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摘要
!

双生病毒是一类在全球范围内危害严重的单链环状
->?

病毒"本研究从
!"#&

年采自云南的胜红蓟样品

中%

+>!"#&

'获得了一条菜豆金色花叶病毒属病毒和一条
)

卫星的全基因组序列"该双生病毒的全长序列与烟草

曲茎病毒的相似性最高#为
$$;'"W

#确定为烟草曲茎病毒的分离物"

+>!"#&

)

卫星与中国胜红蓟黄脉
)

卫星的同

源性最高#为
$";*W

"进一步分析发现#该
)

卫星的卫星保守区域%

@Q=

'至富含腺嘌呤区%

?0K3<6

区'之间约
#aE

的序列与中国胜红蓟黄脉
)

卫星相应序列的相似性高达
$&;!W

$其包含的
?0K3<6

区上游与
@Q=

之间约
A""E

L

的

序列与中国胜红蓟黄脉
)

卫星相应序列的相似性仅为
&";!W

#而与烟草曲茎
)

卫星相应序列的相似性最高#为

$&pAW

"重组分析发现#所分离的
)

卫星是由中国胜红蓟黄脉
)

卫星和烟草曲茎
)

卫星重组产生"这是首次在中

国发现由不同的
)

卫星重组产生的
)

卫星分子"
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双生病毒是一类具有孪生颗粒形态的单链环状

->?

病毒$病毒粒子大小为
#*71lA"71

'基于

基因组结构&介体种类和寄主范围$

!"#&

年国际病

毒分类委员会!

T7JGK72J3:724Q:113JJGG:7N29:70

:1

^

:M[3KIFGF

$

TQN[

"将双生病毒科分为
$

个属

和
!

个暂定种$分别为玉米线条病毒属
+#/%&(@*&./

&



!"!"

菜豆金色花叶病毒属
<(

B

'A'@*&./

&甜菜曲顶病毒

属
1.&%'@*&./

&番茄伪曲顶病毒属
D'

0

').@*&./

&美

杜莎潜隐病毒属
1#

0

."#@*&./

&画眉草条纹病毒属

>&#

B

&'@*&./

&伊朗甜菜曲顶病毒属
<().&%'@*&./

&芜

菁曲顶病毒属
D.&$).&%'@*&./

和葡萄红色斑点病毒

属
O&#8"'@*&./

以及桑花叶型矮缩相关病毒和柑橘

褪绿矮缩病毒(

#

)

'其中$种类最多&造成危害最严重

的是由烟粉虱以持久性方式传播的菜豆金色花叶病

毒属病毒'

菜豆金色花叶病毒属病毒的基因组既有单组

分$也有双组分'其中$双组分双生病毒的基因组含

有大小约为
!;%

#

!;'aE

的
->?0?

和
->?0]

两

个组分$单组分的双生病毒仅含有一个在大小和结

构上与双组分病毒的
->?0?

组分类似的
->?

组

分(

!

)

'很多单组分的双生病毒都伴随有一类卫星

->?

分子$大小约为
#;AaE

$称为
)

卫星!

EGJ2F2JG40

43JG

"'虽然
)

卫星依赖辅助病毒进行复制&转录和

装配$但是
)

卫星是一个多功能的
->?

分子$能够

逃脱
=>?

沉默等植物防御反应$并且是胜红蓟黄

脉病毒
?

8

GK2JI1

^

G44:DZG37Z3KIF

!

?+[[

"&木尔

坦棉花曲叶病毒
Q:JJ:74G2M<IK4XI4J27Z3KIF

等多

种菜豆金色花叶病毒诱导产生典型的病害症状所必

需的(

A%

)

'自
#$$$

年从感染
?+[[

的胜红蓟样品

中首次分离鉴定出
)

卫星以来(

'

)

$目前已鉴定的
)

卫星的全长序列多达
#A""

多条'由于
)

卫星的种

类较多$

!"#&

年
TQN[

将其划分为番茄曲叶病毒卫

星科
D'"()./#%(""*%*9#(

)

卫星属
<(%#/#%(""*%(

$包含

了
'#

个种!

6JJ

L

%

#

J24a;3<JZ:7437G;:K

8

,

J29:7:0

1

^
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)

卫星与其辅助病毒组成的病害复合体广泛

分布于全球
A&

个国家和地区$对棉花&番茄&番木瓜

等多种作物造成了毁灭性危害(

.

)

'

杂草因其分布广泛&生存能力强$是多种双生病

毒的中间寄主和初侵染源$在双生病毒的病害流行

中具有重要作用(

&*

)

'胜红蓟
=

B

(&#%.A)'$

,

-'*9(/

R;

$又称白华草$为菊科藿香蓟属一年生草本植物$

主要分布在我国福建&云南&广东和贵州等地$具有

清热解毒&止血止痛的功效'目前已有报道发现胜

红蓟是多种双生病毒$如
?+[[

&中国胜红蓟黄脉

病毒
?

8

GK2JI1

^

G44:DZG37Q6372Z3KIF

&烟草曲茎

病毒
N:E2<<:<IK4

^

F6::JZ3KIF

!

NEQ@[

"和番木瓜

曲叶病毒
P2

L

2

^

24G2M<IK4Z3KIF

的寄主(

'

$

$#!

)

'本

研究从云南采集了表现曲叶和黄脉症状的胜红蓟样

品$从中分离到了
NEQ@[

$并首次从中国分离到由

不同的
)

卫星重组产生的
)

卫星分子'

,

!

材料与方法

,C,

!

病害样品的采集

!"#&

年
*

月从云南省采集了胜红蓟病株

!

+>!"#&

"$该病株具有明显的黄脉和叶片卷曲等疑

似双生病毒侵染的症状!图
#

"'

图
,

!

从云南采集的疑似感染双生病毒的胜红蓟样品
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!

,C-

!

植物总
)'(

的提取及
01!

检测

利用
QN?]

法提取胜红蓟病株
+>!"#&

的叶

片总
->?

(

#A

)

'以提取的总
->?

为模板$利用双生

病毒科菜豆金色花叶病毒属病毒的简并引物
P?

,

P]

!

P?

%

%U0N??N?NN?QQYO\YO[QQ@Q0AU

#

P]

%

%U0NOO?Q+NN=Q?\OO]QQNNQ?Q?0AU

"进

行
PQ=

检测'该引物扩增的目的片段约
%""E

L

$扩

增区域包含该属病毒的基因间隔区及外壳蛋白保守

区'同时$利用
)

卫星的通用引物
)

"#

,

)

"!

!

)

"#

%

%U0

OON?QQ?QN?QOQN?QOQ?OQ?OQQ0AU

#

)

"!

%

%U0OON?QQN?QQQNQQQ?OOOON?Q?Q0AU

"扩

增双生病毒
)

卫星的全长序列!约
#;AaE

"'

PQ=

反应体系为%

!lNK27F@J2KJH#/%!

F

.->?P:4

^

0

1GK2FG139

!北京全式金生物公司"

#"

'

R

&

!"

'

1:4

,

R

的上&下游引物各
";!

'

R

&植物总
->?!""7

8

$加

超纯水补齐至
!"

'

R

'扩增条件%

$%m

预变性
!137

#

$%m

变性
!"F

$

%"m

退火
!"F

$

&!m

延伸
A"F

!

P?

,

P]

引物"或
#137

!

)

"#

,

)

"!

引物"$循环
A%

次#

&!m

-

"!

-
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卷第
.

期 孙少双等%胜红蓟上一种与双生病毒伴随的重组
)

卫星分子的鉴定

延伸
#"137

'

PQ=

反应结束后$用
#W

的琼脂糖凝

胶进行电泳检测'在紫外灯下割取目的片段$利用

S1G

8

2->?

凝胶回收试剂盒分离纯化目的片段$

将回收产物与
0

>=L;0E4I7J<4:737

8

ZG<J:K

!全式金

生物公司"连接$通过热激法转化到大肠杆菌感受态

细胞
-_%

*

中$涂布于含有卡那霉素的
R]

固体平

板上$在
A&m

条件下倒置培养过夜$菌落
PQ=

鉴定

后挑取阳性克隆送至擎科生物测序公司测序'

,C.

!

病毒
)'(6(

全长基因组的克隆

在测序获得的
%""E

L

片段的
->?0?

序列基础

上$设计扩增病毒
->?0?

全长的特异引物!

?0,

%

%U0ONQO??OQONQQ?OQ?O?N?0AU

#

?0=

%

%U0

?OQOOOQONOO???NO?NN?0AU

"对胜红蓟样

品中的
->?0?

全长进行扩增$

PQ=

反应体系参考

#;!

$

PQ=

扩增条件为%

$%m

预变性
!137

#

$%m

变性

!"F

$

%"m

退火
!"F

$

&!m

延伸
!137

$循环
A%

次#

&!m

延伸
#"137

'按
#;!

中的方法进行克隆测序'

,C/

!

病毒
)'(6(

及其
!

卫星的基因组结构和进化

重组分析

!!

利用
->?@N?=R2FGK

8

G7G&

软件中的
/H3J0

@G

b

和
@G

b

X27

对所测定的
->?0?

和
)

卫星的序

列进行处理和全长拼接#利用
>Q]T

中的
]R?@N

进

行比对分析$寻找同源关系较近的序列#用
@72

L

0

OG7G

软件构建
)

卫星的基因组结构#利用
X/O?

&;"

软件的邻近相连法!

7G3

8

6E:K0

C

:3737

8

1GJ6:H

"

构建系统进化树$步差值设置为
#"""

#利用
=-P

.;$&

软件对序列进行重组分析$参数设置为%读宽

A"7JF

$置信概率
";"""#

$所测重组序列之间需要有

%"W

#

#""W

的序列相似性(

#.

)

'

,C<

!

重组
!

卫星亲本序列的检测

以
+>!"#&

样品中的
->?

为模板$分别采用

?+[Q>]

的特异引物!

?+[Q>[]0,

%

%U0QQ?NQN0

Q?N?NNN?QO??ONQ0AU

#

?+[Q>[]0=

%

%U0OQ0

QQ?QQNQQONONNOON?QN0AU

"$以及
NEQ@]

的特

异引物!

NEQ@]0,

%

%U0ONQN?Q?Q?ON?QN?QONN0

O?0AU

#

NEQ@]0=

%

%U0?QQQNQQQ?OOOON?Q?0

Q??Q0AU

"进行
PQ=

扩增'

-

!

结果与分析

-C,

!

病毒
)'(6(

的基因组扩增及结构分析

以胜红蓟病株
+>!"#&

的总
->?

为模板$利

用引物
P?

,

P]

从样品中可以扩增得到约
%""E

L

的

目的片段'将测序得到的序列在
>Q]T

上进行

]R?@N

分析$结果发现$克隆的片段与
NEQ@[

的

外壳蛋白的相似性高达
$$W

$表明该样品可能感染

了双生病毒'进一步根据测序得到的序列设计扩增

病毒全长的特异引物
?0,

和
?0=

$从胜红蓟样品中

扩增得到大约
!;*aE

的特异片段'将目的片段克

隆测序$并且进行序列拼接后得到的
->?0?

全长

序列为
!&.'E

L

!

OG7]27a

登录号%

XY$.*A'"

"'序

列分析发现$所获得的
->?0?

具有菜豆金色花叶病

毒属病毒典型的基因组结构$共编码了
'

个开放阅读

框!

:

L

G7KG2H37

8

MK21GF

$

S=,F

"$其中病毒链编码了

?[#

!

!$. #"'.7J

"和
?[!

!

#A. .*#7J

"$互补链编

码了
?Q#

!

#%#A !%$*7J

"&

?Q!

!

#!"' #'#"7J

"&

?QA

!

#"'# #.'%7J

"和
?Q.

!

!#.*!%&"7J

"$

?Q#

和
?[!

之间含有一个
!*A7J

的基因间隔区!

37JGK0

8

G73<KG

8

3:7

$

T=

"'

T=

区中具有一个茎环结构$包

含了病毒复制和转录起始所需的
$

碱基保守序列

N??N?NN?Q

'

-C-

!

病毒
)'(6(

的进化和重组分析

利用
>Q]T

的
]R?@N

将
+>!"#&

分离物
->?0?

的全长基因组序列与
OG7]27a

数据库中的序列进行

比较$发现其与
NEQ@[0

(

+!*!

)!

?̀$&#!'';#

"的全

长序列相似性最高$为
$$;'"W

'利用
X/O?&;"

软件构建系统进化树$发现
NEQ@[0

(

+>!"#&

)与

NEQ@[

的云南分离物
NEQ@[0

(

+!*!

)!

?̀$&#!''p#

"

和
NEQ@[0

(

+A%

)!

?̀.!"A#*;#

"的亲缘关系最近

!图
!

"'根据
TQN[

制定的双生病毒种的分类标

准$

NEQ@[0

(

+>!"#&

)为
NEQ@[

的一个分离物'

=-P

重组分析表明$

NEQ@[0

(

+>!"#&

)并无重组事

件发生'

-C.

!

!

卫星的基因组扩增及结构分析

很多单组分的菜豆金色花叶病毒都伴随有
)

卫

星分子$

)

卫星与其辅助病毒形成的病害复合体给

农作物生产造成了巨大危害'前期研究表明$有些

NEQ@[

的分离物伴随有
)

卫星$有些分离物不含有

)

卫星分子(

#%

)

'为了明确采集的
+>!"#&

样品中是

否伴随有
)

卫星分子$利用双生病毒
)

卫星的通用

引物
)

"#

,

)

"!

从样品中扩增得到了约
#;AaE

左右

的目的片段'将片段回收后进行克隆测序$序列拼

接后得到
#AA%E

L

的全长序列!

OG7]27a

登录号%

XY$.*A'#

"'对其基因组结构进行分析$发现该
)

卫星具有典型的
)

卫星的结构$主要包括三个特征%

-

#!

-



!"!"

#

"含有一个大小约
#!"E

L

的卫星保守区!

F2JG443JG

<:7FGKZGHKG

8

3:7

$

@Q=

"'

@Q=

区含有保守的茎环

结构和
$

碱基核苷酸序列
N??N?NN?Q

#

!

"互补

链上编码一个大小约为
#Aa-

的
)

Q#

蛋白#

A

"

)

Q#

上游还含有一个腺嘌呤富含区!

?0K3<6KG

8

3:7

"$表

明
+>!"#&

分离物伴随有
)

卫星分子'

图
-

!

基于
Q'-R,P)'(6(

和烟草曲茎病毒不同分离物的全长基因组序列构建的系统进化树

I$

J

C-

!

(

?

>

H

5@

J

"G"7$=F"GF3@

J

348

J

"G"347"FD4&"F@G7>"=@8

?

5"7"GE=5"@7$F"&"

2

E"G="&@K

Q'-R,P4GF@7>"3$&@547"&@K:+2'77+75,;

0

".++-<8,5"

!

-C/

!

!

卫星的进化和重组分析

利用
]R?@N

对
+>!"#&

样品中的
)

卫星的全

长基因组序列与
OG7]27a

数据库中的序列进行比

对$发现该
)

卫星与中国胜红蓟黄脉
)

卫星
=

B

(&#4

%.A

,

(""'I@(*$17*$#8(%#/#%(""*%(

!

?+[Q>]

"海

南分离物
?+[Q>]0

(

_7$

)!

?X".**A%;#

"和

?+[Q>]0

(

_7!

)!

?X".**A.;#

"的相似性最高$均

为
$";*W

'进一步分析发现$

+>!"#&

)

卫星的
#n

$&$7J

和
#!*!n#AA%7J

的序列与
?+[Q>]0

(

_7$

)

相应序列的相似性高达
$&;!W

#

$*"n#!*#7J

的序列

与
?+[Q>]0

(

_7$

)相应序列的相似性仅为
&"p!W

$而

与烟草曲茎
)

卫星
NEQ@]0

(

+A%

)!

?̀.!#.*.p#

"相应序

列的相似性高达
$&;AW

$暗示着
+>!"#&

)

卫星可能是

由重组产生的'利用
=-P

软件进行分析$发现

+>!"#&

)

卫星是由
?+[Q>]

和
NEQ@]

重组产生

的一个
)

卫星分子$

?+[Q>]

为主要亲本$

NEQ@]

为次要亲本$重组的位点主要包括
?0K3<6

上游以及

@Q=

之间的区域$重组的置信概率为
!;'&'l#"

nAA

!图
A

"'基于
)

卫星的全基因组序列构建了系统进

化树$发现
+>!"#&

样品中的
)

卫星在进化树上单

独聚为一支!图
.

"'

为了明确
+>!"#&

样品中是否存在重组
)

卫星

的亲本$结合
+>!"#&

)

卫星&

?+[Q>]

和
NEQ@]

的序列设计了检测
?+[Q>]

和
NEQ@]

的特异引

物'结果发现$利用
?+[Q>]0,

和
?+[Q>]0=

以

及
NEQ@]0,

和
NEQ@]0=

均检测不到目的条带$但

是利用
?+[Q>]0,

和
NEQ@]0=

能够检测到约

#;AaE

的条带$回收该片段并且进行克隆测序后$发

现
?+[Q>]0,

和
NEQ@]0=

所扩增的条带确实为

重组的
)

卫星分子'

-

!!

-



.'

卷第
.

期 孙少双等%胜红蓟上一种与双生病毒伴随的重组
)

卫星分子的鉴定

图
.

!

Q'-R,P

!

卫星的重组示意图

I$

J

C.

!

S34

?

>$=3"

?

3"&"G747$@G@K3"=@8D$G47$@G$G7>"Q'-R,PD"74&47"55$7"

!

图
/

!

基于
Q'-R,P

!

卫星和其他
!

卫星的全长基因组序列构建的系统进化树

I$

J

C/

!

0>

H

5@

J

"G"7$=F"GF3@

J

348

J

"G"347"FD4&"F@G7>"=@8

?
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E"G="&@KQ'-R,PD"74&47"55$7"4GF@7>"3D"74&47"55$7"&

!

-

A!

-



!"!"

.

!

结论与讨论

近年来$双生病毒在全国范围内的危害日益严

重$给作物生产造成了严重威胁(

#'

)

'杂草是双生病

毒重要的原始寄主或中间寄主$在双生病毒的侵染

循环和病毒的暴发流行中具有重要作用'我们于

!"#&

年
*

月从云南采集了一份疑似感染双生病毒

的胜红蓟样品$染病的胜红蓟叶片出现叶脉黄化&曲

叶等症状'通过分子克隆以及序列分析$我们发现

该样品中病毒
->?0?

的全长序列与
NEQ@[0

(

@Q##*

)的相似性最高$为
NEQ@[

的一个分离物'

我们还发现该样品中伴随有
)

卫星$且该
)

卫星是

由
?+[Q>]

和
NEQ@]

重组产生'这是在我国首

次发现双生病毒不同的
)

卫星之间可以发生重组产

生新的
)

卫星分子'

R3

等(

#%

)对采自云南的番茄样品的病原进行检

测$发现与
NEQ@[

伴随的卫星为
NE@Q]

'

3̀2:

等(

#!

)对
!"#"

年采自云南的胜红蓟样品的病原进行

检测$发现侵染云南胜红蓟的病毒是
NEQ@[

$伴随

的卫星为
?+[Q>]

'由于所鉴定的
+>!"#&

)

卫

星是由
?+[Q>]

和
NEQ@]

重组产生$我们利用

?+[Q>]

和
NEQ@]

的特异引物去检测所采集的

+>!"#&

样品中是否存在重组
)

卫星的亲本序列$

结果均检测不到
?+[Q>]

和
NEQ@]

#而将
?+[Q0

>]

和
NEQ@]

的特异引物进行交叉组合时能检测

到重组
)

卫星'双生病毒除了以滚环扩增的方式在

寄主植物的细胞核中进行复制外$还能够以依赖于

重组的方式进行复制'我们推测可能是由于

?+[Q>]

和
NEQ@]

的复合侵染增加了病毒基因组

重组的概率$导致了重组
)

卫星分子的产生'由于

双生病毒对
)

卫星的复制具有复制选择性(

#&#$

)

$在

长期的进化过程中
NEQ@[

可能更倾向于复制和维

持重组的
)

卫星'

重组是驱动双生病毒种群间遗传多样性和形成

新种群的重要机制'重组产生的新病毒或株系往往

具有更强的致病性$导致新的病毒或株系的形成$引

起病毒病的大流行'其中一个典型的例子就是非洲

木薯花叶病毒
=

F

&*)#$)#//#@#A'/#*)@*&./

!

?Q0

X[

"和东非木薯花叶病毒
>#/%=

F

&*)#$)#//#@#

A'/#*)@*&./

!

/?QX[

"重组后产生新病毒株系

/?QX[0

(

V

8

[

)$重组病毒与
?QX[

复合侵染引

起乌干达木薯花叶病的大流行$导致该国木薯毁灭

性死亡(

!"

)

'目前已有多项研究表明$双生病毒的重

组经常发生在同科不同属的病毒之间$也可以发生

在同属不同种的病毒之间$或者发生在
)

卫星和辅

助病毒之间$但是关于不同
)

卫星重组产生的
)

卫

星的报道较少'

!""$

年
XIE37

等(

!#

)从巴基斯坦的

棉花产区表现黄脉和曲叶症状的单年生杂草中首次

鉴定到一种由不同的
)

卫星重组产生的重组
)

卫

星$发现该重组
)

卫星是由烟草曲叶
)

卫星和木尔

坦棉花曲叶
)

卫星重组产生#而我们的研究也是从

杂草中鉴定到重组
)

卫星$表明杂草不仅可以作为

双生病毒的初侵染源或中间寄主$而且容易使双生

病毒发生重组产生新的病毒种类'因此需进一步加

强对杂草上的病毒开展系统调查和检测$并在双生

病毒病的防治过程中及时彻底清除田间杂草'
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