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香蕉束顶病毒NS株系 DNA组分6的克隆及序列分析
何自福 , 肖火根 , 李华平 , 范怀忠

(华南农业大学植物病毒研究室 ,广东 广州 510642)

摘要:通过常规的基因克隆技术 , 对香蕉束顶病毒 NS 株系代表分离物的 DNA组分 6 进行了克隆和序列分析 , 并将

该分离物这个组分的序列与先前报道的广州天河分离物(属NSP株系)的该组分序列进行比较 , 结果表明:该组分

全序列 、ORF及其编码的氨基酸序列在 2 个分离物间的变异率分别为 3.4%、1.7%和 2.6%.表明该组分在 2 个株

系代表分离物间存在较显著差异 ,从而进一步支持了广东 BBTV 存在 2 个株系的结论.此外 , NS 株系代表分离物

DNA组分 6 的全序列 、ORF及其编码的氨基酸序列与澳大利亚分离物的变异率分别为 14.4%、7.5%和 7.1%.
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　　根据生物特征特别是在能否侵染粉蕉(Musa

pisang-awake)的差异上 ,笔者鉴定出广东香蕉束顶病

毒(banana bunchy top virus , 简称 BBTV)的 NSP和 NS

株系(分别以广州天河分离物和高州分离物为代

表)[ 1] .随后 ,笔者对上述 2个分离物的 DNA组分 1

进行了克隆和序列分析 ,结果证明该组分在这 2个

代表分离物间存在显著的差异 ,从而支持了广东

BBTV存在NSP 和NS 2个株系的结论[ 2] ,对这 2个株

系代表分离物 DNA组分 3克隆及序列分析的结果也

得到相同的结论[ 3] .笔者曾报道了对香蕉束顶病毒

广州天河分离物(属 NSP 株系)DNA组分 6的克隆和

序列分析结果
[ 4]
,在鉴定出广东 BBTV的 NSP 和 NS

2个株系后 ,笔者又对 NS 株系的代表分离物的 DNA

组分 6进行了克隆和序列分析 ,并将这 2 个序列进

行了比较.本文即是这一结果的报道.

1　材料和方法

1.1　材料

EcoR I酶 、T4 DNA连接酶 、T-载体(pGEM-T easy

vector systems)和 DNA Wizard 纯化试剂盒均购于

Promega公司;氨苄青霉素 、低熔点琼脂糖 、胰蛋白

胨 、酵母提取物 、X-gal和 DNA相对分子质量标准均

购自上海生工生物技术工程有限公司;dNTPs(Phar-

macia 公司)、CTAB(Cetyltrimethyl ammonium bromide ,

十六烷基三甲基溴化铵)、RNA 酶和 IPTG 均购于广

州天象人公司;Taq 酶购自广州华美公司.E.coli

DH 5α由华南农业大学遗传工程研究室梅曼彤教授

提供.

用 NS 株系的代表分离物(高州分离物)接种的

病株作为毒源材料.

1.2　引物的设计

用于扩增NS株系代表分离物 DNA 组分 6的引

物 CoPL 和 CoPR 的设计同文献[ 2] .同时 , 用引物

CoPL和 P62
[ 4]作为中间引物来鉴定含组分 6的重组

质粒.引物序列为:

CoPL　5' ATTACTCGAGCTCGGGACGGGACAT　3'

CoPR　5' TATACTCGAGGGGTAATAATARKCCCC 3'

P62　5' GGCGAATTCTAACTTCCATGTCTCT　3'

1.3　病株总 DNA的提取

用CTAB 方法[ 5] 提取病株的总 DNA ,作为 PCR

模板.

1.4　高州分离物的 DNA组分 6的克隆

高州分离物 DNA组分 6的克隆 、在选择性平板

上筛选含重组质粒的克隆 、以及用 PCR和 EcoR I 酶

切鉴定重组质粒等方法均同文献[ 2] ,不同的只是用

于PCR的中间引物为CoPL和 P62.

1.5　核苷酸序列测定

用碱裂解法抽提质粒[ 6] 、Wizard 质粒纯化试剂

盒进一步纯化质粒.核苷酸序列测定在 Perkin Elmer

公司 377型全自动核酸序列分析仪上进行.
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2　结果与讨论

2.1　重组质粒的 PCR和 EcoR I酶切鉴定

在选择性平板上挑选可能含有高州分离物 DNA

组分 6的重组质粒的克隆 ,进行培养 ,用碱裂解法小

量抽提质粒.然后对每个质粒分别用中间引物 P62和

CoPL PCR进行鉴定.取 PCR结果为阳性的克隆再进

行 EcoR I酶切鉴定 ,从图 1可见 ,这些重组质粒均被

酶切出 1 个 1.0 ～ 1.1 kb 的片段 ,与预期的大小一

致.因此 ,这些重组质粒均含相应的目的片段.

1.λDNA/ EcoR I+Hind Ⅲ marker , 2～ 4.待鉴定重组质粒

(recombinant plasmids)

图 1　重组质粒 EcoR I 酶切产物的电泳结果

Fig.1　The electrophoresis of recombinant plasmids digested by EcoR I

2.2　DNA组分 6的序列分析

用M13正反向引物及 2个中间引物(P61、P62)
[ 4]

对重组质粒进行测序 ,结果表明 ,每一克隆的双链核

苷酸序列完全互补 ,同一分离物的 3 个克隆的序列

完全相同.该分离物(属 NS 株系)DNA 组分 6 的序

列已登录基因库(GenBank),序列编号为 AF238879

(NSP株系代表分离物广州天河分离物 DNA 组分 6

的序列编号为AF238878).

对高州分离物 DNA 组分 6 序列分析表明(图

2):该组分全长为 1 078 nt ,含有 1个 465个核苷酸的

ORF ,可潜在编码 154个氨基酸约17 400的多肽.在

ORF的 5' 端的非编码区 、距起始密码子 243个核苷

酸处有1个茎环结构 ,其环序列为 11个核苷酸 ,茎序

列为 10个核苷酸;在茎环结构的 3' 端下游 187个核

苷酸和距起始密码子 46个核苷酸处有 1个 TATA盒

(CTATTAATA).该组分有 2 个多聚腺苷酸信号

(AATAAA),分别位于第 726 ～ 731核苷酸和第 761 ～

766核苷酸处.在 ORF3' 端的非编码区 、距终止密码

子下游132个核苷酸处有 1个 15 nt的富含GC区.

2.3　高州分离物 DNA组分 6与已报道的序列比较

在根据生物学特性鉴定出广东 BBTV的 NSP 和

NS 2个株系后 ,笔者对 2个株系的代表分离物(广州

天河分离物和高州分离物)的 DNA 组分 1和 3分别

进行了克隆和序列分析 ,结果都证明:根据寄主范围

来区分上述 2个株系是正确的.笔者也曾报道了对

广州天河分离物(NSP 株系)DNA组分 6的核苷酸序

列分析结果[ 4] ,这里笔者又对 NS 株系的代表分离物

(高州分离物)DNA 组分 6进行了克隆和序列分析 ,

结果表明:高州分离物 DNA组分 6 的全序列比先前

报道的广州天河分离物(属NSP 株系)的少 3个核苷

酸 ,两者的同源率为 96.6 %(变异率为 3.4%);高州

分离物在第 159 nt 、第 841 nt和第 953 nt处各缺失 1

nt (图 2).2个序列在茎环结构区的 31 nt中仅环序

列中有1 nt发生突变 ,富含GC区的 15 nt 、TATA盒和

poly A信号完全相同.两者的ORF(465 nt)及其编码

的氨基酸(154 aa)序列的变异率分别为 1.7%和

2.6%(图 3).可见 ,该组分在2个株系代表分离物间

也存在较显著的差异 ,从而进一步支持了广东 BBTV

存在NSP 和NS 2个株系的结论.

对于 BBTV DNA组分 6 ,目前报道的只有澳大利

亚分离物[ 7] .NSP和NS 2个株系代表分离物的 DNA

组分 6与澳大利亚分离物的变异率分别为 14.3%和

14.4%(表 1), ORF 核苷酸序列的变异率分别为

8.0%和 7.5%,其编码的氨基酸序列的变异率分别

为6.5%和7.1%(图 3).可见 ,笔者的2个株系DNA

组分 6与澳大利亚分离物的差异均较大.这一结果

与笔者先前对 DNA组分 1 和组分 3的研究结果一

致.从而进一步表明广东 NSP 和 NS株系与澳大利

亚分离物间亲缘关系较远.

表1　高州分离物与已报道的 BBTV 分离物 DNA 组分 6

及氨基酸序列的同源率(%)1)

Tab.1　The identical ratios of DNA component 6 and amino acid

sequences of Gaozhou isolate and the reported BBTV

isolates

分离物 isolate NSP NS Aust

NSP 96.62) 85.72)

NS 97.43) 85.62)

Aust 93.53) 92.93)

　1)NS 代表高州分离物 , NSP 代表广州天河分离物 , Aust代

表澳大利亚分离物[ 7];2)为核苷酸序列的同源率 , 3)为

氨基酸序列的同源率

34　　 华　南　农　业　大　学　学　报 第 22 卷



　　NS代表高州分离物 ,NSP代表广州天河分离物 ,Aust代表澳大利亚分离物[ 7] ;茎环结构的序列下划线 ,环序列斜体 , 启始密码子和终止密

码子加框 , TATA盒及多聚腺苷酸信号用黑体并下划线 ,富含 GC区下波浪线;-表示该核苷酸在 3个分离物间都相同 , ＊表示该处核苷酸缺失.

NS , NSP and Aust respectively represents Gaozhou isolate , Guangzhou-Tianhe isolate and Australia isolate.The sequence of stem-loop structure was underlined ,

and loop sequence was italised.Start code and stop code were boxed.TATA box and poly A signals was blacked and underlined.GC-rich region was underlined

in wave-line.-represents the nucleotide same among the three isolates.＊ represents deletion.

图 2　高州分离物与已报道的 BBTV分离物的 DNA组分 6 序列的比较

Fig.2　 Comparison of DNA component 6 of Gaozhou isolate and the reported BBTV isolates
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　　NS代表高州分离物 Gaozhou isolate , NSP代表广州天河分离物Guangzhou-Tianhe isolate , Aust代表澳大利亚分离物Australia isolate[ 7] ;-表示

该氨基酸在 3个分离物间相同 the amino acid same among the there isolates.

图 3 　高州分离物与已报道的 BBTV 分离物的 DNA 组分 6编码的氨基酸序列的比较

Fig.3　 Comparison of the amino acid sequences encoded by DNA component 6 of the Gaozhou isolate and the reported BBTV isolates
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Cloning and Sequencing of DNA Component 6 of BBTV NS Strain

HE Zi-fu , XIAO Huo-gen , LI Hua-ping , FAN Huai-zhong(Faan Hwei-Chung)
(Laboratory of Plant Virology , South China Agric.Univ., Guangzhou 510642 , China)

Abstract:By regular gene cloning techniques , DNA component 6 of the representative isolate of BBTV (banan bunchy

top virus)NS strain was cloned and sequenced.The sequence was compared with the sequence of DNA component 6 of

Guangzhou-Tianhe isolate (belong to NSP strain)reported.The results showed that the variance ratios of full sequence of

the component 6 , the ORF nucleotide sequence and its encoding amino acid sequence between the two isolates were

3.4%, 1.7% and 2.6% respectively.Results in the experiment showed that the differences of the component between

the two representative isolates of the NSP and NS strains respectively were significant , and that further supported that

there were NSP and NS strains of Guangdong BBTV .In addition , the variance ratios of the full sequences of the compo-

nent , the ORF nucleotide sequences and its encoding CP amino acid sequences were 14.4%, 7.5% and 7.1% respec-

tively between the Gaozhou isolate and the Australia isolate.

Key words:banana bunchy top virus (BBTV);NS strain;gene cloning;sequencing
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