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草莓镶脉病毒（SVBV）ORFⅠ基因的克隆及序列分析*
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摘  要：用 CTAB 法从感染草莓镶脉病毒（SVBV）的草莓叶片中提取总 DNA，设计特异性引物扩增含有 SVBV ORF Ⅰ

的片段，克隆并测序。序列分析表明，该片段全长 1 033 个核苷酸，其中包含的 ORFⅠ全长 987 个核苷酸，编码 328

个氨基酸。结果表明: 将其与花椰菜花叶病毒属其他成员的 ORFⅠ序列相比较，中国 SVBV ORFⅠ与美国 SVBV ORFⅠ

序列相似性最高，达 88.3%。进一步构建 SVBV 及其同属其它成员 ORFⅠ的系统关系树，结果显示，中国 SVBV ORFⅠ

与美国 SVBV ORFⅠ单独形成一个亚分支，说明来源于草莓的 2 个 SVBV 亲缘关系最近。 
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Abstract: The total DNA was extracted from strawberry leaves infected with SVBV by CTAB method. Specific 

primer pair was designed to amplify the fragment including SVBV ORFⅠ, and then the fragment was cloned and 

sequenced. Sequence analysis results showed that the fragment was consisted of 1 033 nts, including 987 nts of 

full-length ORFⅠgene encoding 328 amino acids. Comparing the sequence of SVBV ORFⅠwith that of the ORFⅠ

of other members of Caulimovirus, the result showed that Chinese SVBV ORFⅠshared the highest sequence 

similarity (88.3%) with that of the American SVBV. A phylogenetic tree based on alignment of the nucleotide 

sequences of ORF Ⅰof SVBV and other members of Caulimovirus was constructed. The result indicated that the 

Chinese SVBV ORFⅠand the American SVBV ORFⅠclustered into a separate subgroup. It illustrated that the two 

SVBV derived from strawberry had the closest relationship.  
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草莓镶脉病毒（Strawberry vein banding virus, 

SVBV）是一种严重危害草莓的潜隐性病毒，在世界

各地尤其在南北美、欧洲、澳大利亚、日本等国家和

地区广泛分布[1-3]。目前，关于SVBV在我国吉林、辽

宁、河北、河南等省都有报道[4-5]，它以半持久性方

式通过蚜虫或嫁接传播[6]，在栽培品种上的带毒率可

达 21％，已成为危害我国草莓生产的4种主要病毒之

一[4, 7]。 

SVBV分类上属花椰菜花叶病毒科、花椰菜花叶

病毒属（Caulimovirus）[8]，是一种粒子等轴状的双链

DNA病毒[9]。迄今为止，全世界只测定了一个来自美

国加州的SVBV分离物全长序列，该基因组全长7 876 

bp，包含7个ORF，可能编码7个大小不等的蛋白[10]。

其中，ORFⅠ编码的蛋白可能与病毒的胞间移动有

关，ORFⅡ编码的蛋白可能与蚜虫传染有关，ORFⅢ

可能编码一个非序列专化性的DNA结合蛋白，ORF 

Ⅳ编码外壳蛋白（CP），ORFⅤ编码逆转录酶蛋白，

ORFⅥ可能编码一个反式作用因子，与病毒——寄主

互作的专化性有关，ORFⅦ编码的蛋白功能未知[10]。   

目前，有关SVBV的研究报道极少，SVBV基因

组各个ORF的功能研究至今尚无人涉及。本研究克隆

了中国SVBV ORFⅠ序列，并对其核苷酸序列进行初

步分析，为进一步研究SVBV ORFⅠ的具体功能奠定

基础。  

 

1 材料与方法 

 

1.1 试验材料 

1.1.1  病样、菌种及载体  感染SVBV的草莓病

样由沈阳农业大学张志宏教授惠赠。转化受体大肠

杆菌菌种DH5α由安徽农业大学植物病理实验室自

备，克隆载体pMD18-T购自大连宝（TaKaRa）生

物工程有限公司。作为阳性对照的SVBV克隆质粒

（ pSVBV-E3 ） 由 美 国 内 布 加 拉 斯 加 大 学

（University of Nebraska）Drake Stenger教授惠赠。  

1.1.2  试剂  LA Taq DNA聚合酶、T4 DNA连接

酶、DNA内切酶等工具酶购自大连宝（TaKaRa）

生物工程有限公司；琼脂糖电泳中所用的 DL2000 

plus marker 购 自 北 京 全 式 金 生 物 技 术

（TransGen Biotech）有限公司；琼脂糖凝胶DNA

纯化回收试剂盒与质粒小提试剂盒购自天根

（Tiangen）生化科技（北京）有限公司。植物总

DNA抽提试剂为安徽农业大学植物病理实验室自

备。 

1.2 试验方法 

1.2.1  DNA提取  草莓总DNA的提取采用CTAB法

[11]。 

1.2.2  引物的设计与合成  根据GenBank已登录

的美国SVBV ORF I序列两侧保守区设计1对特异性

引物P1-F和P1-R,P1-F: 

CATCTTCATCAACATCCCAG, 

P1-R:GAGGTTGTCTTCTGAAACTC，引物由上海英

潍捷基生物公司合成。 

1.2.3  SVBV ORFⅠ的PCR扩增  以提取的草莓叶片

总 DNA 为模板，用引物 P1-F、P1-R 进行 PCR 扩增。

PCR 反应条件为 94 ℃ 45 s，53 ℃ 45 s，72 ℃ 60s，

30 个循环。 

1.2.4  PCR 产物的克隆  将 PCR 产物进行 0.8%琼

脂糖凝胶电泳，DNA 纯化回收试剂盒回收目的片断，

与 pMD18-T Vector 连接，转化大肠杆菌 DH5α，菌落

PCR 筛选阳性克隆。 

1.2.5  序列测定和序列分析  阳性克隆送上海英

潍捷基生物公司测序。利用软件 DNAStar 和

DNAMAN Version 5.22 进行序列处理、分析。多序列

比较采用 DNAStar ClustalⅤ方法，进化树构建采用

DNAMAN 的邻近相连法（Neighbor-joining）。用于序

列比较和进化树构建的各个 Caulimovirus 分离物

ORFⅠ序列 GenBank 登录号见表 1。 

2  结果与分析 

2.1  SVBV ORF I的PCR扩增结果 

以草莓植株总 DNA 为模板，用特异性引物 P1-F、

P1-R 进行 PCR 扩增，可以得到 1 条略＞1 000 bp 的

特异性条带（图 1）。 
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将 SVBV ORFⅠ（SVBV-China）序列与 GenBank

已登录的花椰菜花叶病毒属各分离物 ORFⅠ序列进

行核甘酸序列相似性比较，结果见表 2。  

 

 

表 1 花椰菜花叶病毒属各分离物 ORFⅠ序列 GenBank 登

录号 

Table 1. GenBank accession numbers of ORFⅠsequences of  

Caulimovirus isolates  
分离物 

Isolates 

GenBank 登录号 

GenBank accession numbers 

BRRV-New Jersey NC_003138 

CaMV-Xinjiang AF140604 

CaMV-DH M10376 

CaMV-CMV-1 M90543 

CaMV-G2 V00140 

CaMV-B-S V00141 

CERV-Indian AJ853858 

CERV-pCE1 X04658 

DaMV-Holland EU090952 

FMV X06166 

SVBV-China FN689701 

SVBV-USA NC_001725 

由表 2 可知，中国 SVBV ORFⅠ（SVBV-China）

与美国 SVBV ORFⅠ（SVBV-USA）序列相似性最高，

达 88.3%。而与同属其他成员的序列相似性均较低，

为 30.6%~34.3%，其中与乌饭树红环斑病毒 ORFⅠ

（BRRV-New Jersey）序列相似性最低，仅为 30.6%。 

利用DNAMAN软件构建SVBV ORFⅠ以及花椰

菜花叶病毒属其他成员ORFⅠ的系统进化树（图2）。

可以看出，BRRV（乌饭树红环斑病毒）单独聚成一

组，而花椰菜花叶病毒属其他成员SVBV、CaMV、

DaMV（大丽花花叶病毒）、FMV（玄参花叶病毒）、

CERV（麝香石竹蚀环病毒）聚成另一组，其中2个来

源于草莓的SVBV聚成一个独立的亚分支。 

 

 
                                     

 
 
 
 
 

 

M. DL2000 Marker；1. SVBV ORFⅠ片段 SVBV ORFⅠ

fragment；2. 阳性对照 (pSVBV-E3)  positive control；

3. 阴性对照 negitive control  

图 1  SVBV ORFⅠ的PCR产物  

Fig. 1. PCR products of SVBV ORFⅠ 

2.2  SVBV ORFⅠ的克隆和测序 

将 SVBV ORFⅠ片段克隆并测序，序列全长 1 

033 bp，序列的 GenBank 登录号为：FN689701。该

片段 22~1 008 bp 含有一个完整的 ORF，ORFⅠ序列

全长为 987 bp，编码 328 个氨基酸。  

2.3  序列比较及分子进化分析 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

图 2  基于SVBV ORFⅠ与花椰菜病毒属其它11个成员   

ORFⅠ核苷酸序列构建的系统关系树 

Fig. 2. Relationship dendrogram based on the alignment 

of  nucleotide sequences of SVBV ORFⅠand other 11  

members of Caulimovirus 

 

3  讨  论 

 

本研究首次克隆了中国草莓镶脉病毒（SVBV）

ORFⅠ基因，ORFⅠ序列全长 987 bp，编码 328 个氨

基酸。序列分析表明，中国 SVBV ORFⅠ与美国

SVBV ORFⅠ序列相似性达 88.3%，这表明由于地理

来源不同，SVBV ORFⅠ基因存在着一定程度的分子
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表 2  SVBV ORFⅠ与花椰菜花叶病毒属其他11个成员ORFⅠ核苷酸序列相似性 

Table 2. Nucleotide sequence similarity between SVBV ORFⅠand ORFⅠof other 11 members of Caulimovirus ％ 

Caulimovirus 

ORFⅠ 

CaMV- 

DH 

CaMV- 

G2 

CaMV- 

CMV-1 

CaMV- 

B-S 

CERV- 

pCE1 

SVBV- 

USA 

SVBV- 

China 
32.1 34.0 32.7 33.8 33.3 88.3 

 

Caulimovirus 

ORFⅠ 

DaMV- 

Holland 
FMV 

BRRV- 

New Jersey 

CERV- 

Indian 

CaMV- 

Xinjiang  

SVBV- 

China 
33.6 33.2 30.6 34.3 33.2 

变异。SVBV ORFⅠ与花椰菜花叶病毒属其他成员的

ORFⅠ序列相似性均较低，仅为 30.6%~34.3%，从

构建的 ORFⅠ系统进化树也可以看出，2 个来源于草

莓的 SVBV ORFⅠ单独形成一个亚分支，说明来源于

草莓的 2 个 SVBV 亲缘关系最近，而与花椰菜花叶病

毒属其他成员之间的亲缘关系均较远。 

序列比对可知（以下数据未列出），花椰菜花叶

病毒属不同成员ORFⅠ序列相似性极低，仅为

27.1%~51.5%。而同一成员不同分离物ORFⅠ序列相

似性较高，如不同地理来源的5个CaMV分离物ORF

Ⅰ 序 列 相 似 性 达 94.9%~97.8% ， CERV-Indian 和

CERV-pCE1 ORFⅠ序列相似性更是高达98.3%。本实

验室曾报道了中国SVBV CP基因序列与美国报道的

SVBV CP基因序列相似性达83.4%，而与花椰菜花叶

病 毒 属 其 他 成 员 的 CP 基 因 序 列 相 似 性 仅 为

27.1%~33.2%[12]。这说明同一病毒成员即使存在着地

理隔离，如2个SVBV分离物分别来自中国和美国，其

基因组变异仍然相对较小。花椰菜花叶病毒属不同成

员具有相似的基因组结构和相同的复制机制，但同属

不同病毒成员之间基因组变异极大，这可能与病毒在

进化过程中对各自寄主的适应性有关。花椰菜花叶病

毒属不同病毒成员各个对应的ORF核苷酸序列差异

巨大，还可能导致同一ORF编码蛋白的功能有所变

化。  

花椰菜花叶病毒科多个成员ORFⅠ编码蛋白的

功能鉴定已见报道，一般认为ORFⅠ编码的蛋白多与

病毒移动有关。CaMV ORFⅠ编码的蛋白可能与35S 

RNA结合形成一个复合体，通过胞间连丝在细胞间转

移[13]。大豆褪绿斑驳病毒（SbCMV）ORFⅠa 突变

体不能引起症状，说明其ORFⅠa编码的蛋白对于病

毒的系统侵染必不可少 [14]。花生褪绿线条病毒

（PClSV）ORFⅠ突变体可以在植物体内复制，但不

能在细胞间移动[15]。CaMV是花椰菜花叶病毒属的代

表种，CaMV ORFⅠ编码蛋白的功能研究报道较多。

而SVBV ORFⅠ编码蛋白的功能可能由于其基因核

苷酸变异而导致功能差异，SVBV ORFⅠ编码蛋白的

起始区氨基酸序列与TMV的移动蛋白类似 [10]，但

SVBV ORFⅠ编码蛋白是否具有移动蛋白的功能或

其他功能至今尚未见报道，将在下一步的研究中探

讨。 
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