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　 　 摘要:　 近年来水产养殖生产中病毒性疾病的发生越来越严重ꎬ所以对水产动物病毒的深入研究成为水

产研究者的一个重要课题ꎮ 随着宏基因组学技术的不断发展ꎬ以及测序成本的快速下降ꎬ基于宏基因组学技

术的水产动物病毒鉴定技术逐渐成为水产动物病毒鉴定的主要技术之一ꎮ 本文总结了基于宏基因组学的水

产动物病毒鉴定技术的主要方法ꎬ详细综述了鉴定技术的实现流程ꎬ评述了几种基于宏基因组学的水产动物

病毒鉴定技术的优缺点ꎬ并对基于宏基因组学的水产动物病毒鉴定技术的未来发展方向进行了展望ꎮ
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　 　 中国水产养殖产业飞速发展ꎬ最近 ２９ 年产量
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一直居世界第一ꎮ 据«２０１６ 年全国渔业经济统计

公报» 显示[１] ꎬ２０１６ 年中国水产品总产量达到

６.９×１０７ ｔꎬ 其中养殖水产品产量 ５.１×１０７ ｔꎬꎬ占水

产品总产量的 ７４.５％ꎮ 据联合国粮食及农业组织

«世界渔业和水产养殖 ２０１６»报道[２] ꎬ中国的水产

养殖产量占全球水产养殖产量的 ６０％以上ꎮ 然

而ꎬ 近些年来世界各国都遭遇到一个制约水产品

产业发展的严重问题ꎬ即水产养殖生产中病毒性

疾病的发生越来越严重ꎮ 针对这一挑战ꎬ 世界各

国病毒学家都对水产动物病毒的研究给予了高度

重视ꎬ 并获得了大量的研究成果[３] ꎮ 目前已从养

殖和野生水生动物中鉴定出包括虹彩病毒、呼肠

孤病毒、弹状病毒、疱疹病毒和双 ＲＮＡ 病毒等不

同病毒[４￣５] ꎮ 尤其是近年来ꎬ随着二代和三代测序

组测序技术的发展ꎬ 已经获得了许多水产动物病

毒的全基因组序列ꎬ这给水产动物病毒的深入研

究打下了良好的基础[６￣７] ꎮ
宏基因组学(Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ)是通过直接从环

境样品中提取全部微生物的 ＤＮＡꎬ构建宏基因组

文库ꎬ利用基因组学的研究策略研究样品所包含

的全部微生物的基因组ꎬ并可刻画其中包含的微

生物的群落功能ꎮ 随着宏基因组学技术的深入发

展ꎬ给水产动物病毒的鉴定与发现带来了很多便

利[８￣１０] ꎮ 基于宏基因组学发现病毒ꎬ过去 １０ 年来

发表了很多十分有见地的综述[１１￣１４] ꎬ但随着宏基

因组学技术的进步ꎬ需要介绍最近几年来新的技

术进展ꎮ ２０１８ 年 Ｇｒｅｎｉｎｇｅｒ 发表了关于基于宏基

因组学发现 ＲＮＡ 病毒的很深刻的综述[１５] ꎬ但对于

水产病毒领域的学者ꎬ更希望看到关于针对水产

动物病毒更详尽的综述ꎮ 尽管在水产动物病毒鉴

定方面ꎬＭｕｎａｎｇ′ａｎｄｕ 最近发表了一篇较为详尽的

综述[１６] ꎬ但文章着重点在病毒发现的结果描述方

面ꎬ而在介绍病毒鉴定的实现流程方面ꎬ则较少涉

及ꎮ 为弥补以上综述文献的不足ꎬ我们以水产动

物中的鱼类为重点ꎬ着重介绍基于宏基因组的水

产动物病毒鉴定实现流程的最新进展ꎬ并展望未

来技术的发展方向ꎮ
本文按测序平台推出的先后顺序介绍 ６ 种测序

平台ꎬ包括二代和三代测序技术ꎮ 简要介绍各种测

序平台在病毒鉴定中的应用ꎮ 并介绍了利用新一代

测序技术(Ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬＮＧＳꎮ 含二代

和三代测序技术)用于水产动物病毒的鉴定案例ꎬ

其中以养殖和野生的鱼类病毒鉴定为重点ꎮ 详细总

结基于新一代测序技术发现的鱼类病毒的种类ꎬ所
属病毒家族ꎬ宿主来源等信息ꎮ 对基于新一代测序

技术和宏基因组学技术进行水产动物病毒鉴定的详

细操作流程进行综述ꎮ

１　 基于宏基因组学水产养殖病毒鉴定
的产生背景

　 　 传统的病毒鉴定方法主要有病毒培养、电镜观

察、血清学反应和 ＰＣＲ 方法等ꎬ操作繁琐ꎬ费时费

力ꎬ且鉴定的效率较低ꎮ 传统的方法在鉴定新病毒

方面主要缺陷有:(１)很多病毒缺乏特异的细胞系ꎬ
使得至少 ６０％以上的病毒无法获得ꎻ(２)用电镜来

观察病毒其灵敏性较低ꎬ许多情况下根本无法观察

到ꎻ(３)由于高效的特异性抗体很难获得ꎬ用血清学

反应来鉴定病毒也不理想ꎻ(４)而基于 ＰＣＲ 法的病

毒鉴定ꎬ必须首先得到病毒的 ＤＮＡ 序列ꎬ这对于未

知序列的病毒ꎬ以及变异性大的病毒的鉴定事实上

很难实现[１７]ꎮ
而基于二代测序的病毒宏基因组学方法直接

利用鱼类样本中的病毒 ＤＮＡ 序列作为研究对象ꎮ
能够快速ꎬ有效地发现各种未知鱼类病毒ꎬ而且能

直观地显示各种鱼类样本中病毒的种类与丰度ꎮ
这样就可以方便地了解病毒的分布情况ꎬ对某些

病原和潜在致病病毒的变化进行实时监测ꎮ 同时

有望诊断由新的或未知病原体引起的鱼类疾

病[６] ꎮ

２　 二代与三代测序技术简介[１８]

２.１　 ４５４ 测序或焦磷酸测序技术

这是基于宏基因组学病毒发现的第一种高通量

测序技术ꎮ 焦磷酸测序技术的原理是:引物与模板

ＤＮＡ 退火后ꎬ在 ＡＴＰ 硫酸化酶ꎬＤＮＡ 聚合酶ꎬ双磷

酸酶和荧光素酶 ４ 种酶的共同作用下ꎬ将引物上每

一个 ｄＮＴＰ 的聚合与一次荧光信号的释放偶联起

来ꎬ实现实时测定 ＤＮＡ 序列ꎮ ４５４ 测序被广泛用于

鉴定来自人和动物的新病毒[１９]ꎬ例如虫媒病毒(Ｏｒ￣
ｂｉｖｉｒｕｓｅｓ) [２０]ꎬ冠状病毒[２１]ꎬγ 乳头瘤病毒(Ｇａｍｍａ￣
ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ) [２２] 和蝙蝠肝炎病毒和 Ｐｅｇｉｖｉｒｕｓ[２３]

等ꎮ 虽然这种技术比 Ｓａｎｇｅｒ 测序有更高的通量ꎬ但
是由于其成本高ꎬ错误率较高ꎬ且在测序通量方面比

不上 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 等技术ꎬ因此ꎬ该技术已被其他 ＮＧＳ 技
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术所取代ꎮ
２.２　 Ｉｏｎ ｔｏｒｒｅｎｔ 测序技术

这是 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ / Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
开发的一种基于半导体测序技术的测序平台ꎬ这种

技术最早在 ２０１２ 发布ꎬ这个测序平台在基本原理上

与 ４５４ 焦磷酸测序平台基本相似ꎮ 这些快速的测序

技术很快被应用到病毒的临床检测中ꎬ例如乙型肝

炎病毒[２４]ꎬＨＩＶ 病毒[２５￣２６]ꎬ ＨＣＶ[２７]ꎮ 采用 Ｉｏｎ ｔｏｒ￣
ｒｅｎｔ 测序技术ꎬ对许多病毒进行了病毒基因组测序ꎬ
例如正交病毒[２８]、猪繁殖与呼吸综合征病毒[２９]、多
瘤病毒[２３]、托斯卡纳病毒[３０]、蓝舌病病毒[３１]、轮状

病毒[３２]和流感病毒[３３]等ꎮ
２.３　 ＡＢＩ ＳＯＬｉＤ 测序技术

ＳＯＬｉＤ 使用了连接法测序的策略ꎬ该测序平台

通过检测“双碱基编码原理”的颜色编码序列的原

理ꎬ实现了 ＤＮＡ 序列的检测ꎮ 在得到原始数据后

的的数据分析流程中ꎬ把原始颜色序列和转换成

颜色编码的参考序列进行对比ꎬ从而实现把 ＳＯＬｉＤ
颜色序列准确定位到参考序列上ꎬ从而实现测序

的目的ꎮ 连接测序所采用的底物是 ８ 个碱基荧光

探针的混合物ꎬ只根据序列的位置ꎬ所测 ＤＮＡ 就

可以被探针准确标记ꎮ Ｓｏｌｉｄ 的缺点是读长只有

５０ ~ ７５ ｂｐꎬ 但 测 序 的 精 确 度 较 高ꎬ 可 达

９９􀆰 ９９％ [３４￣３５] ꎮ 由于读长太短ꎬ现在在病毒鉴定中

已经不采用这种测序技术ꎮ
２.４　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序技术

这是 Ｓｏｌｅｘａ / Ｉｌｌｕｍｉｎａ 开发出的一个高通量测序

平台ꎬＩｌｌｕｍｉｎａ 测序技术采用边合成边测序的策略来

实现测序ꎮ 首先ꎬ在 ＤＮＡ 片段两端加上通用接头来

构建文库ꎬ然后把文库加载到 Ｆｌｏｗｃｅｌｌ 芯片上ꎬ经过

桥式 ＰＣＲ 反应后ꎬ对每一条文库片段都进行扩增ꎬ
结果形成一个簇ꎬ通过边合成边测序反应ꎬ在经过多

次循环后ꎬ最后获得完整的核酸序列[３６]ꎮ 采用这种

测序技术发现的病毒有血小板减少症病毒[３７]ꎬ猿猴

腺病毒[３８]ꎬ原病毒属病毒[３９]等ꎮ
２.５　 ＰａｃＢｉｏ 测序技术

ＰａｃＢｉｏ 测序技术是第三代基因测序技术ꎬ又
被称为单分子实时 ＤＮＡ 测序技术 [ Ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｌｅ￣
ｃｕｌｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ( ＳＭＲＴＴＭ) ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ] ꎮ 该方

法基于纳米孔的单分子读取技术ꎬ不需要扩增即

可快速读取序列ꎮ Ｐａｃｉｆｉｃ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 的 ＳＭＲＴ 测

序平台ꎬ被称为 ＲＳ ＩＩꎬ该技术可产生长序列 [４０] ꎮ

ＰａｃＢｉｏ 测序技术非常适合病毒宏基因组学研究ꎬ
因为测序读长可以达到 １０ ｋｂ 以上 [４１￣４３] ꎮ 但是

ＰａｃＢｉｏ 测序成本较高ꎬ且测序的错误率较高ꎬ测
序精确度只能达到 ８６％左右ꎮ 但是由于测序读

长较长ꎬ这种技术将成为未来最主要的病毒鉴定

测序技术之一ꎮ
２.６　 Ｎａｎｏｐｏｒｅ 测序技术

Ｎａｎｏｐｏｒｅ 是一种单分子实时测序的新一代测序

方法ꎬ其以单分子 ＤＮＡ(ＲＮＡ)通过生物纳米孔的电

流变化推测碱基组成来进行测序ꎮ Ｎａｎｏｐｏｒｅ 测序准

确率和 ＰａｃＢｉｏ 持平ꎬ为 ８６％左右ꎮ 目前 Ｎａｎｏｐｏｒｅ 的

长序列主要应用于高质量基因组的组装ꎬ尤其是对

于高杂合ꎬ高重复ꎬ大基因组等复杂基因组ꎮ ２０１６
年前ꎬ主要用于一些小基因组如大肠杆菌ꎬ酵母ꎬ线
虫等ꎬ目前已经应用在人、野生番茄、香蕉、欧洲鳗等

多个复杂基因组组装上[４４￣４６]ꎮ 由于测序读长较长ꎬ
这种技术也会成为未来病毒鉴定最重要的测序技术

之一ꎮ

３　 新一代测序技术和宏基因组学在水
产新病毒发现上的应用

　 　 病毒宏基因组学已经成功用于新的水生动物病

毒发现研究ꎬ包括鱼类、甲壳类动物、软体动物、海龟

和海洋哺乳动物ꎬ本文以鱼类新病毒发现研究成果

为重点进行评述ꎮ
２０１１ 年以来ꎬ应用二代测序和宏基因组学技

术ꎬ鉴定了许多养殖和野生鱼类病毒ꎬ例如虹彩病毒

科病毒[２０]ꎮ 在大西洋三文鱼[４７]、淡水鲤鱼[４８] 和金

体美洲鳊鱼[４９]体内鉴定了呼肠孤病毒ꎬ在欧洲鲶鱼

体内鉴定了圆环病毒[５０]ꎬ在鲤鱼[５１] 和金体美洲鳊

鱼[５２]体内发现了小 ＲＮＡ 病毒科病毒ꎬ在鲤鱼体内

鉴定了微小核糖核酸病毒属病毒[５３]ꎬ在白亚口鱼和

大太阳鱼体内鉴定了嗜肝 ＤＮＡ 病毒[５４￣ ５５]ꎬ在金体

美洲鳊鱼体内鉴定了整体病毒科病毒[５６]ꎬ在钓饵鱼

体内鉴定了黑头豆科杯状病毒[５７]ꎮ 这些基于二代

测序和宏基因组学鉴定的鱼类病毒案例的详细信息

见表 １ꎮ
　 　 此外ꎬ二代测序技术和宏基因组学在甲壳动物

虾[５８￣ ５９]、贝类[６０￣６１]、海星[６２￣６３]、佛罗里达绿海龟[６４]

以及加利福尼亚海狮[６５]、太平洋海豹[６６]、白喙海

豚[６７]、海狗[６８] 等水产动物为宿主的病毒发现中也

得到广泛应用ꎮ

１３２彭司华等:宏基因组学技术在水产动物病毒鉴定中的应用



表 １　 采用二代测序技术(ＮＧＳ)和宏基因组学分析发现的部分鱼类病毒

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｍｅ ｆｉｓｈ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｎｅｘｔ￣ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ (ＮＧＳ) ａｎｄ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 病毒英文名称 　 简称 　 病毒家族 类别 　 宿主 发现年份 文献

Ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｉｃ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ ＥＮＶ 虹彩病毒科 ｄｓＤＮＡ 太平洋鲱鱼 ２０１１ [２０]

Ｐｉｓｃｉｎｅ ｏｒｔｈｏｒｅｏｖｉｒｕｓ ＰＲＶ 呼肠孤病毒 ｄｓＲＮＡ 大西洋三文鱼 ２０１１ [４７]

Ｃａｔｆｉｓｈ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ＣｆＣＶ 圆环病毒 ｓｓＤＮＡ 欧洲鲶鱼 ２０１３ [５０]

Ｂａｎｎａ ｖｉｒｕｓ ＢＡＬＶ 呼肠孤病毒 ｄｓＲＮＡ 淡水鲤鱼 ２０１３ [４８]

Ｃａｒｐ ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｕｓ １ ＣＰＶ￣１ 小 ＲＮＡ 病毒科 ＋ｓｓＲＮＡ 鲤鱼 ２０１４ [５１]

Ｆａｔｈｅａｄ ｍｉｎｎｏｗ ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｕｓ ＦＨＭＶ 小 ＲＮＡ 病毒科 ＋ｓｓＲＮＡ 金体美洲鳊鱼 ２０１４ [５２]

Ｆｉｓａｖｉｒｕｓ １ ＦｉｓａＶ１ 微小核糖核酸病毒属 ＋ｓｓＲＮＡ 鲤鱼 ２０１５ [５３]

Ｗｈｉｔｅ ｓｕｃｋｅｒ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ ＷＳＨＢＶ 嗜肝 ＤＮＡ 病毒 ｄｓＤＮＡ 白亚口鱼 ２０１５ [５５]

Ｇｏｌｄｅｎ Ｓｈｉｎｅｒ ｔｏｔｉｖｉｒｕｓ ＧＳＴＶ 整体病毒科 ｄｓＲＮＡ 金体美洲鳊鱼 ２０１６ [５６]

Ｐｉｓｃｉｎｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ ｌｉｋｅ ｖｉｒｕｓ ＰＭＣＬＶ 呼肠孤病毒科 ｄｓＲＮＡ 金体美洲鳊鱼 ２０１６ [５６]

Ｂｌｕｅｇｉｌｌ ｈｅｐａｄｎａｖｉｒｕｓ ＢＧＨＢ 嗜肝 ＤＮＡ 病毒 ｄｓＤＮＡ 大太阳鱼 ２０１６ [５４]

ｃａｌｉｃｉｖｉｒｕｓ ＦＨＭＣＶ￣２０１２ 黑头豆科杯状病毒 ｓｓＲＮＡ 钓饵鱼 ２０１７ [５７]

４　 病毒鉴定流程

仅仅采用二代测序技术鉴定病毒是一个费时费

力的工作ꎬ且要耗费较多的资金ꎬ现在已经较少采用

这种方法来鉴定病毒了ꎮ 随着宏基因组学技术的成

熟ꎬ二代测序加上宏基因组学技术成为鉴定病毒的

主流技术ꎮ 由于绝大多数微生物无法人工培养ꎬ造
成仅基于二代测序的方法鉴定病毒有很大的局限

性ꎮ 而基于宏基因组学技术可以克服大多数微生物

不能培养的缺点ꎬ使得基于宏基因组学的病毒鉴定

得到广泛采用ꎮ
一些研究者开发了一些基于宏基因组学的病毒

鉴定流程软件 ( Ｐｉｐｅｌｉｎｅ ｆｏｒ ｖｉｒｕｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ)ꎬ例如中国疾控中心 Ｌｉ 等开发的 ＶＩＰ 病

毒鉴定集成软件系统[６９]ꎬ如图 １ 所示ꎮ
　 　 Ｌｉｎ 等则开发了另一种集成软件系统 ｄｒＶＭ[７０]ꎮ
但这些集成软件系统虽然使得系统容易使用ꎬ但它

们往往只集成固定的几种软件ꎮ 而实际上宏基因组

学分析软件更新换代非常快ꎬ这就使得现有的集成

软件系统的性能不一定是最好的ꎮ 因此选择当时最

好的软件来构建自己的分析流程是最好的选择ꎮ 当

然这需要较多的生物信息学软件使用经验ꎮ Ｔｅｎｇｓ
等在大西洋三文鱼的病毒鉴定中提出了一个鱼类病

毒的鉴定流程[７１]ꎬ根据文中的描述ꎬ我们绘制出该

病毒鉴定流程示意图(图 ２)ꎮ 在基本分析框架不变

图 １　 ＶＩＰ 病毒鉴定集成软件系统示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｗｏｒｋ ｆｌｏｗ ｏｆ ｔｈｅ ＶＩＰ ｖｉｒｕｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｓｙｓｔｅｍ

的情况下ꎬ我们可以更换分析流程中的任何软件ꎮ
例如该文作者采用了 Ｖｅｌｖｅｔ[７２] 软件来做宏基因组

拼装ꎬ实际上我们可以把 Ｖｅｌｖｅｔ 用其他宏基因组拼

接软 件 来 代 替ꎬ 例 如 ＭＥＧＡＨＩＴ[７３]、 Ｓｐａｄｅｓ[１４]、
ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ２[７４]等ꎮ 质量控制工具 ＰＲＩＮＳＥＱ[７５] 也

可以用 ＴＲＩＭＯＭＭＡＴＩＣ[７６]、ＮＧＳ ＱＣ Ｔｏｏｌｋｉｔ[７７] 等软

件来代替ꎮ 在对数据进行微生物分类学鉴定时采用

的 ＭＥＴＡＸＡ２[７８]软件也可以换成普遍采用的同类型

软件 ＱＩＩＭＥ[７９]ꎮ
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图 ２　 鱼类病毒鉴定流程示意图

Ｆｉｇ.２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｆｉｓｈ ｖｉｒｕｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 我们课题组在研究青藏高原土壤与水体宏

基因 组 研 究 中ꎬ 采 用 Ｔｏｒｓｔｅｉｎ Ｔｅｎｇｓ 等 使 用 的

Ｐｉｐｅｌｉｎｅ 流程ꎬ成功地鉴定了一种病毒ꎮ 此外ꎬ我
们还开始了鲤鱼肠道宏基因组学研究ꎬ目前做的

项目有鲤鱼 １６Ｓ ＲＮＡ 测序ꎬ鲤鱼肠道宏基因组测

序ꎮ 虽然目前我们测序的鲤鱼样本是健康的鲤

鱼ꎬ但我们仍然开始了鲤鱼肠道病毒筛选工作ꎮ
后续还打算对发病的鲤鱼样本进行深度测序ꎬ并
初步打算增加三代测序方法ꎬ这样既可以拼接到

更多的鲤鱼肠道微生物全长基因组ꎬ又可能筛选

到鲤鱼肠道中的病毒ꎮ
Ｒａｍｐｅｌｌｉ 等开发的 ＶｉｒｏｍｅＳｃａｎ[８０]ꎬ其实现流程

如 ３ 所示ꎮ 这个软件只要输入二代测序 ｆａｓｔｑ 格式

的原始数据(Ｒａｗ ｄａｔａ)ꎬ不需要拼接宏基因组ꎬ经过

多步运算后就可以得到病毒组分类结果ꎮ 其中采用

的病毒组数据库可以在 ＮＣＢＩ 病毒基因组数据库[８１]

下载ꎮ 在过滤宿主基因组和细菌 Ｒｅａｄｓ 时ꎬ均采用

了 ＢＭＴａｇｇｅｒ[８２]ꎮ
　 　 最新报道的几种 Ｐｉｐｅｌｉｎｅ 病毒鉴定方法值得关

注ꎬＲｅｎ 等推出了 ＶｉｒＦｉｎｄｅｒ [８３]ꎮ Ｌｉｎ 等开发了基于

ｗｅｂ 的鉴定流程 Ｖｉｐｉｅ[８４]ꎬ另外一种新方法是 Ｔｉｔｈｉ
等提出的基于单机版的病毒鉴定流程 ＦａｓｔＶｉｒｏｍｅ￣
Ｅｘｐｌｏｒｅｒ[８５]ꎮ 这几种方法和上面介绍的 ３ 种方法实

现流程虽有差别ꎬ但也基本相似ꎬ读者可以参考原文

了解详细实现流程ꎮ

５　 展 望

本文综述了基于新一代测序和宏基因组学进

行水产动物病毒鉴定和发现的基本原理和主要技

术ꎮ 尤其是随着近年来宏基因组学技术的完善以

及测序成本的持续大幅度下降ꎬ使得宏基因组学

技术已经成为水产动物疾病诊断和水产养殖新病

原发现的一种重要工具ꎮ 就新型病毒的发现而

言ꎬ从装配方法(Ｄｅ ｎｏｖｏ ａｓｓｅｍｂｌｉｅｓ)与生物信息学

注释工具相结合ꎬ简化了鉴定与获得完整病毒基

因组的步骤ꎮ 因此ꎬ病毒宏基因组学可以用作新

型病毒鉴定ꎬ病毒系统发育分析ꎬ病毒感染诊断ꎬ
以及疾病监测的工具ꎮ

３３２彭司华等:宏基因组学技术在水产动物病毒鉴定中的应用



Ａ:单端或双端测序 ｆａｓｔｑ 格式数据ꎻ Ｂ:过比对参考病毒组数据库序列来鉴定出候选病毒 ｒｅａｄｓꎻＣ:过滤过程以去除低质量读数以及去除宿

主、细菌与古细菌 ｒｅａｄｓꎻＤ:留下的病毒 ｒｅａｄｓ 再与病毒组数据库序列比对ꎬ从而得到分类结果ꎮ
图 ３　 ＶｉｒｏｍｅＳｃａｎ 软件的工作流程示意图

Ｆｉｇ.３　 Ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＶｉｒｏｍｅＳｃａｎ

在病毒宏基因组学分析中面临的一个重要挑战是ꎬ
使用宏基因组学技术得到的大部分病毒序列仍然未

被注释ꎬ这主要是因为它们与普通数据库中的任何

已知序列没有相似性[８６]ꎮ Ｍｏｋｉｌｉ 等认为ꎬ目前注释

未知病毒序列不完善的主要原因还是缺乏合适的生

物信息学分析工具[１２]ꎮ Ｌｉ 等指出ꎬ病毒序列在装配

中的问题之一是它们有时会形成嵌合重叠群ꎬ这些

嵌合重叠群在拼接时很难识别[６９]ꎮ
病毒宏基因组学分析面临的另一个重要挑战

是ꎬ装配的病毒基因组的准确性还有待提高[１２]ꎮ 使

用宏基因组学分析鉴定新型病毒的注释方法应力求

避免出现假阳性[８７]ꎮ 鉴于大多数感染水生动物的

病毒都没有被鉴定ꎬ而且在数据库中也没有发现这

种病毒ꎬ所以新感染水生动物病毒的这种不准确性

可能更高ꎮ 尽管如此ꎬ我们认为基于基因组学的水

产动物病毒鉴定将随着宏基因组学技术的不断成

熟ꎬ测序成本的不断下降ꎬ以及已知病毒数据库的不

断完善而得到更广泛的采用ꎮ
新型纳米孔测序技术 Ｎａｎｏｐｏｒｅ 测序是一种非

常有前途的测序技术ꎮ 由于该测序仪的小型化以及

样品准备极其简单ꎬ且不需要借助碱基、多聚酶、连
接酶等就能进行测序ꎬ尤其适合野外携带ꎮ 所以ꎬ
Ｎａｎｏｐｏｒｅ 测序技术有望在水产动物病毒鉴定方面得

到更广泛的采用ꎮ
我们在表 １ 中可以发现ꎬ一种病毒可能感染多

种鱼类ꎬ例如呼肠孤病毒可以感染大西洋三文鱼、淡
水鲤鱼、金体美洲鳊鱼等ꎬ但感染的分子机制仍未揭

示ꎮ 随着宏基因组学的发展和完善ꎬ更多的病毒序
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列全长将会得到ꎮ 这将给揭示病毒感染的机制带来

很多方便ꎬ并将有力促进鱼病药物的研发ꎬ为更好地

控制鱼病疫情打下基础ꎮ
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ｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｐｉｓｃｉｎｅ￣ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ￣ｌｉｋｅ ｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ ｂａｉｔｆｉｓｈ ｉｎ ｔｈｅ
ＵＳＡ [Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ １６１(７):１９２５￣１９３１.

[５０] ＬＯＲＩＮＣＺ Ｍꎬ ＤＡＮ Ａꎬ ＬＡＮＧ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｖｅｌ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｅｕｒｏ￣
ｐｅａｎ ｃａｔｆｉｓｈ ( ｓｉｌｕｒｕｓ ｇｌａｎｉｓ) [ Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ
１５７(６):１１７３￣１１７６.

[５１] ＬＡＮＧＥ Ｊꎬ ＧＲＯＴＨ Ｍꎬ ＦＩＣＨＴＮＥＲ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ ｆｒｏｍ
ｃａｒｐ: ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｖｅａｌｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ｔｗｏ
ａｐｈｔｈｏｖｉｒｕｓ ２Ａ￣ｌｉｋｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ
２０１４ꎬ ９５:８０￣９０.

[５２] ＰＨＥＬＰＳ Ｎ Ｂ Ｄꎬ ＭＯＲ Ｓ Ｋꎬ ＡＲＭＩＥＮ Ａ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ ｂａｉｔｆｉｓｈ ｉｎ
ｔｈｅ ＵＳＡ [Ｊ] . ＰＬｏＳ ＯＮＥꎬ ２０１４ꎬ ９(２):ｅ８７５９３.

[５３] ＲＥＵＴＥＲ Ｇꎬ ＰＡＮＫＯＶＩＣＳ Ｐꎬ ＤＥＬＷＡＲＴ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｐｏｓａ￣
ｖｉｒｕｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｓｉｎｇｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ ｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ ｆｉｓｈ ( ｃｙｐｒｉｎｕｓ
ｃａｒｐｉｏ) [Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ １６０(２):５６５￣５６８.

[５４] ＤＩＬＬ Ｊ Ａꎬ ＣＡＭＵＳ Ａ Ｃꎬ ＬＥＡＲＹ Ｊ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｖｉｒａｌ ｌｉｎｅａ￣
ｇｅｓ ｆｒｏｍ ｆｉｓｈ ａｎｄ ａｍｐｈｉｂｉａｎｓ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｈｉｓ￣
ｔｏｒｙ ｏｆ Ｈｅｐａｄｎａｖｉｒｕｓｅｓ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ ９０(１７):
７９２０￣７９３３.

[５５] ＨＡＨＮ Ｃ Ｍꎬ ＩＷＡＮＯＷＩＣＺ Ｌ Ｒꎬ ＣＯＲＮＭＡＮ Ｒ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃ￣
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ Ｈｅｐａｄｎａｖｉｒｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ Ｓｕｃｋｅｒ (ｃａｔｏｓｔｏｍｕｓ
ｃｏｍｍｅｒｓｏｎｉｉ) ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｇｒｅａｔ Ｌａｋｅｓ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ
[Ｊ] . Ｊ Ｖｉｒｏｌꎬ ２０１５ꎬ ８９(２３):１１８０１￣１１８１１.

[５６] ＭＯＲ Ｓ Ｋꎬ ＰＨＥＬＰＳ Ｎ Ｂ Ｄ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｔｏｔｉｖｉｒ￣
ｕｓ ｆｒｏｍ ｇｏｌｄｅｎ ｓｈｉｎｅｒ ( ｎｏｔｅｍｉｇｏｎｕｓ ｃｒｙｓｏｌｅｕｃａｓ) ｂａｉｔｆｉｓｈ ｉｎ ｔｈｅ
ＵＳＡ [Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ １６１(８):２２２７￣２２３４.

[５７] ＴＨＯＭＰＳＯＮ Ｌ Ｒꎬ ＳＡＮＤＥＲＳ Ｊ Ｇꎬ ＭＣＤＯＮＡＬＤ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｃｏｍ￣
ｍｕｎａｌ ｃａｔａｌｏｇｕｅ ｒｅｖｅａｌｓ Ｅａｒｔｈ'ｓ ｍｕｌｔｉｓｃａｌｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ [Ｊ] .
Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０１７ꎬ ５５１(７６８１):４５７￣４６３.

[５８] ＰＨＡＭ Ｈ Ｔꎬ ＹＵ Ｑꎬ ＢＯＩＳＶＥＲＴ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｃｉｒｃｏ￣ｌｉｋｅ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａ￣
ｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｐｅｎａｅｕｓ ｍｏｎｏｄｏｎ ｓｈｒｉｍｐｓ [ Ｊ ] . Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎｎｏｕｎｃꎬ
２０１４ꎬ ２(１):ｅ０１１７２.

[５９] ＺＨＯＵ Ｊꎬ ＺＨＡＮＧ Ｗꎬ ＹＡＮ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｖｉｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ
ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｄａｔａ ｓｅｔｓ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ８７(８):
４２２５￣４２３６.

[６０] ＤＡＹＡＲＡＭ Ａꎬ ＧＯＬＤＳＴＩＥＮ Ｓꎬ ＺＡＷＡＲ￣ＲＥＺＡ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｖｅｌ
ｓｓＤＮＡ ｖｉｒｕｓ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｆｒｏｍ ｅｓｔｕａｒｉｎｅ Ｍｏｌｌｕｓｃ ( ａｍｐｈｉｂｏｌａ ｃｒｅｎａ￣
ｔａ) ｗｈｏｓｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｒｅｐ) ｓｈａｒｅｓ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ
ｗｉｔｈ Ｒｅｐ￣ｌｉｋｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｏｒｉｇｉｎ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒ￣
ａｌ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ９４:１１０４￣１１１０.
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[６１] ＤＡＹＡＲＡＭ Ａꎬ ＧＯＬＤＳＴＩＥＮ Ｓꎬ ＺＡＷＡＲ￣ＲＥＺＡ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉ￣
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｔａｒｌｉｎｇ Ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｉｎ ａｎ ｅｓｔｕａｒｉｎｅ ｍｏｌｌｕｓｃ ( ａｍｐｈｉｂｏｌａ
ｃｒｅｎａｔａ) ｉｎ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｕｓｉｎｇ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ [Ｊ] . Ｇｅ￣
ｎｏｍｅ Ａｎｎｏｕｎｃꎬ ２０１３ꎬ １(３):ｅ００２７８.

[６２] ＦＡＨＳＢＥＮＤＥＲ Ｅꎬ ＨＥＷＳＯＮ Ｉꎬ ＲＯＳＡＲＩＯ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｏｆ
ａ ｎｏｖｅｌ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＤＮＡ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｆｏｒｂｅｓ ｓｅａ ｓｔａｒꎬ Ａｓｔｅｒｉａｓ ｆｏｒｂｅｓｉ
[Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ １６０(９):２３４９￣２３５１.

[６３] ＨＥＷＳＯＮ Ｉꎬ ＢＵＴＴＯＮ Ｊ Ｂꎬ ＧＵＤＥＮＫＡＵＦ Ｂ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｎｓｏｖｉｒｕｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅａ￣ｓｔａｒ ｗａｓｔｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｍａｓｓ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ [ Ｊ] .
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ
Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１４ꎬ １１１(４８):１７２７８￣１７２８３.

[６４] ＮＧ Ｔ Ｆ Ｆꎬ ＭＡＮＩＲＥ Ｃꎬ ＢＯＲＲＯＷＭＡＮ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ａ
ｎｏｖｅｌ ｓｉｎｇｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡ ｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ ａ ｓｅａ Ｔｕｒｔｌｅ ｆｉｂｒｏｐａｐｉｌｌｏｍａ
ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｖｉｒａｌ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ８３
(６):２５００￣２５０９.

[６５] ＮＧ Ｔ Ｆ Ｆꎬ ＳＵＥＤＭＥＹＥＲ Ｗ Ｋꎬ ＷＨＥＥＬＥＲ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｖｅｌ ａｎｅｌｌ￣
ｏｖｉｒｕｓ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｅｖｅｎｔ ｏｆ ｃａｐｔｉｖｅ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ ｓｅａ
ｌｉｏｎｓ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ９０:１２５６￣１２６１.

[６６] ＮＧ Ｔ Ｆ Ｆꎬ ＷＨＥＥＬＥＲ Ｅꎬ ＧＲＥＩＧ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉ￣
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ａｎｅｌｌｏｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｐａｃｉｆｉｃ ｈａｒｂｏｒ ｓｅａｌ (Ｐｈｏｃａ ｖｉｔｕｌｉｎａ
ｒｉｃｈａｒｄｓｉｉ) ｌｕｎｇ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｍｕｌｔｉ￣
ｐｌｅ ｙｅａｒｓ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ ９２:１３１８￣１３２３.

[６７] ＳＩＥＧＥＲＳ Ｊ Ｙꎬ ＶＡＮ ＤＥ ＢＩＬＤＴ Ｍ Ｗ Ｇꎬ ＶＡＮ ＥＬＫ Ｃ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｅｄｎｅｓｓ ｏｆ ｄｏｌｐｈｉｎ ｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ｆｉｓｈ ｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓｅｓ
[Ｊ] . Ｅｍｅｒｇｉｎｇ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ２０１４ꎬ ２０(６):１０８１￣１０８２.

[６８] ＫＬＵＧＥ Ｍꎬ ＣＡＭＰＯＳ Ｆ Ｓꎬ ＴＡＶＡＲＥＳ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｓｕｒ￣
ｖｅｙ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｆｅｃｅｓ ｏｆ ｓｕｂａｎｔａｒｃｔｉｃ ａｎｄ ｓｏｕｔｈ
Ａｍｅｒｉｃａｎ ｆｕｒ Ｓｅａｌｓ [Ｊ] . ＰＬｏＳ ＯＮＥꎬ ２０１６ꎬ １１(３):ｅ０１５１９２１.

[６９] ＬＩ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｈꎬ ＮＩＥ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. ＶＩＰ: ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｐｉｐｅｌｉｎｅ ｆｏｒ
ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ [ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１６ꎬ ６:２３７７４.

[７０] ＬＩＮ Ｈ￣Ｈꎬ ＬＩＡＯ Ｙ Ｃ. ｄｒＶＭ: ａ ｎｅｗ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｇｅｎｏｍｅ ａｓ￣
ｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ｋｎｏｗｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｖｉｒｕｓｅｓ ｆｒｏｍ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅｓ [Ｊ] . Ｇｉｇａ￣
ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１７ꎬｄｏｉ:１０.１０９３ / ｇｉｇａｓｃｉｅｎｃｅ / ｇｉｘ１００３.

[７１] ＴＥＮＧＳ Ｔꎬ ＲＩＭＳＴＡＤ Ｅ. Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｓｈ ｆａｒｍｉｎｇ
ｉｎｄｕｓｔｒｙ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ [ Ｊ] . Ｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１７ꎬ ７５:１０９￣１１９.

[７２] ＺＥＲＢＩＮＯ Ｄ Ｒꎬ ＢＩＲＮＥＹ Ｅ. Ｖｅｌｖｅｔ: Ａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ ｆｏｒ ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｈｏｒｔ
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