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摘要　本试验利用双链ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）提取技术和非序列依赖ＰＣＲ扩增（ｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＳＩＡ）方法对表现皱缩症状的芹菜进行分子鉴定，发现芹菜被甜椒内源ＲＮＡ病毒犅犲犾犾狆犲狆狆犲狉

犪犾狆犺犪犲狀犱狅狉狀犪狏犻狉狌狊（ＢＰＥＶ）所侵染。为进一步明确山西芹菜ＢＰＥＶ分离物（ＢＰＥＶＱＣ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为

ＫＹ６５９２２６）的分类地位，根据ＳＩＡ测序结果设计ＢＰＥＶ特异性引物进行ＲＴＰＣＲ检测，并进行序列相似性比较和

系统进化分析。序列同源性分析表明：ＢＰＥＶＱＣ与ＢＰＥＶ分离物（ＩＳ、Ｍａｏｒ、Ｋｙｏｓｕｚｕ、ＢＰＥＶ、ｌｊ、ＢＰＥＶＹＷ）的同源

性为８０．０％～９７．８％，与其他内源ＲＮＡ病毒科分离物的同源性仅为３０．６％～３７．６％，表明：ＢＰＥＶＱＣ与ＢＰＥＶ

分离物（ＩＳ、Ｍａｏｒ、Ｋｙｏｓｕｚｕ、ＢＰＥＶ、ｌｊ）形成一个独立分支，亲缘关系最近。
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　　芹菜犃狆犻狌犿犵狉犪狏犲狅犾犲狀狊为伞形科植物，具有一定

的药用功效。近年来，随着人们生活水平的提高和保

健意识的增强，对芹菜的需求量也在不断增加，种植

规模不断扩大引起的病毒病危害也愈发普遍，严重影

响了芹菜的产量和品质。目前芹菜主要受到黄瓜花

叶病毒犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣＭＶ）
［１］、烟草花叶病

毒犜狅犫犪犮犮狅犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＴＭＶ）、蚕豆萎蔫病毒Ｂｒｏａｄ

ｂｅａｎｗｉｌｔｖｉｒｕｓ（ＢＢＷＶ）、欧洲防风花叶病毒犘犪狉狊狀犻狆

犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊 （ＰａｒＭＶ）
［２］、芹菜花叶病毒犆犲犾犲狉狔

犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊 （ＣｅＭＶ）
［３］、苜蓿花叶病毒犃犾犳犪犾犳犪

犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊 （ＡＭＶ）
［４］、花生矮化病毒 犘犲犪狀狌狋

狊狋狌狀狋狏犻狉狌狊（ＰＳＶ）、南芥菜花叶病毒犃狉犪犫犻狊犿狅狊犪犻犮

狏犻狉狌狊（ＡｒＭＶ）、草莓潜环斑病毒犛狋狉犪狑犫犲狉狉狔犾犪狋犲狀狋

狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊 （ＳＬＲＳＶ）、番茄不孕病毒犜狅犿犪狋狅
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犪狊狆犲狉犿狔狏犻狉狌狊（ＴＡＶ）
［５］、芹菜黄花叶病毒Ｃｅｌｅｒｙ

ｙｅｌｌｏｗｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ（ＣｅＹＭＶ）和芜菁花叶病毒

犜狌狉狀犻狆犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＴｕＭＶ）等病毒的单独或复合

侵染。

笔者于２０１４年９月对山西晋中地区芹菜进行

病害调查时，发现许多芹菜植株表现出严重皱缩症

状，有的田块病株率甚至高达６０％。为明确引起芹

菜皱缩症状的病原，本试验利用ｄｓＲＮＡ技术
［６］和

ＳＩＡ方法
［７］对采集的疑似病毒病样品进行分子鉴

定，结果发现芹菜受到ＢＰＥＶ侵染，将其命名为

ＢＰＥＶＱＣ，并对ＢＰＥＶＱＣ的部分序列进行了克隆

和系统进化分析，明确了其分类地位，这为进一步获

得甜椒内源ＲＮＡ病毒山西芹菜分离物（ＢＰＥＶＱＣ）

的基因组全序列奠定了一定的基础，也为芹菜病毒

病的防治工作提供了参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料

表现皱缩症状的芹菜植株叶片病样采自山西太

谷韩村（图１）。

图１　芹菜田间发病症状
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１．２　方法

１．２．１　植物病原ｄｓＲＮＡ的提取

参照牛颜冰等［８９］和Ｔｚａｎｅｔａｋｉｓ等
［６］的方法提

取表现皱缩症状的芹菜病叶ｄｓＲＮＡ。

１．２．２　样品ＳＩＡ和ＲＴＰＣＲ检测

以提取的病样ｄｓＲＮＡ为模板，用ＸＴＮ２６９引

物反转录获得病毒ｃＤＮＡ，再利用ＸＴＮ１７７引物进

行ＳＩＡ检测，反应体系和程序参照牛颜冰等
［１０］的方

法。明确芹菜病毒病原后，根据ＮＣＢＩ上已收录的

ＢＰＥＶ分离物保守区设计特异引物对病毒部分序列

进行ＲＴＰＣＲ扩增，同时以健康植株为阴性对照。

所使用的随机引物序列与特异引物序列见表１。

表１　犘犆犚扩增所用引物序列

犜犪犫犾犲１　犛犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狆狉犻犿犲狉狆犪犻狉狊狌狊犲犱犳狅狉犛犐犃犪狀犱

犚犜犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＸＴＮ２６９ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＮＮＮＮＮＮ

ＸＴＮ１７７ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧ

ＢＰＥＶＦ ＴＧＧＴＣＡＣＧＡＡＡＣＧＧＴＡＴＴＧＡ

ＢＰＥＶＲ ＴＴＴＧＴＡＧＣＡＡＧＧＧＧＴＧＣＴＣＴ

１．２．３　ＰＣＲ产物克隆及序列分析

ＰＣＲ产物纯化回收后进行连接和转化，随机选

取３个经菌落ＰＣＲ鉴定为阳性的克隆进行测序。

测序结果利用ＮＣＢＩ中的ＢＬＡＳＴ检索同源序列；序

列相似性采用ＤＮＡＭＡＮ６．０软件进行分析；利用

ＭＥＧＡ５．２软件构建系统进化树。

２　结果与分析

２．１　样品犛犐犃检测结果

以ＸＴＮ１７７为引物，以反转录得到的ｃＤＮＡ为

模板进行ＳＩＡ扩增，得到大小为７９９ｂｐ的片段，而

健康样品未扩增出相应大小的条带（图２）。测序结

果经ＢＬＡＳＴ同源性比较发现其与已报道的ＢＰＥＶ

分离物的相似性最高，为８０．０％～９７．８％，初步证

明芹菜被ＢＰＥＶ所侵染，并将其命名为ＢＰＥＶＱＣ。

图２　芹菜病样犛犐犃扩增产物电泳结果
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２．２　样品犚犜犘犆犚检测

为进一步确定侵染芹菜的病毒病原，以ｃＤＮＡ

为模板，以ＢＰＥＶＦ／ＢＰＥＶＲ为引物进行特异性扩

增，获得大小为１０９２ｂｐ的目的片段（图３），而健康

样品中未扩增出相应大小的片段，说明引起芹菜皱

缩症状的病毒为ＢＰＥＶ。

２．３　犅犘犈犞犙犆与内源犚犖犃病毒科其他分离物的

序列相似性

　　利用ＤＮＡＭＡＮ６．０软件对ＢＰＥＶＱＣ分离物

和其他１３个内源ＲＮＡ病毒科分离物（表２）进行核

苷酸序列同源性分析，结果表明分离物ＢＰＥＶＱＣ

与其他内源ＲＮＡ病毒分离物的核苷酸同源性在

３０．６％～９７．８％之间，其中与ＢＰＥＶ分离物ＩＳ、

Ｍａｏｒ、Ｋｙｏｓｕｚｕ、ＢＰＥＶ、ｌｊ、ＢＰＥＶＹＷ 的同源性较

高，在８０．０％～９７．８％之间，与来自以色列ＩＳ的同

源性最高，为９７．８％，与来自美国的ＢＰＥＶＹＷ同源

性最低，为８０．０％，而与其他内源ＲＮＡ病毒科分离

物同源性比较低，为３０．６％～３７．６％。

图３　芹菜病样犚犜犘犆犚检测结果

犉犻犵．３　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犚犜犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳

犃狆犻狌犿犵狉犪狏犲狅犾犲狀狊犾犲犪狏犲狊

表２　犅犘犈犞犙犆与已报道的１３个内源犚犖犃病毒分离物核苷酸同源性比较
１）

犜犪犫犾犲２　犘犲狉犮犲狀狋犪犵犲狅犳狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犻犱犲狀狋犻狋犻犲狊犫犲狋狑犲犲狀犅犘犈犞犙犆犪狀犱狅狋犺犲狉１３狉犲狆狅狉狋犲犱犈狀犱狅狉狀犪狏犻狉犻犱犪犲犻狊狅犾犪狋犲狊

株系或分离物

Ｓｔｒａｉｎｏｒｉｓｏｌａｔｅ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

来源

Ｏｒｉｇｉｎ

核苷酸序列同源性／％

Ｈｏｍｏｌｏｇｙｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

宿主

Ｈｏｓｔ

ＩＳ ＪＱ９５１９４３ 以色列 ９７．８ 辣椒

Ｍａｏｒ ＫＰ４５５６５４ 韩国 ９７．７ 辣椒

Ｋｙｏｓｕｚｕ ＡＢ５９７２３０ 日本 ９７．７ 辣椒

ＢＰＥＶ ＫＴ１４９３６６ 加拿大 ９７．３ 辣椒

ｌｊ ＫＦ７０９９４４ 中国 ９６．１ 辣椒

ＢＰＥＶＹＷ ＪＮ０１９８５８ 美国 ８０．０ 辣椒

ＣＳ ＫＲ０８０３２６ 韩国 ６２．０ 辣椒

ＨｍＥＶ１ ＮＣ＿０１３４４７ － ３３．４ —

ＯｒＥＶ ＮＣ＿００７６４９ － ３７．６ 野生稻

ＯｓＥＶ ＮＣ＿００７６４７ － ３６．２ 水稻

ＰＥＶ１ ＮＣ＿００７０６９ 美国 ３４．３ 冷杉

ＰａＥＶ ＪＮ８８０４１４ 西班牙 ３５．６ 鳄梨

ＶｆＥＶ ＮＣ＿００７６４８ － ３０．６ 蚕豆

　１）“－”表示未知。

“－”ｕｎｋｎｏｗｎ．

２．４　犅犘犈犞犙犆系统进化分析

为进一步明确ＢＰＥＶＱＣ的起源与进化关系，

使用ＭＡＧＥ５．２软件对该分离物和已报道的其他

１３个来源不同的内源ＲＮＡ病毒科分离物构建系统

进化树（图４）。从系统进化树中可以看出，ＢＰＥＶ

ＱＣ与其他 ＢＰＥＶ 分离物（ＩＳ、Ｍａｏｒ、Ｋｙｏｓｕｚｕ、

ＢＰＥＶ、ｌｊ）形成一个大的分支，聚为一簇，这进一步

说明ＢＰＥＶＱＣ属于ＢＰＥＶ分离物。

３　讨论

植物病毒素称植物“癌症”，作为伞形科蔬菜的

主要病害之一，常常导致芹菜产量降低和品质变劣。

笔者２０１４年对山西晋中地区芹菜进行病害调查时

发现田间病毒病害发生较为普遍，部分田块病株率

甚至高达７０％。为明确其具体病毒病原，本研究利

用双链ＲＮＡ技术和ＳＩＡ检测方法对芹菜病株进行

了分子鉴定，发现感病芹菜受到甜椒内源ＲＮＡ病

毒的侵染，该结果为芹菜病毒病害的有效防治提供

了一定的依据。

内源ＲＮＡ病毒自第一次从蚕豆中发现以来，

其寄主范围在不断扩大，包括植物［１１］、真菌［１２］和卵菌

等。内源ＲＮＡ病毒的基因组大小在９．８～１７．６ｋｂ
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２０１７

之间［１３１４］，能独立于宿主的基因进行复制［１５］。内源

ＲＮＡ病毒属犈狀犱狅狉狀犪狏犻狉狌狊是国际病毒分类委员会

（ＩＣＴＶ）于２００５年７月第八次病毒分类报告中新增

的属，其代表种是蚕豆内源ＲＮＡ病毒
［１６１７］，２０１２年

第九次病毒分类报告中将其升级为内源ＲＮＡ病毒

科犈狀犱狅狉狀犪狏犻狉犻犱犪犲
［１８］，２０１６年国际病毒分类委员会

又将犈狀犱狅狉狀犪狏犻狉犻犱犪犲划分为犃犾狆犺犪犲狀犱狅狉狀犪狏犻狉狌狊

和犅犲狋犪犲狀犱狅狉狀犪狏犻狉狌狊两个属（ｈｔｔｐｓ：／／ｔａｌｋ．ｉｃｔｖｏｎ

ｌｉｎｅ．ｏｒｇ／ｔａｘｏｎｏｍｙ／）。甜椒内源ＲＮＡ病毒是犃犾

狆犺犪犲狀犱狅狉狀犪狏犻狉狌狊属的一个重要成员，其编码的蛋白

从Ｎ端到Ｃ端依次为病毒的甲基转移酶、解旋酶、

ＵＤＰ糖基转移酶和依赖ＲＮＡ的ＲＮＡ聚合酶
［１９］。

图４　犅犘犈犞犙犆与已报道的其他１３个内源犚犖犃病毒

分离物系统进化树构建

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犅犘犈犞犙犆犪狀犱狅狋犺犲狉１３

狉犲狆狅狉狋犲犱犈狀犱狅狉狀犪狏犻狉犻犱犪犲犻狊狅犾犪狋犲狊

大多数内源ＲＮＡ病毒对宿主不引起任何病

症［１３］。在一般情况下，低拷贝数的内源ＲＮＡ病毒

在植物宿主中依然可以通过种子高速率传播［２０２１］。

然而，Ｉｋｅｄａ等发现 ＨｍＥＶ１是植物的弱毒力因

子［２２］。Ｏｓａｋｉ等发现 ＶｆＥＶ 与蚕豆雄性不育相

关［２３］。现报道的ＢＰＥＶ宿主绝大部分为辣椒，Ｊｏ等

通过辣椒转录组拼接出ＢＰＥＶ全长和部分片段，同

时进行重组分析预测出ＢＰＥＶＹＷ在４８５２～５３６３

之间插入了Ｍａｏｒ的部分片段
［２４］。本研究在芹菜上

发现了ＢＰＥＶ，是否是由于重组导致侵染芹菜，还需

进一步研究。

本研究从具有皱缩症状的芹菜中得到甜椒内源

ＲＮＡ病毒山西芹菜分离物（ＢＰＥＶＱＣ），利用部分

扩增序列进行了同源性比较和系统进化分析，发现

ＢＰＥＶＱＣ与ＢＰＥＶＩＳ、Ｍａｏｒ、Ｋｙｏｓｕｚｕ、ＢＰＥＶ、ｌｊ、

ＢＰＥＶＹＷ分离物的同源性在８０．０％～９７．８％之

间，而与其他内源ＲＮＡ病毒科分离物同源性较低，

为３０．６％～３７．６％；系统进化分析表明ＢＰＥＶＱＣ

与ＢＰＥＶＩＳ、Ｍａｏｒ、Ｋｙｏｓｕｚｕ、ＢＰＥＶ、ｌｊ分离物形成

一个独立分支，亲缘关系最近。但本试验的结果是

基于ＢＰＥＶＱＣ部分序列的比较，无法精确地确立

其种属分类地位和变异进化关系，要想获得更全面

的基因信息，还需进一步扩增其全长序列，明确其具

体的基因组结构，进而研究其致病机理和病害流行

规律。
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４３卷第５期 王俊美等：小麦诱导抗性基因犜犪犠犐犚１犫的克隆及表达分析

麦条纹花叶病毒（ＢＳＭＶ）介导的基因沉默（ｖｉｒｕｓｉｎ

ｄｕｃｉｎｇｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＶＩＧＳ）系统分析犜犪犠犐犚１基

因的功能时发现，虽然在病菌诱导后该基因出现上

调表达，但并未发现对小麦白粉菌的定殖有影

响［１２］。同时在小麦中过表达犜犪犠犐犚１犪对于白粉

菌吸器的形成不产生影响［１１］。沉默试验小麦材料

‘Ｒｅｎａｎ’中全部犜犪犠犐犚１基因对于小麦白粉菌的

发育没有显著影响［１２］。Ｄｉｅｔｈｅｌｍ等则认为该基因

对活体营养型病原物和死体营养型病原物的作用

是截然相反的，其在植物与死体营养型的病原菌互

作时参与抗病过程［１０］。小麦全蚀菌属于死体营养

型病原物，其启动的小麦抗性和防御反应很可能与

同是死体营养型的小麦赤霉菌模式相同，下一步需

要深入开展犜犪犠犐犚１犫基因在‘新农１９’与全蚀菌

互作中的功能研究，为阐明基因的作用机理及进一

步利用奠定基础。
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