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甘蔗花叶病毒3’末端基因的克隆及外壳蛋白序列分析比较 
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Sequence Comparison of CP Gene Between Chinese Isolate and 

Other Strains of SCMV 

LI Li．jun．ZHOU Zhong．ju．XIE Lian-hui” 

(Institute orPlant Virology ofFujian Agricultural andForestryUniversity．Fuzhou 350002，China) 

Abstract：ScMV．CA，an isolate of the doraJnant A strain in China continent was propagated on sweet 

maize and purified．Cloned cDNAs representing more than 0．8kb of the 3’termini were obtained after 

a reverse transcription and ligation to pUC19 in Sma1 site using an ollgo(dT)primer One clone 

named SCMV．CA54 was sequenced and the 1ength of the SCMV—CA54 was 1296 bp．The sequenee 

covered the 3’untranslated region(3’UTR)．coat protein(cP)mad part of the nuclear inclusion b 

(NIb)genes of the virus．The nucleotide and deduced amino acid~equenee in the CP gene hatweell 

Chinese isolate SCMV．CA and other isolates or strains of SCMV subgroup were compared．Results 

showed that the homology of nucleotide sequence in CP gene between SCMV—CA and other isolates or 

strains of SCMV subgroup ranged from 63．7％ to 77．6％ ．and amino acid sequence from 64％ to 

89％ ．This homology degree lies between the range for distinct viruses and tha t between related  strains 

of potyviruses，arguing tha t the Chinese isolate might represent a distinct virus． 

Key words：Sugarcane mosaic virus；3’untranslated region；Coat protein；Sequence analysis 

摘蔓：选取我国 SCMV化势株系 A株系的分离物 sci~v．CA为材料，经过病毒和病毒 RNA的提纯．反转录获得病 

毒 cDNA，并克隆到载体 pUCI9的 Sma l位点上，筛选得到多个重组质粒。选取其中一个克隆 SCMV·CA54进行 

测序．得到一个垒长为1 296 bp的核苷酸序列。这段序列由一个长为1 O44 bp的开放阅读框架(ORF)和一个长279 

bp的 3。末端非编码区序列(3’．UTR)及 poly(A)尾巴组成。这个 ORF包括病毒完整的外壳蛋白(cP)及部分核内 

含体蛋白b(NIb)基因序硎。将所得序列同已知 SCMV亚组中各株系分离物的核苷酸和氨基酸进行同源性 比较． 

结果表明该序列与其它株系分离物cP核苷酸序列的同源性介于63．7％～77．6％之同，氨基酸的同源性介于64％ 

～ 89％之间。根据马特薯 Y病毒属的序列同源性划分标准，SCMV．CA与其它株系或分离物的同源性关系均舟于 

种与株系划分标准之间。这是我国首次报道 SCMV CP基因序列。 
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甘蔗花叶病毒(Sugarcane mosaic virus．SCMV) 

是马铃薯Y病毒属的重要成员之一．病毒粒体为柔 

软的丝状结构，无被膜．长度为 750 m 左右．直径 

13nrn左右。SCMV寄主范围虽仅限于禾本科植 

物．但所涉及的范围较广，包括甘蔗、玉米、高粱、狗 

尾草、小麦、大麦、黑麦和稻等 4O个属的 100多种禾 

本科寄主⋯。。它所引起的甘蔗 花叶病 (Stlgaix：alle 

mosaic disease~是一种重要的世界性甘蔗病害，在我 

国闽、台、粤、桂、蜀、滇、浙等蔗区均有普遍发生，局 

部地区为害严重【 】。 

陈字航等从广西、福建主要蔗区分离到 l0个病 

毒分离凯 鉴定出 SCMV。A为我国大陆的优势株 

系 并开展了甘蔗品种抗性鉴定f4]、病毒提纯f5l 

和病毒对寄主生理代谢的影响等方面的研究。为了 

进一步在分子水平上弄清我国 SCMV的特点，作者 

对我国该病毒分离物的外壳蛋白(CP)基因及 3’端 

非编码区进行了研究．现将结果报道如下。 

1 材料与方法 

1 l 材料 

供试毒源为保存于福建农林大学植物病毒研究 

所的sc V—A株系的分离物 SCMV—CA，按常规摩 

擦接种方法将其繁殖在健康的甜玉米幼苗上，待玉 

米植株发病后取症状典型的嫩叶作为试验材料。 

1．2 方法 

1 2 1 病毒及病毒 RNA的提纯 病毒提纯方法 

参照陈启建等的万法 ]。病毒 RNA的提纯按照常 

规方法进行。 

1．2 2 cDNA的合成 2O L含有 2-4 Pg病毒 

RNA的溶液制剂．15℃处理5rain；加入100mmol／ 

L的羟甲基汞，室温 10rain．加入2 L新配置的 1％ 

巯基乙醇，室温 5 min；加入 5×MMLV反转录酶 

缓冲液[250 mmol／L Tris-H(21(pH 8 3．25℃)，373 

mmol／L KCI，15 mmol／L MgCI2，0．1 mmol／L rT】 

1OpL，dNTP(5mmol／L)4 LIOligo d(T)(0 5 g／ 

pL)l0 L，MMLV反转录酶(5 U／止 )(BRL)2．5 

止 ．加水至终体积50 L；于37℃处理 120min；向上 

述反应液中加入 5×MMLv反转录酶缓冲液 37 5 

L，dNTP(5 retool／L)15 L．MgCI2(1 mol／L)1．5 

pL，Ka (1 mol／L)25 pI ，DNA聚合酶 I(10 U／ L) 

lO L，加水至终体积400．uL，于 l5℃下过夜。 

1 2 3 病毒cDNA的末端补平反应体系：cDNA 35 

L，10×T|DNA聚合酶缓冲液[335 mmol／L"I ris- 

HCI(pH 8．8 25℃)，33 mmol／L MgCI2．5 mmol／L 

DTT．84 mmol／L(YI-h)2S04]lO L，dNTPs(5 

retool／L)6 L．1"4DNA聚合酶(1Ou／(L)1 5 L，加 

水至终体积 100 L，于 13℃处理 20 min；75℃处理 

10min。 

1 2．4 cDNA的克隆和序列分析 将补平后的 

cDNA~接到经 SmaI酶切的质粒载体 pUCI9．转 

化到 E．coli DHSa感受态细胞。经酶切鉴定重组质 

粒。 

采用双脱氧核苷酸链终止法在北京赛百盛生物 

公司的ABI 377型 DNA自动测序仪上进行双向的 

序列测定。序列测定结果采用DNASIS和 PRosIs 

软件进行分析。 

2 结果 

2．1 插人片段的序列分析 

插入片段的序列如图 1所示，这段核苷酸序列 

由一个长为 l 044 bp的开放阅读框架(open reading 

frame．ORF)．279 bp长的 3’末端非编码区序列(3’一 

untranslated region，UrR)及 poly(A)尾巴组成。在 

这个长为 l 044 hp的 ORF中包括病毒的完整外壳 

蛋白(capsid protein．CP)序列及部分核内含体蛋白 

b(nuclear inclusion b．NIb)序列。因为病毒采用翻 

译后修饰进行蛋白的编译，整个病毒核酸序列只有 
一

个大的 ORF，由一个起始密码子 ATG决定氨基 

酸编码的起始位置，所以所得序列的ORF并非始于 

ATG。NIb和 CP之 间的蛋 白酶切 位点是根据 

Dougheryl6 的分析结果 (NIb和 CP间位点为 vx． 

HQ／s，A)及与其他已知序列分析比较得到的 1 

在NIb和CP序列的下游存在着DAG这样的氨基 

酸序列结构．位于该部位的此结构被认为与蚜虫传 

播相关 。 

2 2 病毒外壳蛋白基因棱苷酸序列分析与比较 

将 SCMV—CA外壳蛋白的核苷酸序列和氨基酸 

序列与SCMV亚组各株系、分离物进行比较．结果 

表明SCMV，CA与这些株系或分离物的核苷酸序列 

同源性介于63．7～77 6％之间；而氨基酸序列的同 

源性有些明显高于核苷酸序列，最高可达 89％。此 

外对各病毒株系或分离物的 N一末端序列和核心区 

序列也进行了同源性的比较，结果发现 SCMV—CA 

与大部分株系或分离物核心序列的同源性 均在 

90％左右，最高可达 93％。 

进一步比较我国大陆分离物s(Mv_CA与SCMV 
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瞬 I SCMV-CA基因组 3’束螭榱昔酸序列及推测得到的I【基酸序刊 

圉中包括SCMV．CA的 3’端的 1 296十棱昔酸及推测得刊的一十 ORF的氟基酸序刊。ORF终止密码子的位置用 *表示． 

N[b和CP l可的蛋白酶切 点用垂直的箭头隔开，与蚜虫传播有关的序列用方框表示。 

Fig I Nucleotide and derived姗 ino add嘲 恤 馏 ofthe 3’temini ofthe scMV—CA ge~eme． 

The sequen f the 3’termina{I 296 nucleotides 0f the SCMV-CA g锄 呦 e is sl~wn tcllether whh the derived protein．~quence or"the open 

~ ding{tame whlch terIds to the termination cod0n(*) Th pl】切tive tI曲 喈e s te js ind d by【be v叭 aI arr州 The DAG m棚f 

th0 ht t0 be Iv 1n仆Ie ph tra栅 jssi∞ is s} w {n h  

亚组 中具 有 代表 意 义 的 9个株 系氨 基 酸 序 

列【 ．结果(图2)表明：在 scMv亚组的大部分 

株系或分离物中发现在cP N．末端区域具有一定的 

重复序列．且有多种重复形式，这是病毒 cP同源性 

较低的主要部分。scMV—cA的N一末端序列同样 

有重复序列，存在形式与高槊花叶病毒 (sorĝum 
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MDMV A 

SrMV SCtI 

SrⅥV SCM 

SCMV CA 

CONSENSUS 

SCMV A 

SCW —1) 

SCⅥV SC 

SCMV—SA 

SCMV HOE 

SCMV—MDB 

MDMV—A 

Sr V SCIl 

SrMV SCM 

SCMV—CA 

CONSENSUS 

SCMV A 

SCMV D 

SCMV SC 

SCMV—SA 

SCMV ItOE 

S【：MV—MDB 

MDMV·A 

SrMV SCt{ 

l’MV SCM 

SCMV CA 

C【1 SI{NSUS 

AG TVDAGAQGGGGNVGTqPPA_rGA从 GAQPPATGAAA PPATQGS．．．QPPTGGA 

AG TVDAGAQGGGGNAGTQPPATGA从QGGAQPPATGAAA PPAAQ．．⋯  一PTGGA 

AG TVDAGAQGGGGNAGTQPPATG从A G魍PPATG从A PPTI'OGS---QLPQGGA 

AG TVDAGAQGEGGNAGTQPPATGAAAQGGAQPPATGAAA ppArI'QGS．．．QPPTGGA 

SG SVDAGAQGGNSGSGASASA．．．．．．．．．AGSGSGTRPPSTGSAAQGNTPPASGG 

SG TVDAGAQGGSGSQGTTPPATGSGAKPAI SGAGSGSGTGAG％VTGGQARTGSG％T 

AGEN VDAGQKT⋯ ．．．．．．．．．，．．．．．DAQKEAEKKAAE．．．⋯ ．．----- 

AGGGTVDAGATTAEATAQAQRDAAAKAQRDADAKKKADDEAAERQRQD从AKKKADDI)AK 

AGGGTVDAGAATAEATAQAQRDAAAKAQR
—

DADAKKK
—

ADDEAAERQRQEAA DAK 

AGGDTVDAGANTADATAQAQREAAAKAqQDADAKKRADDE丛EKQRQDAAAKKKADDDAK 

★ 

TGGGGAQ．．．．．．．．．．．．．．⋯ ．．．．．．vTGG0RDKDVDAGTTGKITVPKLKMtS 

TGGGGAQTGAGGT．．．．．．．．．．． ．一．．．VTGGQRDKDVDVGTTGK[TVPKLKAMS 

Tf；GGGAQTGAGGTG．．．⋯ ．．．．．．．．．．VTGGQRDKDVDAG rfFGK[TVPKLKANIS 

_『f；GGGAQTGTGATGA．．⋯ ．．．．．．．．⋯ VTGGQRDKDVDAGTTGKITVPKLKA~S 

SSGNNGGGQSGSNGTGGQAGSSG．．⋯ ．．．．TGG0RDKDVDA( STGK[SVPKLKAWS 

(；SGA TI ‘)SGSGSGTEQVNTGSAGTNA．．．．．．TGGQRDRDVDAGSTGKISVPKLKAMS 

EKKAKEAEAKQK．．．．．．．．ETKEKSTEKTGDGGS I GKDKDVI]̂ TS{ SVSVPKLKAMS 

AKADADAKAKS．⋯ ---DADAKKK̂ g SKARNQKI)KDVDVG FSGTVAVPKLKAWS 

AKADADAKA一-------DADAKKK̂ I KK̂0NqKI)Kf)V【)VG_【SGTVAVPKI KAWS 

AKA-------⋯ ---- ! qkAq qKI)KDVn vfj I SG rVTVPKI KAMS 
DV 5 P 

KKMRLPKAKGKDVI H【 I)F【l1，TYKPQQQI)ISNI R̂T }(EFI)RWYEAIKKI'ZYETDI)TQMTVV 

KKMRI PKAKGKDVLHI DF] 【 【1YKI Q DISN  ̂i、Rt(EFI)RW'YI!A』KKI'；YE】D1)l"OjvllVV 

KKMRI PY,AKGQDVI,HLI)FI L I'YKPQQQDISN rKA rREI!FI)RWYI ̂IKKEYELI)Dr TVV 

KKMRI PKAKGKDVLff1 DFI J_ TYKP 叩 ISNI、KATR⋯  【)RwY I KKEYE【DDI rvv 

KK帅【JPKAKGKDv JJ_{LDFLI ．rYKPQQQDISNI RAIKEEFDICWYDAIKKEYE JDDTQm’VV 

KKMRI H‘AKAKDVLHLDrI_1 TYKPQO~DI NTRATK HmRWY1)̂YKKI Y 【1] 【1QM1、VV 

KKMRLPQAKGKNI L【1【DFI_『 KYKPQQqDI SN I’RA【1K̂【、l DHWYl-̂VUK} Y 【I)D I'QHTVV 

KKMKLPQAKGKNH，HLDFLIGYKP~QQD【SNIl ̂ IRI)EFI)R~'YI)Al LIKI：YI(I_)I】 I Q [VV 
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⋯ I!YRNS PlflG~IPRYGI QRNI IDYNI ARYAFI~FYE ITSR I、PARAREAIIMQ~KAAAVR(；SNI R 

、 MV _l EYRNSTI~RDII RYGI QRNI rl}YNI ARYAFDFYEITSR']、PARAR A}lM0̈ K̂ ^̂ VR(
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SCMV A I，】 (：l I)(；NVGETQEN1‘ER1lTAG】)V s1 lJ】】GNR、Ml俸l 1 (；Vq ⋯ 

SCMV D f FGI DGNVGE I眦NTERHTAGDVSFGI I)QNRNMHSI 1 (，vq()lilt* 

SC~IV— C 1．1 1．D(；NVGETQENTERI[FAGDVS．．．．．RN~I[IS【I．(；vQQIt【l 

s(：MV Ŝ  】_⋯  DGNVGEI‘QENI’川 { rA(；DVS．．．一 RNMHSI I V 川【} 

SCMV IIOE LI DGNVGE 1 0ENTER̈TAGDVS．．．一 RNMttSI．【 V f【H} 

SCMV MDB LFGI DG,NVGEI QENTI'RttTAGDVS．．．．．RNMIISI 】_E；vr~l{tl* 

MI)NIV A MFG【 DG VGEA ¨ 【{lITAGDVS．．⋯ I ItSI 1 ( V0∞ 

Sf V Sgl{ MF(；I V(；】 q ～T }【IAGI)ES．．⋯ RN~IIISI 1 (．V ⋯} 

I 一S ⋯ 一一 V qFN rrR1]rAGI)VS．．．一 RNMHSI川 V()‘jIlI1． 

t’ⅥV (、̂ 一一一．一~,f'／6I：SQI'：NII,：RIIIAGI)VS．．一．．【} MIl r1 【(；VUq_lq} l ( 【IX； f 

( 1)NSlCNSU lI ⋯ 【)V 。 洲 l (； 

I匐2 蚍MV—CA与scMV亚组 】0戚员问 CP氯基酸序列比较 

★病毒CP钮 酸性心区序 q的开始 氍病毒CP氮基酿 0末端序 开始 CONSENSUS：马钵薯Y病毒唇 

CP氧基酸序州 【-存在的高度保守的氯基酸序列；病毒 CP氪基醢 N端序列存在的重复序列用下划线表示 

Fig 2 (h  rl l】of the amino acid q of the CPs of different SCMVsubgroup strains and l a【e 

★Beginninff ofII CiViC region；※ Beginning oftheC-te~ ina]region；CONSENSUS：Highly~ns．erved㈣mi 

acid~0f potyvi r．I{‘f’ ：the amino acids under]ined show the repeated sequence in the N．terminal oft 

mosaic v~rus，srMv)各株系的基本相同。根据马铃 

薯 Y病毒属一些代表种已知序列所确定的该属CP 

氨基酸保守序列 。 ，在 SCMV-CA的氨基酸序列中 

也较充分地体现了出来，如：MVWCIENGTSP等。 

3 讨论 

对于马铃薯 Y病毒属成员，目前根据序列同源 

性进行种和株系鉴定的一个主要标准包括外壳蛋白 

(CP)基因氨基酸／核苷酸序列的同源性、CP基因N． 

末端和核心区氨基酸／核苷酸序列的同源性⋯J。 

SCMV是植物病毒中株系分化比较严重的病毒，国 

际上对该病毒的株系分化的研究深入程度也是不多 

见的。对于我国 SCMV的归属问题除陈宇航等l3 

根据美国Abbott修改的鉴别系统对我国蔗区采集 

的分离物进行了初步鉴定外，还未见其它相关的报 

道。本研究首次报道了我国大陆 SCMV优势株 系 

A株系的3’末端基因序列，为我国SCMV的分类鉴 

定在分子生物学水平上提供了一个重要的依据= 

将 SCMV．CA 3’末端基因序列与已知 SCMV 

亚组中的主要株系或分离物进行序列同源性的比 

较，发现 SCMV-CA与这些抹系的序列同源性处于 

马铃薯 Y病毒属划分种和株系标准的过渡区域范 

围内：CP基因的氨基酸／核苷酸序列的同源性介于 

64％～89％之间，核心区序列的同源性在 84· ～ 

93％之间，而同种病毒的核心区序列同源性应在 

92％以上 。应该如何看待这种介于种和株系问 

的同源关系，目前还没有定论。但是随着越来越 多 

s( V亚组中的株系或分离物 3’末端基因组序列 

的测定，人们发现这种不同分离物间介于种与抹系 

问的同源性关系的现象并非偶然。 
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分析 CP基因的同源性相差较大的原因，主要 

与 N一端序列的变异有关，这种变异表现在核苷酸／ 

氨基酸的顺序和序列长度两方面。Frenkel等“ 首 

先提出该部位存在的重复序列是导致同源性降低的 
一 个重要原因 如果不考虑 端序列这个多变因 

素，那么 SCMV亚组各株系和分离物之间的关系就 

会变得清晰起来。Shukla㈠ 在分析 CP序列同源性 

在马铃薯 Y病毒属中的应用时．进一步明确了这一 

说法．认为 CP的核心序列间的同源关系应当作为 

划分病毒不同种的重要标志。根据这个标准，我国 

大陆分离物 SCMV CA似乎与 SrMV的同源关系更 

为接近(图2)。SCMV—CA分离物虽然经过 Abbott 

的鉴定系统鉴定为SCMV的A株系．但根据分子生 

物学方面的证据发现它与其它国家分离得到的 

SCMV A的序列同源关系并不是非常接近，这就对 

该分离物的最终归属提出了疑问。单纯依靠病毒的 

基因序列判断病毒的归属显然缺乏足够的说服力， 

再加上该病毒严重的株系分化现象的存在，使我国 

大陆 SCMV株系的鉴定更加复杂化，因此在分子生 

物学方面，还需在原有基础上进一步开展研究，以期 

得到更好的证据。 
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