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摘 要: 马铃薯 A病毒侵染寄主后的复制主要由推测的复制复合体参与完成 , 复制复合体蛋白包括 RNA解

螺旋酶 CI、病毒基因组结合蛋白 VPg、NIa 蛋白酶部分 NIaPro和 RNA依赖性 RNA聚合酶 NIb。近年来关于 PVA

复制复合体蛋白的研究取得了一定的进展 , 很多蛋白在病毒系统侵染过程发挥的作用及各种蛋白间的互作关系等

方面已明确。本文对近年来在 PVA病毒复制相关蛋白的结构与功能方面的研究进展进行评述。
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马铃薯 A病毒是马铃薯 Y病毒属成员 , 在世

界各马铃薯种植区均有广泛分布, 严重危害马铃薯

生产。该病毒可随种薯传播, 并随种薯的种植而定

植。由于至少有 7种蚜虫以非持久的方式传播该病

毒, 而这些蚜虫在我国又很普遍, 因此该病毒的扩

散可能性很大, 具有较高流行风险, 并具一定的检

疫重要性[1]。目前我国马铃薯 A病毒的相关研究报

道极少, 其原因可能是由于我国马铃薯病毒的检测

主要采用国际马铃薯中心提供的免疫学检测试剂进

行 , 而此试剂中无 PVA的抗血清 , 直接导致我国

关于 PVA的研究极其缓慢。迄今为止 , PVA分子

生物学方面的研究在国内报道极少[2]。本文对 PVA

复制相关蛋白研究进展进行了综述, 为开展相关研

究提供理论支持。

1 核内含体蛋白 a( NIa)

PVA基因组含有一个开放阅读框( ORF) , 可表

达产生一个大的多聚蛋白 , 含有 3058~3059 个氨

基酸 , 分子量约为 340 ku。多聚蛋白再被切割成

小的成熟蛋白 , 从 N- 端到 C- 端分别为 P1、HC-

Pro、P3、6K1、CI、6K2、VPg、NIa- Pro、NIb 和

CP。多聚蛋白的裂解主要通过 3 个具有蛋白酶活

性的蛋白( P1、HC- Pro、和 NIa- Pro) 协调作用来完

成。多聚蛋白中有一个 P1 的酶切位点和一个 HC-

Pro的酶切位点 , 它们通过水解自身的 C端而从多

聚蛋白中分离出来, 其余蛋白的裂解均由 NIa 蛋白

酶催化[3- 4]。

NIaPro 蛋白酶是核内含体蛋白 NIa 的 C 端 ,

可催化切割多聚蛋白。NIaPro具有顺式和反式蛋白

水解活性, 水解位点的序列及其邻近序列均或影响

水解效率[5- 7]。研究发现 NIaPro对多聚蛋白的水解

可产生一系列中间产物, 它们被释放的速度及存在

的半衰期都各不相同。NIaPro对 3个蛋白水解位点

即: P3- 6K1 间、CI- 6K2 间及 NIa 内部的水解位点

的水解速度较慢, 可能在病毒的复制循环中发挥一

定的功能[8]。PVA中 NIaPro对 P3- 6K1 间水解位点

的部分或缓慢的处理特点与 PPV的相关报道相似。

在 PPV中, 即使 P3- 6K1间切割位点的七肽序列与

切割效率较高的 NIb/CP 间序列相似 , 也不会增加

切割效率, 这表明在保守的七肽序列区以外的某个

序列或某种构象也参与了 NIaPro催化反应的调节。

CI、6K2 间切割位点的有效处理仅发生 6K2- VPg

间的水解被阻止时 , 说明 CI、6K2 间切割位点的

水解是采用顺式模式[7- 9]。

2 病毒基因组结合蛋白( VPg)

VPg是由 NIaPro蛋白酶从 NIa 蛋白的 N端水

解下来的 , 它可通过共价键结合在病毒 RNA的 5′

端[10], 是病毒粒体中的第二种结构蛋白质。VPg功

能较多 , 它可以通过与 RNA聚合酶互作而作为病

综 述
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毒 RNA复制酶的引物参与病毒复制 [11- 13 ], 也可参

与病毒的细胞间运动和长距离系统侵染[14- 18], 因此

在病毒侵染循环中发挥着重要作用[10, 19]。

2.1 VPg的运动功能

作为运动蛋白的一种, VPg可以被烟草细胞内

的蛋白激酶磷酸化[20], 具有扩大叶肉细胞间胞间连

丝的作用 , 这种作用对 TVMV病毒的细胞间运动

中起到决定性作用[14]。VPg也参与了病毒的系统侵

染 [21], 利用免疫组织化学方法和 RNA杂交法研究

病毒的 5 种蛋白和病毒 RNA在侵染位点叶脉中的

分布 , 发现病毒 CP、CI、HC- Pro和病毒 RNA均

分布在薄壁组织和叶肉细胞中 , 在伴胞( CC) 中没

有分布 , 却可检测到 VPg的存在 , 但只能在病毒

卸载的早期阶段可检测到。在侵染点外的一些叶脉

中也可检测到 VPg的存在 , 却没有其它蛋白及病

毒 RNA 的存在 , 说明在系统侵染的早期阶段 ,

VPg便可在 CC中积累并发挥作用 , 它可能是“韧

皮部蛋白”, 利于病毒的卸载[22]。

VPg蛋白在不同植物中还表现出一种抗病基因

的毒力因子作用 [ 23 ]。 Rajamaki 发现 , Nicandra

physaloides 对 PVA- M具有抗病性 , PVA- M只能

产 生 局 部 侵 染 , 当 定 点 诱 变 VPg 一 氨 基 酸

( Val116Met) 时可完全克服寄主的抗性而恢复系统

侵染能力。这一结果说明 VPg是 N. physaloides 对

PVA- M的抗病性的决定因子 , 同时也表明它们对

病毒在维管束中的传播起调控作用[17]。VPg暴露在

病毒粒体的末端 , 可以参与蛋白- 蛋白间互作 [24 ],

Dunoyer 等[25]在寄主体内鉴定到马铃薯 Y病毒组病

毒 VPg互作蛋白( PVIP) , 该蛋白可与 VPg发生互

作, 互作位点为 VPg的 N端前 16 个氨基酸, 尤其

是第 12 个氨基酸 , 诱变该氨基酸后会影响病毒的

系统侵染, 而不会影响病毒的复制。采用 RNAi 技

术降低 PVIP基因表达可降低寄主对病毒的感病性,

说明该蛋白是天然的利于病毒系统传播的蛋白。

2.2 VPg在病毒复制中的作用

PVA基因组 RNA没有帽子结构 , 其翻译的启

始例如 eIF4E 的结合等不能按常规方式进行[26], 而

是采用与 VPg互作而结合在病毒 RNA上 [27], 这个

互作在对 TuMV的侵染是必须的[28], 病毒在侵染中

与植物竞争这些翻译因子是抑制寄主基因表达的一

种机制 [29 ]。VPg可被 NIb( 病毒 RNA聚合酶) 核苷

酸化, 这种作用不需要 RNA模板 , 并对 UTP 有一

定倾向性 , 说明 VPg可作引物启始病毒 RNA的复

制[30]。除了与病毒 RNA共价结合外, VPg或它的前

体蛋白 Nia均表现出细胞内定位于核上的现象[31-32],

这种现象与 VPg功能的关系尚不清楚。

3 核内含体蛋白 b( NIb)

核内含体蛋白( NIb) 是依赖于 RNA的 RNA聚

合酶( RdRp) , 由 516 个氨基酸组成 , 负责基因组

RNA的复制 , 复制过程主要有两个步骤: 首先以+

RNA链为模板合成- RNA链, 再以- RNA链模板合

成+RNA 链。PVA NIb 含有 RdRp 通常都具有的

Gly- Asp- Asp 保守序列[33], 该保守区如发生变异可

使病毒失去复制能力[34]。NIb 可使 VPg尿苷酸化而

启始 RNA复制 , 这一催化活性要求 Mn2+的存在 ,

在体内 NIb 也可以依靠 Mg2+进行 RNA 合成 , 但

Mn2+的激活作用比 Mg2+强[35]。一般 RdRp 的催化活

性均要求有二价阳离子存在 , X-射线衍射法分析

发现在距离 RdRp 催化活性中心约 6" 外存在一个
阳离子结合位点 , 二价阳离子可作为 NTP 底物中

磷酸基团的配体发挥激活作用[36]。

NIb 具有核迁移活性。NIb 含有两个独立的核

定位信号( NLS I and NLS II) , NLS I 位于第 1- 17

个氨基酸残基处 , NLSⅡ在第 292- 316 个氨基酸残

基处, 这些位点的突变会导致核迁移活性的丧失和

RNA复制的终止 [37 ], 说明这一功能具有重要的生

物学意义。

4 CI蛋白及其他病毒复制相关蛋白

圆柱状内含体蛋白 CI 有核苷酸结合序列 , 具

有 RNA 解螺旋酶和 NTP 酶活性 [ 38 ]。CI 能够解开

RNA双链, 解旋方向是 3′~5′方向 , 其活性区位于

蛋白 N端。CI 蛋白在寄主体内可形成风轮状细胞

质内含体。

近年来研究表明 , CI- 6K2 多聚蛋白在昆虫体

内或植物组织细胞中非常稳定 , 在这两种细胞中 ,

在膜上主要存在着 CI- 6K2 多聚蛋白 , 而不是完全

水解下的 CI 蛋白。CI 和 6K2 蛋白参与了病毒通过

胞间连丝在细胞间的运动或病毒 RNA在细胞内的

重新分布[39- 40]。在植物病组织的前沿, CI 蛋白与胞

间连丝出现短暂的联合[38]。在两个 PVA突变株中 ,

CI 与 6K2 间水解位点被修饰后可以在原生质中复

制 , 但在病毒侵染的植物中被削弱。6K2/VPg切割
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位点的突变可减少病毒的侵染, 减慢 PVA的增殖,

阻止病毒的运动。一般认为 6K2 蛋白可将病毒复

制复合体锚定在 ER 结合位点上, 该复合体以含有

NIa 蛋白的多聚蛋白形式进行复制 , 从而使其结合

在病毒 RNA上 [6 ]。Rajamaki 和 Valkonen[15 ]研究发

现, 6K2 蛋白的氨基酸替代 Met5Val 可部分恢复病

毒的系统侵染能力 , 表明 6K2 对病毒在维管束中

的传播起调控作用。去除 6K1 和 6K2 蛋白编码区

又使 PVA无侵染性。6K2/VPg间水解位点的突变

减少了病毒在植物中的侵染 , 两个 6K蛋白对于病

毒复制是绝对必要的 , 将 6K蛋白从相邻蛋白上水

解分离下来对于病毒的复制和运动都是很重要的。

对于 6K1多肽在病毒侵染循环过程中的功能尚无报

道。研究表明 6K1蛋白基因编码区的去除可以阻止

P3和 CI蛋白间的水解, 说明 6K1蛋白的功能很重

要。也许是作为 P3和 CI蛋白间的间隔作用, 从而

影响这两个大蛋白从多聚蛋白上的水解分离[8]。

P1 蛋白上 PVA N端的第一个蛋白 , 其 C端具

有蛋白酶活性 , 可催化将其从多聚蛋白中水解下

来 [ 41 ]。P3 蛋白是 PVA N端第三个蛋白 , P3 蛋白

还未知其具有酶活性 , 但它含有一个推测的跨膜

结构区 , 可能在复制复合体在膜上定位过程中起

作用 [42 ]。Merits 等[43]研究表明 , P1 和 P3 间可发生

互作 , 并可与推测的病毒复制复合体互作。表明

P1和 P3 蛋白参与了病毒基因扩增 , 并与病毒复制

复合体相互作用。

5 小 结

PVA的复制是多蛋白协同完成的 , CI 蛋白解

开 RNA链, 结合在病毒 RNA上的 VPg蛋白被 NIb

( 病毒 RNA聚合酶) 核苷酸化( 主要是结合 UTP) ,

从而以 VPg为引物启始病毒 RNA的复制, RNA的

复制是在具有依赖于 RNA的 RNA聚合酶( RdRp)

活性的核内含体蛋白( NIb) 的催化下进行的 , 其催

化活性要求 Mn2+的存在。PVA基因组可表达产生

一个大的多聚蛋白, 再被切割成小的成熟蛋白。多

聚蛋白的裂解主要通过 3个具有蛋白酶活性的蛋白

( P1、HC- Pro、和 NIa- Pro) 协调作用来完成。P1

和 HC- Pro可分别裂解自身 C端使之与多聚蛋白分

离。其余蛋白的裂解均由 NIaPro完成 , 其对多聚

蛋白的水解可产生一系列中间产物, 它们被释放的

速度及存在的半衰期都各不相同。NIaPro 对 P3-

6K1 间、CI- 6K2 间及 NIa 内部的水解位点的水解

速度较慢 , 可能在病毒的复制循环中发挥一定的

功能。
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