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　 　 摘要:　 植物的真菌病原菌可以通过核糖体 ＲＮＡ 或者其他通用引物进行鉴定ꎬ植物病毒缺乏通用引物ꎬ这给

植物未知病毒病的鉴定带来较大挑战ꎮ 随着分子生物学及测序技术的发展ꎬ出现了很多直接从植物病料中检测未

知病毒的方法ꎬ这些方法推进了植物病毒的发掘和病原鉴定ꎬ取得了非常好的效果ꎮ 本文主要阐述近年来应用于

检测未知植物病毒的分子生物学方法ꎮ
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　 　 对植物而言ꎬ植物病毒是仅次于真菌的第二大

病原ꎬ由于其流行和爆发对粮食危害极大ꎬ且防治困

难ꎬ故有植物癌症之称ꎮ 据不完全统计ꎬ受植物病毒

影响ꎬ全世界每年粮食总产量损失约 １０％[１]ꎮ 有关

植物病毒的研究已有 １００ 多年历史ꎬ但大多数研究

仅限于农作物中的疾病ꎬ有很多植物病毒未被发现ꎮ
植物病毒结构特殊ꎬ而且没有通用的编码序列[２￣３]ꎬ
这增加了植物病毒研究的难度ꎬ植物病毒的多样性

仍是未知的ꎬ有待新的研究方法去揭秘ꎮ

植物病毒的传统检测方法主要包括指示植物鉴

别法、 血 清 学 试 验 法 [ 如 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(ＥＬＩＳＡ)]、分子杂交技术法、电镜技术法ꎮ 最近ꎬ随
着分子生物学技术的迅猛发展ꎬ聚合酶链式反应

(ＰＣＲ)技术、基因芯片[４￣６] 等已广泛应用于植物病

原的鉴定中ꎮ 但是ꎬ利用这些常用试验方法进行鉴

定的前提是必须了解病原物的生物学特性和基因组

特征ꎮ 譬如ꎬ基因芯片技术可以一次性检测 １０ 种病

毒ꎬ但只能检测未知病害植物中的已知病毒[７]ꎮ 这

些方法对于植物未知病毒的挖掘以及植物新病害的

诊断研究有很强的限制性ꎬ在实际工作中不易推广ꎮ
由此可见ꎬ未知植物病毒的检测方法在新病毒发现

方面发挥着十分重要的作用ꎮ 本文重点阐述利用分

子生物学技术检测未知植物病毒的研究现状ꎮ
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１　 基于传统分子生物学技术的未知病
毒检测方法

　 　 随着分子生物学技术的发展ꎬ出现了很多针对

未知植物病毒的检测技术ꎮ 由于植物病毒基因组结

构较为简单ꎬ多为 １ 个或者 ２ 个开放阅读框ꎬ且核酸

会残存在发病植物病料中ꎬ故可以通过追踪、放大基

因组本身的方法鉴定核酸序列[８￣９]ꎬ再与 ＮＣＢＩ 数据

库中已知病毒序列进行比对ꎬ利用生物软件分析病

毒生物学特征ꎬ确诊病原ꎮ 现阶段ꎬ基于传统分子生

物学的未知植物病毒检测方法主要有双链 ＲＮＡ
(ｄｓＲＮＡ)技术、ｃＤＮＡ 代表性差异分析(ＲＤＡ)技术、
核酸序列非依赖性引物扩增技术等ꎮ
１.１　 ｄｓＲＮＡ 技术

植物病毒基因组以 ＲＮＡ 为主ꎬ占 ９０％以上ꎮ 双

链 ＲＮＡ 是 ＲＮＡ 病毒、类病毒等在寄主体内形成单链

核糖核酸(ｓｓＲＮＡ)的特异复制中间型产物ꎬ具有病毒

特异性ꎬ且性质稳定ꎬ不随寄主改变而改变ꎮ 因此ꎬ提
取植物组织或者病毒粒子中的 ｄｓＲＮＡꎬ可用于病毒种

类鉴别ꎬ病毒侵染诊断[１０]ꎮ １９８６ 年Ｄａｌｅ 等[１１]首次从

表现出典型症状的香蕉病株中分离得到 ｄｓＲＮＡꎬ并在

以后的研究中确定存在于寄主植物韧皮部组织的病

毒粒体为香蕉束顶病毒(ＢＢＴＶ)ꎮ 现阶段ꎬ越来越多

的研究者通过提纯 ｄｓＲＮＡ[１２]ꎬ提高样品中核酸的有

效率ꎬ结合二代测序方法来检测未知病毒ꎮ 同时ꎬ
ｄｓＲＮＡ 的提取方法[１３]也在不断更新、完善ꎬ为植物病

毒各个领域的研究提供技术保障ꎮ
１.２　 ｃＤＮＡ 代表性差异分析技术

ｃＤＮＡ 代表性差异分析技术建立在 ｃＤＮＡ 文库

的基础上ꎬ通过提取患病和健康植物的总 ＲＮＡꎬ逆
转录形成 ｃＤＮＡꎬ对比患病植物与健康植物 ｃＤＮＡ 的

差异ꎬ进行消减ꎬ减小文库规模ꎬ进而得到差异的

ｃＤＮＡ 序列ꎬ进行多次杂交ꎬ去除相同核酸ꎬ降低二

次扩增背景的影响[１４]ꎮ 战晴晴[１５] 在构建柴胡全长

ｃＤＮＡ 文库时ꎬ虽然首次发现蚕豆萎蔫病毒 ２(ＢＢ￣
ＷＶ￣２)可以侵染柴胡ꎬ但没有发现新病毒ꎮ 总之ꎬ
ｃＤＮＡ 代表性差异分析方法较为繁琐、费时ꎬ且发现

新病毒的几率较小ꎮ
此外ꎬＣｏｏｐｅｒ 等[１６] 利用高效液相色谱￣串联质

谱(ＨＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)方法ꎬ通过分析差异表达蛋白质

来鉴定植物感染的未知病原体ꎮ 这种利用质谱法分

析差异蛋白质的方法类似于 ｃＤＮＡ 代表性差异分析

技术ꎬ但由于其数据的缺失值较多ꎬ获得结果的质量

好坏以及可靠性高低参差不齐ꎬ给差异蛋白质的筛

选造成了很大阻力ꎮ
１.３　 核酸序列非依赖性单引物扩增技术

核酸序列非依赖性单引物扩增技术(ＳＩＳＰＡ)是
一种平末端连接扩增技术[１７]ꎬ原理如图 １ 显示ꎬ起
初仅用于检测 ＤＮＡ 病毒ꎬ后来有学者采用改良的

ＤＮａｓｅ￣ＳＩＳＰＡ 技术测定未知 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 病毒的序

列ꎬ证实了该扩增方法对 ＲＮＡ 病毒检测的有效

性[１８￣２０]ꎮ 由于该方法不需要提纯病毒ꎬ可以直接从

病样中提取核酸ꎬ所以近年来越来越多的实验室通

过此方法检测未知植物病毒ꎮ 赵西梅[２１] 通过提取

ｄｓＲＮＡ 病毒ꎬ并以其为模板进行非序列依赖性 ＰＣＲ
扩增ꎬ成功从有病症的地黄中分离到油菜花叶病毒

(ＯＲＭＶ)和地黄花叶病毒(ＲｅＭＶ)ꎬ从有病症的白

术中分离出香豆萎葛病毒 ２ 号(ＢＢＷＶ２)ꎮ
１.４　 简并核苷酸引物扩增技术

简并核苷酸引物扩增技术(ＤＯＰ)是通过巧妙设

计引物来进行序列非依赖性扩增的ꎬ原理如图 ２ 显

示ꎬ以 ３′端和 ５′端的特异性核苷酸序列以及中间 ６ 个

核苷酸构成的随机引物为引物群ꎬ起初的引物是很随

机的ꎬ但随着 ３′端引物上特异性核苷酸的结合ꎬ在随

后的反应过程中ꎬ扩增产物的核酸匹配度越来越高ꎬ
产物通过测序比对ꎬ即可找到未知的植物病毒序列ꎮ
Ｂａｄｉｌｌｏ 等[２２]对叶脉有条纹状坏死而且顶梢和叶侧脉

部变黄的番茄植株进行检测时ꎬ利用等轴不稳环斑病

毒属(Ｉｌａｒｖｉｒｕｓ)简并引物的方法进行扩增ꎬ最终获得

番茄坏死条纹病毒(ＴｏｍＮＳＶ)全基因组ꎬ基因组分析

结果表明ꎬ该病毒是亚组 ２ 的新成员ꎮ Ｃｉｕｆｆｏ 等[２３]在

调查叶片具有病毒样症状(花叶、畸形和坏死)的莴苣

时ꎬ利用马铃薯 Ｙ 病毒属(Ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ)外壳蛋白(ＣＰ)
所设计的简并引物成功扩增出 １ 种新病毒ꎬ暂命名为

意大利莴苣坏死病毒(ＬＩＮＶ)ꎬ该病毒可以通过桃蚜

非持久性方式进行传播ꎮ
Ｓｈａｈｉｄ 等[２４]在鉴定黑莓黄脉病病原时ꎬ利用简

并引物检测到一种新的双链 ＤＮＡ 病毒ꎬ暂时称为黑

莓病毒 Ｆ(ＢＶＦ)ꎬ该病毒为杆状 ＤＮＡ 病毒属(Ｂａｄ￣
ｎａｖｉｒｕｓ)新成员ꎮ 一种暂命名为金盏花花叶病(Ａｄ￣
ＭＶ)的香石竹斑驳病毒属(Ｃａｒｍｏｖｉｒｕｓ)新成员是科

研人员通过简并引物方法发现的[２５]ꎮ 由于简并引

物技术可操作性较强ꎬ耗时短、费用低ꎬ近年来在很

多植物的未知病原鉴定中发挥重要作用ꎮ
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图 １　 核酸序列非依赖性单引物扩增技术原理示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｉｎｇｌｅ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

图 ２　 简并核苷酸引物扩增技术原理示意图

Ｆｉｇ.２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

２　 基于新型测序技术的未知病毒检测
方法

　 　 上述几种未知病毒检测的最终结果都必须依靠

核酸的 Ｓａｎｇｅｒ 测序技术ꎬ通过 ＮＣＢＩ 网站 Ｂｌａｓｔ 比对

最终确定病毒种类ꎮ 第二代测序技术(ＮＧＳ)的推出ꎬ
打破了 Ｓａｎｇｅｒ 测序技术的瓶颈ꎬ进入高通量测序技术

时代ꎬ为挖掘新的未知病毒提供了新思路[２６]ꎮ
ＮＧＳ 从 ２００９ 年开始应用于植物病毒领域ꎬ该领

域包括植物病毒的发现ꎬ基因组序列测定以及生态

学和流行病毒学的研究[２７]ꎮ 这种新检测技术的流

程主要包括样品核酸的准备ꎬ核酸文库的构建ꎬ上机

测序ꎬ生物信息学数据分析等基本过程ꎮ 根据核酸

样品的不同来源ꎬ可以将 ＮＧＳ 技术分为 ２ 大类ꎬ其
中一类以宏基因组为研究对象ꎬ另一类以 ｓｉＲＮＡ
(Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ)为研究对象ꎮ
２.１　 基于宏基因组学的 ＮＧＳ

宏基因组学以特定生态环境中全部微生物的遗

传信息为研究对象ꎬ来研究部分微生物的功能基因

筛选以及微生物与环境或者个体之间的关系[２８]ꎬ样
品中病毒核酸如何富集ꎬ即核酸的有效性是保证测

序质量的关键ꎮ 利用 ＮＧＳ 的宏基因组学对植物病

毒的最早研究来自于英国学者 Ａｄａｍｓ 等[２９]ꎬ为了保

证 ＮＧＳ 测序质量ꎬ提高样品核酸的有效性ꎬ先将从

蛇鞭菊中获得的病原分离物摩擦接种到千日红ꎬ再
通过对宿主核酸消减杂交ꎬ构建 ｃＤＮＡꎬ进行 ＮＧＳꎬ
最终获得一个名为蛇鞭菊轻斑驳病毒(ＧＭＭＶ)的黄

瓜花叶病毒属(Ｃｕｃｕｍｏｖｉｒｕｓ)新成员ꎮ 同样ꎬＧｒｅｅｎ
等[３０]将病样分离物摩擦接种于本氏烟ꎬ从而提取有

症状的本氏烟总 ＲＮＡꎬ构建 ｃＤＮＡ 文库ꎬ利用 Ｉｌｌｕｍｉ￣
ｎａ 公司的 ＮｅｘｔＳｅｑ ５００ 平台进行 ＮＧＳꎬ最终获得芜

菁黄花叶病毒属(Ｔｙｍｏｖｉｒｕｓ)的新成员ꎬ暂时命名为

奎东茄褪绿花叶病毒(ＮａｒＣＭＶ)ꎮ
Ｔａｎｇ 等[３１]为了提高 ＮＧＳ 病毒序列的检出率ꎬ先

将病原分离物摩擦接种于本氏烟ꎬ提取本氏烟总核

酸ꎬ利用脱氧核糖核酸酶 Ｉ 消除 ＤＮＡꎬ同时消减宿主
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的 ｒＲＮＡꎬ利用消减后的 ＲＮＡ 构建 ｃＤＮＡ 文库ꎬ基于

４５４ 平台进行 ＮＧＳꎬ最终获得一个暂时命名为罂粟花

叶病毒(ＯＰＭＶ)的全基因组序列ꎮ 值得关注的是ꎬ根
据ＲＮＡ 病毒中间体 ｄｓＲＮＡ 的特征ꎬＰｅｔｒｚｉｋ 等[３２]通过

直接提取样品中的 ｄｓＲＮＡꎬ大大减少宿主核酸的影

响ꎬ构建文库ꎬ进行 ＮＧＳꎬ最终获得醋栗病毒 Ａ(Ｃｕ￣
ＶＡ)ꎮ 此外ꎬ为了进一步减少宿主核酸的影响ꎬＰａｒｄｉ￣
ｎａ 等[３３]直接从提纯的病毒颗粒中提取核酸ꎬ进行

ＮＧＳꎬ最终获得甘薯 Ｇ 病毒(ＳＰＶＧ)的全基因组序列ꎮ
２.２　 基于 ｓｉＲＮＡ 深度测序的 ＮＧＳ
　 　 ｓｉＲＮＡ 是在 ＲＮＡ 沉默机制中产生的一种具有

序列特异性调控功能的分子[３４￣３５]ꎮ 植物 ＲＮＡ 沉默

机制的主要功能之一是抗病毒ꎮ 植物对病毒产生适

应性免疫应答反应ꎬ会在被病毒侵染的植物细胞中

产生与病毒相关的 ｓｉＲＮＡꎬ这些 ｓｉＲＮＡ 可用于检测

植物中的 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 病毒ꎬ甚至可用于检测一些

结构新颖的类病毒ꎮ ｓｉＲＮＡ 与已知病毒没有明显的

序列相似性ꎬ因此ꎬｓｉＲＮＡ 高通量测序技术不依赖于

已知病毒信息ꎬ可以检测样品群体中的全部病毒信

息ꎬ适用于新病毒的发现ꎬ为植物未知病毒研究开拓

新的思路[３６￣３７]ꎮ
迄今为止ꎬ通过对 ｓｉＲＮＡ 进行 ＮＧＳꎬ检测植物未

知病原分离物较成功的案例来自于 Ｌｉ 等[３８] 的报道ꎮ
他们提取有症状番茄样品中的 ｓｉＲＮＡꎬ并进行深度测

序ꎬ生物信息学分析结果表明ꎬ样品中含有马铃薯纺

锤块茎病类病毒(ＰＳＴＶｄ)、凤果花叶病毒(ＰｅｐＭＶ)和
１ 种新的病毒 [暂时命名为番茄坏死矮化病毒

(ＴｏＮＳＶ)]ꎮ 有学者采用 ｓｉＲＮＡ 深度测序技术ꎬ发现

了 ２ 种蔷薇科植物内侵染的新病毒ꎬ即来自野蔷薇样

品的玫瑰叶丛簇伴随相关病毒(ＲＬＲａＶ)和来自有果

实开裂症状桃植株样品的桃裂果伴随相关病毒(ＰＣ￣
ＦａＶ) [３９￣４０]ꎮ 此外ꎬ陈莎[４１]利用小 ＲＮＡ 深度测序技术

对云南省和贵州省玉米病毒病进行检测ꎬ获得 ３ 种未

知的 ＲＮＡ 病毒[玉米黄化花叶病毒(ＭＹＭＶ)、玉米相

关的形影病毒(ＭＡＵＶ)、玉米相关的整体病毒(ＭＡＴＶ
１)]和 １ 种国内首次报道的 ＤＮＡ 病毒[留尼旺玉米线

条病毒云南分离物(ＭＳＲＶ￣ＹＮ)]ꎮ

３　 展 望

植物病毒多样性的研究尚处于起步阶段ꎬ作物

中新病毒的发现ꎬ野生植物中新病毒的潜在生态影

响以及病毒在感染植物中的潜在作用ꎬ这些问题的

解决都依赖于未知病毒检测技术的发展ꎮ 综上所

述ꎬ利用已有的基因组序列ꎬ设计各个病毒属所特有

的简并引物进行扩增ꎬ这种方法操作简单、费用低ꎬ
是研究人员发现新病毒的首选方法ꎮ 由于病毒种类

繁多ꎬ所以研究人员需要克服简并引物设计的困难ꎮ
ＮＧＳ 技术具有高效、快速、非序列依赖性的优

势ꎬ革新了发现和鉴定病毒的方法ꎬ在短短 ５ 年时间

内发现多种新病毒种类ꎬ但是 ＮＧＳ 也有一定缺

陷[４２]ꎮ 首先ꎬ对于病毒滴度较小的病毒ꎬ二代测序

技术往往会忽略该类病毒的存在ꎻ其次ꎬＮＧＳ 虽然

可以发现传统方法难以发现的新病毒ꎬ但是它往往

会忽略科赫法则ꎬ不能证明新病毒是导致病害的病

原体ꎻ再次ꎬ对于较大规模的植物病毒种类普查项

目ꎬ二代测序技术的成本昂贵ꎮ 总之ꎬ单一的未知植

物病毒分子生物学检测技术ꎬ难免存在局限性ꎬ所以

在实际应用中ꎬ应根据样品和调查项目状况ꎬ有针对

性地选择 １ 种或者几种检测技术ꎬ才能有效挖掘更

多未知的植物病毒ꎮ
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