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乡 z、 

提 要 用大骑杆菌 Poly(A)聚合酶，在纯化的小麦丛矮病毒的单链基因组 RNA3 末端加多聚豫 

苷酸。以此 RNA作模板．12—18寡聚脱氧胸棱苷酸作引物，合成 cNDA后．分 别用限{|I性 内切酶 

PstI和 EcoRI对该 eDNA酶切，同时再分别用 PstI单酶和 SmaI与 EcoRI双酶对 pUC载体酶 

切．经连接、转化感受志细咐、啼选和酶切鉴定后，共得刊 10种不同大小的非定向克隆，其大小之 

和约 14 kh，同时还得到定向克隆 47十。已知N蛋白基因 3 端含有 SacI酶切位点．故在用限制性 

内切酶 Sac I对 lO种插入片段进行分折后发现．仅有约 6 kb的插入片段含有 Sac I位点．再用合成 

的与 WRSVN N蛋白mRNA3 端顺序相同的引物对该克隆进行顺序分折证明，它含有 WRSV N蛋 

白、G蛋白、M 蛋白和部分 L蛋白基因。对 47个定向克隆进行顺序测定后，用 DNA腰序分析戟件 

将它与其它几种弹状病毒基因组的 3 前导(1eader)和 5 拖尾(trailer)RNA进行 比较后发现，有两个 

定向克隆分别含有它们的 3 前导或 5 拖尾的高保守区顺序，构建了一个近垒 长的小麦丛矮病毒 

(WRSV)cDNA文库。 

关键词 小麦丛矮病毒．植物弹状病毒．多聚腺苷酸 化 船 翻  J ，， J 、L1 
小麦丛矮病毒(WRSV)是一种严重危害我国小麦生产的植物弹状病毒。对该病毒的结构 

蛋白进行的研究表明．它由五种蛋白组成．即大蛋白L、糖蛋白G、核蛋白 N、非结构蛋白Ns和 

膜蛋白Ml1]，其中 L蛋白具 RNA聚合酶活力；N蛋白与基因组 RNA紧密结合，作为 RNA合 

成的摸板，在体外转录系统中．L蛋白催化 RNA的合成需要 Ns蛋白的参与【1-3]。但有关该 

病毒基因组的组织、各结构蛋白编码区之间的基因间隔区、结构蛋白编码区、基因组 3 末端以 

及5 末端区的情况尚不清楚。本文报道了WRSV近全长基因组文库的构建和鉴定，这将有助 

于了解以上有关信息。 

材料和方法 

1 病毒 小麦丛矮病毒(wRsv)病株采 自山东省聊城市郊染病的大田．采集中注意挑选病症典型的植株，经 

去根、洗净后．以200 g一包冻存于一20℃冰箱中 

2 试荆 PEG 6000、PEGI20C0、DEPc(焦碳酸二乙醇)、尿素和 日琉基乙醇购 自Flulm公 司：低熔点琼脂糖凝 

胶、ATP和有关限{|I性 内切酶均购自 Promelga公司。Superscript[ ⅡeDNA合成试剂盘、T|DNA连接酶和大 

骑杆菌 PolyA聚合酶购 白G1LBCOBR1，公司；x—g 和 IPTG购自上海华美生物{|I品公司；异硫氰酸胍、Sar· 

∞sy1和普通琼脂糖凝胶购自~a-va公司；T1聚合酶测序试剂盘购自 Pharmaeia公司；a S dCTP购 自Am ． 
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sham公司；聚丙烯酰胺凝腔购自Boehfinger公司；其袅试剂均为国产。 

3 菌种和载体 pUC19／pUCI8购 自上海华美生物制品公司；大肠杆菌 DH 5a菌株由中国科学院上海植物 

生理所史瑾博士惠赠。 

4 引物 引物 1(GCA A)用于序列分拆。24聚反 向测 序引物 (AGCGGATAA 

CAATTTCACACAGGA)髓自Promega公司。 

5 小麦丛矮病毒{WRSV)接衣壳的制 备和纯他 搔本实验室方法制备 1。纯化的棱衣壳经 电镜和 SDS- 

PAGE电诛鉴定后再用于全长基因组 RNA的抽提和制备。 

6 病毒全长单链基因组 RNA的抽提和纯化 参考文献 】。取上述纯化的核衣壳，用PEG 12000反透析浓 

缩到小体积(约 2 ml )后．加入五倍体积的 Solution D(舍 4 mol／1 异硫氰酸胍、0 5％ fc 1和 25 retool／I 柠 

檬酸钠 pH7 0)、终浓度为 1％的 琉基乙醇 、6倍体积的水饱和酚和 1／2体积的氯仿／异戊醇(24：1)．在泥匀 

器上尉烈振荡后置 4℃冰浴中，20rain后于 4℃、14．000 r／min离心 20rain．吸出上层水相，用等体积的水饱和 

酚／氯仿／异戊醇(25：24 1)抽提后。重复离心．取上层水相。再重 复上述抽提直到界面上无蛋白层。加入 1／10 

体积 3tool／1 NaAC(pH5 2)和 0．6倍体积的水饱和的异丙醇。混匀后放置 一2O℃至少 4 h以上．然后于 4℃、 

14．000 r／min离心沉淀核酸。用 70％乙醇洗涤后干燥。将此粗 RNA溶解在 200 I 经 DEPC处理的重蒸灭菌 

水中。上述蛆 RNA经 1 96低熔点琼脂糖凝腔、6v／呻 恒压下电诛 1 h后。割胶回收目的条带，经 65℃熔腔 5 

min后。加入等体积的水饱和酚抽提后离心。取上层水相。再分别用等体积的水饱台酚／氯仿／异戊醇 (25：24 

1)和氯仿／异戊醇(24：1)各抽提一次后．加 i／10体积的 3 mollI NaAC(pH5 2)和 2 5倍体积的无水乙醇沉 

淀．艘 一20℃过夜．次扫离心况淀核酸 后用70％乙醇洗涤、干燥后涪于经 DEPC处理过的灭菌重蒸水中。此 

RNA经 1％琼脂培凝胶电诛鉴定后再用于多聚腙苷酸化。 

7 病毒全长单链基因组 RNA3 端的多聚臆苷酸化 参考文献”】。取上述纯化的病毒皇长单链基因组 RNA 

约 6熠 并按次序加入下列各试剂：10 mmoVL ATP 1 25 L、5×PdyA聚合酶缓冲液 10 I (舍 250 mmd／L 

Tris—HC1 pH7 9、1 25 moWI NaCI、50 retool／1，MgCI2和 12 5 mmoL／L Mnc )和大肠杆菌 PolyA Polyrnerase 

(1 6 U／td )0．5 I 。最后甩经 DEPC处理并灭菌的重蒸水补至总体积为 50 I 。混匀后于 37℃恒温水褡中保 

温 30imn。反应液经等体积的水饱和酚、酚／氯仿异戊醇(25：24：1)和氰仿异戊醇(24：1)抽提后离心．取 上清， 

加 l／to体积的3tool／| NaAC(pigs，2)和2 5倍体积的无水乙醇于 一2o℃沉淀过夜。次13离心沉淀核酸后用 

70％己醇洗涤和于燥后溶解于6 1 经 DEPC处理过的灭菌重蒸水中用于 eDNA的合成。 

8 全长 eDNA的合成 根据 GILBCO BRL公司SuperscriptTM II eDNA合成试剂盒的合成程序和要求．在上 

述基因组 3 端加 PolyA后的 RNA中加入寡檗 dnl2一川2 ．混匀后在 70℃变性 10rain并立捌放入 4℃冰 

浴中 2min以上。再经短暂离心后．依次加入各相应试剂。合成 eDNA的第一和第二链．最后加入 T．DNA聚合 

酶使 出NA两末端完全为平头。 

9 cDNA、pUC19薮体限制性内切酶 Pst I单酶切及Sma 1／EcoR I双酶切的射备、连接、DH5a感受志细胞的 

制备、转化和篱连 均按参考文献进行 J。酶切后的 eDNA用于连接和转化感受态 DH5 细胞。转化后的感 

受态细姐涂于含氪苄青霉素、x—gal、IPTG的 I．B平板上．37℃恒温培养 16～18 h后。挑选白色菌落用小规模 

抽提质粒的方法进行酶切鉴定。 

10 eDNA的序爿分析 用双脱氧法末端法 对抽提质粒进行双链测序。舍有大小约 6 kb的克隆用引物 1 

测定，其中部分序列由上海植物生理研究所核酸自动捌序仪测定；定向克隆用 Promega购买的反向 24聚引物 

测定．测序方法按 Pharmacia T7聚合酶测序试剂盒进行。 

结 果 

1 全长基因组 RNA的纯化和 eDNA的合成 利用蛋白质的强烈烷基化试剂异硫氰酸胍抽 

提单链RNA的方法，成功地．得到了WRSV全长单链基因组RNA．利用此RNA合成的cDNA 
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的大小、在 1％琼脂糖凝胶电泳中的迁移位置与WRSV基因组 RNA几乎相同，见图 1。 

图 I 病毒全长单链基因组 RNA厦台戚的近全长 eDNA 

M： DN̂ ／Hind咀分子量 marker； J：病毒全长单链基因RNA； 

2：合成的近全 长 eDNA。 

Fig．I The lull—I~gth ssRNA and synthesized 

⋯ full I~gth由 NA 

M： DNA／Hind珊 mark ； 

I：The f I—length gene~nic鹤RNA 

2：The s7ndMs 一 r fulI—length eDNA 

合成的 eDNA经 PstI酶切，与载体连结和转化 DH5a细胞后．小规模制备的质粒经酶切鉴定 

后共得到 10种大小不同的插入片段，它们中最大的约 6 kb，最小的约 0．5 kb，各插入片段的总 

和近 14 kb，见图 2。 

田2 限制性内切酶 PstI对 10种大小不同 

插入片段的鉴定 

MI： DNA／Hind咀分 子量 ⅡmkeL 

M2：xDNA／Hind咀+EcoR1分子量 ⅡIar r 

P：pUCIg／Pst 1 1～l0：l0种不同太小的插入片段 

Fig．2 Identification of 10 kinds of 

Ins￡r in diffexertt size h restriction 

emm e Ps【 l 

MI．̂ DNA／Hind Ⅲ ke 

M2：̂ DNA,／Hind Ⅲ +E∞R I rrLark臣  

P：pUCI9／Pst I 

1一 IIJ：10 kinds of inserts in different 

cut by restriction en 帅 e Pst I 

图 3 限箭性内切辫 SacI对 N蛋自eDNA和约 

6 kb插入片段质粒的酶切鉴定 

M：xDNA／Hind H1分子量 marker J：pUCI9质粒 

2：oUC i9tSacI 3：古有 N蛋白eDNA的质粒 

4：古有 N蛋白eDNA的质粒／sacI 

5：古有约6 kb插入片段的质粒 

6：古有约6 kb插入片段的质粒／sacI 

r曜 3 lde~tificatiott 0f 6kb insert and plasmid c椰 tainJ喑 

eDNA 0f N protein bv SacI 

M：̂ DNA／HindⅢ rrLark I；puc I9 pI 

2：pUC 19／sacI 3：plas d~nmlning cDNAof N protein 

4：plasmid cotaining eDNAofN protein CUlt sacI 

5：plasmid insetted a t 6kb 

6：pl一  i~ rted about 6kb cut by SacI 
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2 N蛋白基因克隆的鉴定 以前研究表明，在 N蛋白基因eDNA克隆的末端含有 Sac I的酶 

切位点(结果待发表)，我们用 SacI对所有得到的 eDNA克隆进行酶切鉴定，发现只有约 6 kb 

的克隆质粒含有 SacI的位点．见图 3。可以初步肯定它含有 N蛋白基因的 eDNA。用根据 N 

蛋白 mRNA3 端核苷酸序列合成的引物 1对该克隆质粒进行序列测定，结果证明此克隆质粒 

的确含有 N蛋白基因的 eDNA．见图4。 

GCA 7 46G 朋 7了r 

图4 6kb插入片臣的克盘古有与 N蛋白eDNA相同的晨序 

f ．4 The一 。equ肌ce bothin 6 kbirmett and hamRNA 0fN protein 

3 eDNA平头末端分析 用 PstI单酶切对eDNA进行克隆的同时，我们还分别用 EcoRI加 

SmaI双酶切的方法，对 eDNA的两个平头末端进行了定向克隆，此时的两个平头末端分别为 

3 或 5 端。此两端经序列测定。用计算机对经过测序的 47个定向克隆质粒的 3 前导(1eader) 

或5 拖尾(trailer)区eDNA同源性分析后，发现有两个定向克隆分别与其它弹状病毒的3 前导 

(1eader)和 5 拖尾(trailer)的高保守顺序有同源性．见图 5。 

讨 论 

小麦丛矮病毒(WRSV)是我国第一个发现的植物弹状病毒。弹状病毒的基因组由一条负 

链性质的 RNA构成．其大小虽在植物或动物弹状病毒问稍有差异．但一般均在 l1～18 kb范 

围内。WRSV的 RNA基因组大小约为 14～16 kb之间【l 。从我们合成的 eDNA电泳迁移位 

置的比较和经限制性内切酶 Pst I酶切后，获得 10个外源插入片段的克隆，其大小总和也在 

l4 kb左右，因此 可以认为，我们在病毒垒长基因组 RNA3 末端进行多聚腺甘酸化后再进行 

eDNA的合成，可以获得比较满意的结果，得到近全长的 eDNA基因文库。这一方法与过去中 

感染病毒的宿主细胞中先抽提纯化总mRNA．合成总eDNA克隆后．再用标记的病毒RNA基 

因组或病毒结构蛋白的基因进行阳性克隆的筛选相比较n 1，不仅工作量小．而且同时能获 

得非结构蛋白编码区的片段和信息。当然这一方法的前提是岿须获得病毒基因的全长基因 

组。 

用计算机软件 Sequence Analysis Version 3．o0，对已测定的 47个定向克隆插入片段的序 

列，和已知的植物弹状病毒苦苣菜黄脉病毒(SYNv)、莴苣坏死黄化病毒(LNYv)以及动物弹 

状病毒水泡性口膜炎病毒(VSV)的3 前导RNA(1eader)和 5 拖尾(traihr)的基因组 RNA序列 

分析比较后发现I7 有两个定向克隆分别与它们基因组的 3 前导(1eader)和 5 拖尾(trailer)的高 

保守区有同源性．序列比较见图 5．但均未能测到用于 eDNA合成的寡聚 dTI2_I8引物，可能是 

由于 eDNA在合成第二链时没有能进行到底合成全长的互补链．因而在 T|DNA聚合酶的磨 

平反应中被降解，因此推测所获得的 eDNA3 和 5 两端也许还缺少为数不多的核甘酸。 

我们过去的工作已证明WRSV含有 5种病毒结构蛋白，即 L(140 kD)、G(67 kD)、N(46 

kD)、Ns(42 kD)和 M(19 kD)_l J。同时根据 WRSV在寄主细胞的细胞质中复制的特点，它 

唇于以水泡性口膜炎病毒(VSV)为代表的弹状病毒第一亚组，故 WRSV应与 vsv的基因组 

结构相同或相似，即 3 端为前导 RNA．然后依次是病毒结构蛋白基因N、Ns、M、G、L和 5 端的 

拖尾，见图6。 
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vsv0~) ， 

vsv(H D’ 

U 

5。擐尾(trailer) 

SYNV 

vsv0~) 

VSV(B~ ) 

U 

3‘茸导(1eader) 

SYHV 枷 JI刑oGUUG u_ ．̈ 

^M t『6I儿JUCLnJ 

围 5 WRSV基因组 RNA5 拖尾和 ， 前导序列与其它弹状病毒的比较 

F 5 C衄 p 帅 0fthe 5 trailer and， Ieader 0Ithe geno~ cRNA ofW RSV 

t}l the same 蛳 。f础  rhaMovin,s~ 
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3 

leader N Ns M G 

5 

图 6 WRSV 可艟美似 VSV的基 固组结构 ’ 

Fig．6 The D hk ge~omieorg~mizatio．ofWRSV similar|0 VSV 

业已证明N蛋白的序列中舍有sac I酶切位点(结果待发表)，所以含有6 kb的插入片段 ’■ 

的克隆应含有全部或部分 N蛋白基因的 cDNA直至部分 G或全部 G及部分 L蛋白的序列， 

但根据 5种病毒结构蛋白分子量所推算的基因大小总和仅为 9 kb左右。而已知其它弹状病 

毒的 3 前导和 5 拖尾 RNA以及基因间隔区长度的总和不应超过 1 kb，但 WRSV的基因组 

RNA在 14～l6kb左右，因此WRSV很可能也和其已知的几种动植物弹状病毒一样，存在有 

非结构蛋白基因的编码区，但该编码区的位置是否也像另一种植物弹状病毒莴苣坏死黄化病 

毒(LNYV)一样位于 M 和 Ns之间，则尚待确定。 

小麦丛矮病毒的近全长基因文库的构建，对进一步研究该病毒基因组的结构、特别是非结 

构蛋白基因编码区及基因间隔区的结构．以及它们对结柯蛋白基因的转录和全长基因组的复 

制机制的阐明．均有重要的意义。 
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Construction of a Near Full——length eDNA Library of 

Wheat Rosette Stunt Virus(WRSV) 

Shen Jiali Gong Zuxun 

(Shanghai Institute of Biochemistry，Academia Sinlca．Shanghai 200031) 

A near Iull—length cDNA library of Wheat Rosette Stunt Virus(WRSV)was constructed． 

Purified viral RNA WaS polyadenylated by E coli poly(A)polymerase．The poly(A)一tailed 

RNA was used as a template complementary to oligo dT(12—18)primer for cDNA synthesis． 

The cDNA WaS separately digested with restriction enzymes Psi I and EcoR I／Sma I．The pUC19 

plasmid was digested with the same enzymes to poduce the both cohesive—ends，or one blunt and 

the other cohesive ends respectively．Ten inserts with different sizes were obtained and the total 

size of them reached  approximately 14 kb One insert of ne．Rr 6 kb length was identified as the in— 

sert containingtheN protein gene andcoveringtheNs．M ．G+genes as wellas apa rt ofL gene． 

The cDNA inserts with orientated direction were sequenced and the sequence Was compared to 

5 and 3 ends of the genomic RNAs of two other plant rhabdoviruses．SYNV and LNYV using 

computer assisted searching method with the Software Sequence Anal~ Version 3．00． 

Key words W heat Rosette Stunt Virus．Plant Rhabdoviridae．Polyadenylation，Construction of 

cDNA l|bl'ary 
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