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一个马铃薯X 病毒分离物的外壳蛋白

基因序列分析与株系鉴定
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*
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(山东农业大学生命科学院
,

泰安 271 0 18 )

摘要
:
对山 东省侵染马铃薯的一个马铃薯 x 病毒 (VP x) 分离物 P V x

一

SD
,

的外壳

蛋白 ( C )P 基因进行了克隆和序列分析
。

以提纯的病毒 R NA 为模板
,

应用 RT
-

P C R 扩增 目的基因
,

通过常规的基因克隆法将扩增的 C P 基因导入 p U 1C 9 载体
,

测序
。

结果表明
,

PV X
一

SD : 的 C P 基 因长 71 b9 p
,

可编码 24 8 个氨基酸 ; 与 eG
n -

B an k 中报道的 巧 个有代表性的株系或分离物相比较
,

核普酸 同源性在 80
.

1%

一
99

.

7 %
,

氨基酸同源性在 89
.

8% 一 100 % ;与 欧洲株 系 U K 3
仅 1 个核普 酸不

同
,

同源性为 99
.

7%
,

氨基酸同源性达 100 %
,

表明它们可能为同一株 系
,

属 于

X 3 组
。

关键词
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马铃薯 X 病毒 ( P
o t a t o v iur

s X
,

p V X )是马铃薯 x 病毒属 (凡 t

vex
i二 )的典型成员

,

广泛

分布于全世界马铃薯种植区
。

株系鉴定是病害流行学研究和开展抗病育种研究的基础
。

关于 P V X 的株系划分缺乏统一的标准
,

目前主要有三种标准
,

即根据病毒分离物的血清

学
、

钝化温度及与马铃薯上的抗病基因 N x 、

N b 的互作类型等〔` 一 ’ I
。

不同划分标准得到的

结果不尽相同
。

为了简便和统一 vP x 的分类
,

c oc ke ht a
m[

4 一 5」根据不同的株系侵染具有

不同抗病基因 ( N
x 和 N b) 马铃薯所表现出的症状

,

将已报道的 PV X 株系分为 4 组
,

分别

用 X ` 、
X , 、

X , 和 X 4

表示
。

X `

组 (如 e s 3 5
株系 )在含 N x 、

N b 基因的马铃薯上都引起过敏反

应 ( H R )
,

x ,
组 (如 e P 株系 )只在含 N b 基因的马铃薯上引起 H R

,

x ,

组 (如 u K 。 、
DX 株

系 )只在含有 N x
基因的马铃薯上引起 H R

,

r 组 (如 D x
4 、

c P
4 、

H B 株系 )则能完全克服

N x 、

N b 抗性基因
。

这一划分标准大大简化了 PV X 的分类
,

得到许多研究者的认同
。

近年来
,

许多研究证明
,

VP X 的外壳蛋白 ( co at p or et in
,

C )P 基因在决定 VP X 与植物

抗病基因互作方面起重要作用
。

C P 可作为激发子使马铃薯产生 H R
、

E R (极端抗病性 )反

应
,

C P基因核昔酸序列的变化 (所编码氨基酸序列的变化 )导致不同的寄主症状反应类
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型〔6 一 ’ 〕 。

因此
,

vP x 的 c P 基因序列的分析将有助于对 vP x 的分类研究
。

笔者对 vP x 的一个山东分离物 vP x
一

S D
,

的 C P 基因进行了克隆和序列分析
,

并讨论

了该分离物与其它国家和地区分离物的关系及其在株系划分上的定位
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

质粒 p u c lg
、

大肠杆菌 ( sE hc
e
成hi a co il) DSH

。 为本实验室保存
。

禽成髓细胞瘤病毒

( A M V )反转录酶
、

蛋白酶 K
、
T a q D NA 聚合酶

、

限制性内切酶
、
T 4

D N A 连接酶
、

dN TP
s 、

RN as e A 为大连宝生物公司产品
。

1
.

2 P v x
一

s D
,

的分离与鉴定

1
.

2
.

1 病毒的分离

从山东省泰安
、

莱芜等地市采集马铃薯皱缩花叶
,

经千 日红 肠呷hez an 沙 bsa 进行 3

次单斑分离
,

接种于心叶烟上扩繁
,

保存
,

命名为 VP X
一

SD
I 。

1
.

2
.

2 病毒的提纯

病毒的提纯主要参考周雪平 [ “̀ l的方法
,

根据 oT 耐 i n s
on 仁“ 3将提纯缓冲液由磷酸缓冲

液改为硼酸缓冲液
。

1
.

2
.

3 病毒的鉴定

取少量病毒制品用悬滴法制铜网
,

1
.

5% 的磷钨酸负染
,

EJ M
一

1 Zoo X 型透射电镜下观

察病毒粒体形态
。

按常规方法处理病毒提纯液
,

采用 S D S
一

PA G E 不连续电泳法检测病毒

外壳蛋白亚基的分子量
,

分离胶浓度为 12
.

5%
,

浓缩胶浓度为 10 %
。

1
.

3 p v x
一

s D I C P 基因的克隆和序列分析

1
.

3
.

1 引物设计

根据 N CBI 报道的 VP X C P 基因序列设计上游引物 P , 、

下游引物 P Z 。
P ,

为 5’
-

gc gc 壑丝旦g旦g a aa gat gct ag ca cc ag d 一
’ ,

引人 Xb
o l 酶识别序列

,

P Z
为 5

’ 一

gc gc 幽些旦tat gt gt g gt gg
-

t ag a g at ga c一
’ ,

引人殉nI 酶识别序列
。

1
.

3
.

2 病毒 R N A 的提取和 RT
一

P C R

病毒提取液用蛋白酶 K 消化后
,

加人 0
.

oo s m o F L E DTA
,

0
.

5% SD S
,

37 ℃ 水浴作用 2

一 4 h
,

然后用等体积苯酚
:
氯仿

:
异戊醇 ( 25

:
24

: 1 )
,

氯仿
:
异戊醇 (24

:
l) 各抽提 1 次

,

用 1/

10 体积的 3 m o F L N a A C 和 2 倍体积冷无水乙醇沉淀核酸
,

巧 OO0 r/ m in 离心 巧m in
,

70 %

乙醇洗涤沉淀
,

干燥后用 TE 溶解
。

取 1闪 病毒 R N A 溶液
,

加人下游引物 P : 3讨 ( l o p lon F

国 )
,

无 RN A 酶的水 10 闪
,

混匀
,

70 ℃ 水浴 10 m in
,

迅速置冰上
,

稍离心
,

使溶液至管底
。

依

次加人 2 林1 R NA 酶抑制剂 ( 2 0 U/ 卜l )
、
4 协1 dN即

s
( l o m m o F L )和 6 协1 s x

第一链合成缓冲

液 (含 M g Z + 、

D件 )
,

4 2℃温育 3 m in
,

然后加人 3林1 A M v 反转录酶 ( 5价林l )
,

并加灭菌水至

总体积 30 闪
,

混匀
,

4℃温浴 l h
。

然后 70 ℃
,

温浴 10 m in
,

使 A M V 失活
。

P C R 反应体系为
:

取 5 林1 e DN A 产物作为模板
,

加 2 林l 引物 p l

( l o pm
o F 林l )

、
2林l 引物 p Z

( 10 p m
o F 林l )

、

5林1 10

x p C R 缓冲液
、

5 卜1 l o m m o F L dN TP
s 、
4 卜1 2 5 m m o F L M g C 1

2 、
l 协I T路DN A 聚合酶

,

加人双蒸

水至总体积为 50 醉
,

进行 PCR 扩增
。

扩增条件为 94 ℃预变性 5 m in
,

然后 94 ℃变性 1m in
,
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6 3℃退火 1i mn ,

7 2℃延伸 1
.

5而
n ,

3 0 次循环后
,

7 2℃延伸 10 m i n
。

1
.

3
.

3 C P 基因的克隆和重组子的鉴定

扩增产物和克隆载体 p U 1C 9 经勒
n l 和 Xb

a l 酶切后
,

经 毛 D N A 连接酶连接
,

转化

大肠杆菌 D SH
。 ,

涂布在含有 100 卜群祖 氨节青霉素的 LB 平板培养基上
,

37 ℃过夜培养
,

选择单菌落
。

用引物 P , 、

P :
的 P CR 筛选后

,

扩大培养 PC R 阳性克隆
。

用碱裂解法大量提

取质粒 DN A
,

双酶切鉴定
。

1
.

3
.

4 C P 基因的序列分析

提供重组子质粒 3 个
,

由大连宝生物公司进行序列测定
,

重复 3 次
。

序列测定结果用

D N A sl s
、

D N A lC ub
、

DN A M A N 软件进行分析
。

并与 eG nB an k 中巧 个不同国家和地区的有

代表性的 C P 基因序列进行比较
。

2 结果与分析

2
.

1 p V x
·

sD
,
的分离与鉴定

采用 PE G 沉淀和超速离心相结合的方法提纯 VP x
一

SD
, 。

紫外吸收测试结果表明
,

病

毒提取液具有典型的病毒光谱吸收曲线
,

在 258 lnn 处有吸收高峰
,

在 245 lnn 处有吸收低

峰
,

O D姗 / 0 D 28 。
光谱吸收值为 1

.

245
。

提纯病毒产量为 2 30 m梦 1 0( x〕g 新鲜病叶
。

电镜观

察表明
,

提纯病毒粒子为线条状
,

长度较为均一
,

多数为 ( 4 70
一 580 ) x 13 n m

,

平均长度为

5巧 llnI
,

病毒粒子聚集和断裂度很低
,

完整病毒粒子 比率达 85 % 以上
。

用提纯后的病毒

接种千 日红植株
,

100 % 的植株发病
,

说明提纯的病毒具很高的生物活性
。

S D S
一

PA G E 不

连续电泳结果显示
,

外壳蛋白呈现一条电泳带
,

说明其含单一外壳蛋白亚基
,

根据标准曲

线测定分子量为 2 8
.

Z kD (图 l )
,

与 A l ej
a n d or [ ” 〕报道的 2 7 一 2 9 k D 相符

。

2
.

2 p V x
·

s D
,
c P 基因的克隆

、

序列分析及株系鉴定

2
.

2
.

1 P v x
一

s D
,
C P 基因的克隆和序列分析

用蛋白酶 K 酶解法从 PV X
一

S D
;

提纯液中抽提病毒核酸
,

经 1
.

2% 的甲醛变性凝胶电

泳
。

电泳结果表明
,

提取的 R N A 完整性较好
,

没有被明显降解
。

在紫外分光光度计上分

别测定样品在 23 O n m (蛋白质吸收峰 )
、

26 0 n m (核酸吸收峰 )和 2 80
n m (蛋白质吸收峰 ) 的

吸收值
。

计算得 0 D 2。 / 0 D s20 的比值为 1
.

84
,

OD翻 / 0 D 23 。
的 比值为 2

.

12
,

说明提纯的病毒

RN A 纯度较高
。

P v x
一

sD
,

的病毒 R N A 经
。 D NA 合成

、
P C R 扩增

,

产物在 1% 的琼脂糖凝胶电泳中呈

现一条分子量约为 7 20 饰 的 DN A 带
。

这一条带的分子量与报道的 c P 基因〔’ 二分子量相

同
,

说明这一条带即 C P 基因的扩增产物
。

经 P CR 扩增的 C P 基因克隆于 p U 1C 9 后
,

转化

大肠杆菌 D H S。
。

所获得的部分 PC R 阳性克隆碱裂解法提取质粒后
,

经勒
n l 和乃

a l 酶

切后电泳显示
,

重组质粒含有一条分子量约为 7 2 0帅 的 D NA 带
,

表明 C P 基因已插人到

p U C 19 中
。

P V x
一

S D
,
C P 基因的核昔酸序列测定由大连宝生物公司完成

。

测序结果用 D N A S IS
、

DN AC l u b 软件分析
,

只有一个开放阅读框 (
o p e n er a d in g fr a m e ,

O RF )
,

其长度为 7 19 b p
,

可

编码 237 个氨基酸 (图 1 )
,

向 N CBI 递交序列
,

获得序列号为 A5F 2 8555
。
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1

1

82

2 8

16 3

5 5

244

82

3 2 5

1 09

4 0 6

1 3 6

4 8 7

1 6 3

56 8

1 90

64 9

2 1 7

.

2
.

2
.

2

ATG TCAGCcA CGA CTGA CACAACCA AGC CCA TA弱 GTCAA CTCA CTCA ACTACCCA AA 人AAC TGCA(G犯GC AA CTCCTGCC 8 1

M 5 A P A 5 T T Q P 1 G 5 T T 5 T T T K T A G A T P A 2 7

CA AGCT TCAGG CC TGT TCACTATCCCGGA TGCGCA TT TCT T TAGTCA AG CCCGTGCCATAG T加C C人GCAA TGCTG TCGC A 1 6 2

T A 5 G L F T 1 P D G D F F 5 T A R A 1 V A 5 N A V A 54

ACAAATGAGG ACCT CAGC劫C ATTGACGC TA TT TCGAA翁 ACA TGA AGG TOC CCACAOA CAC TATGGCACA弱CTGCTTG右 2 4 3

T N E D L 5 K 1 E A 1 W K D M K V P T D T M A Q A A W 8 1

GACTTGA TCGA ACACTG TGCTG ATGTAGG A TCA TCCGCTCAA A CGA AA ATGATGA ATCA AGG TCCCTATTCCAA CGGCATC 3 24

D L V R H C A D V G 5 5 A Q T E M 1 D T G P Y 5 N G 1 1 0 8

人CCGA AGCTGA AC TCG C AGCAGCAA T T人AAGAGC TGTGCACAC T TAGG CAAT T T TGCATGAA GTA TGCCCC肠 TGC TATG( { 4 0 5

5 R A R L A A A 1 K E V C T L R Q F C M K Y A P V V W 1 3 5

AACTG GATG TTAACTAA CAA CGA TCCACC TGC TAACTGG CAAG CACAAGGT T T CAAGC CTG AGCACA AATTCGCTGCA TTC 4 8 6

N W M L T N N 5 P P A N W Q A Q G F K P E H K F A A F 1 6 2

GACT T CT TC人A TGGGA T CACCAACCCGA C TGCCATCATGCCCA AAG AGGGGCTCATCCGGCC ACCGTCTGAGA CTG人八ATG 5 6 7

D F F N G V T N P A A 1 M P K E G L 1 R P P 5 E A E M 18 9

AATGC TGCCCAAACTGCTGCC T T TG TGAAGAT TACAA AGG CCA(G刃 CACAAT CCACA G CA T T TGCCGA CC TGA ATGCGA C T 6 4 8

N A A Q T A A F V K 1 T K A R A Q 5 N D F A 5 L D A A 2 1 6

GTCACTCGAGGTCGTATCCA T弱 AACAA CAA CCGCTGGA GC TG T TG TCACTCTACCCA CACCATAACAT产A 7 1 9

V T R G R 1 T G T T T A E A V V T L P P P * 2 4 0

图 1 P V x
·

SD I

CP 基因的核昔酸序列及推导的 C P 氮基酸序列

F i g
.

1 hT
e

nu
e
l
e t i d

e a n
d d

e
d u e e d

ann
n o

ac i d
s e

甲
e n c e of VP X

一

SD I C p 罗ne

VP X
一

S D
I

与其它 PV X 株系 C P 基 因的核普酸及氛基酸序列比较和株 系鉴定

.

从 eG
n B an k 中查找确定 巧 个不同国家和地区有代表性的 P V X 株系或分离物

,

与

VP X
一

SD I
一起由 DN AM A N 软件绘制进化树 (图 2 )

,

进行 C P 基因的核昔酸和氨基酸序列

同源性比较 (表 l )
。

根据系统进化树与核昔酸同源性矩阵将 VP X 株系或分离物划分为 2 个亚组
,

1 一 12

为亚组 1
,

13 一 14 为亚组 2
。

亚组 1 内各分离物之间序列同源性在 95
.

1% 以上
,

亚组 2 内

各分离物之间序列同源性在 86
.

5% 以上
,

两个亚组之间同源性为 79
.

8%
一 81

.

0 %
。

目前

报道的亚洲所有株系或分离物均属于亚组 1
,

而欧洲
、

美洲则包括在两个亚组 中
。

VP
X

-

SD ,
属于亚组 1

,

与亚组 1 核昔酸同源性在 %
.

0% 一
99

.

7%
,

氨基酸同源性在 97
.

0 % -

100 % ;与亚组 2 核昔酸同源性在 80
.

1% 一 80
.

6 %
,

氨基酸同源性在 89
.

8% 一
90

.

7%
。

将 VP x
一

SD
:

与欧洲株系 U K
,

和南美株系 H B 进行同源性比较发现
,

P VX
一

S D
,

与 U K 3

在核昔酸上有 99
.

7% 同源性
,

仅 1 个核昔酸不同
,

氨基酸同源性则达 100 %
,

说明此核昔

酸是同义突变
。

u K 。
株系属于 X ,

组
,

据此认为
,

vP x
一

s D
,

也属于 X
3

组的成员
。

在 VP X 的各株系中
,

H B 株系是最特殊的一个
。

它不仅能够克服 N x
和 N b 的抗性

,

同时还能克服 xR 基因的抗性
,

而 xR 基因能有效地抵抗其它株系的侵染
,

产生 E R 反

应 〔6〕 。

将 vP x
一

s D
,

与 H B株系 比较
,

氨基酸同源性为 90
.

3%
,

决定症状类型的关键 12 1

( 12 2 )
、

12 7 ( 12 8 )
、

2 2 6 ( 2 2 7 )位 在所比较的 16 个 VP X 株系中
,

对于 10
、

13 一 15
、

16 ( H B )

等株系为 12 1
、

12 7 和 2 2 6 位
,

对于 l 一 6
、

7 ( VP Y
一

SD
工

)
、

8
、

9
、
1 1

、

12 等株系为 1 2 2
、
12 8 和

22 7 位 ; H B 等株系与 PV Y
一

S D
,

等株系比较
,

在 29 位上缺失 1个氨基酸的氨基酸残基均不

同
。

其中 PV X
一

SD
,

的 1 2 2 位点是苏氨酸 (图 3 )
。
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0 1 7

nUn

0
.
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0
.

0 14

0 0 19

: 0
.

0 4 5
.

叫 2

16 : 0
.

0 6 9

13 : 0 0 7 0

图 2 p v x
一

SD I

与其它 P V x 15 个株系或分离物 C P 基因的进化树

F ig
.

2 T
en t ta iv ep h yl o罗 n i e

rt e
e

罗
n e

rta
e

d 场 D N A MA N fo P VX
一

SD ,
an d hot

e r
15 P VX

s t r a lsn for
th

e e o a t P r o t e i n s e

qU
e n e e

No t e : 1
.

W as h in gt o n iso lat
e
(功 13 10 ) ; 2

.

M o sc , i sol at e
( N C加 14 5 5 ) ; 3

.

M S s t n” n
( 23 4 2 6 1

,

A哪
n it an ) ; 4

.

B iej 毗
iosl ate ( X6 5 0 15 )

; 5
.

H ol an d i os lat e

( D 0( ) 344 ) ; 6
.

U K 3 s t r a i n ( M9 5 5 16
,

UK ) ; 7
.

P V X
一

S D I
( A F5 2 8 5 55

,

bS an d o n g )
; 8

.

J即an iosl at e

( D87 9 62 ) : 9
.

N , , s

喊
n
( X 8 87 84

,

U K ) ; 10
.

T

~
iosl at e

( A F 17 2 2 5 9 )
; 11

.

乌
1 s t r a l n

( A兄创欠讲0
,

K ore
a
) ; 12

.

R 〔 )TH , s tr 田 n
( A F l l l l 9 3

,

U K ) ; 1 3
.

W S Z s tr a i n ( X8 8 7 86
,

U K )
; 14

.

C凡
s

丽
n ( A F 1 7 225 9

,

U K ) ; 1 5
.

C P

s tr a in (X5 5 80 2
,

阮u l h A , h e a
)
; 16

.

HB s tr田 n

( 22 32 5 6
,

oS
u ht A二 ir e a

)
.

.

表 1 p V x
一

SD I

与 PV x ls 个株系或分离物 C P 基因的核昔酸 (下方 )

和氨基酸 ( 上方 )序列同源率 ( % )

T公〕
l
e
1 N

u e
l
e t id

e

( bel ow hte d i ag 0 11滋)
a n (

1 anu no ac i d (
a b o v e t h

e d i a g o n al )
s e

职en
c e

h o
m

o
l
o
群 Of C P g e n e

`
o n g P V X

一

SD I
an d o ht e r 1 5 P VX s

tra in s
( % )

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 13 14 15 16

1 9 9
,

6 9 7
.

9 9 7
.

5 97
.

9 97
.

0 97
.

0 9 7
.

5 9 7
.

9 9 7
.

9 9 7
.

5 9 6
.

2 8 9
.

0 8 9
.

8 89
.

0 8 9
.

4

2 9 9
.

7 9 8
.

3 9 7
.

9 9 8
.

3 97
.

5 97
.

5 97
.

9 9 8
.

3 9 8
.

3 9 7
.

9 9 6
.

6 8 9
.

4 9 0
.

3 89
.

4 89
.

8

3 9 6
,

8 9 7
.

0 9 9
.

6 1《洲)
.

0 99
.

2 99
.

2 9 9
.

6 1( K)
.

0 1(幻
.

0 9 9
.

6 9 8
.

3 9 0
.

3 9 1
.

1 90
,

3 9 0
.

7

4 9 6
.

7 9 6
.

9 9 7
.

5 9 9
.

6 9 8
.

7 98
.

7 9 9
.

2 9 9 6 9 9
.

6 9 9
,

2 97
.

9 8 9
.

8 9 0
.

7 89
.

8 9 0
.

3

5 9 6
.

4 9 6
.

6 9 6
.

5 9 6
.

9 99
.

2 99
.

2 9 9
.

6 10( )
.

0 1《X〕
.

0 9 9
.

6 9 8
.

3 9 0
.

3 9 1
.

1 90
.

3 9() 7

6 9 6
.

2 9 6
.

5 9 6
.

6 9 6
.

8 9 8
.

7 1X()
.

0 9 8
.

7 9 9
.

2 9 9
.

2 9 9
.

2 9 8
.

7 9 0
.

3 90
.

7 89
.

8 9 0
.

3

7 9 6
.

2 9 6
.

5 9 6
.

6 9 6
.

8 9 8
.

5 99
.

7 9 8
.

7 9 9
.

2 9 9
.

2 9 9
.

2 9 8
.

7 9 0
.

3 90
.

7 89
.

8 9 0
.

3

8 9 5
.

8 9 6
.

1 9 6
.

8 9 6 2 9 7
.

6 97
.

5 97
.

8 9 9
.

6 9 9
.

6 9 9
.

2 9 7
.

9 9 0
.

3 9 1
.

1 90
.

3 90
.

7

9 9 6
.

1 9 6
.

3 9 6
.

9 9 6
.

2 9 6
.

9 96
.

8 96
.

8 9 7
.

5 1(X)
.

0 9 9
.

6 9 8
.

3 9 0
.

3 9 1 1 90
.

3 90
,

7

1 0 9 6
.

1 9 6
.

4 9 6
.

6 9 6
.

2 9 7
.

2 97
.

1 97
.

1 9 7
.

4 9 7
.

6 9 9
.

6 9 8
.

3 9 0
.

3 9 1
`

1 90
.

3 90
.

7

1 1 9 5
.

7 9 6 0 9 6
.

3 9 5
.

7 9 6
.

2 96
.

5 96 5 9 6
.

2 9 6
.

2 9 6
.

4 9 8
.

7 9 0
.

7 9 0
.

7 89
.

8 90
.

3

1 2 9 5
.

1 9 5
.

4 9 5
,

9 9 5
.

8 9 5
.

7 96
.

0 96
.

0 9 5
.

7 9 5
.

6 9 6
.

0 9 5
.

8 9 0
.

3 9 0
.

3 89
.

4 89
.

8

1 3 7 9
.

9 8 0
.

2 8 0
.

6 80
.

2 7 9
.

7 80
.

1 80
.

2 7 9 9 8 0
.

5 7 9
.

9 7 9
,

9 80
.

1 9 6
.

2 9 5
.

8 94
.

1

1 4 8 0
.

2 8 0
.

4 7 9
.

8 8 0
.

6 7 9
.

9 80
.

2 80
.

4 7 9
.

9 8 0
.

5 8 0
.

0 8 0
.

0 80
.

0 8 9
.

1 99 2 97
.

0

1 5 8 0
.

6 8 0
.

9 8 0
.

2 8 1
.

0 8 0
.

4 80
.

6 80
.

6 8 0
,

3 8 0
.

9 80
.

6 8 0
.

3 80
.

3 8 8
.

8 9 7
.

9 96
.

2

1 6 80
.

1 8 0
.

3 7 9
.

9 8 0
.

2 7 9
.

9 80
.

3 80
.

1 7 9
.

8 7 9
.

9 7 9
.

8 80
.

2 7 9
.

9 8 6 5 8 7
.

8 88
.

0

注 : l 一 16 株系或分离物同图 2
。

N o t e : 1 一 16 5

咖
n s o r i s o l at e s

aer ht e s

二
e as fi , er 2

. .
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图 3 P V X
·

SD I

与 H B 株系外壳蛋白氨基酸序列比较

Fi g
.

3 A m i
n o a e id

s e
qU

e n e e s Of t h
e e o

at p or t e i n o f PV X
一

S D I
an d HB s

atr i n s

3 讨论

本研究克隆出 PV X
一

SD
I

的完整 的 C P 基因
,

长度 7 19n t
,

预测编码 2 5 k D 外壳蛋白亚

基
,

但在 s D s
一

P AG E 中侧得的分子量却为 28
.

kZ D
,

这一结果与 lA ej an dofr
”
的观察结果相

一致
,

也就是说
,

根据核昔酸序列预测的长度与实际测得的长度不一致
。

经研究发现 C P

的转译后修饰可发生糖基化作用
,

从而使得 C P 的分子量增大
。

糖基化作用 目前在弹状

病毒组
、

大麦条纹花叶病毒和虹豆花叶病毒中发现
。

P V X
一

SD
,

与欧洲株系 U K
3

在 C P 基因序列上具有高度的同源性
。

因为 C P 是决定与

抗性基因互作的关键因子
,

据此推测它们在与抗性基因互作中可能属于同一反应类型
,

同

属于 X
3

组
。

X 3

组的株系在含有 N x 、

撇抗性基因的马铃薯上侵染能够产生 H R 反应
,

但

在含 N b 抗性基因的马铃薯上形成系统侵染
。

H B 株系与其它株系的区别在于 C P 一个特定区域的二级结构发生了改变
。

Q
u e
icr

等〔’ 〕将 H B 与其它三个株系 ( c P
、

x3
、

)S 比较
,

用计算机进行突变分析
,

预测单个氨基酸改

变对 C P 二级结构的影响
,

发现 12 1
、

226 位点影响蛋白的结构
,

如果将 H B 的 C P 蛋白 12 1

位上赖氨酸变成苏氨酸
,

此位置上的 。 螺旋会变成 p 折叠 ; 同样
,

2 26 位上的丙氨酸变成

撷氨酸
,

也会使原来的结构改变 ;这两个位点上的氨基酸取代会使 H B 株系的外壳蛋白转

变成 C P 株系的外壳蛋白结构
,

从而改变其与寄主反应的类型
。

其中 2 26 位点 的改变位

于疏水区域
,

有可能被掩盖
,

因此认为
,

121 位点是 H B 株系独特的生物学特性的决定因

子
。

同时
,

oG ul d en 等 [̀ 〕将 H B 株系和 C凡 株系进行突变和杂交的分析
,

证明外壳蛋白的

12 1 和 1 2 7 两个位点决定病毒能否打破 取 抗性
,

其中 1 21 位点是主要的决定因子
,

1 27 位

点可能与维持突变的稳定性有关
。

根据现有的研究资料可以看出
,

只有当 PV X 的外壳蛋白的 12 1 ( 122 )位点有一个苏

氨酸残基时
,

才会诱导 xR 抗性
,

这一苏氨酸残基在几乎所有的 PV X 分离物中均保守
,

唯

独 H B 株系例外
,

这决定了只有 H B 株系能够打破 xR 抗性
。

目前认为 xR 是一个持久抗

性
,

只有 H B 株系能够克服
,

其它马铃薯种植区还没有发现能打破 xR 抗性的株系
。

我国

目前尚无 H B 株系的报道
。

这些研究结果将对 VP X 的防治
、

抗病育种以及植物检疫等工

作具有重要意义
。
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