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Abstract : Repeated passage of several f ungus2t ransmit ted plant viruses can lead to sequence dele2
tion in their host s. In this paper , Nort hern blotting analysis revealed t hat a low molecular weight

component of W heat yel low mosaic v i rus ( W YMV) RNA1 was detected after the twelf t h passage

of mechanical inoculation in wheat plant s associated wit h exacerbate symptoms displayed and ex2
ist stably in t he inoculated plant s to the 26t h passage in t he experiment . However t hese low mo2
lecular weight RNAs could not be detected in t he particles p urified f rom t he same infected sam2
ples , suggesting that they could not encap sidated in infected wheat . Sequence analysis showed

t hat a contiguous segment of 2380 nucleotides ( nt68 to nt2448) was internally deleted f rom t he

W YMV RNA1 and flanked by direct repeat s of six nucleotides CGTCTC , which support s t he

“copy choice”model as the possible mechanism of t he generation of this low molecular weight

component of W YMV RNA1.
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摘要 :利用小麦黄花叶病毒 (W heat yel low mosaic vi rus , W YMV)潢川分离物连续继代机械接种感病小麦品种鄂

恩 1号 ,经继代接种 12 代以上的小麦症状明显加重 , Northern blot 检测发现一条明显的低分子量病毒 RNA1

(L MW RNA1) ,并在随后至 26代的继代接种发病材料中稳定存在 ,但在利用同样病叶提纯的病毒粒子内检测不

到 L MW RNA1 ,表明其不能被包装到病毒粒子内。序列分析结果表明 ,低分子量 RNA1由病毒 RNA1发生内部

缺失而产生 ,从 RNA1 5′端非编码区 (第 68nt)到 CI基因编码区的 3′端 (第 2448nt)共缺失 2380个核苷酸 ,在缺失

区域两端的结合位点存在六个碱基的正向重复序列 CGTCTC。据此对此低分子量 RNA1的缺失机制进行了讨

论 ,认为由一种模板转换机制导致了缺失的发生。
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　　小麦黄色花叶病毒 ( W heat yel low mosaic v i2
rus ,W YMV ) 造成的黄花叶病 (亦称“梭条花叶

病”) ,在我国及亚洲许多小麦产区均有不同程度发

生危害[1 ]。自然条件下 W YMV可由禾谷类多粘菌
( Pol y m y x a g rami nis)作为传播介体 ,在土壤中借

助水流传播并长期存活。P. g rami nis 产生的休眠

孢子堆抗逆性强 ,在土壤中可以存活多年而仍然具

有传播病毒的能力[3 ,4 ]。目前对该病害的治理控制

除利用抗性小麦品种外尚缺乏有效手段。

W YMV是一种二分体正链RNA病毒 ,病毒基
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因组含有 RNA1 (7644个核甘酸)和 RNA2 (3651个

核甘酸)两个组分[2 ,3 ]。该病毒归属为马铃薯 Y病

毒科 ( Pot y vi ri di ae) 、大麦黄花叶病毒属 (Bymovir2
us) 。就目前已有报道 ,W YMV 与其它马铃薯 Y病

毒科或小 RNA 病毒科 ( Picornavi ri dae)病毒采用

相类似的策略进行复制与表达 ,即都是以单一或多

组分的全长正链基因组 RNA 为模板 ,翻译产生多

聚蛋白 ( Polyprotein)后 ,进而切割形成各种较小的

功能蛋白。复制或翻译过程中未发现有类似于亚基

因组的小分子 RNA ,或与产生低分子 RNA 有关的

剪切、拼接机制。

然而 ,真菌传植物病毒在连续机械接种条件下

经常地会自发缺失 ,产生与全长基因组 RNA 相比

分子量较小的突变型 RNA片段。例如 ,由 P. g ra2
mi nis传播的土传小麦花叶病毒 ( SBWMV) RNA2

的 C P基因通读区域可以自发的产生内部缺失[11 ] ;

大麦和性花叶病毒 (BaMMV)经机械摩擦接种导致

RNA2 P2基因的 3′端也能自发地产生缺失[ 12 ] ,并

且往往伴随着寄主植物的症状变化。本文报道了在

W YMV 中发现的一种新的小分子 RNA1 ,在核苷

酸序列分析的基础上 ,对其产生的机制和功能进行

了讨论。

1　材料与方法

1 . 1　毒源与接种

具有明显黄色花叶症状的感病小麦样品采集于

河南省潢川县 ,经酶联免疫反应 ( EL ISA)确认含有

W YMV后 ,新鲜小麦或 - 80℃冰冻叶片用于机械

接种。取显症小麦叶片 ,剪碎后加入适量磷酸缓冲

液 (0. 02M ,p H 7. 2)及金刚砂研磨 ,在待接种小麦

叶片上喷撒金刚砂后 ,进行摩擦接种。供试感病小

麦品种鄂恩 1号 ,经 25°C下培养 5～6d、14°C培养

2～3d后作为接种材料。接种后 ,首先在 18～20°C

的光照培养箱中黑暗培养 20hr左右 ,随后转入低温
(11～13°C)条件下光照培育 (16h/ d) 。待小麦植株

发病后 ,采集病叶用同样方法连续进行病毒继代机

械接种 ,获得高代次病毒 ( Pn) 。

1 . 2　载体和菌种

大肠杆菌 ( Escherichi a col i ) D H5α株由本室保

存 ;质粒载体 p GEM2T easy vector 载体购自美国

Promega公司。

1 . 3　寡聚核苷酸引物

根据报道的 W YMV RNA1 核苷酸序列 (中国

分离物 :A F067124 ;日本分离物 :D86634)设计并合

成引物。其中除 W Y265为赛百盛公司合成外 ,其余

引物均来自于上海 Sangon公司。

1. 4　WYMV低分子 RNA1 的 Northern blot分析

W YMV接种发病小麦总 RNA 样品经甲醛/甲

酰胺变性处理 ,采用含甲醛的 1. 2 %变性琼脂糖凝

胶分离 ,利用毛细管法 ,经 20×SSC转移至 Hybond

2H +尼龙膜 (Amersham Pharmacia 公司) 。PCR扩

增 W YMV RNA1 cDNA克隆中 5 385nt26 490nt 片

段 (1. 2kb) ,电泳回收后采用随机引物试剂盒并按

照厂家提供的方法 ( Promega) ,用α～32 P2dCTP 进

行同位素标记作为特异性探针进行 Northern blot

检测分析。并对同样接种病叶提纯病毒的 RNA 进

行了检测分析。

1. 5　小麦黄色花叶病毒的 RT2PCR检测

以接种 WYMV的发病小麦叶片为材料 ,抽提总

RNA为模板 ,在 30μL 反应体系中含有 223μg的总

RNA、15 单位的 AMV 逆转录酶或 200 单位的 M2
MLV逆转录酶、50 单位的 RNasin、3μL 0. 1mol/ L

DTT、1μL 10mM dN TPs 和 2μg 的引物 ,42℃保温

1. 522h。以 2μL的反转录产物为模板 ,在 50μL 的反

应体系中含有 5 单位 Taq DNA聚合酶、上下游引物

各 0. 1μg和 1μL 5mmol/ L dN TPs ,进行 PCR扩增。

扩增循环条件为 94℃变性 30sec ,56℃复性 30sec ,

72℃延伸 3min , 30～ 35 个循环。利用覆盖整个

RNA1的不同引物对组合进行检测 (见图 1)。其中引

物 WY42 : 5′2CGGAAT TCTAATCGTTTGATTGT

A GTTC23′(与 RNA13 29823 316nt 相互补) ,引物

WY65 :5′2GCTAACACATACCTTCTGCTTCC 23′(与

RNA1 39261nt相对应) ,并以 WYMV RNA1 全长体

外转录物作为 RT2PCR的模板对照。

图 1　部分引物在 W YMV RNA1上的相对位置

Fig. 1　Corresponding location of primers in W YMV RNA1

1. 6　WYMV低分子 RNA1的克隆与序列分析

以感病接种小麦总 RNA 为模板 ,扩增获得的

小片段 R T2PCR产物经抽提回收后 ,用 T4 DNA 连

接酶连接到 p GEM2T 载体 ( Promega ) 上。利用

ABI2377A型 DNA自动测序仪对重组质粒进行核

苷酸序列测定 ,应用软件 DNAMAN (L ynnon Bio2
Sof t)进行序列分析。

2　结果与分析

2. 1　WYMV RNA1的 RT2PCR分析
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以田间采集病叶和经 W YMV继代接种后发病

的小麦病叶为材料 ,提取总 RNA 进行 R T2PCR检

测。用覆盖整个 W YMV RNA1 的 6 对引物进行

PCR扩增 ,其中 RNA1 3′端大部分区域没有检测到

与对照相比的差异性扩增条带 (图略) 。而在 RNA1

的 5′端区域 ,当采用 W YMV RNA1 引物对 W Y65

与 W Y42时 ,除了能够扩增出一条正常长度的片段
(3. 3 kb) 以外 ,还有一条约 1. 0kb 的感病植株总

RNA特有的差异条带 ,并且无论在田间感病植株或

经多次继代接种的发病小麦中都有存在 (图 2 ,泳道

224) 。

图 2　W YMV RNA1的 RT - PCR检测

Fig. 2　RT2PCR detection of W YMV RNA1

1 ,λDNA / EcoRI + HindⅢ;2 , P21 , t he twenty2first passage of me2
chanical inoculation ;3 , P20 , t he twentiet h passage of mechanical in2
oculation ; 4 , Infected wheat collected f rom field ; 5 , RNA1 full2
lengt h in vit ro t ranscript s ; 3 Note : used primers are WY42 + WY65

　　为了排除在 R T2PCR 过程中产生缺失产物的

可能性 ,利用 W YMV RNA1全长 cDNA 克隆的体

外转录物作为模板进行 R T2PCR。结果表明 ,以全

长 RNA1体外转录物为模板的 R T2PCR只能够扩

增出正常大小片段 ,而无其他明显的缺失片段产生
(图 1 ,泳道 5) 。说明以上缺失片段并非是由 R T2
PCR过程中所产生 ,而是来自于 W YMV 发病材料

中存在的低分子量 W YMV RNA1 模板 ( low mo2
lecular weight RNA1 ,L MW RNA1) 。

2. 2　继代接种小麦的 Northern blot 分析

　　为了进一步验证 R T2PCR 方法所检测到的低

分子量W YMV RNA1 ,采用W YMV RNA1特异性

探针进行了 Northern blot 分析。结果显示 ,在高代

次接种小麦中 ( P12、P21、P23、P25) ,杂交信号显示

除正常大小的 RNA1 分子外 ,还存在一个较小的

RNA杂交条带 ,而在低代次或大田发病材料中则检

测不到它的存在 (图 3) 。这一结果说明 W YMV 在

田间这种低分子量 RNA尽管存在 ,但数量很低 ,经

继代接种后 ,其 RNA1 组份出现了大量与全长

RNA1并存的低分子量 W YMV RNA1。而相同样

品通过初步提纯病毒后再提 RNA 的 Nort hern 分

析表明这种缺失型低分子量 RNA 不能被包装到病

毒粒子内 ,只存在于病组织体内 (图略) 。

图 3　继代接种 W YMV L MW2RNA1的 Northern blot分析

Fig. 3 　Detection of W YMV L MW2RNA1 during repeated

passage inoculation by Northern blot

1 ,P25 ; 2 , P23 ; 3 , healt hy wheat ; 4 , P0 ; 5 , P21 ; 6 , Transcript of
WYMV2RNA1 ; 7 , P12.

2. 3　WYMV D2RNA克隆与序列分析

采取的 PCR策略及引物位置见图 4a。分别将

引物 W Y42和 W Y65 扩增出的小片段克隆连接到

p GEM2T载体上 ,以 M13 正反向引物进行序列测

定。序列分析结果表明 ,低分子量病毒 RNA 从

RNA1 5′端非编码区第 68nt 处直至 CI基因 3′端

编码区第 2448nt 处发生缺失 ,缺失片段大小为

2380nt ,在缺失位置的 5′端和 3′端结合位点处存

在 CGTCTC六个碱基的径向重复序列 (见图 4 b) 。

图 4 　RT2PCR 引物在基因组上的位置及 W YMV L WM2
RNA1缺失位点序列特征

Fig. 4　Genome organization of W YMV RNA1 and location

of primers (A) ;Diagram of the nucleotide sequence at

the junction site ( underlined) and at the flanking re2
gions of the full2length RNA1 and L MW2RNA (B) .

3　讨 论

本文报道了小麦黄色花叶病毒 ( W YMV )

RNA1的内部缺失现象。通过机械接种 ,长期在感

病小麦上继代转接小麦黄色花叶病毒 ,在连续继代

机械接种至第 12 代 ( P12) 就能检测到低分子量

W YMV RNA1分子 ,并且在随后的继代接种材料

中稳定存在。伴随着低分子量 W YMV RNA1分子

的出现 ,机械接种感病小麦症状加重 ,发病时间缩

短 ,病毒表现出较强的致病性。在含低分子量 RNA

的接种发病材料中 ,同时存在全长野生型的病毒

RNA1分子 ,这种低分子量 W YMV RNA1 与全长

RNA1分子共存的现象 ,可解释为 :在机械接种时 ,

由于选择压力的改变 ,在自然条件下靠真菌介体传

播的 W YMV改为人工机械接种传播 ,通过机械摩

擦造成的小麦叶片伤口为 W YMV建立直接侵染优
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化了条件 ,不存在真菌传播介体对低分子量 RNA

分子产生的选择压力2类似于一种“反复瓶颈效应
事件”(repeated bot tleneck event s)的正选择作用机

制[13 ] ,从而在一定程度上促进、积累小麦黄色花叶

病毒缺失型低分子量 W YMV RNA1的产生。

对于产生缺失的机制目前尚不十分清楚 ,研究

表明许多动物和植物病毒重组或者缺失可能采用一

种模板转换机制 ( template2switching mechanism) :

病毒 RNA在复制过程中 ,复制酶2初生链复合体从
模板的一点转向 ( switching) 到相同或另外一个

RNA分子模板的下游继续复制 ,从而产生病毒缺失

型 RNA ( defective RNAs ,D2RNAs)或者缺失干扰

型 RNA ( defective interfering RNAs , DI2
RNAs) [14～16 ]。研究发现 ,一般在缺失 RNAs 分子

的 5′端和 3′端连接位点的侧翼或者邻近区域 ,存

在 4210nt 的碱基序列重复[11 ,14 ]。这些含短的病毒

基因组 RNA 分子同样被包装进病毒粒子 ,包含一

端或两端 RNA 序列 ,能够与作为辅助病毒的紧密

相关病毒相竞争 ,主要表现在病毒复制水平上。

　　对低分子量 W YMV RNA1 的序列分析发现 ,

缺失发生在 RNA1的 5′端非编码区 ,直到病毒 CI

基因 ORF的 3′端 ,缺失位置 nt682nt2448 ,在缺失

RNA1分子 5′端和 3′端连接位点存在 CGTCTC

的六个碱基径向重复 (图 5a) 。据此可对此低分子

量 RNA 的缺失机制推测如下 : ( 1) 在以 W YMV

RNA1 ( - )链分子为模板合成病毒 RNA ( + )链时 ,

当 RNA ( + )链合成到 59～90 nt 区域时 ,由于碱基

序列互补 ,在 RNA1 ( - )分子内或者分子间形成稳

定的茎环状 ( stem2loop)或者类似异源双链结构 ,复

制酶2RNA ( + )链复合体解离初始模板 , RNA ( + )

初生链转向模板的 5′端或者另外一个 RNA ( - )链

分子 ,大致在 RNA1 ( + )分子的 2 436～2 467nt 区

域重新起始 RNA1 ( + )的合成 (见图 5b) ; (2)在以

W YMV RNA1 ( + )链分子为模板合成病毒 RNA

( - )链时 ,当 RNA ( - )链合成到 2 436～2 467nt 区

域时 ,由于碱基序列互补 ,在 RNA1 ( + )分子内或者

分子间形成稳定的茎环状 ( stem2loop)或者类似异

源双链结构 (heteroduplex st ruct ure) ,复制酶2RNA

( - )链复合体解离初始模板 ,RNA ( - )初生链转向

模板的 5′端或者另外一个 RNA ( + )链分子 ,大致

在 RNA1 ( - )分子的 59290 nt 区域重新起始 RNA1

( - )的合成。序列分析发现在结合区域含有丰富的

GC/ AU 序列 ,据认为能够降低形成异源双链结构

的序列精确性 ,引发缺失事件的发生[17～19 ] (见图

5c) 。

图 5　W YMV 低分子量 RNA1产生机制的推测模型

Fig. 5　Schematic diagram of the proposed model for genera2
tion of W YMV L MW2RNA1

A : The nucleotide sequence at t he junction site ( underlined) and at
t he flanking regions of t he full2lengt h RNA1. B : Templating2shift
during synt hesis of plus2st rand RNA1 , C :A heteroduplex formed by
int ra2molecular or inter2molecular base2pairing of plus2st rand RNA1
and t he site of G/ U2rich region which may potentially induce a re2
combination event .

　　许多病毒缺失型/缺失干扰型 RNA 能够影响

野生辅助病毒的复制与症状表现 ,我们的研究结果

也发现伴随着缺失型低分子量病毒 RNA1 (L MW2
RNA1)的存在 ,接种小麦发病症状明显加重。小麦

黄色花叶病毒低分子量 RNA1 看来是源于一种单

一缺失突变体 ,在连续继代机械接种的过程中 ,为什

么不进行进一步的病毒 RNA 基因组重组或者重

排 ? 低分子量 RNA1 的存在伴随着发病症状明显

加重 ,这种促进症状发展的调控机制是什么 ? 它在

小麦黄色花叶病毒侵染和致病过程中的生物学作用

究竟如何 ? 进一步研究病毒低分子量 RNA1 在病

毒侵染发病过程中的生物学功能以及与辅助病毒之

间的关系 ,对于在病毒侵染过程中病毒缺失型或者

缺失干扰型 RNA (D/ DI2RNAs)的作用将会有一个

比较准确的理解和认识。
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