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渗漏型 !"# 终止密码在植物病毒相关基因组中的作用

魏军亚! 杨 恭 邱并生" 张继澍""
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摘 要 弱毒疫苗 2(,’/B 的复制酶基因在 $5"%/$5"$ 核苷酸处发生 CDE 突变，研究表明该突变是导致病毒弱化

的主要原因。通过 2(,’/B 复制酶的突变区与其它具有 CDE 渗漏终止密码的植物 >>F+E 病毒基因组通读结构区

的分析和比较，发现 2(,’/B 和其它植物病毒的 CDE 渗漏与通读相关基因的共同特征：GDD 基元，通读区的!/螺旋

结构和一些疏水氨基酸残基使 CDE 的通读成为可能。这些渗漏与通读的特征可能才是 2(,’/B 致弱的根本原因。

可以根据这一模式，探讨对其它植物 >>F+E 的病毒如 H’I、H’J、G,’ 等的基因组改造和致弱研究。

关键词 2(,’/B，通读，植物病毒
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植物病毒是农作物的主要病害之一，许多重要

病毒，如 水 稻 矮 缩 病 毒（FN’），马 铃 薯 I 病 毒

（H’I），马铃薯 J 病毒（H’J），马铃薯卷叶病毒（HO/
F’），烟草花叶病毒（2,’），黄瓜花叶病毒（G,’）和

芜菁花叶病毒（2<,’）等病毒已遍及我国主要产区，

对水稻、小麦、玉米、油菜、马铃薯、大豆和其它蔬菜

等作物造成不同程度的危害，因此，病毒病对农业生

产构成了严重威胁。

番茄花叶病毒弱毒疫苗 2(,’/B 是将番茄花叶

病毒强株（O/2,’）用亚硝酸处理后，分离筛选而得

到的对 2,’（包括番茄花叶病毒）感染有明显保护

作用的弱毒株，具有稳定的生物学特性和遗传性。

我们对 2(,’/B 致弱的分子机理进行了研究［! P 1］，通

过反转录、HGF、克隆、体外转录和对烟草感染而获

得了 2(,’/B 侵染性 AN+E 克隆，测定和分析了其基

因组核苷酸全序列，与番茄花叶病毒强株相比复制

酶和运动蛋白分别发生了乳石（CDE）和赭石（CEE）

突变；在普通株 2,’/GQ 和弱毒株 2(,’/B 之间用基

因交换方法构建了 2(,’/B 的重组病毒，体外转录

和侵染性分析表明 2(,’/B 突变的复制酶和运动蛋

白对该病毒的致弱分别起主要和次要作用；用点突

变的方法研究了普通株的 # 个突变体对烟草的侵染

性，结果表明复制酶和运动蛋白的乳石突变和赭石

突变协同致弱 2,’/GQ 对烟草的侵染症状。2(,’/B
的这种突变方式是目前在植物病毒弱毒株系中发现

的特 有 现 象。 这 种 致 弱 的 突 变 方 式 可 用 于 与

2(,’/B 有相似基因组形式的其他植物病毒，特别是

>>F+E病毒。这里我们对已知具有乳石（CDE）渗漏

终止密码子通读的植物 >>F+E 病毒基因组进行了

结构和功能上的比较分析，并对分析的结果做一报

道。

$ 材料和方法

$%$ 材料

从 D3@R-@S T-U-=->3 中找出具有 CDE 渗漏终止

密码子的植物 >>F+E 病毒基因组序列，如表 ! 所示。

$%& 方法

利 用 N+E KU-V 软 件 中 的 8T:UK3;、HV(U3-@、

,3WE):W@ 等程序进行（!）植物病毒 >>F+E 基因组核

苷酸组成和结构基元的比较分析。（$）植物病毒 >>/
F+E 基因组蛋白质一级结构和二级结构分析比较。

（#）其它无 CDE 渗漏终止密码子但为 >>F+E 的植物

病毒（如 G,’、H’J 等）的相关基因组的结构与功能

分析。



表 ! 具有 "#$ 渗漏终止密码子的植物 %%&’$ 病毒

()*+, ! $++ %%&’$ -+)./ 0123%,% 41/5
/5, +,)67 "#$ %/8- 98:8.

!"#$%#& ’() *+,-. %#/ 0(12(#"#3 !"#".

45678669 :;<* =’47 !"#$%&#"’

4567866> :;<* =’48 !"#$%&#"’

457?89@> A;<* =’47 !"#$%&#"’

457?89@@ A;<* =’48 !"#$%&#"’

B6@C?@ D$;<* =’47 !"#$%&#"’

B6@C?E D$;<* =’48 !"#$%&#"’

457?89@E F!D* =’47 !"#$%&#"’

457?89@C F!D* =’48 !"#$%&#"’

G66799 H=* =’47 ($)#*%&#"’

GE>>?> $$’* =’47 !"#$%&#"’

B6I9@? JA<*K7 =’4 +,*-$%&#"’

B8?C@8 J=* =’47 ($)#$%&#"’

L7I66> JA$* =’47 ($)#*%&#"’

L7I@?> <:<* =’4 .*/01$-$%&#"’

L@E>68 J:* =’47 !"#$%&#"’

LCC7IC MJ:* =’4 !"#$%&#"’

4N79996@ H(<*KO =’4 ($)*-$%&#"’

:;<*：:P+#"." QP"%3 1(.%+0 R+,-.；A;<*：A-,(2"%# QP"%3 1(.%+0
R+,-.；F!D*：(%3 S(T/"# .3,+2" R+,-.；H=*：3(U%00( ,%33T" R+,-.；$$’*：U,(%/
U"%# #"0,(.+. R+,-.；JA<*：2"% "#%3+(# 1(.%+0 R+,-.；H(<*KO：%33"#-%3"/ 3(K
1%3( 1(.%+0 R+,-.；J=*：2"22", ,+#S.2(3 R+,-.；D$;<*：.(+TKU(,#" QP"%3 1(K
.%+0 R+,-.；JA$*：2"% "%,TV U,(Q#+#S R+,-.；<:<*：1%+W" 0PT(,(3+0 1(33T" R+,K
-.；J:*：2"%#-3 0T-12 R+,-.；MJ:*：M#/+%# 2"%#-3 0T-12 R+,-.)

; 结果与分析

;<! 具有 "#$（8-)+）渗漏终止密码子植物病毒 %%=
&’$ 基因组组成及其编码蛋白的功能

7@ 种具有 X!4（(2%T）渗漏终止密码子的植物病

毒中，A;<*、F!D*、:;<*、J:*、MJ:*、$$’* 均属

于真菌传杆状 病 毒。其 中，A;<*、F!D*、:;<*、

D$;<* 这 I 种病毒具有相似的基因组结构：=’47
有 ? 个主要的 F=N.，F=N7 编码 796&G 的蛋白，这个

终止密码子可通读产生 86C&G 的蛋白，共同行使病

毒的复制功能。F=N? 编码运动蛋白。=’48 也有 ?
个主要的 F=N.，F=N7 编码 7C&G 的病毒外壳蛋白

（:J），X!4 终止密码子可通读产生 EI&G 的蛋白，

F=N? 为一富含 :V. 的较小的蛋白。J:* =’47 的 9Y
端F=N 编码 7?7&G 多肽，参与病毒的复制。它的

X!4 终止密码子可通读产生一个 7C7&G 的多肽。

F=N? 为 79&G 富 含 :V. 的 较 小 的 蛋 白［9］。 MJ:*
=’47 的 ? 个 F=N 分别编码 7?6，>6 和 7I&G 的多肽。

$$’* =’4 的 F=N7 编 码 796&G 多 肽，F=N8 编 码

86C&G 的多肽［>］。

H=*、J=*、JA$* 属于烟草脆裂病毒属。其中

H=* =’47 的 F=N7 为 7?I&G，X!4 终止密码子可通

读产生 7CI&G 蛋白，与病毒复制有关［@］。F=N? 为

8C&G 多肽。F=NI 为 7>&G 蛋白。J=* =’47 的基因

组与 H=* 较为相似。JA$* =’47 的 I 个 F=N 分别

编码 7I7，867，?6，78&G 蛋白［E］。

<:<* 属于玉米褪 绿 斑 驳 病 毒 属，它 的 I 个

F=N 分别编码 ?7Z>，96，C，89Z7&G 的蛋白。其中 C&G
蛋白的 X!4 终止密码子可部分通读产生 ?8Z@&G 的

蛋白［C］。JA<* 属于 耳 秃 花 叶 病 毒 属，F=N7 编 码

?I&G 蛋白，F=N8 编码 EI&G 蛋白，与病毒翻译产物

的转录后过程有关。F=N? 编码 >@&G 蛋白，F=NI 编

码病毒 :J。

H(<*KO 属于烟草花叶病毒属，它的 I 个功能性

F=N分别编码 CEZ9[78>[7E?&G 的复制酶，8@&G 的运

动蛋白和 7@Z>&G 的病毒 :J。CEZ9&G 蛋白的 X!4
终止密码子可部分通读产生 78>&G 的蛋白，行使病

毒的复制功能。

图 7 具 X!4 渗漏终止密码子植物病毒 ..=’4 基因组结构

N+S)7 !"#(1+0 .3,-03-,". (\ ..=’4 2T%#3 R+,-.". Q+3P T"%&V X!4
<)1"3PVT3,%#.\",%."；])’HJKP"T+0%."；=H) ,"%/K3P,(-SP

2,(3"+#；:K=) :V. ,+0P 2,(3"+#；<J)1(R"1"#3 2,(3"+#；

:J) 0(%3 2,(3"+#；! ) T"%&V X!4 T(0%3+(#

对 7@ 种具有 X!4 渗漏终止密码子植物病毒 ..=’4
基因组全序列分析表明：在植物病毒复制酶蛋白的

’ 端有一甲基转移酶基元，具戴帽酶活性［76］。: 末

端有 一 ’HJ 解 旋 酶 基 元［!LL!L!OL[H］，与 病 毒

=’4 复制和翻译过程中双链的解开有关［77］。在复

制酶通读区 : 端有一‘!GG’共同序列，它是所有 ..K
=’4 病毒 =/=2 基元特有序列［78］。这说明所编码的

蛋白质与植物 =’4 病毒的非结构蛋白具有极大的

6>8 生 物 工 程 学 报 7@ 卷



同源性（如 !"# 复制酶的‘$%%’共同序列及 !"# 解

螺旋酶的 "&’(结合模式‘$))$)$*)+&’）［,-］。

从 &./0(*123 4+,56 7% 复制酶的 8$# 渗漏终

止密码子与其它 ,6 种植物病毒 99!"# 基因组 8$#
渗漏终止密码子上下文（表 5）可以看出，在植物病

毒 99!"# 基因组 8$#（.:;<）终止密码子后大部分有

一 =$$ 基元，推测可能与 8$# 渗漏终止密码子的

通读有关。

!"! #$%&’( 与其它具有 )*+ 渗漏终止密码子植

物病毒 ,,-.+ 的 )*+ 密码子周围氨基酸序列的比

较分析

在植物病毒中大多数渗漏终止密码子为 8#$
（;>?@A），如烟草花叶病毒复制酶 ,567% 编码基因的

翻译 终 止 子 8#$，早 已 被 证 实 可 通 读 为 酪 氨 酸

（&BA）。有实验证明［,C］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 D!"#&BA，通过反密

码子 $!# 识别终止密码子 8#$ 及其 = 末端的基本

序列 =##88# 而获得通读，产生 ,2-7% 的一个较大

的蛋白。植物病毒 99!"# 中具有 8$# 渗漏终止密

码子抑制现象也较多，通常通读产生编码复制酶蛋

白，我们在对 ,E 种植物病毒 !"# 基因组的分析中

发现，8$# 终止密码子的抑制现象不仅存在于植物

病毒复制酶基因中，而且在植物病毒的外壳蛋白基

因中也存在这种现象。在这 ,E 种植物病毒中，有 4
个植物病毒 !"# 的 8$# 终止密码子通读产生 =’
蛋白。/=/0 的 ’1 蛋白由内部 #8$ 起始密码子起

始翻译，这几乎在所有单组分植物 !"# 病毒中都是

极为少见的。*;AFG［,4］曾证明带有反密码子的 =>=#
或 $=# 的无义抑制 D!"#&A:或 D!"#=B9可以通读 8$#
为色氨酸（&A:）或半胱氨酸（=B9），从 &./0(* 与其它

具有 8$# 渗漏终止密码子植物 99!"# 病毒的通读

区上下文（表 5）分析可见，其通读的氨基酸序列结

构为［H)))!!))I］，其中 8$# 终止密码子的 4J端
多以碱性氨基酸为主，如 *，I 等。

表 ! #$%&’( 与其它具有 )*+ 渗漏终止密码子植物 ,,-.+ 病毒的通读区上下文

#/012 ! #32 4$56276, $8 12/9: )*+, ;5 #$%&’( /5< $632= ,,-.+ >1/56 ?;=@,2,

$@GK;G7 ".3 0FAL9 ;GM N.>:.G@GD $@G@ =.GD@OD .P DQ@ A@;M(DQA.LRQ A@RF.G
#ST,5TT4 =U/0 !"#, A@:<FN;9@ H V % * ! ! V $ I

R;; LLN R;N ;;; 8$# NRR LLL RRR LNR
#ST,5TT6 =U/0 !"#5 =’ H $ I I ! ! % $ 0

R;; RRL LNR ;RL 8$# NRR R;L RRN RLN
#S,-54E6 HU/0 !"#, A@:<FN;9@ H W # * ! ! V $ I

R;R LLR RNR ;;; 8$# NRR LLL RRR LNR
#S,-54EE HU/0 !"#5 =’ H $ & I ! ! % $ 0

R;; RRL ;NN ;RL 8$# NRR R;N RRN RLN
#S,-54E2 X$I0 !"#, A@:<FN;9@ H " Y * ! ! V $ I

R;R ;;L N;R ;;; 8$# NRR LLL RRR LNR
#S,-54E1 X$I0 !"#5 =’ H $ I # ! ! $ $ 0

R;; RRL ;RL RNN 8$# NRR RRN RRN RLN
%TT,44 &!0 !"#, A@:<FN;9@ H & 0 W ! ! V ! I

R;R ;NN RLN LL; 8$# NRR LLL NRR LNL
%266-6 KK"0 !"#, A@:<FN;9@ H $ ’ * ! ! = $ I

R;; RRL NNL ;;; 8$# NRR LRL RRR LNR
WTC4E- ’H/0 !"#, =’ " # I W ! $ % % #

;;L RNN LNN NLN 8$# RRR R;N R;N RNL
WTE1-E IKU/0 !"#, A@:<FN;9@ H W & * ! ! V $ I

R;R NLL ;NL ;;; 8$# NRR LLL RRR LNR
WTE1-2 IKU/0 !"#5 =’ H $ I I ! ! % $ 0

R;; RRL LNR ;RL 8$# NRR R;N RRN LRN
W5-1E5 ’!0 !"#, A@:<FN;9@ % # # W ! ! = ! I

R;L RNL RNN LL; 8$# NRR LRL NRR LNR
),CTT6 ’HK0 !"#, A@:<FN;9@ % # / * ! ! = ! I

R;L RNL ;LN ;;; 8$# NRR LRL NRR LN;
),CE-6 /=/0 !"# ’1 V " V " ! # $ 0 =

LLN ;;L LLN ;;N 8$# RNL RR; RLR LRL
)E26T5 ’=0 !"#, A@:<FN;9@ H Y & * ! ! V $ I

R;; N;R ;NN ;;; 8$# NRR LLL RRR LN;
)11,C1 Z’=0 !"#, A@:<FN;9@ H Y & * ! ! V $ I

R;R N;R ;NN ;;; 8$# NRR LLL RRR LNR
#V,444TE &./0(* !"# A@:<FN;9@ H / Z ! ! ! # " #

R;R ;LR ;LN ;R; 8$# ;R; RLN ;;L RNR
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!"# 具有 $%&（’()*）渗漏终止密码子植物病毒 ++,
-.& 基因组通读区蛋白质二级结构分析

用 !"# $%&’ 的蛋白质分析软件对 ()*+,- 与其

他具有 ./#（)0&1）渗漏终止密码子植物病毒 223"#
基因组通读区进行蛋白质二级结构的分析（按 /&’,
456’,3)72)4 法）。结果表明这 89 种植物病毒 223"#
基因组的通读区蛋白质的二级结构以!,螺旋为主，

其次为",折叠和",转角。./# 终止密码子所处位

置大多在!,螺旋的疏水区域，仅 *:*+ 和 ;<*+ 的

./# 终止密码子处于",转角的疏水区域。而 *:*+
和 ;<*+ 的通读区蛋白二级结构中!,螺旋很少，以

",折叠和",转角为主。对所编码蛋白通读区的氨基

酸残基分析表明其中的一些疏水氨基酸对于蛋白质

二级结构的形成有一定的作用，它使得通读成为可

能。

!"/ 一些无 $%& 渗漏终止密码子但为 ++-.& 的

植物病毒相关基因组结构和功能分析

:*+、;+=、>=!+、;?3+、(@*+ 等均为常见的植

物 223"# 病毒，它们的基因组中没有 ./# 渗漏终止

密码子。其中，:*+ 3"# 的 8& 蛋白与病毒 3"# 的

复制有关。;+= 的基因组只有一个 A3B，翻译后形

成一个多聚蛋白，通过自身编码的蛋白酶加工成成

熟的蛋白来行使各种功能，它的 "C7 编码复制酶基

因。>=!+ 基因组有六个 A3B，其中 A3B8 和 A3BD
通过移码作用编码病毒的 3E30，参与病毒的复制。

;?3+ 基因组的 F 个 A3B2 中，A3BD 编码 88GH! 的复

制酶蛋白基因。(@*+ 为单链 3"# 病毒，8IGH! 的

蛋白行使病毒的复制功能。通过对这些植物病毒的

基因组的结构和编码蛋白功能的分析表明：在病毒

的复制酶基因中同样存在 3"# 解旋酶的 "(; 结合

模式和‘/!!’共同序列，这和 ()*+,- 与其它具有

./# 渗漏终止密码子植物病毒 223"# 基因组的序

列分析结果一致。()*+,- 复制酶的乳石突变致弱

植物对病毒的感染方式或许可以用于这些病毒的基

因组的改造上。

# 讨 论

植物抗病性机制的研究一直是植物病理学和植

物抗病育种中的热点问题。植物病毒弱毒疫苗在防

治植物病毒病害中发挥着重要作用，能够在植物体

内生存和繁殖而不危害植物的正常生长、开花和种

子生产，对攻击病毒侵染植物具有防御作用，这种共

生和保护宿主现象是大多数植物天然弱病毒所具有

共同特征，具有普遍性［8J、89］。烟草花叶病毒弱毒疫

苗 ()*+,- 复制酶编码基因的乳石突变对 ()*+,-
的致弱起主要作用，这种突变是目前在植物病毒弱

毒株系中发现的特有现象。

()*+,- 作为一种具有稳定的生物学特性和遗

传性的植物病毒弱毒株，它能够抵抗强烟草花叶病

毒的侵染，而对植株本身的正常生长没有影响。由

于它与其它具有 ./#（)0&1）渗漏终止密码子的植物

病毒 223"# 基因组在通读区结构与功能上所具有

的一些共同特征，我们可以依据 ()*+,- 复制酶基

因 ./# 无义突变致弱植物病毒的方式，探讨 ;+K、

;+=、:*+、>=!+、;?3+、(@*+ 等基因组的改造和致

弱研究，通过对 ;+K、;+=、:*+、>=!+、;?3+、(@*+
等的复制酶基因组分进行定点突变，改造成弱化病

毒后，用于防治相应的病毒病。这对于植物病毒病

的全面防治将起着重要的意义。
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