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高通量测序技术在植物及昆虫病毒检测中的应用
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摘要　在过去的十几年中，测序技术的发展为分子生物学领域带来了革命性的变化。第二代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）技术以快速、高灵敏性、高通量、非序列依赖性等特点极大地促进了病毒诊断学研究领域的发展。

ＮＧＳ技术可以在不了解病毒的生物学特性、血清学特点及基因组信息情况下快速检测未知病毒。通过对总核酸样

本进行ＮＧＳ可以获得某个特定生态环境或种植系统中的所有病毒序列，即病毒组。通过大量的ＮＧＳ数据可以分

析寄主中某一病毒的基因组变化、构建病毒的准种以及研究病毒的进化和起源。本文介绍了高通量测序的方法在

植物和昆虫病毒检测中的应用。
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　　病毒是一种个体微小、结构简单，没有细胞结构

的特殊生物，只能在活细胞内寄生并依赖宿主细胞

实现增殖。它们种类繁多、数目庞大，是自然界中最

为丰富和多样的生命体［１２］。根据宿主的不同，可以

将其分为植物病毒、动物病毒、真菌病毒等。其中，

侵染植物及昆虫的病毒与农业生产密切相关。植物

病毒素有植物癌症之称，其暴发和流行严重危害作

物生长，威胁粮食生产。据不完全统计，全球每年因

植物病毒病造成的损失约占粮食作物总产量的

１０％
［３４］。昆虫是农业生态系统的重要组成部分，其

数目众多，占已知动物物种的７０％以上。已知的昆

虫病毒种类有１０００多种，然而，目前对昆虫病毒的

研究主要集中在对有益昆虫病毒病进行防控以及利

用昆虫病毒防治有害昆虫［５］。因而，对植物及昆虫

病毒进行快速而有效的诊断、发掘新的病毒资源对

于增强防控措施、保护农业生产安全具有重要意义。

传统的病毒检测方法主要有：生物学测定法、电

子显微镜观察法［６］、以酶联免疫吸附反应为代表的血

清学检测法［７］、基于核酸分析的ＰＣＲ检测法
［８］等。

生物学测定法及电子显微镜观察法是最为经典的病
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毒检测技术，可用于病毒的初步检测。利用生物学测

定法检测植物病毒时，主要依据病毒在指示植物上产

生的症状进行诊断，诊断存在主观性；利用电子显微

镜观察法可以直观地观察到病毒粒子的存在，但是要

求病毒在寄主中具有较高的浓度，而且无法进行种的

区分。在过去的几十年中，血清学方法及ＰＣＲ技术

为病毒诊断带来了突破性的研究成果，鉴定了大量病

毒。然而，上述传统方法的应用均需对病毒的生物学

特性、血清学特性、基因组结构、核酸序列等有预先了

解，是针对某种或者某类病毒的特异性检测。在针对

未知病毒开展的非特异性检测时，以上方法则缺乏优

势，检测时间周期长，极大限制了对病毒病害的了解。

第二代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）技术克

服以上传统检测方法的缺点，其所具有的非序列依赖

性及高灵敏性为病毒诊断带来了重大的革新［５，９１０］。

本文对高通量测序的方法及其在植物和昆虫病毒检

测、资源发掘及进化中的应用作了系统介绍。

１　高通量测序技术

１９７７年，Ｓａｎｇｅｒ等利用双脱氧核苷酸末端终止

法进行ＤＮＡ测序，标志着第一代测序技术的诞

生［１１１２］。尽管第一代测序技术已经广泛应用于生命

科学研究的各个领域，但由于其成本高、低通量、速

度慢等缺点，无法高效解读所面临的海量生物信息。

２００５年，４５４公司（后被Ｒｏｃｈｅ收购）研发的高通量测

序系统ＧｅｎｏｍｅＳｅｑｕｅｎｃｅｒ２．０Ｓｙｓｔｅｍ标志着ＮＧＳ

技术的诞生，使得对遗传信息的分析进入了一个新

的时代，具有里程碑式的意义。主流的测序平台有

Ｒｏｃｈｅ公司的基于焦磷酸测序（ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）原

理的４５４／ＧＳＦＬＸ测序平台、Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的基于

合成法测序（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂｙｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ＳＢＳ）原理的

ＧＡＩＩ／ＨｉＳｅｑ平台及 ＡＢＩ公司的基于连接法测序

（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂｙｌｉｇａｔｉｏｎ，ＳＢＬ）原理的ＳＯＬｉＤ平台
［１３］。

由于测序原理的不同，每种测序平台各有其优缺

点［５，９］。Ｒｏｃｈｅ的４５４／ＧＳＦＬＸ测序平台具有最长

的读长，可达７００～１０００ｂｐ，并且运行时间短，但是

通量低，价格昂贵，并且在多聚物测量时具有较高的

错误率；Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的ＧＡＩＩ／ＨｉＳｅｑ平台是目前应

用最为广泛的测序平台，具有通量高、运行速度快、

成本低等优点，具有最高的性价比，但是在读取复杂

模板如高ＧＣ或高ＡＴ模板时，错误率较高；ＡＢＩ公

司的ＳＯＬｉＤ平台是目前第二代测序技术中准确率

最高的测序平台，在１５倍覆盖率时测序准确度可达

９９．９９９％，但是读长短，仅有７５ｂｐ，且运行时间较

长。经过十几年的发展，各种高通量测序平台也都

在不断改进和发展。科研人员可以根据研究的需求

不同，选择相应的测序平台。

２　利用犖犌犛检测病毒的流程

除了在生物信息学、生物进化研究、群体遗传学

等方面的应用外，ＮＧＳ已被应用于病毒的鉴定、诊

断及病毒资源的挖掘中。利用ＮＧＳ技术检测病毒

和发掘病毒资源的实验流程主要包括：样品制备、文

库构建、平台测序、数据分析以及结果验证［５，１４］。

２．１　样品制备及文库构建

样品的制备是ＮＧＳ的关键步骤，它将直接影响

文库的构建进而影响测序的深度。与寄主基因组相

比，病毒基因组的含量相对较低。所以，除了利用总

ＤＮＡ或总ＲＮＡ制备文库外，多种有利于提高病毒

基因组核酸含量的样品制备方法被应用于病毒检测

的实例中，如测序核酸采用去核糖体ＲＮＡ的总

ＲＮＡ（ｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｄｅｐｌｅｔｅｄｔｏｔａｌＲＮＡ，ｒＲＮＡ

ｄｅｐｌｅｔｅｄｔｏｔＲＮＡ）、双链ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）、病毒粒子相

关的核酸（ｖｉｒｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓ，ＶＡＮＡ）、多

聚腺苷酸化的ＲＮＡ（ｐｏｌｙ（Ａ）ＲＮＡ）及与健康植物

抑制消减杂交后的ＲＮＡ等（表１）。

表１　用于检测病毒的不同类型核酸样品

犜犪犫犾犲１　犇犻犳犳犲狉犲狀狋狋狔狆犲狊狅犳狀狌犮犾犲犻犮犪犮犻犱狊犳狅狉狏犻狉狌狊犱犲狋犲犮狋犻狅狀

核酸类型Ｔｙｐｅｏｆｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓ 检测的病毒类型Ｔｙｐｅｏｆｖｉｒｕｓ 局限Ｒｅｓｔｒｉｃｔ

总ＲＮＡ ｓｓＤＮＡ，ｄｓＤＮＡ，ｓｓＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ 检测背景高，可能会遗漏滴度较低的病毒

总ＤＮＡ ｓｓＤＮＡ，ｄｓＤＮＡ 不能检测ＲＮＡ病毒

ｄｓＲＮＡ （＋）ｓｓＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ 不能检测（－）ｓｓＲＮＡ和ＤＮＡ病毒

ＶＡＮＡ ｓｓＤＮＡ，ｄｓＤＮＡ，ｓｓＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ 不能检测无外壳蛋白包被的病毒；某些病毒粒子提取困难

ｐｏｌｙ（Ａ）ＲＮＡ 带有ｐｏｌｙ（Ａ）尾的病毒 遗漏大部分的病毒

ｒＲＮＡｄｅｐｌｅｔｅｄｔｏｔＲＮＡ ｓｓＤＮＡ，ｄｓＤＮＡ，ｓｓＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ 相对高的检测背景

抑制消减杂交后的ＲＮＡ ｓｓＤＮＡ，ｄｓＤＮＡ，ｓｓＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ 抑制消减杂交文库的构建需要大量时间

ｓＲＮＡ ｓｓＤＮＡ，ｄｓＤＮＡ，ｓｓＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ 检测背景高；对于产生ｓＲＮＡ少的病毒，组装困难大

·１２１·
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　　病毒依据其核酸组成及其复制特征，可以被分

为以下几类：双链ＤＮＡ病毒，单链ＤＮＡ病毒，双链

ＲＮＡ病毒，正义单链ＲＮＡ病毒，负义单链ＲＮＡ病

毒［１５］。在试验过程中应当根据病毒核酸的性质及

其在侵染过程中的特点，选择不同的核酸样品进行

文库制备和ＮＧＳ测定。

ｄｓＲＮＡ是ＲＮＡ病毒在侵染循环过程中所产生

的特有的形态，因此，利用ｄｓＲＮＡ作为测序核酸可

以高效地获得病毒的特异序列，提高测序的深度。

ＡｌＲｗａｈｎｉｈ等
［１６］利用ＮＧＳ检测引起西拉葡萄衰

退症状的病毒时，分别提取了总ＲＮＡ和ｄｓＲＮＡ制

备文库。测序结果表明，利用ｄｓＲＮＡ构建的文库中

病毒来源的ｒｅａｄｓ数占总ｒｅａｄｓ数的５２．７％（５４６０５／

１０３５９７），而利用总ＲＮＡ构建的文库中病毒来源的

ｒｅａｄｓ数仅占１．９４％（１２７５／６５５８７），说明通过提取

ｄｓＲＮＡ富集了较多的病毒ｄｓＲＮＡ，提高了检测的灵敏

性。数据分析发现共有沙地葡萄茎痘伴随病毒Ｇｒａｐｅ

ｖｉｎｅｒｕｐｅｓｔｒｉｓｓｔｅｍｐｉｔｔｉｎｇａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ（ＧＲＳＰａＶ）、

沙地葡萄叶脉羽化病毒Ｇｒａｐｅｖｉｎｅｒｕｐｅｓｔｒｉｓｖｅｉｎ

ｆｅａｔｈｅｒｉｎｇｖｉｒｕｓ（ＧＲＶＦＶ）等６个已知病毒及类病

毒和一个新病毒西拉葡萄病毒１号Ｇｒａｐｅｖｉｎｅｓｙｒａｈ

ｖｉｒｕｓ１（ＧＳｙＶ１）侵染西拉葡萄。另外，利用ｄｓＲＮＡ

作为检测病毒的核酸样品是检测真菌病毒的最主要

方法。利用此方法可以有效地检测ＲＮＡ病毒，但却

不能有效地检测ＤＮＡ病毒
［１７］。另外，双链ＲＮＡ的

提取花费时间久，操作复杂。

利用ＶＡＮＡ进行ＮＧＳ测序是更为直接有效鉴

定病毒的方法。近年来，利用此策略已经成功测定

了多种植物及昆虫病毒。例如，Ｃａｎｄｒｅｓｓｅ等
［１８］利

用４５４测序平台测定了命名为ＶＡＲＸ和ＶＳＤＡ的

两个甘蔗样品的ＶＡＮＡ，除了已知的埃及甘蔗线条

病毒ＳｕｇａｒｃａｎｅｓｔｒｅａｋＥｇｙｐｔｖｉｒｕｓ（ＳＳＥＶ）外，还发

现一种ＤＮＡ病毒，命名为甘蔗白线条病毒Ｓｕｇａｒ

ｃａｎｅｗｈｉｔｅｓｔｒｅａｋｖｉｒｕｓ（ＳＷＳＶ）。数据分析表明，

来源于ＳＳＥＶ的ｒｅａｄｓ数在ＶＡＲＸ和ＶＳＤＡ样品

中分别占５３．７％（１３９８／２６１２）和７５％（１２２７／

１６３５），覆盖整个ＳＳＥＶ基因组１５９倍和１３８倍；来

源于ＳＷＳＶ的ｒｅａｄｓ数在ＶＡＲＸ和ＶＳＤＡ样品中

分别占２３．９％（６２５／２６１２）和１６．１％（２６４／１６３５），

覆盖整个基因组８１倍和２９倍。表明通过纯化

ＶＡＮＡ能够有效去除基因组的序列，达到最大化富

集病毒核酸的目的。但是，对于无外壳蛋白包裹的

病毒此方法则无法制备样品。另外，不同科属的病

毒粒子提取方法差异较大，当样本中可能包含两种

或几种病毒时，不能用同一种方法同时提取所有的

病毒粒子。因而，在对检测样本了解较少的前提下，

样品制备困难较大。

利用富集ｐｏｌｙ（Ａ）ＲＮＡ的方法制备样本，可以

用于检测ＤＮＡ和ＲＮＡ病毒，但是不能检测没有

ｐｏｌｙ（Ａ）结构的病毒。Ｗｙｌｉｅ和Ｊｏｎｅｓ
［１９］提取分离了

水仙和朱顶红样品的ｐｏｌｙ（Ａ）ＲＮＡ，并以此为模板

构建文库测序，检测到了麝香石竹潜隐病毒属和马

铃薯Ｙ病毒属的７个不同的病毒分离物。Ｗｙｌｉｅ

等［２０］以相似的方法检测到分离自澳大利亚的百香

果木质病毒Ｐａｓｓｉｏｎｆｒｕｉｔｗｏｏｄｉｎｅｓｓｖｉｒｕｓ（ＰＷＶ），

病毒的ＲＮＡ占分离的ｐｏｌｙ（Ａ）ＲＮＡ的７．３８％。

在植物病毒鉴定中，抑制消减杂交技术被用于

样品的制备，Ａｄａｍｓ等
［２１］利用未感染病毒的ｃＤＮＡ

对感病植物的ｃＤＮＡ进行消减杂交，并利用ＮＧＳ鉴

定到了黄瓜花叶病毒属的新病毒，名为蛇鞭菊轻斑

驳病毒 Ｇａｙｆｅａｔｈｅｒｍｉｌｄｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ（ＧＭＭＶ）。

Ｍｏｎｇｅｒ等
［２２２３］也利用构建抑制消减文库的方式检测

到了木薯褐条病毒Ｃａｓｓａｖａｂｒｏｗｎｓｔｒｅａｋｖｉｒｕｓ（ＣＢＳＶ）

和美人蕉黄条病毒Ｃａｎｎａｙｅｌｌｏｗｓｔｒｅａｋｖｉｒｕｓ（ＣａＹＳＶ）。

但是，抑制消减文库的构建需要花费大量的时间，因

而并不适合高通量样品的检测和病害诊断。

目前，总ＲＮＡ测序适用于多种类型的病毒基

因组，均能够检测ＤＮＡ病毒及ＲＮＡ病毒，并且样

品制备相对简单，可被大部分的检测实验室使用。

据统计，仅在２００９至２０１４年间，就有３０例利用总

ＲＮＡ构建的文库进行ＮＧＳ测序检测植物病毒的实

例被报道［１７］，然而在检测较低滴度的病毒时有很大

的不足。去除总ＲＮＡ中含量丰富的ｒＲＮＡ，增加病

毒ＲＮＡ的相对含量则克服了以上缺点。研究表

明，以ｒＲＮＡｄｅｐｌｅｔｅｄｔｏｔＲＮＡ构建文库能够使病

毒ＲＮＡ的相对含量提高１０倍
［２４］。Ｌｉｕ等

［２５］利用

感病的小麦和带毒的叶蝉样品分别构建ｒＲＮＡｄｅ

ｐｌｅｔｅｄｔｏｔＲＮＡ文库，通过测序检测到一种新的经叶

蝉传播的弹状病毒，名为小麦黄条纹病毒 Ｗｈｅａｔ

ｙｅｌｌｏｗｓｔｒｉａｔｅｖｉｒｕｓ（ＷＹＳＶ）。Ｘｉｎ等
［２６］通过分析感

病西瓜样品的ｒＲＮＡｄｅｐｌｅｔｅｄｔｏｔＲＮＡ文库，检测到

两种新的负义单链ＲＮＡ病毒，并建议归属为布尼亚

病毒目犅狌狀狔犪狏犻狉犪犾犲狊白纤病毒科犘犺犲狀狌犻狏犻狉犻犱犪犲。

另外，小ＲＮＡ（ｓＲＮＡ）测序也是鉴定病毒最常用

·２２１·
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的方法之一。自２００９年，Ｄｏｎａｉｒｅ等
［２７］和Ｋｒｅｕｚｅ等

［２８］

证明可以利用病毒来源的ｓＲＮＡ进行病毒基因组的

组装以鉴定植物中的已知和未知病毒后，这一方法被

广泛应用于未知病毒的鉴定。依据的原理是病毒的

侵染会诱导寄主的ＲＮＡ沉默机制发挥作用，产生病

毒来源的ｓＲＮＡ。通过对寄主中ｓＲＮＡ的测序及分

析可以鉴定寄主中的病毒种类。该种方法应用范围

广，可以检测不同类型的ＤＮＡ及ＲＮＡ病毒
［２９］。迄

今，应用该方法已成功检测３０多种植物病毒
［１７］。但

对于某些产生ｓＲＮＡ较少的持久性病毒或者潜隐性

病毒，可能不能精确地组装病毒基因组。

２．２　平台检测及数据分析

在检测某种植物或昆虫病毒时，可根据侧重检

测的病毒种类或已有的提示，提取或富集相应的核

酸样本，根据检测需要，选取相应的测序平台获得高

通量的测序数据。数据分析是利用ＮＧＳ检测病毒

的关键点和难点。以下以分析总ＲＮＡ或ｒＲＮＡ

ｄｅｐｌｅｔｅｄｔｏｔＲＮＡ测序数据为例，说明数据分析的过

程［５］。第一步，原始数据处理，运用ＥＭＢＯＳＳ、ＣＬＣ

ＧｅｎｏｍｉｃＷｏｒｋｂｅｎｃｈ等软件去掉两端的接头、去掉

低质量的数据等，获得ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ。第二步，去掉基

因组的数据（可选），若已知寄主的基因组数据库，可

利用ＣＬＣＧｅｎｏｍｉｃＷｏｒｋｂｅｎｃｈ等软件将获得的

ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与参考基因组比对，筛选出不能比对到

参照基因组的序列做进一步分析。第三步，将筛选

的序列利用ＣＬＣＧｅｎｏｍｉｃＷｏｒｋｂｅｎｃｈ进行从头拼

接，然后将获得的片段（ｃｏｎｔｉｇｓ）进行ＢＬＡＳＴ分析。

第四步，对具有同源性的片段进一步组装，并比对

ＮＣＢＩ核酸及蛋白数据库，揭示病毒的种类。

２．３　结果验证

根据获得的ｃｏｎｔｉｇｓ，提取寄主的核酸，运用

ＰＣＲ、反转录ＰＣＲ、ｃＤＮＡ末端快速扩增（ｒａｐｉｄａｍ

ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，ＲＡＣＥ）等技术验证病毒

并扩增病毒基因组的全长序列。

３　犖犌犛在植物及昆虫病毒检测及发掘中的应用

３．１　疑难杂症的病原诊断及新病毒的发现

基于ＮＧＳ可应用于非特异性检测病毒的特点，

很多农业生产中的疑难杂症可以利用ＮＧＳ进行诊

断。桑花叶型萎缩病是经济作物桑树上的重要病

害，感病的植株较健康植株矮小，叶片花叶、卷曲，严

重影响桑树的经济价值［３０］。在长达数十年中，此病

的病原未能明确，因而不能得到有效的防治。通过

ｓＲＮＡ测序，从感病植株中检测到一种新的ＤＮＡ病

毒，研究表明该病毒与桑花叶型萎缩病具有极大地相

关性，命名为桑花叶萎缩相关病毒 Ｍｕｌｂｅｒｒｙｍｏｓａｉｃ

ｄｗａｒｆａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ（ＭＭＤａＶ）
［３１］。我国是西瓜

的主要生产国，种植面积及产量均居世界首位。病

毒病害是限制西瓜产量的重要因素之一。２０１５－

２０１６年，Ｘｉｎ等
［２６］在对河南开封的西瓜病害开展的

田间调查中发现了表现花叶、卷曲症状的西瓜植株。

利用总ＲＮＡ测序及ｓＲＮＡ测序检测引起此病害的

病毒，鉴定出了两种负义单链ＲＮＡ病毒，命名为西

瓜皱叶病毒１号 Ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎｃｒｉｎｋｌｅｌｅａｆａｓｓｏｃｉａｔｅｄ１

（ＷＣＬａＶ１）和西瓜皱叶病毒２号Ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎｃｒｉｎ

ｋｌｅｌｅａｆａｓｓｏｃｉａｔｅｄ２（ＷＣＬａＶ２）。进一步的接种试

验表明 ＷＣＬａＶ１能够引起与田间西瓜相似的皱叶

症状。２０１３－２０１４年，Ｃｈｅｎ等
［３２］在云南和贵州省

玉米病毒病的调查中发现表现典型的黄化、花叶症

状的玉米植株。利用ｓＲＮＡ测序鉴定引起此病害的

病毒，发现一种新的病毒，命名为玉米黄化花叶病毒

Ｍａｉｚｅｙｅｌｌｏｗｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ（ＭａＹＭＶ）。２００６－２００７

年，蜜蜂的蜂群崩溃失调病（ｃｏｌｏｎｙｃｏｌｌａｐｓｅｄｉｓｏｒｄｅｒ，

ＣＣＤ）席卷美国的２２个州，同时在法国、德国、澳大利

亚等国也引起严重危害［３３］。ＣＣＤ的主要症状是大量

的成年工蜂在短期内突然消失在蜂巢外，没有任何尸

体，只有蜂王、卵、未成年工蜂残存在蜂巢中。为了探

究ＣＣＤ的病因，ＣｏｘＦｏｓｔｅｒ等
［３４］从来自美国患ＣＣＤ

的蜂群和来自美国及澳大利亚的健康蜂群中提取总

ＲＮＡ构建文库测序，生物信息学分析从患ＣＣＤ的蜂

群中发现了７种病毒而从健康蜂群中发现了５种病

毒。通过比对发现，以色列急性麻痹病毒Ｉｓｒａｅｌｉａｃｕｔｅ

ｐａｒａｌｙｓｉｓｖｉｒｕｓ（ＩＡＰＶ）与克什米尔蜜蜂病毒Ｋａｓｈｍｉｒ

ｂｅｅｖｉｒｕｓ（ＫＢＶ）可能与ＣＣＤ有关，通过进一步的研

究确认ＩＡＰＶ与ＣＣＤ的相关性最大。

近年来，通过ＮＧＳ技术鉴定了很多不引起明显

症状的潜隐性病毒，极大地丰富了病毒的资源。混

合病毒科犃犿犪犾犵犪狏犻狉犻犱犪犲是由国际病毒分类委员会

于２０１３年设立的一个新科，它由一类ｄｓＲＮＡ病毒

组成。因兼具整体病毒科犜狅狋犻狏犻狉犻犱犪犲和分体病毒

科犘犪狉狋犻狋犻狏犻狉犻犱犪犲的特征，故称为混合病毒科。此科

包含４个确定种，其病毒粒子在侵染的植物组织中

很难被纯化和观察到，并且并不能确定它们与寄主

植物的某种症状具有相关性［３５］。因而，发现此科病
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毒的侵染以及鉴定此科的病毒均具有很大的难度。

然而，近两年由于生物信息学的快速发展，通过高通

量的数据分析，发现和鉴定了很多之前未发现的病

毒，极大地丰富了此科病毒的种类。例如，Ｎｉｂｅｒｔ

等［３６］通过分析转录组数据，从１２种不同的植物中筛

选到１９个包含混合病毒科病毒的序列。其中的１６

段序列包含预测混合病毒的全长编码区。Ｐａｒｋ等通

过分析大叶藻［３７］和菠菜［３８］的转录组数据，鉴定了两

种侵染大叶藻及一种侵染菠菜的混合病毒科病毒。

３．２　病毒组的鉴定

宏基因组学（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ）是以测序为手段分

析某个特定生态环境中整个微生物群体的基因组。

在病毒学研究领域，基于ＮＧＳ的宏基因组学分析使

得研究某个特定生态系统或种植系统中的所有病毒

成为可能。整个病毒的群体被称为病毒组（ｖｉｒｏｍｅ）。

２００９年，Ｒｏｏｓｓｉｎｃｋ等
［３９］发起了一个研究病毒生物

多样性的调查。他们收集了１０～２０ｇ植物材料用

于宏基因组测序。这些植物材料采集于美国俄克拉

荷马州东北部的高草草原保护区（具有较低的植物

多样性）和哥斯达黎加西北部关纳卡斯帝保护区（具

有较高的植物多样性），涉及１５个科４００余个样品。

生物信息学分析表明高达７０％的样品中有病毒的

同源序列，包括雀麦花叶病毒科、花椰菜花叶病毒

科、分体病毒科、马铃薯Ｙ病毒科等１１个科的病

毒，还包括一些未分类的病毒。２０１２年，Ｗｙｌｉｅ

等［４０］从１７种植物１２０个不同的植物叶片中提取总

ＲＮＡ并分离ｐｏｌｙ（Ａ）ＲＮＡ用于ＮＧＳ分析。从中

鉴定到２０种带ｐｏｌｙ（Ａ）ＲＮＡ尾的ＲＮＡ病毒，其中

１６个为已知病毒，４个为新病毒。２０１１年，Ｃｏｅｔｚｅｅ

等［４１］从南非的一个葡萄园中随机选取了４４个葡萄藤

蔓，从中分离ｄｓＲＮＡ，构建文库并进行ＮＧＳ。利用生

物信息学方法构建病毒群体，包含４种已知的病毒及

几种新病毒，其中葡萄卷叶伴随病毒３号Ｇｒａｐｅｖｉｎｅ

ｌｅａｆｒｏｌｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ３（ＧＬＲａＶ３）为优势病毒，包

含该病毒的ｒｅａｄｓ数占总ｒｅａｄｓ数的５９％。

番茄是一种重要的经济作物，病毒病是限制番

茄生产的主要因素。我国是番茄的主要生产国，为

了研究番茄病毒在我国的分布特点，为番茄病毒病

防治提供线索，Ｘｕ等
［４２］从我国主要番茄栽培区采

集了１７０个疑似病毒侵染的番茄样品。通过ｓＲＮＡ

测序及数据分析获得侵染我国番茄的病毒组，共检

测到２１种已知病毒、一个新发现的番茄病毒以及两

种类病毒。病毒种类涉及１２个属，其中正义单链

ＲＮＡ病毒是主要的群体。８９％的样品为混合侵染，

包含两种或三种病毒。通过分析病毒组还发现，在

我国主要侵染番茄的病毒有番茄花叶病毒Ｔｏｍａｔｏ

ｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ（ＴｏＭＶ）、番茄黄化曲叶病毒Ｔｏｍａｔｏ

ｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ（ＴＹＬＣＶ）、马铃薯 Ｙ病毒

ＰｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＹ（ＰＶＹ）、南方番茄病毒Ｓｏｕｔｈｅｒｎｔｏ

ｍａｔｏｖｉｒｕｓ（ＳＴＶ）等１０种病毒。分析番茄病毒组

可以检测到重组事件的发生率，黄瓜花叶病毒Ｃｕ

ｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ（ＣＭＶ）和ＴｏＭＶ在正义 正义

链重组和正义 负义链重组中均具有较高的重组率。

另外，通过病毒组的分析还可以预测病毒的起源及进

化等，利用各个地区ＴＹＬＣＶ不同株系的基因组序列

构建进化树，发现所有已经报道的来自中国的ＴＹＬ

ＣＶ株系在进化树中归于一支，表明其具有共同的起

源；筛选５６个代表株系，利用贝叶斯系统发育法分析

其进化率，推测ＴＹＬＣＶ可能早在１９９６年就已经在我

国发生，早于２００６年的首次报道。

３．３　病毒准种的构建

由于较高的突变和重组效率，病毒（特别是

ＲＮＡ病毒）是进化最快的生物之一。某一寄主中的

病毒群体并不是单一的序列，而是包含很多不完全

一致但是相似度极高的病毒基因组序列，称为病毒

的准种（ｑｕａｓｉｓｐｅｃｉｅｓ）
［４３］。了解准种的遗传信息对

于了解病毒的变异、进化、传播、毒性、躲避寄主的防

御反应等均具有重要的意义。利用ＮＧＳ构建病毒

的准种、了解其群体变异主要集中在与人类疾病相

关的病毒研究中，如登革病毒［４４］、手足口病毒［４５］、乙

型肝炎病毒［４６］等。近年来，利用ＮＧＳ对植物和昆虫

病毒准种的研究也取得了一些进展。Ｆａｂｒｅ等
［４７］利

用ＮＧＳ技术分析了４种具有不同替换位点及致病

性特点的ＰＶＹ变体在感病寄主辣椒中的种群动态，

并结合数学模型描述了自然选择和遗传漂变在改变

病毒的进化动力学中具有重要作用。Ｃｏｒｎｍａｎ

等［４８］通过ＮＧＳ研究了侵染蜜蜂的蜜蜂畸翅病毒和

ＩＡＰＶ的群体遗传变异，阐明不同区域不同样品间

的单核苷酸多态性谱与侵染滴度和寄主种群数目具

有相关性。Ｈｕａｎｇ等
［４９］通过ＮＧＳ分析和比对水稻

条纹病毒Ｒｉｃｅｓｔｒｉｐｅｖｉｒｕｓ（ＲＳＶ）在自然寄主水稻

和试验寄主本氏烟中的遗传多样性，发现在本氏烟

中共有１６７５处位点发生替换而在水稻中仅有３４１

处，表明ＲＳＶ在本氏烟中具有更高的遗传多样性，
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推测与寄主适应性相关。

４　优势和局限性

与传统的病毒检测方法相比，ＮＧＳ的优势主要

表现在以下几个方面。（ａ）ＮＧＳ检测具有非序列依

赖性，不需要依赖于病毒的序列特征或者生物学特

征［１４］。分析获得的ＮＧＳ数据时，可以通过序列同

源性或者非序列同源性两种方式来分析潜在的病毒

序列。序列同源性的方式是基于未知病毒可能与已

报道的病毒序列具有一定程度的同源性，进而推测

获得的ｃｏｎｔｉｇｓ可能包含与已知病毒具有同源性的

新病毒［５］；非序列同源性的方式则是采用逐渐过滤

重叠ｓＲＮＡ的方式，发现与已知病毒序列完全不具

有同源性的新病毒［５０］。（ｂ）ＮＧＳ检测具有快速、灵

敏性高的特点。利用传统检测方法检测未知病毒

时，由于对病毒的序列及生物学特性了解甚少，所以

检测花费的时间会非常长，甚至不能取得理想的检

测结果。而ＮＧＳ一般在几天内即可完成测序反应，

数据分析及结果验证也可在较短时间内完成［５１］。

（ｃ）ＮＧＳ可以同时检测多种不同核酸类型的病毒。

不论是ＤＮＡ病毒或者ＲＮＡ病毒均能够在一次总

ＲＮＡ或ｓＲＮＡ测序反应中被检测到
［１７］。实际应用

中也可提取不同类型的核酸构建文库，以提高测序

的准确性、灵敏性及广泛性［５２］。（ｄ）ＮＧＳ可同时检

测多个样本，样品检测具有高通量的特点。可将每

个样品的ｃＤＮＡ带上特异性的序列，这样可同时检

测来自于不同地区的不同种寄主中病毒的种类、分

布以及变异进化等特征［３９］。

ＮＧＳ的局限性主要包括：（ａ）相较于Ｓａｎｇｅｒ测

序而言，ＮＧＳ的错误率相对较高且读长较短。（ｂ）

ＮＧＳ需要科研人员掌握较高的生物信息学技术。

ＮＧＳ会产生海量的数据，如何对这些遗传信息进行

筛选和分析，需要研究人员精通生物信息学分析方

法。（ｃ）目前ＮＧＳ不能获得全长的基因组序列，特

别是在５′端和３′端的非编码区，因而需要结合

ＲＡＣＥＰＣＲ等方法才能获得完整的病毒序列
［５］。

对于某些滴度比较低的病毒，在组装后仅能获得较

短的ｃｏｎｔｉｇｓ，需要与其他分子生物学试验结合才能

确定病毒的存在。（ｄ）通过ＮＧＳ能够获得病毒的遗

传信息，但是还需要掌握病毒的传播方式、寄主范围

等生物学特性才能对新病毒进行分类以及证实病毒

与某种疾病之间的相关性［１４，５１］。

５　结语

ＮＧＳ的诞生为病毒学研究带来了新的方法，极

大地推动了病毒学研究的发展。植物病毒和昆虫病

毒与农业生产紧密相连，未来随着ＮＧＳ的成本降低

以及广泛推广，其将在病毒病快速诊断、病毒资源发

掘、病毒组分析、准种构建等研究领域取得更为显著

的成果，为农业的健康生产提供理论指导。以

ＰａｃＢｉｏ为代表的三代测序平台能够直接针对单个分

子进行测序，具有准确率高、读长长、无ＧＣ偏好性

等特点，但目前测序费用昂贵未能被广泛推广，期望

未来该技术能够促进病毒学研究的发展。
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