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甜菜坏死黄脉病毒(Be~tNecroticYellowVeinVirus，BNYW )是一种由甜菜多粘菌(polf,,~ta 

)传播的病毒 J987年 ，囤际病毒分类委员会将萁划分为真菌传杆状病毒组(Furovirus)的 

可能成员 。由于甜菜坏死黄脉病毒引起甜菜丛根病 ，造成甜菜产量和含糖量的严重下降 ，给 

制糖业的发展带来了很大的威胁 ．所以引起了世界各国的r泛重视。近年来 ，在甜菜坏死黄脉 

病毒分子生物学研究方面取得了很大的进展 ，本文将对此作一综述。 

l BNYvv的形态结构殛核酸组分 

甜菜坏死黄脉病毒的粒子是由RNA和分子量为20682道尔顿(21 kD)的外壳蛋白组成的 

直杆状螺旋体0。 ，螺距为 2．6nm。组成粒子的棱酸舍量约 d．5 [ 。萁粒子宽度一致(20nm)， 

长度则依据所包被的 RNA长度由 60到 39 Ohm小等。 

BNYvv是一种多分体病毒，已有五条 RNA的序列被测定 ：，依据大小分别称为 RNA 

l一5(RNA1：5．8Kb)RNA2：4．7kb；RNA3：】．8kb；RNA4 1．5kb；RNA5：1．45kb) 目前 只在一些 

BNYW 日本分离物中发现有 RNA5口一．I 欧洲、美洲和中国的分离韧中尚未发现它的存在。 

RNA1—4对于自然侵染过程是必需和足够的。所渭自然侵染过程就是介体将病毒传播到甜菜 

根部 ，病毒在根内繁殖并引起丛根症状[9 1 4] RNA5在 自然侵染过程中的作用有待进一步阉 

明。分子杂交分析米自欧洲 同圆家的 1 3个BNYvv分离物+结果表明它们的RNA1和RNA2 

都相似．但是小 RN 在数目、长短和含量的相对比例方面却 同[”， ： 

2 BNYVV基 因组结构 

BNYvvRNA的遗传组成的重要特点如罔 1所示。RNA|一4带有 5，帽子结榴 ，RNA5可能 

具柯 5 帽子结构 ．RNA1 5都具自 3spoly(A)尾[_71。五条 RNA的同源序列局限于 5 端的 8 9 

奉土于 I993年 】2H 22 H收到 ，1994午 3月21日修回 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 1期 撬华建等 物学的研究进展 

个核苷酸和 3t端 wly(A)尾前面的约 70个核苷酸。BNYVV基因组的一个有趣的特点是在不同 

的病毒繁殖条件下 RNA3、RNA4和 RNA5的行为不同。在自然侵染的甜菜根部 ，RNAI一4通 

常是存在的 ，RNA5有时也存在 当用病根的提取物进行机械接种 ，将病毒传到枯斑寄主蔷杏 

或 昆诺孳 的 叶子 时 ，只有 RNA1和 RNA2对 侵染 是 必需 的 ，而 RNA3— 5可 能被 丢 

失[2,~,111,t2．1 6,17j。当BNYVV在叶片上进行繁殖时，RNA3和 RNA4常常自发地产生内部缺失 。 

RNA3、RNA4和 RNA5组分 卜的差异常常与一定的拈斑类 型相联系f_ ，这就很容易通过选择 

叶 |=的表型来制备不同小RNA遗传类型的 BNYVV分离物。也就是说，在叶 繁殖 BNYw 就 

可以产生 RNA3、4和 5组成的遗传变化。 

～  

躅1 FtNYVVRNAs的遗传图谱。开放阅读框(ORF)以矩形崔表示 II 代裘3．p~4y(A)尾 P1 3上疏水区域以线条裘示 

RNA2 54kDORF下面的横线裘示 RNA2~种 2b传播缺陷型受 RNA2组装突变体△M】的敞失位置 ．▲表示 ATP／ 

GTP缔 域，。表示 GD 结构域，●表示保守的PI 3序列结构域。 

FiB l Genctiemapof RNAs 0p蛐 wadingtramc~roR 1 ~1wesentedlt3hdbw r嘲 an岫 e ∞ for0RF N． 血 

is shown a h h耐 ~eclangle． A ：ind／cates the 3 ~：oly 1 tail The hydtophobie domains in P13 are indicated bY stip 

piing．The bars bene~tb the 54一kD ORF of RNA2Ⅱ icale the position of tbe 6elcti~ in 1he”an n on—deficicnl RNAs 2a 

and 2b and the~sembly—deficient RNA2 mutanl△MI Otbct symbols：ATP／GTP binding dOIntliioN(▲ )．“GDD~m耐Ⅱ 

(Cn．conservol PI3 9 ottt(1'~ 

3 BNYVV基因产物及功能 

3．1 RNA1和病毒复制 

RNA1含有一个长的开放阅读框(ORF)，编码 237kD的多酞——P237(所有的病毒基因产 

物都傲据其分子量并在其前面缀以字母 P)。具有一个三磷酸核苷结合位点和“核心聚合酶” 

(GDD)一致序列[ ‘ 一(罔 1)。RNAI基因产物具有依赖于 RNA的 RNA聚合酶(RdRp)活性 ， 

它本身带青病毒复制所必需的信息 。 

3．2 RNA2基因产物及功能 

3．2．1 外壳蛋白和通读蛋白 

BNYw RNA2的 5I端 ORF编码 21kD的病毒外壳蛋白(cP)(罔 I)。外壳蛋白顺反子“一 

个琥珀密码子终止。该终止密码子能被翻译核糖体以约 1／1 O的机率进行抑制 一旦发生通读 

就产生一个75kD的蛋白(P75)。P75N端具有外壳蛋白的序列，外壳蛋白终止密码子之后的其 

它部分不能明显地进行独 的表达[~3--24：。 
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利用免疫金电镜技术鉴定出BNYVV粒子表面有三个不同的单抗结合位点。其中一个单 

抗 与整个病毒粒子上的抗 原决 定簇起反应，而 另外两个单抗只与粒子两端的决定簇 起反 

应[置]。Koeni8等 利用单克隆抗体，通过 ELISA和 Western印迹鉴定出 BNYVV病毒粒子上的 

5种不同的抗原决定簇．抗原决定簇 1、2和 5对 SDS不稳定，而抗原决定簇 3和 d却对 SDS稳 

定。Commandeur等[川进一步将 5种对 SDS稳定的抗原决定簇在BNYVV外壳蛋白上进行了定 

位 ，结果证明决定簇 1位于氨基酸 1和 7之问，即CP的N端 ·决定簇 3、6和 7分别位于氨基酸 

37—59、1l5—125和 125—140之I可·决定簇 d位于cP的 C端(183—188之阿)。 

序列分析的结果表明，我国的BNY'VV内蒙分离物外壳蛋白基因的核苷酸序列与法国的 

F13分离物的同源性为 96．7 ，由此序列推导的氨基酸同源性为 98．4 脚]。 

3．2．2 三联基 因区 (The Tri~e Block) 

P75 ORF之后是三个紧挨着的分别编码 42kD，13kD和 15kD多肤的三个顺反子 ，被称为 

三联基因区 (图 1)．P42具有一个三磷酸核苷结合位点和与螺旋酶相关的结构。P13高度琉 

水，其 N端和C端琉水结构域的长度根适合于跨过细胞膜。琉水结构棱一个很亲水的片段分 

隔开 ，该片段含有一个 GXY(R／K)U~3(T／S)(R／K)的序列，其意义尚不清楚 ，但它在真菌传杆 

状病毒组所有成员中是严格保守的。利用免疫化学技术在昆诺藜受感染的组织里检测到了 

P42和P13，它们几乎只与富含膜的亚细胞组份相关联 ]。 

3．2．3 Pl 4 

PI 4由RNA2的 ORF6编码(图 1)。在受侵染组织的可溶性亚细胞部分 ，甩血清学方法可 

以检测到 PI 4。PI 4富含半胱氨酸 ，有几个可能的锌指(Zn—finger)结构 ，在体外与 Zn2+具有亲 

合性．这些特点证明 Pl d具有核酸结合活性[z ． 

BNYVV P1 4由一个小的亚基因组 RNA表达产生，这个亚基因组RNA在受侵染的叶组织 

的RNA提取物中已被检测出来。它的5 端位于Pl 4起始密码子上游的5Ints处。可能引起P42 

和 PI3合成的亚基因组 RNAs也已被检测到[酉_． 

3．2．4 RNA2基因产物的功能 

3．2．4．1 三联基因区 蛋白的功能 

在 三联基因区 中产生突变的 RNA2转录体在原生质体里能进行复靠j，在叶片 卜却不能。 

所以 三联基因区 蛋白参与细胞到细胞的移动。 

带有不同突变的 Pll转录体在昆诺藜 具有侵染性 ，但枯斑中的病毒数量明显地 比野生 

型减少[柚]．这可能是由于：(1)P14上的突变可能破坏了RNA2复靠j中参与顺式作用的序列。 

(2)P14起反式作用调节RI~．A2的复制或基因功能。 

3．2．4·2 P75与病毒的装配 

P75通读蛋白参与病毒的装配．BNYVV分离物在叶片上不断转接过程中自然产生的P75 

通读结构域里的突变并不干扰病毒对叶部的侵染或外壳蛋白在受侵叶片上的合成 ，却抑制病 

毒粒子的形成[11]。病毒cDNA在体外进行缺失突变造成转录体突变后也得到了相似的结 

果 ]。干扰包装的突变是一个位于外壳蛋白终止子下游约350nts处短的缺失(109nts)(AM1 

突变体，见图 1)．P75在提纯的病毒中不能被灵敏的血清方法检测到，一个可能的解释是；P75 

对于病毒的装配起始是必需的。装配起始是在包装过程中可以进行精细调控的唯一步骤．P75 

分子问的蛋白一蛋白相互作用导致一个多聚体形成 ，在功能
．  类似于TMV的盘状聚集 ，特异地 
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与病毒RNA相结合并起始装配．通读结构域可能由棱蛋白螺旋中突出并在病毒提纯过程中对 

蛋白质水解敏瘟。另外，P75和组装的粒子之问的结合是不稳定的(可以在病毒提纯过程中丢 

失)或是暂时的[1 。 

3．2．4．3 P75与介体传播 

P75对于 孙 Yw 通过 印 6幽P传播也是必需的．包含在 PTS C端的序列结构域在游 

动孢子和体眠孢子传播中起关键的作用m]． 

传播缺陷型的RNA2a和RNA~o缺失突变株产生病毒粒子．但电镜观察发现这些飘粒比 

野生型病毒粒子要长得多[。_．这可能表明P75 c端部分的缺失改变了病毒装配的机制或病毒 

粒子的特性(比如，导茸病毒粒子首尾相连的聚集作用的增加)。含有 RNA~t和 RNA2b的 

m Yw 分离物比野生型病毒在 Baa — r 一|：产生系统症状稍慢 ．而且在接种的根部里的 

病毒含量也稍低【3】]． 

3．3 RNA3、RNA4和 RNA5 

mn|vv RNA3、RNA4和 RNA5具有长的ORF，分别编码25kD、31kD和 19kD的多肚。采用 

血清学方法 在病毒侵染的昆诺藜叶片的提取物中检测到了 P25和 P31[ ．在病毒侵染过程 

中，由RNA3的 3，端部分产生一条 600nts的亚基因组 RNA(RNA一3Sub，图 1)。在受侵染的叶片 

和根部提取物的总 RNA中已检测到它的存在 ，但它并不包被到病毒粒子中[轱]。 

3．3．1 小 RNA对于叶部症状的影响 

尽管对叶部的侵染不需要小 RNAs，但 RNA3对叶部症状 的影响却很 明显。没有 RNA3 

时 ．BNw V侵染蕃育或昆诺藜产生很傲弱的病斑 ，形成轻微的褪绿斑(CS症状)或轻微的同心 

环(CR症状)【3_32_。含有全长RNA3的BNYVV分离物却产生严重褪绿的黄色枯斑(YS症状)， 

全长 RNA3的存在也常常和系统寄主 ． 上产生严重症状相关【 ]。 

用 RNA3转录体进行的体外突变试验表 明，YS症状表型需要最长的 RNA3基因产物P25 

的表达，编码P4、6的区域的缺失不影响症状的表现。含有RNA3内部缺失的m Yw 分离物 

引起严重的环死枯斑(NS症状)[ ”。NS症状是由一个内部 ORF-ORF N(图 1)的表达Sf起的。 

ORF N在全长的RNA3上不起作用，但通过缺失而产生翻译激活，ORF N在靠近 5，端具有位 

置效应[3I]。 

3-3．2 小 RNSs对真菌传毒的影响 

RNA3和 RNA4(有时还有 RNA5)在田问 BNYVV分离物中总是存在的这一事实表明 ，这 

些小 RNAs对于病毒在田问的生存是必需的。RNA4的存在与真菌有效传播病毒相关。如果接 

种物中同时还存在 RNA3或 RNA5，传播效率比RNA3或 RNA5单独接种时的效率明显要高 ， 

三者同时存在时尤其有效。所以RNA3或RNA5与RNA4问有协同作用。在没有 RNA4时，含 

有RNA3的分离物比不含RNA3的分离物的传播效率高．用不同小 RNA组分的BNYVV分离 

物接种甜菜根的试验表明，RNA3的存在显著地增加病毒在根部的积累[ “。所以．RNA4是真 

菌传毒的最初决定因子 ，RNA3只是在初侵染后对病毒增殖产生影响。 

3．3．3 小 RNAs对根部症状的影响 

含有 RNA3的分离物接种甜菜幼苗根部可以造成高感甜菜品种主根的重量下降 95 。用 

不舍小RNAs或 只含有 RNA4的病毒分离物接种时，只造成轻微的产量下降。RNA3造成主根 

根重下降的同时，还造成侧根变褐、变脆[ 。同时含有RNA3和RNA4的病毒分离物引起甜菜 
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含糖量和根重的下降最严重 ，这表明 RNA4的存在加重了症状[“]。古有 RNA4和 RNA5的分 

离物比只古有RNA4的分离物更容易被真菌传播，同时 I起根重和舍糖量的显著下降 所以 

RNA4和 RNA5也影响根部症状的严重度。 

尽管 RNA4和 RNA5对根部症状的影响相似，但 RNA5的毒性可能更大，因为它有利于病 

毒系统地侵染根系。分离物中 RNA5的存在有时可以 I起对 B．n~c'roearpa的系统侵染 ，而 

RNA4则不能叫。 

综上所述 ，RNA3在甜菜丛根病症状的显现上是作为一个首要的决定因子。根部病毒滴度 

的大量增加与 RNA3的存在相关 ，RNA3能够促进病毒在根 系内的扩展 

I~NA3和 I~NA4及 RNA4、RNA5之间对症状的发展具育协同作用，而 RNA3和 RNA5之 

问则没育这种作用。小 RNAs通过不同的途径促进病毒对根系的侵染 含有RN 的分离物能 

有效地通过甜菜多粘菌对植株进行再侵染 ，而 舍肓 RNA3和少量 RNA5的分离物则显示出 由 

初侵染和再侵染位点进行系统扩展的能力[3 。异常的须根增生和病毒在根部的有效繁殖与全 

长的 RNA3的存在紧密相关[“] 

1 分子生物学研究成果在病害防治中的应用 

人们正在试图将 BNw V分子生物学研究的成果应甩于防治由BNYw 引起的甜菜丛根 

病。首选是利甩 BNYw 的部分基因生产抗甜菜丛根病的甜菜品种。Kallerhoff等[”：通过农杆 

菌介导法将 BNYW  CP基因转到甜菜原生质体中并得到 了表达 ，转基因的原生质体对BNYVV 

具有明显的抗性。Ehlers等[ 将 BNYVVCP基因转到甜菜组织中并在发状根中检{毋l出了 5— 

20rigCP／~8总蛋白的表达 。我们巳获得了转 BNYVV CP基因的甜菜植株[ !，这些转基因植株 

对 BNYW 的抗性还有待作进一步的鉴定。BNYw  54一kD非结构 蛋白基因也被克隆和转 

化哺]。其次 ，Tamada等[‘0]将甜菜幼苗预先接种上含有内部产生缺失的 RNA3的 BNYw 突变 

株后再移到病田，这些植株比对照植株的丛根病症状轻、产量高 这表明通过筛选 RNA3内部 

产生敞失的BNYW 突变株或不含RNA3的BNYVV分离物来接种甜菜幼苗，可以防治甜菜丛 

根病。随着对BNYVV分子生物学研究的不断深入，人们将开辟更有效的防治甜菜丛根病的新 

途径。 
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