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小麦黄色花叶病毒 RNA2自然缺失
突变体的筛选和定位分析
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　　摘要:许多真菌介体传播的病毒在机械接种过程中易于发生自然缺失。利用在小麦上连续机械接种WYMV的方

法 ,自第 27 代起 ,利用 RT-PCR和 Northern blot方法在感病小麦中检测到一个WYMV RNA2 的缺失突变株 ,序列分析发

现缺失区域位于 RNA2 的 214 ～ 2 808 nt , 共计2 595 nt ,并在缺失区域的两端存在7 个碱基的反向互补序列。缺失区域

上游紧邻这 7个碱基双链区存在一富含 AU的短序列 , 并据此对此 D-RNA2的缺失机制进行了讨论。

关键词:WYMV;机械接种;RNA2 缺失突变株

中图分类号:S432.41　　文献标识码:A　　文章编号:1000-7091(2006)01-0080-06

Location of Spontaneously Deleted Region of Wheat Yellow

Mosaic Virus RNA2 in Inoculated Wheat
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(Department of Pathology and State Key Laboratory for Agrobiotechnology , China

Agricultural University , Beijing 100094 ,China)

Abstract:Fungus-transmitted plant viruses are liable to naturally delete some internal sequences from their genomes

in infected plants during repeated mechanical passages.In this paper , a deleted mutation in RNA2 of WYMV was detected

after the 27 passage of mechanical innoculation in wheat by RT-PCR and Northern blot.Sequence analysis showed that a

contiguous sequence of 2 595 nucleotides (from nt 214 to nt 2 808)was internally deleted from WYMV RNA2 and

flanked by seven reverse repeated compatible nucleotides which can form a loop-stem structure.A short sequence rich of

base A(or U)connect to the left deleted region ,which is the deletion signal in many viruses.The possible mechanism of

the generation of deleted RNA2 of WYMV is discussed.
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　　小麦黄花叶病在我国南部冬小麦种植区分布十

分广泛 ,已经遍及长江流域各省份以及河南 、陕西等

省 ,对小麦生长 、发育及产量造成严重危害[ 1 ～ 3] 。其

病原小麦黄色花叶病毒(Wheat yellow mosaic virus ,

WYMV)是一种由根肿菌目多黏菌属的禾谷多黏菌

(Polymyxa graminis)传播的二分体正链 RNA 病毒 ,

病毒基因组含有两个 RNA组分 ,并已明确了许多分

离物的全序列 , RNA1全长 7 644个核甘酸 ,RNA2由

3 651核甘酸组成 , 分类上归属于马铃薯 Y 病毒科

(Potyviridae)、大麦黄花叶病毒属(Bymovirus)[ 4 ,5] 。

环境选择压力的改变 ,往往能导致 RNA病毒基因

的迅速变异 ,包括基因组的内部缺失或重组 ,形成缺损

型RNA。这类 RNA分子必须依赖于其辅助病毒才能

复制 ,并可能在侵染寄主植物的过程中影响辅助病毒

的积累 ,或改变辅助病毒的致病性。根据以往的报

道 ,许多真菌传植物病毒在寄主体内普遍存在自发缺

失体 ,经连续机械接种后尤为明显 ,并可能伴随更为

严重的症状[ 6～ 8] 。杨军等人报道[ 9] ,WYMV潢川分离

物连续继代机械接种感病小麦品种鄂恩1号 ,高代次
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WYMV感染小麦叶片的效率明显提高 ,症状加重 ,序

列分析发现了一种内部缺失型的 RNA1分子。在此

基础上 ,本研究通过继代机械接种的方法侵染小麦 ,

鉴定了一种WYMV RNA2上的内部缺失突变体。对

这些突变体 RNAs的比较研究 ,有可能为揭示WYMV

基因在真菌传播过程中的功能提供一些新的启示 。

1　材料和方法

1.1　毒源与受试品种

供WYMV接种的感病小麦品种为鄂恩 1号 。

感染 WYMV 的小麦样品采于河南省潢川县 。

采集具有明显黄花叶症状的新鲜小麦叶片用于病毒

机械接种 ,其余保存于-80 ℃冰箱中 ,接种的继代

的感病小麦材料同样保存于-80 ℃冰箱中 。

1.2　WYMV的人工机械接种

1.2.1　接种方法　将小麦种子播种在盛有灭菌沙

土的花盆中(每盆 20 ～ 25粒),28 ℃左右培养出苗 ,

转入 13 ～ 14 ℃光照培养箱培养至一叶 ,高约 5 cm;

取发病叶片 ,剪碎后加入适量的 0.02 mol/L 的 PB

(pH 7.0)和适量的金刚砂研磨成匀浆;在待接种的

小麦叶片上喷洒金刚砂 ,然后蘸取病叶汁液进行叶

部摩擦接种 ,接种力度要大 ,至小麦接种部位似有汁

液渗出。接种 5 min 后用清水轻微冲洗;接种后的

小麦先放在 18 ～ 20 ℃暗培养 1 d ,随后转入 12 ～

13 ℃低温条件下培育(光照 16 h/d)。1 ～ 2 d 浇一

次Adams营养液 ,保持沙子呈半干半湿状态。观察

小麦WYMV症状的发展 。

1.2.2　继代接种　以田间的病叶(P0)接种后的发

病小麦为第 1代(P1),再用 P1 接种的发病小麦为第

2代(P2),依此类推。持续进行病毒的继代摩擦接

种。按每盆苗 0.1 g 取接种小麦发病叶 ,加入 1 mL

PB后研磨用于继代机械接种。

1.3　载体和菌种

大肠杆菌(Escherichia coli)DH5α株由本实验室

保存;质粒载体 pUCm-T 购自 Sangon公司 。

1.4　寡聚核苷酸引物

根据报道的 WYMV 潢川分离物 RNA2核苷酸

序列(Genbank登录号为 AF067124)设计合成下列引

物′在WYMV基因组 RNA2上的相对位置见图 1。

图 1　部分引物在 WYMV RNA2 上的相对位置

Fig.1　Location of the synthesized primers on WYMV RNA2

　　WY-6:5′-TTTCCAGTACTATGGCATCCACCAG-3′

与 RNA2 的 158 ～ 173 nt 对应;WY-7:5′-GGCCTG-

GATCCTCAGCTCAGCCGAC-3′与 RNA2的 940 ～ 915 nt

互 补;WY-8:5′-CTCAACCATATGGTCGGCTCAGCT

GAGG-3′与 RNA2 的 903 ～ 931 nt 对应;WY-16:5′-

CGGCTACTGCTATCTGAAC-3′与 RNA2的 694 ～ 676 nt

互补;WY-28:5′-TCTCTCAGCATGGTGGCAGG-3′与

RNA2的 1581 ～ 1600 nt对应;WY-34:5′-CAAGCAGT-

CATTCCAGAGCA-3′与 RNA2的 1927 ～ 1947 nt对应;

WY-35:5′-CATTAGCAAGCAGCGAGACA-3′与 RNA2

的2408 ～ 2388 nt 互补;WY-38:5′-GTCACATTTCCT-

GTGTACAAAAG-3′与 RNA2的 3639 ～ 3616 nt 互补;

WY-45:5′-TTAAAAGCAATGAAGGTTCG-3′与 RNA2的

566 ～ 547 nt 互补;WY-50:5′-TGACCACTGGATTA-

CAAGCAGG-3′与 RNA2的 966 ～ 987 nt对应;WY-64:

5′-CGGGATCCC/GGG(T)26GTCACA TTTCCTGTGTA-

CAA-3′与 RNA2 的 3639 ～ 3616 nt互补;WY-60:5′-

CGGGATCCTGCAGTAATACGACTCACTATAGAAAATA

AAACCACCACAA-3′RNA2 5′端引物;WY-70-1:5′-

TGAACTCCTCCCCGGGATTG-3′与 RNA2 的 897 ～ 916

nt对应;WY-73:5′-GTGTAGAAACCAGATCCATGGG-3′

与 RNA2 的 1979 ～ 2000 nt 互补;WY-70-2 :5′-

GAAAACTAATGCCCGGGCCT-3′与 70 KD 的 3′端互

补;WY-74:5′-CGAGATTACAACC AGTCCGAAC-3′与

RNA2的 530 ～ 551 nt 对应;WY-80:5′-CATTTGCT-

CATTCGCACCT-3′与 RNA2 的 2891 ～ 2909 nt 对应;
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WY-81: 5′-CGGGATCCATGGTCGCTCGGCTCAGCTG

AGGAAAC-3′与 RNA2 的 903 ～ 922 nt 对应;WY-91:

5′-ACTAGGGACGCTCTGCCACAGC-3′与 RNA2 的 250

～ 270 nt 对 应;WY-92:5′-CCAAGCGTTGGATATG

CGCCA-3′与 RNA2的 690 ～ 710 nt互补。

1.5　小麦黄色花叶病毒 RNA2 RT-PCR检测

首先提取发病小麦的总 RNA 。以 2 ～ 3 μg 总

RNA为模板 ,在 30 μL 反应体系中含有 200 U 的

M-MLV逆转录酶 ,50 U的 RNasin ,3 μL 0.1 mol DTT。

1 μL 10 mmol dNTPs和 1μg 3′端引物 ,42 ℃保温 1.5

～ 2 h。以 2μL的反转录产物为模板 ,在50 μL 的反

应体系中含有 5 U Taq DNA聚合酶 、上下游引物各

0.1 μg和 1μL 5 mmol dNTPs ,进行PCR扩增。94 ℃

变性 30 s , 50 ℃～ 60 ℃复性 20 s , 72 ℃延伸 2 ～ 3

min ,30 ～ 35个循环。复性温度根据所用引物的 Tm

值确定 , 延伸时间根据所扩增片段的长度确定

(1 kb/min)。

1.6　WYMV RNA2缺失体的克隆与序列分析

以感病接种小麦总 RNA为模板 ,扩增获得的小

片段 RT-PCR产物 ,经抽提回收后 ,用 T4DNA连接酶

连接到 pUCm-T 载体上 ,利用 ABI-377 型 DNA自动

测序仪对重组质粒进行核酸序列测定 ,应用 DNA-

MAN(Lynnon Biosoft)软件进行序列分析。

1.7　WYMV RNA2缺失体的 Northern blot 检测

提取病田和接种发病的小麦总 RNA ,经 1.2%

非变性琼脂糖凝胶分离 , 通过上行毛细管法 ,利用

20×SSC 转移至 Hybond-H
+
尼龙膜(Amersham Phar-

macia 公司)。探针是用WYMV RNA2 3′端非编码区

cDNA 片 断(引 物对 WY-80/WY-38 扩增产物 ,

0.7Kb),采用随机引物试剂盒并按 Promega 厂家提

供的方法 ,用α～
32
P-dCTP 进行同位素标记作为特异

探针进行Northern blot检测分析 。

2　结果与分析

2.1　WYMV缺失型RNA2(D-RNA2)的 RT-PCR检测

用WYMV潢川分离物连续继代机械接种后 ,提

取发病小麦叶片总 RNA 作为模板 , RT-PCR扩增检

测WYMV在继代接种过程中可能发生的内部缺失 。

所用引物对涵盖了整个 WYMV RNA2 基因组(图

1),同时以健康小麦总 RNA为阴性对照 ,大田发病

小麦(P0)或继代接种一次的发病小麦(P1)为阳性对

照。结果显示 ,利用不同的引物对分段扩增整个基

因组时 ,只扩增出预期长度的产物片段 ,而未发现特

异性小的缺失片段产生(图 2)。

　　但是当使用与 WYMV 3′, 5′端配对的引物

WY38/WY-6或WY64/WY-6进行扩增时 ,在第 28代

(P28)发病小麦中可以扩增得到一个约 900 bp 的缺

失型条带 ,而在继代接种第 1代的发病小麦(P1)、继

代接种第 2代的发病小麦(P2)、继代接种第 27 代

(P27)的发病小麦中则扩增出一个约 3.4 kb的条带 ,

与理论值相符(图 3)。后来在 P27 、P32和 P33的接种

材料中也同样检测到了缺失片段的产生 ,而在其他

低代次样品内尚未检测到缺失型 RNA2。

M　λDNA/ EcoT141;H　健康小麦;P0　大田发病小麦;

P26　第 26代接种发病小麦

M　λDNA/ EcoT14Ⅰ ;H 　Healthy wheat;P0　Infected wheat collected

from field;P26　The twenty-sixth passage of mechan ical inoculation

图 2　继代接种小麦WYMV RNA2的 RT-PCR 检测
Fig.2　RT-PCR analysis of WYMV RNA2

during the passage inoculation

M　λDNA/ EcoRI+Hin dⅢ;H　健康小麦;

P1　第 1代接种发病小麦;P2　第 2代接种发病小麦;

P27　第 27代接种发病小麦;P28　第 28代接种发病小麦

M　λDNA/ EcoR Ⅰ +HindⅢ;H　Healthy wheat;P1　The f irst passage

of mechanical inoculation;P2　The second passage of mechanical inocula-

tion;P27　The twenty-seventh passage of mechanical inoculation;P28　The

twenty-eighth passage of mechanical inoculation

图 3　继代接种小麦WYMV D-RNA2缺失体的RT-PCR检测
Fig.3　RT-PCR analysis of WYMV defetive RNA2

generated from the repeated passage inoculation
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2.2　WYMV D-RNA2的克隆与测序

将使用引物对WY38/WY6或WY64/WY60扩增

产生的小片段经过电泳回收 ,连接到 pUCm-T 载体

上 ,得到重组质粒 pK8-12和pK10-8 ,采用M13正 、反

向引物进行序列测定。与以往报道的WYMV RNA2

全长序列[ 5]的比较分析结果表明 ,所得 cDNA克隆

是在WYMV RNA2的第 214 nt到第 2 808 nt处发生

内部缺失 ,缺失长度为2 595 nt(图 4)。在缺失区域

的两端有 7个碱基的反向互补序列(图 4中带下划

线部分)。利用 P27 ,P28和 P32 ,P33等不同代次的接种

材料 ,重复 RT-PCR检测 4次以上 ,回收片段的测序

结果基本一致 ,且缺失区域两端的边界序列完全一

致。其中个别碱基的差异可能是 WYMV 不同分离

物之间的核酸存在变异所致 ,也不排除病毒在继代

接种的过程中产生的碱基突变。

图 4　WYMV RNA2缺失体与 RNA2 全长序列的比较

Fig.4　Sequence comparison of the deleted WYMV RNA2 with the wild type

H　健康小麦;P40　第 40代接种发病小麦;P0　大田发病小麦;

T2　WYMV RNA2全长体外转录物;P28　第 28代接种发病小麦;

D2595T2　缺失 2595 ntWYMVRVA2体外转录物;

P30　第 30代接种发病小麦

H　Healthy wheat;P0　Infected wheat collected from field;P28　The twen-
ty-eighth passage of mechanical inoculation;P30 　The thirtieth passage of

mechanical inoculation;P40 　The fortieth passage of mechanical inocula-

tion;T2　WYMV RNA2 full length in vitro transcripts;D2595T2　Deleted
WYMVRNA2 in vitro transcripts

图 5　WYMV D-RNA2 的 Northern blot检测

Fig 5 Northern blot for WYMV defective RNA2

2.3　WYMV D-RNA2的 Northern blot检测

为了进一步验证 RT-PCR 方法所检测到的

WYMV RNA2 缺失突变体的存在 , 本研究采用

WYMV RNA2特异性的探针(RNA2 3′非编码区 cD-

NA)对感病小麦中的 WYMV RNA2 组分进行了

Northern blot检测 ,结果发现 ,在所有被检测的感病

小麦中都有一条全长 RNA2的主条带 ,此外 ,在高代

次的接种小麦中除了这一主条带 ,还有至少 3条短

的条带 , 其中最短的一条与缺失了 2 595 nt 的

WYMV RNA2体外转录物位置一致 ,说明这一缺失

体是客观存在的(图 5)。Northern 杂交图还显示 ,随

着接种代数的提高 ,发病小麦体内WYMV含量也升

高。图中大田和高代(P28 , P30 ,P40)的全长及缺失的

WYMV RNA2量差异明显。

1期 张卫华等:小麦黄色花叶病毒 RNA2自然缺失突变体的筛选和定位分析 83　　　



3　讨论

本试验通过连续机械接种 ,在感病小麦品种鄂

恩1号上继代传播 、繁殖WYMV 至 41代。伴随着

继代次数的增加 ,病毒表现为致病性增强 ,并在第

27代 、第28代及此后抽检的第 32代和第 33代中发

现感病小麦体内存在一种内部缺失的WYMV RNA2

分子 ,而在低代次样品(P26或 P1)和大田发病小麦

(P0)中都没有检测到相应的缺失型 RNA2。

关于对缺失型 RNA2检测的 Northern杂交图中

呈现的多条分子量较低的次要条带 ,其原因可能是

由于包括基因缺失在内的分子变异现象本来就普遍

发生于病毒的复制过程 ,产生了多样性子代分子群

体 ,这也是病毒对环境变化高度适应性的一种体

现[ 10] 。在本研究中 ,WYMV对小麦的侵染途径由真

菌根部传播改变为人工叶片机械接种 ,可能对其中

的某种(类)变异分子具有定向选择作用 ,使其在各

种复制的子代分子中的比例得到一定程度的提高 。

试验中克隆得到的可能是一种比较典型的缺失分

子。

Northern 杂交图还显示 ,随着接种代数的提高 ,

发病小麦体内WYMV 含量也升高。图 2中大田和

高代(P28 ,P30 , P40)的WYMV RNA2 全长的量差异明

显。这与WYMV在继代接种过程中的表现一致 ,随

着接种代数的提高 ,接种小麦的发病时间缩短 ,发病

率提高。那么引起这种现象的原因是什么? 针对某

种给定的病毒 ,自然条件下它在特定寄主中的含量

维持在一定水平 ,这是病毒的侵染能力和寄主的基

因沉默能力之间平衡的结果。这种平衡发生改变 ,

有可能是病毒的侵染能力提高了 ,或者寄主的基因

沉默能力受到了抑制 。本试验虽然不能排除继代接

种过程中病毒侵染能力的提高(没测定高代次接种

材料和大田发病小麦 WYMV 基因组的差异),但是

推测 D-RNA的出现 ,可能作为寄主基因沉默的竞争

性底物 ,干扰了寄主对正常WYMV 的沉默抑制 ,使

WYMV的含量得到提高 。

真菌传播的病毒产生缺失突变体是一种普遍现

象 ,对于这一现象产生的机制 ,目前主要有 3种模

型:复制酶介导的模板转换模型(Replicasse-driven

template switching model);RNA 断裂-连接模型(RNA

breakage and ligation model);RNA断裂诱导的模板转

换模 型 (Breakage-induced template switching mod-

el)[ 11～ 13] ,但是这 3 种模型不能解释所有的缺失现

象。

本实验室的杨军博士曾利用 WYMV 河南潢川

分离物进行继代接种 ,通过 RT-PCR和序列分析 ,在

经 12代以上接种的WYMV材料中发现了缺失 2 380

bp的 D-RNA1 ,缺失区两端存在由 6个碱基构成的

正向重复的序列 ,可能与造成许多动物和植物病毒

重组或缺失的“复制酶介导的模板转换模型”相关。

即病毒 RNA 在复制过程中 ,复制酶-初生链复合体

可能从模板的一点转移到相同或另一个 RNA 分子

模板下游的相似序列处继续复制 ,从而产生病毒缺

失型 RNA(Defective RNAs , D-RNAs)或缺失干扰型

RNA(Defective interfering RNAs ,DI-RNAs)[ 9] 。

在本研究中 , 虽然 WYMV RNA2 大片段缺失

(>2.0 kb)的确切机制还不清楚 ,但是在对WYMV

缺失型 RNA2进行的序列分析中发现 ,所有 9个克

隆的缺失区域边界相同 ,即 RNA2上发生的缺失是

固定在一个特定区域内 ,且缺失区两端序列可以通

过反向互补构成一个 7 个碱基配对的双链区(即:-

TGGATGGTGAT……CCATTCA-),并由此使得缺失区

域位于茎环结构的环状部位(图 6)。这与 SBWMV

采取的复制酶跳跃产生缺失突变体的机制很吻

合[ 7 ,14] 。Nagy 等人也认为 ,模板间的序列互补能促

进重组的发生
[ 15 ,16]
。分析还发现缺失序列上游紧

邻这 7个碱基双链区存在一富含AU的短序列 UU-

CUAACACUUAUUACA ,富含 AU的短序列是雀麦花

叶病毒(Brome mosaic virus ,BMV)、逆转录病毒和番

茄丛矮病毒属的病毒重组的信号和重组热点 ,可被

RdRp 酶识别 ,并随后引发重组的发生[ 17 ,18] 。在小

RNA病毒科 ,富含AU的短序列可促进 RdRp的滑动

(Slippage),提高分子内重组的发生几率
[ 11 ,15]
。

图 6　WYMV D-RNA2 缺失边界区域的模拟结构

Fig.6　Modelling structure of the flanking

region in WYMV D-RNA2

　　通过对 WYMV D-RNA2 的序列分析发现 , D-
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RNA2是由WYMV RNA2的 5′和 3′非编码区以及 P1

基因的5′端和 P2基因的 3′端组成(图 7),这与番茄

丛矮病毒(Tomato bushy stunt virus ,TBSV)通过连续

继代接种产生的缺失干扰 RNA的基因组结构相似:

由两端的非编码区和来源于中部 ORF 的不连续片

断组成 , 而且这些不连续片断都失去了编码功

能[ 20] 。

图 7　WYMV RNA2和 D-RNA2 基因组结构示意图

Fig.7　Genome structure of WYMV RVA2 and D-RNA2

　　综上分析 ,推测本试验检测到的 WYMV RNA2

缺失突变体是复制酶识别了富含 AU的重组信号 ,

采用与 SBWMV 同样的机制 ,通过复制酶跳跃产生

了分子内重组的 D-RNA分子 。这一推测还需要更

多的试验加以证实。
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