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黄化丝状病毒属(Closterovirus)由德国学者 Brandes于 1965年建立，并得到 1966年在奠 

斯科召开的国际病毒命名委员会(ICNV)的承认。该属包括粒体长度为 1200～2200 nm、直径 

12 nm、非常 弯 曲的一 类丝 状正链 RNA病毒⋯。多熬 成 员为单体基 因组 (Monopartite 

genome)．大小为 I4～20 kb。其外壳蛋白(Coatprotein．CP)由单一亚基组成，分子量为 23～43 

虹 。最近的研究发现莴苣侵染性黄化病毒(Lettuce infectious yellows virus，L1w )为双分体 

基因组(Bipartite genome) J。本属多数病毒通过蚜虫以半持久方式传播，有些可通过粉虱 

(Trialeurodes，Bemisia)和粉蚧(Planococcus和Pseudococcus)传播【1]。主要引起植物黄化和木 

本植物的陷点和／或沟[1]。一些能引起重要果树(如葡萄、柑桔等)和甜菜等的严重病害I 。 

近年来，随着 cDNA合成、PCR方法和体外无细胞翻译体系的建立等分子生物学技术的 

成功应用，黄化丝状病毒属分子生物学研究取得长足的进展，如基因组最大的植物病毒——柑 

桔衰退病毒(Citrus tristeza virus，( v)——的全序列已被测定 J。 

1 黄化丝状病毒晨的成员和性质 

植物病毒描述”(CMI／AAB Descriptions of Plant Viruses)(1982)收录黄化丝状病毒组成 

员和可能成员 14个，分为3个亚组，即以苹果退绿叶斑病毒(Apple chlorotie leaf spot virus．A— 

CLSV，720 am)为典型成员的亚组 A：以甜菜黄化病毒(Beet yellow virus，Bw ，1245～1450 

rim)为典型成员的亚组 B；以柑桔衰退病毒(( v，2000 rim)为典型成员的亚组 。但是．近 

年来黄化丝状病毒属的成员变化很大。国际病毒分类委员会(I( v 病毒分类与命名”第五 
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次报告(1991)将苹果茎沟病毒(Apple stem grooving virus，A~3V)和马铃薯病毒 T(Potato 

virus T，PVT)独立出来，建立丁发样病毒 (CapiUovirus) 】。IL1v“病毒分类与命名”第六次 

报告(1995)叉将苹果退绿叶斑病毒(AcLsv)等 5种病毒分出来，重新建立一个新属，即鬓发 

病毒属(Tricturoirus)⋯。在 ICTV“病毒分类与命名”第五和第六次报告中，黄化丝状病毒属 

成员及可能成员都有较大变动，在第五次报告中本属收录成员 l0个、可能成员 12个，但在第 

六次报告中本属成员仅剩 6个，可能成员则增至 19个。第五次报告中属本属成员的葡萄病毒 

A(GrapevinevirusA，GvA)在第六次报告中棱划入鬓发病毒属；cTv和羊茅坏死病毒(Fe~stu— 

ca necrosis vL~'us，FNv)在第五次报告中为本属成员，但在第六次报告中被列为可能成员；在第 

五次报告中属本属成员的三叶草黄化病毒(Clover yeUows virus，cYv)，在第六次报告中却被 

排除在本属之外【l， l。此外，在第五、六次报告中，黄化丝状病毒属均未分亚组lI。 。表 1列出 

ICTV“病毒分类与命名”第六次报告收录为黄化丝状病毒属成员和可能成员的部分性质。 

寰 1 黄化丝扶病毒■的一些性质 

TaMe 1 S3n pmp nies dellnitive and po~ hle members of C 4 口 rH 

黄化丝状病毒属成 晁Definitive members of 岫 仉 r defm~a Murphy州 (1995) 

¨ 莆化丝状 病毒届可 能成员 P~slbie~ bers closicrtr~ras defln~d by Mm~hy a／ (1995) 

AP：蚜虫 Aphid MB：粉蜻 M~lylmg MF：粉虱 Whitdly VU：介体不详 V~tor岫kna 

2 黄化丝状病毒属的基因组结构和功能 

最近，甜菜黄化病毒(BYV)、莴苣侵染性黄化病毒(uYv)和柑桔衰退病毒(CTV)的基因 

组全序列已被测定 。比较分析这三种病毒的基因组，发现它们有非常相似的结构(图 
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1)。它们包括 一个编码术瓜蛋 白酶类蛋白酶(Papain—like proteinase，PRO) 甲基转移酶 

(Methyltransferase，MTB)一解旋酶(Helicase，HEL)一依赖于RNA的 RNA聚合酶(RNA—de． 

pendent RNA polymerase，RdRp)(PRO—MTR—HEL—RdRp)和一个编码热体克蛋白70(Heat 

shock protein，HSP70)一HSP90一外壳蛋白相关蛋白(Coat protein related protein，CPr)一外壳 

蛋白(cP)(HsP70一HSPg0一CPr—CP)的结构l2 】。在产生 HEL—RdRp融合多蛋白(Fu— 

sionpoiyprotein)时，ORFla和 1b之间是通过 +1移码表达(Frame．~hift)的”．， J。此外．首先 

在 BYv基因组中发现的编码 HSPT0的特异结构【圳，最近发现在 CTV[”I、LIYv_2j、黄瓜退绿 

斑病毒(Cucumber chlorotic spot virus，CCSV)” 、甜菜黄 矮病毒 (Beet yellows stunt virus， 

T BYSV) 和香石竹坏死斑病毒(Carnation necrotic fleck virus，CNFN)” 、葡萄卷叶病毒 3 

(Grapevine leMroU—amociated virus 3，GLRaV一3)(Ling，私人通讯)等病毒中均存在。图 l表 

示 BYv、CTV和 UYv基因组的结构。 ， 

BYV 

CrV 

l~xlRpP6 p64 珊  

RdRP P6 P6l pl$020 

U YV 

RN^1 

3l-tin'70 p'27CP p13 
● 
RBP 

p5 p59 p鼬 

HSPT0 p9 

图 I Bya~，CTV和 LIYV基固组图解‘ -’·。 

F l Schematic reI IⅡI ,ffthe genomesofBYV CTV and LIYV 【 ’ 

2．1 甜菜黄化病毒(BYV) 

BYV基因组全长 15480个核苷酸(rlt)，具 5 帽式结构(C~pped structure)，但无 3 poly(A) 

尾 。序列分析表明 BYv基因组包含9个开放读框(ORF)(图 1)【 。ORFla约占整个基 

因组长度的一半，起始于 107 nt，终止于 8000 nt位置，编码一个含 2630个氨基酸残基、分子量 

为295 kD的蛋白质(p295)，pa95具甲基转移酶(MTR)、解旋酶(HEL)及术瓜蛋白酶类蛋白酶 

(Papain—like proteinase，PRO)的活性。PRO类似于马铃薯 Y病毒科(Potyviridae)的辅助成 

份蛋白酶(Helper component—proteinase，HC—PRO)；HC—PRO与 Potyolrldae的蚜虫传染及 

病毒复制有关；PRO可能也有相似的功能l9】。ORFlb起始于 ORFla中，重叠序列至少 113 

nt，ORFlb编码一个含420个氨基酸残基、分子量为 48 kD的蛋白质(p48)，p48具依赖 RNA 
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的RNA聚合酵活性【9】。在ORF1a，lb之间，通过+1移码表达产生一个含3094个氨基酸残 

基、分子量为 348kD的融合多蛋白I 。ORF2编码一个高度藏水的6．4 kD蛋白质(p6)，p6具 

膜蛋白作用。o踊 起始密码重叠 ORF2终止密码一个核苷酸，编码一个 65 kD的热体克蛋 

~(HSPT0)[ 。HSI~0普遍存在于从低等细菌到高等动物的细胞中，可能具移动蛋白作 

用I 。ORF4与ORF3重叠序列选92nt，编码一个64kD的蛋白质(HSPg0)[~I。ORF5编码 
一 个24kD蛋白质(p24)，p24与病毒侵染时在细胞问的移动有关。ORF6编码一个22 kD的 

外壳蛋白 J。ORF7和 ORF8分别编码 20kD和 21 kD两个蛋白质(p20。p2I)．但这两个蛋白 

质的功能还不清楚【9 】。BYVRNA包含一个 181nt的 3 末端非编码序列。有 86Bt折叠形成 

茎一环结构( ∞ 一loop)ⅢJ。 

2．2 柑桔衰退病毒(L1v) 

L1v基因组全长 19296 nt，与 BYV 相似，其基 因组包括 5 帽式结构。无 3 y(A) 

尾【 】。序列分析表明 L1v 基因组包含 I2个 ORF(图 1)【 。ORF1a始于 108 nt，终止于 

9480nt，编码一个含 3124个氨基酸残基、分子量为 348ED的蛋白质(p348)。p348具甲基转 

移酵(MTR)，解旋酵(瑚￡L)及木瓜蛋白酵类蛋白酵(PRo)的活性 ；O恻 b起始于 9355 Bt，终 

止于 10855nt，重叠 ORFIa为 123Bt；OR．FIb编码一个含 500个氨基酸残基、分子量为 5'1kD 

的蛋白质(p57)．p57具依赣RNA的RNA聚合酵活性。在ORFla与 1b之间，与BYV、LrYv 

相似。通过 +1移码表达产生一个含 3582个氨基酸残基、分子量为 401 kD的融合多蛋 白； 

ORF2编码一个 33kD蛋白质(p33)；ORF3编码一个含 51个氨基酸残基、分子量为 6kD的疏 

水蛋白(p6) 0；ORF4编码一个含 594个氨基酸残基、分子量为 65 kD 的蛋 白质 (p65)，即 

HSP70；ORF5编码一个 535个氨基酸残基、分子量为 61 kD的蛋白质(p61)。即I"ISPg0；ORF6 

编码一个含 24O个氨基酸残基、分子量为 27 kD的蛋白质；ORF7编码一个分子量为 27 kD的 

蛋白质．即外壳蛋 白(cP)；ORF8编码一个含 167个氨基酸残基、分子量为 I8 kD的蛋 白质 

(p18)；ORF9编码一个含 139个氨基酸残基、分子量为 13 kD的蛋白质(p13)；ORF10编码一 

个含 182个氨基酸残基、分子量为 20 kD的蛋白质(p2O)；ORFll编码一个含 209个氨基酸残 

基、分子量为 23 kD的蛋白质(p23)。在 3 末端还有一长为 277 Bt的非编码序列【 】。 

L1v、BYV和 Llw 的序列比较研究发现，L1v 有 4个基因为 BYV和 Uw 所投有，即 

编码 p33、p18、p13和 p23的 4个基因．这 4个基因的功能尚不清楚。Kara9 等(1995)将 

L1v基因组分为两个基因区域(Gene block)．第一区域包括编码 MTR、HEL和RdRp的基因； 

第二区域包括5个ORF，即编码p33、p6、HSPT0、p61、p27的基因，第二区域在黄化丝状病毒属 

各成员中高度保守 J。 

2．3 莴苣侵染性黄化病毒(L1w ) 

Llw 为双分体基因组。RNAI全长 8118tit，包括 3个 ORF；RNA2全长 7193tit，包括 6 

个 ORF(图 1)。与 BYV、L1v 相似。I．rYV的基因组包含 5 帽式结构．无 3 poly(A)J~[21。 

LIYV RNAI包含3个 ORF,即 ORFla、ORFlb、ORF2。ORFla起始于 98 nt，编码一个含 

1873个氨基酸残基、分子量为 217 kD的蛋白质(p217)。p217具木瓜蛋白酵类蛋白酵(PRO)、 

甲基转移酵(MTR)、解旋酶(瑚￡L)的活性；ORFIb起始于 5808 nt，编码一个含 515个氨基酸 

残基、分子量为55．5kD的蛋白质(p55)．p55具依赖于 RNA的RNA聚合酵(RdRp)活性，在 

ORFIa和 lb之间，L1w 与BYV、L1v相似，具+1移码表达；ORF2起始于7075 nt，编码一 

t 

f 
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个 32 kD的蛋白质(p32)。RNA1的 3 末端还包含一个 219 nt长的非编码序列【2J。 

uw ILNA2包含 6个 ORF，即 ORF1至6。ORFI起始于 327 nt．编码一个含 39个氨基 

酸残基、分子量为 4．65 kD的蛋白质(p5)，p5类似于 Bw 、cTv和 BYSV的疏水蛋白；ORF2 

起始于 693 nt．编码一个含 554个氨基酸残基、分子量为 62．3 kD的蛋白质(p62)，即 HSP70， 

HSP70具 ATP酶活性，可能与蛋白质问相互作用有关；ORF3起始于 2449 nt，编码一个含 514 

个氨基酸残基、分子量为 59 kD的蛋白质(p59)；ORF4重叠 ORF3为 19 nt，编码一个含 80个 

氨基酸残基、分子量为 9kD的蛋白质(p9)；ORF5起始于 4221nt，编码一个含249个氨基酸残 

基、分子量为 27．8 kD的蛋白质，即外壳蛋白。LIYv的 CP基因与 Bw ．CTV高度同源； 

ORF6重叠 ORF5为7nt，起始于 4964nt．编码一个含254个氨基酸残基、分子量为52．3 kD的 

蛋白质(p52)；ORF7起始于 6319 nt，编码一个含227个氨基酸残基、分子量为26kD的蛋白质 

(p26)。目前，p32、p9、p52、p26等 4种蛋白质的功能尚不清楚。RNA2的 3 末端包含一个 187 

nt长的非编码序列 J。 

2．4 黄化丝状病毒属病毒 HSP70比较 

黄化丝状病毒属病毒具编码 HSP70相关蛋白的基因，在植物病毒中独一无二。该基因已 

发现存在于 BYV(~1、CTVt’ 、uYv【 、CCSV ： 、BYSVI~]、CNFVt~]及 GLRaV一3(Ling 

等，私人通讯)等病毒中。HSP70分子包括一个 N端 ATP酶位点和 c端蛋白质相互作用位 

点，而且 HSP70基因在所有类型生物中均表现十分保守 ]̈。在黄化丝状病毒属中．HSPT0的 

ATP酶位点上表现高度同源，但 c端则表现较大差异 】。从 HSPT0氨基酸序列系统进化分 

析表明，BYV和 BYSV关系最近．【_rv与 BYV、BYsv关系比uw 近(图2)。 ， 

LjY，p62 

CTV p65 

BY p6P 

BYSV 

HSP70 Daucus eaz~zta 

瑚 2 黄化蛙状病毒屠 ．1袅统辆 

Fig．2 Tentative ph，-晖 即d，c Iree for the HS '0。f C 血 ， [ 】 

3 黄化丝捩病毒置基因组的表达机翩 

3．1 移码翻译(Translational frameshift) 

BYV、< Ⅳ 和 uw 的序列分析表明．这三种病毒在 ORFla和 1b之间．通过 +1移码翻 

译产生一个融合多蛋 白fz．s． l。研究发现．BYV和 CTv在 HEL区位的 C端氢基酸序列和 

RdRp区位的 N端氨基酸序列具很高的保守性(图 3)r5】。 

+1移码翻译在植物病毒 中仅 存在于黄化丝状病毒属，但在大麦黄矮病毒属 (L“一 

leevirus)、香石竹病毒属(D缸 mD r口5)等植物病毒中．存在 一1移码翻译机制 圳。在典型的 

～ l移码区存在茎 一环(Stem—loop)和假结(Pseudoknot)结构，这两种结构对移码有重要作 
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图3 BYV和 C'TV基周组 RNA的移码位点 (ORFla／lb) ’ 

Fig．3 Thefnm hⅡt siteinthe genomeRNAd BYV andCTV (ORF ldll,)【 

用[3s】。在 BYv的移码区发现存在“精动”(Slippery)序列(GGGuuuA)及茎 一环和假结结构， 

但这些结构的功能尚不清楚 J。 

3．2 先导蛋白酶(Le~er protease)策略 

BYV、CTV和 uYv的序列分析表明，BYV和 uw 在 ORFla的 N端包括一个木瓜蛋 

白酶类蛋白酶位点 ， ，cTv包括两个该酶位点b】。此外，三种病毒在该区域的棱营酸序列 

相当保守 2,5,9]。定点诱变显示，催化的半胱氨酸(Cys 509)和组氨酸(H 569)残基能消除蛋 

白酶解，于是确证了蛋白酶特性l9】。BYv 的先导蛋白酶在两个 Gly残基(Gly588～589)之间 

切割【 ；CTV有两个先导蛋 白酶，半胱氨酸残基位点为 Cys896和 403，组氨酸残基位点为 

His956和 464，切割位点为GIy976～977和 Gly484--485两个 。 

3．3 亚基因组表达 

BYv的 内开放 读 框 (Internal ORF，ORF2—8)产物 通 过形 成一个 亚 基 因组 RNA 

(SubgenometLNA，sgRNA)的 3 共同末端的网状结构来表达。这些 sgRNA存在于被病毒侵染 

的细胞中，但不被外壳蛋白所包被 J。最大的BYV sgRNA可以直接合成 60 kD和 65 kD的 

两个蛋白质[91。在感染 CTV的植物 中，发现了编码 p33、p65、p61、p27、p18、p20和 p23的 

ORF的 sgRNA，其 中以编码 p20的 ORF的 sgRNA最丰富【3 。L1w 的 RNA2也是通过 

sgRNA策略来表达的 2‘。 

4 分子生物学研究成果在黄化丝状病毒属分类中的应用 

近年来，随着黄化丝状病毒属分子生物学研究的深入，已能在分子水平上研究这些病毒的 

系统进化关系。l【 v“病毒分类与命名”第六次报告(1995)便将原来的黄化丝状病毒组分成 

3个属，即发样病 毒属 (Capillovirus)、鬓发病毒属(THcho~irus)和黄化丝状病毒屑(Clos— 

terovirus) j。发样病毒属以ASGV为典型成员，包括两个成员柑桔碎叶病毒(Citrus tatter leaf 

virus，cTLv)、丁香退绿叶斑病毒(Lilac chlorotic leafspot V~L1S，LCLv)和一个可能成员南天竹 

茎痘病毒(Nandina stem pitting vlrlas，NSPV)；鬓发病毒属以ACLSV为典型成员，包括一个成 

员与马铃薯病毒 T(Potato virus T，PvT)和 3个可能成员葡萄病毒 A(Grapevine virus A。 

GVA)、葡萄病毒 B(GrapevinevirusB，GVB)、白芷潜隐病毒(Haraeleumlatent virus，HLV)；黄 

化丝状病毒属的典型成员为BYV，包括 25个成员和可能成员(表 1)⋯。病毒基因组结构分析 
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发现，发样病毒属和鬓发病毒属病毒均含有 3 poly(A)]~ä 口'“】，而黄化丝状病毒属病毒不包含 

3 poly(A)尾。此外，Bw 、CTV和 LlYv等黄化丝状病毒属基因组中都包含一个编码 HSPT0 

的特殊结构【 ．9． · ，而发样病毒属和鬓发病毒属病毒却不包含此结构。所以将原属于 

黄化丝状病毒属的部分成员从该属分出来建立新属，这种分类更为合理．并反映了它们之间的 

进化关系。根据正链 RNA病毒的系统进化关系，Dolja等(1994)建议建立黄化丝状病毒科 

(C2osteromr／dae)，科下分 3个属，即以BYv为典型成员的黄化丝状病毒属(Closteroc~irus)，以 

CTV为典型成员的柑桔衰退病毒属(Citri~irus)，以 LlYv为典型成员的双分体基因组黄化 

丝状病毒属(Biclo~irus)(表 2) J。 

衰 2 正链 RNA病毒 Rubivi~ 的系统分类草案“ 

Table 2 D ah of phylcgen~ie taxonomy for the pI。p0∞d class Ruh／virata of p0sinve—strand RNA virtusesI 

a圈押n V一  lb0me wheat m0s virus．b．RBDV-- Rasperry bushy dwarf virus 

5 分子生物学研究成果在黄化丝状病毒属病毒病害诊断中的应用 

黄化丝状病毒属病毒病害的常规诊断方法主要是采用指示植物症状反应、电镜观察病毒 

粒体和泡囊。但是，指示植物诊断所需时间长，一般需 2～3年；电镜观察需要电镜等昂贵的设 

备。同时，病毒在寄主细胞中的分布不均匀，易引起误诊。所以诊断此类病害相当困难。近十 

年来，随着本属病毒提纯方法的改进，人们得到了足够量的纯化病毒制备抗血清．井建立了 

ELISA、ISEM 等血清学检测方法。于是，血清学方法成为近十年来诊断此类病害特别有用的 

方法[3,42】。最近．随着部分本属病毒的基因组序列被测定．核酸探针、PCR等技术已应用于检 

测。Saldarelli等 应用核酸探针检测 GLRaV一3意大利分离物。Minafra和 Hadidi "应用 

PCR方法诊断 GVA、GVB和 GLRaV一3等几种病毒引起的葡萄病害。Ling等  ̈应用 PCR 

方法检测 GLRaV一3纽约分离物。Coffin和 Coutts[461应用 PCR和核酸杂交方法检测BPYV。 

最近，Karasev等l3 根据 BYV的 HSP?O序列合成了一组简并引物(Degenerate primer)，采用 

简井引物 PCR方法(Degenerate primer—med ted PCR)，能检测 BYv、L1．v和 BYSV．等病毒。 

分子生物学方法为有效诊断黄化丝状病毒属病毒病害开辟了新途径。 

6 问题与展望 

黄化丝状病毒属病毒的基因组为目前已发现的植物病毒中最大的一类．其分子量大的达 
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20 kb，难以应用基因组的体外重组 、基因定点突变等一些成熟的分子生物学技术，其基因组难 

以克隆。最近，随着 eDNA合成、PCR方法和体外无细胞翻译体系的建立等分子生物学技术 

的成功应用，黄化丝状病毒属基因组的序列分析、结构和功能及表达机制的研究取得飞快的进 

展，并已在一些病毒，如 Bw 、 Ⅳ 和 uw 的研究上取得了令人瞩 目的成绩【2 。但是，同 

其它一些植物病毒(如马铃薯 Y病毒科等)相比．黄化丝状病毒属的研究还显得相对落后，目 

前对多数该属成员和可能成员的基因组结构还不清楚，虽然 B、 等几个病毒的基因组全序 

列已被测定，但对其中一些基因的功能尚不了解，还投有获得病毒基因组的全长克隆和具侵染 

性的 eDNA【2 -9]。此外，本属的分类研究也存在一些困难，分类状况还很混乱。近年来由此 

类病毒 l起的病害也越来越严重．但是其诊断还主要依靠传统方法ⅢJ。 

随着黄化丝状病毒属病毒分子生物学研究的深入，更多病毒的基因组序列将被蘅定，使本 

属分类更为合理，并能反映其系统进化，也使分子诊断(如 eDNA探针、PCR等)成为可能，分 

子生物学研究成果可进一步用于此类病害的防治。美国康奈尔大学 Gonsalves博士领导的研 

究小组已将葡萄卷叶病毒 3(GLRaV一3)的 HSP90基因片段通过 pBin19转移到烟草植株中． 

并表达获得转基因烟草(ung，私人通讯)。虽然迄今还没有将该属病毒的基因转到其寄主植 

物上，但随着研究的不断探入，相信在不远的将来会诞生能有效控制这类病害的转基因植抹。 
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