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摘要　通过生物学纯化与血清学鉴定(ELISA)得到 5个大豆花叶病毒(SMV)分离物 ,利用 RT -

PCR法扩增其外壳蛋白(CP)基因片段并进行测序 ,结果表明:5个分离物 CP 基因全长均为 795个

核苷酸 ,编码产生 265 个氨基酸 。同源性分析表明 , 5 个分离物核苷酸序列同源性为 91. 1%～

97. 1 %,由此推导的氨基酸序列同源性为 98. 1%～ 99. 2%。结合 5个分离物在 8个大豆品种上的

致病性反应得出 ,5个分离物在 8个鉴别寄主上的致病性反应和序列差异的比较表明 ,分离物在 8

个鉴别寄主上致病性反应相差越大 ,其 CP 基因氨基酸序列差异就越大 ,由此证实 SMV 的 CP 基

因与致病性反应之间有一定的联系 。
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　　大豆花叶病毒(Soybean M osaic Virus , SM V)

是全球性大豆病害 ,严重影响大豆的产量和品质 。

是马铃薯 Y病毒属成员 ,种子带毒是初侵染来源 ,

蚜虫非持久性传播形成再侵染 。

目前国内外主要利用抗病性不同的鉴别寄主对

大豆花叶病毒株系进行划分。由于所使用鉴别寄主

不同 ,形成不同的 SM V 株系划分体系[ 1 ～ 8] ,致病力

不同的株系本质区别反映在 RNA 碱基序列上。最

近 10年 ,国际病毒分类委员会(International Com-

mit tee on Taxonom y of Virus , IC TV)对于植物病

毒分类越来越多的采用分子分类标准 ,特别是进化

树分析已经成为植物病毒分类最重要的标准之一 。

目前已有多位研究者研究了大豆花叶病毒的全基因

序列或部分序列 ,并对核苷酸及氨基酸序列的同源

性进行了比较[ 9 ～ 14] 。

本研究对 5个不同来源的大豆花叶病毒分离物

的外壳蛋白(CP)基因序列进行了分析 ,研究了它们

之间序列的同源性与在不同大豆品种上致病性反应

之间的关系 ,以探讨采用分子角度进行大豆花叶病

毒株系划分的可行性 。

1　材料与方法

1. 1　病毒样品

5个大豆花叶病毒病样于 2002 ～ 2003年分别

采集自河北沧州(CZ)、山东枣庄(ZZ)、山东潍坊

(WF)、河北承德(CD)及河南郑州(ZH ZH),在大豆

品种南农 1138 - 2上繁殖。

1. 2　病样的分离纯化

生物纯化采用菜豆品种 Top - Crop ,将第一对

真叶充分展开的菜豆幼苗在黑暗条件下培养 24h ,

把待分离的病样摩擦接种在离体的 Top - Crop真

叶上 ,置于人工气候箱内保湿培养。待产生稳定枯

斑后把单个枯斑回接种在南农 1138 - 2上繁殖 。

1. 3　血清学测定

血清学检测采用双抗体夹心酶联免疫吸附法

(DAS - ELISA),按常规方法进行 ,阴性对照为健康

的南农 1138 - 2 ,阳性对照为本单位保存的 Sa和 Sc

- 3株系。

1. 4　品种反应

采用常规摩擦接种方法将 5个 SM V 分离物分
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别接种在 8个大豆品种上 ,接种后 30天内 ,连续观

察并记录各品种对 5个分离物的抗感反应。

1. 5　RT - PCR

1. 5. 1　引物设计　根据已经报道的美国 SMV 株

系G7(GenBank 登录号 AF241739)及中国 H Z 分

离物(GenBank登录号A J312439)的序列设计引物 。

由上海博亚生物技术公司合成 。

P1 :5’-A TGCTCAGACAAG TGAGCT-3’

P2 :5’-C TCCC TGCCA TTCA TAAAC-3’

为了保证 PCR产物测序的准确性和 CP 基因

的完整性 ,在 CP 基因的两端各保留了一段序列 ,因

此 ,预期的目的片段长度为 1000bp左右。

1. 5. 2　总 RNA 的提取　采用天为时代公司植物

总 RNA 提取试剂盒提取感病叶片的总 RNA ,采用

健康的南农 1138 - 2叶片作为阴性对照 。

1. 5. 3 　反转录与 cDNA 扩增 　采用宝生物工程

(大连)有限公司的 TaKaRa RNA PCR Kit (AM V)

Ver. 3. 0试剂盒在同一个反应管中进行。反转录体

系及条件参照说明书进行。扩增反应条件:94℃变

性 2min;94℃30s ,55 ℃30s ,72℃60s ,30个循环 。

1. 6　测序及序列分析

PC R产物经纯化后由上海博亚生物技术有限

公司进行双向测序 。序列分析主要采用 DNAStar

及 BioEdit软件。

2　结果与分析

2. 1　分离纯化及血清学检测结果

5个病样均能在 Top-Crop上产生稳定的枯斑 ,

将单个枯斑回接到南农 1138 - 2上得到每个病样纯

化的分离物 ,每个分离物的血清学检测结果均呈阳性。

2. 2　各分离物在不同大豆品种上的反应

将 5个纯化后的分离物接种在 8个大豆品种

表 1　5 个 SM V 分离物在 8 个大豆品种上的反应

Table 1　Reac tion of 5 SM V isola te s to 8 differential hosts

分离物 南农 1138 - 2

Nann ong1138 - 2

诱变 30

Youbian30
Davis Bu ffalo

早熟 18

Zaoshu18
Kw anggyo

齐黄 1号

Qihuang1

科丰 1号

Kefeng 1

CZ S R R R R R R R

ZH ZH S S S S S R R R

ZZ S S S S S S R R

C D S S S S S S R R

WF S S S S S S S S

　　注:R -抗病;S -感病

Note:R - Resistan t;S - suscept ible

图 1　CP 基因 RT - PCR扩增产物电泳图谱

Fig 1　RT - PCR products in ag ro se gel o f CP

1:CK;2:CZ ;3:ZZ;4:WF ;5:CD;6:ZHZH ;M :DNA marker

上 ,8个品种对各分离物的致病性反应见表 1。其中

CZ 分离物只能侵染南农 1138 - 2 ,而WF 分离物能

够侵染全部 8个品种;ZZ 和 CD两个分离物在 8个

品种上的致病性反应则完全相同。
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2. 3　外壳蛋白基因 cDNA 的扩增

以各分离物反转录得到的 cDNA 第一链为模

板 ,分别扩增其 CP 基因 。5 个分离物均得到

1000bp左右的目的片段 ,和预期片段大小一致 ,对

照在此位置没有条带(图 1)。

2. 4　序列分析

序列分析结果表明 , 5个分离物的 CP 基因均由

795个碱基组成 ,编码 265个氨基酸(图 2)。核苷酸

序列同源性为 91. 1%～ 97. 1%,由此推测的氨基酸

序列同源性为 98. 1%～ 99. 2%(表 2)。

图 2　5 个 SM V 分离物外壳蛋白基因编码的氨基酸序列及其比较

Fig 2　Comparison o f the amino acid sequence s o f CP of 5 SM V iso la te s

表 2　5个 SM V 分离物 CP基因核苷酸(***上)

与氨基酸序列(***下)同源性比较(%)

Table 2　Com parison of percentage identical nucleotides

(above***)and amino acids(below ***)

of CP of 5 SM V iso la tes

分离物 ZHZH CD CZ W F ZZ

ZH ZH *** 92. 6 97. 1 91. 1 95. 2

CD 99. 2 *** 93. 2 96. 2 93. 1

CZ 98. 9 98. 9 *** 91. 7 95. 3

WF 98. 5 99. 2 98. 1 *** 91. 3

ZZ 99. 2 99. 2 98. 9 98. 5 ***

　　本实验所测定的 5 个 SM V 分离物 CP 基因共

有七个氨基酸存在编码差异 ,且差异主要发生在 CP

基因的 N端区域 ,而中间区域和 C 端区域则较为保

守。如七个氨基酸差异中有四个发生在 N 端 ,即

18 、22 、27 、29 位 ,只有两个氨基酸差异发生在 C 端

的257和264位 ,中间区域则只有一个位点发生差异。

分离物CD和 ZZ 的CP 基因只有2个氨基酸的

差异 ,同源性高达99. 2%,它们在8个大豆品种上的

致病性反应也基本相同 。分离物 CZ 与 WF 在 8个

大豆品种上的致病性反应相差较大 ,在 CP 基因上

则存在5个氨基酸差异 ,同源性仅为 98. 1 %。另外 ,
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分离物ZHZH 与 CD 、ZZ 只在 Kw anggyo 上存在症

状反应的差异 , CP 基因氨基酸则只分别存在两个氨

基酸的差异 ,同源性均为 99. 2 %。以上结果表明 ,

在鉴别寄主上致病性反应相差越大的分离物 ,其 CP

基因氨基酸序列差异也就越大 ,进一步证实了 SM V

的 CP 基因与症状表现之间有较密切的联系。

3　讨论

目前对植物病毒的株系划分大多是根据在鉴别

寄主上的症状反应来进行 。寄主对株系的症状反应

除了与病毒的株系 、大豆品种有关外 ,还常常受环境

特别是温度等一些不确定因素的影响。另外 ,不同

研究者对症状的描述也存在一定差异 ,这都会对株

系的划分结果造成一定影响。因此 ,精确的株系划

分体系应该建立在病毒的分子水平上 ,对病毒的核

苷酸及氨基酸序列进行比较研究。目前已有多位研

究者研究了大豆花叶病毒的全基因序列或部分序

列 ,并对核苷酸及氨基酸序列的同源性进行了比较。

虽然国际病毒分类委员会第七次病毒分类报告中明

确规定了马铃薯 Y病毒科(Po ty viridae)病毒种和株

系的划分标准 ,即病毒外壳蛋白(CP)氨基酸序列同

源性小于 85 %,属于不同种类的病毒;大于 85%,则

属于同种病毒的不同株系 。但是它对不同株系进行

划分的具体阈值却没有规定 ,因此如何将序列同源

性比较应用于株系的划分目前还没有统一的定论 。

大豆花叶病毒基因组结构中各种功能蛋白的作

用还没有完全了解 ,具体由哪几种蛋白或哪几个氨

基酸决定病毒在寄主上的症状还不完全清楚 ,因此 ,

根据序列的同源性来进行 SMV 的株系划分仍需进

一步研究 ,目前只能和传统的症状反应结合起来作

为参考。

另外 ,将本实验 5个 SM V分离物的 CP 基因氨

基酸序列与国内外其他已报道的 SM V 分离物进行

了比较 ,结果表明 , 30个 SM V 分离物的 CP 基因核

苷酸序列同源性为 90. 1 %～ 100. 0%,由此推导的

氨基酸序列同源性高达 94. 7%～ 100. 0%,说明

SM V 外壳蛋白基因是一个高度保守的区域 ,这对于

利用病毒的外壳蛋白介导的抗病品种选育具有重要

意义 。
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IDENTIFICATION AND SEQUENCE ANALYSIS OF COAT PROTEIN

GENE OF FIVE SOYBEAN MOSAIC VIRUS ISOLATES

Guo Dongquan　Zhi H aijian 　Wang Yanw ei　Li H aichao　Yang H ua　Li Kai

Bai Li　Gai Juny i

(Soybean Research I nst itute o f Nanj ing Agricultural Universi ty , National Center f or Soybean

Improvement Key Laboratory of Gop Genetics and Germplasm Enhancement , Nanj ing 210095)

Abstract　5 SM V isolates w ere obtained by using biolo gical purification and serolo gy (DAS-ELISA). The

coat protein gene regions w ere am plified by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PC T). Se-

quences analysis show ed that CP gene of the each SMV isolates had 795 nucleotides in leng th , encoding

265 amino acids. Comparison o f the sequences of CP genes betw een dif ferent iso lates show ed they shared

91. 1%～ 97. 1%nucleotide acids identi ties and 98. 1%～ 99. 2 %amino acids identities w ith each o ther. The

results also revealed that there w as significant correlation betw een CP genes of SMV and symptom reaction

of SMV on di fferential H osts.

Key words　Soybean m osaic virus;Coat protein gene;Sequence analy sis
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