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摘要 ：通过 RT-PCR扩增了我国水稻条纹病毒(RSV)山东济宁(JN)、云南宜良(YL)两个分离物 

RNA4基因间隔区(intergenie r~ion，IR)序 列，井克隆于 pGEM—T easy载体上。序列分析 结果表 

明：．IN、YL两分离物 RNA4 IR均由 654个榜昔酸组成 两者之 问的同源率为 92％。／N、YL两个分 

离物 RNA4lR在 AU碱基富集处可形成两个明显的发夹结构，其中一个序列 比较保守，形成 的发 

夹结构稳定；但另一个由于碱基变异导致所形成的发夹结构的稳定性在各个分离物中差异较大。 

这些结果说 明了我国水稻条纹病 毒存在明显的分子变异。 
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水稻条纹叶枯病是中国、日本、朝鲜及远东地区水稻上的一种重要的病毒病。在我 国，该 

病从南到北广泛分布于十六个省市，曾造成严重的损失，至今仍在云南各地区猖獗危害[1]．其 

病原为水稻条纹病毒(rice stripe virus，RSV)，是纤细病毒属(Tenuivirus)的典型成员，其基因 

组由4个ssRNA片段组成。除RNA1采用负链编码策略外，RNA2、RNA3和 RNA4均采取双 

义编码策略(ambisense coding strategy)。RSV可能编码的蛋白中，现 已证实 RNA3负链编 码 

病毒的外壳蛋白(coat protein，CP)，RNA4正链编码病害特异性蛋 白(disease．specific protein， 

SP)I：2-5]。 

日本学者根据各分离物的致病性以及 SP分子量的差异，已划分出鸿巢、P、N、T、M等多 

个株系L3_6】。其中，T株系的全序列已测定，M 株系也测定了 RNA3、4两个 片段的序列。 

RNA4序列比较发现，T株系的 IR比 M株系多了一个19 bp的插入序列，RNA4IR存在 U和 

A碱基富集带及可能的发夹结构l2。 ．9 J。由于 IR的发夹结构可能具有终止 mRNA转录及保 

持 5SRNA稳定性的作用，又易于突变，所以被认为具有重要的功能”’”。 

我国地域辽阔，地理生态多样性丰富，各地区的 RSV之间极可能存在分子变异或株系分 

化。为此，本研究选择我国 Rsv的山东济宁(JN)、云南宜 良(YL)两个分离物，通过 比较分析 

其 RNA4 IR的序列，为进一步研究我国RSV的分子变异或株系分化及 IR等调控元件在病毒 

基因组双义表达过程中的功能奠定基础 。 

】 材料与方法 

1．1 靠● 为本所采 自山东济宁 、云南宜 良、经分离 纯化并保存于台系 28水稻品种上的 RSV JN、YL两个 
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分离物。 

1．2 引袖 根据 Kakuta~i等Is]报道的 RSV RNA4的基因序列，设计一对用于扩增 RNA4 IR的寡聚核苷酸 

引物，引物由上海植物生理研究所合成，序列如下： 

P1：5 ACACAAGAC3 (与 RNA4 5 端 567～587 b口相对应) 

P2：5 GTAGGTGAGATAACCAGTTCC3 (与 RNA4 5 端 1 208～1 228 b口互补)。 

1．3 病毒提钝 参照 L~hikawa等[ 的方法，略作修改。 

1-4 病毒RNA的撮取 根据Tor~yama等 l_的方法，略作改进。提缭的病毒经SDS、蛋白酶 K处理，酚．氯仿 

抽提得到病毒 RNA．经紫外测定浓度为 0．52 g／ L岫 

1．s eDNA合成置 PCR扩 增 1．0 g病毒 RNA模板和 10 pmol／L的 3 端引物先在 95℃处理 l0min，再按 

Promega公司的 cDNA合成试剂盘说明书进行 cDNA第一条链的合成 。PCR扩 增是在 50 L反应体 系中进 

行 ，包括反转录产物 2 L、P1和 P2(1Opmol／L)各 5 、dNTP(每份 1O rm'ad，L)1 L、1O×buf 5止 、DDW 

28 L、MgC12(25 retool／L)3 L、Taq DNA聚合酶(4 u／／~L，MB[公司产品 )1 采用双退业温度进行扩增 ： 

前5十循环．94℃变性 1rain、30℃退业 2 rain、72℃延伸2 rain；后25个循环．豫退业温度改为 37℃外．其余同 

前。最后一个循环结束后．72℃保温 10fIlin。 

1 6 克隆置鞠序 PCR产物在 1．5％琼脂糖上电泳后，切取 目的基因片段．用 QIAEXII Gel Extration Kit 

(QIAGEN公司产品)回收后，直接连接于 pGEM-T easy载体(Promega公司产品)上的克隆位点，转化大髓杆 

菌 DH5a感受态细胞，经蓝自斑筛选、PCR扩增及 EcoRI酶切分析鉴定插人片段。DNA测序由上海基康生物 

技术有限公司在 ABI 377型 DNA铡序仪上进行。 

1 7 楂苷醋序列分析 用 DNASIS软件(Hitachi soltwa~e Engineering Co Ltd)进行序列分析。 

2 结果与分析 

2．1 RT-PCR扩增 

提取的病毒 RNA经 RT．PCR扩增后．RSV的JN和 YL两个分离物都得到一个长度约为 

680 bp的扩增片段，与预期的 662 bp的扩增片段相近(图 1)。 

2．2 重组质粒的筛选和鉴定 

扩增产物经纯化后克隆到 pGEM-T easy载体上，经蓝自斑筛选、PCR检测及 EcoRI酶切 

分析鉴定后．证实所得到的克隆均为含有插入片段的重组子．JY和 YL两个分离物 RNA4 IR 

的克隆分别命名为 pTF~JN、pTE．YL，因为 EcoR I酶切位点分别位于pGEM．T easy载体上的 

52 nt、70 nt处．故酶切 片段比 RT．PCR扩增片段长 19 bp，达到 700 bp左右(图2)。 

2．3 基因间隔区核酸序列分析 

核酸序列分析结果表明：JN、YL两个分离物 RNA4 IR均含有 654个核管酸，与 日本报道 

的 T分离物 RNA4 IR核苷酸数目相同，但和 M 分离物 RNA4IR相出多了一段 19 bp的插入 

片段。插入片段的序列均为 5 CAUAGAAACAUGAGAGUAU3 ；和 T分离物的插入片段(5 

CAUAGAAACAUGAGAGCAU3 )相比有一个碱基的差异。另外，JN和 T分离物的插入片段 

位置均在第 296--314 nt之间，而 YL分离物的插入位置在第299～317 tit之间(图 3)。DNA． 

SIS软件分析结果表明：JN、YL、T 3个分离物 RNA4 IR序列之间的同源率均为 92％．而 JN、 

YL与 M分离物之间的同源率均为87％左右(图3)。RNA二级结构预测分析发现，JN、YL分 

离物 RNA4 IR和 T、M 分离物一样．在 AU碱基富集处可形成两个明显的发夹结构．其中 JY、 

T分离物在第326--361 nt、YL分离物在第 329～362 nt、M分离物在第 313--334tit(图3第一 

条下划线处)可形成发夹结构，这个区段由于碱基变异较大．形成的发夹结构很不稳定。一般 
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图 1 1．5％琼脂糖电诛检翻 RT-PCR扩增结果 

M ：DNA markerhdd时； 

1：RSV-JNRNA4基 因问隔区 RT-PCR产物； 

2：RSV-YL RNA4基因问隔区 RT-PCR产物。 

R I 1 5％ A朗r electmphozeais 

ofRT-PCR prod~ t 

M ：DNA marker 1．dder； 

Lane1：product RT-PCRofRSV-JN RNA4 lR： 

l ne 2： u吐 of RT．PCR RSV-YL RNA4 IR． 

图 2 重组质粒 的 EeoRI酶切鉴定 

M：DNAmarkerladder； 1：pGEMoT eas 载体 ； 

2-3：重组质粒 pT~JN、pTE YL： 

4：EeoRI酶切 pGEM-T easy载体 ； 

5-6 EeoR1醇切 pTF~JN、pTE-YL。 

F ．2 Identification of reeombmmlt 晤 ∞ 

dlgested by EcoRI 

M ：DNA marker1KIder； 

L e 1：pGEM -T m y 。r； 

Lane 2-3： oMnb n【口l船m试 pTE-JN、pTE-YL 

Lane 4：pGEM-T veemrlEmRI{ 

5-6：pTE-JNIEcoRI、pTE-YL／EeoRI 

而言，发夹结构的最低自由能越低，结构越稳定。JN、YL、M与T四个分离物在这一区段序列 

所形成的发夹结构所预测的最低 自由能(△G)分别为 0．84 kj、一3．4 kj、一7．14 kj和 一36 kj．很 

明显，这一区段序列所形成的发夹结构中．T分离物最为稳定。对 T分离物而言．JN分离物在 

第328nt处有u—G碱基突变、在第349nt处有A—u碱基突变；YL分离物第 335~336nt处 

有两个 A碱基缺失突变、在第 349 nt处有 A—u碱基突变；M分离物在第 351 nt处有 u—c 

碱基突变、在第 361 nt处有 p+A碱基突变。显然，各个分离物在这一区段序列所形成的发夹 

结构的稳定性不同是由这些碱基突变所致。JN、YL和 T 3个分离物在第 420～463 nt、M 分 

离物在第 400~461 nt(图 3第二条下划线处)可形成另一发央结构，这一段序列比较保守，形 

成的发夹结构稳定，其最低 自由能(aG)为 一160 kj，M 分离物在这一区段虽有两个碱基的缺失 

突变(相对于 T分离物，在第 448．449nt处有 UG两个碱基缺失突变)但并没有影响其发夹结 

构的稳定性 (图 4)。 
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囤 3 JN、YL、T及 M 4十分离物 RNA4基 因问隔区序列分折 比较 

一 ：相同的碱基 ．*映失的碱基。单下划线表示两十可能形成发夹结构的棱苷酸的位置。渡线表 示相对于 M 分离 

物有一段 19 hp插入序刊的位置 。T和 M 两十分离的序列分别 I自Zhu等(1992)、Kakut．sm 等(199o)。 
Fig．3 Al嘧瑚 朗t of nuclec~ide sequenceofRNA4interge~ic regionwithin JN、YL、T、M、4isalates 

一 ：sa~le nucleotlde． ：missed nuchotl ． 

S~agte underlines indicste the nudeotlde positic~s of the two predicated halI n S[rLICUI'I~． 

W avy underline in p．．1tt~ the nucleotide positions of 19-b日se inserti~ relative to th is region of M  isolete． 

The n【lcl吼 ide sequ叨咄 of T and M isolates from Zhu d al(1992)、Kaku~ani“at(1990) 
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图 4 RNA4基因间隔区内两十可能的发夹结构 

(s)四十分离物 中稳定性不同的发夹结构，(b)四十分离物共有的、稳定的发夹结构。 

· ：茎 区的破基配对，们 ：最低自由眙 (a)标出发夹结构的校苷酸位置(距 5 束端)。T和 M 两十分离物的序列分 

别 I自Zhu等 (1992)、Kakumnl等(1990) 

Fig．4 The two predicted bBi坤 m sⅡuctI|r in the RNA4 intergerfie region 

(a)the hair n St h'uctul'~ ~fferent n sr~bi|ity amot~4 iso[at~．(b)the鞠rne and stable h r n r眦cur among 4_啪 

ht ． 

·：hese-palrlr~in the n l r~iont△G：the lowest ~argy．The nucleotlde p0s；t_舢 weTe showed(from the 5 ter- 

mini)．1k nucleo~ide sequence~of T and M isolates from Zhu (1992)、l(且kutsln (1990)． 

3 讨论 

研究结果表明．各分离物 RNA4 IR序列碱基变异较大．同源率不高．在Au碱基富集处可 

形成两个发夹结构．其中一个序列比较保守，形成的发夹结构稳定．但另一个由于碱基突变造 

成所形成的发夹结构的稳定性在各个分离物中差异较大。Auperin等” 认为这种发夹结构对 

问隔 区两旁基因编码区转录终止及 ssRNA稳定性有重要作用。zhu等” 也提 出 RSV RNA4 

IR可能具有高级的结构，且易于突变．认为正是这种复杂的结构是参与病毒功能的重要因素， 

并提出RSV RNA4 IR和病毒的生物学，睦状包括病症可能相关。而 RSV RNA4 vRNA上的 

ORF编码病害特异性蛋白被认为是一种与病症有紧密相关的蛋白I1 ， J，是否各个分 离物正 

是通过这种稳定性不同的发夹结构，影响 IR两旁 ORF的转录终止及 ssRNA的稳定性，进而 

导致其生物学性状差异呢?这是值得进一步研究的问题。这个结果启发我们在进行抗病毒转 
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基因工程的研究中，可采取反义 RNA策略， IR的反义 RNA封闭其保守序列及茎一环结构， 

有可能干扰 RSV基因组的转录和 ssRNA的稳定性．进而提高转基因植物的抗性。 

Rsv RNA4 IR在某些区段碱基变异较大，变异的原因可能有两点：(1)PCR扩增 时所 使 

用的 TaqDNA聚合酶缺乏 5 一3 端矫正功能．大约有 0．25％的错配率【1 ，这种影响显然是微 

乎其微的；(2)病毒在与寄主的协 同进化过程中受环境选 择压力的影响。对采 自JN、YL两个 

分离物 RNA4IR进行了比较．其同源率只有 92％．而它们与 T分离物 RNA4相应区段却同样 

有 92％左右的同源率，前三个 RSV分离物 RNA4 IR与 M 分离物 RNA4相应 区段相 比多了 

19 bp的插入序列，都约有 87％的同源率。这从一个侧面提示了：(I)JN、YL分离物与 T分离 

物的亲缘关系可能比与M分离物的亲缘关系更为接近；(2)我国RSV各分离物存在分子变异 

与株系分化。 

我国幅员辽阔．各地生态环境千变万 化．水稻的耕 作制 度和 品种布局各不相 同，这就为 

RSV产生分子变异和株系分化提供了很好的条件。对其进一步的研究将为揭示 RSV的分子 

演化规律提供依据。 
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Sequence Comparison of Intergenic Region between Two Isolates 

of Rice Stripe Virus RNA4 

W EI Tai-yun，LIN Han-xin．W U Zu-jian，LIN Qi—ying，XIE Lian—hui 

(Institute o{Plant VirolOgyo{Fujian Agricuhurat Unix~rs ．KeyLaboratory o| 

Plant Virol~3,0，Fujian Pra~ince，Fuzhou 350002．C．A／na) 

Abstract：The RNA4 intergenic regions of two isolates of rice stripe virus(RSV)in China(de— 

signated船 RSVoJN and RSV—YL)were amplified by RT．PCR and cloned into pGEM．T easy 

vector．Sequence analysis showed that they were all 654 bp in hngth．and shared only 92％ iden． 

tity at the nucleotide leve1．Computer-assisted folding analys is showed that the intergenic region 

was rich in A and U residues where two distant hairpin structures could be formed．0De was 

highly conserved and stable．but the other was rather unstable because of bases variation．1_here— 

fore．there were raohcular variation among jsolates of rice stripe virus in China． 

Key words：Rice stHpe virus；RNA4 intergenic regions；Sequence comparison 
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