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摘要　杂草是菜豆金色花叶病毒属病毒的重要中间寄主，常富集多种该属病毒及其卫星病毒。２０１４年，在云南红

河常见杂草苣荬菜犛狅狀犮犺狌狊犪狉狏犲狀狊犻狊上出现了疑似菜豆金色花叶病毒属病毒病症状。利用克隆、测序和生物信息学

分析技术对其所含病毒进行分离鉴定，结果从１株病样中共获得了两条菜豆金色花叶病毒属病毒全序列、两条β卫

星全序列和一条α卫星全序列。序列分析显示，两条菜豆金色花叶病毒属病毒全序列与中国胜红蓟黄脉病毒相似

性最高，分别为９９％和９６％，确定为中国胜红蓟黄脉病毒的分离物。两条β卫星全序列与赛葵黄脉β卫星相似性

最高，为９７％，确定为赛葵黄脉β卫星的一个分离物。α卫星全序列与中国番茄黄化曲叶α卫星相似性最高，为

８６．３％，是中国番茄黄化曲叶α卫星的一个分离物。这是菜豆金色花叶病毒属病毒病害复合体在中国侵染苣荬菜

的首次报道。
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中图分类号：　Ｓ４３６．４３　　文献标识码：　Ａ　　犇犗犐：　１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．０５２９ １５４２．２０１７．０５．０１０

犕狅犾犲犮狌犾犪狉犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狕犪狋犻狅狀狅犳犃犵犲狉犪狋狌犿狔犲犾犾狅狑狏犲犻狀犆犺犻狀犪狏犻狉狌狊犻狀犳犲犮狋犻狀犵

犛狅狀犮犺狌狊犪狉狏犲狀狊犻狊犻狀犢狌狀狀犪狀，犆犺犻狀犪犪狀犱犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊

犣犺犪狅犔犻犾犻狀犵，　犣犺狅狀犵犑犻狀犵，　犣犺犪狀犵犡犻犪狅狔狌狀，　犔犻犜犻狀犵狋犻狀犵，　犇犻狀犵犕犻狀犵

（犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔犪狀犱犌犲狉犿狆犾犪狊犿犚犲狊狅狌狉犮犲狊，犢狌狀狀犪狀犃犮犪犱犲犿狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犛犮犻犲狀犮犲狊；

犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔狅犳犢狌狀狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犲，犓狌狀犿犻狀犵　６５０２２３，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋　犠犲犲犱狊犪狉犲犮狉狌犮犻犪犾犻狀狋犲狉犿犲犱犻犪狋犲犺狅狊狋狊狅犳犫犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊犲狊犪狀犱犳狉犲狇狌犲狀狋犾狔犺犪狉犫狅狉犿狌犾狋犻狆犾犲犫犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊犲狊

犪狀犱犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊．犛狅狀犮犺狌狊犪狉狏犲狀狊犻狊，犪犮狅犿犿狅狀狑犲犲犱犻狀犎狅狀犵犺犲，犢狌狀狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犲，狊犺狅狑犲犱狊狔犿狆狋狅犿狊狋狔狆犻

犮犪犾狅犳犫犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊犻狀犳犲犮狋犻狅狀犻狀２０１４．犅犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊犲狊犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狑犻狋犺犛．犪狉狏犲狀狊犻狊狑犪狊狊狋狌犱犻犲犱狌狊犻狀犵犮犾狅狀犻狀犵，狊犲狇狌犲狀

犮犻狀犵犪狀犱犫犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊．犜狑狅犳狌犾犾犾犲狀犵狋犺犫犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊犲狊，狋狑狅犫犲狋犪狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊犪狀犱狅狀犲犪犾狆犺犪狊犪狋犲犾犾犻狋犲狑犲狉犲犻狊狅

犾犪狋犲犱犳狉狅犿狅狀犲狊犪犿狆犾犲．犛犲狇狌犲狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊狊犺狅狑犲犱狋犺犪狋狋犺犲狊犲犫犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊狊犲狇狌犲狀犮犲狊狊犺犪狉犲犱狋犺犲犺犻犵犺犲狊狋犻犱犲狀狋犻狋狔

（９９％狅狉９６％）狑犻狋犺犃犵犲狉犪狋狌犿狔犲犾犾狅狑狏犲犻狀犆犺犻狀犪狏犻狉狌狊（犃犢犞犆犖犞），犮狅狀犳犻狉犿犻狀犵犫狅狋犺狅犳狋犺犲犿犪狊犪狀犻狊狅犾犪狋犲狅犳

犃犢犞犆犖犞．犜犺犲狊犲狋狑狅犫犲狋犪狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狊犺犪狉犲犱９７％犻犱犲狀狋犻狋狔狑犻狋犺犕犪犾狏犪狊狋狉狌犿狔犲犾犾狅狑狏犲犻狀犫犲狋犪狊犪狋犲犾犾犻狋犲

（犕犪犢犞犅），犮狅狀犳犻狉犿犻狀犵犪犾犾狅犳狋犺犲犿犪狊犻狊狅犾犪狋犲狊狅犳犕犪犢犞犅．犜犺犲犪犾狆犺犪狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊犺犪狉犲犱８６．３％犻犱犲狀狋犻狋狔狑犻狋犺

犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳犮狌狉犾犆犺犻狀犪犪犾狆犺犪狊犪狋犲犾犾犻狋犲（犜犢犔犆犆犖犃），犮狅狀犳犻狉犿犻狀犵犻狋犪狊犪狀犻狊狅犾犪狋犲狅犳犜犢犔犆犆犖犃．犜犺犻狊犻狊狋犺犲

犳犻狉狊狋狉犲狆狅狉狋狅犳犫犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊犱犻狊犲犪狊犲犮狅犿狆犾犲狓犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狑犻狋犺犛．犪狉狏犲狀狊犻狊犻狀犆犺犻狀犪．

犓犲狔狑狅狉犱狊　犫犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊犲狊；　犪犾狆犺犪狊犪狋犲犾犾犻狋犲；　犫犲狋犪狊犪狋犲犾犾犻狋犲；　犛狅狀犮犺狌狊犪狉狏犲狀狊犻狊

　　菜豆金色花叶病毒属犅犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊是双生病

毒科犌犲犿犻狀犻狏犻狉犻犱犪犲中包含种类最多，分布范围最

广，造成经济损失最重的一个属［１３］。按地理分

布，菜豆金色花叶病毒属病毒可分为新世界和旧世

界病毒。新世界菜豆金色花叶病毒属病毒为双组

分病毒，即基因组包含ＤＮＡＡ和ＤＮＡＢ两种组

分；旧世界菜豆金色花叶病毒属病毒既有双组分病

毒也有单组分病毒。单组分的菜豆金色花叶病毒属

病毒基因组仅包含ＤＮＡＡ组分，有些单组分病毒与

β卫星（ｂｅｔａｓａｔｅｌｌｉｔｅ）或既与β又与α卫星（ａｌｐｈａｓａｔｅｌ



２０１７

ｌｉｔｅ）相伴随形成病害复合体
［４５］。β卫星基因组大小

约为辅助病毒的一半（约１．３ｋｂ），需要依赖辅助病毒

进行复制、包装、移动和介体传播，其互补链编码一个

Ｃ１蛋白（即βＣ１），该蛋白能够引起典型的病毒侵染症

状，并能抑制寄主植物的ＲＮＡ沉默反应
［６７］。α卫星

基因组大小也约为辅助病毒的一半（约１．３ｋｂ），其病

毒链编码一个Ｒｅｐ蛋白，该蛋白使其能自我复制，但

需要辅助病毒进行包装、移动和介体传播［４，８］。

中国胜红蓟黄脉病毒 Ａｇｅｒａｔｕｍｙｅｌｌｏｗｖｅｉｎ

Ｃｈｉｎａｖｉｒｕｓ（ＡＹＶＣＮＶ）属于菜豆金色花叶病毒属

成员，其基因组仅含ＤＮＡＡ组分，与中国胜红蓟黄

脉β卫星（ＡｇｅｒａｔｕｍｙｅｌｌｏｗｖｅｉｎＣｈｉｎａｂｅｔａｓａｔｅｌ

ｌｉｔｅ，ＡＹＶＣＮＢ）相伴随
［９１０］。ＤＮＡＡ组分大小为

２．７～２．８ｋｂ，含有６个ＯＲＦ，分别编码犞１、犞２、犆１、

犆２、犆３和犆４基因。β卫星大小约１．３ｋｂ，含有１个

ＯＲＦ，编码βＣｌ蛋白，该卫星是引起胜红蓟黄脉症状

所必需的，并能增加辅助病毒ＡＹＶＣＮＶ的积累量。

ＡＹＶＣＮＶ于２００６年首次报道，该病毒与ＡＹＶＣ

ＮＢ卫星相伴随，引起海南省海口地区的胜红蓟黄脉

病［９］。随后，在广西表现黄脉症状的胜红蓟中也发

现存在大量的ＡＹＶＣＮＶ／ＡＹＶＣＮＢ
［１０］。近年的研

究发现，该病毒不仅侵染胜红蓟，也侵染番茄（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号：ＫＣ１７２８２６，ＫＵ９７５３９２，ＫＵ９５４３７７），

威胁着番茄作物的生产。

苣荬菜犛狅狀犮犺狌狊犪狉狏犲狀狊犻狊为菊科苦苣菜属多年

生草本植物，几乎全世界均有分布，在我国常作为野

菜被广泛食用，临床也常用于治疗咽喉肿痛、急性痢

疾、炎症、产后出血、痔疮肿痛等症［１１１３］。目前印度

已有报道空心莲子草黄脉病毒 犃犾狋犲狉狀犪狀狋犺犲狉犪

狔犲犾犾狅狑狏犲犻狀狏犻狉狌狊（ＡｌＹＶＶ）病害复合体侵染苣荬

菜，引起苣荬菜黄脉症状［１４］；中国广西有ＡＹＶＣＮＶ

侵染该属另一植物苦苣菜的报道［１５］，但国内尚未有

菜豆金色花叶病毒属病毒侵染苣卖菜的报道。本研

究采集了表现叶脉黄化和增厚的苣荬菜病株，从中

首次分离到菜豆金色花叶病毒属病毒，并对分离到

的病毒核苷酸序列进行了比对和进化重组分析。

１　材料与方法

１．１　病害样品采集

２０１４年１０月在云南省红河州河口县采集了１株

苣荬菜病株（ＹＮ４３６８）。该病株具有明显叶脉黄化、

增厚等疑似菜豆金色花叶病毒属病毒侵染的症状。

１．２　植物总犇犖犃提取及犘犆犚检测

采用ＣＴＡＢ法提取苣荬菜病株叶片总ＤＮＡ
［１６］。

利用菜豆金色花叶病毒属病毒简并引物ＰＡ／ＰＢ进

行ＰＣＲ检测，该引物扩增的目的条带为该属病毒基

因共同区及外壳蛋白保守区约５００ｂｐ的基因片

段［１７］。与此同时，利用β卫星通用引物β０１／β０２和α

卫星通用引物ＵＮＡ１０１／ＵＮＡ１０２对苣荬菜病株进

行ＰＣＲ检测，这两对引物的目的条带分别为其卫星

全长［１８１９］。ＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲ反应缓冲液（含

Ｍｇ
２＋）２．５μＬ、２．５μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ、２０μｍｏｌ／Ｌ

上、下游引物各０．５μＬ、犜犪狇ＰｌｕｓＤＮＡ 聚合酶

（５Ｕ／μＬ，上海申能博彩生物科技有限公司）０．５μＬ、

植物总ＤＮＡ１２５ｎｇ，加双蒸水定容至２５μＬ。扩增

条件：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５０℃退火

４５ｓ，７２℃延伸５０ｓ（ＰＡ／ＰＢ引物）或９０ｓ（β０１／β０２和

ＵＮＡ１０１／ＵＮＡ１０２引物），３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物经１．０％琼脂糖凝胶进行电泳检测。紫外

灯下割取目的片段，利用ＡｘｙｇｅｎＤＮＡ凝胶回收试

剂盒分离纯化，回收产物连接到ｐＧＥＭＴＥａｓｙ

（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）载体上，通过热击法将连

接产物转入大肠杆菌ＤＨ５α中，挑选阳性克隆，送上

海立菲生物技术有限公司进行测序。

１．３　滚环扩增

为了获得高纯度的菜豆金色花叶病毒属病毒及

其卫星基因组，对苣荬菜病样进行了滚环扩增（ｒｏｌｌ

ｉｎｇｃｉｒｃｌｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＣＡ）。按照ＴｅｍｐｌｉｐｈｉＴＭ

Ｋｉｔ（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）说明书上的步骤进行环状

ＤＮＡ的扩增。首先将１μＬ植物总ＤＮＡ样品（约

５０ｎｇ）加入到５μＬ样品缓冲液中，９５℃变性３ｍｉｎ，

立刻插入冰上放置１０ｍｉｎ；然后加入５μＬ反应缓冲

液和０．２μＬ酶（ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶），在３０℃反应

１８ｈ；最后在６５℃下加热１０ｍｉｎ，终止反应。

１．４　病毒犇犖犃犃全长基因组克隆

根据测序获得的部分ＤＮＡＡ序列，设计特异

引物 ＡＹＶＣＮＶＦ：５′ＧＡＣＣＣＧＣＣＧＡＴＡＴＡＧＴ

ＣＡＴ３′和ＡＹＶＣＮＶＲ：５′ＣＧＣＴＴＣＧＡＣＡＴＡＡＴ

ＴＧＣＧＡ３′扩增ＤＮＡＡ全长。ＰＣＲ反应体系：２×

ＰＣＲ反应缓冲液（含 Ｍｇ２＋）２５μＬ、２μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ

１０μＬ、２０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各１μＬ、ＫＯＤＦＸ

ＤＮＡ聚合酶（１Ｕ／μＬ，日本东洋纺）１μＬ、２５０ｎｇ植

物总ＤＮＡ，加双蒸水定容至５０μＬ。扩增条件：９８℃

预变性２ｍｉｎ；９８℃变性４５ｓ，４６℃退火４５ｓ，６８℃延
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伸３ｍｉｎ，３０个循环；６８℃延伸１０ｍｉｎ。按１．２中的

方法进行克隆测序。

１．５　病毒犇犖犃犃及其卫星基因组结构和进化重组

分析

　　通过ＤＮＡＳＴＡＲＬａｓｅｒｇｅｎｅ７．１软件完成核酸

序列拼接，运用ＤＮＡＭＡＮ５．２２（ＬｙｎｎｏｎＢｉｏｓｏｆｔ，

Ｑｕｅｂｅｃ，Ｃａｎａｄａ）和ＥｄｉｔＳｅｑ（ＤＮＡＳＴＡＲＬａｓｅｒｇｅｎｅ

７．１）共同完成开放阅读框的寻找。序列相似性比对

先通过ＢＬＡＳＴ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）进行初步

比对，再选用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 中的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 方法

（ＤＮＡＳＴＡＲＬａｓｅｒｇｅｎｅ７．１）进行深入比对。进化

树构建采用 ＭＥＧＡ５中的邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎ

ｉｎｇ）完成，步差值设置为１０００
［２０］。重组分析通过

ＲＤＰ４．４６完成
［２１］。

２　结果与分析

２．１　病毒检测

以ＰＡ／ＰＢ为引物从ＹＮ４３６８样品中扩增到约

５００ｂｐ的目的条带；以β０１／β０２和ＵＮＡ１０１／ＵＮＡ１０２

为引物从ＹＮ４３６８样品中均扩增到约１３００ｂｐ的目

的条带。将获得的目的条带进行克隆测序，最终获

得５条序列（ＹＮ４３６８ ３２、ＹＮ４３６８ ３４、ＹＮ４３６８

２８β、ＹＮ４３６８ ３２β和ＹＮ４３６８ ６９α）。经ＢＬＡＳＴ比

对后结果显示：ＹＮ４３６８ ３２与中国胜红蓟黄脉病

毒ＹＮ１９９５（ＡＹＶＣＮＶＹＮ１９９５，ＫＵ６６３１３２）的ＣＰ

基因序列相似性高达９８％，而ＹＮ４３６８ ３４与一点红

黄脉病毒越南分离物犈犿犻犾犻犪狔犲犾犾狅狑狏犲犻狀狏犻狉狌狊ｉｓｏｌａｔｅ

Ｖｉｅｔｎａｍ（ＥｍＹＶＶＶｉｅｔｎａｍ，ＫＣ８７８４７２）相似性高

达９７％；ＹＮ４３６８ ２８β和ＹＮ４３６８ ３２β与赛葵黄脉

β卫星Ｙ２４９分离物（ＭａＹＶＢＹ２４９，ＡＪ９７１７０３）相

似性高达９７％；ＹＮ４３６８ ６９β与中国番茄黄化曲叶

α卫星Ｙ２４４分离物（ＴＹＬＣＣＮＡＹ２４４，ＡＪ８８８４４９）

相似性高达８６．３％。以上结果表明，在苣荬菜病株

ＹＮ４３６８中存在菜豆金色花叶病毒属病毒以及β和

α卫星复合侵染。

２．２　病毒犇犖犃犃全基因组结构及相似性比较

利用全长引物ＡＹＶＣＮＶＦ／Ｒ，以ＹＮ４３６８样

品总ＤＮＡ为模板未扩增到相应条带。改用ＲＣＡ

产物为模板，扩增到大小约为２８００ｂｐ的条带。将

目的条带进行克隆、测序后共获得２条ＤＮＡＡ全

长序列（ＹＮ４３６８ ８４和ＹＮ４３６８ ８８）。两条ＤＮＡ

Ａ都具有旧世界单组分菜豆花叶病毒属病毒典型的

基因组结构特征，编码７个开放阅读框（ＯＲＦ）。

ＹＮ４３６８ ８４（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＸ７５９６４６）全基因

组包含２７４４个核苷酸（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ｎｔ），其病毒链

编码犃犞１（２９３～１０６６ｎｔ）和犃犞２（１３３～４８３ｎｔ），其

互补链编码犃犆１（１５１５～２６０３ｎｔ）、犃犆２（１２０８～

１６１５ｎｔ）、犃犆３（１０６３～１４６７ｎｔ）、犃犆４（２１５３～

２５７５ｎｔ）、犃犆５（２７１～５４３ｎｔ），在犃犆１和犃犞２间含

有一个２７３ｎｔ的基因间隔区（ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｒｅｇｉｏｎ，

ＩＲ）。ＹＮ４３６８ ８８（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＸ７５９６４７）全

基因组包含２７５２ｎｔ，其病毒链编码犃犞１（２９４～

１０６７ｎｔ）和犃犞２（１３４～４８４ｎｔ），互补链编码犃犆１

（１５１６～２６０４ｎｔ）、犃犆２（１２０９～１６１６ｎｔ）、犃犆３

（１０６４～１４６８ｎｔ）、犃犆４（２１９０～２４４７ｎｔ）、犃犆５

（２７２～５４４ｎｔ），在犃犆１和犃犞２间含有一个２８１ｎｔ

的ＩＲ。

将序列ＹＮ４３６８ ８４与ＹＮ４３６８ ８８进行比对

发现，两条序列相似性为９０．８％。将这两条序列与

ＧｅｎＢａｎｋ中的其他病毒序列进行比对，发现序列

ＹＮ４３６８ ８４与当地发现的中国胜红蓟黄脉病毒分

离物Ｙ４３２６（ＡＹＶＣＮＶＹ４３２６，ＫＵ６０１６２２）和分离

物ＹＮ４２６５（ＡＹＶＣＮＶＹＮ４２６５，ＫＵ９７５３９２）相似性

最高，为９９％；序列ＹＮ４３６８ ８８与中国胜红蓟黄脉

病毒分离物ＹＮ４３５６（ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３５６，ＫＵ９７５３９３）

相似性最高，为９６％。根据国际病毒分类委员会

（ＩＣＴＶ）确定的菜豆金色花叶病毒属病毒种的分类

标准，ＤＮＡＡ的核苷酸相似性小于８９％则认为是

病毒新种，大于８９％则确定为同种不同分离物
［３］。

另外，根据Ｆａｕｑｕｅｔ等对同种不同成员间的分类标

准，同种成员间的核苷酸相似性小于９３％则表示这

些成员属于不同的株系［２２］。因此，ＹＮ４３６８

８４ＤＮＡＡ和ＹＮ４３６８ ８８ＤＮＡＡ都属于中国胜红

蓟黄脉病毒，但二者属于不同的株系，分别为中国胜

红蓟黄脉病毒分离物 ＹＮ４３６８ ８４（ＡＹＶＣＮＶ

ＹＮ４３６８ ８４）和中国胜红蓟黄脉病毒分离物

ＹＮ４３６８ ８８（ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３６８ ８８）。以上结果

表明，苣荬菜病株ＹＮ４３６８中存在中国胜红蓟黄脉

病毒两种株系的共同侵染。

２．３　病毒犇犖犃犃的进化和重组分析

将分离物ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３６８ ８４和 ＡＹＶＣ

ＮＶＹＮ４３６８ ８８与其他菜豆金色花叶病毒属病毒

构建进化树。结果显示，ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３６８ ８４与

ＡＹＶＣＮＶＹ４３２６聚于一个小分支，和其余ＡＹＶＣ
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ＮＶ等又共同聚于一个分支；ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３６８

８８与ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３５６独自在一个小的分支，和

其余ＡＹＶＣＮＶ等又共同聚于一个分支（图１）。该

结果表明 ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３６８ ８４和 ＡＹＶＣＮＶ

Ｙ４３２６亲缘关系最近；ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３６８ ８８与

ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３５６亲缘关系最近；虽然ＡＹＶＣＮＶ

ＹＮ４３６８ ８４和ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３６８ ８８分离自同

一寄主、属于同一种病毒，但两者在遗传进化中存在

一定的距离。ＲＤＰ重组分析显示，分离物ＡＹＶＣ

ＮＶＹＮ４３６８ ８４和ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３６８ ８８中并

无明显的重组事件发生。

图１　犃犢犞犆犖犞犢犖４３６８ ８４和犃犢犞犆犖犞犢犖４３６８ ８８与报道的其他菜豆金色花叶病毒属病毒基于犇犖犃犃的系统进化树

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犱犲狀犱狉狅犵狉犪犿犫犪狊犲犱狌狆狅狀犇犖犃犃狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳犃犢犞犆犖犞犢犖４３６８ ８４犪狀犱

犃犢犞犆犖犞犢犖４３６８ ８８狑犻狋犺狅狋犺犲狉狊犲犾犲犮狋犲犱犫犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊犲狊犳狉狅犿犌犲狀犅犪狀犽
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２．４　病毒伴随的β卫星分子结构及其相似性比较

序列ＹＮ４３６８ ２８β（ＫＸ７５９６４８）和ＹＮ４３６８ ３２β
全长都为１３５９ｎｔ，序列同源性为９９．９％，仅有２个

核苷酸的差异，因此选择ＹＮ４３６８ ２８β进行基因注

释和分析。ＹＮ４３６８ ２８β互补链上编码一个犆１基

因（１９６～５８５ｎｔ），在１２７５～１３５９ｎｔ和１～１４ｎｔ区

域有１个包含着茎环结构在内的卫星保守区域（ｓａｔ

ｅｌｌｉｔｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｒｅｇｉｏｎ，ＳＣＲ），在７６６～９７０ｎｔ区域

内有一个富含Ａ的区域（Ａ含量为６０．４９％）。将

ＹＮ４３６８ ２８β序列与ＧｅｎＢａｎｋ中的其他β序列进

行比对发现，该序列与ＭａＹＶＢＹ２４９（ＡＪ９７１７０３）相

似性最高，为９７％，与 ＭａＹＶＢ其他分离物相似性

为９５％～９６％，与其他β卫星序列相似性≤８３％。

根据ＩＣＴＶβ卫星分类标准，全序列核苷酸同源性

小于７８％则认为是新的β卫星，大于则确定该分离

物属于同一种β卫星
［３］，因此ＹＮ４３６８ ２８β卫星属

于ＭａＹＶＢ的一个分离物，即赛葵黄脉β卫星分离

物ＹＮ４３６８ ２８（ＭａＹＶＢＹＮ４３６８ ２８）。将 ＭａＹ

ＶＢＹＮ４３６８ ２８与分布在云南的其他β卫星构建

进化树，结果显示 ＭａＹＶＢＹＮ４３６８ ２８与 ＭａＹ

ＶＢＹ４７和ＭａＹＶＢＹ２４９聚于一个小分支，又与其

他ＭａＹＶＢ共同聚于一个分支（图２）。该进化分析

结果表明，ＭａＹＶＢＹＮ４３６８ ２８与ＭａＹＶＢＹ４７和

ＭａＹＶＢＹ２４９亲缘关系较近。ＲＤＰ重组分析结果

显示，ＭａＹＶＢＹＮ４３６８ ２８卫星序列中无明显的重

组现象。

图２　基于犕犪犢犞犅犢犖４３６８ ２８与云南报道的其他β卫星分子构建的系统进化树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犱犲狀犱狉狅犵狉犪犿犫犪狊犲犱狌狆狅狀犪犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳犕犪犢犞犅犢犖４３６８ ２８狑犻狋犺

狅狋犺犲狉犫犲狋犪狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犻狀犢狌狀狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犲

２．５　病毒伴随的α卫星分子结构及其相似性比较

序列ＹＮ４３６８ ６９α（ＫＸ７５９６４９）全长为１３５９

ｎｔ，病毒链上编码一个Ｒｅｐ基因（７９～１０２６ｎｔ），具

有一个包含 ＴＡＧＴＡＴＴＡＣ序列的茎环结构，在
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１０２５～１２１４ｎｔ区域内有一个富含Ａ的区域（Ａ含

量为４８．９５％）。将ＹＮ４３６８ ６９α与ＧｅｎＢａｎｋ中的

其他α序列进行比对发现，该序列与ＴＹＬＣＣＮＡ

Ｙ２４４相似性最高，为８６．３％，与其他α卫星序列相

似性≤８５％。根据ＩＣＴＶα卫星分类标准，全序列

核苷酸同源性小于８３％则认为是新的α卫星，大于

则确定该分离物属于同一种α卫星
［３］，因此ＹＮ４３６８

６９α卫星属于ＴＹＬＣＣＮＡ（ＴＹＬＣＣＮＡＹＮ４３６８

６９）。将ＴＹＬＣＣＮＡＹＮ４３６８ ６９与ＧｅｎＢａｎｋ中其他

α卫星构建进化树，结果显示ＴＹＬＣＣＮＡＹＮ４３６８

６９独自成一支，与其他ＴＹＬＣＣＮＡ共同聚于一个分

支（图３）。该结果表明，ＴＹＬＣＣＮＡＹＮ４３６８ ６９与

ＴＹＬＣＣＮＡ的其他分离物亲缘关系相对较近，但又存

在一定的距离。ＲＤＰ重组分析结果显示，ＴＹＬＣＣＮＡ

ＹＮ４３６８ ６９是由 ＴＹＬＣＣＮＡＹ２６１和 ＴｂＣＳＡ

Ｙ２１６重组而来，ＴＹＬＣＣＮＡＹ２６１是主要的母本，

而ＴｂＣＳＡＹ２１６则是次要的母本（ＲＤＰ，Ｐ＝３．５３９

×１０－０．４；ＳｉＳｃａｎ，１．１０７×１０－０．６）。重组主要发生在

ＴＹＬＣＣＮＡＹＮ４３６８ ６９的３０６～９５８ｎｔ区段（Ｒｅｐ），

该区段来自ＴｂＣＳＡＹ２１６。

图３　基于犜犢犔犆犆犖犃犢犖４３６８ ６９与云南报道的其他α卫星分子构建的系统进化树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犱犲狀犱狉狅犵狉犪犿犫犪狊犲犱狌狆狅狀犪犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳犜犢犔犆犆犖犃犢犖４３６８ ６９狑犻狋犺

狅狋犺犲狉犪犾狆犺犪狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犻狀犢狌狀狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犲

３　结论与讨论

本研究从表现黄脉症状的苣荬菜中分离到中国

胜红蓟黄脉病毒，利用分子克隆手段和生物信息学

技术对该病毒进行分析，结果表明，该病毒与赛葵黄

脉β卫星和中国番茄黄化曲叶α卫星相伴随，这是

菜豆金色花叶病毒属病毒复合体侵染中国苣荬菜的

首次报道。

杂草是菜豆金色花叶病毒属病毒及其传播介体

烟粉虱的重要中间寄主，能同时被多种该属病毒及

其卫星复合侵染。本研究从１株苣荬菜中分离到了

两种株系的中国胜红蓟黄脉病毒、一种β卫星以及

一种α卫星，表明苣荬菜是菜豆金色花叶病毒属病

毒的寄主之一，能被该属病害复合体侵染。已有研

究表明，杂草如同收纳菜豆金色花叶病毒属病毒的

容器，通常一株杂草中能同时被多种病毒及其卫星

复合侵染［１４，２３２４］。菜豆金色花叶病毒属病毒复合

侵染增加了重组和组分互换发生的频率，导致产生

新分离物和新病毒［２５２７］。因此需进一步对红河州河

口县杂草开展系统调查和检测，加强对ＡＹＶＣＮＶ／

ＭａＹＶＢ／ＴＹＬＣＣＮＡ病害复合体发生率及病害严

重度的调查研究，以防该类型的复合体造成病害的

暴发流行。

ＡＹＶＣＮＶ在海南省海口和广西胜红蓟中最先

·２７·
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发现［９１０］，２０１２年在越南胜红蓟中也发现该病毒

（ＡＹＶＣＮＶＶｉｅｔｎａｍ１６，ＫＣ８７８４７５）。云南河口处

于元江 红河流域向越南的出境处，是云南海拔最低

的区域。本研究中发现来自云南红河的分离物

ＡＹＶＣＮＶＹＮ４３６８ ８４、ＡＹＶＣＮＶＹ４３２６、ＡＹＶＣ

ＮＶＹＮ４２６５与ＡＹＶＣＮＶＶｉｅｔｎａｍ１６亲缘关系最

近。该结果表明，云南河口地区的 ＡＹＶＣＮＶ

ＹＮ４３６８ ８４这一株系是ＡＹＶＣＮＶＶｉｅｔｎａｍ１６的

一个新的变种，且该株系很有可能是ＡＹＶＣＮＶＶｉ

ｅｔｎａｍ１６株系跨境传播传入该地。

假重组是导致菜豆花叶病毒属病毒遗传变异的

一个重要原因之一，ＤＮＡＡ和卫星之间的交换也称

为假重组。已有研究表明，ＡＹＶＣＮＶ与ＡＹＶＣＮＢ

形成ＡＹＶＣＮＶ／ＡＹＶＣＮＢ病害复合体或与ＡＹＶＣ

ＮＡ形成ＡＹＶＣＮＶ／ＡＹＶＣＮＡ复合体
［９１０，２８］。本研

究从黄脉症状的苣荬菜中分离到了 ＡＹＶＣＮＶ／

ＭａＹＶＢ／ＴＹＬＣＣＮＡ病害复合体，这表明ＡＹＶＣ

ＮＶ在自然条件下也能与其他异源β卫星和α卫星

相伴随，并且该复合体的形成很有可能是通过假重

组实现的。ＭａＹＶＢ最早于２００８年从具有黄脉症

状的赛葵上分离到，与ＭａＹＶＶ相伴随，参与植株典

型症状反应，并能增加 ＭａＹＶＶ在本氏烟中的积

累［２９］。本研究中，ＭａＹＶＢ是否是症状所必需，以及

能否加强ＡＹＶＣＮＶ在苣荬菜中的积累还需进一步

的研究。
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量效应，乙酸乙酯萃取物活性最强。以上结果表

明，‘Ｋ３２６’中抗ＴＭＶ化学防御物质可能存在于

根部甲醇提取物的乙酸乙酯萃取物中，在今后的研

究中我们将对根部甲醇提取物的乙酸乙酯萃取物

进行跟踪提取分离鉴定，对其抗ＴＭＶ化学防御物

质进一步研究发掘。
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