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　 　 摘要:　 ２０１９年本研究对河南大蒜病害进行调查时发现当地大蒜病毒病发生比较普遍ꎬ为明确病原种类ꎬ我们

对田间样品进行采集(累计采集疑似病样 ３８份)并利用葱蒜类病毒引物对其进行了 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ 结果发现ꎬ在
用韭葱黄条病毒(Ｌｅｅｋ ｙｅｌｌｏｗ ｓｔｒｉｐｅ ｖｉｒｕｓꎬＬＹＳＶ)引物检测时ꎬ有 ３３份样品中检测到 １条大小为 ３０４ ｂｐ的目的条带ꎬ
为了进一步确定检测到的病毒为 ＬＹＳＶꎬ本研究对其外壳蛋白基因(ＣＰ)序列进行了克隆ꎬ结果发现其序列全长 ８６４
ｂｐꎬ编码 １个由 ２８９个氨基酸组成的相对分子质量约３２ ３００的蛋白质ꎮ ＣＰ 基因序列构建的系统进化树结果分析显

示ꎬ其与 ＬＹＳＶ其他分离物共同聚类到 １个大分支ꎬ表明该病毒属于 ＬＹＳＶ 的 １ 个分离物ꎻ同时序列分析结果也显

示 ＬＹＳＶ分为 ２支ꎬ本研究检测到的 ＬＹＳＶ河南分离物与中国其他分离物共同聚类到 １个分支ꎬ其中与中国厦门等

地分离物同源性最高ꎬ而与之前检测到的河南分离物同源性相对较低ꎮ 这些结果表明本研究在河南大蒜中检测到

的病毒是韭葱黄条病毒ꎬ虽然之前在河南也有该病毒侵染大蒜的报道ꎬ但本研究检测到的分离物与之前报道的分

离物之间差异比较大ꎬ暗示河南大蒜上可能出现了新的 ＬＹＳＶ类型或株系ꎬ生产上应当重视ꎮ
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　 　 大蒜(Ａｌｌｉｍｕ. ｓａｔｉｖｕｍ Ｌ.)是一种重要的特色蔬

菜ꎬ在中国已有两千多年的栽培历史[１]ꎮ 由于大蒜

适应性广ꎬ经济价值高ꎬ种植广泛ꎬ目前中国大蒜种

植总面积达８.１×１０５ ｈｍ２ꎬ已成为世界上最大的大蒜

生产和消费国[２￣３]ꎮ 随着大蒜种植规模的扩大ꎬ大蒜

上病毒病的危害也不断出现ꎬ成为影响产业健康发

展的重要因素ꎮ 大蒜上病毒病的发生常会造成植株

叶片出现花叶、褪绿、植株扭曲等症状ꎬ严重时会导

致蒜头瓣少或不分瓣ꎬ产量下降ꎬ品质变劣[４]ꎮ 由

于生产上大蒜主要通过鳞茎以无性繁殖方式进行扩

繁ꎬ病毒会通过蒜头(蒜种)直接传播至下一茬ꎬ因
此病毒病对于大蒜的危害往往是相对长期的ꎬ且具

有累加效应ꎬ这种累加效应不仅影响在大蒜的产量

和品质上ꎬ也会影响蒜种质量ꎬ造成蒜种的退化ꎬ加
剧对大蒜的危害ꎬ困扰大蒜产业发展ꎮ 目前有报道

可以侵染危害大蒜的植物病毒有多种ꎬ主要分布在

３个属:马铃薯 Ｙ 病毒属(Ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ)、麝香石竹潜隐

病毒属(Ｃａｒｌａｖｉｒｕｓ)和葱属 Ｘ病毒属(Ａｌｌｅｘｉｖｉｒｕｓ)ꎬ其
他如番茄斑萎病毒属、斐济病毒属等也有部分成员

可以侵染危害大蒜[５]ꎮ
韭葱黄条病毒(Ｌｅｅｋ ｙｅｌｌｏｗ ｓｔｒｉｐｅ ｖｉｒｕｓꎬＬＹＳＶ)

是一种蚜传植物病毒[６]ꎬ其侵染危害对象包括大

蒜、韭葱等多种葱属(Ａｌｌｉｕｍ)植物[７]ꎬ导致寄主植物

叶片出现黄色条纹ꎬ鳞茎质量显著减小ꎬ影响作物产

量ꎬ有报道显示其侵染危害大蒜造成减产可高达

５４％[８￣９]ꎮ ＬＹＳＶ最早于 １９７８ 年由 Ｂｏｓ 等发现并命

名[１０]ꎬ之后该病毒不断扩散蔓延ꎬ在墨西哥[１１]、土
耳其[１２]、厄瓜多尔[１３]、印度[１４]、塞尔维亚[１５]、克罗

地亚[１６]、美国[１７￣１９]、日本[２０]、捷克[２１]、阿根廷[２２]、法
国[８]等多个国家和地区发生危害ꎬ成为一种在世界

范围发生危害的主要病毒ꎮ 中国早在 ２００１ 年就有

ＬＹＳＶ的发生危害报道ꎬ目前 ＬＹＳＶ 在浙江[２３]、厦
门[２４]、黑龙江[２５]、湖南[２６]等地都有发生危害的报

道ꎬ威胁当地作物安全生产ꎮ

ＬＹＳＶ是一种正义单链 ＲＮＡ 病毒ꎬ分类上属于

马铃薯 Ｙ病毒属ꎬ病毒粒子为线状ꎬ无包膜ꎬ长度为

８１５~８２０ ｎｍꎬ基因组全长１０ １４２ ｂｐꎬ５′端具有病毒

基因组结合蛋白 ＶＰｇꎬ３′端具有 Ｐｏｌｙ(Ａ)ꎬ含 １ 个开

放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ翻译产生 １个多聚蛋白质ꎬ多聚蛋

白质再通过酶解形成包括外壳蛋白(ＣＰ)在内的 １０
个有功能的成熟蛋白[２３]ꎬ其中 ＣＰ 是病毒的重要结

构蛋白ꎬ也是该属病毒种间分类的重要参考指

标[２７￣２８]ꎮ
河南是中国大蒜第二大产区ꎬ常年栽培面积达

１.３×１０５ ｈｍ２[２]ꎬ近年来当地大蒜上病毒病呈多发态

势ꎬ２０１９年本研究在对河南大蒜上病毒病进行调查

时ꎬ对当地大蒜病毒病样品进行了田间采集ꎬ经过室

内分子检测及序列分析ꎬ结果发现当地大蒜上存在

ＬＹＳＶ的感染ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试病样

病样为 ２０１９年采自河南开封疑似感染病毒病

的大蒜样本ꎬ样本采集后用液氮冷冻存放于－８０ ℃
冰箱中ꎬ用于后续试验ꎮ
１.２　 主要试剂
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Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、Ｅｘ Ｔａｑ 酶和克隆载体 ＰＭＤ １８￣Ｔ 购自宝

生物工程(大连)有限公司(ＴａＫａＲａ)ꎬ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ购自 Ｖａｚｙｍｅ 公司ꎬ大肠杆菌菌株 ＴＯＰ １０ 感受

态细胞购自北京庄盟国际生物基因科技有限公司ꎬ
琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒及质粒提取试剂盒购

自美国 Ａｘｙｇｅｎ公司ꎮ 其他试剂均为国产分析纯ꎬ引
物委托 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ(上海)贸易有限公司合成ꎮ
１.３　 病样总 ＲＮＡ 提取

取保存于－８０ ℃冰箱中的大蒜病样ꎬ将其置于

液氮中用研钵磨成粉末ꎬ采取 Ｔｒｉｚｏｌ 法[２９] 提取总

ＲＮＡꎬ提取后放在－８０ ℃冰箱备用ꎮ
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１.４　 ＬＹＳＶ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测

以病样总 ＲＮＡ为模板ꎬ进行反转录ꎬ合成 ｃＤＮＡꎮ
反应体系(１０􀆰 ０ μｌ)为:模板 ＲＮＡ ０􀆰 ５ μｌꎬ５×Ｐｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２􀆰 ０ μｌꎬＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ ７􀆰 ５ μｌꎮ
反应程序:３７ ℃保温 １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃变性 ５ ｓꎬ４ ℃保

存ꎮ 以反转录获得的 ｃＤＮＡ为模板ꎬ利用韭葱黄条病

毒特异性检测引物 ＬＹＳＶ１和 ＬＹＳＶ２(表 １)进行 ＰＣＲ
扩增ꎮ ＰＣＲ反应体系:２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ
７ μｌꎬＬＹＳＶ１和 ＬＹＳＶ２各 １ μｌꎬｃＤＮＡ １ μｌꎬ总体系 ２０
μｌꎻ反应程序:９４ ℃ 变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ４５ ｓꎬ５５ ℃ ４５
ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３４个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ
在０􀆰 ５×ＴＡＥ电泳缓冲液中ꎬ经 １ ％ 琼脂糖凝胶电泳

分离 ＰＣＲ产物ꎬ并检测拍照ꎮ

表 １　 本研究用到的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ

引物名称　 引物序列 (５′→３′)　 　 退火温度
(℃)

片段大小
(ｂｐ)

ＬＹＳＶ１ ＣＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＣＡＣＣＡＧＴＴＡＧＡＧＣ ５５.２９ ３０４

ＬＹＳＶ２ ＧＴＡＧＡＡＡＣＴＧＣＣＴＴＧＡＡＣＧＡＧ ＴＧ ５５.３０

ＬＹＳＶＣＰ＿Ｆ ＧＣＨＲＲＹＧＡＢＧＡＲＨＴＮＧＡＹＧ ４１.４４~５５.９４ ８６４

ＬＹＳＶＣＰ＿Ｒ ＣＴＧＣＡＴＡＴＧＹＧＣＡＣＣＡＹＣＲＡＧＡＴ ５４.８９~５９.２３

１.５　 ＬＹＳＶ ＣＰ 基因克隆

根据韭葱黄条病毒外壳蛋白氨基酸序列设计引

物 ＬＹＳＶＣＰ＿Ｆ 和 ＬＹＳＶＣＰ＿Ｒ(表 １)ꎬ以检测结果为

阳性的病样总 ＲＮＡ 反转录产物为模板进行 ＲＴ￣
ＰＣＲ扩增ꎮ ＣＰ 基因扩增体系: １０×Ｅｘ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ
２􀆰 ５ μｌꎬｄＮＴＰ ０􀆰 ５ μｌꎬ上下游引物各 １􀆰 ０ μｌꎬｃＤＮＡ
１􀆰 ５ μｌꎬＥｘ Ｔａｑ ＤＮＡ聚合酶 ０􀆰 ５ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ １８􀆰 ０ μｌꎬ
总体积 ２５􀆰 ０ μｌꎮ 扩增程序:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ４５ ｓꎬ
４７ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃ ５５ ｓꎬ循环 ３４ 次ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４ ℃
保存ꎮ 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ꎬ检测后得到的目的片段参

照胶回收试剂盒说明书进行回收纯化后将目的片段

与 ＰＭＤ￣１８Ｔ载体在 １６ ℃下过夜连接ꎬ连接产物经

热激法转化大肠杆菌 ＴＯＰ１０ 感受态细胞ꎬ并涂布到

含有氨苄青霉素的 ＬＢ平板上ꎬ在 ３７ ℃ 条件下倒置

过夜培养ꎬ挑取平板上的克隆进行菌落 ＰＣＲ和酶切

鉴定ꎬ鉴定无误后将菌液送通用生物系统(安徽)有
限公司进行序列测定ꎮ
１.６　 序列分析

序列测定完成后根据扩增引物去除两端的冗余

序列ꎬ序列多重比对、同源性分析使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ、Ｂｉ￣
ｏＥｄｉｔ、ＤＮＡｓｔａｒ等软件及 ＮＣＢＩ 网站上的 ＢＬＡＳＴ 程序

(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ＢＬＡＳＴ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ)完
成ꎬ聚 类 分 析 及 进 化 树 构 建 采 用 ＭＥＧＡ６ 软 件

(ＭＥＧＡ、美国)的邻近法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)完成ꎬ进化

树的可信度使用 １ ０００次自导复制(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)验证ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 病害田间症状

本研究 ２０１９年对河南大蒜上病毒病进行调查

时发现当地大蒜存在疑似病毒感染的病株ꎬ发病大

蒜植株叶片上出现明显的黄色褪绿斑块ꎬ有些呈点

状ꎬ有些呈条状ꎬ病株偶有矮化现象ꎮ 在田间调查过

程中ꎬ我们发现该病在河南多个蒜区均有发生ꎬ田块

间发病程度差异比较大ꎬ重发田块的发病率达

３０％ꎬ但零星发生田块居多ꎬ未见整个田块全发生或

毁田的情况ꎮ
２.２　 韭葱黄条病毒的检测

为明确病样感染的病毒种类ꎬ田间样品采集后ꎬ
我们对采集的样品提取了总 ＲＮＡ 并进行 ＲＴ￣ＰＣＲ
检测ꎮ 结果发现在利用引物 ＬＹＳＶ１ 和 ＬＹＳＶ２ 进行

检测时ꎬ采集的 ３８份疑似病样中ꎬ有 ３３份扩增到了

约为 ３００ ｂｐ大小的条带ꎬ与目的条带(３０４ ｂｐ)大小

相近(图 １)ꎬ而健康的对照样品中没有扩增到相应

大小的条带ꎮ 这些结果初步说明在河南采集的大蒜

病样中可能存在韭葱黄条病毒的感染ꎮ

Ｍ:ＤＬ ５ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻＣＫ:健康植株ꎻａ:１９ＨＮＧＤ１￣１ꎻｂ:１９ＨＮＧＤ１￣
２ꎻｃ:１９ＨＮＧＤ１￣３ꎻｄ:１９ＨＮＧＤ１￣４ꎻｅ:１９ＨＮＧＤ１￣５ꎻ ｆ:１９ＨＮＧＤ１￣６ꎻ

ｇ:１９ＨＮＧＤ１￣７∗ꎻｈ:１９ＨＮＧＤ１￣８ꎻｉ:１９ＨＮＧＤ１￣９ꎻｊ:１９ＨＮＧＤ１￣１０ꎻ
ｋ:１９ＨＮＧＤ１￣１１ꎻｌ:１９ＨＮＧＤ１￣１２ꎻｍ:１９ＨＮＧＤ２￣１ꎻｎ:１９ＨＮＧＤ２￣２ꎻ

ｏ:１９ＨＮＧＤ２￣３∗ꎻｐ:１９ＨＮＧＤ２￣４ꎻ ｑ:１９ＨＮＧＤ２￣５ꎻ ｒ:１９ＨＮＧＤ２￣６ꎻ
ｓ:１９ＨＮＧＤ２￣７ꎻｔ:１９ＨＮＧＤ２￣８ꎮ 标星号样品为抽选 ＣＰ 基因克隆

样品ꎮ
图 １　 病样中韭葱黄条病毒(ＬＹＳＶ)的 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ.１　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｅｋ ｙｅｌｌｏｗ ｓｔｒｉｐｅ ｖｉｒｕｓ(ＬＹＳＶ) ｉｎ
ｄｉｓｅａｓｅｄ ｇａｒｌｉｃ ｐｌａｎｔｓ

２.３　 韭葱黄条病毒 ＣＰ 基因克隆

为进一步确定检测到的病毒是 ＬＹＳＶꎬ我们针

对 ＬＹＳＶ的 ＣＰ 基因设计了 １ 对引物:ＬＹＳＶＣＰ￣Ｆ 和

ＬＹＳＶＣＰ￣Ｒ(表 １)ꎬＲＴ￣ＰＣＲ结果(图 ２)显示 ３３份阳
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性样品均能扩增到大小约为 ８６０ ｂｐ 左右的条带ꎬ与
预期目的条带大小(８６４ ｂｐ)吻合ꎬ说明该条带就是

本研究要扩增的 ＣＰ 基因目的条带ꎮ
随机抽选 ３ 个样品(１９ＨＮＧＤ１￣７ꎬ１９ＨＮＧＤ２￣３ꎬ

１９ＨＮＧＤ２￣１０)ꎬ对扩增到的目的条带(图 ２)进行回

收ꎬ回收产物连接 ＰＭＤ１８￣Ｔ 载体ꎬ转化大肠杆菌

(ＴＯＰ１０)感受态细胞后通过菌落 ＰＣＲ 方法筛选阳

性克隆ꎬ阳性克隆经酶切验证(图 ２)后送通用生物

系统(安徽)有限公司进行序列测定(每个样品随机

抽选 ２个阳性克隆)ꎮ

左:ＬＹＳＶ ＣＰ 基因 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎻ右: ＰＭＤ１８Ｔ￣ＣＰ 酶切验证 ( ＢａｍＨ Ｉ) ꎮ 左图ꎬＭ:ＤＬ ５ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ ａ:１９ＨＮＧＤ１￣７ꎻ ｂ:１９ＨＮＧＤ２￣３ꎻ ｃ:
１９ＨＮＧＤ２￣１０ꎻ１９ＨＮＧＤ１￣７、１９ＨＮＧＤ２￣３、１９ＨＮＧＤ２￣１０为用于 ＬＹＳＶ ＣＰ 基因克隆的样品编号ꎮ 右图ꎬＭ:ＤＬ ５ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１、２、３:筛选到的 ＣＰ
阳性克隆编号ꎮ

图 ２　 ＣＰ 基因的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增(左)及阳性克隆酶切验证(右)
Ｆｉｇ.２　 ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＰ ｇｅｎｅ ( ｌｅｆｔ) ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ (ｒｉｇｈｔ)

２.４　 韭葱黄条病毒 ＣＰ 基因序列分析

对送测后获得的序列信息进行分析ꎬ结果发现

本研究获得的 ６ 个 ＣＰ 基因序列全长均为 ８６４ ｂｐꎬ
编码 １个由 ２８９ 个氨基酸组成的相对分子质量约

３２ ３００的蛋白质ꎬ序列之间的同源性超过 ９８. ６％ꎬ
ＢＬＡＳＴ分析结果显示ꎬ其与 ＬＹＳＶ(ＨＱ２５８８９５)同源

性最高ꎬ暗示了其属于 ＬＹＳＶ的 １个分离物ꎮ
为进一步分析其分类地位ꎬ我们使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软

件将本研究测定的 ＬＹＳＶ ＣＰ 基因序列及已公开的其

他 ＬＹＳＶ分离物 ＣＰ 基因序列进行了比对(表 ２)ꎬ并利

用ＭＥＧＡ６ 软件ꎬ使用临近法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ＪｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)、
Ｋｉｍｕｒａ ２￣ｐａｒａｍｅｔｅｒ模型重建了系统进化树(图 ３)ꎮ

表 ２　 ６ 个样品 ＣＰ 基因序列与已公布 ＬＹＳＶ ＣＰ 基因序列的同源性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＰ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｉｘ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ＣＰ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＬＹＳＶ

登录号　 分离物　 　 　 国家(地区)
同源性 (％)

１９ＨＮＧＤ２￣３￣２ １９ＨＮＧＤ２￣３￣３ １９ＨＮＧＤ２￣１０￣２ １９ＨＮＧＤ２￣１０￣１６ １９ＨＮＧＤ１￣７￣６ １９ＨＮＧＤ１￣７￣１０

ＡＢ１９４６４１ Ｃｈｉｎａ:Ｉｍｐｏｒｔ.９９１ 中国 ９８.２ ９７.８ ９８.０ ９８.２ ９８.２ ９８.２

ＡＢ１９４６４２ Ｃｈｉｎａ:Ｉｍｐｏｒｔ.００３ 中国 ９８.８ ９８.３ ９８.５ ９８.６ ９８.８ ９８.８

ＧＵ３７３８１６ ＨＬＪ 中国黑龙江 ８２.９ ８２.４ ８２.９ ８２.７ ８２.９ ８２.９

ＡＪ３０７０３２ Ｘｉｘｉａ 中国河南 ８１.６ ８１.２ ８１.８ ８１.５ ８１.４ ８１.４

ＡＪ４０９３０４ ｈｕｂ: Ｗｕｈａｎ 中国河北 ８２.８ ８２.４ ８２.８ ８２.６ ８２.５ ８２.５

ＡＪ４０９３０８ ｊｓ: Ｎａｎｊｉｎｇ 中国江苏 ８４.７ ８４.２ ８４.４ ８４.３ ８４.４ ８４.４

ＡＪ４０９３０５ ｓｄ: Ｊｉｎｘｉａｎｇ 中国山东 ８４.４ ８４.３ ８４.５ ８４.１ ８４.０ ８４.０

ＡＦ５３８９５０ 中国台湾 ８４.７ ８４.３ ８４.３ ８４.４ ８４.２ ８４.２

ＤＱ２９６００２ ９ｎ７ｙ 中国厦门 ９８.６ ９８.０ ９８.３ ９８.４ ９８.６ ９８.６

ＡＪ４０９３０６ ｙｎ２ 中国云南 ８１.９ ８１.６ ８２.２ ８１.８ ８１.７ ８１.７

ＡＪ４０９３０７ ｙｎ１ 中国云南 ８２.５ ８２.０ ８１.９ ８２.１ ８２.２ ８２.２

ＡＪ３０７０５７ Ｙｕｈａｎｇ ＧＹＨ 中国浙江 ８４.１ ８３.８ ８３.４ ８３.６ ８３.７ ８３.７

ＫＦ５９７２８４ ＳＷ９ 阿根廷 ７９.９ ７９.４ ８０.２ ７９.８ ７９.９ ７９.９

ＫＦ５９７２８３ ＳＷ８ 墨西哥 ８３.７ ８３.８ ８４.０ ８３.７ ８３.３ ８３.３

ＫＦ５９７２８５ ＳＷ１０ 阿根廷 ７９.５ ７９.２ ８０.０ ７９.６ ７９.５ ７９.５

ＫＰ１６８２６１ ＩＮＤＩＡ 印度 ８１.７ ８１.４ ８１.２ ８１.５ ８１.２ ８１.２
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续表２　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ２

登录号　 分离物　 　 　 国家(地区)
同源性 (％)

１９ＨＮＧＤ２￣３￣２ １９ＨＮＧＤ２￣３￣３ １９ＨＮＧＤ２￣１０￣２ １９ＨＮＧＤ２￣１０￣１６ １９ＨＮＧＤ１￣７￣６ １９ＨＮＧＤ１￣７￣１０

ＪＸ４２９９６５ ＳＧ２ 西班牙 ９８.８ ９８.３ ９８.５ ９８.６ ９８.８ ９８.８

ＨＱ２５８８９５ ＭＳ / ＳＷ / Ａｕｓ１ 澳大利亚 ９９.０ ９８.４ ９８.８ ９８.７ ９９.０ ９９.０

ＪＸ４２９９６７ ＡＧ１ 澳大利亚 ８０.３ ７９.７ ８０.５ ８０.２ ８０.３ ８０.３

ＪＱ８９９４５０ ＳＷ３.５ 澳大利亚 ７９.０ ７８.４ ７９.５ ７９.１ ７９.２ ７９.２

ＡＢ１９４６２２ Ｗ￣Ｋｕ 日本青森县 ７９.６ ７９.０ ７９.８ ７９.５ ７９.６ ７９.６

ＡＢ１９４６２１ ３ｍＥｌ７ 日本青森县 ７９.８ ７９.５ ８０.３ ７９.９ ８０.０ ８０.０

ＡＢ１９４６２３ １Ａ３ｌ 日本青森县 ７９.９ ７９.４ ８０.２ ７９.８ ７９.９ ７９.９

ＫＰ２５８２１６ ＬＹＳＶ￣ＭＧ 巴西 ８１.４ ８１.２ ８１.４ ８１.２ ８１.４ ８１.４

ＮＣ＿００５０２９ Ｙｕｈａｎｇ 中国浙江 ６２.０ ６２.０ ６２.０ ６２.０ ６１.９ ６１.９

各支上的数字是 １ ０００次 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ自导复制的置信度ꎮ ●:本研究测定的 ＬＹＳＶ河南分离物ꎻ○:之前报道的 ＬＹＳＶ河南分离物ꎮ
图 ３　 根据 ＬＹＳＶ ＣＰ 基因核苷酸序列一致性构建的系统进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｏｆ ＣＰ ｇｅｎｅ ｏｆ ＬＹＳＶ

９７８高丹娜等:河南大蒜韭葱黄条病毒的分子鉴定及其系统进化分析



　 　 由 ＣＰ 基因核苷酸序列构建的系统进化树(图
３)可以看出ꎬ本研究获得的 ６ 个 ＬＹＳＶ 河南分离物

全部聚类到 ＬＹＳＶ 分支中ꎬ说明本研究从河南分离

到的病毒为 ＬＹＳＶꎮ 对进化树分析可以得出 ＬＹＳＶ
分为 ２个大组ꎬＬＹＳＶ 病毒中国分离物、西班牙分离

物、墨西哥分离物、印度分离物及巴西的 １个分离物

和澳大利亚的 １个分离物共同聚类到第 １组(Ｇｒｏｕｐ
Ｉ)ꎬ而 ＬＹＳＶ病毒阿根廷分离物、澳大利亚 ２ 个分离

物、日本分离物及巴西的 １ 个分离物聚类到第 ２ 组

(Ｇｒｏｕｐ ＩＩ)ꎮ 针对聚类到第 １ 组的 ＬＹＳＶ 病毒中国

分离物ꎬ他们也分布于不同的小分支中ꎬ其中本研究

报道的河南分离物与中国厦门等地的 ２个分离物共

同聚类到 １个小分支中ꎬ他们相对近缘ꎮ 而与其他

ＬＹＳＶ分离物(如浙江分离物、云南分离物、台湾分

离物、黑龙江分离物、湖北分离物、山东分离物等)
聚类到不同的小分支ꎬ相对远缘 (同源性低于

８５％)ꎬ其中与之前报道的 ＬＹＳＶ河南分离物之间的

同源性仅为 ８１％(图 ３、表 ２)ꎬ暗示了本研究报道的

ＬＹＳＶ与之前报道的存在较大的差异ꎬ可能属于不

同类型或不同株系ꎮ

３　 讨 论

大蒜是一种重要的蔬菜作物ꎬ除作为调味品外ꎬ
在医学研究和应用上也占有重要地位[３０]ꎬ因此其经

济价值相对较高ꎬ种植面积比较广泛ꎮ 随着种植区

域的扩大ꎬ大蒜上病毒病的种类也异常复杂ꎬ目前有

报道可以侵染危害大蒜的病毒种类至少有 ２０种[５]ꎬ
这些病毒以单独侵染或复合侵染的方式危害大蒜ꎬ
影响大蒜产量[３１]ꎮ 加之大蒜多采用无性繁殖的方

式生产ꎬ病毒会通过鳞茎直接传播ꎬ不断加剧对大蒜

的危害ꎬ造成产量损失、品质下降、品种退化等[８ꎬ３２]ꎮ
河南省大蒜栽培面积达１.３×１０５ ｈｍ２ꎬ面积、产

量均居全国第 ２位[３]ꎬ在中国大蒜生产、供给中起着

重要作用ꎮ 本研究对 ２０１９ 年采自河南表现花叶症

状的大蒜样品进行检测时发现 ＬＹＳＶ 的感染ꎬ进一

步的基因克隆及序列分析结果显示ꎬ其属于 ＬＹＳＶ
的 １个分离物ꎮ 早在 ２００２ 年 Ｃｈｅｎ 等[２３]就曾报道

河南大蒜上存在 ＬＹＳＶꎬ因此本研究并不是 ＬＹＳＶ在

河南发生危害的首次报道ꎬ但是 ＣＰ 基因序列分析

结果显示ꎬ本研究获得的 ＬＹＳＶ分离物与 ２００２ 年报

道的河南 ＬＹＳＶ分离物之间的同源性仅为 ８１％(而
与中国厦门等地的 ＬＹＳＶ分离物同源性超过 ９８％)ꎬ

二者在系统进化树上也未聚类到同一小分支ꎬ相对

远缘ꎮ 在马铃薯 Ｙ 病毒属中ꎬＣＰ 基因核苷酸序列

同源性７６％~ ７７％是病毒种的分类阈值[２７￣２８]ꎬ因此

本研究报道的河南分离物属于 ＬＹＳＶꎬ但是该分离

物与之前报道的 ＬＹＳＶ 河南分离物存在较大的差

异ꎬ这种差异可能不仅仅体现在基因序列的同源性

上ꎬ二者在致病性及危害损失上也可能存在差异ꎬ暗
示河南大蒜上可能出现了新的 ＬＹＳＶ 类型或株系ꎮ
由于大蒜多通过无性繁殖进行生产ꎬ同时各地大蒜

品种也存在频繁的调运ꎬ因此很难判断河南新的

ＬＹＳＶ类型出现的原因是当地病毒通过变异演化产

生还是通过种苗等方式从外地传入ꎬ但生产上应对

这类病毒的危害密切关注ꎬ防止该病毒扩散蔓延造

成更大的危害ꎮ
鉴于目前有报道可以侵染危害大蒜的病毒种类

有多种ꎬ因此在调查过程中ꎬ除 ＬＹＳＶ 外ꎬ本研究也

对采集样品中的其他病毒如洋葱黄矮病毒(Ｏｎｉｏｎ
ｙｅｌｌｏｗ ｄｗａｒｆ ｖｉｒｕｓꎬＯＹＤＶ)、大蒜 Ａ 病毒(Ｇａｒｌｉｃ ｖｉｒｕｓ
ＡꎬＧａｒＶ￣Ａ)、大蒜 Ｂ 病毒(Ｇａｒｌｉｃ ｖｉｒｕｓ ＢꎬＧａｒＶ￣Ｂ)、
大蒜 Ｘ病毒(Ｇａｒｌｉｃ ｖｉｒｕｓ ＸꎬＧａｒＶ￣Ｘ)、青葱潜隐病毒

(Ｓｈａｌｌｏｔ ｌａｔｅｎｔ ｖｉｒｕｓꎬＳＬＶ)等进行了检测ꎬ结果在样

品中也检测到了 ＯＹＤＶ、ＳＬＶ等病毒ꎬ且普遍存在复

合侵染的现象ꎬ这些结果说明河南大蒜上病毒病种

类比较复杂ꎬ因此要明确当地病毒种类及群体变化

特征还需要更广泛的样品采集及更系统的种类调

查ꎮ
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