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侵染广东辣椒的黄瓜花叶病毒的 CP及
2b基因序列分析
许东林 ,周国辉 ,宋晓兵

(华南农业大学 植物病毒研究室 ,广东 广州 510642)

摘要:对侵染广东省阳西县田间辣椒的黄瓜花叶病毒(cucum ber mosaic virus, CMV)的 CP及 2b基因进行序列分析 ,

结果表明其 CP基因与 CMV 亚组 I、亚组 II各株系之间的核苷酸同源率分别为 90. 9% ～ 93. 8%和 76. 1% ～

76. 9%,氨基酸同源率分别为 92. 7% ～ 97. 7%和 72. 4% ～ 78. 1%;其 2b基因与 CMV亚组 I、亚组 II之间的核苷酸

同源率分别为 83. 9% ～ 90. 2%和 64. 0% ～ 67. 7%,氨基酸同源率分别为 79. 3% ～ 85. 7%和 50. 5% ～ 53. 5%. 由此

确认该 CMV分离物属于亚组 I成员. 此外 , CMV亚组 I成员的 CP及 2b基因中分别具有一段长为 102 bp及 54 bp

的高度保守序列 , 这为转基因诱导寄主转录后基因沉默 (po st-transcrip tiona l gene silencing, PTGS)抗 CMV育种研究

提供了参考.
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Sequenc ing ofCP and 2b Gene ofCucumberM osaic Virus

Infecting Pepper in Guangdong Province

XU Dong-lin, ZHOU Guo-hui, SONG X iao-b ing
(Lab o f P lant V iro logy, South Ch ina Ag ric. Univ. , Guang zhou 510642, Ch ina)

Abstract:The cucumber mosaic virus (CMV) infecting peppe r in Yangxi county, Guangdong Province

(CMV-gd) was confirmed as a subgroup-I membe r by sequencing its coat p ro tein(CP) gene and 2b

gene. The results show ed that CMV-gd shared CP gene nucleo tide identities o f 90. 9%-93. 8% and

76. 1%-76. 9%(deduced am ino acid identities o f 92. 7%-97. 7% and 72. 4%-78. 1%) compared w ith

some CMV strains of subg roup I and II respective ly, wh ile 2b gene nucleo tide identities of 83. 9%-90.

2% and 64. 0%-67. 7%(deduced am ino acid iden tities of 79. 3%-85. 7% and 50. 5%-53. 5%) respec-

tive ly. Furthermo re, a 102 bp high ly conserved sequence in CP gene and 54bp in 2b gene of CMV sub-

g roup Imemberw ere found. Itw as suggested that theyw ou ld provide use ful informa tion fo r the anti-CMV

strategy via transgene-induced plan t po st-transcriptional gene silencing(PTGS).
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　　黄瓜花叶病毒 (cucumber mosaic virus , CMV)是

流行分布和寄主范围最广泛 、造成危害和经济损失

最严重的植物病毒之一 ,能侵染一千多种单 、双子叶

植物 ,可由数十种蚜虫进行传播
[ 1-3]

. 目前有效防治

CMV所致病害的主要方法是培育和利用抗病品种 ,

但在辣椒种质资源中 ,抗 CMV的育种材料很少 ,因

此许多研究试图采用基因工程技术培育抗性材料 ,

目前已有不少成功的报道
[ 1-6]

. 为了在广东省开展

辣椒抗病毒育种工作 ,笔者对广东省辣椒主产区阳

西县大田中侵染辣椒的 CMV的分子生物学进行了



初步研究 ,本文报道病毒 CP及 2b基因序列分析结

果.

1　材料与方法

1. 1　病害样品采集与叶组织总 RNA抽提

2004年 4月 ,从广东省阳西县采集表现花叶症

状的辣椒(品种:茂丰 3号 )病株叶片. 剪取病叶组

织 100mg,在液氮下研磨成粉状 ,采用华美(洛阳)生

物工程公司的总 RNA抽提试剂盒 (I),按其说明书

所示方法 , 抽提叶组织总 RNA , 抽提产物溶解于

100μL无 RNA酶污染的双蒸水中 , - 20 ℃保存备

用. 以健康无症植株叶组织为阴性对照.

1. 2　RT-PCR引物设计与合成

根据 GenBank已报道的 CMV基因组序列 ,在其

外壳蛋白(coat prote in , CP)基因两侧设计特异引物

对 P1:5′-TGGATGCTTCTCCGCGAGAT-3′、 P2:5′-AT-

AGCAGAACTGCCAACTCA-3′,预期扩增片段大小为

817 bp;在其 2b基因两侧设计特异引物对 P3:5′-

TTCAGATCGTCGTCAGAGCG-3′、P4:5′-CGTTAGCTG-

GATGGACAACC-3′,预期扩增产物片段大小为 549

bp. 上述 2对引物的合成由上海博亚生物工程公司

完成.

1. 3　一步 RT-PCR扩增

采用宝 (大连 )生物工程有限公司的 one step

RNA PCR kit(AMV)进行. 15 μL反应体系为:总

RNA 溶液 1 μL, 10 × reaction buffer 1. 5 μL,

25 mmo l /L M gC l2 3 μL, 10 mmol /L dNTPs 1. 5 μL,

RNase inhibitor(40 U /μL)0. 3μL, AMV-Optim ized Taq

0. 3μL, AMV RTase(5U /μL)0. 3μL,上 、下游引物各

1 μL,以无 RNA酶污染的双蒸水补足 15 μL. 一步

RT-PCR的程序为:45 ℃ 30 m in;94 ℃ 2 m in;94 ℃

0. 5m in, 52℃ 0. 5 m in, 72 ℃ 1m in, 30个循环;72 ℃

5 m in.

1. 4　扩增产物回收 、克隆及序列测定

RT-PCR扩增产物经 12 g /L琼脂糖凝胶 (含

0. 5μg /mL溴化乙锭)电泳 , UVP凝胶成像系统观察

和照相 ,根据相对分子质量大小判断目的片段. 采用

UN IQ-10柱式通用 DNA纯化试剂盒 (上海生工生物

工程技术服务有限公司 )切胶回收目的 DNA分子 ,

克隆于 pMD 18-T载体 ,由上海博亚生物工程公司采

用双脱氧链末端终止法对重组质粒进行测序.

1. 5　辣椒 CMV CP及 2b基因序列分析

在 G enBank中对测序结果进行 b last比对 ,判断

其是否为目的序列. 应用 DNA S tar 5. 01软件包中的

MegA lign软件求算 CP及 2b基因核苷酸序列以及其

推导的蛋白氨基酸序列的同源率 ,分析 CMV广东阳

西县辣椒分离物 (代号:CMV-gd)与目前已报道的

CMV若干代表株系之间的亲缘关系 ,明确其所属亚

组 ,并在该亚组 CMV各成员的 CP和 2b基因序列中

搜索高度保守的区段.

2　结果与分析

以广东阳西县辣椒病叶总 RNA为模板 ,经引物

对 P1-P2 、P3-P4进行 RT-PCR扩增 ,均可获得预期大

小的产物(图 1).

　　M:DNA m arker;1:病样经 P1-P2 扩增结果;2:病样经 P3-P4 扩增

结果;3:健康样品经 P1-P2 扩增结果;4:健康样品经 P3-P4 扩增

结果

M:DNA m arker;1:am p lification by P1-P2 w ith diseased sam p le;2:

am p lification by P
3
-P

4
w ith d iseased sam p le;3:amp lificat ion by P

1
-

P2 w ith healthy sam p le;4:amp lification by P3-P4 w ith healthy samp le

图 1　侵染阳西县辣椒的 CMV的 CP和 2b基因片段扩增结果

F ig. 1　RT-PCR am plification o f CP and 2b gene o f CMV infec-

ting peppers from Yangxi coun ty

　　测序结果表明 , P1-P2 的产物序列 (G enBank登

录号为 AY965892)中包含长为 657 bp的 CMV CP基

因 , P3-P4 的 产 物 序 列 (GenBank 登 录 号 为

AY965891)中包含长为 336 bp的 CMV 2b基因.

将 CMV-gd的 CP基因及 2b基因序列与其他

CMV分离物进行同源率比较 (表 1),显示 CMV-gd

的 CP基因和 CMV亚组 I各株系 CP基因之间的核

苷酸同源率为 90. 9% ～ 93. 8%,推导氨基酸的同源

率为 92. 7% ～ 97. 7%;与亚组 II各株系 CP基因之

间的核苷酸同源率为 76. 1% ～ 76. 9%,推导氨基酸

的同源率为 72. 4% ～ 78. 1%. 而 CMV-gd的 2b基因

与 CMV亚组 I各株系 2b基因之间的核苷酸同源率

为 83. 9%～ 90. 2%,推导的氨基酸同源率为79. 3% ～

85. 7%;与亚组 II各株系 2b基因之间的核苷酸同源

率为 64. 0% ～ 67. 7%, 推导氨基酸的同源率为

50. 5% ～ 53. 5%. 此外 , CMV CP及 2b基因亲缘关

系分析 (图 2)也揭示 CMV-gd与亚组 I各成员关系

较近 ,而与亚组 II各成员的关系较远. 由此 ,确认

CMV-gd属于亚组 I成员.
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表 1　CMV-gd CP基因及 2b基因核苷酸序列及推导氨基酸序列与部分 CMV株系的同源性比较

Tab. 1　 Iden titie s of CP and 2b gene nuc leot ide sequence s and deduced am ino ac id sequences betw een CMV-gd and som e

CMV strain s

CP基因 /CP gene 2b基因 /2b gene

亚组

subg roup

株系 1)

stra in

核苷酸同源率

nucleo tide

iden tity /%

氨基酸同源率

am ino acid

identity /%

亚组

subg roup

株系 1)

strain

核苷酸同源率

nucleotide

iden tity /%

氨基酸同源率

am ino ac id

iden tity /%

Ⅰ A s(X77855) 93. 0 96. 8 Ⅰ As(AF033667) 89. 9 85. 7

ABI(L36525) 93. 0 96. 8 B(U59740) 84. 4 80. 2

B2(AB069971) 93. 6 96. 8 Ca(AY429433) 88. 7 83. 0

C(D00462) 92. 5 95. 4 D8(AB179765) 89. 3 85. 7

Ca(AY429432) 92. 7 96. 8 Fny( D00355) 85. 0 81. 1

CS(D28489) 92. 8 96. 3 Ixo ra(U20218) 89. 9 84. 7

Fny(U20668) 93. 0 96. 8 Kor(U66287) 85. 3 81. 1

Ko r(L36251) 90. 9 92. 7 M B(AF150731) 90. 2 84. 8

M f(AJ276481) 93. 2 97. 3 M B-8(D86613) 84. 7 80. 2

NT9(D28780) 93. 8 97. 3 M f(A J276480) 83. 9 79. 5

P(X89652) 93. 2 96. 8 NT9(D28779) 86. 8 81. 1

Rs(A J517802) 93. 2 96. 8 Pepo(AB124835) 84. 1 79. 3

SD(AB008777) 93. 8 97. 7 PRC(AF314188) 89. 9 84. 8

T fn(Y16926) 93. 8 97. 7 R f(AB096214) 85. 0 82. 0

Y(D12499) 92. 7 95. 9 Rs(AJ517801) 85. 0 81. 1

Ixo ra(U20219) 93. 6 96. 3 SD(U86330) 89. 6 84. 8

Ⅱ Q( J02059) 76. 9 72. 4 T fn(Y16925) 86. 8 81. 1

Sn(U22822) 76. 9 78. 1 Y(D12538) 85. 3 80. 2

T rk7(L15336) 76. 1 76. 7 Ⅱ ALS(AJ276588) 67. 7 50. 5

WL(D00463) 76. 7 78. 1 Q(Z21863) 67. 3 51. 5

TN(AB176848) 67. 7 50. 5

T rk7(AJ007934) 64. 0 53. 5

　1)比较所用的株系序列均来自 G enBank

图 2　CMV CP基因(A)及 2b基因(B)的核苷酸序列进化树

F ig. 2　Phy logene tic tree of nuc leo tide sequences o f the CP gene(A) and 2b gene(B) o f som e CMV stra ins

　　对 CMV亚组 I成员的 CP及 2b基因进行保守 区段 搜索 , 发现 CP 基因中含有一 段 102 bp
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(+298 ～ +399)的高度保守序列 (同源率 >95%),

占 CP基因全长的 15. 5%;2b基因中含有一段 54 bp

(+96 ～ +149)的高度保守序列(同源率 >90%),占

2b基因全长的 16. 1%.

3　讨论与结论

由于 CMV基因组序列变异较大 ,株系繁多 ,分

离自不同地区 、不同寄主的 CMV在生物学和分子生

物学上均具很大差别
[ 2, 7]

,使得抗 CMV育种的难度

大为增加 ,因此对病毒所属亚组进行鉴定是很有必

要的. 本文通过 CP基因及 2b基因序列分析 ,明确

广东阳西县侵染辣椒的 CMV属于亚组 I的成员 ,对

该地辣椒抗病毒育种工作具有一定的指导意义.

通过将 CP基因导入植物基因组内以介导植物

对 CMV的抗性 ,这在目前已有很多成功的例子 ,且

所获抗性亦较理想
[ 1, 4-6, 8]

,但也存在一些缺点 ,例如

高浓度的入侵病毒可能会克服由 CP基因介导的抗

性
[ 8]
,植物体内 CP转基因的表达产物可能对入侵病

毒进行 “异源包装 ”以致改变其蚜传特性与寄主范

围
[ 9]
,以及由于 CP转基因与入侵病毒基因组之间的

重组 ,有可能使病毒变异为致病力更强的 “新毒

株 ”
[ 10]
等. 为了克服以上不足 ,人们期望通过激活植

物对病毒的转录后基因沉默(post-transcriptiona l gene

silencing, PTGS)机制的方法来实现寄主对病毒的抗

性
[ 11]
,即把基于病毒某个 (些 )基因序列而构建的 、

能够产生发夹状 RNA(hpRNA)的 、具有反向重复结

构的 DNA片段导入寄主基因组内 ,一旦有病毒入

侵 , hpRNA将激活植物 PTGS机制 ,使病毒基因发生

沉默.

诱导 PTGS抗病性所用的转基因序列片段可以

短至数十 bp,一般在 200 bp左右即可起到良好的效

果. 该序列不需要是完整的 ORF ,即不要求具有编

码蛋白的能力 ,因而较为安全;但该序列必须与靶病

毒的相应序列高度同源
[ 12]
,因此 ,应当针对病毒最保

守的基因组片段来构建具有反向重复序列的转基因

片段 ,以获得对病毒众多变异体均具稳定抗病性的

转基因育种材料. 本文分析发现 , CMV亚组 I成员

的 CP基因和 2b基因中分别含有一段长为 102 bp和

54 bp的高度保守序列 ,为辣椒抗 CMV育种的后续

工作提供了重要的参考信息.

CMV的 2b基因是一种基因沉默抑制子 ,其编码

的 2b蛋白对寄主的 PTGS机制具有强烈的抑制作

用 ,在病毒-寄主相互作用研究以及转基因抗病毒植

物育种研究中具有重要意义
[ 13-14]

. 通过转基因诱导

PTGS使 CMV 2b基因发生沉默 ,使寄主重新获得对

病毒(包括 CMV以外的其他病毒 )的 PTGS机制 ,对

辣椒抗病毒育种具有重要意义. 相关研究正在进行

中.
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