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摘　要：设计特异性引物ＰＣＲ扩增了六安大蒜病样中的韭葱黄条病毒（Ｌｅｅｋ　ｙｅｌｌｏｗ　ｓｔｒｉｐｅ　ｖｉｒｕｓ，ＬＹＳＶ）、洋
葱黄矮病毒（Ｏｎｉｏｎ　ｙｅｌｌｏｗ　ｄｗａｒｆ　ｖｉｒｕｓ，ＯＹＤＶ）和胡葱黄条病毒（Ｓｈａｌｌｏｔ　ｙｅｌｌｏｗ　ｓｔｒｉｐｅ　ｖｉｒｕｓ，ＳＹＳＶ）的全长

ＣＰ基因，插入到ｐＧＥＭ－Ｔ载体并测序。分别比较３种病毒ＣＰ基因种内变异性和种间亲缘关系。结果表明

ＬＹＳＶ六安分离物ＣＰ基因由８６４个碱基组成，与Ｇｅｎｂａｎｋ上已报道的６８个ＬＹＳＶ不同分离物ＣＰ基因的核
苷酸序列同源性为７６．１２％～８４．３１％；ＯＹＤＶ的ＣＰ基因由７７１个碱基组成，与Ｇｅｎｂａｎｋ上已报道的８６个

ＯＹＤＶ不同分离物同源性为８１．０６％～９０．４０％；ＳＹＳＶ的ＣＰ基因由７７４个碱基组成，与Ｇｅｎｂａｎｋ上已报道
的１１个ＳＹＳＶ不同分离物ＣＰ基因同源性为８８．６３％～９４．３２％；从分析结果来看，ＬＹＳＶ的ＣＰ基因不同分
离物之间变异性较大，ＯＹＤＶ　ＣＰ变异性不大，ＳＹＳＶ变异性很小；３种病毒都有１个以上的宿主，病毒种内不

同宿主分离物之间ＣＰ序列差异很小。进化分析显示ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶ的ＣＰ基因亲缘性较近并成簇，ＬＹＳＶ
的ＣＰ基因与ＯＹＤＶ和ＬＹＳＶ的ＣＰ基因亲缘性较远。

关键词：韭葱黄条病毒；洋葱黄矮病毒；胡葱黄条病毒；ＣＰ基因；序列分析
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　　已知侵染葱属（Ａｌｌｉｕｍ）植物的病毒主要来自
马铃薯 Ｙ 病毒属 （Ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ）（Ｔｓｕｎｅｙｏｓｈｉ等，

１９９８；Ｃｈｅｎ等，２００２）、马铃薯Ｘ病毒属（Ｐｏｔｘｖｉｒｕｓ）
（Ｋａｎｙｕｋａ等，１９９２；Ｒｙａｂｏｖ等，１９９６）、麝香石竹潜
隐病毒属（Ｃａｒｌａｖｉｒｕｓ）（Ｔｓｕｎｅｙｏｓｈｉ等，１９９８）和葱
属Ｘ病毒属（Ａｌｌｅｘｉｖｉｒｕｓ）（Ｓｕｍｉ等，１９９９），这些病
毒均为弯曲线状粒子，基因组为正义单链ＲＮＡ。
马铃薯Ｙ病毒属成员最多，对作物的危害也最

大，该属成员基因组长约１０ｋｂ，３′末端具有ｐｏｌｙ
（Ａ）尾巴，含有单一开放阅读框。基因组ＲＮＡ在宿
主内先翻译成多聚蛋白，然后自催化裂解成１０个成
熟蛋白，从Ｎ端至Ｃ端依次为Ｐ１、ＨＣ－Ｐｒｏ、Ｐ３、ＣＩ、

ＮＩａ－ＶＰｇ、ＮＩａ－Ｐｒｏ、Ｎｉｂ和ＣＰ（Ｃｏａｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ）（Ａｄｒｉ－
ａｎ　Ｖａｌｌｉ等，２００７；Ｃｈｅｎ等，２００１）。韭葱黄条病毒
（Ｌｅｅｋ　ｙｅｌｌｏｗ　ｓｔｒｉｐｅ　ｖｉｒｕｓ，ＬＹＳＶ）、洋葱黄矮病毒
（Ｏｎｉｏｎ　ｙｅｌｌｏｗ　ｄｗａｒｆ　ｖｉｒｕｓ，ＯＹＤＶ）和胡葱黄条病
毒（Ｓｈａｌｌｏｔ　ｙｅｌｌｏｗ　ｓｔｒｉｐｅ　ｖｉｒｕｓ，ＳＹＳＶ）是马铃薯Ｙ
病毒属中侵染葱属作物的确定成员。这三种病毒形
态结构相似，往往呈复合感染。要检测病毒，最方
便、有效的方法是制备其抗ＣＰ 血清，通过间接
ＥＬＩＳＡ方法检测病叶中的病毒粒子。制备的某种
病毒抗ＣＰ血清最好一方面能够检测不同地区、不
同宿主分离物，另一方面与其他病毒没有交叉反应，
要预测制备的抗血清是否达到这个要求，对ＬＹＳＶ、

ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶＣＰ基因种内变异性和种间亲缘关
系分析的研究十分重要。本文用 ＲＴ－ＰＣＲ的方法
扩增了ＬＹＳＶ、ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶ六安分离物的ＣＰ
基因，分别分析了３种病毒ＣＰ 基因种内变异性和
种间亲缘关系，为推测制备的六安分离物抗血清是
否能够用于其它地区和不同宿主分离物的检测，以
及是否可能与其它病毒产生交叉反应提供依据。

１　实验部分

１．１材料
有明显花叶病症的大蒜植株采集自六安市郊

区、寿县、舒城县和霍邱县。ｐＧＥＭ－Ｔ载体和大肠
杆菌ＴＧ１菌株购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＬＡ　Ｔａｑ　ＤＮＡ
聚合酶、ＡＭＶ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ、Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ＤＮＡ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　ｖｅｒ．２为ＴａＫａＲａ公司
产品；１ｋｂ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ为 ＭＢＩ公司产品；引物合
成以及测序由上海生工完成。

１．２植物病叶总ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成
按照ＲＮｅａｓｙ　Ｐｌａｎｔ　ｍｉｎｉ（ＱＩＡＧＥＮ）试剂盒提供

的方法提取病叶总ＲＮＡ，于－８０℃保存。因为马铃薯

Ｙ病毒属成员基因组ＲＮＡ的５′－端有Ｐｏｌｙ（Ａ）和特
征序列，设计 Ｍ４－Ｔ（５′－ＧＴＴ　ＴＴＣ　ＣＣＡ　ＧＴＣ　ＡＣＧ
ＡＣ（Ｔ）１５－３′）为起始引物。采用禽源逆转录酶体系合
成ｃＤＮＡ，反应体系２０μＬ，包括４．０μＬ　５×逆转录反
应缓冲液，１０．５μＬ模板ＲＮＡ，０．５μＬ　ＲＮａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
（４０Ｕ／μＬ），２．０μＬ　Ｍ４－Ｔ起始引物（１００μｍｏｌ／Ｌ），

２．０μＬ　１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ，１μＬ　ＡＭＶ（５Ｕ／μＬ）。４２
℃水浴合成１．５ｈ，于－３０℃冰箱备用。

１．３　ＣＰ基因的扩增与克隆载体的构建
根据 Ｇｅｎｂａｎｋ上已报道的 ＬＹＳＶ、ＯＹＤＶ 和

ＳＹＳＶ全序列设计相应 ＣＰ克隆引物：ＬＹＳＶ－ＣＰ
（＋）：５′－ＣＣＡ　ＴＡＴ　ＧＧＣ　ＧＧＧ　ＴＧＡ　ＡＧＡ　ＧＣＴ
ＡＧＡ　ＣＴＣ　Ａ－３′；ＬＹＳＶ－ＣＰ（－）：５′－ＧＧＧ　ＡＴＣ　ＣＴＡ
ＴＧＡ　ＧＣＡ　ＣＣＡ　ＴＣＡ　ＡＧＡ　ＴＧＧ　ＴＧ－３′；ＯＹＤＶ－
ＣＰ（＋）：５′－ＣＣＡ　ＴＡＴ　ＧＧＣ　ＡＧＧ　ＧＧＡ　ＡＧＧ　ＡＧＡ
ＡＧＡ－３′；ＯＹＤＶ－ＣＰ（－）：５′－ＧＧＧ　ＡＴＣ　ＣＴＣ　ＡＣＡ
ＴＴＴ　ＴＡＡ　ＴＡＣ　ＣＧＡ　ＧＣＡ　ＡＣ－３′；ＳＹＳＶ－ＣＰ
（＋）：５′－ＣＣＡ　ＴＡＴ　ＧＧＣ　ＡＴＣ　ＡＧＡ　ＡＡＣ　ＡＧＡ
ＡＧＡ－３′；ＳＹＳＶ－ＣＰ（－）：５′－ＧＧＧ　ＡＴＣ　ＣＣＡ　ＴＡＣ
ＧＡＡ　ＧＡＣ　ＣＧＡ　ＧＣＡ　ＧＣＧ　ＴＧ－３′。
以ｃＤＮＡ为模板，采用ＬＡ　Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶

ＰＣＲ分别扩增ＬＹＳＶ、ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶ全长ＣＰ基
因，反应体系参照说明书。预期扩增产物经１％琼
脂糖凝胶电泳分离，用ＱＩＡｑｕｉｃｋ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ试
剂盒回收，具体方法参照厂家说明。将纯化产物导
入ｐＧＥＭ－Ｔ载体，并转化ＴＧ１菌株，蓝白斑筛选后
提取阳性克隆质粒，经ＰＣＲ检测确定后测序。
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图１　ＬＹＳＶ六安分离物与部分ＬＹＳＶ分离物ＣＰ核苷酸序列的比对
Ｆｉｇ．１　Ａｌｉｇｍｅｎｔ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＣＰｇｅｎｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｌｉｕ’ａｎ　ｉｓｏｌａｔｅ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｏｆ　ＬＹＳＶ

不同颜色表示该序列在不同分离物ＣＰ基因中的同源性，其中黑色、红色、蓝色和黄色分别表示同源性达１００％、７５％～１００％、５０％～７５％
和３３％～５０％。下同。Ｂｌａｃｋ，ｒｅｄ，ｂｌｕｅ　ａｎｄ　ｙｅｌｌｏｗ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｔｈｅｓｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｒｅａｃｈ　１００％，７５％～１００％，５０％～
７５％ａｎｄ　３３％～５０％．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｂｅｌｏｗ．

１．４ＬＹＳＶ、ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶＣＰ基因种内变异性和种
间亲缘关系分析

　　采用ＤＮＡＭＡＮ软件分析不同分离物ＣＰ基因

种间亲缘关系。参考病毒分离物序列下载自 Ｇｅｎ－
ｂａｎｋ数据库。
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图２　ＯＹＤＶ六安分离物与部分ＯＹＤＶ分离物ＣＰ核苷酸序列的比对
Ｆｉｇ．２　Ａｌｉｇｍｅｎｔ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＣＰｇｅｎｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｌｉｕ’ａｎ　ｉｓｏｌａｔｅ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｏｆ　ＯＹＤＶ

２　结果与分析

２．１ＬＹＳＶ、ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶ　ＣＰ基因
分别克隆了六安地区３个ＬＹＳＶ　ＣＰ 基因、４

个ＯＹＤＶＣＰ基因和４个ＬＹＳＶＣＰ基因。由于六
安市所属５县总面积不大，也没有自然屏障隔离，因
此同种类病毒不同分离物ＣＰ之间核苷酸序列同源
性很高。其中３个ＬＹＳＶＣＰ基因之间核苷酸序列
同源性为９７％；４个ＯＹＤＶ　ＣＰ基因之间核苷酸序
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图３　ＳＹＳＶ六安分离物与部分ＳＹＳＶ分离物ＣＰ核苷酸序列的比对
Ｆｉｇ．３　Ａｌｉｇｍｅｎｔ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＣＰｇｅｎｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｌｉｕ’ａｎ　ｉｓｏｌａｔｅ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｏｆ　ＳＹＳＶ

列同源性为９６％；４个ＬＹＳＶ　ＣＰ 基因之间核苷酸
序列同源性为９８％。

２．２ＬＹＳＶ、ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶＣＰ基因的克隆及种内变
异性分析

　　 用引物对 ＬＹＳＶ－ＣＰ（＋）∕ ＬＹＳＶ－ＣＰ（－）、

ＯＹＤＶ－ＣＰ（＋）∕ ＯＹＤＶ－ＣＰ（－）和ＳＹＳＶ－ＣＰ（＋）

∕ＳＹＳＶ－ＣＰ（－）从样品病毒ＲＮＡ基因组ｃＤＮＡ中
分别扩增到预期大小的目的片段。经纯化后插入到

ｐＧＥＭ－Ｔ载体，转化ＴＧ１菌，测序并对序列进行多
重比对。分析结果表明：（１）共获得３个不同的ＬＹ－
ＳＶＣＰ基因序列（分别来自六安市郊、寿县和霍邱
县），ＣＰ基因之间核苷酸序列同源性为９７％，说明
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图４　ＬＹＳＶ、ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶ六安分离物ＣＰ基因核苷酸序列比对
Ｆｉｇ．４　Ａｌｉｇｍｅｎｔ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＣＰｇｅｎｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｌｉｕ’ａｎ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｏｆ　ＬＹＳＶ，ＯＹＤＶ　ａｎｄ　ＳＹＳＶ

六安市本地分离物的变异性很小，选择六安市郊分
离物代表六安分离物。ＬＹＳＶ六安分离物ＣＰ基因
由８６４个碱基组成，共编码２８７个氨基酸，与Ｇｅｎ－
ｂａｎｋ上已报道的６８个ＬＹＳＶ不同分离物ＣＰ基因
的核苷酸序列同源性为７６．１２％～８４．３１％（图１），
其中与韩国大蒜分离物（ＡＢ１９４６３４）的同源性最高
（８４．３１％）；与日本青森大蒜分离物（ＡＢ１９４６２９）的
同源性最低（７６．１２％）；与越南河内韭葱分离物
（ＤＱ９２５４５３）的同源性为８１．２０％，与越南山罗韭葱
分离物（ＤＱ９２５４５２）的同源性为８０．７４％，与巴西大
蒜分离物（ＡＦ２２８４１５）的同源性为７９．７７％，与日本
冈山韭葱分离物（ＡＢ１９４６２５）的同源性为７８．０９％。
从同源性分析结果来看，ＬＹＳＶ　ＣＰ 基因总体上变
异较大，但不同宿主分离物之间差异不大。（２）共获
得４个不同的ＯＹＤＶ　ＣＰ基因序列（分别为六安市
郊、寿县、霍邱县和舒城县），ＣＰ基因之间核苷酸序

列同源性为９６％，说明六安市本地分离物的变异性
很小，选择六安市郊分离物代表六安分离物。

ＯＹＤＶ六安分离物ＣＰ基因由７７１个碱基组成，共
编码２５６个氨基酸，与Ｇｅｎｂａｎｋ上已报道的８６个

ＯＹＤＶ不同分离物ＣＰ 基因的核苷酸序列同源性
为８１．０６％～９０．４０％（图２），其中与越南山罗韭葱
分离物（ＤＱ９２５４５４）的同源性最高（９０．４０％）；与阿
根廷Ⅲ 大蒜分离物（ＧＱ４７５３７５）的同源性最低
（８１．０６％）；与浙江余杭大蒜分离物（ＡＪ５１０２２３）的
同源 性 为 ９０．２７％，与 越 南 河 内 韭 葱 分 离 物
（ＤＱ９２５４５５）的同源性为８８．４６％，与阿根廷Ⅰ藜麦
分离物（ＧＱ４７５３８１）的同源性为８６．６６％，与阿根廷

Ⅱ藜麦分离物（ＧＱ４７５３８８）的同源性为８６．６６％，与
意大 利 大 蒜 分 离 物 （ＧＱ４７５３９０）的 同 源 性 为

８４．９７％。从同源性分析结果来看，ＯＹＤＶ　ＣＰ基因
总体上变异不大，不同宿主分离物之间差异也不大。
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（３）共获得４个不同的ＳＹＳＶＣＰ基因序列（分别为
六安市郊、寿县、霍邱县和舒城县），ＣＰ基因之间核
苷酸序列同源性为９８％，说明六安市本地分离物的
变异性很小，选择六安市郊分离物代表六安分离物。

ＳＹＳＶ六安分离物ＣＰ 基因由７７４个碱基组成，共
编码２５７个氨基酸，与Ｇｅｎｂａｎｋ上已报道的１１个

ＳＹＳＶ不同分离物ＣＰ基因的核苷酸序列同源性为

８８．６３％～９４．３２％（图３），其中与陕西洋葱分离物
（ＡＭ２６７４７９）的同源性最高（９４．３２％）；与南亚洋葱
分离物（ＡＪ２２３８２６）的同源性最低（８８．６３％）；与越
南兴 安 火 葱 分 离 物 （ＤＱ９２５４５７）的 同 源 性 为

９３．８０％，与山东章丘大葱分离物（ＡＪ８６５０７７）的同
源 性 为 ９３．５４％，与 浙 江 杭 州 大 葱 分 离 物
（ＡＪ３１１３７０）的同源性为９０．０５％，与越南北宁韭葱
分离物（ＤＱ９２５４５８）的同源性为８９．６６％。从同源
性分析结果来看，ＳＹＳＶ　ＣＰ基因总体上变异很小，
不同宿主分离物之间差异也很小。

２．３ＬＹＳＶ、ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶＣＰ基因种间亲缘关系分
析

　　３种病毒六安分离物ＣＰ 基因序列间比对表
明，ＬＹＳＶＣＰ基因３′端比ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶ多出约

８８个核苷酸。ＬＹＳＶ　ＣＰ 基因与 ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶ
ＣＰ基因的核苷酸序列同源性分别为５３．１３％和

５２．８９％；ＯＹＤＶ　ＣＰ基因与ＳＹＳＶ　ＣＰ基因的核苷
酸序列同源性为７２．９７％（图４）。
进化树分析显示国内外报道的３种病毒的最大

进化距离为０．２２５。ＬＹＳＶ与两者亲缘关系较远，
进化距离达０．１４８，ＯＹＤＶ与 ＳＹＳＶ同源性较大，
进化距离为０．２１９（图５）。

　　有些病毒对植物的危害十分严重（姚伟等，

２００７），病毒检测是预防的前提（侯义龙等，２００６）。
葱属植物是重要的经济作物，全世界都有种植，由于
一般采用无性繁殖，导致病毒在鳞茎内大量积累，严
重影响作物产量和品质。ＬＹＳＶ 主要浸染大蒜
（Ａｌｌｉｕｍ　ｓａｔｉｖｕｍ）、韭葱（Ａ．ｐｏｒｒｕｍ）等作物，导致
叶片出现不规则黄色条纹，鳞茎重量显著减小。

ＳＹＳＶ主要感染葱（Ａ．ｆｉｓｔｕｌｏｓｕｍ），产生纵向黄色
条纹等症状。ＯＹＤＶ天然寄主是洋葱（Ａ．ｃｅｐａ）、也
侵染大蒜、葱、韭菜（Ａ．ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ）、韭葱等葱属作
物，也曾经在藜麦（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ　ｑｕｉｎｏａ）中分离出

ＯＹＤＶ。作物感染ＯＹＤＶ后植株矮化，叶片萎缩发
黄，向下卷垂，还会引起鳞茎退化，花和种子的数量
严重减少。从ＬＹＳＶ、ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶ　ＣＰ 基因变

图５　ＬＹＳＶ、ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶ不同
分离物ＣＰ基因同源进化分析

Ｆｉｇ．５　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＣＰｇｅｎｅ　ｏｆ　ＬＹＳＶ
ＯＹＤＶ　ａｎｄ　ＳＹＳＶ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

异性分析结果来看，ＬＹＳＶ　ＣＰ 基因总体上变异较
大（７６．１２％～８４．３１％），可能六安分离物抗ＣＰ 血
清ＩｇＧ不能与 ＬＹＳＶ 中某些分离物结合；ＯＹＤＶ
ＣＰ基因总体上变异不大（８１．０６％～９０．４０％），不
同宿主分离物之间差异也不大，ＳＹＳＶ　ＣＰ 基因总
体上变异最小（８８．６３％～９４．３２％），不同宿主分离
物之间差异也最小，因此预测ＯＹＤＶ和ＳＹＳＶ六安
分离物抗ＣＰ血清基本上能够与同种不同分离物之
间进行结合，能够用于这种病毒不同地区和不同宿
主分离物的检测。

３种病毒六安分离物ＣＰ 基因间比对表明，

ＯＹＤＶＣＰ基因与ＳＹＳＶＣＰ基因的核苷酸序列同
源性为７２．９７％，与ＬＹＳＶ　ＣＰ 基因的核苷酸序列
同源性为５３．１３％，但抗 ＯＹＤＹ　ＣＰ 血清与ＳＹＳＶ
ＣＰ没有血清学交叉反应，而与ＬＹＳＶ　ＣＰ有微弱的
血清学交叉反应（鲁宇文等，２００６），这说明病毒ＣＰ
基因间的同源性与血清学关系没有必然联系，要确
定病毒之间的血清学关系仅仅靠分析ＣＰ基因的同
源性还不够，最终还要通过实验来确定。
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师在论文写作过程中给予帮助，特此致谢。
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