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基于小 ＲＮＡ 深度测序技术首次发现
侵染黄槿的杆状 ＤＮＡ 病毒

王致远１＃ꎬ冯如盈１＃ꎬ娄义念１ꎬ梁凯莉１ꎬ刘靖颖１ꎬ许雄彪１ꎬ２∗

( １广西甘蔗生物学重点实验室ꎬ广西大学ꎬ 南宁 ５３０００５ꎻ２亚热带农业生物资源保护与利用国家重点实验室ꎬ广西大学ꎬ南宁 ５３０００４)

Ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ａ ｂａｄｎａｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｔｉｌｉａｃｅｕｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｄｅｅｐ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 　 ＷＡＮＧ Ｚｈｉｙｕａｎ１ꎬ ＦＥＮＧ Ｒｕｙｉｎｇ１ꎬ ＬＯＵ Ｙｉｎｉａｎ１ꎬ ＬＩＡＮＧ Ｋａｉｌｉ１ꎬ ＬＩＵ Ｊｉｎｇｙｉｎｇ１ꎬ ＸＵ
Ｘｉｏｎｇｂｉａｏ１ꎬ２∗ 　 ( １Ｇｕａｎｇｘｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｓｕｇａｒｃａｎｅ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０００５ꎬＣｈｉｎａꎻ ２Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌ Ａｇｒｏ￣ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０００４ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｓｍａｌｌ ＲＮＡ (ｓＲＮＡ) ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ＲＮＡ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｐｌａｙｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｖｉｒａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｂｙ
ｐｌａｎｔｓ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖｉｒｕｓ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｓＲＮＡ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ ｉｓ ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｖｉｒｕｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅ ｎｏ￣
ｖｏ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｇｅｎｏｍｅｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｖｉｒｕｓ￣ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｔｉｌｉａｃｅｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ｎａｎｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｄｅｅｐ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ.Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓＲ￣
ＮＡｓꎬＨ. ｔｉｌｉａｃｅｕｓ ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ (ＨＣＭＶ) .Ｔｈｅ ｌｉｂｒａｒｙ ｇｅｎｅ￣
ｒａｔｅｄ ａｂｏｕｔ １１.７７ ｍｉｌｌｉｏｎ ｓＲＮＡ ｒｅａｄｓꎬｏｆ ｗｈｉｃｈ １５ ０９３ ｃａｎ ｂｅ ｍａｐｐｅｄ ｏｎｔｏ ｖｉｒａｌ ｇｅｎｏｍｅｓ.Ｕｓｉｎｇ ｄｅ ｎｏｖｏ ａｓｓｅｍ￣
ｂｌｙ ａｎｄ ＧｅｎＢａｎｋ Ｖｉｒｕｓ ＲｅｆＳｅｑ ｄａｔａｂａｓｅ ｂｌａｓｔꎬａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｖｉｒｕｓ ｃｏｖｅｒｓ １８.８％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｇｅｎｏｍｅ ｎｕｃｌｅｏ￣
ｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｂａｄｎａｖｉｒｕｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｏ ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｂａｃｉｌｌｉｆｏｒｍ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ ＧＤ￣１ (ＨＢＶ￣
ＧＤ１) .Ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ＨＣＭＶ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓꎬａ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ａｂｏｕｔ １ ４００ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ Ｒｅ￣
ｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ / ＲＮａｓｅ Ｈ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲꎬａｎｄ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ.Ｔｈｉｓ ｉｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔ
ａｂｏｕｔ ｕｓｉｎｇ ｓＲＮＡ ｄｅｅｐ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｔｉｌｉａｃｅｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｖｉｒｕｓꎬ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｐｒｏｖｉｄｅｓ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＨＣＭＶ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ￣ｈｏｓｔ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｓｍａｌｌ ＲＮＡꎻ ｈｂｉｓｃｕｓ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓꎻ ｄｅｅｐ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

中图分类号: Ｓ４３２.４１　 　 　 　 　 文献标识码: Ａ　 　 　 　 　 文章编号: ０４１２￣０９１４(２０２４)０１￣０２０９￣０６

０　 引言

　 　 黄槿( Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｔｉｌｉａｃｅｕｓ Ｌ. )为锦葵科(Ｍａｌ￣
ｖａｃｅａｅ)木槿属(Ｈｉｂｉｓｃｕｓ)常绿乔木或灌木ꎬ广泛分

布于台湾、福建、广西、广东等地ꎬ是一种具有重要生

态和观赏价值的半红树植物[１]ꎮ 同时黄槿具有清热

解毒、散瘀消肿、止血镇痛抗炎等功效ꎬ具有潜在的

药用价值[２]ꎮ 关于黄槿上的植物病害鲜有研究ꎬ其
上发生的病毒病害更是尚未见报道ꎮ ＲＮＡ 沉默是

植物抵御病毒入侵的重要途径[３]ꎬ小 ＲＮＡ 深度测序

(Ｓｍａｌｌ ＲＮＡ Ｄｅｅｐ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ)作为高通量测序技

术的重要应用ꎬ可同时获得来源于病毒和宿主的小

ＲＮＡ 序列ꎬ是研究 ＲＮＡ 沉默机制的有效工具ꎮ 随
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着小 ＲＮＡ 深度测序深度的不断发展ꎬ小 ＲＮＡ 深度

测序数据高度重叠ꎬ能组装得到病毒全长基因组序

列ꎬ其在病毒的鉴定和新病毒的发现方面具有广阔

的前景ꎬ利用 ｓＲＮＡ 深度测序技术发现和鉴定作物

和昆虫上的病毒已有广泛的应用[４￣５]ꎬ现已成为一种

快速鉴定植物病毒的有效手段ꎮ
本研究采用 ｓＲＮＡ 深度测序结合 ＰＣＲ 技术ꎬ

在广西南宁市三株表现褪绿白化、斑驳、皱缩的黄

槿植株上鉴定到一种杆状 ＤＮＡ 病毒ꎬ命名为黄槿

褪绿斑驳病毒￣南宁分离物 (ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｍｏｔ￣
ｔｌｅ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ Ｎａｎｎｉｎｇꎬ ＨＣＭＶ￣ＮＮ)ꎬ获得了该病

毒的部分基因组序列ꎬ通过杆状 ＤＮＡ 病毒属 ＲＴ /
ＲＮａｓｅ Ｈ 保守序列相似性分析及构建系统进化树ꎬ
明确了 ＨＹＭＶ￣ＮＮ 与其它杆状 ＤＮＡ 病毒之间的

进化关系ꎮ 同时ꎬ利用生物信息学的方法对该病毒

来源的 ｓＲＮＡ 进行了特征分析ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

２０２０ 年 １２ 月ꎬ从广西壮族自治区南宁市青秀

区采集 ３ 份疑似病毒侵染的黄槿叶片样品ꎬ感病植

株叶片表现褪绿、白化、斑驳、卷曲、坏死等症状

(图 １)ꎮ 样品采集后迅速置于液氮中冻存ꎬ置于

￣８０ ℃冰箱保存ꎮ

１.２　 植物总 ＲＮＡ 提取及小 ＲＮＡ 深度测序分析

采用 ＴｒＩｚｏｌ 法提取黄槿叶片的总 ＲＮＡꎬ经
Ｎａｎｏｄｒｏｐ￣２０００(Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)检测 ＲＮＡ 纯度ꎮ
将质量合格的 ＲＮＡ 样品送至北京诺禾致源科技股

份有限公司 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２０００ 平台进行深度测

序ꎮ 运用生物信息学手段对原始数据进行过滤处

理: 去除接头序列ꎬ去除无法确定碱基信息比例大

于 １０％ 的序列ꎬ去除低质量碱基ꎬ去除未插入 ３′接
头、５′接头的 ｒｅａｄｓꎬ获得不含接头序列的 ｓＲＮＡ 序

列ꎬ在此基础上筛选出 １８~２６ ｎｔ 的 ｓＲＮＡ 序列ꎮ

１.３　 测序数据的序列拼接、ＢＬＡＳＴ 分析及病毒相

关序列的筛查

分别采用 ＰＦＯＲ 软件和 ｖｅｌｖｅｔ 软件对过滤后

的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进行 ｓＲＮＡ 拼接[６￣７]ꎬ再将两者重叠

部分进行 ｍｅｒｇｅꎬ以获得更准确的 ｃｏｎｔｉｇｓꎮ 得到的

ｃｏｎｔｉｇｓ 用 Ｂａｓｉｃ Ｌｏｃａｌ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ Ｓｅａｒｃｈ Ｔｏｏｌ
(ＢＬＡＳＴ) 进行比对并注释ꎬ经过 ＢＬＡＳＴ 同源比

对筛查到与之相似性最高的病毒全长基因组序列ꎬ
并以此作为参考基因组ꎬ应用生物信息手段比对得

到病毒来源的 ｓＲＮＡꎬ并用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ Ｐｒｉｍｅ 软件对

ｓＲＮＡ 映射在病毒基因组上的位置进行分析ꎮ

１.４　 ＰＣＲ 扩增、克隆及序列分析

利用改良 ＣＴＡＢ 法提取黄槿叶片总 ＤＮＡꎬ以
此为模板ꎬ根据拼接到的病毒基因组序列设计特异

性引物 ＨＣＭＶ ＯＲＦ３ Ｐａｒｔｉａｌ / Ｆ:５′￣ＣＴＧＡＡＧＴＡＴＧ￣
ＧＣＣＡＧＡＴＧ￣３′ꎬＨＣＭＶ ＯＲＦ３ Ｐａｒｔｉａｌ / Ｒ:５′￣ＡＣＴＣ￣
ＣＴＣＣＣＣＡＴＣＣＴＴＣＣＡＴＡＣ￣３′ꎬ用 Ｐｈａｎｔａ ＥＶＯ ＨＳ
Ｓｕｐｅｒ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(Ｖａｚｙｍｅ)进行 ＰＣＲ
扩增ꎬＰＣＲ 产物纯化后连接至 ｐＣＥ２ ＴＡ / Ｂｌｕｎｔ￣Ｚｅ￣
ｒｏ Ｖｅｃｔｏｒ(Ｖａｚｙｍｅ)载体ꎬ并转化 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
菌株 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ涂布于含氨苄青霉素的

ＬＢ 固体培养基上ꎬ培养过夜后挑选单菌落ꎬ用 ２ ×
Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｖａｚｙｍｅ)扩增鉴定阳性克隆

Ｆｉｇ. １　 Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｔｉｌｉａｃｅｕｓ ｌｅａｖｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｂｌｅａｃｈｉｎｇꎬ ｍｏｔｔｌｅꎬ
ｂｌａｄｅ ｃｕｒｌｉｎｇ ａｎｄ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｓｙｍｐｔｏｍｓ
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随机挑取 ２ 个阳性克隆送至上海生工生物工程股

份有限公司进行测序ꎬ获得的序列利用 ＢＬＡＳＴ 进

行比较分析ꎮ 使用 ＭＥＧＡ７.０ 进行多重序列相似

性分析ꎬ并用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ＪｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)构建系

统进化树ꎮ

２　 结果

２.１　 感病黄槿样品小 ＲＮＡ 深度测序结果

该感病黄槿样品深度测序后得到的 ｒａｗ ｒｅａｄｓ
经过过滤后共得到 １４ ８９８ ５６４ 条 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎬ对长

度为 １８~２６ ｎｔ 的有效 ｒｅａｄｓ 进行筛选ꎬ得到的 ｃｏｎ￣
ｔｉｇｓ 为 １１ ７７０ ９２５ 条ꎬ占总 ｓＲＮＡ Ｒｅａｄｓ 数量的

７９.０１％ꎮ 用 ｖｅｌｖｅｔ 软件拼接组装(Ｋ￣ｍｅｒ 值为 １７)
共获得长度<５０ ｎｔ 的 ｃｏｎｔｉｇｓ １６８ 条ꎬ长度介于 ５０~
１００ ｎｔ 的 ｃｏｎｔｉｇｓ １ ６３１ 条ꎬ长度介于 １００~２００ ｎｔ 的
ｃｏｎｔｉｇｓ ８４ 条ꎬ长度介于 ２００ ~ ５００ ｎｔ 的 ｃｏｎｔｉｇｓ ５
条ꎮ 用 得 到 的 ｃｏｎｔｉｇｓ 在 ＮＣＢＩ 中 进 行 比 对

(ＢＬＡＳＴｎ)ꎬ发现共 ２７ 条 ｃｏｎｔｉｇｓ 能比对到病毒基

因组ꎬ其中有 ２ 条 ｃｏｎｔｉｇｓ 能比对到葡萄叶褪色相

关病毒( ｇｒａｐｅｖｉｎｅ Ｒｏｄｉｔｉｓ ｌｅａｆ ｄｉｓｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ￣ａｓｓｏｃｉ￣
ａｔｅｄ ｖｉｒｕｓꎬ ＧＲＬＤａＶꎬ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号: ＮＣ ＿
０２７１３１.１)ꎬ有 １０ 条 ｃｏｎｔｉｇｓ 能比对到朱槿杆状病

毒广东分离物 １( ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｂａｃｉｌｌｉｆｏｒｍ ｖｉｒｕｓꎬ ＨＢＶ￣
ＧＤ１ꎬ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号: ＫＦ８７５５８６.１)ꎬ具有最高

的丰度 ( ３７. ０％)ꎬ拼接得到的序列总长度覆盖

ＨＢＶ￣ＧＤ１ 基因组全长的 １８.８％(图 ２)ꎮ

２.２　 ＨＣＭＶ￣ＮＮ 来源的 ｓＲＮＡ 特征分析

将上述 １１ ７７０ ９２５ 条长度介于 １８ ~ ２６ ｎｔ 的
ｓＲＮＡ 进行 ｂｏｗｔｉｅ 过滤分析ꎬ允许 １ 个错配的 ｓＲ￣
ＮＡ Ｒｅａｄｓ 为 １ ８８５ １６１ꎬ与 ＧｅｎＢａｎｋ Ｖｉｒｕｓ ＲｅｆＳｅｑ
核酸数据库进行比对ꎬ发现 １５ ０９３ 条 ｓＲＮＡ 能匹

配到病毒基因组ꎮ 病毒侵染的植物ꎬＲＮＡ 沉默产

生的 ｖｉｒａｌ ｓｉＲＮＡ (ｖｓｉＲＮＡ) 长度主要为 ２１、２２ 和

２４ ｎｔ 三个类群[８]ꎮ 对不同长度的 ｖｓｉＲＮＡ 进行统

计分析ꎬ发现长度为 ２１、２２ 和 ２４ ｎｔ 的 ｓＲＮＡ 具有

较高的丰度ꎬ占比分别为 ２４.７８、１７.８１ 和２８.８８％ꎬ
三者总占比为 ７１.４７％(图 ３)ꎮ

Ｆｉｇ. ３　 Ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＭＶ￣ＮＮ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｓＲＮＡｓ

Ｆｉｇ. ２　 Ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｏｎｔｉｇｓ ｔｈａｔ ｍａｐｐｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖｉｒａｌ ｇｅｎｏｍｅ
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２.３　 ＨＣＭＶ￣ＮＮ 基因组部分序列的测定与分析

将 ＰＦＯＲ 和 ｖｅｌｖｅｔ 拼接结果重叠部分进行

ｍｅｒｇｅ 分析ꎬ以 ＨＢＶ￣ＧＤ１ 基因组序列作为参考基

因组ꎬ将拼接得到的 ｃｏｎｔｉｇｓ ｍａｐ 到 ＨＢＶ￣ＧＤ１ 参

考基因组上ꎬ根据拼接的 ｃｏｎｔｉｇｓ 序列设计一对特

异性引物进行 ＨＣＭＶ 部分基因组的扩增ꎬ可扩增

到长度为 １ ３９７ ｂｐ 的病毒特异性序列(图 ４)ꎮ 经

测序及同源比对分析ꎬ发现该病毒特异性扩增序列

与 ＨＢＶ￣ＧＤ１ 病毒序列相似性为 ７６.３％ꎬ这段序列

位于 ＨＢＶ￣ＧＤ１ 病毒 ＯＲＦ３ 编码的 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ / ＲＮａｓｅ Ｈ (ＲＴ / ＲＮａｓｅ Ｈ)区域ꎮ 根据国

际病毒分类委员会 ( Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｎ
Ｔａｘｏｎｏｍｙ ｏｆ Ｖｉｒｕｓｅｓ: ＩＣＴＶ) 将 Ｂａｄｎａｖｉｒｕｓ 病毒

ＲＴ / ＲＮａｓｅ Ｈ 序列差异大于 ２０％作为种之间的分

类标准[９￣１０]ꎬ该病毒分离物与已知的 ＨＢＶ￣ＧＤ１ 的

ＲＴ / ＲＮａｓｅ Ｈ 序列差异为 ２７. ２％ꎬ说明该病毒与

Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｂａｃｉｌｌｉｆｏｒｍ ｖｉｒｕｓ 为两个不同种ꎬ根据其在

寄主植物黄槿上引起的症状ꎬ暂命名为黄槿褪绿斑

驳病毒￣南宁分离物(ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ
ｉｓｏｌａｔｅ Ｎａｎｎｉｎｇꎬ ＨＣＭＶ￣ＮＮ)ꎮ

２.４　 ＨＣＭＶ￣ＮＮ 的系统进化分析

因 ＨＣＭＶ￣ＮＮ 属于杆状 ＤＮＡ 病毒ꎬ 且 与

ＨＢＶ￣ＧＤ１ 具有较高的序列相似性ꎬ 用邻接法

(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ) 对包括 ＨＢＶ￣ＧＤ１ 在内

的已知的 １９ 条 Ｂａｄｎａｖｉｒｕｓ 基因组(Ｔａｂｌｅ １) ＲＴ /

ＲＮａｓｅ Ｈ 区域对应位置长度约 １ ４００ ｂｐ 序列进行

系统发育分析(图 ５)ꎬ系统进化树显示 ＨＣＭＶ￣ＮＮ
与 ＨＢＶ￣ＧＤ１ 亲缘关系最近ꎬ且与柑橘黄化花叶病

毒(Ｃｉｔｒｕｓ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＣＭＢＶꎬ ＧｅｎＢａｎｋ
登录号: ＮＣ＿００３３８２)形成一个小分支ꎬ而与其他

ｂａｄｎａｖｉｒｕｓ 亲缘关系较远ꎮ

３　 讨论

由于木本植物病毒滴度较低ꎬ难以提纯获得完

整的病毒粒子ꎬ使得依赖生物学特性、基因组信息、
血清学特性、理化特性等信息的传统病毒学检测方

法来检测未知木本植物病毒受到极大限制ꎮ 小

ＲＮＡ 深度测序作为高通量测序技术的重要应用ꎬ
可获得病毒来源的 ｓＲＮＡ(ｖｓｉＲＮＡ)序列ꎬ并能组

装得到病毒全基因组序列[４ꎬ ８]ꎬ在病毒的鉴定和新

病毒的发现方面应用越来越广泛ꎮ 但由于 ｖｓｉＲ￣
ＮＡｓ 较短且丰度存在较大差异ꎬ通过 Ｄｅ ｎｏｖｏ 组装

获取完整病毒基因组序列仍存在一定挑战ꎮ 同时ꎬ
由于病毒变异快和高通量测序的误差等原因ꎬ对
ｓＲＮＡ 深度测序组装得到的病毒序列还需进一步

实验验证ꎮ
本文利用小 ＲＮＡ 深度测序和组装技术ꎬ将分

离自南宁的黄槿褪绿斑驳病的病原鉴定为 ＨＣＭＶ￣
ＮＮꎬ并获得了其 ＯＲＦ３ 中长度为 １ ３９７ ｂｐ 的 ＲＴ /
ＲＮａｓｅ Ｈ 部分保守序列ꎮ 发现感染 ＨＣＭＶ 的黄槿

在抵抗病毒侵染过程中产生的 ｓｉＲＮＡ长度主要

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＨＣＭＶ￣ＮＮ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖｉｒａｌ ｇｅｎｏｍｅ

Ａ: Ｌａｎｅ １: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｕｓｉｎｇ ｈｅａｌｔｈｙ ｌｅａｖｅｓꎻ ２ꎬ ３: Ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＨＣＭＶ￣ＮＮ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ
ｐｒｉｍｅ ｐａｉｒ ＨＣＭＶ￣ＯＲＦ３ ｐａｒｔｉａｌ￣Ｆ / Ｒꎻ ４: Ｍｏｃｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ５０００. Ｂ: Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｎ ＨＢＶ￣ＧＤ１ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖｉｒａｌ ｇｅｎｏｍｅ.
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Ｆｉｇ. ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＲＴ / ＲＮａｓｅ Ｈ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｏｆ ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ
ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｋｎｏｗｎ ｂａｄｎａｖｉｒｕｓｅｓ ｕｓｉｎｇ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

▲: Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ Ｎａｎｎｉｎｇ.

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＲＴ / ＲＮａｓｅ Ｈ ｒｅｇｉｏｎ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｂａｄｎａｖｉｒｕｓｅｓ
Ｓｏｕｒｃｅ Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｇｅｎｏｍｅ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ
Ａｇｌａｏｎｅｍａ ｂａｃｉｌｌｉｆｏｒｍ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ Ｍｉｎｎｅｓｏｔａ ４ ３５５￣５ ７３６ ＮＣ＿０５５２３６
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｖｅｉｎ ｂａｎｄｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ ＵＫＭ ６ ００６￣７ ４１８ ＭＫ８１６９２６
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｅａ ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｖｅｉｎ￣ｂａｎｄｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ５ ９４９￣６ ０８９ ＮＣ＿０１１５９２
Ｃｏｍｍｅｌｉｎａ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ ５ ２８３￣６ ６７６ ＮＣ＿００１３４３
Ｃａｃａｏ ｓｗｏｌｌｅｎ ｓｈｏｏｔ ｖｉｒｕｓ ４ ６２３￣６０７９ ＮＣ＿００１５７４
Ｃａｃａｏ ｍｉｌｄ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ ＳＣＡ６ ４ ８４５￣６ ２４４ ＮＣ＿０３３７３８
Ｃａｃａｏ ｙｅｌｌｏｗ ｖｅｉｎ￣ｂａｎｄｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ ＩＣＳ２７ ４ ９４８￣６ ３４６ ＮＣ＿０３３７３９
Ｃｉｔｒｕｓ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ４ ８１６￣６ ６２１ ＮＣ＿００３３８２
Ｆｉｇ ｂａｄｎａｖｉｒｕｓ １ ４ ４３６￣５ ５２６ ＮＣ＿０１７８３０
Ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ｖｅｉｎ￣ｃｌｅａｒｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ５ ３５０￣６ ７３１ ＮＣ＿０１５７８４
Ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ｒｏｄｉｔｉｓ ｌｅａｆ ｄｉｓｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ ｗ４ ４ ３７３￣５ ７６３ ＮＣ＿０２７１３１
Ｇｏｏｓｅｂｅｒｒｙ ｖｅｉｎ ｂａｎｄｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ５ ２９３￣６ ６７７ ＮＣ＿０１８１０５
Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｂａｃｉｌｌｉｆｏｒｍ ｖｉｒｕｓ ＧＤ１ ４ ６４４￣６ ０４３ ＫＦ８７５５８６
Ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｂａｄｎａｖｉｒｕｓ １ ｉｓｏｌａｔｅ Ｌｅｂａｎｏｎ３４ ４ ２５９￣５ ６４６ ＮＣ＿０２６０２０
Ｐｉｐｅｒ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＩＳＨ￣１ ５ ２７５￣６ ６６２ ＮＣ＿０２２３６５
Ｐａｇｏｄａ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｓｔｒａｉｎ ｐｙｍａｖ￣０１ ４ ７４２￣６ １６７ ＮＣ＿０２４３０１
Ｒｕｂｕｓ ｙｅｌｌｏｗ ｎｅｔ ｖｉｒｕｓ ｓｔｒａｉｎ Ｂａｕｍｆｏｒｔｈ′ｓ Ｓｅｅｄｌｉｎｇ Ａ ５ ２０２￣６ ５８６ ＮＣ＿０２６２３８
Ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｂａｃｉｌｌｉｆｏｒｍ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ ＳＣＢＶ￣ＣＨＮ１ ４ ８３５￣６ ２６６ ＫＭ２１４３５７
Ｗｉｓｔｅｒｉａ ｂａｄｎａｖｉｒｕｓ １ ｉｓｏｌａｔｅ ＺＴ￣１ ４ ６３９￣６ ０６５ ＮＣ＿０３４２５２
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为 ２１、２２ 和 ２４ ｎｔꎬ其中 ２４ ｎｔ 的 ｓｉＲＮＡ 丰度最高

(２８.８８％)ꎬ推测 ＤＣＬ４、ＤＣＬ２ 和 ＤＣＬ３ 可能参与

了黄槿抗病毒 ＲＮＡ 沉默过程ꎬ且 ＤＣＬ３ 在此过程

中起主要的作用ꎮ
ｓＲＮＡ 拼接的得到的 ｃｏｎｔｉｇｓ 均 ｍａｐｐｅｄ 到参

考基因组 ＯＲＦ３ 上ꎬ特别在 ＲＴ / ＲＮａｓｅ Ｈ 编码区

域ꎬ说明 ＯＲＦ３ 可能为 ＨＣＭＶ ｖｓｉＲＮＡ 产生的热点

区域ꎬ且黄槿对 ＨＣＭＶ ＲＴ / ＲＮａｓｅ Ｈ 编码区域具

有强烈的剪切作用ꎮ 杆状 ＤＮＡ 病毒 ＯＲＦ３ 通过编

码一个多聚蛋白切割产生 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ 和

ＲＮａｓｅ Ｈ 完成自身病毒基因组的复制ꎬ而 ｖｓｉＲＮＡ
主要来源于该区域ꎬ推测黄槿主要通过抑制 ＨＣ￣
ＭＶ 的复制而抵御病毒的侵染ꎬ拓宽了对杆状病毒

属病毒￣寄主相互作用的认知ꎮ 关于 ＨＣＭＶ 病毒

在抵抗寄主 ＲＮＡ 沉默过程中编码的 ＲＮＡ 沉默抑

制子及具体作用机制仍需进一步研究ꎮ
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