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基于小犚犖犃深度测序技术鉴定侵染我国部分省市

草莓种苗的病毒种类
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摘要　随着草莓保护地栽培面积的增加和无性繁殖种苗的繁殖与调运，草莓病毒病的发生与流行日益严重。为明

确侵染我国部分省市草莓种苗的病毒种类，应用小ＲＮＡ深度测序技术进行检测，并利用ＲＴＰＣＲ技术对结果进行

验证及序列分析。结果表明，从来自我国７省市的４１株具有典型病毒病症状的草莓种苗样品中检测到草莓斑驳病

毒ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ（ＳＭｏＶ）、草莓镶脉病毒ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｖｅｉｎｂａｎｄｉｎｇｖｉｒｕｓ（ＳＶＢＶ）和草莓轻型黄边病毒

ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｉｌｄｙｅｌｌｏｗｅｄｇｅｖｉｒｕｓ（ＳＭＹＥＶ）３种。ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ和ＳＭＹＥＶ的检出率分别为３４．１％、２４．４％和

２．４％。选取不同产地草莓种苗上检出的不同病毒进行部分序列测定和分析，获得了３个ＳＭｏＶ分离物（四川分离

物ｓｃｈｈｙ１３、辽宁分离物ｌｎｈｙ２３和河北分离物ｈｂｈｙ２８）的部分ＲＮＡ１３′端非编码区６０６ｂｐ核苷酸序列，其一致性为

９８．１２％～９９．３４％。测定并获得了５个ＳＶＢＶ分离物（辽宁分离物ｌｎｈｙ１５、ｌｎｈｙ１７、ｌｎｈｙ２４、河北分离物ｈｂｈｙ２８和

陕西分离物ｓｈａｘｈｙ３５）的ＯＲＦ６的部分基因及其５′端非编码区的核苷酸序列，其中部分ＯＲＦ６基因序列的一致性

为９７．９８％～９９．８％。仅１个辽宁样品中检测到ＳＭＹＥＶ，获得了辽宁分离物ｌｎｈｙ２６，其犆犘基因序列与中国甘肃

分离物ｓｙ０２的一致性为９９．０２％。病毒侵染草莓植株产生的典型症状有叶片畸形、变色和植株矮化。存在２种病

毒和３种病毒复合侵染的情况，占所有阳性样品的４１．２％。辽宁和河北的‘红颜’种苗中检出ＳＭｏＶ和ＳＶＢＶ或

ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ和ＳＭＹＥＶ的复合侵染情况；四川和陕西的‘红颜’种苗仅检出ＳＭｏＶ或ＳＶＢＶ，而其他省市和品种

均未检出病毒。研究结果可以为草莓病毒的检测以及草莓病毒病的科学防治提供依据。

关键词　草莓病毒病；　小ＲＮＡ深度测序技术；　ＲＴＰＣＲ；　病毒检测
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狏犻狉狌狊狑犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犻狀狊狋狉犪狑犫犲狉狉狔狊犲犲犱犾犻狀犵狊狊犪犿狆犾犲犱犳狉狅犿狅狋犺犲狉狆狉狅狏犻狀犮犲狊狅狉犻狀狅狋犺犲狉狏犪狉犻犲狋犻犲狊．犜犺犻狊狊狋狌犱狔狆狉狅狏犻犱犲犱

犻犿狆狅狉狋犪狀狋犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀犪狀犱狋犲犮犺狀犻狇狌犲狊犳狅狉狏犻狉狌狊犱犲狋犲犮狋犻狅狀犪狀犱狊狋狉犪狑犫犲狉狉狔狏犻狉犪犾犱犻狊犲犪狊犲犿犪狀犪犵犲犿犲狀狋．

犓犲狔狑狅狉犱狊　狊狋狉犪狑犫犲狉狉狔狏犻狉犪犾犱犻狊犲犪狊犲；　狊犿犪犾犾犚犖犃犱犲犲狆狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔；　犚犜犘犆犚；　狏犻狉狌狊犱犲狋犲犮狋犻狅狀

　　草莓因具有种植周期短、投资少、经济收益高等

优点成为重要的经济作物，在全球范围内广泛种

植［１］。我国的草莓产业经过近４０年的迅猛发展，生

产面积和产量已跃居世界首位［２］。

在我国，草莓以冬春保护地栽培和依赖匍匐茎

无性繁殖种苗为主，高温高湿的生长环境和无性繁

殖的种植方式导致草莓斑驳病毒ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｏｔｔｌｅ

ｖｉｒｕｓ（ＳＭｏＶ）、草莓镶脉病毒ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｖｅｉｎｂａｎ

ｄｉｎｇｖｉｒｕｓ（ＳＶＢＶ）、草莓轻型黄边病毒ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ

ｍｉｌｄｙｅｌｌｏｗｅｄｇｅｖｉｒｕｓ（ＳＭＹＥＶ）和草莓皱缩病毒

ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｃｒｉｎｋｌｅｖｉｒｕｓ（ＳＣＶ）引起的病毒病发生

日益严重，同时伴有这些病毒的新株系和病毒种类

产生，严重影响草莓的品质和产量，对草莓产业构成

威胁［１，３５］。２００８年杨洪一等
［６］从起源自我国甘肃

的‘五叶草莓’和自育的‘长虹２号’中分离到１个

ＳＭＹＥＶ的新株系类型。２０１４年Ｃｈｅｎ等
［７］首次报

道黄瓜花叶病毒ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ（ＣＭＶ）对

我国的草莓产业构成威胁，２０１７年Ｄｉｎｇ等
［８］首次

发现福建的草莓感染草莓白化病毒ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｐａｌ

ｌｉｄｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ（ＳＰａＶ）。

小ＲＮＡ深度测序技术相对于ＥＬＩＳＡ和ＲＴ

ＰＣＲ等检测方法，其结果更全面，也更易发现未知

的病毒［９］。我国学者已利用该技术从福建和湖南等

地的草莓上发现了一些新的病毒种类［８，１０］。因此，

笔者采用小ＲＮＡ深度测序技术对来自北京、河北、

辽宁、内蒙古、陕西、四川和云南的草莓种苗进行检

测，并利用ＲＴＰＣＲ对检测结果进行验证，对所得

序列进行比对分析，以明确我国不同省市草莓种苗

病毒病的发生情况和病毒种类，为进一步繁育草莓

脱毒种苗和病毒病的科学防控提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　样品采集

２０１９年１１月２７日，从北京市昌平区南邵镇草

莓种植园采集４１株具有明显畸形、矮化、斑驳和皱

缩等典型病毒病症状的草莓种苗叶片样品，种苗的

来源和品种包括产自北京的‘白雪公主’（１株）和

‘隋珠’（４株），河北的‘光点’（２株）、‘红颜’（４株）

和‘圣诞红’（２株），辽宁的‘红颜’（１０株），内蒙古的

‘红颜’（２株），陕西的‘红颜’（２株），四川的‘红颜’

（１０株）和云南的‘圣诞红’（４株）。

１．２　主要试剂

ＥＡＳＹｓｐｉｎ植物 ＲＮＡ 快速提取试剂盒、２×

犜犪狇ＰＣＲＭｉｘ购自北京爱博森生物科技有限公司；

ｄＮＴＰｓ、５×ＭＭＬＶ逆转录反应缓冲液、ＭＭＬＶ

反转录酶、ＲＮａｓｅ抑制剂购自ＴａＫａＲａ公司；ＤＥＰＣ

水购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

１．３　方法

１．３．１　具有典型病毒病症状的草莓种苗叶片样品

的小ＲＮＡ深度测序

　　文库构建、测序及原始数据整理：由北京优吉科

技有限公司完成。提取４１株具有典型病毒病症状
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的草莓种苗叶片样品的总ＲＮＡ，并使用 Ａｇｉｌｅｎｔ

２１００和ＮａｎｏＤｒｏｐ测定总ＲＮＡ的浓度、完整性和

纯度。质量合格的ＲＮＡ样品采用ＮＥＢＮｅｘｔＭｕｌｔｉ

ｐｌｅｘＳｍａｌｌＲＮＡＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐＳｅｔｆｏｒＩｌｌｕｍｉｎａ构建

小ＲＮＡ文库。先后在３′端和５′端加上接头，再反

转录合成ｃＤＮＡ。然后用Ｑｕｂｉｔ２．０和实时荧光定

量ＰＣＲ对文库的浓度进行定量，并用Ａｇｉｌｅｎｔ２１００

对文库的插入片段长度（ｉｎｓｅｒｔｓｉｚｅ）进行检测。最

后，使用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２０００测序平台对检测合格

的小ＲＮＡ文库进行测序。从获得的序列中筛除低

质量、长度小于１８ｎｔ或大于４０ｎｔ、带ｐｏｌｙＡ或

ｐｏｌｙＮ等条件的小ＲＮＡ序列，获得有效数据（ｃｌｅａｎ

ｒｅａｄｓ）
［１１］。使用ＰＦＯＲ软件和Ｖｅｌｖｅｔ软件对ｃｌｅａｎ

ｒｅａｄｓ中的序列进行拼接得到重叠群（ｃｏｎｔｉｇｓ），与

ＮＣＢＩ中的病毒数据库进行ＢＬＡＳＴｎ和ＢＬＡＳＴｘ

比对分析并注释，获得可能存在的病毒序列信息。

对获得的病毒序列信息进行整理分析，初步确定

感染病毒的草莓叶片样品，以及可能存在的病毒种类。

１．３．２　ＲＴＰＣＲ验证小ＲＮＡ深度测序结果

１．３．２．１　草莓组织总ＲＮＡ的提取

参照陈柳等［１２］的方法从初步确定感染病毒的

草莓叶片样品中提取总ＲＮＡ。

１．３．２．２　ＲＴＰＣＲ

上述提取的总ＲＮＡ进行反转录合成ｃＤＮＡ。

以１．５μＬ的总ＲＮＡ为模板，加入随机引物 （９ｍｅｒ）

（５０μｍｏｌ／Ｌ）和Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８Ｐｒｉｍｅｒ（５０μｍｏｌ／Ｌ）各

０．５μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＤＥＰＣ水将体系

补至１５．５μＬ。６５℃水浴５ｍｉｎ，冰浴５ｍｉｎ。向体

系中加入５×ＭＭＬＶ逆转录反应缓冲液４μＬ，Ｍ

ＭＬＶ 反转录酶（１００ Ｕ／μＬ）和 ＲＮａｓｅ抑制剂

（４０Ｕ／μＬ）各０．５μＬ。４２℃１ｈ，７０℃１５ｍｉｎ。合

成的ｃＤＮＡ于－２０℃保存。

根据小ＲＮＡ深度测序确定的病毒种类，利用

病毒的特异性引物（表１）对ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增。

扩增体系：ｃＤＮＡ 模板２μＬ，正向和反向引物

（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，２×犜犪狇ＰＣＲｍｉｘ１２．５μＬ，

ＤＥＰＣ水将体系补至２５μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９４℃

预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，退火４０ｓ（退火温度

见表１），７２℃延伸６０ｓ，共３５个循环；最后７２℃延

伸５ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳

检测。

ＳＭｏＶ
［１３］、ＳＶＢＶ

［１４］和ＳＭＹＥＶ
［１５］的特异性引

物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，分别

能扩增出ＳＭｏＶＲＮＡ１的３′端部分非编码区核苷

酸序列、ＳＶＢＶＯＲＦ６部分基因及其５′端非编码区

核苷酸序列和ＳＭＹＥＶ完整的外壳蛋白（ｃｏａｔｐｒｏ

ｔｅｉｎ，ＣＰ）基因及该基因两端部分非编码区核苷酸序

列。

表１　犚犜犘犆犚检测侵染草莓的３种病毒的引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱狋狅犱犲狋犲犮狋狋犺狉犲犲狏犻狉狌狊犲狊犻狀犳犲犮狋犻狀犵狊狋狉犪狑犫犲狉狉狔狆犾犪狀狋狊犫狔犚犜犘犆犚

病毒

Ｖｉｒｕｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

目的片段／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

草莓斑驳病毒

Ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ

ＳＭ６１２６Ｆ１ ＧＧＴＴＴＧＡＡＧＧＡＡＴＡＧＧＧＴＴＧＴＴＧＧ ６０６ ５８

ＳＭ６７３２Ｒ１ ＣＡＧＧＴＴＡＣＴＣＴＡＧＴＡＣＧＴＣＡＣＣＡＣ

草莓镶脉病毒

Ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｖｅｉｎｂａｎｄｉｎｇｖｉｒｕｓ

ＳＶ５５０８Ｆ ＴＣＧＧＧＡＡＹＴＴＧＣＡＧＧＷＡＡＡＡＣＡＴＡＧ １０９８ ５６

ＳＶ６６０６Ｒ ＴＡＣＴＣＧＴＧＡＴＴＣＴＣＡＧＧＴＡＧＡＴＴＧＧ

草莓轻型黄边病毒

Ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｉｌｄｙｅｌｌｏｗｅｄｇｅｖｉｒｕｓ

ＹＴ１ ＣＣＧＣＴＧＣＡＧＴＴＧＴＡＧＧＧＴＡ ８６１ ６０

Ｙ２ ＣＡＴＧＧＣＡＣＴＣＡＴＴＧＧＡＧＣＴＧＧＧ

１．３．３　序列测定和分析比较

取目的条带明亮的ＰＣＲ产物送交北京博迈德

基因技术有限公司进行序列测定。测序结果在

ＮＣＢＩ上与国内外已报道的相关序列进行同源性

比对，并利用 ＭＥＧＡ７．０的邻接法构建系统发

育树。

１．４　病毒检出率计算

统计检测样品中各种病毒的阳性样品数，并计

算病毒检出率。病毒检出率＝阳性样品数／总检测

样品数×１００％
［１６］。

２　结果与分析

２．１　小犚犖犃深度测序检测结果

对４１株具有典型病毒病症状的草莓种苗样品进

行小ＲＮＡ深度测序，经质量控制获得１４２９４５０７４条

ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，其中长度为２１、２２ｎｔ和２４ｎｔ的小ＲＮＡ

序列最多，分别占ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ数量的５０．３５％、

１４．１７％和１２．１３％。与ＮＣＢＩ中的病毒数据库比对
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结果显示，共有４８８２７６条ｒｅａｄｓ来自病毒，占ｃｌｅａｎ

ｒｅａｄｓ数量的０．３４％。

将长度为１８～４０ｎｔ的序列拼接后获得１６２０２个

ｃｏｎｔｉｇｓ，经ＢＬＡＳＴｎ比对分析表明，有２６１个ｃｏｎｔｉｇｓ

与ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ或ＳＭＹＥＶ的核苷酸序列的一致

性较高，未比对到其他植物病毒。其中５１个ｃｏｎｔｉｇｓ

与ＳＭｏＶ核苷酸序列的一致性为９２．５９％～１００％，

１８４个ｃｏｎｔｉｇｓ与ＳＶＢＶ核苷酸序列的一致性为

９６．６７％～１００％，２６个ｃｏｎｔｉｇｓ与ＳＭＹＥＶ核苷酸

序列的一致性为８４．０８％～１００％。还有３１个

ｃｏｎｔｉｇｓ利用ＢＬＡＳＴｎ比对不到结果，使用ＢＬＡＳＴｘ

比对后显示，３１ 个ｃｏｎｔｉｇｓ与 ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ 或

ＳＭＹＥＶ的氨基酸序列具有较高的一致性，也未比

对到其他的植物病毒。其中４个ｃｏｎｔｉｇｓ与ＳＭｏＶ

氨基酸序列的一致性为９５％～１００％，１个ｃｏｎｔｉｇｓ

与ＳＶＢＶ氨基酸序列的一致性为１００％，２６个ｃｏｎｔｉｇｓ

与ＳＭＹＥＶ氨基酸序列的一致性为９０％～１００％

（表２）。

表２　小犚犖犃深度测序获得的犮狅狀狋犻犵狊的比对结果

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犮狅狀狋犻犵狊狅犫狋犪犻狀犲犱犫狔狊犿犪犾犾犚犖犃犱犲犲狆狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵

病毒种类

Ｖｉｒｕｓ

ＢＬＡＳＴｎ比对到的

ｃｏｎｔｉｇｓ数量／个

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｎｔｉｇｓ

ｒｅｃｅｉｖｅｄｂｙ

ＢＬＡＳＴｎ

核苷酸序列

一致性

Ｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＢＬＡＳＴｘ比对到的

ｃｏｎｔｉｇｓ数量／个

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｎｔｉｇｓ

ｒｅｃｅｉｖｅｄｂｙ

ＢＬＡＳＴｘ

氨基酸序列

一致性

Ｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆ

ａｍｉｎｏａｃｉｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

草莓斑驳病毒　ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ ５１ ９２．５９％～１００％ ４ ９５％～１００％

草莓镶脉病毒　ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｖｅｉｎｂａｎｄｉｎｇｖｉｒｕｓ １８４ ９６．６７％～１００％ １ １００％

草莓轻型黄边病毒　ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｉｌｄｙｅｌｌｏｗｅｄｇｅｖｉｒｕｓ ２６ ８４．０８％～１００％ ２６ ９０％～１００％

合计Ｔｏｔａｌ ２６１ ３１

２．２　犚犜犘犆犚检测结果

利用ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ和ＳＭＹＥＶ的特异性引物

对４１株草莓种苗样品进行 ＲＴＰＣＲ检测，并用

ＤＮＡＭＡＮ和ＭＥＧＡ７．０对获得的３种病毒分离

物进一步分析，以验证小ＲＮＡ深度测序结果的可

靠性。结果表明，１７份样品中检测到这３种病毒，

总检出率为４１．５％，ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ和ＳＭＹＥＶ的检

出率分别为３４．１％、２４．４％和２．４％（表３）。

表３　不同省市草莓种苗３种病毒的犚犜犘犆犚检测１
）

犜犪犫犾犲３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺狉犲犲狏犻狉狌狊犲狊犻狀狊狋狉犪狑犫犲狉狉狔狊犲犲犱犾犻狀犵狊犳狉狅犿狊狅犿犲狆狉狅狏犻狀犮犲狊狅犳犆犺犻狀犪犫狔犚犜犘犆犚

产地

Ｏｒｉｇｉｎ

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

样品数

Ｓａｍｐｌｅ

ｎｕｍｂｅｒ

阴性样品数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

病毒种类

Ｖｉｒｕｓ

ＳＭｏＶ ＳＶＢＶ ＳＭＹＥＶ

病毒检出率／％

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒａｔｅｏｆｖｉｒｕｓ

北京　Ｂｅｉｊｉｎｇ 白雪公主 １ １ － － － ０．０

北京　Ｂｅｉｊｉｎｇ 隋珠 ４ ４ － － － ０．０

河北　Ｈｅｂｅｉ 光点 ２ ２ － － － ０．０

河北　Ｈｅｂｅｉ 红颜 ４ ２ ２ １ － ５０．０

河北　Ｈｅｂｅｉ 圣诞红 ２ ２ － － － ０．０

辽宁　Ｌｉａｏｎｉｎｇ 红颜 １０ ０ ８ ８ １ １００．０

内蒙古　ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａ 红颜 ２ ２ － － － ０．０

陕西　Ｓｈａａｎｘｉ 红颜 ２ １ － １ － ５０．０

四川　Ｓｉｃｈｕａｎ 红颜 １０ ６ ４ － － ４０．０

云南　Ｙｕｎｎａｎ 圣诞红 ４ ４ － － － ０．０

总计　Ｔｏｔａｌ ４１ ２４　 １４ １０ １ ４１．５

　１）－代表未检测到病毒。

－ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｖｉｒｕｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｓａｍｐｌｅｓ．

２．２．１　ＳＭｏＶ不同分离物的序列分析

利用ＳＭｏＶ特异性引物ＳＭ６１２６Ｆ１／ＳＭ６７３２Ｒ１

进行ＲＴＰＣＲ检测，可以扩增出约６０６ｂｐ的目的片

段，包含ＲＮＡ１３′端非编码区部分核苷酸序列。根

据草莓种苗产地不同，选取不同阳性样品进行序列

测定，获得ＳＭｏＶ四川分离物ｓｃｈｈｙ１３、辽宁分离物

ｌｎｈｙ２３和河北分离物ｈｂｈｙ２８的序列，ＧｅｎＢａｎｋ登录

号分别为ＭＷ５５６６２３、ＭＷ５５６６２２和ＭＷ５５６６２１。利

用ＤＮＡＭＡＮ进行序列比对分析，３个ＳＭｏＶ分离

物的核苷酸序列一致性为９８．１２％～９９．３４％。与
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ＧｅｎＢａｎｋ上已报道的核苷酸序列进行比对和系统进

化分析表明，四川分离物ｓｃｈｈｙ１３、辽宁分离物

ｌｎｈｙ２３和河北分离物ｈｂｈｙ２８与加拿大分离物

ＮＢ９２６序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＵ２００４５３．１）的一

致性较高，分别为９７．６８％、９９．１４％和９８．１９％；四

川分离物ｓｃｈｈｙ１３和河北分离物ｈｂｈｙ２８亲缘关系

较近，与辽宁分离物ｌｎｈｙ２３亲缘关系较远，形成两

个独立的小分支（图１）。

图１　犛犕狅犞不同国家或地区分离物部分犚犖犃１３′端非编码区核苷酸序列系统进化树

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犛犕狅犞犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狌狀狋狉犻犲狊狅狉犪狉犲犪狊犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲犪狏犪犻犾犪犫犾犲狆犪狉狋犻犪犾

３′犝犜犚狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犚犖犃１

　
２．２．２　ＳＶＢＶ不同分离物的序列分析

利用ＳＶＢＶ特异性引物ＳＶ５５０８Ｆ／ＳＶ６６０６Ｒ

进行ＲＴＰＣＲ检测，可以扩增出ＳＶＢＶ约１０９８ｂｐ

的目的片段，包含ＯＲＦ６部分基因及其５′端非编码

区的核苷酸序列。根据草莓种苗产地不同，选取不

同地区草莓种苗阳性样品进行序列扩增，获得

ＳＶＢＶ辽宁分离物ｌｎｈｙ１５、ｌｎｈｙ１７、ｌｎｈｙ２４、河北分

离物ｈｂｈｙ２８和陕西分离物ｓｈａｘｈｙ３５，ＧｅｎＢａｎｋ登

录号分别为ＭＷ５５６６１８、ＭＷ５５６６１７、ＭＷ５５６６１６、

ＭＷ５５６６１９和 ＭＷ５５６６１５。利用ＤＮＡＭＡＮ进行

序列比对分析，５个ＳＶＢＶ分离物的部分ＯＲＦ６基

因序列一致性为９７．９８％～９９．８％。与ＧｅｎＢａｎｋ

上已报道的基因序列比对分析，辽宁分离物ｌｎｈｙ１５

和ｌｎｈｙ１７与北京分离物ＢＪ１（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＫＴ２５０６３２．１）的 核 苷 酸 序 列 一 致 性 分 别 为

９９．０１％和９９．４２％；辽宁分离物ｌｎｈｙ２４和河北分

离物ｈｂｈｙ２８与北京分离物ＢＪＨＸＴＸ１（ＧｅｎＢａｎｋ登

录号：ＭＦ１９７９１６．１）的核苷酸序列一致性分别为

９９．３６％和９９．４４％；陕西分离物ｓｈａｘｈｙ３５与贵州

分离物ＧＺ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＭＨ８９４２９５．１）的核

苷酸序列一致性为９９．５２％。系统进化树分析结果

如图２所示，辽宁分离物ｌｎｈｙ１５、ｌｎｈｙ１７、ｌｎｈｙ２４和

河北分离物ｈｂｈｙ２８亲缘关系较近，与陕西分离物

ｓｈａｘｈｙ３５亲缘关系较远，均与中国不同省市的分离

物有较近的亲缘关系，而与美国和加拿大分离物亲

缘关系较远。

２．２．３　ＳＭＹＥＶ不同分离物的序列分析

利用ＳＭＹＥＶ特异性引物ＹＴ１／Ｙ２进行ＲＴ

ＰＣＲ检测，可以扩增出ＳＭＹＥＶ约８６１ｂｐ的目的片

段，包含完整的犆犘基因及该基因两端部分非编码

区核苷酸序列［１７］。仅获得１个辽宁分离物ｌｎｈｙ２６

的序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＭＷ５５６６２０），与 Ｇｅｎ
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Ｂａｎｋ的ＳＭＹＥＶ犆犘基因进行序列比对和系统进

化树分析，该分离物与中国甘肃分离物ｓｙ０２（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号：ＥＵ１０７０８４．１）的核苷酸序列一致性

为９９．０２％，且亲缘关系较近（图３）。

图２　犛犞犅犞不同国家或地区分离物部分犗犚犉６基因序列系统进化树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犛犞犅犞犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狌狀狋狉犻犲狊狅狉犪狉犲犪狊犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲犪狏犪犻犾犪犫犾犲狆犪狉狋犻犪犾犗犚犉６犵犲狀犲狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

　

图３　犛犕犢犈犞不同国家或地区分离物犆犘基因序列的系统进化树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犛犕犢犈犞犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狌狀狋狉犻犲狊狅狉犪狉犲犪狊犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲犪狏犪犻犾犪犫犾犲犮狅犪狋狆狉狅狋犲犻狀犵犲狀犲狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊
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２．３　草莓病毒病典型症状

经小ＲＮＡ深度测序和ＲＴＰＣＲ检测不同地区

草莓种苗的病毒侵染情况，结合表４中的田间症状

调查结果表明，病毒单独侵染或２～３种病毒复合侵

染时，草莓植株可表现出单一症状，也可同时表现出

多种症状。被同一种病毒单独侵染的草莓植株表现

出的症状也略有不同。主要症状如下：

叶片畸形：叶片皱缩；三出复叶的１～２片小叶

生长较小（图４ｂｄ）。

叶片变色：叶片呈不同程度的斑驳、镶脉或褪

绿；叶脉变黑（图４ｂｆ）。

植株矮化：株高较矮、叶片较小；叶柄细；长势弱

（图４ｆ）。

２．４　不同产地草莓种苗感染病毒的情况

对北京、河北、内蒙古、四川、辽宁、云南和陕西共

７个省（市、自治区）生产的草莓种苗病毒病进行调查

和检测，结果如表３所示。辽宁草莓种苗受病毒危害

最为严重，病毒检出率高达１００．０％，陕西、四川和河

北种苗的检出率分别为５０．０％、４０．０％和２５．０％，而

北京、内蒙古和云南的草莓种苗未检测到病毒。

图４　田间草莓种苗感染病毒的症状

犉犻犵．４　犛狔犿狆狋狅犿狊狅狀狊狋狉犪狑犫犲狉狉狔狊犲犲犱犾犻狀犵狊犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔

狏犻狉狌狊犲狊犻狀狋犺犲犳犻犲犾犱

　
表４　不同省市草莓种苗病毒阳性样品的田间症状

犜犪犫犾犲４　犛狔犿狆狋狅犿狊狅狀狊狋狉犪狑犫犲狉狉狔狊犲犲犱犾犻狀犵狊犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔狏犻狉狌狊犲狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆狉狅狏犻狀犮犲狊狅犳犆犺犻狀犪犻狀狋犺犲犳犻犲犾犱

小ＲＮＡ深度测序样品编号

ＳａｍｐｌｅＮｏ．ｆｏｒｓｍａｌｌＲＮＡｄｅｅｐｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

产地

Ｏｒｉｇｉｎ

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

症状

Ｓｙｍｐｔｏｍ

病毒种类

Ｖｉｒｕｓ

１１ 四川 红颜 矮化 ＳＭｏＶ

１２ 四川 红颜 斑驳、矮化 ＳＭｏＶ

１３ 四川 红颜 斑驳、矮化 ＳＭｏＶ

１４ 四川 红颜 褪绿、矮化、长势弱 ＳＭｏＶ

１５ 辽宁 红颜 镶脉、矮化、三出复叶的１片侧叶生长较小 ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ

１６ 辽宁 红颜 褪绿、皱缩、长势弱 ＳＭｏＶ

１７ 辽宁 红颜 斑驳、皱缩、矮化 ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ

１８ 辽宁 红颜 斑驳 ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ

１９ 辽宁 红颜 斑驳、皱缩 ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ

２０ 河北 红颜 矮化 ＳＭｏＶ

２２ 辽宁 红颜 矮化 ＳＶＢＶ

２３ 辽宁 红颜 褪绿、斑驳、矮化 ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ

２４ 辽宁 红颜 矮化 ＳＶＢＶ

２５ 辽宁 红颜 矮化、叶柄细 ＳＭｏＶ

２６ 辽宁 红颜 斑驳、矮化 ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ、ＳＭＹＥＶ

２８ 河北 红颜 矮化 ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ

３５ 陕西 红颜 褪绿、三出复叶的１～２片叶生长较小 ＳＶＢＶ

　　不同省市的草莓种苗检出病毒的种类也略有不

同。调查结果显示，四川、辽宁和河北的草莓种苗中

检出 ＳＭｏＶ，辽宁、河北和陕西的种苗中检出

ＳＶＢＶ，仅辽宁的种苗中检出ＳＭＹＥＶ。病毒复合侵

染发生较为严重，占总检出率的４１．２％。辽宁和河

北的草莓种苗中检出ＳＭｏＶ和ＳＶＢＶ两种病毒复

合侵染，仅在１株辽宁草莓种苗中检出３种病毒复

合侵染。

对不同省市的‘红颜’‘白雪公主’‘隋珠’‘光点’

和‘圣诞红’５个草莓品种调查发现，１７个病毒阳性
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样品的品种均为‘红颜’，而‘白雪公主’‘隋珠’‘光

点’和‘圣诞红’均未检出病毒。

３　讨论

小ＲＮＡ深度测序技术的出现提高了植物病毒

病病原学的研究能力，该技术的原理是将植物被病

毒侵染产生的源于病毒的特异小ＲＮＡ分子序列进

行拼接，以此来鉴定病毒种类［１８］。此技术可快速、

灵敏、全面检测植物体内已知和未知病毒的核酸分

子，被广泛用于农作物、药用、园林和园艺植物病毒

病的检测和鉴定［１１，１８２２］。但是，它用于单个样品的

检测成本较高，也无法确定混合样品中感染病毒的

具体样品，还会因较短的小ＲＮＡ分子序列使比对

结果产生一定程度的误判。因此，仍需要结合

ＥＬＩＳＡ和ＲＴＰＣＲ等检测方法进行使用
［２３］。

本研究对来源于北京、河北、辽宁、内蒙古、陕

西、四川和云南共７个省（市、自治区）的草莓种苗进

行小ＲＮＡ深度测序和生物信息学分析，并利用病

毒特异性引物对检测结果进行ＲＴＰＣＲ验证。结

果表明，侵染我国草莓种苗的病毒主要是ＳＭｏＶ、

ＳＶＢＶ和ＳＭＹＥＶ，且存在２种病毒和３种病毒复

合侵染的情况。ＳＭｏＶ不同分离物的大外壳蛋白

（ｌａｒｇｅｃｏａｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＰＬ）基因和依赖ＲＮＡ的ＲＮＡ

聚合酶（ＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲｄＲＰ）

基因序列具有较大的差异，而３′非编码区的核苷酸

序列较保守［２４］。因此，测定了ＳＭｏＶ的ＲＮＡ１３′端

非编码区部分核苷酸序列。经系统进化树分析，本

文获得的ＳＭｏＶ四川分离物ｓｃｈｈｙ１３和河北分离物

ｈｂｈｙ２８与辽宁分离物ｌｎｈｙ２３形成了两个不同的分

支。ＳＶＢＶ中国不同分离物的核苷酸序列保守性相

对较高，且ＯＲＦ６编码的蛋白与寄主范围和症状表

现有关［５，１４］。因此，测定了不同省市ＳＶＢＶ分离物

ＯＲＦ６的部分基因序列。本文获得的５个ＳＶＢＶ分

离物与ＧｅｎＢａｎｋ中已登录的中国分离物形成一个

独立的组群，与美国和加拿大分离物亲缘关系较远。

上述ＳＭｏＶ和ＳＶＢＶ的分组差异可能与地理起源

有关［２４］。另外，仅在一个来自辽宁的样品中检测到

ＳＭＹＥＶ，通过测定其完整的犆犘基因及该基因两端

部分非编码区核苷酸序列，ＳＭＹＥＶ辽宁分离物

ｌｎｈｙ２６的犆犘基因序列可能是与中国甘肃分离物

ｓｙ０２同属一个组群的新株系类型
［６］。

被病毒单独侵染或２～３种病毒复合侵染的草

莓植株可单独或同时表现出叶片畸形、叶片变色和

植株矮化等症状，调查表明田间草莓植株表现出的

症状与感染病毒的种类关系不明确。此现象的产生

可能是病毒不同株系侵染后的症状略有不同；也可

能是ＲＴＰＣＲ无法检出含量过低的病毒，使得检测

结果不够准确；或是与水肥、药害、机械损伤等非病

毒因素共同危害产生的［１，２５］。在后续的研究中，可

结合实时荧光定量ＰＣＲ检测技术提高检测效率，使

检测结果更加准确［１，２６２７］。

不同省市的草莓种苗病毒检出情况差异显著，

在四川、辽宁、河北和陕西种苗中检出病毒，而北京、

内蒙古和云南种苗中未检出。其中，辽宁种苗的病

毒检出率最高、病毒种类最多，可能与辽宁发展草莓

种植业的时间早、规模大有关［２８］。对不同品种进行

病毒检测，仅在‘红颜’中检出病毒，而‘白雪公主’

‘隋珠’‘光点’和‘圣诞红’均未检出。可能是‘红颜’

作为重要的推广品种，因种植时间长、种植范围广导

致病毒病发生严重［２９］。本研究对不同产地草莓种

苗检测的品种种类和数量不同，也可能对检测结果

产生影响，今后会增加检测数量，进一步明确我国不

同省市草莓种苗病毒病发生情况。
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