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抗水稻条纹叶枯病毒核酶的设计、克隆及体外活性测定’ 

刘 力 陈声祥 旦 康良仪 田 波 
(浙江省农业科学院病毒实验室，杭 州 310021) 

(中国科学院微生物研究所．北京 10O080) 4 ／ 
提要 为探索控制水稻条纹叶枯病毒(Rice stripe virus．RSV)设计合成了特异切割该病毒 RNA保 

守区及编码病 害特异性蛋白(Disease Specific Protein．DSP)基因的核酶，核酶基因的长度均为 4O个 

碱基，用化学合成方法合成其正链及与其 3 ．末端互补的 15个碱基引物，用 Tag DNA多聚酶合成 

其互补链。艰链 DNA直接插入克隆载体 啪  的 Smal位点。序列测定表 明，克隆得到的棱酶 

序列与设计的核酶序列完全一致。经 SP6 RNA多聚酶体外转录得到核酶 RNA。当棱酶 RNA与 

以同样方法转录得到的靶基因 RNA混合反应，可得到预期结果相同的切割片段，表明两种核酶在 

至今 自然界中已发现的核酶类 RNA可分为六个类型。核酶的特异切割功能不断吸引对其应 

用于控制病害、特别是控制病毒病害的研究。各种类型的核酶的应用探索层出不穷。其中，一 

种“锤头状”(Hammer-head)的核酶_I 】因其分子量小、容易操作，被认为最具潜 力在体内控制 

病毒。这种核酶在植物病毒的卫星RNA、鳄梨日斑病类病毒及蝾螈卫星DNA的一种转录产 

物中都有发现c3]，在 自然界中是一种自我切割性 RNA分子(同链切割)，但研究表明也能切割 

异链 RNA。Haseloff和 Gedach_4 详细地研究了切割异链 RNA的锤头状核酶结构。根据这种 

结构设计的核酶．在体外及体内都能特异地切割靶基 因RNA_5 J。在应用于动物及人体病毒 

的研究中．目前仍然限制于组织培养系统，对控制植物病毒的研究已有一些转到整体植物中试 

验ll ul“]。我国在研究核酶切割植物病毒和类似病原物如马铃薯纺锤块茎类病毒、烟草花叶病 

毒方面也取得良好的进展“ 。 ， 

水稻条纹叶枯病是水稻上的重要病毒病害．最早记载于本世纪初。我国从 1964年第一次 

报道该病发生，至今多次爆发流行．对水稻生产构成严重威胁。引起该病的水稻条纹叶枯病毒 

(Rice stripe virus，RSV)为一类特殊的单链、多组份 RNA病毒_I 。该类病毒经由飞虱持久性 

传播．并能在介体昆虫内增殖，经卵传递给下一代介体，在基 因结构及组成上与侵染动物和人 

体的 Phleboviruses和 Unkuviruses(Bunyaviridae)病毒相近似_l 。，目前 RSV 的四个 RNA组份 

已有三个组份的序列被报道 _l 。我 国 RSV株系在血清学、核酸组份、病毒外壳蛋白基因 

序列等方面的性质，与日本 RSV的研究结果一致c2。· 。因此．根据已有的序列测定，结合锤 

本文于 I995年 8月 10曰收到，I1月 24曰修回 

· 浙江省科委“八五 生物技术项 目资肋 
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头状核酶结构，我们设计了特异性切割 RSV核酶保守区及编码区的核酶．并进行了体外活性 

切割测定，为在水稻体内切割病毒 RNA分子，进而为控制该病害打下了基础。 

材料和方法 

1 核酶基因的设计与合成 根据 l-laseloff和 Gedach的研 究⋯，锤头状核酵特异切 割 GUC、GUA或 GUU 序 

列，其结构有核酵核心区及与靶基因形成互补结掏的识别区。据此并结合 RSV核酸序列进行核酵其因的设 

计．以 AB[DNA合成议合成核酵 基因正链及与其 3 ．末端互补的 15个碱基 引物，核酵基 因双链 DNA的合成 

采用 Taq DNA多聚酵，以 PCR条件反应一个循环，阻止核酵核 L-区二级结掏对互补链合成的影 响a 

2 棱酶基因的克隆及序列测定 克隆方法基本参照<分子克隆>第二版(Sambr~ok等编，1989)。克隆载体选 

用 pGEM3Zf(+)(promega)，菌株用 DH5n，限制性 内切酵 购于各公司。序列测定 采用 Pharmaeia的 T7 DNA 

多聚酵测序 系统。 

3 核酶 基因的体外转录殛核酶活性测定 核酵基因及其靶 基因的体 外转录 采用 Boehfing~ 公司的 SP6和 

T7体外转录系统，转录 产物 用 P标记其 5 末端。核群 体外 活性 测 定在 50mmol／L T s．HcI pH 8—0，20 

mmol／LMgCI，条件下经 55℃反应60min，反应产物经变性电泳放射性自显影确定效果⋯。 

结果与讨论 

1 核酶基因的设计 。 

分析 RSV的分子结构及病理特性，选定了 RSV各条链都具有的保守区及病害特异性蛋 
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图 1 水稻条纹叶枯病毒 RNA基因结构和核酵切割位点及靶基因克隆位置 

A RSVRNA4病毒链示意图。实线箭头为 DSP编码 医．虚 线箭头部分为 32 kD束知蛋 白编码 医。B核酶切割位点 。 

R1．R2分别表示切割 DSP基因和病毒保守序列的校酵 。柱形图 ：RSVRNA4病毒链示意 图。拄形图上面的数字为棱苷酸 

位置．柱形 图内的号码为相应片段 R1：棱酪 1．切割 DSP基因；R2：棱酶 2．切割病毒保守区 

Hg 1 The diagram of genome stt'UCtLIre of rice stripe～ RNA and the clcavege sites of ribozyme 

A．The sch帅 atIc drawing ofRsv—RNA4．Real line＆rrow．the coding 曙l帆 ofDSPgene(virus strand)Dottedline ，the 

coding region of 32k~koow protein(compleanenmry strand )B，the cleavage sites of b0 e RI and R2 shows the nbD |llI a— 

gainst the DSP gene and  the mnserved region of RSV．respectively The digits above the column graph mark the nucleotlde sjt the 

n~ bers in the colllrtlrl graph ind icate c~responding segments of RNA 

白(Disease specific protein，DSP)基 因为核酶的靶基因。病毒 RNA保守区位于各 RNA链 的 

5|_末端与 3 一末端。每一条链 5 ．末端保守区的核酸序列完全一致，3 ．末端与 5 ．末端 的序列则 

几乎全部相同(Takahashi等，1990)。一些研究认为，该区域与病毒 RNA的识别 、复制、装配有 

关。若用核酶破坏此区域，病毒的基本增殖循环就会难以进行。而 DSP为病毒 RNA 4编码 

的一种蛋白，该 蛋 白在致病过程 中出现，感 病品种细胞 内多 ，而抗 病品 种细胞 中量很 少 

(Hayano等，1990)。 核酶切割该基因，可能会使植物少受损害。选择的核酶 作用位点以及 

据此区域及锤头状核酶结构要求设计出的核酶如 图 1。 

2 核酶基因的合成、克隆及序列剽定 

以 ABI DNA合成仪合成的核酶基因单链 DNA用聚丙烯酰胺凝胶 电泳纯化，回收单一条 

带，以各单链 DNA 3 末端互补寡核苷酸为引物，在 TaqDNA多聚酶作用下，经 95℃30 s，45 

℃3Os，72℃90 S合成双链 DNA．电泳检测可看到一条单一条带(图 2)。 

图 2 体外台成的核酶基因单链 及双链 DNA电诛图谱 

(8％聚丙烯酰胺凝胶电诛) 

1棱酶 1双链 DNA；2棱酶 1单链 DNA；3核酶 2双链 

DNA；4棱酶 2单链 DNA 

F 2 The dectrophoresls graph of rlho o-me gene ss-0nd  dv 

DNAs synthesized in v／tro(8％ pdyacr 锄  gd) 

1 Riho zyme 1 dsI)NA~2 Riho zyme 1 ssDNA；3 RJho zyme 

2 dsDNA：4 Ribozyme 2 ssDNA 
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合成的双链 DNA克隆到 pGEM3Zf(+)的 SmaI位点·经过序列测定·筛选 到与设计序列 

完全一致，不同方 向插入到载体中的克隆。两种核酶的核酸序列见图3。 

( C 

圈 3 榱醺 基 斟序列 罚足 

a核酶 1； b校酶 2 

F 3 seqI】印 ce of r genes 

R rlho~ e1；b．R ∞删  

3 核酶的体外转录与活性测定 
为得到高效的体外转录，我们试用了 sp6及 T7体外转录系统。结果表明．sp6的转录效 

果好，能得到大量的转录产物，而 T7系统的转录效果较差。因此最后选定 sp6转录系统产生 

两种核酶及靶基因 RNA。 
在体外切割反应条件下．0．5 l标记的核酶与 0．5 标记 的靶 RNA混合，置于 55℃处理 

1 h，经电泳及放射性 自显影，可见有特异的切割带产生。根据标记物分子量计算，产生的特异 

带分子量与预期结果相一致。表明得到了在体外具有切割活性的核酶(图 4)。 
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fR 

5me 

图4 两种核酶对病毒靶基周的切割。R1：核酶1 R2：棱酪2 A：切軎I片段示意图 中空区示体外转录时一同转录下来 

的载体片段 ．点区示病毒 RNA4片段．柱形图上的数字为转录产物的碱基位置．以 RNA4第一十碱基为 I．柱形图下 面的数 

字为转录产物或切割片段的碱基数量 。B：核酪切割产物电沫厦放射性自显髟结果。1． P标记的靶基因转录产物。2． P 

标记的靶基因转录产物加核酶 l转录物。3． P标记的靶基因转录产物加核酶 2转录物。4． 标记的核酶转录产物。 

Fig．4 The cleavage oftwofihozymeto virustarget genes．RI：fibo~yme 1．R2：nhozyme 2 A；Illustratethe c e 一 

～ 

8  
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m～ Space regi~ s indicate the transcript~gments of re．oF during in ￡m ~anscrprion dotted regions indicate⋯ gmenb 

of RNA4 The dig／ts above eo]~ m graphs are nucl~tide sites of transcript products．the first nue]~tide of RNA4 is~ igned as No 

l Theflgur~ below the~lumn graphs arethe n~ bersoftranscript products of e[eavege s rments B：The r~ults of electmphore 

si⋯and toredieg raphy of ribic~'me cl~vage products 1 P labeled target~g即 e Lranscripts 2 P labeled target g朗 e口卸5啪p【s 

plus ribozyme 1 tr~ seript 3 P labeled¨ get g即e tr~ seripts p】us b。日 me 2 transcript 4 P hbded ril~ -yme transcripts 
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Effect of Ribozymes Cleaving Conserved and 

Coding Region of Rice Stripe Virus RNA 

Liu Li Chen Shengxiang Qiu Bingshenga Kang Liangyi Tian 13o2 

(Laboratory of Virology，Zfiejiang Academy ofAgricultural Sciences，Hangzhou 310021) 

。(Institute ofM~cobiology，Academia Sinica，Beijing 100080) 

Rice stripe vims(RSV)genome is composed of four ssRNA species．The 5'-and 3'-terminal 

sequences of about 20 bases of each ssRNA were almost completely complementary to each other 

and the 5 一terrainal sequences of all four ssRNA have the some sequence of 11 nuclcotides．Those 

conserved sequences were pm pcaed to be involved in the replication．transcriptior~or assembly of 

RNAs into the partic If those sequences are deared the virus WOuld be lack of recogmtion sites 

So that its reproduction wil1 be destroyed．On the other hand．the disease-specific protein(DSP)is 

related to the disease severity．Inhibition of its expression may reduce the disease severity．Based  

on thee co nsiderations and  the structure requi~ements of the hammer-head ribozymes ．two ri— 

bo zymes were designed，one was to cleave the conserved region of the 5'-terminal of the viral se— 

quence of RNA 4 or even all the re$ons of the 5'-term inals of the eight viral and viral cornplemen- 

tary sequences of the virus，and the another to cleave the DSP gene region． 

The first—strand cDNA of the ribozymes(each containing 40 nud~tides)and their 3"-termi— 

hal co mplementary primers were chemically synthesized．The second—strand was ma de by Taq 

DNA po lymerase．The blunt-ended ds-DNAs  were purified by PAGE and separately inserted into 

the Sma  I site of pOEM 3 z“ +) sequencing  of the plasmids containing the insertions showed 

the sequences of both ribo zyme genes cloned  were identical to the sequences designed．W iht the 

Sp6 RNA polym erase the two ribozymes were transcribted  and mixed with tran scxipt of the DSP 

ger arid the 5'-termi na1 sequence of RNA 4．The results showed that bo th specific cleavage reac— 

tion of the ribo zynles in vitro were efficlent which created the sarlle fragments as expected ． 

Key words Rice stripe virus，Conserved sequences of RNA．Disease-specific protein，Ribozyme 
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