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摘要：用设计合成的两对特异性 引物，以马铃薯卷叶病毒中国分离株 PLRV—Ch RNA为摸板 ，经反 

转录 PCR扩 增，将 复制酶基因 3 端 0 6 kb和 5 端 1 2 Kh．克隆于 pUC1 9中．分 别构建 了重组质粒 

口LR3和 pLR5．并分 五段进行 丁序列分折。将获得的核苷酸序列及氨基酸序列 与国外报导 的四个 

PLRV分离株的相应区段的序列同源性进行 了比较。结果表明具有高度同源性。文中对核苷酸序 

列中存在的可能移码序列和其下瓣的茎环结构或假节结构 、以及特征性三次重 复区及氨基 酸序列 

中复制酶蛋白 N端的碱性氨基酸序列以及 C端 区域中包括 GDD在 内的 8个特征序 列进 行 了讨 

论 。作者发现移码序列上 游的三次重 复的核 苷酸 序列可以形成连续折 叠的互补双链区和发 央结 

构 ，这一结构可能和 转译移码有关。此外 PI RV复制酶蛋 白 N端 部分氰基酸序列易变，而 c端氨 

基酸序列十分保守，可能和 复制酶功能有更重要关系。 ， 

关键调：鼍笪墨鲞吐痘壹；依赖RNA的RNA聚合酶；茎垦监 ；庄到盐匠． 强静】1乡 
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马铃薯卷叶病毒是正链 RNA的病毒．属黄化病毒组(Luteovi~s)⋯严格虫传，分布广泛， 

难以控制 ，侵染马铃薯．能引起大面积减产．历年给马铃薯生产造成巨大 损失。PLRV基 因组 

全长 6．0 kb，有六个读码框架，其中复制酶基 因由第三个读码框 架 ORF2b编码，全长约 1．8 

kb，编码一个 69 kD的多肽【 ，3,4 J。 

Ko0nin 比较研究了 46种正链 RNA病毒的依赖 RNA的 RNA聚合酶(RdRp)的结构， 

井提出其 中有 8个特 征性 序列及 其可能的功 能。Prufer等[ 】和 Kujawa等n]分 别研 究 了 

PLRV复制酶基因中和移码有关的滑动序列及其下游“茎环 结构”和“假节结构”。此外，近年 

来抗病毒基因工程研究表明．复制酶介导的抗性 明显优于外壳蛋 白介导的抗性。 

从 1992年起，本室陆续报导了马铃薯卷叶病毒的外壳蛋白基因克隆及序列分析 J，56 kD 

蛋白基因克隆及序列分析 ，基因间隔区克隆和序列分析【l ，和复制酶基因 3 端克隆和序列 

分析等⋯】，本文报告 PLRV中国株复制酶基因全序列，分析其核苷酸及氨基酸序列特征，井与 

其他 Pu v株系进行 比较研究。 

1 材料和方法 
1．1 试剂和酶 

反转录试剂盒购 自美国 Pr~aega公司。PCR试剂盒购 自华美生物工程 公司。T|DNA连接酶，Klenow聚 
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合酶．X．g IPTG等购 自美国 Promega公司．其它限制性 内切酶 购 自德国 Boehnng~ Mannhe~n公司或华美生 

物工程公司。 

1．2 曹种爰重粒 

JM109为本室保存 ；pUt19购 自华美生物工程公司。 

1．3 囊毒 

由本室保存的分离 自马铃 薯“紫花白”的马铃薯卷 叶病毒中国抹(PLRv．ch)。 

1．4 囊毒撮纯爰 RNA撮取 

病毒提纯接本室报道的方 法Ⅲ】进行，RNA提取用 SDS-酚法 。 

1．5 引鞠设计 

根据 已报道的苏格兰分离 抹 PLRV—SRNA序列  ̈和分两段 合成克隆 PLRV复制酶基因的策略，设 计合 

成两对引物 。引物 I为复制酶基 因 3 螭 片段下游引 物，22 m盯，5 GTGAGCTCCTTCAGTGTTCTTT3 ．引物 

Ⅱ为 3 端 片 段 上游 引物．27 met．5 TAGGATC~ AACCGACTGTT一3 ．引 物 Ⅱ的 近 5 螭 设 计 有 

＆ H【和 BssH Ⅱ酶 切 位 点 引 物 Ⅲ 为 复 制 酶 基 因 5 下 游 引 物．27 gel"．5'-TAGGATCCACGCGT． 

T 

引 物 Ilr为 复 制 酶 基 因 5 端 片 段 上 游 引 物．31 met．5'-GAACCATGGGAT． 

3AGG-3 。引物 Ⅲ的 5 端设计有 BamH 【和  ̂“ I位点。 

1．‘ eDNA第一索链含成殛 pcR扩簟 

分别利用特异性引物 I和 Ⅲ．以 PLRV-Ch RNA为摸板，接反转录试剂盘提供的方格 合成 cDNA第一条 

链 。以eDNA第一条链为摸扳进行 PCR扩增 ．扩增体系 50 ；无菌三 燕水 36 L．4×dNTP(2．5mmd／L)5 

L．10×l~ fer 5 L．引物各 【 L(250ng／ )．模板 1 L．石腊油 40山 96℃预变性 10min．55℃复性 3min， 

加 入 Taq酶 l L(3I1／ L)。72℃延伸 3min。然后进行 34个循环 ．循环条件为 92℃变性 l，5min，55℃复性 

1．5 rain．72℃延伸 2．5 min。最后于 72℃保温 5 rain．琼脂糖 电诛．观察扩增结果。 

1．7 eDNA克陆 

透析袋 回收法【13 回收扩增片段 ．用 Klenow聚合酶 补平 】．BamH 【酶切，将酶切产物进 行 5 端磷酸化． 

与 经 BamH I．Sma【双酶切的质粒连接 ．在加有 x． ．[PTG及 Amp的平皿上挑取白色菌落 进行筛选。 

1．8 I组重粒鉴定 

用碱法提取质粒【13】．分别进行 PCR扩增并用不同组合的限制性 内切酶酶切分析。 

1' 棱苷t序，|分析 

将 获得的 PLRV—Ch复制酶基因 3 端 0．6 kb片段和 5 端 1 2 kb片段分别亚克隆到 Ml3mp质粒中由北京 

农 业大学生物技术室用 AB[370A型 DNA自动荧光序列分析杖 分别从两个亚 克隆的 3 端和 5 端进行序 列分 

析 

2 结果 

2．1 目的片段的 RT-PCR扩增及克隆 

先以 PLRV-ChRNA为模板，分别以引物 I和Ⅲ反转录合成 eDNA第一条链 。再加入双 

引物，分别进行 PCR扩增。1％琼脂糖凝胶电泳．EB染色后，紫外灯下观察获得 了预期大小的 

两个 DNA片段。分别克隆于 pUC19的 BamH I和 Sma I位点，得重组质粒 pLR3和 pLR5。 

2．2 t组质粒 pLR3和 pLR5酶切分析鉴定和 PCR鉴定 

将重组质粒 pLR3分别用 B口mHI+Kpn I，P I+EcoRI双酶切．用 Pst I单酶切。再将 

重组质粒 pLR5分别经 SmaI、BamHI、K却 I、BamHI+Klyn I、I-lindm、EcoRI等爵切 。结果 

证 明，所克隆的片段大小与预期 目的片段相同。以重组 质粒 pLR3和 pLR5为模板分别进行 

PCR扩增，表明扩增产物与插入的 目的基因片段具有相同的特异性。 
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⋯ ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ 一 一 C⋯ 一 ⋯ 一 ⋯ 一 一 

c c c c u c c CU G c U U 6 ^ ^ G U c C 一131[~ 

^ U ^ G A A AC u CC c u Cc uc U c c C uc LrCcc ^ U c G C ^Cu u u ^C u u c C cc ^ ^ ^ c uc U U CC cc c Lr 一 _●．o 

一 ⋯ 一 一 ⋯ 一 ⋯ 一 一

^ ⋯ 一 ⋯ 一 ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  

⋯ ⋯ 一 一 ⋯ ⋯  ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯  

一 一 ⋯ 一 U 一 一 U一 一 一 ⋯ 一 一 一 一 一U⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ 一 一 一 一 一c 

m 

c 一 一 一 一 一 
兰 = 
兰 = 

n {l{li 圭壹 一 

* 

u 一 一 一 一 二 
= 

兰 = 
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IV—a  c 13cc A AA A c A c cc c A A c 13 13A c A A cA c A Ac U U c c U cc A ^ c 13 c U A c A A u cc c c c U U A U c c c u _ l瑚  

M V—S ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ 一 一 -- ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯
⋯ ⋯ 一  

^ jv ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 13--⋯ ⋯  ⋯ ⋯
⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一  

fU v—c ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 一 一 一u⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 一
⋯ ⋯ 一  

M V—A ⋯ ⋯ ⋯ 一 一U⋯ 一 ⋯ 一 U⋯ 13 ⋯ ⋯ 一 U⋯ - -- 一 “ ⋯
⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一  

^ ■v— cC ⋯ uC ^ CU c tJC c cC C CC ^ 

H J V 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯  

眦 v - 一 ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一  

^ Jtv—C ⋯ - - -一 一 ⋯ ⋯ 一 ⋯ 一 一 

PLRV--A —-⋯ —-—————-13一 —-⋯ ⋯ —-—-—— 

pLIer---OIt A A C 13cCc ACC U A c Ac c Ac 13A 

^ Jtv--S 一 ⋯ ⋯ ⋯  一 一 ⋯ 一一 

^．IV¨ ⋯ ⋯ 一13一 -- -一 ⋯ ⋯  

pLilv--C ⋯ ⋯ ⋯ —r --G-⋯ ⋯ 一 

^．IV—A 一 ⋯ 一 一^⋯  ⋯ 一 ⋯ ⋯  

U ^ ^ ^ ^ C^ c U ^ 6 C U U U C ^^ ^C 

⋯ 一C一 一 ⋯ 一一C⋯ -- -一 

PLStV— c A A u 13cU G 13U C A cAC A U c U cA c A A A IdC cc A c C c U cc c C c 

PuIv ⋯ 一 ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一⋯ ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ ～ 一 

HJ v - --⋯ 一 ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ 一 一 ⋯ 一 ⋯ 一 ⋯ 一 

^．IV—C 一 ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ 一⋯ ⋯ 一 ⋯ 一 一⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 

PLRV--A ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ --U ⋯ 一 ⋯ ． ．． ⋯ 一一 ⋯ ⋯
一  

t~ t'V--O, ^ 13c cU 13U Ac A Ac U uC A 13CC ^ U cc tl13^ U ^ A 13 cA ^ U c 13c 

^．IV -s ．⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ 一 ⋯ 一 ⋯ 一 一 一 ⋯ ⋯ 一 ～  

PuI ⋯ ⋯ 一一 ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ 一 ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ ⋯ ⋯ ． ． 

PLW —C ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一  

PL■¨ 一 一 ⋯ ⋯ U一 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ 一一 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 

^_V— A A Ctl U ^ 13C C 13CC A C tl A tl C U C U C 13c c U U G C A㈨ A c UC C 

m v 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 一 一⋯ 一⋯ 一 

^．IV 一 ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ 一 一 ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ ⋯ 一 一 一 ⋯ ⋯ 一 一 

／~t．RV—C 一 一⋯ ⋯ 一一 ⋯ 一一 ⋯ 一 一 一一 ⋯ 一 ⋯ 一 一一 ⋯ C一
一 一 A 

nJⅣ 一^ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 一⋯ 一 ⋯ 一一 ⋯ 一 ⋯  一 一 一 

^ U C^ UC C uc 13 Cc A A CCCC CC 一～  

-c _ 一 ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ 一 一 一 

- - -C-⋯ ---C-一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 

⋯ ⋯ ⋯ U A⋯ ⋯ ⋯  

UC c ^C c V ^c C U CC ^ C ^ ^C V C -l唧  

C C A ^ 13C C^ C ^ Ac U G A 13 13C A A --I740 

G A C ^C GA u CC U C ^C C lJc6 U U --IIWO 

P

m

LRV

v

-

一

C

s

~ G

⋯

C C

⋯

A A G

⋯

C UC

—

C A

⋯

C CA

⋯

G U G

⋯

G U

—

U G

⋯

G ~

⋯

UC C

—

G

—

A

⋯

G U G

—

C C

—

A

⋯

CC

⋯

A C A

—

A A

⋯

A G

⋯

A AC

⋯

A CUG 

PLRV¨ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ 一 ⋯ ． ．．一 一 ⋯ ⋯ 一  

眦 v—c ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯
一 一 一  ⋯ ⋯ 一  

I~LRV—A ⋯ ⋯ 一 一 ⋯ 一 一 一 ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯
． ． ． 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一  

图 1 pLRV． 复制酶基因棱苷酸序列及其与国外四种 PI RV分离株同蔼性 比较 

F ．1 Nucleotlde sequence of PI RV-Ch repli~ gene and the h0m comparison 

with f0r gn isc~ats，pLRV-S．PI RV-N，PLRV-C．PLRV-A． 

2．3 PLRV-Ch复制酋基因核苷酸序列分析 

将 PLRV-Ch复制酶 基因 3 端及 5’端 cDNA片段分别亚克隆于 M13mp质粒 中，用 ABI 

370A型 自动序列分析仪测序。复制酶 3’端 cDNA片段，分别从两端进行序列分析，而且从 3’ 

端测定两次，其中两次重复测定碱基 360个 ．三次重复测定碱基 70余个。5’端 cDNA片段的 

测序分三次进行．第一次从 5’端开始，测定 了 434个碱基．第二，三次分别从 3’端测定 409，再 

进一步向 5 端测定 390个碱基．其中重复测定的碱基数约 40余个。核苷酸序列分析结果见图 

1。 

2．4 PLRV-Ch复制酋基因 1851个核苷酸序列{连同终止密码 )与国外 PLRV分嵩株 复制酋 

基因n “]的序列同源性比较 

分析结果表明 PLRV—ch复制酶基因与英国分离株 PLRV—S，荷兰分离株 PLRV-N，加拿 

大分离株 PLRV—C及澳大利亚分离株 PLRV—A的复制酶基因核苷酸序 列同源性分别为 98． 

8％．97．7％．97．8％和 96．2％。PLRV—Ch RdRp基因与 PLRV．S分离株的核苷酸序列 同源性 
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最高，与 PLRV—A分离株的同源性最低，但均在 96％以上。 

2．5 序 Ⅱ分析结果 

在相当于 PLRV—S株的 1770nt左右有一个 由7核苷酸组成的与移码有关的滑动序列(图 

1中，下面划有横线)UUUAAAU．其下游有一个茎环结构(Prufer et a1．1992)【6 J或“假节结构” 

(Kujawa el al 1993) (图 1中下面划有波浪线)。 

在移码滑动序列上游相距 5 nt．相 当于 PLRV—S的 1 682．1 762位 nt处有一个 PLRV RNA 

特有的连续排列的三次重复序列(见图 1．上面划有横线)和 Mayo等(1989)报道l2j是一致的。 

每段序列由27个核苷酸组成。为 PLRV各分离株所特有。我们推测这种三次重复序列可 以 

形成复杂的结构．构成较紧密连续折叠互补双链结构和发夹结构(图 2)。其作用可能和 一1移 

码 有关。 

A A A A A 

A G G G A 

A A A A A 

C · G — C · G — C 

U · A— U · A — U 

G · C— G · C — G 

C · G — C · G — C 

u A—u A—UCCAACAAACAAGCC! !丛  ⋯ 3 
C C C C 

A U C U 

A C G U 

 ̂： A C C 

囤 2 滑动 序 刊上 辩莲 续 排列 的三 攻 重复 序列 及其 可能形 成 的连 续 折 叠 的 互 补双 链 结 掏 和 发 兜 结 构 。“‘”． 

表示形成氢键的两种可能情况。 

Fig．2 Nucleeotide 9eqIle p叫 B ol PI，RV RNA (1682—1762)upstream 0f the slippery q帅 ce and the 0o~o．ihle 

continuous three folded hairpin su1JctLLr糌 

2．6 PLRVoCh复制酶氯基酸序列分析 

根据核苷酸序列推测的 PLRV-复制酶 616个氨基酸序列列 于图 3。在复制酶的近 N端 

有一个 由精氨酸 、赖氨酸 、组氨酸组成的碱性 氨基酸区域．KRQLRHPRRRYKP(图中下面划有 

横线)。可能与结合核酸有关。在 第 325个氨基 酸以后有连 续排列 的正链 RNA病毒依 赖 

RNA的 RNA聚合酶的特征氨基酸序列 I一Ⅶ(图中上面划有横线) J。从图 1和 3中可见 5 

株 PLRV的 I．僵特征序列 区均较～致，几乎无变化。PLRV-Ch与 国外 4个 PLRV分离株： 

PLRV-S，PLRV-N，PLRV-C，PLRV-A复制酶氨基酸序列同源性分 别为 98．9％．97．4％，97 

6％和 95 8％。比较各 PLRV分离株复制酶 N端和 C端的氨基酸序列发现，各分离株 N端氨 

基酸变化相对较大，而 自N端数 325个氨基酸之后的 c端氨基酸序列各分离 株几乎无变化， 

具有很强的保守性。而在 C端这一段保守区内刚好排列有包括 GDD在 内的 8个复制酶特征 

序列。 

^ G ^ C G C 

GA ∞ G ∞ 

札 

5  
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C L it S G E R G C N K C ^ it R E N C SN X L SR E n C S V N 

O N茎j 
— 曼 L羔 TT N G口 N G R T DH H s Y G 

P^ E^口 T K E^ R K ^w R E EO ^ KO ItT sY It N^ IY K 

Y YⅡ P R TRG ET O w G q K Lcq vtl P E L^ E K T ^G r 

w LO R^ Es^ TI PG ^ E^RK ^ v1 E K Tv E^ Y it Nc 

DIitE^ VO s L E L D^ c v G I P YI ^ YG L PTH R G w 

It s R E N c sN K O 

c E N Os L G D RG 

w c ^O EGG c P P 

^ F X W ^ S G T V itI一 50 

ED s E OG vs E s 一1舳 

C rR K C C H I PR — l 50 

LO s L N L口 ^ ^ it一2舳 

s K L D w ^G rOO —Z50 

T O L TrD RLQ G 一3舳 

M s E^ s r E DM s ^E E LV口 E口 Lc D PIR Lrv x G E rⅡ E Os K LD E G R Y LLIM s v sL 一350 

V DqL V ^ RV L F q Nq N K R E I sL w ^ sV P s K PG F G L s T D "JrOT ^E rL EcLQ x VrG 一40,3 

w s v ^Y w M L E Dn M E v R N R L TFN N T oL "Jr 一450 

KR LR^ ŵ L K c 1 G N s v Lc L sD G TL L̂ 口Tv PG v oK 了而  丽 RIR vM^一s舳 

^ V H c G ^ O w ^ M ^ M  ^ L E ^ P sD L E E Y K T L G ItK v E v G R E L E FC S 日 l F R N r 一 $50 

TL^ V PV N TN E M L Y x LIH G Y N PIEcG N P E V1 O N Y L^ ^ V Fs VL O E L RH DR E L v 一60,3 

^ K L H O w Lv Ps ^ T T K EH 一616 

3 讨论 

图 3 P】_RV．Ch复制酶氨基醯序列及其中特 征序列 

Fig．3 Amino acid sequence of PI．RV—Ch repliease and the ch~acteristic motifs 

据 Ko0nin 5报道 ，在 46种正链 RNA病毒的复制酶结构中共有 8个 motifs，这 8个 motifs 

分别执行不同的功能，在本报告中的 Puw —ch复制酶 C端含有 motifs I一Ⅷ，其中包括复制酶 

特征序列，GDD(motif 1V 苴 含 8个 motifs的复制酶 C端氨基酸序列保守性很强，各分离株 

几乎无变化。这种高度保守挂可能和复制酶功能有重要关 系。PLRV—Ch复制酶 中 8个 nlO— 

tifs的保守氨基酸序列 芷 戤  991)统计的46种正链 RNA病毒复制酶中的各相应保守氨 

基酸 序列是 一致 的。 

RdRp介导的抗性已成为檀物抗病毒基因工程的有效途径。已有报导表明马铃薯卷叶病 

毒复制酶基因能使转基因马铃薯“Russet Burbank”产生 田问免疫水平的抗性“ l。本文报告的 

PLRV中国株复制酶基因克隆和全序列分析为用复制酶基因转化马铃薯培育高抗 PLRV的 

转基因马铃薯栽培种创造 了条件。 
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Study on the Replicase Gene Structure of 

Potato Leafroll Virus Chinese
一

．~ ate 

ZHANG He-ling，LIANG Cheng—gang，ZHANG Tong， 

(凸枷  珊册￡ofl~tialogy．h Mongolia Uniw~'sity．H l̂ ．010021 

’

舔 文 

蜀 Guo-fen 

China) 

Abstract：According  to the genomic sequence of PLRv_S。two pa of spee ific primers were de． 

signed and synthesized．The cDNA of the replicase gene of PLRV Chinese isolate(PLRV—Ch) 

was synthesized and amplified by RT_PCR using the viral RNA as a template The synthesized 3 

and 5 eDNA fragm ents of PURV—Ch replicase gene were inserted into pUC 19 and doned in E 

co／i JM109 and sequenced respectively．The homology of nucleotide sequ~mces between PLRV—Ch 

and PLRV—S(Scotiand ，UK)。PU V—N (Netherlands)．PLRV-C (Canada)。PLRV．A (Aus- 

tralia)are 98．8％，97．7％，97 8％ and 96．2％，and the homology of putative amino acid se— 

quences are 98．9％ ，97 4％ ， 97．6％ and 95．8％ respectively．In 5 region of replicase gene a 

slippery sequence(heptanudeotide motif)for 1 frameshift and its down stream “stem-- leop”or 

pseudoknot 。an d upstream nnc leotide sequence repeats were found．Authors suggested  that the 
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nucleotlde repeat sequences characteristic for PLRV could form a tight successively folded comple— 

mentary double stranded regions and hairpins This structure possibly has something to do with一 

1 frameshift．The amino acid sequence of C terminus region was very conservative unlike the N 

terminus region in which the amino acid sequence is more diversified The am ino acid doraai_ns： 

motifs I一Ⅷ in the C-term inus and  the basic amino acid sequence region in the N—terminus 。f 

RNA-dependent RNA polymerase of PLRV were discussed． 

Keywords：Potatoleafroll virus；RNAdependentRNApolym~ase(RdRp)；GeTle cloning；Gene 

structure 
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