马铃薯Y病毒属病毒基因功能研究进展
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摘要：马铃薯Y病毒属是植物病毒中最大的属。近年来马铃薯Y病毒属功能基因组学取得了很大进展。本文综述了在病毒系统侵染、蚜虫和种子传毒、症状形成等方面的研究结果。
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Abstract：Potyvirus is the largest genus in plant virus. Great progress has been made on the researches on functional genomics of potyviruses in recent years. Advances on mechanisms of systemic infection, virus transmission by aphids and seed, symptom expression were reviewed in this paper.
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马铃薯Y病毒属（Potyvirus）是植物病毒中最大的属，有大约200种确定和可能的种，能侵染茄科、藜科、豆科、葫芦科等多种植物，并造成重大经济损失。该属病毒的颗粒弯曲线状，无包膜，长约680～900 nm，直径约11～15 nm 。基因组为正义单链RNA，长约10kb，5΄-末端共价结合基因组连接蛋白（viral protein, genome-linked，VPg），3΄-末端为多聚腺苷酸尾。它只包含一个开放阅读框架（ORF），进行表达时先翻译成一个大的多聚蛋白，再通过自身编码的蛋白酶将多聚蛋白加工成有功能的蛋白。

近10年来马铃薯Y病毒属功能基因组学取得了重要进展，对病毒基因功能及与其互作的寄主蛋白都取得了很大进展，尤其是对蚜传、种传、症状形成等问题有了更深入的认识。

1 研究方法

侵染性克隆（infectious cDNA clone， icDNA）的构建和突变技术的应用促进了病毒基因功能的研究。目前已经构建了一些马铃薯Y病毒属病毒的icDNA，如马铃薯Y病毒（Potato virus Y，PVY）、马铃薯A病毒（Potato virus A，PVA）、烟草蚀纹病毒（Tobacco etch virus, TEV）、李痘病毒（Plum pox virus，PPV）、小西葫芦黄花叶病毒（Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV）、芜菁花叶病毒（Turnip mosaic virus，TuMV）和烟草脉斑驳病毒（Tobacco vein motting virus, TVMV）等。这些icDNA，有的是携带T7启动子，需要在体外转录出RNA，RNA具有侵染性可以用于接种植物；有的是在CaMV 35S启动子下游，可以直接用质粒DNA接种，在体内转录产生有侵染性的病毒RNA。如果能将报告基因（如编码GUS的uidA和编码绿色荧光蛋白的gfp等）克隆到icDNA中，使其与病毒蛋白形成融合蛋白，或使其经过酶切后释放出游离的报告蛋白，可以更方便地研究病毒基因的功能和调控表达。

有了病毒的icDNA，我们就可以根据生物学性状不同的病毒分离物的序列差异，或者针对高度保守的结构域可以构建一系列突变体，通过突变体的表现型来研究病毒基因的功能。突变体的构建策略主要有：

1 利用icDNA上的酶切位点可以构建缺失突变体。不足之处是可用的酶切位点少，而且利用这个方法不能明确是哪个氨基酸在起作用。

2 定点突变。最常用的方法是将突变位点设计在引物上，通过PCR将突变引入icDNA。这种方法的缺点是突变体需要测序证实，而且不能研究一个蛋白的所有位点。

3 丙氨酸扫描。在带电残基上引入一个或几个丙氨酸，观察这些改变对蛋白功能的影响。

4 构建嵌合体病毒。一种病毒功能片段的部分序列可以被另外一种病毒的相应部位所取代，构建成重组杂合体病毒，以分析研究病毒基因的功能。这个方法的缺点也是可用的酶切位点少。

5 插入突变。在一个蛋白内插入几个不影响阅读框架的核苷酸（in-frame insertion）后观察突变体的表现型，或者是用转座子插入的方式研究病毒基因组或蛋白的功能。

2 马铃薯Y病毒属病毒基因的功能

马铃薯Y病毒属病毒编码的多聚蛋白经过酶切得到以下蛋白:第一蛋白（first protein，P1），辅助成分－蛋白酶（helper component- proteinase，HC-Pro），第三蛋白（third protein, P3），第一个6K蛋白（6K1），圆柱状内含体蛋白（cylindrical protein，CI），第二个6K蛋白（6K2），核内含体蛋白a（Nuclear Inclusion body ΄a΄ protein, NIa；现在一般把NIa看作是VPg和NIa-Pro两个蛋白），核内含体蛋白b（Nuclear Inclusion body ΄b΄ protein, NIb），外壳蛋白（coat protein，CP）[1, 2]。其主要功能见表1。

表1马铃薯Y病毒属病毒所编码蛋白的主要功能[2, 3]

Table 1 Functions of proteins encoded by potyviruses[2, 3]
	基因产物
	氨基酸序列特征
	功能

	P1（32-62K）
	与胰蛋白酶类似，具有典型的丝氨酸蛋白酶的特征
	多聚蛋白加工(蛋白酶)；影响基因组复制；症状表达；序列特异基因沉默的辅助因子

	HC-Pro（56-58K）
	类似木瓜蛋白酶的半胱氨酸蛋白酶，C-末端自动裂解
	基因组扩增；自身互作；系统移动；抑制基因沉默；蚜虫传毒；细胞间及长距离运输；协生和症状表达；种传

	P3（37K）
	与豇豆花叶病毒的32K蛋白具有相似性
	影响基因组复制；多聚蛋白加工；Rsv1介导的致死性系统过敏反应的激发子[4] 

	6K1
	具疏水氨基酸序列
	与膜结合，参与复制；PSbMV中决定无毒性

	CI（70K）
	核苷酸结合基序，与解旋酶具有相似性
	细胞间运动；复制(RNA解旋酶)；症状产生

	6K2
	具疏水氨基酸序列
	具膜结合功能，参与复制；系统移动

	VPg（NIa 49K）
	
	基因组扩增；细胞间移动和长距离移动；与真核翻译起始因子eIF4E和eIF(iso)4E互作[5, 6]

	NIa-Pro
	具有核定位信号和典型的丝氨酸蛋白酶的氨基酸
	蛋白酶，以顺式及反式方式起作用；结合RNA；Rym介导抗性的激发子；Dnase活性[7]

	NIb（58K） 
	具有核定位信号和依赖于RNA的RNA聚合酶基序
	依赖于RNA的RNA聚合酶，参与病毒基因组的扩增

	CP（28-40K）
	(I/V)DAG序列
	RNA衣壳化；细胞间及长距离运输；蚜虫传播；基因组扩增


3 病毒的系统侵染

病毒通过伤口或蚜虫取食进入寄主植物细胞后，首先要进行基因组的复制和基因的表达，然后通过胞间连丝移动到其它细胞，再经维管组织移动到其它部位，形成系统侵染。

3.1 基因组复制

在植物细胞内，病毒基因组RNA经过病毒脱壳而释放，在与细胞膜紧密联系的细胞质内翻译出各种蛋白。负链RNA分子的产生是通过RdRp（NIb）对正链RNA分子3΄-末端的识别来介导的，这个过程需要3΄-NTR有特异的二级结构。一旦负链RNA合成了，在RdRp的作用下以负单链RNA为模板得到正单链的基因组RNA。几乎所有的蛋白和非翻译区都参与这一过程[2, 8-9]（Haldeman-Cahill等，1998；Daròs等，1999）。VPg是翻译的引物，作为翻译起始因子复合体的装配位点[5]。5΄-NTR是翻译的增强子（Niepel等，1999）。

3.2  病毒移动

通过突变分析、超微观察、显微注射等方法证实CP、HC-Pro、CI、VPg等均影响病毒的细胞间移动（Rojas，1997；Carrington，1998；Masuta，1999）。CP、CI总是在靠近胞间连丝开口处的质膜上。通过圆柱形内含体的中央和胞间连丝有一连续的通道，这一通道中含有CP。CI通过自身在细胞内的结构（细胞质内含体）指导病毒移动复合体在细胞内的转移，调整病毒复合体的位置使其进入胞间连丝，进而进入邻近细胞。CI在病毒复合体通过胞间连丝转移时的作用是瞬间的。

病毒的长距离移动包括从叶肉细胞开始，通过维管束鞘细胞、韧皮部薄壁细胞、伴胞细胞进入韧皮部筛管分子，在韧皮部随同化产物被动转移，最后在另一个部位建立新的侵染点。病毒是沿着光合产物转运的源-库途径进行转移的。从接种叶到韧皮部的转运速度比较慢，而到幼嫩分生组织的转运速度非常快。

以前的研究证明CP、HC-Pro和VPg等蛋白与马铃薯Y病毒属病毒的长距离移动有关[9]（Rojas，1997；Carrington，1998）。现在的研究发现6K2也影响病毒的系统侵染，而且6K2在系统移动中的作用是寄主专化的[10]。

病毒在植物体内的移动需要寄主成分的辅助。一种富含半胱氨酸的植物蛋白（Potyvirus VPg-interacting protein，PVIP）是支持本属病毒在植株体内移动的辅助因子[11]，能够通过与VPg的互作促进病毒在植物内的移动。TuMV VPg的第12位氨基酸突变后，减少了细胞到细胞间移动和系统长距离移动，因而也影响系统症状的产生。

病毒移动蛋白被寄主蛋白激酶磷酸化后能调控病毒的细胞间移动。烟草和一种野生马铃薯的蛋白激酶识别VPg的能力与PVA在这两种寄主内移动和积累能力不同一致。蛋白激酶CK2能使PVA CP第242位的Thr发生磷酸化，该位点的突变影响病毒的胞间移动和长距离移动[12]。
3.3 病毒的传播

3.3.1 蚜虫传播

绝大多数马铃薯Y病毒属病毒可由蚜虫以非持久性方式传播。关于HC-Pro在蚜虫传毒过程中的作用研究较多。对于大多数potyviruses而言，CP上参与蚜虫传播的基序是Asp-Ala-Gly（DAG；Lopez-Moya等认为DAG前后的序列也很关键），HC-Pro上参与蚜虫传播的基序是Pro-Thr-Lys（PTK）和Lys-Ile-Thr-Cys（KITC）。国际上关于HC-Pro 在蚜虫传毒过程中的作用机制，曾有两种假说：一种假说认为HC-Pro直接起作用，它在病毒和蚜虫口针之间起桥梁的作用；另一种假说认为HC-Pro间接起作用，它使病毒外壳蛋白的构象发生变化，暴露出与蚜虫口针结合的基序而结合到蚜虫口针上。

Blanc等（1997）和Peng等（1998）用protein blotting-overlay分析（也称Far western）提供了HC-Pro与CP互作的直接证据。前者在体外证明TVMV HC-Pro可以和病毒粒子结合，后者证明与病毒粒子结合的是HC-Pro的PTK基序。后来的实验又进一步证实与蚜虫口针内的病毒附着位点结合的HC-Pro的KITC基序（Wang等，1998）。我们用FITC标记的抗体证明玉米矮花叶病毒（根据核苷酸和氨基酸序列比较的结果，现在称为甘蔗花叶病毒）HC-Pro能直接与麦二叉蚜的口针直接结合； 而病毒粒子不能与麦二叉蚜的口针直接结合，只能在HC-Pro的辅助下才能结合到蚜虫口针上。同时在体外证明了HC-Pro可与MDMV结合，也可直接与麦二叉蚜口针内一种分子量约为56 kD的蛋白互作[13, 14]。这些结果都表明HC-Pro在蚜虫传毒过程中一端连接病毒粒子，一端连接蚜虫口针，起桥梁作用。

3.3.2 种子传播

现在已经知道本属有14种病毒可以通过种子传播：菜豆普通花叶病毒（BCMV），菜豆黄色花叶病毒（BYMV）, 豇豆蚜传花叶病毒（CABMV），豇豆绿色镶脉病毒（CGVBV），山蚂蝗花叶病毒（DesMV），瓜尔豆无症病毒（GSLV），莴苣花叶病毒（LMV），洋葱黄花叶病毒（OYMV），豌豆土传花叶病毒（PSbMV），花生斑驳病毒（PeMoV），PPV，PVY，大豆花叶病毒（SMV），向日葵花叶病毒（SuMV）[15]。 

胚侵染是种子传毒的前提。LMV和BCMV都是侵染配子，然后在受精过程中结合导致胚侵染，这称为间接胚侵染。病毒在受精后侵染胚称为直接胚侵染。王道文等以PSbMV和豌豆为材料进行了大量的研究。不同豌豆品种的种子传毒率差异明显。如豌豆品种Vedette的种子传毒率60－80％，而病毒在Progreta上不能种传。受精前PSbMV侵染两个品种的萼片、花瓣、花药、心皮等花部组织, 不侵染胚珠、花粉和珠被。受精后PSbMV直接侵染胚，在胚组织中增殖。在品种Vedette中，PSbMV可到达种皮的珠孔，在早期通过胚柄进入胚。在品种Progreta中病毒对非维管组织的侵染可能被PSbMV的移动或复制封闭，使病毒不能越过母体和后代组织的界限。

PSbMV的5΄-NTR，HC-Pro和CP是影响种子传毒率的主要因素。传播机制可能受多个寄主基因所控制，它们控制或调节PSbMV在非维管组织中传播和繁殖，妨碍病毒在Vedette种籽中的传播。

现在对本属病毒形成系统侵染的遗传基础还不太清楚。最近的2篇文章很有意义： TuMV UK1分离物只侵染白菜，不侵染萝卜，但P1、P3、CI和VPg基因的几个碱基突变后便能系统侵染萝卜[16]。ZYMV CP N-末端的一级结构对于系统侵染似乎并不重要，维持其净电荷为零对于病毒的系统侵染是必需的[17]。

3.4 病害症状形成

目前已经证明本属病毒基因组的不同区域协调作用，共同参与症状的形成[18]。如P1/HC-Pro编码区参与烟草症状的形成、PPV的P3-6K1影响其在克氏烟和豌豆上症状的严重程度、PSbMV NIa和NIb在豌豆症状形成过程中起主要作用、TEV P3编码区的3΄-端，以及另一个含有CI 3΄-端、6K和NIa的5΄-端编码区共同影响Tabasco辣椒萎蔫症状的形成（Revers等，1999）。
P3蛋白在决定TuMV的侵染循环和寄主范围等方面有重要作用[19]。TuMV的一个侵染性克隆（pTuC）在白菜上引起系统退绿和环斑症状，在萝卜上没有系统侵染。另一个侵染性克隆（pTuR1）在白菜上引起轻度的褪绿斑驳，能系统侵染萝卜引起花叶症状。通过交换这两个分离物的基因组片段证明P3-编码区负责TuMV的系统侵染以及病毒在白菜和萝卜上的症状。
症状是寄主与病毒在细胞和超细胞水平上互作造成的。TuMV VPg-Pro在植株内能与eIF4E和PABP互作[6]，叶绿体中的一种37kDa蛋白与TuMV的CP互作，这些互作可能会影响症状的形成。CI影响症状产生[20]。而VPg是PVA在Nicandra physaloides上的症状决定簇，在豌豆上决定着PSbMV的毒性（Rajamäki等，1999）。
近年来的研究证明，微RNA（microRNA，miRNA）在植物的生长发育过程中起着重要的调控作用。而植物病毒编码的抑制因子是致病性决定簇（Brigneti等，1998），可能通过调控miRNA导致了症状的形成[21-23]。TuMV的P1/HC-Pro在转基因拟南芥中引起一系列的发育缺陷[21，说明干扰miRNA-指导的发育过程可能是许多病毒引起致病性的普遍特征。而胡椒镶脉病毒（Pepper vein banding virus, PVBV）的NIa不仅具有蛋白酶活性，还有DNase活性，可能在后期降解寄主DNA[7]。这些进展加深了我们对病害症状形成机理的认识。

4 结语

在近10年中，应用反向遗传学的研究方法和技术揭示了病毒基因的复杂功能的许多方面，使得病毒与寄主互作有了更深入的了解。然而，我们仍然还不能全面地认识这些基因编码的蛋白质参与病毒与寄主互作的过程。我们需要通过遗传和生化等方法更深入地了解病毒基因的功能及调控，以及各种寄主组分如何与病毒互作以构成侵染、形成症状，为探索病毒病的控制策略提供理论依据。
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