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摘要　为了解析甘蔗线条花叶病毒犛狌犵犪狉犮犪狀犲狊狋狉犲犪犽犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＳＣＳＭＶ）不同分离物ＨＣＰｒｏ基因的分子变异

规律，本研究利用ＲＴＰＣＲ法扩增获得ＳＣＳＭＶＨＣＰｒｏ基因的序列，通过生物信息学分析，分别从重组、系统发生、

选择压力等方面研究ＳＣＳＭＶＨＣＰｒｏ基因的分子变异特征。共测定了４４条ＳＣＳＭＶＨＣＰｒｏ基因序列，相似性最

低值为７０％；ＨＣＰｒｏ基因重组频率较低，仅发现３个重组位点，其中一个系首次报道；与先前报道相比，部分新测

定云南蔗区的ＳＣＳＭＶ分离物在ＨＣＰｒｏ基因上形成一个新组－第Ⅲ组；ＨＣＰｒｏ基因处于很强的负选择压力作

用，未发现正向选择作用位点。本研究结果进一步证明ＳＣＳＭＶＨＣＰｒｏ基因具有高度的遗传多样性。
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狏犻狉狌狊（ＳＣＳＭＶ）是近年来从甘蔗花叶病株上鉴定出

的一种新病原，属于马铃薯Ｙ病毒科犘狅狋狔狏犻狉犻犱犪犲

禾本科病毒属犘狅犪犮犲狏犻狉狌狊
［１２］。该病毒分子量大小

约为１０ｋｂ，编码一个多聚蛋白，经水解酶切割后可

产生１０个成熟的蛋白质，在Ｐ３蛋白氨基端有一个

ＰＩＰＯ蛋白
［２３］。自然条件下，该病毒可侵染甘蔗和

高粱，目前尚未发现ＳＣＳＭＶ的传毒介体
［１３］。２０１２

年，我们在云南省甘蔗产区首次发现该病毒，经调查

发现，ＳＣＳＭＶ在云南省甘蔗主产区发生越来越普

遍，部分地区呈现流行暴发趋势［１，４５］。因此设计合

理的ＳＣＳＭＶ防治策略对于抑制其在中国蔗区传播

流行具有十分重要的意义。ＲＮＡ病毒的分子进化

研究有利于我们加深对于病毒传播途径、流行路线



２０１７

以及寄主相互适应方式等［６７］的研究，从而为设计合

理的病毒病害防治策略提供依据。目前，针对ＳＣ

ＳＭＶ的研究较少。Ｖｉｓｗａｎａｔｈａｎ等
［８］和Ｂａｇｙａｌａｋ

ｓｈｍｉ等
［９］发现ＳＣＳＭＶ印度分离物存在较高的遗传

多样性。我们的前期研究发现ＳＣＳＭＶ具有一个典

型的“准种”结构，普遍存在同种病毒不同分离物或

株系混合侵染的现象［５］；ＳＣＳＭＶ依据不同基因可

划分为９个组（第Ⅰ～第Ⅸ组），并且存在重组现

象［５］。不同于犘狅狋狔狏犻狉狌狊，ＨＣＰｒｏ基因是ＳＣＳＭＶ

基因组中遗传多样性最高的一个基因［５］，前期研究

中由于基因序列的限制，无法对其进行一个系统的

分子进化分析，因此，本研究试图选取不同地区的多

个典型分离物，在重组、系统发生、选择压力等方面，

对其进行系统全面的分子进化分析。

１　材料与方法

１．１　病毒分离物

２００９－２０１２年间从云南省７个甘蔗主产区和

国家甘蔗种质资源圃内采集到具有典型花叶症状

（图１）的甘蔗样品３２４份。新鲜叶片样品经ＲＴＰＣＲ

法检测鉴定，将ＳＣＳＭＶ阳性样品冷冻干燥后，－８０℃

保存备用。本研究中所用样品详细信息见表１。

１．２　克隆测序

根据ＧｅｎＢａｎｋ已公布的ＳＣＳＭＶ序列保守区，

设计用于扩增ＨＣＰｒｏ基因的引物ＳＣＳＭＨＣＰｒｏ

Ｆ（５′ＴＧＧＡＣＴＣＡＴＴＴＧＡＣＧＣＣＡＧＧ３′）和ＳＣＳＭ

ＨＣＰｒｏＲ（５′ＣＧＣＴＡＡＣＣＴＴＧＴＴＧＴＧＴＣＧＴ３′），预

期扩增的目的片段大小约为１５００ｂｐ。引物由上海

生工生物工程有限公司合成。

采用ＴＲＩｚｏｌ试剂法提取ＳＣＳＭＶ甘蔗叶片中

的总ＲＮＡ，提取方法参照试剂盒说明书进行。取

２μＬ总ＲＮＡ，采用Ｐｒｏｍｅｇａ公司ＭＬＶ反转录试剂

盒，用反向引物ＳＣＳＭＨＣＰｒｏＲ进行反转录获得

ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ。ＰＣＲ扩增采

用５０μＬ反应体系：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰｓ

（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，ＳＣＳＭＨＣＰｒｏＦ（１０μｍｏｌ／

Ｌ）２μＬ，ＳＣＳＭＨＣＰｒｏＲ （１０μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ３４．５μＬ，ｌｏｎｇ犜犪狇ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５Ｕ／μＬ）

０．５μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性

５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃复性３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，

共３０个循环；最后一轮循环后７２℃延伸１０ｍｉｎ。４℃

保存。ＰＣＲ反应结束后，吸取产物２μＬ进行１％的

琼脂糖凝胶电泳检测。ＰＣＲ产物纯化后克隆至

ｐＧＥＭＴ载体上，并转化至大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻

感受态细胞ＤＨ５α中。经菌落ＰＣＲ鉴定获得阳性重

组质粒，将筛选获得的阳性克隆随机选择３～６个送

至北京六合华大基因科技股份有限公司测序。测序

结果首先通过峰图及序列比对分析排除由ＰＣＲ扩增

引起的突变，然后通过Ｂｉｏｅｄｉｔ５．０．９拼接完成。

１．３　重组分析

本研究中，经测序所得ＳＣＳＭＶＨＣＰｒｏ基因

的核苷酸序列共４４条（ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为：

ＫＵ３１４３２９～ＫＵ３１４３７２），ＢＬＡＳＴ检索结果显示

其与麦类花叶病毒犜狉犻狋犻犮狌犿犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＴｒｉＭＶ）

具有最近的亲缘关系。因此，本研究选择ＴｒｉＭＶ

分离物（ＮＣ０１２７７９）对应的 ＨＣＰｒｏ基因序列作为

序列比对分析的外组（ｏｕｔｇｒｏｕｐ）
［１０］。结合 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中所有可用的ＳＣＳＭＶＨＣＰｒｏ基因的核酸序

列形成一个具有１０６条序列的数据集合。对该数

据集合进行比对，过程如下：首先将核酸序列数据

对应的氨基酸序列应用 ＣＬＵＳＴＲＡＬＸ２
［１１］和

ＴＲＡＮＳＡＬＩＧＮ（由ＧｅｏｒｇＷｅｉｌｌｅｒ教授惠赠）比对，

以保证经过序列比对后得到的核酸序列能够正确

地编译出氨基酸序列。经过序列比对后，得到的删

除ｇａｐ后的ＨＣＰｒｏ基因的序列长度为９９０个核苷

酸（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ｎｔ）。对比对所得序列数据，利用

Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ．ｏｒｇ／）中

ＧＡＲＤ和ＲＤＰ４．０软件包
［１２１３］中的ＲＤＰ

［１２］、ＧＥ

ＮＥＣＯＮＶ
［１４］、ＢＯＯＴＳＣＡＮ

［１５］、ＭＡＸＣＨＩ
［１６］、ＣＨＩ

ＭＡＥＲＡ
［１７］、３ＳＥＱ

［１８］和ＳＩＳＣＡＮ
［１９］７个程序进行

重组检测，以发现可能存在的重组位点。在ＲＤＰ

４．０检测时，各软件参数采用默认值，Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校

正的犘为０．０５或者０．０１，当某分离物有至少３个

软件的检测结果犘＜１．０×１０
－６时，支持该分离物

为重组体［２０２１］。在这些分析中，重组体序列会与

非重组体序列存在部分相似，为了方便说明，我们

将此非重组体作为该重组体的“亲本分离物”（ｐａｒｅｎｔａｌ

ｉｓｏｌａｔｅｓ），据此，当重组体与亲本分离物位于同一组

时，将此重组体命名为组内重组体（ｉｎｔｒａｌｉｎｅａｇｅｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔ）；当重组体与亲本分离物位于非同一组时，

则命名为组间重组体（ｉｎｔｅｒｌｉｎｅａｇｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ）
［２０，２２］。

最后，将ＳＣＳＭＶ序列数据中外组ＴｒｉＭＶ序列删除，

去除ＴｒｉＭＶ对ＳＣＳＭＶ序列造成的ｇａｐ影响，直接检

测确认ＳＣＳＭＶ的ＨＣＰｒｏ基因区的重组位点。
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表１　本研究中的犛犆犛犕犞样品采集信息

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犛狌犵犪狉犮犪狀犲狊狋狉犲犪犽犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊狊犪犿狆犾犲狊犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

分离物名称

Ｉｓｏｌａｔｅ

样品来源

Ｏｒｉｇｉｎ

采集时间／年 月 日

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

症状

Ｓｙｍｐｔｏｍ

ＧＮ１２ 中国开远Ｋａｉｙｕａｎ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０５ Ｙｕｎｚｈｅ９１ １６ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

ＧＮ３４ 中国开远Ｋａｉｙｕａｎ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０５ Ｆ１７６ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｗ４ 古巴Ｃｕｂａ ２０１０ ０５ １７ ＭＹ５５ １４ 线条花叶Ｓｔｒｅａｋｍｏｓａｉｃ

Ｗ１４ 法国Ｆｒａｎｃｅ ２０１０ ０５ １７ ＦＲ９３ ６３５ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｗ１７ 印度尼西亚Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ ２０１０ ０８ ２６ ＰＯＪ２８７８ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｗ１８ 留尼汪Ｒｅｕｎｉｏｎ ２０１０ ０８ ２６ Ｒ５７０ 线条花叶Ｓｔｒｅａｋｍｏｓａｉｃ

Ｗ３２ 美国Ａｍｅｒｉｃａ ２０１１ ０６ ０５ ＣＰ８５ １３０８ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｗ６９ 巴西Ｂｒａｚｉｌ ２０１１ ０６ ０５ ＳＰ７１ ６１８０ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｗ７５ 澳大利亚Ａｕｓｔｒａｌｉａ ２０１１ ０６ ０５ Ｑ７１ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｗ７６ 日本Ｊａｐａｎ ２０１１ ０６ ０５ ＲＫ８８ １８８ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ５５ 中国常宁Ｃｈａｎｇｎｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２００８ ０６ １５ Ｑ１７０ 线条花叶Ｓｔｒｅａｋｍｏｓａｉｃ

Ｍ６１ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２００８ １１ １５ Ｕｎｋｎｏｗｎ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ６２ 中国新平Ｘｉｎｐｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２００９ ０７ １５ Ｙｕｎｙｉｎ１０ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ７１ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２００９ ０８ １２ Ｂａｄｉｌａ 线条花叶Ｓｔｒｅａｋｍｏｓａｉｃ

Ｍ８５ 中国红河 Ｈｏｎｇｈｅ，Ｃｈｉｎａ ２０１０ ０８ １０ Ｙｕｅ７９ １７７ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ８６ 中国弥勒 Ｍｉｌｅ，Ｃｈｉｎａ ２０１０ ０８ ２０ Ｙｕｎ９９ ９１ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１１１ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ ＲＯＣ２２ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１１２ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ ＲＯＣ２２ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１１３ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ Ｙｕｅ６０ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１１４ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ Ｙｕｎｙｉｎ３ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１１５ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ Ｙｕｎｙｉｎ３ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１１６ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ Ｙｕｎ０３ ２５８ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１１７ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ Ｙｕｎ９８ １３６ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１１８ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ Ｄｅ０３ ８３ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１１９ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ Ｙｕｎｙｉｎ５８ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１２１ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ Ｙｕｎｙｉｎ５８ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１２４ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ ＳＰ８１ ３２５０ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

Ｍ１２６ 中国沅江Ｙｕａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１１ ０６ ０３ Ｙｕｎ０７ ９１２ 花叶 Ｍｏｓａｉｃ

１．４　系统发生分析

对上述处理后的序列分别利用ＰｈｙＭＬ３．０
［２３］

中的 最 大 似 然 法 （ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＭＬ）、

ＭＥＧＡ６．０
［２４］中的邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）

以及 ＳＰＬＩＴＳＴＲＥＥ４．１１．３
［２５］中的邻接网法

（ｎｅｉｇｈｂｏｒｎｅｔ，ＮＮ）进行系统发生分析。在 ＭＬ法

分析中，通过ｊＭｏｄｅｌｔｅｓｔ０．１．１
［２６］分析确定ＨＣＰｒｏ

数据的最适核苷酸替代模型为ＧＴＲ＋Ｉ＋Г４。在

ＭＬ和ＮＪ法分析中，支长皆用自举法（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）进

行１０００次模拟复制计算检验。系统发育树由

ＴＲＥＥＶＩＥＷ
［２７］展示。核酸和氨基酸相似性分析分

别依据 Ｋｉｍｕｒａｔｗｏｐａｒａｍｅｔｅｒｍｅｔｈｏｄ
［２８］和 Ｄａｙ

ｈｏｆｆＰＡＭ００１ｍａｔｒｉｘ
［２９］方法计算，种群内多样性分

析由ＭＥＧＡ６．０
［２４］计算。在本研究中，通过计算

ＨＣＰｒｏ基因的ｄＮ／ｄＳ值（非同义突变和同义突变

之间的比值）来预测该基因所承受的选择压力。计

算基于ＭＬ法，通过以下两种方法进行检测。首先，

利用Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ．ｏｒｇ／）

中ＳＬＡＣ（ｓｉｎｇｌｅｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄａｎｃｅｓｔｏｒｃｏｕｎｔｉｎｇ）、ＦＥＬ

（ｆｉｘｅｄｅｆｆｅｃｔｓｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ）和 ＲＥＬ（ｒａｎｄｏｍｅｆｆｅｃｔｓ

ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ）在线检测不同位置密码子的选择压力；

第二，在 ＭＥＧＡ６．０
［２４］中利用ＰａｍｉｌｏＢｉａｎｃｈｉＬｉ

ｍｅｔｈｏｄ
［３０］计算系统树不同分支上密码子的选择压

力。当ｄＮ／ｄＳ＜１时，该组分离物处于纯化或负向

选择压力下；当ｄＮ／ｄＳ＝１时，说明该组分离物处于

中性选择压力中；当ｄＮ／ｄＳ＞１时，说明该组分离物

受正向选择或多样化选择作用。

·１３·



２０１７

１．５　多样性分析

利用ＤｎａＳＰ５．０
［３１］估测不同种群分离物的核酸

多样性（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）和单体型多样性（ｈａｐ

ｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）。核酸多样性是指分离物序列间的

平均差异；单体型多样性是指样本中单体型出现的

频率和数量。一般而言，植物ＲＮＡ病毒种群的单

体型 多 样 性 的 值 较 高，核 酸 多 样 性 的 值 较

低［５，２２，３２３５］。ＳＣＳＭＶ的 ＨＣＰｒｏ基因的核酸和氨

基酸间的多样性分布图可通过ＳＤＴ１．０
［３６］中的

ＣｌｕｓｔａｌＷ
［１１］法计算获得。

２　结果分析

２．１　犛犆犛犕犞犎犆犘狉狅基因的序列分析

２００９－２０１２年对云南７个甘蔗主产地州和国

家甘蔗种质资源圃内甘蔗花叶病中ＳＣＳＭＶ的发生

情况进行了调查分析，结果发现：ＳＣＳＭＶ在云南省甘

蔗种植区平均发病率３０％（９６个阳性样品）；在甘蔗

产区，ＳＣＳＭＶ在沅江、开远、新平、常宁、红河和弥勒

等县区分布较为广泛［４］；在资源圃内，部分品种的甘

蔗种质中ＳＣＳＭＶ具有较高的检出率（５９．１％）。

在ＳＣＳＭＶ阳性样品中，选取２８个具有典型

花叶、线条花叶症状（图１）的样品，对其 ＨＣＰｒｏ

基因克隆测序。测序结果显示，每个样品中所得

不同克隆的序列相似性很高，选取其中差异性较

大的序列（４４条）登录到ＧｅｎＢａｎｋ数据库中。去

掉引物序列，本研究所获得的 ＨＣＰｒｏ基因区段

序列长度为１００２ｎｔ。在ＳＣＳＭＶ的 ＨＣＰｒｏ基

因中，并没有发现在马铃薯Ｙ病毒属病毒的 ＨＣ

Ｐｒｏ基因中广泛存在的ＫＩＴＣ、ＧＥ、ＦＲＮＫ和ＰＴＫ

等结构域。

图１　甘蔗花叶病症状

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳狋犺犲狊狌犵犪狉犮犪狀犲犿狅狊犪犻犮犱犻狊犲犪狊犲

２．２　重组分析结果

将本研究所测定的以及在ＧｅｎＢａｎｋ中获取的

共计１０５个ＳＣＳＭＶＨＣＰｒｏ基因序列进行重组分

析。在利用ＮＮ法构建的网状树中，部分分离物之

间存在明显的序列交叉，表明部分ＳＣＳＭＶ分离物

在ＨＣＰｒｏ基因中存在明显的重组现象（数据未显

示）。利用ＲＤＰ４．０
［１３］分析发现，在 ＨＣＰｒｏ基因

中共有３个明显的重组位点，分别位于ＳＣＳＭＶ基

因组（位点依 据 ＳＣＳＭＶＩＤ 分 离 物，登 录 号：

ＪＦ４８８０６６）的第１５７５、１７３６和２２７３位点，其中，

前两个位点在先前的研究中有过报道，２２７３位点是

本研究中新发现的一个重组位点（表２）。在１０５个

ＳＣＳＭＶ序列中，共发现４个明显的重组体，分别为

Ｍ１１７ＣＬ２、Ｍ１１７ＣＬ３、Ｍ１１７ＣＬ７和ＣＢ４１９。本研

究所获得的ＳＣＳＭＶ序列中没有发现明显的重组

位点。

表２　在犛犆犛犕犞的犎犆犘狉狅基因上发生的重组事件１
）

犜犪犫犾犲２　犚犲犮狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀犲狏犲狀狋犻狀狋犺犲犎犆犘狉狅犵犲狀犲狅犳犛犆犛犕犞

重组体

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

亲本

Ｐａｒｅｎｔ

（Ｍａｊｏｒ×

Ｍｉｎｏｒ）

重组位点

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

ｓｉｔｅ

不同检测方法的犘值

犘ｖａｌｕｅｔｅｓｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ

ＲＤＰ ＧＥＮＥＣＯＮＶＢＯＯＴＳＣＡＮ ＭＡＸＣＨＩ ＣＨＩＭＡＥＲＡ ＳＩＳＣＡＮ ３ＳＥＱ

Ｍ１１７ＣＬ２
Ｍ１２６ＣＬ１×

Ｍ１１５ＣＬ６
１５７５～２２７３４．１２０×１０－２７４．０７０×１０－２５ － １．１８５×１０－１７ １．６４７×１０－８ １．４１７×１０－３０５．６７４×１０－４９

Ｍ１１７ＣＬ７
Ｍ１２６ＣＬ１×

Ｍ１１５ＣＬ６
１５７５～２２７３４．１２０×１０－２７４．０７０×１０－２５ － １．１８５×１０－１７ １．６４７×１０－８ １．４１７×１０－３０５．６７４×１０－４９

Ｍ１１７ＣＬ３
Ｍ１２６ＣＬ１×

Ｍ１１５ＣＬ６
１５７５～２２７３１．５１５×１０－２１２．７３９×１０－２７ － ８．２９７×１０－１８ １．６４７×１０－８ ５．９３７×１０－３３２．２４４×１０－５５

ＣＢ４１９
ＣＢＢａｒａｇｕａ×

ＣＢ０８０４
１７３６～２２７３１．７７１×１０－４ １．１２８×１０－２ － １．３３９×１０－８ １．７２３×１０－１ ２．５９９×１０－７ ８．９１８×１０－１２

　１）核苷酸位点依据ＳＣＳＭＶＩＤ分离物（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＪＦ４８８０６６）。

ＲｅｇｉｏｎｓａｎｄｓｉｔｅｓｉｎａｃｃｏｒｄａｎｃｅｔｏｔｈｅＳＣＳＭＶＩＤｉｓｏｌａｔｅｓ（ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．ＪＦ４８８０６６）．
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图２　利用犕犔法对犛犆犛犕犞犎犆犘狉狅基因的系统发生分析

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犺犲犾狆犲狉犮狅犿狆狅狀犲狀狋狆狉狅狋犲犻狀犪狊犲（犎犆犘狉狅）犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳
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２．３　系统发育分析

将上述数据集合去掉重组体，对剩余的ＳＣ

ＳＭＶ序列进行系统发生分析，ＭＬ法和ＮＪ法构建

的系统发育树具有相似的拓扑结构，ＭＬ树如图２

所示。在先前的报道［５］中，ＳＣＳＭＶ依据不同基因

至少可分为９个组（第Ｉ～第ＩＸ组），而依据ＨＣＰｒｏ

基因包含第Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ和第Ⅰ＋Ⅳ组。在本研究中，

所有分离物共分为４个组，分别为第Ⅲ、Ⅴ、Ⅵ和第

Ⅰ＋Ⅳ＋Ⅶ组，其中第Ⅴ组又可以分为４个亚组

（Ⅴ１、Ⅴ２、Ⅴ３和Ⅴ４）。ＳＣＳＭＶ不同地区具有

较为明显的地理特异性，其中中国分离物主要集中

在第Ⅲ和第Ⅴ组，而印度分离物主要集中在第Ⅵ和

第Ⅰ＋Ⅳ＋Ⅶ组。本研究所得的ＳＣＳＭＶ分离物在

系统树中广泛分布，且部分来自于云南甘蔗产区的

样品形成一个新组－第Ⅲ组。ＳＣＳＭＶ在 ＨＣＰｒｏ

基因的ｄＮ／ｄＳ为０．２１，没有发现正向选择作用位

点；不同种群间的ｄＮ／ｄＳ值远小于１，其中第Ⅲ组具

有最小的ｄＮ／ｄＳ值（０．０３６），说明ＳＣＳＭＶ不同种

群都处于较强的负选择压力作用下。

２．４　多样性分析结果

利用ＳＤＴ１．０
［３６］统计计算ＳＣＳＭＶ在ＨＣＰｒｏ基

因上的核苷酸多样性分布，结果如图３所示。所有ＳＣ

ＳＭＶ分离物序列在ＨＣＰｒｏ基因上的核苷酸多样性程

度很高，相似性值低至７０％（图３）。在系统发生所分的

４个组中，第Ⅲ组具有较高的单体型多样性（０．９８２±

０．０２２）和最低的核苷酸多样性（０．０１１２１±０．００１２５）

（表３）。相对于ＳＣＳＭＶ印度分离物，在中国ＳＣＳＭＶ

不同分离物间遗传相似性程度更高（表３）。

图３　犛犆犛犕犞犎犆犘狉狅基因序列一致率分布图

犉犻犵．３　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳狆犪犻狉狑犻狊犲犻犱犲狀狋犻狋狔狊犮狅狉犲狊狅犳狋犺犲犺犲犾狆犲狉犮狅犿狆狅狀犲狀狋狆狉狅狋犲犻狀犪狊犲（犎犆犘狉狅）犵犲狀犲狅犳
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表３　甘蔗线条花叶病毒犎犆犘狉狅基因的

单体型和核苷酸多样性分析１）

犜犪犫犾犲３　犎犪狆犾狅狋狔狆犲犪狀犱狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犱犻狏犲狉狊犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊

狅犳狋犺犲犎犆犘狉狅犵犲狀犲狅犳犛狌犵犪狉犮犪狀犲狊狋狉犲犪犽犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊

分组

Ｇｒｏｕｐ

数目

Ｎｏ．

单体型多样性

犎

核苷酸多样性

Π

Ⅲ １９ ０．９８２±０．０２２ ０．０１１２１±０．００１２５

Ⅰ＋Ⅳ＋Ⅶ １４ ０．９８９±０．０３１ ０．１１２０４±０．０１４３２

Ⅴ ６７ ０．９８７±０．００７ ０．０２４９９±０．０００５９

Ⅵ １ ＮＤ ＮＤ

中国Ｃｈｉｎａ ８６ ０．９９１±０．００４ ０．１０４８９±０．０１０４３

印度Ｉｎｄｉａ １３ ０．９８７±０．０３５ ０．１６３２３±０．０２３３２

　１）Π：依据序列样本中碱基间的平均差异计算。ＮＤ：未测定。

Π：Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙｗａｓｅｓｔｉｍａｔｅｄｂｙｔｈｅａｖｅｒａｇｅｐａｉｒｗｉｓｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎａｓａｍｐｌｅ，ｂａｓｅｄｏｎａｌｌｓｉｔｅｓ．

ＮＤ：Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．

３　结论与讨论

目前，已经报道了多种植物病毒分子进化与种群

结构的研究，特别是犘狅狋狔狏犻狉狌狊，包括ＰＶＹ
［３３，３７３８］、

ＴｕＭＶ
［２０，２２］以及ＴＶＢＭＶ

［３５］等。我们先前对ＳＣ

ＳＭＶ的分子进化研究发现，ＨＣＰｒｏ基因是其基因

组中遗传多样性最高的基因，但限于分离物数量有

限，未能作充分的研究［５］。在本研究中，我们从云南

省甘蔗产区以及国家甘蔗种质资源圃内选择了２８个

具有典型甘蔗花叶症状的样品，测定了其ＨＣＰｒｏ基

因序列，结合ＧｅｎＢａｎｋ中已报道的序列信息，对其进

行系统的分子变异与种群特征分析。植物病毒在每

个单独的寄主中，是以一个“突变云”或者“准种”［３９］方

式存在的。因此，经单斑分离获得单一纯化的生物克

隆是进行分子变异和种群结构分析的必要条件。而

在部分植物病毒中，由于没有单斑寄主，无法排除不同

基因组片段间错误拼接的可能，因此通常集中于分析

病毒的某些单一扩增片段［４５］。在本研究中，我们通过

单一扩增ＳＣＳＭＶ的ＨＣＰｒｏ基因，测定不同克隆序列

的方式进行分析，以确保不存在可能的拼接错误。

重组是遗传多样性的重要来源，是促进病毒进

化的主要动力之一。在ＰＶＹ
［３２］和ＴｕＭＶ

［２０，２２］等

犘狅狋狔狏犻狉狌狊中，ＨＣＰｒｏ基因的重组发生频率很高。

而在本研究中，ＳＣＳＭＶ的ＨＣＰｒｏ基因中仅发现３

个重组位点，这表明ＳＣＳＭＶＨＣＰｒｏ基因中发生重

组的频率很低。Ｈｅ等
［５］的研究中，由于分离物的数

量限制，ＳＣＳＭＶ依据ＨＣＰｒｏ基因可分为４个组，

分别为第Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ和第Ⅰ＋Ⅳ组。本研究中测定的

部分源自云南蔗区的分离物序列形成一个新组，对

照ＳＣＳＭＶＰ１基因的系统树，将其定名为第Ⅲ组。

第Ⅲ组ＳＣＳＭＶ分离物的发现，增加了 ＨＣＰｒｏ基

因与Ｐ１和ＣＰ基因在系统发生分析上的一致性。

ＳＣＳＭＶ不同组间具有清晰的地理特异性，中国分

离物主要集中在第Ⅲ组和第Ⅴ组。本研究测定的

ＳＣＳＭＶ资源圃和甘蔗产区分离物位于不同分支，

遗传差异较大，具有很明显的亚组结构，这表明云南

甘蔗产区和资源圃内ＳＣＳＭＶ可能具有不同的起

源。通常，大部分的动植物病毒处于强的负选择压

力下。本研究中，ＨＣＰｒｏ基因的ｄＮ／ｄＳ远小于１，

表明ＳＣＳＭＶ在此基因上受到强的负选择压力作

用，这可能是与其基因功能的稳定性相适应的。核

苷酸多样性分布结果与系统发生结果相一致，进一

步证明ＳＣＳＭＶＨＣＰｒｏ基因具有高度的遗传多样

性，而该结果可能与其功能相适应，尽管目前尚不明

确ＳＣＳＭＶＨＣＰｒｏ的基因功能。
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