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摘 要 用双脱氧末端终止法对侵染性烟草花叶病毒普通株中国分离物（34’05-)678，9:;<=>=?>()7@=，34’095）和

番茄株弱毒疫苗34’0+!#（A@@=<-7@=B34’57CC;<=>@87;<）基因组CD+A>的核苷酸全序列进行了测定，并分析和

比较了其基因组的结构和特征。结果表明：普通株基因组（E=<F7<G接收号：AH!"I!/%）为"2/I个核苷酸；#个功能

性开放阅读框架（JKH），分别编码!$"GD／!12GD的复制酶、2%GD运动蛋白和!&L"GD外壳蛋白。弱毒疫苗34’0
+!#基因组（E=<F7<G接收号：AH!III%&）为"21#个核苷酸；I个功能性JKH分别编码/1LIGD／!$"GD／!12GD的复

制酶、$&GD运动蛋白和!&L"GD外壳蛋白。与参比序列核苷酸和氨基酸序列比较：普通株核苷酸序列同源率为

//L#M；推断的复制酶与运动蛋白分别有I个和$个氨基酸残基不同。34’0+!#核苷酸序列同源率为//L&M；核

苷酸位置$"&%!$"&$和I"2$!I"2#分别发生乳石（JN7)）突变（OEA）和赭石（JC:8=）突变（OAA）；推断复制酶有

!2个氨基酸残基发生了变异。

关键词 烟草花叶病毒普通株，弱毒疫苗34’0+!#，CD+A，测序
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植物病毒弱毒疫苗能够保护易感植物体免受强

病毒的攻击［!］。许多学者对这种交叉保护的机理

提出了各种假说［$］：（!）保护病毒（Q8(@=C@;<65;8->）

占有或用去寄主代谢产物和（或）某种结构，而这些

代谢产物和结构对于攻击病毒（9:7))=<6=5;8->）的

成功侵染是必须的；（$）保护病毒的K+A与攻击病

毒的K+A发生分子杂交；（2）保护病毒的外壳蛋白

抑制攻击病毒基因组的脱壳和释放；（#）保护病毒的

存在妨碍攻击病毒的系统运动；（I）保护病毒的复制

激活寄主的防御机制，由此降解攻击病毒的K+A。

但没有一种假说能够完全说明交叉保护的机制。从

分子水平研究植物病毒的致弱机理不但可以帮助搞

清其交叉保护机理，而且对植物病毒基因组的改造

和研制基因工程疫苗有重要的理论指导意义。

烟草花叶病毒（34’）为单组分正链K+A病

毒，其弱毒疫苗34’0+!#（番茄株，3(R7@(>@87;<，

下同）是本研究室用亚硝酸对强病毒株诱变后筛选、

分离而得到对34’感染有明显保护作用的弱毒

株。经过近$%年的大田使用，对烟草和番茄的保护

增产率达到$%M!2%M，遗传性和免疫性均稳定，

是研究植物病毒致弱机理的理想材料。因此我们以

烟草花叶病毒普通株（O!）和弱毒疫苗34’0+!#
基因组为原材料，已通过反转录、Q9K、重组、体外转

录和烟草感染获得了侵染性CD+A（?<S=C@;(->CD0
+A，;CD+A）克隆N34’095和N+!#［2］。本文首次

报道我国烟草花叶病毒普通株（34’095）和弱毒疫

苗（34’0+!#）的全基因组核苷酸序列测定和分析

结果。

& 材料与方法

&’& 菌种、质粒与常规试剂

大肠杆菌DTI"，克隆质粒NO9!1、NU)-=>C8;N@
（4!20）VW及3&D+A序列测定试剂盒购自Q:780
R7C;7U;(@=C:；3#D+A连接酶、限制酶和D+A纯化

试剂盒购自37V7K7（大连）或U(=:8;<6=847<<:=;R
公司；37X@87CG测序系统购自Q8(R=67公司，［"02IW］

BA3Q购自D-Q(<@QY+公司；其他常规试剂为进

口分装或国产分析纯。



!"# 亚克隆构建与序列测定

根据参考序列［!，"］的基因组结构和酶切位点对

#$%&’()和#*+,分别进行限制性酶切位点的切

割和分析，并用#-(+.和#/0123456#7（%+8’）9:构

建亚克隆。操作方法按文献［,］。

;*<测序反应使用%+8正向及反向引物或$8、

$=引物，测序方法为$=;*<聚合酶与$>?;*<聚

合酶的手动测序（［!’8!:］@<$A标记）和8==（)2536BC
8DE）全自动测序仪的机测（荧光素标记）。

!"$ %&’序列与基因组结构特点的比较分析

利用;*<:7>5和<*FG:DF(F软件包对测定

的;*<核苷酸序列及其开放阅读框架（HIJ）、多

肽氨基酸序列同源性等作分析和比较。参比序列来

自F2CK>CL，开放阅读框架的命名按IB320等人的命

名规则，同源性比较按MB71CN26C的方法进行。

# 结果与讨论

#"! ()*+,-和()*+&!./%&’酶切图谱与亚克

隆构建

$%&’()与$%&’*+,4;*<的部分限制酶酶

切结果表明与参比序列［!，"］的酶切位点基本相同。

以这些酶切位点构建了$%&’()4;*<亚克隆+"
个，其中,个亚克隆以#/0123456#7（%+8’）9:为载

体，其余以#-(+.为载体；$%&’*+,4;*<亚克隆

O个，均以#-(+.为载体（图+）。

图+ $%&’()（>）和$%&’*+,（K）4;*<
酶切图谱及亚克隆示意图

J6PQ+ RCSTU2U>#3>C@31K40BC23BV$%&’()（>）

>C@$%&’*+,（K）4;*<3

#"# ()*+,-与()*+&!./%&’核苷酸序列测定

结果与分析

从 序 列 测 定 的 结 果（F2CK>CL：<J+"!+OE，

<J+!!!E=）可见，$%&’()和$%&’*+,4;*<的核

苷酸总 数 不 同，碱 基 组 成 的 比 例 也 不 相 同；每 个

HIJ的起始密码子均为<$F，但位点不同；终止密

码及其位点有部分不同，因而编码产物的大小也有

变化。$%&’()全长"8O!K#，+W"L;／+.8L;、8EL;
（运动蛋白）、+=Q"L;（外壳蛋白）蛋白分别起始于核

苷 酸 序 列"O、,OE8、!=+W位；终 止 于8,+O／,O+O、

!=EO、"+O+；终止密码子分别为$<F／$<<、$<<。

$%&’*+,O.Q!L;／+W"L;／+.8L;、W=L;（ 运 动 蛋

白）、+=Q"L;（外壳蛋白）蛋白分别起始于核苷酸序

列 =W、,OE"、!=E8 位；终 止 于 W"=W／8,WW／,OWW、

!"8,、"+.W；终止密码子分别为$F<／$<F／$<<、

$<<（表+）。

表! ()*+,-与()*+&!.基因组结构

(0123! 43567389:;/9;:386<()*+,-05=()*+&!.

$%&’() $%&’*+,

$B7>0P2CBU236S2 "8O!C7 "8.,C7

!X*BC’4B@6CP52P6BC +"".（".C7） +"=+（=+C7）

O.D!L;#5B726C46375BC — =W"W"=W

（*1UK25BV>U6CB>46@5236@123） （."=>D>D）

+W"L;#5B726C46375BC "O"8,+O =W"8,WW

（*1UK25BV>U6CB>46@5236@123） （+++!>D>D） （+++!>D>D）

+.8L;#5B726C46375BC "O",O+O =W",OWW（？）

（*1UK25BV>U6CB>46@5236@123） （+"+!>D>D） （+"+!>D>D？）

%B)2U2C7#5B726C46375BC ,OE8"!=EO ,OE""!"8,

（*1UK25BV>U6CB>46@5236@123） （W"=>D>D） （W,+>D>D）

(B>7#5B726C46375BC !=+W""+O+ !=E8""+.W

（*1UK25BV>U6CB>46@5236@123） （+!.>D>D） （+!.>D>D）

"+OW""8O! "+.8""8.,

8X*BC’4B@6CP52P6BC （WE,C7） （WEWC7）

#"$ ()*+,-和()*+&!./%&’核苷酸序列与参

比序列的比较

$%&’()与普通株朝鲜分离物［!］（$%&’)10’
P>52，9B52>C63B0>72，）基因组的核苷酸总数相同，碱

基组成的同源率在OOY以上；二者各个HIJ的起

始密码、总数和终止密码相同；仅+W"L;／+.8L;蛋

白和 运 动 蛋 白 的 核 苷 酸 及 氨 基 酸 有 少 量 变 异

（表W）。

.8, 生 物 工 程 学 报 +"卷



表! "#$%&’与"#$%’()*+,-基因组结构比较

"+.)-! /-012-34,(54(,+)5126+,731018"#$%&’+09"#$%’()*+,-

!"#$%& !"#$’()*+,- .’-,+*-/-0(-12-3454)4*6／7

!48+)*-145-/9:- ;%<=18 ;%<=18 <<>?

=@A41$24B91*,-*941 C!;D（;D18） C!;D（;D18） C&&

CE;FGH,48-9129/8,41 ;<!%?C< ;<!%?C< <<>=
（A(5I-,4J+5914+29B,-/9B(-/） （CCC=+>+>） （CCC=+>+>） （<<>D）

CD%FGH,48-9129/8,41 ;<!?<C< ;<!?<C< <<>=
（A(5I-,4J+5914+29B,-/9B(-/） （C;C=+>+>） （C;C=+>+>） （<<>K）

"4’-5-18H,48-9129/8,41 ?<&%!=K&< ?<&%!=K&< <D>D
（A(5I-,4J+5914+29B,-/9B(-/） （E;K+>+>） （E;K+>+>） （<<>%）

L4+8H,48-9129/8,41 =KCE!;C<C =KCE!;C<C C&&
（A(5I-,4J+5914+29B,-/9B(-/） （C=D+>+>） （C=D+>+>） （C&&）

%@A41$24B91*,-*941 ;C<E!;%<= ;C<E!;%<=
（E&?18） （E&?18） <<><

!"#$AC?与 番 茄 株（强 株）日 本 分 离 物［;］

（!"#$M，N+H+1-/-9/4)+8-，）基因组的核苷酸总数相

同，碱基组成的同源率也在<<7以上；二者各个

OPQ的起始密码和终止密码相同；但!"#$AC?由

于E;K&!E;KE18发生了乳石突变（RS.），翻译提

前终止形成<DT=FG蛋白，该乳石突变可被通读，形

成CE;FG蛋白，而CD%FG蛋白的形成须通读RS.
和R.S，因而产量可能较少；此外!"#$AC?运动

蛋白基因在=;%?IH发生的赭石突变（R..）致使其

正常翻译提前终止，比强株的运动蛋白小约EFG（表

%）。

表: "#$%;<=与番茄强株（"#$%>）基因组结构比较

"+.)-: /-012-34,(54(,+)5126+,731018"#$%;<=+09"#$%>

!"#$M !"#$AC? .’-,+*-/-0(-12-3454)4*6／7

!48+)*-145-/9:- ;%D?18 ;%D?18 <<TK

=@A41$24B91*,-*941 C!KC（KC18） C!KC（KC18） C&&

<D>=FGH,48-9129/8,41 — KE!E;KE
（A(5I-,4J+5914+29B,-/9B(-/） （D;K+>+>）

CE;FGH,48-9129/8,41 KE!%?EE KE!%?EE <<T;
（A(5I-,4J+5914+29B,-/9B(-/） （CCC=+>+>） （CCC=+>+>） （<<TC）

CD%FGH,48-9129/8,41 KE!?<EE KE!?<EE（？） <<T;
（A(5I-,4J+5914+29B,-/9B(-/） （C;C=+>+>） （C;C=+>+>？） （<<TE）

"4’-5-18H,48-9129/8,41 ?<&;!=K&& ?<&;!=;%? C&&
（A(5I-,4J+5914+29B,-/9B(-/） （E;%+>+>） （E?C+>+>） （C&&）

L4+8H,48-9129/8,41 =K&%!;CDE =K&%!;CDE C&&
（A(5I-,4J+5914+29B,-/9B(-/） （C=D+>+>） （C=D+>+>） （C&&）

;CD%!;%D? ;CD%!;%D?

%@A41$24B91*,-*941 （E&?18） （E&?18） C&&

!?= 由"#$%&’和"#$%;<=5@;A推断的BCD
多肽氨基酸残基序列与参比序列的比较分析

!"#$L’与!"#$’()*+,-在CE;FG／CD%FG蛋

白共有=个氨基酸变异。K<&：./H$./1；<EC：.)+$
!3,；CC%?：.)+$!3,；CC<<：U)-$"-8；C=%&：.)+$#+)（图

E）；可见!"#$L’CE;FG／CD%FG蛋白中丙氨酸的残

基数增多，蛋白的疏水性增强。

!"#$L’与!"#$’()*+,-在运动蛋白有E个

氨基酸变异。EE<：./H$#+)；E?<：M-($V3-。

!"#$AC?与!"#$M在CE;FG／CD%FG蛋白共

有C%个 氨 基 酸 变 异。%?：.)+$!3,；%%=：!3,$.)+；

%?<：!6,$L6/；%D=：./1$W-,；=C&：.,*$M6/；;%;：V,4$
W-,；K;&：./H$./1；KK?：.,*$X9/；D;K：无义密码$.,*；

D<=：.,*$S)6；CED=："-8$M-(；C%KC：!6,$V3-；C%K;：

./1$W-,（图%）。

!"#$AC?与!"#$M在运动蛋白除氨基酸残

<%??期 杨恭等：烟草花叶病毒（普通株中国分离物）及其弱毒疫苗$AC?（番茄株）基因组侵染性2GA.核苷酸全序列测定与分析



图! "#$%&’与"#$%’()*+,-（朝鲜分离物）.!/01／.2301复制酶氨基酸残基同源性分析

45*6! 7898)8*:+;+):<5<8=>?-@,-A5B>-A.!/01／.2301,-@)5B+<-+95;8+B5A,-<5A(-<5;"#$%&’+;A"#$%’()*+,-

基数不同外，无替代变异发生。预测的等电点分别

为C6!D2和E6CC2。"#$%F.D运动蛋白等电点变

大表明其在@7EGH时，带正电较多，因此其在植物

体中的功能可能发生了一定的变化，可能对"#$%
F.D的致弱有重要作用，这些尚需实验证实。

!"# $%&’()与$%&’*+,复制酶基因终止密码

子-./和-/.的渗漏与通读

烟草花叶病毒复制酶（.!/01）编码基因的翻译

终止子IJK，早已被证实可通读为酪氨酸（":,）。

因为有实验表明［E］在正常烟草组织细胞浆及叶绿

体中发现一定数量的无义抑制>LFJ":,，通过反密

码子K!J识别终止密码IJK及其3M端的基本序

列&JJIIJ而获得通读，"#$%&’和"#$%F.D
分别在3D!H"3D!/和3D!3"3D!C处存在该序列，

因而可以通读出.2301蛋白，这种通读的效率可达

到3HN"DHN。

弱毒疫苗"#$%F.D复制酶基因由于在!/EH
"!/E!发生乳石突变（IKJ），产生C26O01蛋白，

该IKJ是否可被通读而产生.!/01／.2301蛋白？

P+,5;［2］和&+,<>-;［C］先后证明在烟草中带有反密码

子&9&J或K&J的无义抑制>LFJ",@或>LFJ&:<可

以通读IKJ为色氨酸（",@）或半胱氨酸（&:<），这

种通读的机制虽然没有发现规律性的9LFJ序列，

但在终止密码上下游的氨基酸残基序列似乎有某种

特征（表D）。

从/个含有IKJ终止密码的植物病毒9LFJ
序列分析可见，其通读的氨基酸序列结构为：QRR
R!LRRR，其中无义密码OM端以碱性氨基酸（P，

L）居多（表D）。>LFJ",@在烟草组织细胞浆和叶绿

体中的通读效率分别为!HN"!ON和.!N，而>L%
FJ&:<在同样组织中的通读效率为.6!N"3N和

ON，因此>LFJ",@的通读效率比>LFJ&:<要明显高。

HDD 生 物 工 程 学 报 ./卷



图! "#$%&’(与"#$%)（日本分离物）*+,-./／’01./／’+!./复制酶氨基酸残基同源性分析

234,! 56768649:;:89<3<6=>?@AB@C3D>@C*+E-./／’01./／’+!./B@A83D:<@:73;6:D3CB@<3CF@<3;"#$%&’(:;C"#$%)

表! 具有"#$终止子的部分不同植物病毒基因组通读区序列分析

%&’()! *&+,-&("#$-)&./+0-1,2034+)345316).477)-)5+8(&5+94-,3)3

$3BF< G@;F< H@IF@;D@6=>?@B@:C%>?B6F4?B@436; J@=@B@;D@

"JK "6LB:M3BF< N " $ ) ! J 2 J H
（J&O%’） GOG OPP GQP QQO QGO PGG QQQ PGG QPQ ［’R］

SNT$ "6LB:M3BF< / O # U ! J P J H
（J&O%’） GOQ GPQ OQG OOO QGO PGG QGQ PGG QPO ［’’］

HTV#$ 2FB6M3BF< N ) " U ! J 2 G H
（J&O%’） GOG PQQ OPQ OOO QGO PGG QQQ GGG QPG ［’0］

SP$ 2FB6M3BF< N W " U ! J 2 G H
（J&O%’） GOO POG OPP OOO QGO PGG QQQ GGG QPO ［’!］

HTV#$ 2FB6M3BF< N G H H ! J / G $
（J&O%0） GOO GGQ QPG OGQ QGO PGG GOP GGP GQP ［’0］

"#$%&’( "6L:76M3BF< N # X J ! J O & O
（J&O） GOG OQG OQP OGO QGO OGO GPQ OOQ GPG

要产生’+!./蛋白，必须对*+,-./和’01./蛋白

连续通读，按>J&O"9B和>J&O"BA的最大通读效率计

算，为’RY，产量较少，因而功能活动可能微弱。此

外QGO的渗漏终止不但使’01./蛋白的翻译提前

终止形成*+,-./蛋白，并在其下游出现一个小的

ZJ2，编码一个0-,1./的蛋白，其功能可能类似于

’01./下游-(./蛋白［’(］。因此，与烟草花叶病毒

强株（普通株或番茄株）相比，"#$%&’(复制酶基

’(((期 杨恭等：烟草花叶病毒（普通株中国分离物）及其弱毒疫苗%&’(（番茄株）基因组侵染性D/&O核苷酸全序列测定与分析



因的突变所形成的!"#$%&／’()%&蛋白和($#)%&
蛋白可能是病毒侵染普通烟草后，既能复制却不表

现系统症状而且能保护宿主免受攻击病毒侵染的主

要原因。这种复杂的机制是病毒与寄主之间相互作

用的结果，有待实验证明。
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.=+?2;A<A?+KL.KL;+;1A@/?L2BA=;B2.K2;;1AK/H?A+;.OA?A@A?4,Ĵ 0D’7.=!!‘1+F+?+L+/=;+21.L1?N@.B/?AK;C2P2KA=A
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