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 香蕉束顶病毒基因附加组分的克隆及序列分析 *
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摘要 采用PCR的方法分别克隆了香蕉束顶病毒(BBTV)广东分离物NS株系和NSP株系的附加组分,将
之命名为BT-NS和BT-NSP。序列分析发现,2个附加组分基因全长均为1094nt,其核苷酸的同源率为

97.3%,编码氨基酸的同源率为98.4%;与BBTV台湾分离物附加组分S1、S2和越南分离物附加组分S3相比,

BT-NS/NSP与S1的氨基酸序列相似率最高,与S2的相似率最低。每一附加组分的ORF均含有推导的与脱氧

核苷酸结合的基序,具有潜在的复制酶活性。通过对BBTV编码复制酶基因组分的进化树分析发现,BT-NS/

NSP与BBTV台湾附加组分S1的亲缘关系最近,与广东分离物NSP株系DNA组分1的亲缘关系较远。
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  香 蕉 束 顶 病 毒 (bananabunchytopvirus,

BBTV)是香蕉束顶病的病原。根据10个国家和地

区已克隆的BBTV组分1的核苷酸序列及由此推

导出的氨基酸序列之间差异和进化树分析的结果,
可将BBTV划分为2个大组[1],即南太平洋组(澳
大利亚、埃及、布隆迪、斐济、汤加、印度、西萨摩亚)
和亚洲组(菲律宾、中国、越南)。根据寄主范围和分

子生物学方面的差异,可将BBTV广东分离物分为

2个株系,即侵染香蕉(Musanana)、大蕉(M.sa-
pientum)、粉蕉(M.pisangawake)的NSP株系和只

侵染香蕉、大蕉而不侵染粉蕉的NS株系[2]。

BBTV基因组是由至少6个环状单链DNA组

成,且这6个组分是BBTV所有分离物基因组必不

可少的组分[3-4]。每一组分大小约1.1kb,均有1个

较保守茎环结构,在茎环结构的3′端有TATA盒,
在基因的有义区至少有1个主要的带polyA尾的

基因,均有转录活性[3,5-6]。将BBTV6个组分的茎

环结构区(CR-SL)进行比较,发现环的部分同源率

至少有62%;在其5′端的65~111个核苷酸中,组
分间同源率至少有61%[3]。

BBTV的附加组分首先从BBTV台湾分离物

中克隆得到,这是1个含有1095nt的ssDNA,命
名为BBTV DNA组分2[7]。除台湾地区外,国内

对BBTV附加组分的研究未见有报道。华南农业

大学植物病毒研究室对BBTV的生物学、基因组分

的克隆、序列分析和功能研究等方面作了大量的工

作,已完成了对广东BBTV分离物的株系鉴定和其

基因组6个组分的克隆及序列分析[8-10]。笔者从广

东BBTV的NSP株系和NS株系中克隆了附加组

分,并对其进行了序列分析。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试感染香蕉束顶病毒的病株分别采自华南农

业大学植物病毒研究室和广东省高州市。

EcoRⅠ等限制性内切酶、TaqDNA 聚合酶、

ExTaqDNA聚合酶和pMD18-T载体等均购自大

连宝生物工程有限公司。DL2000DNAMarker购

自天为时代生物有限公司。其他常规分析纯试剂购

自广州试剂厂。引物由上海生工生物工程有限公司

合成。
1.2 BBTV NS 和 NSP 株系的分子生物学鉴定

分别从感染BBTV的香蕉病株中抽提总DNA
作为模板,经BBTV组分1的特异性引物进行PCR
扩增。回收PCR产物,用EcoRⅠ酶切鉴定BBTV
的株系。

1)病株总DNA的提取。取供试植株的幼嫩叶

脉0.1g进行抽提,其余步骤参照Xie等[11]的方法
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进行。

2)BBTV组分1的获得。根据Harding等[4]发

表的BBTV组分1的序列,设计1对相邻反向引物

(P11和P12),用以扩增广州和高州病株中BBTV组

分1的全序列。引物序列为

P11:5′-GGC GAA TTC TAT AAA TAG
ACCTCCC-3′;

P12:5′-GGC AAG CTT GCA AAT GTC
CCG TCCCG-3′。

反应体 系:病 株 总 DNA0.02 mg,10×Taq
Buffer2.5mL,dNTPs(10mmol/L)2.5mL,P11、P12
(0.5mmol/L)各1mL,Taq酶(5U/mL)0.1mL,补
充灭菌双蒸水(ddH2O)至25mL。

反应 循 环:94 ℃ 预 变 性 4 min;94 ℃ 变 性

1min,58℃退火2min,72℃延伸3min,35个循

环;72℃最终延伸10min。取5 mLPCR产物在

0.8%的琼脂糖凝胶上电泳,检查PCR结果。

3)BBTV组分1的PCR产物的回收。取上述

PCR产物各75mL,置于1.5mL的离心管中,补足

TE至50mL,用氯仿抽提1次,取上清液,加入2倍

体积的无水乙醇,过夜沉淀,12000r/min离心10
min,70%乙醇洗1次,最后用75mL的灭菌ddH2O
溶解,置于-20℃贮存备用。

4)EcoRⅠ酶切分析。用限制性内切酶EcoRⅠ
对上述回收的PCR产物进行酶切,反应体系:10×
HBuffer3.0mL,BSA(10 mg/mL)0.3 mL,PCR产

物20mL(约200ng),EcoRⅠ(15U/mL)0.5 mL,
加灭菌ddH2O 至终体积30 mL。将离心管置于

37℃孵育过夜。酶切结束后,取15 mL酶切产物在

1.0%的琼脂糖凝胶上电泳,根据电泳结果确定所采

的香蕉病株中的BBTV所属的株系。
1.3 NS 和 NSP 2 个株系附加组分 1 的 PCR 扩增

在EcoRⅠ酶切鉴定NS株系和NSP株系的基

础上,分别选取这2个株系检测为阳性病株的总核

酸为模板,对2个株系的附加组分1分别进行PCR
克隆。

根据发表的 BBTV DNA-Y 全 序 列[7],设 计

1对特异性的相邻反向引物SF1和SR1。其序列为

SF1: 5′-GATGATCGAAGCATCATCTGGG-3′;

SR1:5′-GGGTTCCTCGTTCAATTGCCT-3′。

PCR反应体系:病株总核酸1 mL,10×Taq
Buffer2.5 mL,dNTPs(10mmol/L)2.5 mL,SF1、

SR1(0.5 mmol/mL)各1 mL,ExTaq 酶(5U/mL)

0.1mL,补充灭菌ddH2O 至25mL。
反应 条 件:94 ℃预 变 性4 min;94 ℃变 性

1min,55℃退火1min,72℃延伸2min,30个循

环;72℃最终延伸10min。反应结束后,在1.0%
的凝胶电泳检测PCR产物片段的大小及浓度。
1.4 NS 和 NSP 2 个株系附加组分 1 的克隆及测序

回收PCR扩增产物,将其分别克隆于pMD-18
T载体上。经PCR和酶切鉴定,得到阳性重组质粒

后再送往联合基因公司(上海)进行测序。
1.5 NS 和 NSP 2 个株系附加组分 1 的序列分析

对测序结果利用NCBI(NationalCenterforBi-
otechnologyInformation,NCBI)(www.ncbi.nlm.
nih.gov)的 BLAST 和 DNAMAN(5.0)以 及

DNASTAR(5.0)软件进行分析。

2 结果与分析

2.1 NS 和 NSP 2 个株系的鉴定

分别以采自高州和广州天河病株的总DNA为

模板,用特异性引物P11、P12进行扩增,得到组分1
的PCR产物,回收后用EcoRⅠ酶切。结果表明,采
自高州的病株组分1的PCR产物能被EcoRⅠ切成

大小为300bp和700bp的2个片段,而采自广州

天河病株组分1的PCR产物不能被EcoRⅠ酶切。
由此可证实,采自高州的病株中含有BBTV NS株

系,采自广州天河的病株中含有BBTV NSP株系。
2.2 NS 和 NSP 2 个株系附加组分的序列分析

分别以含有 NS株系和 NSP株系病株的总

DNA为模板,以SF1、SR1为引物,经PCR反应扩

增,各得到约1kb左右的特异性条带(图1、图2)。
将扩增片段回收,分别克隆于pMD18-T载体上。
经PCR和酶切鉴定获得了阳性重组子后,再进行序

列测定。

  结果表明,来自2个分离物的扩增片段大小均

为1094bp。将来源于BBTV NSP株系的附加组

分 命 名 为:BT-NSP (GenBank 的 登 录 号 为

GU074392),将来源于BBTV NS株系的附加组分

命名为BT-NS(GenBank的登录号为GU074391)。
序列分析表明:BT-NSP有2个相连的起始密码子

位于第59nt处,终止密码子位于914~916nt;其

ORF(openreadingframe)全长858nt,编码285个

氨基酸。BT-NS的起始密码子始于第63nt处,在

808~810nt处有终止密码子信号 TAA,使得其

ORF只有747nt,编码248个氨基酸,比NSP株系
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 1.阴性对照 Negativecontrol;2~3.BBTV NS株系附

加组分AdditionalcomponentofBBTVNS;4.MarkerDL

2000.

图1 BBTVNS株系附加组分的PCR扩增结果

Fig.1 ElectrophoresisanalysisofPCRproductsof
theadditionalcomponentofBBTVNS

 1.阴性对照 Negativecontrol;2~5.BBTV NSP株系

附加组分AdditionalcomponentofBBTVNSP;6.Marker

DL2000.

图2 BBTVNSP株系附加组分1的PCR扩增结果

Fig.2 ElectrophoresisanalysisofPCRproductsof
theadditionalcomponentofBBTVNSP

少了37个氨基酸。BLAST分析显示:2个序列的

核苷酸和氨基酸相应区段的相似率分别为97.3%
和98.4%。其核苷酸序列在某些区域高度保守,都
有2个GC富含区、TATA盒和CR-SL区。除NSP
株系在序列中缺失1个C外,其余都完全相同,并
均含有推导的与脱氧核苷酸结合的氨基酸基序

“GNEGKS”。
2.3 BT-NS、BT-NSP 与 BBTV 其他组分的比较

将BT-NS、BT-NSP与BBTV台湾分离物附加

组 分 S1、S2(GenBank 登 录 号 为 AF216221、

AF216222)及越南分离物S3(GenBank登录号为

AF416471)的序列进行比对分析,结果发现:5个基

因的核苷酸序列中都含有共同的 TAGTATTAC-
CC序列;polyA信号尾 AATAAA都处在终止密

码子前相同的位置;有相同的 GC富含区:GGGC-
CGCAGGCCC;TATA盒都位于CR-SL的5′端;每
一附加组分的ORF均含有推导的与脱氧核苷酸结

合的基序,具有潜在的复制酶活性。这5个基因编

码的氨基酸数目不一。S1 ORF含855nt,编码

284个氨基酸;S2ORF含858nt,编码285个氨

基酸;S3ORF含852nt,编码283个氨基酸。分

析各组分编码的氨基酸的相似性,结果发现:BT-NS
和BT-NSP与S1的相似性最高,同源率分别为

91.1%和91.2%;与S2的相似性最低,同源率分别

为68.2%和68.4%;与越南分离物S3的相似性介

于两者之间。
利用DNAMAN软件对在GenBank上登录的

BBTV附加组分、广东分离物NSP株系编码复制酶

的DNA组分1和矮缩病毒属(Nanovirus)病毒具

有潜在编码复制酶活性的组分等作进化树分析,其
中包括本试验的BT-NS和BT-NSP;BBTV台湾分

离物S1、S2和越南分离物S3;BBTV广东分离物

NSP株系编码复制酶的DNA 组分1;三叶草矮化

病毒(subterraneancloverstuntvirus,SCSV)的

2个推导编码复制酶的组分;蚕豆坏死黄化病毒

(fababeannecroticyellowsvirus,FBNYV)和豌豆

矮化病毒(milkvetchdwarfvirus,MDV)的各4个

推导编码复制酶的组分;椰子叶片衰退病毒(coco-
nutfoliardecayvirus,CFDV)编码复制酶的组分。

由图3可看出:BT-NS/NSP株系聚在姐妹枝

上,后与BBTVS1聚类;比起BBTVS3来,2个基

因离BBTVS2稍远,但这几个附加组分最后聚在

一大枝上,表明这些BBTV的附加组分在进化过程

中亲缘关系较近。
有趣的是,作为编码BBTV复制酶的广东分离

物NSP株系DNA组分1与FB-2聚在姐妹枝,而
远离 BBTV NS/NSP 株 系 附 加 组 分。这 表 明

BBTV NS/NSP株系附加组分与 NSP株系 DNA
组分1进化过程中亲缘关系较远,是附加的潜在编

码复制酶的组分。BBTV附加组分与FB-1/MD-2、

SC-2聚类汇成一大枝,MD-1/FB-9、FB-7/MD-10
和 MD-3/SC-6聚类汇成一大枝,这表明并非同一病

毒潜在编码复制酶组分的亲缘关系最近。

3 讨 论

BBTV基因组的6个组分已在遍布世界各个国

家和地区的BBTV病株上先后被分离到[3-4,7-10],但
是还没有证实这些组分是否是BBTV完整的侵染

单元。在BBTV台湾分离物中除分离了基因组的6
个组分外,还得到了5个ssDNA附加组分,分别为
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 BT-NS/NSP:NS和NSP附加组分 AdditionalcomponentofBBTV;CFDV:CFDV复制酶(M29963) Replicaseofcoconut

foliardecayvirus;BT-1A、1C、1T:BBTV澳大利亚、广东 NSP株系和台湾分离物的 DNA1组分的复制酶(AR010225、

AF110266、AR010233) ReplicaseofAustralia,NSPstrainsofGuangdongandTaiwaneseisolateofBBTV;BT-S1、Y1、W1、

S2、W2:BBTV台湾附加组分(AF216221、U02312、L32166、AF216222、L32167) TheadditionalcomponentofTaiwanesei-
solateofBBTV;BT-S3:越南附加组分(AF416471) AdditionalcomponentofVietnamisolate;FB-1、2、7、9:分别为的编码

FBNYV复制酶的基因组内的1、2、7、9组分(X80879、Y11405、AJ005964、AJ005966) The1,2,7,9componentthatencode

thereplicaseofFBNYV;SC-2、6:编码SCSV复制酶的第2、6组分(U16731、U16736) The2,6componentthatencodethe

replicaseofSCSV;MD-1、2、3、10:编码 MDV复制酶的第1组分(AB000920、AB000921、AB000922、AB009047) The1,2,

3,10componentthatencodethereplicaseofMDV.

图3 BBTV附加组分和几种矮缩病毒属(Nanovirus)病毒潜在复制酶组分进化树分析

Fig.3 PhylogenetictreeanalysisofadditionalcomponentofBBTVandtheregionof

putativedencodingreplicaseofsomeNanovirus

BBTV-Y、W1、W2、S1和S2,其中Y/W1、S2/W2这

2组的核苷酸和氨基酸序列的同源率都在90%以

上,被认为是彼此的变异体[12],也就是说在BBTV
台湾分离物中至少存在3个附加组分。Bell等[13]

用 Horser等[12]研究中所用的 BBTV-S1探针在

BBTV越南分离物也分离到了1个附加组分S3。
本研究以广东BBTV 分离物为供试材料,从

NSP株系和NS株系中均克隆到1个附加组分。这

些附加组分和BBTV DNA 组分1相同,都潜在编

码复制酶。从附加组分的核苷酸和氨基酸相应区段

相似性的比较来看,BBTV NSP/NS与S1 的同源

性最高。从NSP/NS株系氨基酸序列的比较来看,

2个株系相应区段保守性强,相似率为98.3%,功能

基序“GNEGKS”处在相同位置,但 NS株系 ORF
提前出现终止密码子信号TAA,这使得NS株系比

NSP株 系 少 了 37 个 氨 基 酸;郑 耘[10]在 BBTV
NSP/NS株系DNA 组分序列分析中也发现组分5
变异较大,NS株系比NSP株系少了15个氨基酸,
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这表明这些差异对BBTV株系分化有一定的影响。

FBNYV、MDV、SCSV、CFDV和BBTV一样,
同属矮缩病毒属(Nanovirus),基因组都由1个或多

个大小约1kb的ssDNA组成,病毒由昆虫介体传

播。FBNYV基因组包含有11个ssDNA,其中有4
个组分潜在编码复制酶,FB-2已被证实是主效的复

制酶,不仅能启动自身复制,而且能启动其他非编码

复制酶组分的复制[14]。而BT-1C早被证实编码

BBTV复制酶,这就不难解释BT-1C与FB-2同在

一姐妹枝上。MDV基因组也是多组分的,10个组

分已被分离,其中组分1、2、3、10编码4个显著不同

的复制酶,但没有充分的证据证明其中某一组分是

主效的复制酶,MD-10与 FB-7氨基酸同源率为

89.8%[15]。在进化树上也能看到 MD-10与FB-7在

姐妹枝上。SCSV基因组含有7个cssDNA,组分

2、6被证实编码复制酶,两者氨基酸同源率只有

40%,也没 有 研 究 证 实2个 组 分 谁 为 主 效 复 制

酶[16],SC-6与 MD-3同聚在一枝上,SC-2与BBTV
附加组分聚在一大枝上。从复制酶比较的角度来

说,SC-2与SC-6、BBTV 附加组分相比,与BBTV
亲缘 关 系 更 近。CFDV 基 因 组 不 同 于 FBNYV、

MDV、SCSV和BBTV,只有1个大小约1.2kb的

cssDNA,包含有6个 ORF,其中1个 ORF推导编

码33.4ku的复制酶[17],与FB-1/MD-2、SC-2聚在

一大枝再和BBTV附加组分聚类。这些分析结果

能进一步证实BBTV NSP/NS株系附加组分1是

BBTV附加的潜在编码复制酶组分,同时,还可说明

存在附加的编码复制酶的组分是矮缩病毒属的一大

特征。

Hughes[18]从生物进化的角度对同属矮缩病毒

属的FBNYV、MDV、SCSV和BBTV的关系进行

了研究,表明这个多组分病毒家族是通过复制酶组

分的不断复制及随后的复制酶组分的丢失而进化

的,这类似真核生物中的多基因家族的细胞凋亡进

化过程。Horser等[12]认为这些附加组分并不是

BBTV基因组必不可少的,通过Southern杂交检测

发现,这些附加组分在BBTV亚洲组中普遍存在,
在南太平洋组中只有汤加和萨摩亚分离物中有信

号。迄今为止从BBTV台湾分离物分离到3个附

加组分,亚洲组的其他分离物是否也应该有3个类

似的附加组分? 另外,是否还有亚洲组内丢失而南

太平组存在但又没被分离的复制酶组分? 这些问题

还有待研究。Timchenko等[14]研究表明,FB-2不

仅能启动自身复制,而且能启动其他非编码复制酶

组分的复制,但别的附加组分只能启动自身复制。

BBTV是不是也类似FBNYV,其附加组分只能自

身复制? 对病毒侵染是不是必要的? 病毒的复制所

需要的组分有哪些? 这些问题的解决可以进一步明

确BBTV的复制机理,对香蕉束顶病毒及其他植物

病毒病的防治有重要的现实意义。
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CloningandSequenceAnalysisofAdditionalComponent
AssociatedwithBananaBunchyTopVirus(BBTV)

RUANXiao-lei1 LIHai-hui2 LIHua-ping1

1.LaboratoryofPlantVirology,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China;

2.GuangzhouUprisingMartyrsPark,Guangzhou510080,China

  Abstract TheadditionalcomponentsofNSandNSPstrainsofGuangdongisolateofbananabunchy
topvirus(BBTV)wereclonedbypolymerasechainreaction(PCR)andsequenced.Theyweredenoted
BT-NSandBT-NSPrespectively.ThelengthofbothBT-NSandBT-NSPwas1094nucleotides.DNA
andaminoacidssequencesdeducedfromtheDNAfragmentswereanalyzedbybasiclocalalignment
searchtool(BLAST),thehomologiesshared97.3%and98.4%respectively.However,genomeorgani-
zationofthetwoadditionalcomponentsgenomeorganizationhadfamiliarwithregions,putativeencoding
replicationinitiationproteinsmotif.ThereplicaseaminoacidsequencesassociatedwithBBTVwereana-
lyzedbyphylogenetictree.TheadditionalcomponentBBTV NS/NSPisolateandBBTV-S1 were
groupedtogether,whileBBTVDNAinGuangdongisolatewasoutgroupedtoBBTVNS/NSPstrains
additionalcomponent.

Keywords bananabunchytopvirus(BBTV);additionalcomponent;sequenceanalysis
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