杆菌 DH5 ，从选择性培养基上获得 50个白色菌落．经过筛选得到 7 

个有插入片段的克隆．分别命名为 pLRIS．一pLRI 经 PCR检 测及限制酶切分析鉴定后，证 

实所得克隆中均含有反向插人的目的 DNA片段(见图 2、图 3j。 

3 PLRV—Ch基因间隔区核酸序列分析 

核苷酸序列分析结果表明：PLRV—Ch基 因间隔区包 含 197个核苷酸与 PLRV—N．PLRV— 

C，PLRV—S基因间隔区核苷酸数 目相同．但是 PLRV—A基因间隔区包含 196个核苷酸．PLRV一 

(二h基因间隔区核苷酸序列与国外报道的 PLRV—N，PLRV—C，PLRV-A．PLRV—S各株系相应序 

列比较具有很高同源性，其同源率依次为：99％、98％、93％、98％。(见图 4) 
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图 4 PLRV．Ch及其它 4十已报道 的PI，RV分离株基因间隔区序列比软分析 

F 4 Compar~ion of nucleotide~quence c){intergenic regmn。f PLRV-Ch with other reported four PLRV j∞ 
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讨 论 

1 PLRV RNA基因间隔区有两个保守区。第一个保守区是紧接 CP基因起读密码 AUG上 

游区。分析比较五种 PLRV分离株，在这段保守区中只有澳大利亚分离株有 6个碱基不同， 

其它四种分离株序列完全一致。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中央，在转录起始位点 

的 5 端有 UUAUAUU序列，此序列和雀麦花叶病毒(BMv)亚基因组启动子的部分序列 u— 

UAUUAUU十分相似_3 J，在大麦黄矮病毒(BYDV)，甜菜西方黄化病毒(BwYv)中也有类似 

序列，因此这一序列可能是所有黄化病毒亚基因组启动子的一部分。分析比较五种 PLRV分 

离株，结果表明此段序列具有很高 的一致性。在基因间隔区第 157位，PLRV—Ch、PLRV—N、 

PLRV．A是碱基 A，PLRV．C、PLRV-S是碱基 U’这很可能是分离株本身的差异。 

2 PLRV RNA基因间隔区包含有亚基因组启动子序列，亚基因组独立表达 3 端编码区中的 

外壳蛋白，17kD蛋白，56kD蛋白。克隆这段基因间隔区并将它正向、反向构建到转化载体中， 

通过转化马铃薯植株，研究正意、反意基因间隔区对 PLRV 3 端基 因表达的干扰作用，以期建 

立抗病毒基因工程新途径。另外，PLRV基因间隔区的克隆对研究 PLRV亚基 因组的转录与 

表达调控具有重要的理论意义。 
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The cDNA Cloning and Nucleotide Sequence Analysis 

of Potato Leafroll Virus Intergenic Region 

Dong Jiangli- Hasi Aguh Zhang Heling 

(Department ofBiology，Inner Mongolia Universi~，Huhehaote 010021) 

Two specific primers were designed and synthesized according to the genom ic sequence of 

PLRV r印 oned in literature．The first strand of d)NA was synthesized by reverse-transcription 

using RNA of PLRV Chinese isolate(PLRV—ch)as a template．followed by PCR amplification． 

The synthesized cDNA was cloned into plasmid pUC19 in DH5a Tbe cDNA clone WaS further i- 

dentified by PCR，restriction enzymes an alysis and nucleotide sequencf analysis．Tests show that 

the intergenic region of PLRV—Ch isolate。onsists of 197 nucleotides．and there is a high homology 

in nucleotide sequence in oomparision with PLRV Nethedand isolate(PLRV—N)．PLRV Canadian 

is。late(PLRV C)，PLRV Austrilian isolate(PLRV—A)and PLRV Sc0tt h(PLRV．S)．The rate of 

nueleotide sequence homology is 99％ ，98％ ．93％and  98％ ，respectively． 

Key words Potato LeafmU Virus，Intergenic region，PCR amplification，Molecular cloning．Nu— 

cleotide sequence 
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