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摘要:测定了鳜传染性脾肾坏死病毒( ISKNV )核糖核酸酶 III( RNaseIII)基因的核苷酸全序列。该基因完整读

码框为771bp, GC 含量为 52. 53% ,编码一个长为 256 个氨基酸、分子量为 28. 9kD 的推定蛋白。其上下游序列

各有一个 TATA box, 终止子下游有一段回文序列。与其它物种相比, ISKNV 与虹彩病毒(包括 LCDV- 1 和

CIV )的核糖核酸酶 III基因的氨基酸序列同源性较高,与酵母、线虫等物种的相应基因的同源性较低。
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Characterization of the ribonuclease III gene of infectious spleen
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Abstract:Ribonuclease III gene of infectious spleen and kidney necrosis virus( ISKNV) of Siniperca chuatsi had

been sequenced. The open reading frame of the gene is 771 nucleot ides long, encoding a putative protein of 256

amino acids w ith 28. 9 kD. The 5. and 3. noncoding regions have TATA boxes. A palindrome is contained

downstream of the translation stop codon. Compared w ith the RNase IIIs found in ISKNV and other species, the

higher homology among ISKNV and the two iridovirus is present, and ISKNV has lower identity with other

species, especially yeast and rhabditida.
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  传染性脾肾坏死病毒( Infectious spleen and kidney necrosis virus, ISKNV)是名优淡水养殖品种鳜

( Sinip erca chuatsi )暴发性流行病的病原, 为虹彩病毒科的成员[ 1- 5]。虹彩病毒属于细胞质内寄生的

DNA病毒,二十面体结构,能够感染昆虫和变温脊椎动物,其基因组具有末端富余( terminanl redundancy)

和环状变换( circular permutat ion)的特点。另外,脊椎动物虹彩病毒的基因组胞嘧啶具有甲基化现象[ 6]。

目前对于虹彩病毒复制、转录和翻译等过程所涉及的功能基因的研究并不多。在我们测定的 ISKNV

DNA序列中,发现有与核糖核酸酶 III( ribonuclease III, RNase III)基因同源的序列。核糖核酸酶 III 在



rRNA和 mRNA 前体加工中起重要的作用,是病毒转录过程的一个重要的酶[ 7]。在虹彩病毒中, 该基因

在淋巴囊肿病毒 1型(淋巴囊肿病毒属的代表种, 简称 LCDV- 1)和二化螟虹彩病毒(虹彩病毒属的代

表种, 简称 CIV )的基因组序列中也存在, 但未见有详细报道。本文测定了 ISKNV 核糖核酸酶 III

( ribonuclease III, RNase III)基因的核苷酸序列, 对其结构进行分析, 并与其它物种的相应基因进行同源

性比较。

1  材料与方法

1. 1  材料

被 ISKNV 感染的濒死鳜于 1998年 11月取自广东省南海市鳜养殖场, 组织病理(HE 染色)发现其脾

肾中许多肿大的受染细胞,电镜观察可见肿大细胞中大量的 ISKNV粒子, PCR 检测为阳性。将之用液

氮冷冻后带回实验室, - 70 e 保存。

1. 2  病毒DNA 提取

参考邓敏等的方法
[ 8]

,从被 ISKNV感染的濒死鳜的脾和肾中提取病毒基因组 DNA。

1. 3  病毒DNA 的酶切、回收和克隆

按邓敏等的方法[ 9]进行: ISKNV DNA用限制性内切酶KpnI ( Gibco/ BRL 公司) 于 37 e 酶切过夜,在

0. 6%琼脂糖凝胶上电泳分离。将含有 ISKNV DNA KpnI C 酶切片段的琼脂块切下, 按 QIAquick Gel

Extraction Kit( QIAGEN公司)操作说明书回收纯化后, 用 T4 DNA 连接酶( Gibco/ BRL 公司)于 16 e 连接

过夜, 插入到质粒 pBluescript Ò KS中,转化入 E. coli XL1- blue 中,挑选白色菌落,碱法提质粒, 用酶切

法鉴定重组质粒 pISKN- KC。

1. 4  DNA 序列分析

重组质粒经纯化后用 ABI PRISM 3700型 DNA 分析仪( PE公司)测定重组质粒 pISKN- KC 上插入

片段( ISKNV DNA KpnI C 酶切片段)的序列。核酸和蛋白质的数据分析采用 Omiga2. 0、WDNASIS和

DNAStar 等序列分析软件,并通过 Internet输入 GenBank/ EMBL/ DDBJ用程序 BLAST 进行同源性比较。

2  结果

表 1  7 种 RNaseIII 基因氨基酸序列的同源性比较

Tab. 1 Relatedness of 7 RNaseIII genes

 LCDV- 1 CIV DpAV4 PBCV- 1 E . coli yeast

ISKNV 20. 7 17. 1 18. 7 13. 6 15. 5 12. 5

LCDV- 1  25. 1 23. 5 16. 7 16. 8 14. 3

CIV   29. 3 14. 5 17. 3 13. 4

DpAV4    15. 3 16. 8 12. 9

PBCV- 1     24. 8 15. 6

E . coli      18. 6

2. 1  ISKNV RNaseIII 基因序列分析

用计算机软件分析表明, ISKNV RNaseIII 基

因完整读码框为 771bp, GC 含量为 52. 53% ,编码

一个含256个氨基酸,分子量为 28. 9kD的推定蛋

白,等电点为 8. 13。其上下游序列各有一个

TATA box,终止子下游有一段回文序列(图 1)。

蛋白质结构域搜索发现 ISKNV RNaseIII基因

含有核糖核酸酶 III 家族( ribonuclease_3, RIBOc)的

结构域( No. pfam00636) (图 2)。

2. 2  同源性比较

将 ISKNV 与虹彩病毒 LCDV - 1( accession No. NP 078726. 1)、CIV( accession No. AF003534)、囊病毒

Ascovirus DpAV4( DpAV4) ( accession No. AJ279812)、小球藻病毒 1型( Paramecium bursaria chlorella virus 1,

PBCV- 1) ( accession No . Q98514)、酵母( Schizosaromyces pombe , yeast) ( accession No. AL049662)和大肠杆菌

E . coli ( accession No. AP002562)的RNase III基因编码的氨基酸序列进行同源性比较, 结果发现这些物

种的RNase III基因编码的氨基酸序列同源性都不高。ISKNV RNase III基因与 LCDV- 1的同源性最高

( 20. 7%) , 与酵母的同源性最低( 12. 5%)。另外, CIV 与DpAV4的同源性较高( 29. 3% ) (表 1)。
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图 1 ISKNV RNaseIII基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Fig. 1  Complete nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the pupative ISKNV RNaseIII gene.

The initiation codon is blackened and the stop codon is indicated by* . The putative TATA boxes are boxed.

In the 3. region, the palindrome is indicated by arrows underline.
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图 2 ISKNV RNaseIII基因包含的蛋白质结构域

Fig . 2 Organization of domains in ISKNV RNase III gene

2. 3  系统发育分析

根据 7个物种RNase III基因编码的氨基酸序列构建的系统进化树如图 3所示 ,可见酵母与其它物

种的亲缘关系远,而囊病毒 DpAV4与虹彩病毒(包括 CIV、LCDV- 1和 ISKNV)被分为一群, 但 ISKNV

与LCDV- 1、CIV之间的亲缘关系并不近。

图 3 根据 7 个物种的 RNase III氨基酸序列建立的系统进化树

Fig. 3 Phylogenetic tree based on deduced amino acid sequences of the RNaseIII genes.

The phylogenetic tree was constructed using the MEGALIGN program of DNASTAR. Branch length is

proportional to the number of amino acid substitutions, which is indicated by the scale beneath the tree

3  讨论

ISKNV RNase III基因序列是继 LCDV- 1和 CIV 之后第 3种虹彩病毒 RNase III基因完整序列。从

原核生物到真核生物均有 RNase III的存在,该酶在 rRNA和mRNA前体加工中起重要作用,是病毒转录

过程中必不可少的酶。RNase III可识别RNA的茎环结构, 并在其茎部进行切割。在大肠杆菌 E . coli

RNase III基因序列的一段非编码区中, 可能形成/ 茎 ) 膨大 ) 茎0的二级结构, 是 RNase III 的作用位

点[ 7, 10]。但在 ISKNV RNase III基因序列的非编码区却没有找到能形成茎环和发夹结构的序列, 其作用

机制有待于进一步深入研究。目前对于虹彩病毒基因的研究主要有主衣壳蛋白( major capsid protein,

MCP)基因和胞嘧啶 5- 甲基转移酶基因等[ 11, 12] , 这两个基因(特别是 MCP 基因)在虹彩病毒中都高度

保守,被广泛地用于研究虹彩病毒的进化及鉴定新分离的虹彩病毒。本文所分析的RNase III基因在虹

彩病毒中则研究不多, 根据对其进行系统进化分析的结果, ISKNV 与 LCDV - 1和 CIV 归为一群, 与

ISKNV 是一种虹彩病毒的观点是一致的, 另外,也可以看到, RNaseIII 基因不保守,其同源性都不高。

另外,从RNaseIII氨基酸序列构建的系统树中看到,囊病毒 Ascovirus DpAV4和虹彩病毒较接近,它

们的该基因可能来源于同一祖先。这一结果与 Bigot等[ 13]得到的结果一致。比较虹彩病毒和囊病毒的

理化特性可以看到二者之间的差别:虹彩病毒为二十面体,感染昆虫和低等脊椎动物, 基因组为双链线

性,有重复区但不多;而囊病毒的病毒粒子为典型的杆状, 只感染昆虫, 其基因组为环状,部分形成超螺

旋,基因组中散布着大小为 1- 3 kb 的重复区。虹彩病毒和囊病毒的基因组都存在甲基化现象, 其中,

囊病毒Ascovirus DpAV4的甲基化程度在目前报道的所有 DNA病毒中是最严重的。由于对这两种病毒
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(尤其是囊病毒)的基本特性和基因组结构所知不多, 因此目前对它们在系统进化上的关系还不能进行

深入的研究。
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