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摘要: 芜菁花叶病毒( Turnip mosaic virus，TuMV) 危害范围广，变异快，对其序列进行分析，能对病毒的演变与进

化有深入的了解，为抗病育种打下基础。P3 蛋白是 TuMV 高度容易变异的蛋白之一，包含一个对 Brassica 属和

Raphanus 属不同宿主侵染能力的决定因子，决定了宿主范围。笔者分别从北京感病的萝卜和甘蓝上分离得到

4 个 TuMV 分离物 BJ － R01 和 BJ － B01、BJ － B02、BJB03。利用 RT － PCR 克隆了这 4 个分离物的 P3 基因，测定

了它们的核苷酸序列，并进行了序列分析。结果表明，4 个分离物的 P3 基因均为 1 065 个碱基，编码 355 个氨

基酸。4 个分离物 P3 基因的同源性较高，核苷酸序列同源性在 92． 6% ～99． 3%，氨基酸同源性在 93． 5% ～99． 7%。
根据系统进化树分析，4 个 TuMV 分离物均属于 world － B 组。经对宿主的致病性鉴定，4 个 TuMV 分离物均为

BR 致病型。4 个 TuMV 分离物对 Brassica 属植物均表现出强致病性，但对 Raphanus 属植物致病性显现出明显

的差异。
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Abstract: Turnip mosaic virus ( TuMV) is a widely harmful and variable potyvirus． Analysis on the se-
quence of the virus is helpful to understand its evolution，and is the foundation for the virus resistance breed-
ing． P3 protein is one of the most highly variable proteins of TuMV，which contains a key determinant of its a-
bility to infect hosts in different genera，Brassica ( B) and /or not Raphanus ( R) ． Four TuMV isolates ( BJ －
R01，BJ － B01，BJ － B02 and BJB03) were collected from the Raphanus and Brassica crops in Beijing，and
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the P3 gene were cloned from these isolates respectively． All the four P3 genes are 1 065 bp long，encoding
355 amino acids，and highly homologous． They share identities of 92． 6% ～99． 3% and 93． 5% ～99． 7% at
nucleotide and amino acid respectively． The result of phylogenic analysis shows that these four isolates belong
to TuMV world － B group． The pathogenic analysis reveals that all the four isolates belong to BR pathogenic
type． They all have strong symptomatology to the Brassica，but show apparent difference to the Raphanus．

Key words: TuMV; P3 gene; cloning; sequence analysis

芜菁花叶病毒( Turnip mosaic virus，TuMV) 属马铃薯 Y 病毒科( Potyviridae) 、马铃薯 Y 病毒属( Poty-
virus) 。TuMV 寄主范围十分广泛，能够侵染 43 科 156 属 318 种植物［1 － 2］。在田间主要危害十字花科等

作物，为仅次于黄瓜花叶病毒( CMV) 侵染大田蔬菜作物最重要的病毒［3］。受 TuMV 侵染的植株初期表

现花叶、明脉、皱缩，后期出现畸形、矮化、生育期推迟等现象［4］。植株感染 TuMV 后体内会出现一系列

生理生化及细胞超微结构的变化，对叶绿素含量、光合速率、希尔反应( Hill reaction) 活性均有影响，引

起代谢紊乱，进而影响植物生长［5 － 7］。
TuMV 具有广泛的变异类型，国内外在 TuMV 株系化分和致病型鉴定方面进行了大量的研究。最

初是根据寄主受害症状或寄主范围等生物学性状进行的划分［8］。随着现代分子生物技术的高速发展，

核酸序列分析和同源性比较已大量应用于 TuMV 株系划分的研究。Ohshima 等［9 － 14］先将 TuMV 依对宿

主的侵染性划分为两个致病型，即只侵染芸薹属( Brassica) 的 B 型及同时侵染芸薹和萝卜属( Rapha-
nus) 的 BR 型。然后依据分子进化分析又细分为四个亚型: basal – B 组、basal – BR 组、Asia – BR 组

和 World － B 组［9 － 10］。basal – B 组都易变异，不是单起源的，并且都是来自欧亚大陆的西南和中部的

芸苔分离物或非芸苔属分离物; basal – BR 组也易变异，是单起源的; Asia – BR 组分离物变异少，其中

大多数来自东亚，特别是日本，寄主大多是萝卜; World － B 组来自各大陆，大部分是来自芸苔属的 B 致

病型。Ohshima 等［9］认为 TuMV 可能就象其芸薹属宿主一样起源于欧洲，然后传播到世界各地，近来在

东亚进化出 BR 致病型。但随着 TuMV 基因组序列的不断发现，最近在日本和中国也发现了 TuMV 的

basal – BR 株系［15 － 16］。
TuMV 核酸为单链正义 RNA，约 10 kb。TuMV 基因组 RNA 的 5'末端相连一个帽状病毒编码的 VPg

蛋白，3'末端由不同长度的 polyA 的尾巴组成，编码区为单一开放阅读框( ORF) 。ORF 可表达产生一个

多聚蛋白前体，包含 10 种蛋白，其中 P3 蛋白序列高度易变异。P3 蛋白是 TuMV 侵染过程的一个重要

决定因子，不仅影响病毒的积累，而且影响病毒在细胞内的长距离移动，其对寄主范围起决定性作用，即

决定对芸薹属和( 或) 萝卜属的侵染［17］。TuMV P3 蛋白的 C 端与病毒的致病性和侵染力有关［18］。最近

Chung 等［19］利用生物信息学技术，在 P3 蛋白的编码区发现一个本质的重叠基因 pipo。pipo 蛋白以 + 2
阅读框翻译，并被发现在马铃薯 Y 病毒家族中普遍存在; 在不改变 TuMV 氨基酸序列的情况下，pipo 基

因的碱基置换突变将导致 TuMV 失活。
对 TuMV 序列进行分析，能对其演变与进化有深入的了解，为抗病育种打下基础。GenBank 中登录

的 TuMV 序列多数集中在 CP 基因，TuMV 中国分离物序列相对缺乏，尤其是中国分离物含 P3 基因的序

列更少。为了能够对地方 TuMV 株系进行系统分析，本研究对北京地区来源于萝卜和甘蓝的 4 个 TuMV
分离物的 P3 基因进行了克隆，并对其序列和分离物对宿主的侵染性进行了分析。

1 材料与方法

1． 1 病毒分离物

2010 年 10 月，在北京西郊田间呈现花叶症状的萝卜上采得 TuMV 分离物 1 份，命名 BJ － R01; 甘蓝

分离物 3 份，命名 BJ － B01、BJ － B02 和 BJ － B03。
1． 2 酶与试剂

Trizol 和 superscriptTMⅢ RT 购自 invitrogen 公司，TransStart Fastpfu DNA Polymerase 购自 Transgen
Biotech 公司。Gel Extraction Kit 和 Plasmid Mini Kit 购自 CWBI 公司，dATP、T4DNA Ligase 和 pGEM － T
Easy 载体均为 Promega 公司产品，DH5α为本实验室保存。
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a: A 片段 PCR 扩增结果，b: B 片段 PCR 扩增结果; M: 1 kbPlus DNA Marker; 1: 空白对照; 2 － 5: 依次为 TuMV 分

离物 BJ － R01，BJ － B01，BJ － B02，BJ － B03。
a: PCR results of A fragments． b: PCR results of B fragments; M． 1 kbPlus DNA Marker; 1． Negative control; 2 － 5:

BJ － R01，BJ － B01，BJ － B02，BJ － B03．
图 1 RT － PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳检测

Fig． 1 Agarose gel electrophoesis of RT － PCR products

1． 3 目的基因扩增

根据 GenBank 登录的 TuMV 全基因组序列，分别于 Hc － Pro、P3、6K1 中选取保守区段设计 2 对引

物，扩增出 A( 1． 8 kb) 和 B( 1． 2 kb) 两片段，P3 位于其中，两片段叠加部分为 211 bp。A 片段引物为:

AF 5' － GCGGAAAGATAACCTGCCCTGACT － 3'和 AR 5' － CGCTGTATCTGCCGCCTAAATC － 3'。B 片段

引物为: BF 5' － TCGGAGCTTGCGGATGGTGGAT －3'和 BR 5' － CGGCGCCTGCGACAACTGCT －3'。
用 Trizol 法，从萝卜、甘蓝的病叶上直接提取其总 RNA。以提取的总 RNA 为模板，用 superscriptTM

Ⅲ RT 反转录成 cDNA，－ 20 ℃ 保存备用。以反转录产物为模板，用高保真酶 TransStart Fastpfu DNA
Polymerase 进行 PCR 扩增。扩增条件为: 95 ℃预变性 1 min，95 ℃变性 20 s，46 ℃退火 20 s，72 ℃延伸

1 min，共 35 循环，最后 72 ℃延伸 7 min。
1． 4 扩增产物的克隆和序列测定

PCR 产物经电泳、凝胶回收，并末尾加 A。PCR 产物加 A 步骤如下: PCR 产物16． 6 μL，dATP 0． 4 μL，10
× Easy Taq DNA polymerase buffer 2 μL，Easy Taq DNA polymerase 1 μL，总体积 20 μL，72 ℃ 30 min。
PCR 产物加 A 后，分别连接到 pGEM － T easy 载体上。连接产物转化大肠杆菌菌株 DH5α。提取重组质

粒，通过 PCR 扩增和酶切验证筛选阳性克隆。重组质粒序列测定由上海生工公司完成。为了避免因

PCR 扩增和序列分析过程中产生的差异，每个分离物选 3 个重组子进行序列测定，比较后确定其核苷酸序列。
1． 5 TuMV P3 基因序列的确定和分析

利用 DNASTAR 软件将测序所得片段拼接，与 GenBank 已知 P3 基因序列相比较，确定本研究所获

得的 P3 基因。在所获得序列的基础上，进行核苷酸序列和氨基酸序列比较分析，用 MEGA4 软件构建

系统进化树。
1． 6 宿主致病性鉴定

采用常规摩擦接种方法，将所获得的 TuMV 分离物分别接种于芸薹属四月慢油菜和萝卜属汉白王

萝卜上。网罩隔离，接种约 20 d 后调查发病情况。

2 结果与分析

2． 1 P3 基因的扩增与确定

以所提取的 4 个 TuMV 分离物的总 RNA 为模板，反转录成 cDNA。分别用 A 和 B 两对引物，以高

保真 DNA 聚合酶扩增。取 5 μL 扩增后的产物在 10 g /L 的凝胶上进行电泳检测，电泳结果如图所示

( 图 1) 。在凝胶中扩增产物 A 和 B 分别呈现分子量约为 1． 8 kb 和 1． 2 kb 的条带，没有其它非特异性

条带产生，符合预期结果。A、B 片段经纯化，末端加 A，与 pGEM － T Easy 载体连接后测序。测序结果

经 GenBank 的 BLAST 分析，确认为 TuMV。经 DNASTAR 软件拼接，拼接后为 2 824 bp。序列对比显示
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表 1 P3 基因同源性比较

Tab． 1 The identities of P3 genes %

分离物 Isolate BJ － R01 BJ － B03 BJ － B01 BJ － B02

核苷酸 BJ － R01 92． 6 92． 9 92． 8

Nucleotide BJ － B03 99． 2 99． 2

BJ － B01 99． 3

BJ － B02

氨基酸 BJ － R01 93． 5 93． 5 93． 8

Amino Acide BJ － B03 99． 4 99． 7

BJ － B01 99． 7

BJ － B02

所扩增的 4 个 TuMV 分离物的 A + B 片段间存在差异，为 4 个独立的 TuMV 毒株。经与 GenBank 已知

P3 基因序列相比较，确定所测 TuMV 毒株的 P3 基因，P3 位于 A + B 片段的 1 223 ～ 2 287 之间。BLAST
的结果显示所获得的 4 个 TuMV 为新毒株。
2． 2 所获 TuMV P3 基因的同源性比较

经分 析，4 个 TuMV 分

离 物 的 P3 基 因 均 为

1 065 bp，编 码 355 个 氨 基

酸。经 DNASTAR 软 件 分

析，4 个 P3 基因的核苷酸同

源性为 92． 6% ～99． 3%，氨基

酸同源性为 93． 5% ～ 99． 7%
( 表 1) 。3 个甘蓝上得到的

分离物同源性非常高。推测

可能是来自同一毒源的不同

变异株。而从萝卜上得到的

分离物与 3 个从甘蓝上的分

离物无论是核酸水平还是氨基酸水平上同源性都存在一定差异，可能来自稍远的分枝。
2． 3 系统进化树分析

根据已发表的 TuMV 分型文献［11，15，17］，从 GenBank 中选取 19 个有代表性，分别来源于不同国
表 2 构建系统进化树的分离物

Tab． 2 Turnip mosaic virus isolates used for phylogenetic analysis

分离物

Isolate
宿主

Original host
国家

Country
采集年份

Year of collection
致病型

Strain
文献与 GenBank 登录号

Reference accession no．

Al Alliaria officinalis 意大利 1968 B ［11］; AB093598
A64 Anemone coronaria 意大利 1991 B ［11］; AB093599
St48 Limonium sinuatum 意大利 1993 B ［11］; AB093596

CP845J Calendula officinalis 日本 1997 BR ［11］; AB093614
TANX2 Raphanus sativus 中国山东 2007 BR ［15］; EU734433
WFLB06 Raphanus sativus 中国山东 2006 BR ［15］; EU734434

59J Raphanus sativus 日本 1996 BR ［11］; AB093620
HRD Raphanus sativus 中国浙江 1998 BR ［11］; AB093627
KD32J Raphanus sativus 日本 1998 BR ［11］; AB093621
SGD311J Raphanus sativus 日本 1998 BR ［11］; AB093619

2J Brassica pekinensis 日本 1994 BR ［11］; AB093622
Bj － B01 Brassica oleracea 中国北京 2010 BR 本文

Bj － B02 Brassica oleracea 中国北京 2010 BR 本文

Bj － B03 Brassica oleracea 中国北京 2010 BR 本文

Bj － R01 Raphanus sativus 中国北京 2010 BR 本文

CZE1 Brassica oleracea 捷克 1994 B ［11］; AB093608
DMJ Raphanus sativus 日本 1996 BR ［11］; AB093623
Ka1J Brassica pekinensis 日本 1994 BR ［11］; AB093624
NZ290 Brassica pekinensis 新西兰 1998 B ［11］; AB093612

PV376 － Br Brassica napus 德国 1970 B ［11］; AB093604
RUS2 Brassica napus 俄罗斯 Not known B ［11］; AB093607

TU － 2R1 Raphanus sativus 日本 Not known BR ［17］; AB105135
USA1 Brassica oleracea 美国 1993 B ［11］; AB093609
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图 2 根据 P3 基因核苷酸序列所得的亲缘关系树

Fig． 2 The phylogenetic tree of TuMV isolates based on P3 gene sequences

家，收集自不同寄主，并已经确认致病型的 TuMV 分离物( 表 2) 。从中选出 P3 基因序列，利用 MEGA4
软件，与新获得的 4 个 TuMV 分离物的 P3 基因共同构建系统进化树比较。系统进化树表明( 图 2) ，根

据 P3 基因核苷酸序列的差异，23 个 TuMV 分离物可划分为 4 个组; 本次收集的 4 个分离物属于 Word －
B 组。本研究所选择用于建树参考的 19 个 TuMV 分离物，之前曾有根据全基因组序列以及部分基因序

列进行分组结果的报道［10 － 11］。这次笔者依据 P3 基因进行分组的结果与以前的结果一致。可见依据

P3 基因对 TuMV 分离物进行分组也是可行的。

2． 4 分离物的致病型分析

温室人工摩擦接种后 20 d，4 个分离物均对四月慢有较强的侵染性，表现出叶片皱缩、花叶; 而对汉

白王萝卜则表现出不同的致病力。源自萝卜的分离物 BJ － R01 对汉白王萝卜的侵染最为明显，表现出

十分明显的花叶症状。而 3 个源自甘蓝的分离物对汉白王萝卜的侵染能力有限，前期表现出极轻微的

明脉，与没接种的对照几乎无法区分; 到约 50 d 后花叶逐渐明显，但症状与 BJ － R01 仍有显著的差距。
为了确定病毒是否存在，笔者选取非接种叶提取总 RNA。经 PT － PCR 检测，4 个分离物接种的汉白王

萝卜上均能检测到 TuMV 的存在，只是在量上存在差异。由此可以确定，这次所分离到的 4 个 TuMV 分

离物均为 BR 致病型。

3 讨 论

TuMV 分组研究以前所利用的核酸序列除了用全基因组序列外［10 － 11］、还曾用 R12 区［11］、CP 基

因［20 － 21］、3'UTR 区段［22］、Hc － Pro 基因［23］、P1 + CP［19］、P1 + Ct － CI + 6K2 + VPg + NIa － Pro + CP［14］等。
因 TuMV 的 CP 基因变异少，相对保守，在实际分组应用中使用次数最多。在马铃薯 Y 病毒的蛋白中，

P3 蛋白是高度容易变异的蛋白之一，P3 蛋白还对寄主范围起决定性作用［24］。P3 核酸序是否适用于

TuMV 分组研究，以前未见报到。本研究利用 P3 核酸序进行 TuMV 分组结果与以前的结果一致，说明

利用 P3 核酸序进行 TuMV 分组也是切实可行的。由此可以推测 TuMV 从远古到现在的进化过程中，一

些关键性位点的变异在分组所用过的基因中普遍存在，且很早就发生了突变。这些位点对 TuMV 的分

组起到了决定性的作用。尽管 P1 和 P3 蛋白容易变异，但后期的这些突变对分组的影响不大。之前的

文献关于北京 TuMV 株系的报道，只有采自萝卜分离物的 Asian － BR 型［11，16］。在河北、山东、浙江

TuMV 除了有的 world － B 和 Asian － BR 型外，还发现有 basal － BR 型［15 － 16］。Ohshima 等［9］ 最初将

TuMV 分组时，World － B 组来自各大陆，大部分是芸苔属的 B 致病型，少数为 BR 致病型; 推测 BR 型是

由 B 型进化的结果。笔者这次在北京从甘蓝和萝卜上所获得的 4 个 TuMV 分离物均属于 world － B 组，
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BR 致病型，是对北京地区所发现 TuMV 类型的补充。
这次所获得的 4 个从甘蓝和萝卜上分离物对 Brassica 属的四月慢均表现出强致病性，而对 Rapha-

nus 属的汉白王萝卜致病性显现出明显的差异。源自甘蓝的 3 个分离物采于同一片地块中，虽然同源

性非常高，但仍存在差异。这 3 个分离物可能来自同一毒株，在适应环境过程中，个别位点发生不同的

突变。这点更证明了 TuMV 是高度容易变异的病毒。
据文献报道［17］，P3 蛋白在 TuMV 生活史中扮演重要的角色，包含一个侵染不同属宿主能力的决定

因子，决定了宿主范围。TuMV 的 P3 区还与病毒对宿主的系统性侵染有关。P3 不但影响病毒的积累，

还影响病毒的扩散效率，特别是长距离的移动。P3 的 C 端在系统性侵染或症状表型上扮有重要的角

色，影响被侵染植物病症的强弱。P3 的突变还能改变侵染宿主的范围［25］。TuMV 原始的 UK1 株系为 B
致病型，当其基因组个别位点发生突变后就以侵染萝卜，其中 P3 的 C 端的 280 位的氨基酸 Met 突变成

Ile，为适应萝卜突变的重要位点。此外，TuMV P3 基因还被报告是自然界中的 TuMV 抗性材料某些抗

性基因抗性丢失的决定因子，影响病毒在显性抗 TuMV 甘蓝型油菜上的致病性［17］。P3 的 153 和 312 氨

基酸残基与恢复对抗性基因 TuRB03 和 TuRB04 的致病性有关［18，26］。高抗 TuMV 的甘蓝型油菜 165 株

系，P3 蛋白的单点突变能诱发接种叶的超敏性反应( 坏疽) ［26］。P3 蛋白在病毒和宿主间扮演着双重角

色: 致病性和被宿主抗性机制所识别［18］。
笔者这次从萝卜上获得的分离物相对 3 个甘蓝分离物，对 Raphanus 属的汉白王萝卜表现出更强的

致病性; 但其 P3 序列与 3 个甘蓝分离物仍有较高的同源性。分析原因，可能是之前文献所报道的北京

TuMV 株系，均为采自萝卜的 Asian － BR 型分离物; 估计是采自萝卜种植均一的地块。笔者这次所采集

的萝卜分离物地块的周围均为 Brassica 属作物( 甘蓝、白菜等) 。这有可能是 TuMV 较近的株系在选择

压下，适应寄主过程中 P3 某些重要位点发生了突变所致。比较 BJ － R01 与 3 个甘蓝分离物的 P3 氨基

酸序列，发现存在 19 个位点不同，其中 13 个在 C 端( 205 － 355) 。可能就是这些位点的差异，造成了对

萝卜致病性的不同。但具体哪个位点为主效位点，仍需进一步深入研究。
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