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　 　 摘要:　 为了鉴定引起茄子斑驳皱缩病毒病的病原物ꎬ利用 ｓｉＲＮＡ 高通量测序技术(Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬｓｉＲ￣
ＮＡ)ꎬ结合生物信息学的方法发现 ２ 个表现斑驳和皱缩的茄子样品中存在蚕豆萎蔫病毒 ２ 号(Ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓꎬ
ＢＢＷＶ２)、葡萄 Ａ 病毒(Ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ｖｉｒｕｓ ＡꎬＧＶＡ)和烟草花叶病毒(Ｔｏｂａｃｃｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＴＭＶ)ꎮ 采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术

对该结果进行验证ꎬ２ 个样品中均检测到 ＢＢＷＶ２ 和 ＴＭＶꎬ未检测到 ＧＶＡꎮ 通过对 ＢＢＷＶ２ 外壳蛋白(Ｌａｒｇｅ ｃｏａｔ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＬＣＰ)大亚基基因进行测序和分子进化分析ꎬ获得了 ２ 条１ １２６ ｂｐ 的 ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 基因片段ꎬ２ 条 ＢＢＷＶ２
ＬＣＰ 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列一致性分别为 ９９􀆰 ６％和 ９９􀆰 ３％ꎻ与 ＮＣＢＩ 中已发表的 ２３ 个 ＢＢＷＶ２
ＬＣＰ 基因核苷酸序列及其编码的氨基酸序列一致性分别为７９􀆰 ９％~ ９５􀆰 ２％和８０􀆰 ５％~ ９７􀆰 ２％ꎮ 基于 ＬＣＰ 基因核苷

酸序列进行种群结构和遗传多样性分析ꎬ结果表明在系统发育进化树中ꎬＢＢＷＶ２ 可分为两大支ꎮ 不同寄主 ＢＢ￣
ＷＶ２ ＬＣＰ 基因的遗传距离在０􀆰 ０４９~０􀆰 ３３２ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓｅｓ ｃａｕｓｉｎｇ ｅｇｇｐｌａｎｔ ｍｏｔｔｌｅ ｃｒｉｎｋｌｅ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒ￣
ｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ (ｓｉＲＮＡ) ａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖｉｒａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ
ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓ ２ (ＢＢＷＶ２)ꎬ ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ｖｉｒｕｓ Ａ (ＧＶＡ) ａｎｄ ｔｏｂａｃｃｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ (ＴＭＶ). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ. ＢＢ￣
ＷＶ２ ａｎｄ ＴＷＶ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ａｎｄ ＧＶＡ ｗａｓ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｒｇｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ＢＢＷＶ２ ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＬＣＰ)ꎬ ｔｗｏ １ １２６ ｂｐ ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｎｕ￣
ｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ９９.６％ ａｎｄ ９９.３％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｎｕ￣
ｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ２３ ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ ｇｅｎｅｓ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ＮＣＢＩ ｗｅｒｅ ７９.９％－９５􀆰 ２％ ａｎｄ ８０.５％－
９７􀆰 ２％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＬＣＰ ｇｅｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｈｏｗｅｄ

ｔｈａｔ ＢＢＷＶ２ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ ｇｅｎｅ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｓｔｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ０􀆰 ０４９ ｔｏ ０.３３２.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 ｅｇｇｐｌａｎｔꎻ ｍｏｔｔｌｅ ｃｒｉｎｋｌｅ ｄｉｓｅａｓｅꎻ
ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓ ２ꎻ ｔｏｂａｃｃｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎻ ＬＣＰ ｇｅｎｅ

　 　 茄子(Ｓｏｌａｎｕｍ ｍｅｌｏｎｇｅｎａ Ｌ.)为茄科(Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ
Ｊｕｓｓ.)ꎬ茄属(Ｓｏｌａｎｕｍ Ｌ.)植物[１]ꎮ 据统计ꎬ近年来中

国茄子种植面积约占７.４×１０５ ｈｍ２ꎬ产量约为２.０×１０８

４７６



ｔ[２]ꎬ所带来的经济效益十分可观ꎮ 随着种植面积的

不断增加ꎬ病毒病严重影响了茄子的产量和品质ꎮ 蚕

豆萎蔫病毒 ２ 号(Ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓ ２ꎬＢＢＷＶ２)属
于豇豆花叶病毒科(Ｃｏｍｏｖｉｒｉａｄａｅ)蚕豆病毒属(Ｆａｂａ￣
ｖｉｒｕｓ)ꎬ在自然界主要通过多种蚜虫非持续性传播ꎬ可
侵染 ４４ 科 １８６ 属 ３２８ 种植物ꎬ被侵染后植物多表现

为不同程度的变色、畸形、萎蔫且叶片多附有黑褐色

坏死斑点ꎬ严重影响了植物的正常生长[３￣９]ꎮ ＢＢＷＶ２
基因组由 ２ 段单链 ＲＮＡ 分子组成ꎬＲＮＡ１(５ ８００ ｎｔ)
表达蛋白酶辅因子(Ｃｏ￣Ｐｒｏ)、解旋酶(Ｈｅｌｉｃａｓｅ)、ＮＴＰ
结合基序(ＮＴＢＭ)、蛋白酶(Ｐｒｏ)和 ＲＮＡ 依赖性 ＲＮＡ
聚合酶(ＲＴ)等 ５ 种功能蛋白质ꎬ主要参与基因组的

复制和表达ꎻＲＮＡ２(３ ３００ ｎｔ)表达运动蛋白(Ｍｏｖｅ￣
ｍｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＭＰ)、外壳蛋白大亚基(Ｌａｒｇｅ ｃｏａｔ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎꎬＬＣＰ) 和外壳蛋白小亚基 ( Ｓｍａｌｌ ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＳＣＰ)等 ３ 种功能蛋白质[１０￣１２]ꎮ
　 　 目前ꎬ检测植物病毒的方法有传统病毒血清学

鉴定法(Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ)、透射电镜法(Ｔｒａｎｓｍｉｓ￣
ｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬＴＥＭ)、酶联免疫吸附测定

法(Ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙｓꎬＥＬＩＳＡ)、逆
转录环介导等温扩增技术 ( Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣
ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＲＴ￣ＬＡＭＰ) 和

聚合酶链式反应法(Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ)
等[１３￣１５]ꎮ 这些方法仅适用于对已知病原物的病毒

检测ꎬ而对未知病原物的检测则受到了极大的限制ꎮ
ｓｉＲＮＡ 高通量测序技术(Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬｓｉＲ￣
ＮＡ)与传统的病原检测方法不同ꎬ是利用高通量测

序技术检测病毒产生的 ｓｉＲＮＡ 序列ꎬ并对测序结果

进行拼接ꎬ与数据库进行比对从而筛选和鉴定病毒

种类 [１６￣２０]ꎬ其灵活性高ꎬ适用性强ꎮ 本研究利用

ｓｉＲＮＡ 高通量测序技术对 ２０２０ 年 ７ 月在甘肃省临

洮市采集到的 ２ 株表现斑驳和皱缩等疑似病毒病症

状的茄子样品进行深度测序ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术对

测序结果进行验证ꎬ旨在明确引起茄子斑驳皱缩病

毒病的病毒种类ꎬ为茄子斑驳皱缩病毒病的快速诊

断和防控提供科学的理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

２０２０ 年 ７ 月在甘肃省临洮县采集到 ２ 株表现

斑驳和皱缩等疑似病毒病症状的茄子叶片(图 １)ꎬ
液氮速冻ꎬ保存于－８０ ℃超低温冰箱备用ꎮ

图 １　 健康茄子叶片(Ａ)和染病茄子叶片(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｅｇｇｐｌａｎｔ ｌｅａｆ (Ａ) ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｅｇｇｐｌａｎｔ ｌｅａｆ

(Ｂ)

１.２　 样品总 ＲＮＡ 的提取及 ｓｉＲＮＡ 测序

按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ ＴＲＩｚｏｌＴＭ 说明书提取样品总

ＲＮＡꎬ利用 Ｕｎａｎｏ￣２０００ 微量核酸分析仪 ( ＵＭＩꎬ美
国)测定 ＲＮＡ 浓度ꎬ提取的 ＲＮＡ 送至北京百迈客生

物科技有限公司完成 ｓｉＲＮＡ 的分离、高通量测序以

及 ｃＤＮＡ 文库的构建ꎬ测序平台为 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ
２５００ꎮ
１.３　 病毒种类筛选

对测序得到的粗序列 ｒａｗ ｒｅａｄ 进行过滤ꎬ去除

质量值低、无 ３′接头序列和插入片段的 ｒｅａｄꎬ筛选长

度在１８~ ３５ ｎｔ 的 ｓｉＲＮＡꎮ 使用 ｖｅｌｖｅｔ 软件对所得

ｓｉＲＮＡ 进行拼接ꎬ将拼接所得 ｃｏｎｔｉｇ 进行分类注释ꎮ
具体方法如下:(１)将获得的 ｃｏｎｔｉｇ 与茄子基因组序

列进行比对ꎬ去除寄主基因组序列ꎮ (２)用 ＢＬＡＳＴＮ
将剩余的 ｃｏｎｔｉｇ 与 ＮＣＢＩ Ｎｔ(ＮＣＢＩ ｎｏｎ￣ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｎｕ￣
ｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ)进行比对ꎬ获得高度同源的序列ꎮ
(３)用 ＢＬＡＳＴＸ 将 ２ 中未注释到的 ｃｏｎｔｉｇ 与 ＮＣＢＩ
Ｎｒ ( ＮＣＢＩ ｎｏｎ￣ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ) 进行比

对ꎬ获得部分同源的序列ꎮ (４)选出高度同源和部

分同源序列中 ｅ 值最小的 ｃｏｎｔｉｇꎬ分别与 ＧｅｎＢａｎｋ
Ｖｉｒｕｓ ＲｅｆＳｅｑ 核酸数据库(Ｖｉｒｕｓ ＲｅｆＳｅｑ Ｎｕｃｌｅｔｉｄｅ)和
ＧｅｎＢａｎｋ Ｖｉｒｕｓ ＲｅｆＳｅｑ 蛋白质数据库(Ｖｉｒｕｓ ＲｅｆＳｅｑ
Ｐｒｏｔｅｉｎ)进行比对ꎬ筛选和鉴定病毒种类ꎮ
１.４　 ＲＴ￣ＰＣＲ 的检测及克隆测序

ｓｉＲＮＡ 高通量测序结果显示样品中存在 ＢＢ￣
ＷＶ２、葡萄 Ａ 病毒(ＧＶＡ)和烟草花叶病毒(ＴＭＶ) ３
种病毒ꎮ 根据 ＮＣＢＩ 中收录的 ＢＢＷＶ２ 和 ＧＶＡ 基因

组全序列ꎬ使用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ 软件设计 ２ 对简并引物ꎮ
ＴＭＶ 的特异性引物(表 １)参考已报道文献ꎬ引物委

托西安擎科生物科技有限责任公司合成ꎮ
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按照 ＴａＫａＲａ Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 说明

书将总 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ反应体系(２０ μｌ):取
１ μｇ ＲＮＡ 为模板ꎬ加入５×Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μｌ、
Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ ＭｉｘⅠ １ μｌ、Ｏｌｉｇｏ ｄＴ Ｐｒｉｍｅ １
μｌꎬＲａｎｄｏｍ ６ｍｅｒｓ １ μｌ、ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 补全至 ２０
μｌꎻ反应程序:３７ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ４ ｓꎮ 合成的 ｃＤ￣
ＮＡ 保存于－２０ ℃冰箱备用ꎮ

以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ反应产物

经 ２％琼脂糖凝胶电泳ꎬＥＢ 染色ꎬ观察结果并拍照ꎮ
用胶回收试剂盒(ＴａＫａＲａ)将目标产物切胶回收ꎬ纯
化产物经连接转化、单克隆挑选和摇菌后ꎬＰＣＲ 筛

选阳性克隆ꎬ鉴定为阳性的菌液提取质粒ꎮ 质粒送

至西安擎科生物科技有限责任公司测序ꎮ

表 １　 本研究用到的引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ

检测病毒 引物名称 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 长度(ｂｐ) ＴＭ(℃) 参考文献

ＢＢＷＶ２ ＢＢＷＶ２￣ＬＣＰ￣Ｆ ＣＡＣＴＧＧＴＧＡＡＣＡＧＴＴＴＧＴＣＡＧ １ １２６ ５５

ＢＢＷＶ２￣ＬＣＰ￣Ｒ ＣＴＡＴＣＡＡＡＧＧＧＡＴＧＣＧＧＴＧＴＣＧ

ＧＶＡ ＧＶＡ￣ＣＰ￣１ ＴＣＣＡＴＧＧＳＳＷＷＣＡＳＳＴＷＷＣＧＣＭＭＡＲＲＧ ６００ ５２

ＧＶＡ￣ＣＰ￣２ ＣＴＡＴＡＴＣＴＣＲＲＡＣＡＧＣＹＹＴＧＹＹＴＣ

ＴＭＶ ＴＭＶｄ Ｆ ＧＡＴＴＣＧＴＴＴＴＡＡＡＴＡＴＧＴＣＴＴＡＣ ６００ ４６ [２１]

ＴＭＶｄ Ｒ ＣＴＴＣＧＡＴＴＴＡＡＧＴＧＧＡＧＧＧＡ
ＢＢＷＶ２:蚕豆萎蔫病毒 ２ 号ꎻＧＶＡ:葡萄 Ａ 病毒ꎻＴＭＶ:烟草花叶病毒ꎮ

１.５　 序列一致性分析和系统进化分析

将获得的两段序列用 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 软件进行校

正和拼接ꎬ将得到的 ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 基因序列提交 ＮＣＢＩ
核酸数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / ＢＬＡＳＴ / )
进行 ＢＬＡＳＴ 序列比对分析ꎬ采用 ＳＤＴｖ１.２ 软件中的

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 算法进行核苷酸序列及其编码的氨基酸序

列一致性分析[２２]ꎮ 以南芥菜花叶病毒(Ａｒａｂｉｓ ｍｏｓａｉｃ
ｖｉｒｕｓꎬＡｒＭＶ)为外群ꎬ采用ＭＥＧＡ ７.０ 软件构建系统发

育树ꎬ选择邻近法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)进行系统进

化分析ꎬ自展校正值设定为１ ０００ꎮ
１.６　 遗传距离分析和基因交流分析

使用 ＭＥＧＡ ７. ０ 软件中 Ｍａｘ ｘｉｍｕｍ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ
Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ 模型计算 ＢＢＷＶ２ 分离物不同分组之间的

遗传距离ꎬＧａｍｍａ 参数默认为 １ꎮ 使用 ＤｎａＳＰ ｖ５ 软

件分析 ＢＢＷＶ２ 分离物不同分组之间的基因交流ꎬ以
种群基因差异 Ｆｓｔ值和基因流 Ｎｍ值为参考来衡量种

群间的遗传分化程度和基因交流ꎮ 一般 ｜Ｆｓｔ ｜介于０至
１ꎬ当０≤｜Ｆｓｔ ｜≤０􀆰 ３３ꎬ表明这两个分组之间存在频繁

的基因交流ꎻ当０.３３≤｜Ｆｓｔ ｜≤１ꎬ表明这两个分组之间

基因交流的频率很低ꎮ 当Ｎｍ<１ꎬ表明这两个分组之

间很容易发生遗传漂变ꎻ当Ｎｍ>１ꎬ表明这两个分组之

间存在可以基因交流的渠道[２３￣２６]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 样品 ｓｉＲＮＡ 高通量测序分析

经测序得到的粗序列 ｒａｗ ｒｅａｄ 进行筛选后获得

的总ＲＮＡ 数为１２ ５６８ ８７７(表 ２)ꎬ其中ꎬｓｉＲＮＡ 长度分

布结果如图 ２ꎬ本研究中 ｓｉＲＮＡ 序列长度主要集中于

１８~２４ ｎｔꎬ表明样本 ｓｉＲＮＡ 文库质量较高ꎮ 使用 ｖｅｌ￣
ｖｅｔ 软件将 ｓｉＲＮＡ 进行拼接后ꎬ所组装的 ｃｏｎｔｉｇ 数为

３ ６２４ꎮ 将拼接所得的 ｃｏｎｔｉｇ 进行分类注释ꎬ筛选出与

病毒同源的 ｃｏｎｔｉｇ 数目结果见表 ３ꎬ包括 ＢＢＷＶ２、
ＧＶＡ 和 ＴＭＶ ３ 种病毒ꎬ与 ＢＢＷＶ２ 同源的 ｃｏｎｔｉｇ 数目

最高ꎬ为 ６４ꎻ与 ＧＶＡ 和 ＴＭＶ 同源的 ｃｏｎｔｉｇ 数目依次

为 ２ 和 ３ꎻ其中ꎬＢＢＷＶ２、ＧＶＡ 和 ＴＭＶ 的 ｅ￣ｖａｌｕｅ 值分

别为８×１０－５１、７×１０－１３、２×１０－２８ꎬ表明 ＢＢＷＶ２ 出现假阳

的概率最小ꎬ但还需进一步验证才能明确引起茄子斑

驳皱缩病毒病的病毒种类ꎮ
表 ２　 测序数据质量统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

项目 粗序列 长度小于 １８ ｎｔ 读段 长度大于 ３５ ｎｔ 读段 低质量 干净的读段

个数 １６ ８９１ ６１１ ３ ２１７ ５９２ １ １０５ １４２ ０ １２ ５６８ ８７７

占比(％) １００.００ １９.０５ ６.５４ ０ ７４.４１
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图 ２　 ｓｉＲＮＡ 长度分布

Ｆｉｇ.２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉＲＮＡ ｌｅｎｇｔｈ

表 ３　 样品 ｓｉＲＮＡ 文库与已知病毒同源的 ｃｏｎｔｉｇ 检测结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｃｏｎｔｉｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｓｉＲＮＡ ｌｉ￣
ｂｒａｒｙ

病毒名称
同源 ｃｏｎｔｉｇ

数目
ｅ 期望值

与比对参考
序列的相似度

得分

ＢＢＷＶ２ ６４ ８×１０－５１ ２１６ / ２６９(８０.３０) ２０２.０

ＧＶＡ ２ ７×１０－１３ ４８ / ５２(９２.３１) ７３.１

ＴＭＶ ３ ２×１０－２８ ８０ / ８６(９３.０２) １２６.０
ＢＢＷＶ２、ＧＶＡ、ＴＭＶ 见表 １ 注ꎮ

２.２　 样品病毒检测结果

以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用特异性引物进行 ＲＴ￣ＰＣＲ
检测ꎬ结果显示 ２ 份疑似病毒病的茄子样品中ꎬ扩增

出 ２ 条大小约为１ １００ ｂｐ 和 ６００ ｂｐ 的目标条带(图
３)ꎬ表明茄子样品中含有 ＢＢＷＶ２ 和 ＴＭＶ ２ 种病毒ꎬ
并未检测到 ＧＶＡꎮ
２.３　 序列一致性分析和系统进化分析

将测序后所获得的 ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 原始序列采用

ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 软件进行了校正和拼接ꎬ获得 ２ 条１ １２６
ｂｐ 的序列ꎬ并将其命名为 ＢＢＷＶ２￣Ｑ１１、ＢＢＷＶ２￣Ｑ１４ 后

进行序列一致性分析ꎮ 结果表明本研究中所获得的 ２
条 ＢＢＷＶ２ 分离物 ＬＣＰ 核苷酸序列及其编码的氨基酸

序列一致性分别为 ９９􀆰 ６％和 ９９􀆰 ３％ꎮ 与 ＮＣＢＩ 中已发

表的２３ 个ＢＢＷＶ２ 分离物 ＬＣＰ 核苷酸序列及其编码的

氨基酸序列一致性分别为７９􀆰 ９％~ ９５􀆰 ２％和８０􀆰 ５％~
９７􀆰 ２％(表 ４、表 ５)ꎮ 其中ꎬＢＢＷＶ２￣Ｑ１１、ＢＢＷＶ２￣Ｑ１４ 与

ＢＢＷＶ２ 新加坡分离物(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＮＣ００３００４)的
核苷酸序列一致性最低ꎬ为 ７９􀆰 ９％ꎻ与中国分离物

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＫＹ６０６９９３)的核苷酸序列一致性最

高ꎬ为 ９５􀆰 ２％ꎻ与 ＢＢＷＶ２ 新加坡分离物(ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号 ＮＣ００３００４)的氨基酸序列一致性最低ꎬ为 ８０􀆰 ５％ꎻ与
中国分离物(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＫＹ６０６９９３)的氨基酸序

列一致性最高ꎬ为 ９７􀆰 ２％ꎮ 说明本研究所获得的 ＢＢ￣
ＷＶ２ ＬＣＰ 核苷酸序列及其编码的氨基酸序列与 ＮＣＢＩ

Ａ:Ｍ 为５ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１ 为阴性对照ꎻ２ 和 ３ 为 ＢＢＷＶ２ꎮ Ｂ:Ｍ 为

２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１ 和 ２ 为 ＧＶＡꎻ３ 和 ４ 为 ＴＭＶꎮ ＢＢＷＶ２、ＧＶＡ、ＴＭＶ
见表 １ 注ꎮ
图 ３　 样品中病毒的 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ

中已收录的 ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 核苷酸序列及其编码的氨基

酸序列有较高的一致性ꎮ
　 　 将获得的 ＢＢＷＶ２￣Ｑ１１、ＢＢＷＶ２￣Ｑ１４ ＬＣＰ 核苷酸序

列与ＮＣＢＩ 中已发表的 ２３个 ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ核苷酸序列进

行系统进化分析ꎬ以 ＡｒＭＶ 为外群ꎬ使用 ＭＥＧＡ ７.０ 构建

系统发育进化树ꎮ 系统发育进化树(图 ４)表明ꎬＢＢＷＶ２
ＬＣＰ核苷酸序列可分为两大支ꎬ以来自中国的 ＢＢＷＶ２￣
ＫＹ６０６９９３ 和 ＢＢＷＶ２￣ＡＪ１３２８４４ꎬ 韩 国 的 ＢＢＷＶ２￣
ＪＸ１８３２２２、ＢＢＷＶ２￣ＫＴ３８００２３、ＢＢＷＶ２￣ＪＸ１８３２２４、ＢＢＷＶ２￣
ＪＸ１８３２３０、ＢＢＷＶ２￣ＫＣ６２５５０９、ＢＢＷＶ２￣ＫＣ６２５５１０、ＢＢＷＶ２￣
ＫＣ６２５５１６、ＢＢＷＶ２￣ＫＣ６２５５１７、ＢＢＷＶ２￣ＫＣ６２５５１５、ＢＢＷＶ２￣
ＫＣ６２５５１４、ＢＢＷＶ２￣ＫＣ６２５５１２ 和 ＢＢＷＶ２￣ＫＣ６２５５１８ 等为Ⅰ
组ꎬ其他序列聚为Ⅱ组ꎮ ＢＢＷＶ２￣Ｑ１１、ＢＢＷＶ２￣Ｑ１４ 与 ＢＢ￣
ＷＶ２￣ＫＹ６０６９９３亲缘关系较近ꎮ
２.４　 遗传差异分析

不同寄主间 ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 基因的遗传距离介于

０.０４９~０􀆰 ３３２(表６)ꎬ其中ꎬ寄主为红辣椒(Ｃｈｉｌｌｉ)和赤苞

花(Ｍｅｇａｓｋｅｐａｓｍａ ｅｒｙｔｈｒｏｃｈｌａｍｙｓ)的 ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 遗传

距离最高为 ０􀆰 ３３２ꎬ遗传差异显著ꎻ寄主为辣椒(Ｃａｐｓｉ￣
ｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ)和菠菜(Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ)的 ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 遗

传距离最低为 ０􀆰 ０４９ꎬ遗传差异不显著ꎮ 但由于本研究

７７６邵宇纯等:茄子斑驳皱缩病毒病病原物的鉴定及分子进化分析



采集到的样本数量较少ꎬ无法判断不同的寄主是否会 对鉴定到的 ＢＢＭＶ 遗传有影响ꎬ还需进一步研究ꎮ

表 ４　 ＢＢＷＶ２￣Ｑ１１ 与其他 ＢＢＷＶ２ 分离物的 ＬＣＰ 核苷酸序列及其编码的氨基酸序列相似性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＢＢＷＶ２￣Ｑ１１ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＢＢＷＶ２ ｉｓｏｌａｔｅｓ

序号 ＮＣＢＩ 序列号 寄主　 　 　 　 　 国家
相似度(％)

核苷酸序列 氨基酸序列

１ ＡＪ１３２８４４ 蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) 中国 ９０.８ ９２.５

２ ＪＸ１８３２２２ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.７ ９５.１

３ ＪＸ１８３２２４ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.４ ９３.３

４ ＪＸ１８３２３０ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.８ ９５.６

５ ＪＸ１８３２３４ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ７９.９ ８１.４

６ ＫＣ６２５５０６ 蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) 韩国 ８１.４ ８２.０

７ ＫＣ６２５５０７ 蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) 韩国 ９３.１ ９４.２

８ ＫＣ６２５５０９ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.６ ９４.８

９ ＫＣ６２５５１０ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.４ ９４.８

１０ ＫＣ６２５５１２ 豌豆(Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ) 中国 ９２.１ ９３.６

１１ ＫＣ６２５５１４ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９１.９ ９３.６

１２ ＫＣ６２５５１５ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 中国 ９２.１ ９３.０

１３ ＫＣ６２５５１６ 菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ) 中国 ９４.３ ９３.９

１４ ＫＣ６２５５１７ 菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ) 韩国 ９４.５ ９４.２

１５ ＫＣ６２５５１８ 菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ) 韩国 ９２.１ ９３.６

１６ ＫＦ４９８６９７ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 中国 ８０.５ ８３.０

１７ ＫＪ８２５８５７ 红辣椒(Ｃｈｉｌｌｉ) 中国 ８４.９ ８９.５

１８ ＫＭ０７６６４９ 益母草(Ｌｅｏｎｕｒｕｓ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ) 韩国 ７９.９ ８２.０

１９ ＫＴ３８００２３ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.５ ９４.５

２０ ＫＹ６０６９９３ 蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) 中国 ９５.１ ９５.９

２１ ＭＷ１９２５２２ 太子参(Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ) 中国 ８０.３ ８０.８

２２ ＭＷ１９２５２６ 太子参(Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ) 中国 ８０.０ ８０.８

２３ ＮＣ００３００４ 赤苞花(Ｍｅｇａｓｋｅｐａｓｍａ ｅｒｙｔｈｒｏｃｈｌａｍｙｓ) 新加坡 ８０.１ ８０.５

表 ５　 ＢＢＷＶ２￣Ｑ１４ 与其他 ＢＢＷＶ２ 分离物的 ＬＣＰ 核苷酸序列及其编码的氨基酸序列相似性

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＢＢＷＶ２￣Ｑ１４ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＢＢＷＶ２ ｉｓｏｌａｔｅｓ

序号 ＮＣＢＩ 序列号 寄主　 　 　 　 　 　 国家
相似性(％)

核苷酸序列 氨基酸序列

１ ＡＪ１３２８４４ 蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) 中国 ９０.８ ９４.２

２ ＪＸ１８３２２２ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.８ ９６.７

３ ＪＸ１８３２２４ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.５ ９５.０

４ ＪＸ１８３２３０ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.９ ９６.７

５ ＪＸ１８３２３４ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ８０.２ ８３.９

６ ＫＣ６２５５０６ 蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) 韩国 ８１.１ ８４.２

７ ＫＣ６２５５０７ 蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) 韩国 ９３.２ ９５.６

８ ＫＣ６２５５０９ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.７ ９５.８

９ ＫＣ６２５５１０ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.５ ９５.８

１０ ＫＣ６２５５１２ 豌豆(Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ) 中国 ９２.１ ９５.０

１１ ＫＣ６２５５１４ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９２.０ ９５.０
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续表５　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ５

序号 ＮＣＢＩ 序列号 寄主　 　 　 　 　 　 国家
相似性(％)

核苷酸序列 氨基酸序列

１２ ＫＣ６２５５１５ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 中国 ９２.２ ９４.７

１３ ＫＣ６２５５１６ 菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ) 中国 ９４.３ ９５.３

１４ ＫＣ６２５５１７ 菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ) 韩国 ９４.５ ９５.５

１５ ＫＣ６２５５１８ 菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ) 韩国 ９２.１ ９５.０

１６ ＫＦ４９８６９７ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 中国 ８０.６ ８５.４

１７ ＫＪ８２５８５７ 红辣椒(Ｃｈｉｌｌｉ) 中国 ８５.０ ９０.６

１８ ＫＭ０７６６４９ 益母草(Ｌｅｏｎｕｒｕｓ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ) 韩国 ８０.０ ８４.２

１９ ＫＴ３８００２３ 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 韩国 ９４.６ ９６.１

２０ ＫＹ６０６９９３ 蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) 中国 ９５.２ ９７.２

２１ ＭＷ１９２５２２ 太子参(Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ) 中国 ８０.３ ８３.６

２２ ＭＷ１９２５２６ 太子参(Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ) 中国 ８０.０ ８３.３

２３ ＮＣ００３００４ 赤苞花(Ｍｅｇａｓｋｅｐａｓｍａ ｅｒｙｔｈｒｏｃｈｌａｍｙｓ) 新加坡 ７９.９ ８２.５

图 ４　 ＢＢＷＶ２￣Ｑ１１ 和 ＢＢＷＶ２￣Ｑ１４ 与 ＮＣＢＩ已发表 ２３ 个分离物 ＬＣＰ 基因核苷酸序列的系统发育进化树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ＢＢＷＶ２￣Ｑ１１ ａｎｄ ＢＢＷＶ２￣Ｑ１４ ＬＣＰ ｇｅｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ２３ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ＮＣＢＩ ｄａｔａｂａｓｅ

９７６邵宇纯等:茄子斑驳皱缩病毒病病原物的鉴定及分子进化分析



表 ６　 不同寄主 ＢＢＷＶ２ 病毒 ＬＣＰ 基因间的遗传距离分析

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢＢＷＶ２ ｖｉｒｕｓ ＬＣＰ ｇｅｎｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｓｔｓ

组群
辣椒

(Ｃａｐｓｉｃｕｍ
ａｎｎｕｕｍ)

豌豆
(Ｐｉｓｕｍ
ｓａｔｉｖｕｍ)

菠菜
(Ｓｐｉｎａｃｉａ
ｏｌｅｒａｃｅａ)

红辣椒
(Ｃｈｉｌｌｉ)

益母草
(Ｌｅｏｎｕｒｕｓ
ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ)

蚕豆
(Ｖｉｃｉａ
ｆａｂａ)

太子参
(Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａ
ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ)

赤苞花
(Ｍｅｇａｓｋｅｐａｓｍａ
ｅｒｙｔｈｒｏｃｈｌａｍｙｓ)

茄子
(Ｓｏｌａｎｕｍ
ｍｅｌｏｎｇｅｎａ)

辣 椒 ( Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕ￣
ｕｍ)

０.０８７ ０.０４９ ０.１９５ ０.３０４ ０.０６０ ０.２９２ ０.３１４ ０.０５８

豌豆(Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ) ０.０９１ ０.１９２ ０.２９４ ０.０８６ ０.２７８ ０.３０７ ０.０９０

菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ) ０.２０１ ０.３２４ ０.０５７ ０.３１０ ０.３１６ ０.０６３

红辣椒(Ｃｈｉｌｌｉ) ０.２９４ ０.２００ ０.２９１ ０.３３２ ０.１９７

益母草( Ｌｅｏｎｕｒｕｓ ｓｉｂｉｒｉ￣
ｃｕｓ)

０.３０１ ０.０８２ ０.１０４ ０.３０６

蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) ０.２９６ ０.３０６ ０.０５４

太子参 ( Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａ
ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ)

０.１０６ ０.３０５

赤苞 花 ( Ｍｅｇａｓｋｅｐａｓｍａ
ｅｒｙｔｈｒｏｃｈｌａｍｙｓ)

０.３０８

茄 子 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｍｅｌｏｎ￣
ｇｅｎａ)

　 　 不同寄主间 ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 基因的遗传差异(Ｆｓｔ)
介于－０.０１９~０􀆰 ９２０(表 ７)ꎬ其中ꎬ寄主辣椒(Ｃ. ａｎｎ￣
ｕｕｍ)和蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ)ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 基因的遗传差

异(Ｆｓｔ)最低为－０.０１９ꎬ其数值介于０≤ ｜Ｆｓｔ ｜≤０􀆰 ３３ꎬ
表明这两个寄主 ＢＢＭＶ２ 病毒之间存在频繁的基因

交流ꎻ寄主茄子(Ｓ. ｍｅｌｏｎｇｅｎａ)和太子参(Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌ￣
ｌａｒｉａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ) ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 基因的遗传差异

(Ｆｓｔ)最高为 ０􀆰 ９２０ꎬ其数值介于０.３３≤ ｜Ｆｓｔ ｜≤１ꎬ表
明这两个寄主 ＢＢＭＶ２ 病毒基因交流的频率很低ꎮ

不同寄主 ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 基因之间基因流(Ｎｍ)介于

０.０２~１３􀆰 ４１ꎬ其中ꎬ寄主茄子(Ｓ. ｍｅｌｏｎｇｅｎａ)和太子

参(Ｐ. ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ)ＢＢＭＶ２ 病毒的基因流(Ｎｍ)最低

为 ０􀆰 ０２ꎬ其数值Ｎｍ<１ꎬ表明这 ２ 个寄主 ＢＢＭＶ２ 病毒

之间很容易发生遗传漂变ꎻ寄主辣椒(Ｃ. ａｎｎｕｕｍ)
和蚕豆(Ｖ. ｆａｂａ)ＢＢＭＶ２ 病毒的基因流(Ｎｍ)最高为

１３􀆰 ４１ꎬ其数值Ｎｍ>１ꎬ表明这两个寄主 ＢＢＭＶ２ 病毒

之间存在可以基因交流的通道ꎮ

表 ７　 不同寄主 ＢＢＷＶ２ 病毒 ＬＣＰ 基因间的遗传差异和基因流

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｇｅｎｅ ｆｌｏｗ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＢＷＶ２ ｖｉｒｕｓ ＬＣＰ ｇｅｎｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｓｔｓ

寄主　 　 　 　 　 　 　 　 统计量
(Ｋｓ)

基因分化系数
(Ｇｓｔ)

遗传差异
(Ｆｓｔ)

基因流
(Ｎｍ)

辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ)与菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ) ９６.４５３ ０.００３ ０.１００ ２.２５

辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ)与蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) １１７.５８７ ０.０１６ －０.０１９ １３.４１

辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ)与茄子(Ｓｏｌａｎｕｍ ｍｅｌｏｎｇｅｎａ) ９０.２４１ ０.１８９ ０.４１２ ０.３６

辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ)与太子参(Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ) ９５.７４０ ０.０６３ ０.６０９ ０.１６

菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ)与蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) １０４.９０５ ０.００３ ０.０７１ ３.２７

菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ)与茄子(Ｓｏｌａｎｕｍ ｍｅｌｏｎｇｅｎａ) ３４.２００ ０.２９０ ０.５７５ ０.１９

菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ)与太子参(Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ) ４７.４００ ０.００８ ０.７７４ ０.７３
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３　 讨 论

为明确引起茄子斑驳和皱缩的病毒种类ꎬ本研

究对表现出斑驳和皱缩的茄子样品进行 ｓｉＲＮＡ 高

通量测序和 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ检测结果表明表现出斑

驳和皱缩的茄子样品中含有 ＢＢＷＶ２ 和 ＴＭＶꎬ采用

２ 种方法联合鉴定病毒种类显著提高了筛查的效率

和准确度ꎮ 这与柴阿丽等[１９] 通过 ｓｉＲＮＡ 进行高通

量测序和 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术鉴定出侵染茄子的烟草轻型

绿花叶病毒(Ｔｏｂａｃｃｏ ｍｉｌｄ ｇｒｅｅｎ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＴＭＧ￣
ＭＶ)和番茄斑驳花叶病毒(Ｔｏｍａｔｏ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬＴｏＭＭＶ)和陈雅寒等[２７]利用 ｓｉＲＮＡ 高通量测序

技术和 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术鉴定出侵染杏的亚洲李属病毒

１(Ａｓｉａｎ ｐｒｕｎｕｓ ｖｉｒｕｓ１ꎬＡＰＶ １)和亚洲李属病毒 ３
(Ａｓｉａｎ ｐｒｕｎｕｓ ｖｉｒｕｓ ３ꎬＡＰＶ ３)的研究方法相似ꎮ 虽

然 ｓｉＲＮＡ 高通量测序在茄子样品中检测出 ＧＶＡꎬ但
是 ＲＴ￣ＰＣＲ 未检测到 ＧＶＡ 的存在ꎬ原因可能是 ｓｉＲ￣
ＮＡ 高通量测序过程中添加多个核苷酸时ꎬ插入和

删除等测序错误造成的假阳性[２８]ꎮ
本研究检测出 ＢＢＷＶ２ 和 ＴＭＶꎬ说明甘肃省临

洮县茄子斑驳皱缩症状是由多种病毒复合侵染造成

的ꎬ原因可能是由于传毒介体与病毒之间互作所致ꎬ
也有可能是由于寄主感染其中一种病毒后ꎬ失去抵

御另外一种病毒的能力[２９]ꎮ
为明确 ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 基因序列的遗传多样性和

分子进化关系ꎬ将获得的 ＢＢＷＶ２￣Ｑ１１、ＢＢＷＶ２￣Ｑ１４
和 ２３ 个寄主来源不同的 ＢＢＷＶ２ 分离物 ＬＣＰ 基因

核苷酸序列进行一致性分析ꎬ核苷酸序列及其编码

的氨基酸序列一致性分别为 ７９.９％~ ９５􀆰 ２％ 和

８０.５％~９７􀆰 ２％ꎮ 这表明ꎬ虽然 ＢＢＷＶ２ 的 ＬＣＰ 基因

有很高的保守性ꎬ但仍具一定程度的分子变异[２９]ꎮ
以 ＡｒＭＶ 为外群ꎬ构建系统发育进化树ꎬ并对不同寄

主 ＢＢＷＶ２ 分离物进行遗传距离和遗传差异分析ꎬ
结果显示本研究寄主茄子(Ｓ. ｍｅｌｏｎｇｅｎａ)和太子参

(Ｐ. ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ)ＢＢＷＶ２ ＬＣＰ 基因之间遗传交流的

频率很低ꎬ这与系统发育树中聚类结果显示一致ꎬ说
明 ＢＢＷＶ２ 的分离物之间有一定的寄主差异ꎮ
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