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　 　 摘要：　 为掌握江苏省豆类作物上的病毒病种类，本研究于 ２０１８ 年对江苏省蚕豆作物病毒进行了调查，累计

采集田间疑似病样 ５５ 份，为明确其中伴随的病毒种类，我们对田间采集的疑似病样提取总 ＲＮＡ 后进行了分子检

测，结果发现，在用菜豆黄花叶病毒（Ｂｅａｎ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ，ＢＹＭＶ）检测引物进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增时有 １６ 份样品扩

增到 １ 条 ５２５ ｂｐ 左右的条带，与目的片段大小一致，说明其中可能伴随有菜豆黄花叶病毒的感染。 为进一步确定

这一结果，我们针对 ＢＹＭＶ ＣＰ 基因设计了引物，以阳性样品 ＲＮＡ 为模板进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ，结果发现均扩增到预期大

小的目的条带，对该片段回收、克隆并测定碱基序列，结果发现其 ＣＰ 基因碱基序列全长 ８１９ ｂｐ，编码 １ 个由 ２７３ 个

氨基酸组成大小约２０ ８００的蛋白质。 ＢＬＡＳＴ 分析结果显示其与 ＢＹＭＶ 同源性最高（ＡＢ４３９７３１，９９％），表明其属于

ＢＹＭＶ 的一个分离物。 利用 ＭＥＧＡ 软件对其进行系统进化分析，结果发现这些分离物与日本的蚕豆分离物

（ＡＢ４３９７３１）同源性最高，其次是澳大利亚的蚕豆分离物（ＨＧ９７０８６７）和中国青海的菜豆分离物（９⁃１６）。 这些结果

表明江苏蚕豆上检测到的病毒是菜豆黄花叶病毒的一个分离物，这是该病毒在江苏侵染蚕豆的首次分子鉴定

报道。
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　 　 蚕豆（Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．）是豆科野碗豆属的一个栽

培种，属一年生豆类植物，既可作为蔬菜、粮食种植，
亦可用作饲料和绿肥，兼具较高的营养价值和经济

价值［１］，在中国的四川、云南、湖北、江苏、青海等地

均广泛种植［２］。 近年来随着蚕豆种植面积的推广，
耕作模式的调整及环境的变化，蚕豆上病毒病呈多

发态势，目前已报道侵染蚕豆并造成危害的病毒种

类繁多，如蚕豆斑驳病毒（Ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ，
ＢＢＭＶ）、蚕豆萎蔫病毒（Ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓ，ＢＢ⁃
ＷＶ）、芜菁花叶病毒（ Ｔｕｒｎｉｐ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ，ＴｕＭＶ）、
大豆花叶病毒（Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ，ＳＭＶ）、菜豆卷

叶病毒（Ｂｅａｎ ｌｅａｆ ｒｏｌｌ ｖｉｒｕｓ，ＢＬＲＶ）、菜豆黄花叶病

毒（Ｂｅａｎ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ，ＢＹＭＶ）等［３⁃４］。
菜豆黄花叶病毒是一种重要的植物 ＲＮＡ 病毒，

可侵染 １２ 个科的 １１４ 种植物，且对菜豆、蚕豆、豇
豆、豌豆等豆科作物的危害尤其严重，如侵染蚕豆时

叶片出现花叶、斑驳等症状，重病时易造成植株畸

形，对其产量和品质影响较大［５］。 ＢＹＭＶ 最早的报

道可追溯到 １９３０ 年［６］，近年来，美国［７］、西班牙［８］、
加拿大［９］、 阿根廷［１０］、 印度［１１⁃１２］、 南非［１３］、 俄罗

斯［１４］等地陆续出现该病毒危害报道，目前 ＢＹＭＶ 已

成为一种世界范围发生的植物病毒，对包括豆类在

内的多种作物生产造成了威胁。 在中国，１９８５ 年，
濮祖芹等从南京菜豆病样中检测到菜豆黄花叶病

毒［１５］，之后甘肃［１６］、新疆［１７］、浙江［１８］、云南［１９］ 等地

也陆续有该病毒发生危害的报道。
ＢＹＭＶ 属马铃薯 Ｙ 病毒科（Ｐｏｔｙｖｉｒｉｄａｅ）马铃薯

Ｙ 病毒属（Ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ）成员，其病毒粒子为线状，长约

７５０ ｎｍ，直径１２～１５ ｎｍ。 病毒基因组为＋ ｓｓＲＮＡ，全
长 ９􀆰 ５ Ｋｂ，编码 １ 个由３ ０５６个氨基酸（３４７ ６００）组
成的多聚蛋白质，该多聚蛋白质裂解产生 １１ 个功能
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（Ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ）、 ６Ｋ２ （ ６⁃ｋＤａ ｐｅｐｔｉｄｅ
２ ）、 ＮＩａ⁃ＶＰｇ （ Ｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ Ａ⁃Ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｇｅｎｏｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ）、 ＮＩａ⁃Ｐｒｏ （ Ｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ Ａ⁃ｐｒｏｔｅ⁃
ａｓｅ）、ＮＩｂ（Ｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｂ）、ＣＰ （Ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ）、
ＰＩＰＯ（Ｐｒｅｔｔｙ ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇ Ｐｏｔｙｖｉｒｉｄａｅ ＯＲＦ），其中外壳

蛋白（ＣＰ）是病毒重要的结构蛋白，参与病毒的运

动、介体传播等［２０⁃２２］，同时在病毒分类上也是一个

重要的参考指标［２３］。
江苏是中国传统的蚕豆栽培省份，但相较于稻

麦等粮食作物，目前在蚕豆研究上的投入相对较少，
基础相对薄弱。 ２０１８ 年我们在对江苏省南通、盐
城、泰州等地蚕豆病害进行调查时发现田间有疑似

受病毒感染的病样，我们对田间样品进行了采集，并
通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ、基因克隆、测序等技术对采集样品进

行了分子鉴定，结果从中检测到 １ 种马铃薯 Ｙ 病毒

属的病毒，序列测定后分析结果显示它属于 ＢＹＭＶ
的 １ 个分离物。

１　 材料与方法

１．１　 供试病毒病样

供试疑似受病毒感染的蚕豆样品于 ２０１８ 年 ４
月采自江苏省南通市、盐城市、泰州市 （累计 ５５
份），样品采集后液氮冷冻，而后置于－８０ ℃冰箱中

备用。
１．２　 主要试剂

Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自北京康为世纪生物技术有限

公司，反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ、ｒＴａｑ 酶和克隆载体 ＰＭＤ １８⁃Ｔ 购自宝

生物工程 （大连） 有限公司 （ ＴａＫａＲａ）， ２ × Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自 Ｖａｚｙｍｅ 公司，大肠杆菌菌株 ＤＨ ５α
购自北京全式金生物公司，琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试
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剂盒及质粒提取试剂盒购自美国 Ａｘｙｇｅｎ 公司，其他

试剂均为国产分析纯，引物委托 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（上海）贸
易有限公司合成。
１．３　 病样总 ＲＮＡ 提取

取保存于－８０ ℃冰箱中的蚕豆样品，将其置于

液氮中冷冻后研磨成粉末，采取 Ｔｒｉｚｏｌ 法［２４］ 提取蚕

豆样品总 ＲＮＡ，保存于－８０ ℃冰箱备用。
１．４　 病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

以田间采集蚕豆病样总 ＲＮＡ 为模板，用 Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒进行反

转录，反应体系：ｏｌｉｇｏ ｄＴ Ｐｒｉｍｅｒ １􀆰 ０ μｌ，Ｒａｎｄｏｍ ６
ｍｅｒｓ １􀆰 ０ μｌ，ｄＮＴＰ Ｍｉｘ １􀆰 ０ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ５􀆰 ０ μｌ，ＲＮＡ
２􀆰 ０ μｌ，于 ６５ ℃ 孵育 ５ ｍｉｎ 后，再加入 ５ × Ｐｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ ｂｕｆｆｅｒ ４􀆰 ０ μｌ， ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔ ０􀆰 ５ μｌ， Ｐｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＮａｓｅ ０􀆰 ５ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ５􀆰 ０ μｌ， ３０ ℃ １０ ｍｉｎ，４２
℃ １ ｈ，７０ ℃ １５ ｍｉｎ，４ ℃ 结束，得到 ｃＤＮＡ，放于

－２０ ℃冰箱保存。
　 　 根据已报道的菜豆黄花叶病毒序列合成检测引

物 ＢＹＭＶ＿Ｆ 和 ＢＹＭＶ＿Ｒ（表 １） ［２５］，以反转录获得的

ｃＤＮＡ 为模板，使用 ＢＹＭＶ＿Ｆ 和 ＢＹＭＶ＿Ｒ 进行 ＰＣＲ
检测。 ＰＣＲ 反应体系：２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌ，ｄｄＨ２

Ｏ ７ μｌ，ＢＹＭＶ＿Ｆ 和 ＢＹＭＶ＿Ｒ 各 １ μｌ，ｃＤＮＡ １ μｌ，总
体系 ２０ μｌ。 反应程序：９４ ℃ 变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ４５
ｓ，４７ ℃ ４５ ｓ，７２ ℃ ４５ ｓ，３４ 个循环；７２ ℃ 延伸 ５
ｍｉｎ，４ ℃ 保存。 在０．５×ＴＡＥ 电泳缓冲液中，经 １ ％
琼脂糖凝胶电泳分离 ＰＣＲ 产物。
１．５　 ＢＹＭＶ ＣＰ 基因克隆

根据菜豆黄花叶病毒外壳蛋白序列设计特异引

物 ＢＹＣＰ＿Ｆ 和 ＢＹＣＰ＿Ｒ（表 １），以检测结果为阳性的

病样总ＲＮＡ 的转录产物为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ
反应体系：ｄｄＨ２Ｏ １７􀆰 ５ μｌ，１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ ｆｒｅｅ）
２􀆰 ５ μｌ， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ０􀆰 ５ μｌ， ２５ ｍｍｏｌ ／ μｌ
ＭｇＣｌ２ １􀆰 ０ μｌ，ＢＹＣＰ＿Ｆ １􀆰 ０ μｌ，ＢＹＣＰ＿Ｒ １􀆰 ０ μｌ，ｒＴａｑ
０􀆰 ５ μｌ，ｃＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μｌ，总体系 ２５􀆰 ０ μｌ。 反应程

序：９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ４５ ｓ，４９ ℃ ４５ ｓ，７２ ℃
６５ ｓ，３４ 个循环；７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ，４ ℃ 保存。 ＰＣＲ 反

应产物于 ０􀆰 ５ × ＴＡＥ 电泳缓冲液中经 １ ％ 琼脂糖凝

胶电泳检测，目的片段用胶回收试剂盒回收纯化后连

接 ＰＭＤ１８⁃Ｔ 载体，连接产物经热激法转化大肠杆菌

ＤＨ５α 后于含有氨苄青霉素的 ＬＢ 平板上 ３７ ℃ 倒置

过夜培养，挑取平板上的克隆进行菌落 ＰＣＲ 和酶切

鉴定，鉴定无误后进行序列测定。

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ

引物名称　 引物序列 （３′→５′） 退火温度
（℃）

片段大小
（ｂｐ）

ＢＹＭＶ＿Ｆ ＣＡＧＴＴＴＡＴＴＡＴＧＣＡＧＣＧＧ ４７􀆰 １０ ６４４

ＢＹＭＶ＿Ｒ ＧＴＴＡＴＣＡＴＣＡＡＴＣＴＴＣＣＴＧＣ ４６．６８

ＢＹＣＰ＿Ｆ ＴＴＡＡＡＣＡＣＣＴＧＴＡＣＡＣＴＧＡＧＧ ４９．３９ １ ０５５

ＢＹＣＰ＿Ｒ ＧＴＣＡＧＡＧＴＡＧＡＧＡＧＡＡＴＧＡＴＡＣ ４９．０３

１．６　 序列测定与分析

序列测定委托南京金斯瑞生物科技有限公司完

成。 序列分析使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ、ＢｉｏＥｄｉｔ、ＤＮＡｓｔａｒ 等软

件及 ＮＣＢＩ 网站上的 ＢＬＡＳＴ 程序（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ＢＬＡＳＴ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）完成，系统进化分析

使用 ＭＥＧＡ６ 软件完成。

２　 结果与分析

２．１　 病害田间症状

２０１８ 年，我们在对江苏省蚕豆上病害进行调查

时发现蚕豆上存在疑似病毒感染的病样，相比于健

康蚕豆植株（图 １ａ），田间发病植株叶片上出现明显

的褪绿和斑驳（图 １ｂ），发病重的病株会伴有矮化等

症状。 这种症状的病株在田间多呈零星分布，调查

过程中未见到大面积连片发生或者整个田块全发的

情况。

ａ：健康蚕豆植株；ｂ：发病蚕豆植株。
图 １　 蚕豆病害田间症状

Ｆｉｇ．１　 Ｓｙｍｐｔｏｍ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ

２．２　 菜豆黄花叶病毒的检测

基于病样在田间的花叶症状，结合当地田间介

体发生情况，我们对可能侵染蚕豆的病毒进行了检

测，结果在以蚕豆病样总 ＲＮＡ 为模板，利用检测引
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物 ＢＹＭＶ＿Ｆ 和 ＢＹＭＶ＿Ｒ（表 １）进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 时发

现，在采集的 ５５ 份（南通 １７ 份，泰州 ５ 份，盐城 ３３
份）样品中，有 １６ 份样品扩增到 ５２５ ｂｐ 的预期目的

片段（图 ２），其中阳性的 １４ 份样品来自南通，２ 份

样品来自泰州，这些结果暗示了采自南通和泰州的

蚕豆病样中可能伴随有 ＢＹＭＶ 的感染。

Ｍ：ＤＳ５０００ ｍａｒｋｅｒ； ＣＫ： 健康植株；１⁃１、１⁃２、１⁃３、１⁃４、１⁃５、１⁃６、１⁃７、２⁃１、２⁃２、２⁃３、２⁃４、２⁃５、２⁃６、２⁃７、２⁃８、２⁃９、２⁃１０ 为南通蚕豆病样；２⁃１１、２⁃１２、２⁃
１３、２⁃１４ 为泰州蚕豆样品。

图 ２　 病样中 ＢＹＭＶ 的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ．２　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅａｎ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ （ＢＹＭＶ） ｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２．３　 菜豆黄花叶病毒 ＣＰ 基因克隆

为进一步明确该病毒为 ＢＹＭＶ， 我们针对

ＢＹＭＶ 的 ＣＰ 设计了特异性引物 ＢＹＣＰ＿Ｆ 和 ＢＹＣＰ＿
Ｒ（表 １），ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示 １６ 份阳性均能扩增到

大小约１ ０００ ｂｐ 的特异性条带，和预期片段大小

（１ ０５５ ｂｐ）基本一致，说明该条带就是本研究要扩

增的 ＣＰ 基因目的条带。

抽选 ３ 个样品（２⁃７、２⁃８、２⁃９），对扩增到的目的

条带（图 ３ａ）进行回收，回收产物连接 ＰＭＤ１８⁃Ｔ 载

体，转化大肠杆菌后通过菌落 ＰＣＲ 方法筛选阳性克

隆，阳性克隆再经双酶切验证（图 ３ｂ）后送南京金斯

瑞生物科技有限公司进行序列测定（每个样品随机

抽选 ３ 个阳性克隆）。

ａ：ＢＹＭＶ ＣＰ 基因 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增；ｂ：ＰＭＤ１８Ｔ⁃ＣＰ 酶切验证（Ｓａｌ Ｉ Ｂａｍ Ｈ Ｉ）。 图 ａ，Ｍ：ＤＳ５０００ Ｍａｒｋｅｒ；２⁃７、２⁃８、２⁃９：用于 ＢＹＭＶ ＣＰ 基因克隆的

样品编号。 图 ｂ，Ｍ：ＤＳ５０００ ｍａｒｋｅｒ；１、２、３、４、５、６：筛选到的 ＣＰ 阳性克隆（ＰＭＤ１８ＦＣＰ）编号。
图 ３　 ＢＹＭＶ ＣＰ 基因 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增及克隆

Ｆｉｇ．３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＹＭＶ ＣＰ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｃｌｏｎｉｎｇ

２．４　 菜豆黄花叶病毒 ＣＰ 基因碱基序列分析

为保证所获得 ＣＰ 基因碱基序列的准确性，我
们在设计 ＣＰ 基因扩增引物时将前端引物（ＢＹＣＰ＿
Ｆ）设计在 ＮＩｂ 基因区，后端引物（ＢＹＣＰ＿Ｒ）设计在

３′端的非编码区，从而排除因引物设计导致获得的

ＣＰ 基因碱基序列不准确的可能性。 因此在对 ＣＰ
基因碱基序列进行分析时我们先对测序结果中包含

的 ＮＩｂ 区及 ３′端的非编码区的部分碱基序列进行了

去除，结果发现本研究获得的 ＣＰ 基因碱基序列全

长 ８１９ ｂｐ，编码 １ 个由 ２７３ 个氨基酸组成分子量大

小约２０ ８００的蛋白质。 ＢＬＡＳＴ 分析结果显示其与

ＢＹＭＶ 同源性最高（ＡＢ４３９７３１，９９ ％），表明其属于

ＢＹＭＶ 的 １ 个分离物。
为进一步解析其分类地位，我们利用 ＭＥＧＡ６ 将

本试验测定的碱基序列与目前已公布的 ＢＹＭＶ 基因

碱基序列（表 ２）比对后进行聚类分析［以同属的三叶

草黄脉病毒（ＣｌＹＶＶ，ＮＣ＿００３５３６）作为外群］，使用临

近法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）、Ｍａｘｉｍｕｍ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｌｉｋｅｌｉ⁃
ｈｏｏｄ 模型重建系统进化树，各个分枝的 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 置

信度用１ ０００次自导复制来评价（图 ４）。
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表 ２　 聚类分析中所涉及的菜豆黄花叶病毒（ＢＹＭＶ）信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅａｎ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ （ＢＹＭＶ） ｍｅｎ⁃
ｔｉｏｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｅｓ

登录号　 　 　 ＢＹＭＶ 分离物 寄主作物 国家（地区）
Ｄ８３７４９ ＭＢ４ － 日本

ＫＴ９３４３３４ ＢＹＳｕｎ 向日葵 伊朗

ＫＦ１５５４２０ ＣＫ⁃ＧＬ５ 唐菖蒲 印度

ＫＦ１５５４１９ ＣＫ⁃ＧＬ４ 唐菖蒲 印度

ＫＦ１５５４１４ ＣＫ⁃ＧＬ３ 唐菖蒲 印度

ＫＦ１５５４０９ ＣＫ⁃ＧＬ１ 唐菖蒲 印度

ＪＮ６９２５００ Ｖｆａｂａ２ 蚕豆 印度

ＫＭ１１４０５９ ＮＢＲＩ Ｇｌａｄ ２ 唐菖蒲 印度

ＡＢ０７９８８８ ＧＢ２ － 日本

ＡＹ１９２５６８ ＧＤＤ 唐菖蒲 美国

ＡＢ４３９７３２ ９２⁃１ 红车轴草 日本

ＡＢ４３９７３１ ９０⁃２ 蚕豆 日本

ＡＢ４３９７３０ Ｇ１ 唐菖蒲 日本

ＡＢ４３９７２９ Ｇｌａ 唐菖蒲 日本

ＦＪ４９２９６１ Ｆｒ 鸢尾 韩国

ＡＭ８８４１８０ ｌｉｓｉａｎｔｈｕｓ 洋桔梗 中国台湾

ＡＢ０７９８８７ ＩｂＧ 唐菖蒲 日本

ＡＢ０７９８８６ Ｍ１１ 唐菖蒲 日本

ＡＢ３７３２０３ ＣＳ － 日本

ＨＧ９７０８６９ ＮＧ１ 羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８６８ ＬＰｅｘＦＢ 蚕豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８６７ ＦＢ 蚕豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８６６ ＬＰ 羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８６５ ＡＲ９３Ｃ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８６４ ＡＲ９８Ｃ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８６３ ＡＲ８７Ｃ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８６１ ＰＮ８０Ａ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８６０ ＰＮ８３Ａ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８５９ ＥＳ１１Ａ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８５８ ＥＳ５５Ｃ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８５７ ＥＳ６７Ｃ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８５６ ＥＳ６９Ｃ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８５５ ＬＭＢＮＮ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８５４ ＧＢ３２Ａ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８５２ ＧＢ１７Ａ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８５１ ＳＰ１ 白羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８５０ ＭＤ７ 羽扇豆 澳大利亚

ＨＧ９７０８４８ ＭＤ５ 白羽扇豆 澳大利亚

ＫＦ６３２７１３ ＢＹＭＶ⁃ＳＷ９ 兰花 澳大利亚

ＪＸ１７３２７８ ＫＰ２ 兰花 澳大利亚

ＪＸ１５６４２３ ＳＷ３．２ 兰花 澳大利亚

Ｕ４７０３３ ＢＹＭＶ⁃Ｓ 蚕豆 澳大利亚

ＤＱ６４１２４８ Ｗ 羽扇豆 美国

ＥＦ５９２１６９ Ｃｓｚ 美人蕉 中国广东

ＥＦ５９２１６８ Ｃｇｚ 美人蕉 中国广东

ＡＪ３１１３７１ Ｈａｎｇｚｈｏｕ 菜豆 中国浙江

ＤＱ０６０５２１ Ｃｈｚ 美人蕉 中国浙江

９⁃１６ 蚕豆 中国青海

数据来自文献［２４］和 ＧｅｎＢａｎｋ。

　 　 从图 ４ 可知，本研究选测的 ３ 个样品共 ９ 个序

列全部聚类到 ＢＹＭＶ 的大分支中，其中同源性最高

的是日本的蚕豆分离物（ＡＢ４３９７３１），其次是澳大利

亚的蚕豆分离物（ＨＧ９７０８６７）和中国青海的菜豆分

离物（９⁃１６）。 Ｋａｕｒ 等［２６］ 在对 ＢＹＭＶ 进行研究时根

据其基因组将 ＢＹＭＶ 分为 ９ 组，其中日本的蚕豆分

离物 （ ＡＢ４３９７３１ ） 和 澳 大 利 亚 的 蚕 豆 分 离 物

（ＨＧ９７０８６７）均属于 ＶＩＩ 组成员，而基于 ＣＰ 的进化

树分析结果也显示本研究测定的分离物与这 ２ 个分

离物共同聚类到一个分支上，暗示了 ＢＹＭＶ 江苏分

离物也属于 ＶＩＩ 组。 这些结果表明我们从江苏蚕豆

病样上分离到的病毒为 ＢＹＭＶ。

３　 讨 论

蚕豆是一种世界范围内种植的食用豆类作物，
其栽培面积较大，分布范围广，目前报道可以侵染蚕

豆的病毒种类多达 ４０ 种［２７］。 本研究对 ２０１８ 年采

自江苏的蚕豆样品上的病毒病进行检测时发现，一
些花叶症状的样品中伴随有病毒感染，我们通过基

因克隆等方法对其进行了分子鉴定，结果显示该病

毒属于 ＢＹＭＶ，而目前在江苏尚未见到该病毒侵染

蚕豆的报道，因此本研究也是 ＢＹＭＶ 在江苏侵染蚕

豆的第一个报道。 除 ＢＹＭＶ 外，我们也对采集样品

中的其他病毒如苜蓿花叶病毒（Ａｌｆａｌｆａ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ，
ＡＭＶ）、菜豆普通花叶病毒（Ｂｅａｎ ｃｏｍｍｏｎ ｍｏｓａｉｃ ｖｉ⁃
ｒｕｓ，ＢＣＭＶ）、甜菜西部黄化病毒（Ｂｅｅｔ ｗｅｓｔｅｒｎ ｙｅｌｌｏｗ
ｖｉｒｕｓ， ＢＷＹＶ）、 黄瓜花叶病毒 （ Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｍｏｓａｉｃ
ｖｉｒｕｓ，ＣＭＶ）、大豆矮缩病毒（Ｓｏｙｂｅａｎ ｄｗａｒｆ ｖｉｒｕｓ，Ｓｂ⁃
ＤＶ）、豌豆种传花叶病毒 （ Ｐｅａ ｓｅｅｄ⁃ｂｏｒｎｅ ｍｏｓａｉｃ
ｖｉｒｕｓ，ＰＳｂＭＶ）、ＢＬＲＶ 进行了检测，结果显示均未检

测到。
ＢＹＭＶ 是马铃薯 Ｙ 病毒属报道比较早的一个

病毒，在江苏，１９８５ 年濮祖芹等曾通过血清学方法

在南京菜豆上检测到该病毒［１５］ ，因此本研究并不

是 ＢＹＭＶ 在江苏的第一个报道。 但是众所周知血

清学方法在许多早期的植物病毒研究中是重要的

鉴定方法，但该方法在检测一些近缘（同属）的病

毒时会存在交叉反应，所以相对而言分子鉴定具

有鉴定结果更加准确的优点，但自 １９８５ 年以来江

苏省还未见到该病毒分子鉴定的报道，因此本研

究结果也是证明 ＢＹＭＶ 在江苏省有发生的重要分

子鉴定证据。
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９０８涂丽琴等：江苏省蚕豆上菜豆黄花叶病毒的分子鉴定



　 　 除在江苏外，ＢＹＭＶ 在云南、浙江、青海、广东等

地也有发生危害的报道，但在进行系统进化分析时我

们发现中国发生的 ＢＹＭＶ 也存在较大的变异，如江苏

分离物与青海蚕豆分离物（９⁃１６）的同源性比较高，聚
在同一个大分支上，但是其与广东美人蕉分离物

（ ＥＦ５９２１６８、 ＥＦ５９２１６９ ）、 浙 江 美 人 蕉 分 离 物

（ＤＱ０６０５２１）、浙江菜豆分离物（ＡＪ３１１３７１） ［１８］ 及中国

台湾洋桔梗分离物（ＡＭ８８４１８０）的近缘关系都比较

远，分别聚类到不同的分支上。 亓鹏等［１９］ 在研究菜

豆黄花叶病毒中国云南蚕豆分离物时，将其与其他地

区的蚕豆分离物进行同源性比对分析发现，菜豆黄花

叶病毒中国蚕豆分离物与日本蚕豆分离物的同源性

最高，但其 ＣＰ 蛋白的蚜传相关基序已经出现了变

异。 这些结果暗示了中国发生的 ＢＹＭＶ 也可能存在

较大的变异，这种变异可能与寄主作物类型及地域环

境条件等因素相关，因此要详细了解中国 ＢＹＭＶ 的发

生危害动态还需从全国层面展开调查。
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