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摘要　利用酶联免疫和ＲＴＰＣＲ技术对采自安徽地区的蚕豆病株进行检测，确定其病原为蚕豆萎蔫病毒２号

犅狉狅犪犱犫犲犪狀狑犻犾狋狏犻狉狌狊２（ＢＢＷＶ２）。为明确ＢＢＷＶ２安徽分离物（ＢＢＷＶ２ＡＨ）的分类地位，克隆了该分离物的全

基因组序列，分析了其基因组特征。结果表明，ＢＢＷＶ２ＡＨ ＲＮＡ１全长为５９４４ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＫＹ６０６９９２），含有１个ＯＲＦ；ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ２全长３５８７ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＹ６０６９９３），含有１个ＯＲＦ。全

序列核苷酸和氨基酸相似性分析显示，ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ１与ＢＢＷＶ２其他分离物的核苷酸、氨基酸相似性分别为

７８．４％～９６％和８７．１％～９９％；ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ２与ＢＢＷＶ２其他分离物的核苷酸、氨基酸相似性分别为７６．８％

～９５．５％和８８．２％～９８．３％。全基因组核苷酸序列系统发育分析显示，ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ１与中国的ＢＢＷＶ２Ｈｕ

ｎａｎＲＮＡ１的亲缘关系最近，而ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ２与韩国的多个分离物聚集在一起，再与中国的分离物ＢＢＷＶ２

Ｂ９３５形成一个分支。
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　　蚕豆是我国重要的经济作物，据ＦＡＯ统计，我

国２０１４年蚕豆收获面积为９２．５万ｈｍ２，总产量为

１５９．５万ｔ，是世界蚕豆生产第一大国，产量占世界

蚕豆总产量的３６．７％
［１］。蚕豆萎蔫病毒犅狉狅犪犱



２０１８

犫犲犪狀狑犻犾狋狏犻狉狌狊（ＢＢＷＶ）是危害蚕豆的主要病毒，

该病毒为豇豆花叶病毒科犆狅犿狅狏犻狉犻犱犪犲蚕豆病毒属

犉犪犫犪狏犻狉狌狊的典型种，其基因组由２条单链ＲＮＡ分子

组成，分别是６．０ｋｂ的ＲＮＡ１和３．６ｋｂ的ＲＮＡ２。

ＢＢＷＶ有２种血清型，依据血清型差异将其区分为

２个种，即ＢＢＷＶ１和ＢＢＷＶ２
［２］。

我国尚未见到ＢＢＷＶ１发生报道，而ＢＢＷＶ２

则普遍发生。ＢＢＷＶ２通过汁液摩擦或蚜虫以非持

久性方式传播，不仅能侵染豆类作物［３４］、蔬菜、烟

草、花卉和中草药［５７］，还能侵染葡萄等多种木本植

物，引起花叶、矮化、萎蔫和植株枯死，造成严重危

害［８］。周雪平等［９］测定了ＢＢＷＶ２中国分离物 （Ｂ９３５）

的全基因序列，并对其基因表达及蛋白功能进行了

深入分析。牛颜冰等［１０］对山西太谷范村蔬菜种植

基地的青椒病害进行调查，明确青椒病毒病病原为

ＢＢＷＶ２，并获得ＢＢＷＶ２青椒分离物（ＢＢＷＶ２Ｃａ）

的基因组全序列。王晓燕［１１］完成侵染一串红的ＢＢ

ＷＶ２分离物Ｓ４的分子鉴定和基因组测定，明确其

与已报道的ＢＢＷＶ２、辣椒分离物ＸＪＰ１１和番茄分

离物ＸＪ１４ ３ａ的序列差异。本研究对侵染安徽蚕

豆的病毒分离物ＢＢＷＶ２进行了鉴定，报道了ＢＢ

ＷＶ２安徽蚕豆分离物（ＢＢＷＶ２ＡＨ）的基因组全序

列，并与已报道的ＢＢＷＶ２分离物进行系统进化关

系分析，为研究ＢＢＷＶ２的基因遗传和变异提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

病毒病样：２０１６年３月，蚕豆病样采集于安徽

省长丰县岗集镇安徽省农业科学院岗集试验基地，

保存于－７０℃冰箱中备用。

主要试剂：ＭｉｎｉＢＥＳＴＰｌａｎｔＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ

Ｋｉｔ和ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲＫｉｔ购自

ＴａＫａＲａ公司，克隆载体ｐＵＣｍＴ和琼脂糖凝胶

ＤＮＡ回收试剂盒等购自上海生工生物工程有限公

司，蚕豆萎蔫病毒检测试剂盒（ＤＡＳＥＬＩＳＡ）购自美

国Ａｇｄｉａ公司。

引物：用于ＢＢＷＶ２ＡＨ全基因组序列扩增的

１０对引物（表１）参考牛颜冰等
［７］和 ＨａｅＲｙｕｎ

Ｋｗａ
［１２１３］的报道。引物委托生工生物工程（上海）股

份有限公司合成。

病毒ＲＮＡ：使用 ＭｉｎｉＢＥＳＴＰｌａｎｔＲＮＡＥｘ

ｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ提取１００ｍｇ蚕豆叶片的总ＲＮＡ，保存

于－８０℃备用。

表１　犅犅犠犞２犃犎基因组序列扩增引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犅犅犠犞２犃犎犵犲狀狅犿犲狊犲狇狌犲狀犮犲
引物Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列（５′３′）Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ 位置Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

ＢＢＷＶ２ＬＣＰＦ

ＢＢＷＶ２ＬＣＰＲ

ＧＧＣＴＴＧＡＴＧＧＡＧＧＡＡＧＡＴＧ

ＴＴＧＡＣＣＡＡＧＣＡＴＧＴＡＣＣＴＣ
１６１１－２８１２

ＲＮＡ１

ＢＢＷＶ２１１ｕ

ＢＢＷＶ２１１ｒ

ＢＢＷＶ２１２ｆ

ＢＢＷＶ２１２ｒ

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｆ２

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｒ２

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｆ３

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｒ３

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｆ４

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｒ４

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｆ５

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｒ５

ＡＡＡＣＡＡＡＣＡＧＣＴＴＴＣＧＴＴＣＣＧ

ＣＴＧＡＡＡＴＡＧＣＴＧＣＣＡＴＡＧＣＡＧ

ＴＴＴＧＣＡＧＣＧＴＧＧＡＴＧＣＣ

ＣＴＴＧＴＡＧＣＣＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＧＧ

ＳＧＣＡＧＡＴＴＧＧＴＴＡＴＳＷＧＡＲ

ＡＣＣＧＴＧＡＧＲＣＣＣＡＣＷＡＲ

ＭＧＲＣＧＡＡＧＲＣＡＣＧＣＡＧＴＲＲＴ

ＡＡＧＣＡＣＡＣＴＴＧＴＧＴＹＣＴＭＡＣＡＴ

ＣＡＡＡＧＴＧＡＴＲＴＫＣＣＴＡＡＹＣ

ＣＣＲＴＣＡＡＡＹＣＴＧＣＴＧＴＡＡ

ＣＧＳＣＴＷＧＡＴＣＧＴＧＧＴＣＣ

ＴＴＣＣＣＴＣＡＣＴＡＣＴＧＡＡＡＴＴＴＡＣＴＣ

１８－１０９８

８３０－１９０５

１５０９－２３８９

２１２５－３２０８

３０３９－４６００

４１９０－５９５６

ＲＮＡ２

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）１Ｆ

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）１Ｒ

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）２Ｆ

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）１ｄ

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）２ｕ

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）２ｒ

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）３ｕ

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）３ｄ

ＣＡＡＡＣＡＧＣＴＴＴＣＧＴＴＣＣＧＡＡ

ＡＡＧＣＣＡＴＣＴＧＣＣＡＣＣＡＡＴＴＣ

ＧＣＣＡＴＧＴＣＡＧＧＴＧＣＴＧＧＡ

ＣＧＣＡＴＲＧＴＹＴＣＹＧＴＲＧＣＷＧＡ

ＴＡＣＡＡＹＴＴＲＣＣＴＧＧＲＣＣＴＡＧＣ

ＣＡＴＧＴＴＣＣＣＡＡＣＣＴＴＴＴＣＡＡＴＧＴ

ＡＴＴＹＴＲＧＡＴＴＴＴＡＣＹＣＴＹＡＴＧＡＧ

ＡＧＧＴＣＡＴＧＧＡＡＣＣＣＡＴＴＴＴＡＡＴＧＧ

２１－９６７

８０２－１６８０

１３５４－２４４９

２３５３－３４８９
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４４卷第１期 严丹侃等：蚕豆萎蔫病毒２号安徽分离物全基因组序列测定与分析

１．２　方法

蚕豆萎蔫病毒检测试剂盒（ＤＡＳＥＬＩＳＡ）检测

参照说明书进行。

ＢＢＷＶ２ＡＨ全基因组序列的ＲＴＰＣＲ扩增：

以ＢＢＷＶ２ＡＨ侵染发病的蚕豆叶片组织总ＲＮＡ

为模板，按照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲＫｉｔ

说明书，以蚕豆萎蔫病毒外壳蛋白大亚基基因引物

和覆盖ＢＢＷＶ２全基因组序列的ＲＮＡ１的６对引物

和ＲＮＡ２的４对引物进行ＰＣＲ扩增（表１）。在１×

ＴＡＥ电泳缓冲液中，经１％琼脂糖电泳分离ＰＣＲ

产物。

ＢＢＷＶ２ＡＨ全基因组序列的克隆和测序：使

用ＵＮＩＱ１０柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒回收ＰＣＲ产

物并纯化，再与ｐＵＣｍＴ载体连接，转化入大肠杆

菌ＤＨ５α后培养，每个片段选取多个克隆进行鉴定，

将阳性克隆委托生工生物工程（上海）股份有限公司

测序，每个片段通过比对选择３个测序结果相同的

序列作为最终测序结果，拼接测序结果，获得ＢＢ

ＷＶ２ＡＨ全基因组序列。

ＢＢＷＶ２ＡＨ全基因组序列分析：从ＧｅｎＢａｎｋ

中获得ＢＢＷＶ２其他３９个分离物全基因组序列，以

同属的广藿香轻型花叶病毒犘犪狋犮犺狅狌犾犻犿犻犾犱犿狅狊犪犻犮

狏犻狉狌狊（ＰａｔＭＭＶ）
［１４１５］和蚕豆萎蔫病毒１号犅狉狅犪犱

犫犲犪狀狑犻犾狋狏犻狉狌狊１（ＢＢＷＶ１）
［１６］为外群，根据其基因

组ＲＮＡ１和ＲＮＡ２序列，使用ＤＮＡｓｔａｒ软件中的

ＭｅｇＡｌｉｇｎ进行开放阅读框及非编码区序列比对分

析，使用ＭＥＧＡ６．０
［１７］进行系统发育树分析，采用邻

位相接聚类分析法分别构建系统发育树，用１０００次

重复的自展检验评价系统发育树拓扑结构的可靠性。

２　结果与分析

２．１　蚕豆萎蔫病毒及其外壳蛋白大亚基基因（犔犆犘）

的检测

　　使用蚕豆萎蔫病毒检测试剂盒（ＤＡＳＥＬＩＳＡ）

对采集自安徽的蚕豆病株叶片和健康叶片进行检

测。病株叶片检测结果呈现黄色，为阳性，表明其中

含有蚕豆萎蔫病毒；而健康叶片检测结果为透明，为

阴性，表明不含蚕豆萎蔫病毒。使用ＢＢＷＶ２的外

壳蛋白大亚基基因（ｌａｒｇｅｃｏａｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＣＰ）引物

ＢＢＷＶ２ＬＣＰＦ和ＢＢＷＶ２ＬＣＰＲ从蚕豆病株叶片

中可扩增出约１２００ｂｐ的条带，而健康蚕豆叶片未

扩增出条带（图１），对扩增得到的条带进行克隆后

测序，序列比对结果显示为蚕豆萎蔫病毒２号外壳

蛋白大亚基基因（ＬＣＰ）。

图１　犅犅犠犞２特异性引物犚犜犘犆犚检测

犉犻犵．１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犅犅犠犞２狌狊犻狀犵狊狆犲犮犻犪犾狆狉犻犿犲狉狊犫狔犚犜犘犆犚

２．２　犅犅犠犞２犃犎基因组全序列的克隆与测定

２．２．１　ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ１的克隆

为明确ＢＢＷＶ２安徽分离物ＢＢＷＶ２ＡＨ的分

类地位，以提取的蚕豆病株叶片ＲＮＡ为模板，分别以

ＢＢＷＶ２１１ｕ／ＢＢＷＶ２１１ｒ、ＢＢＷＶ２１２ｆ／ＢＢＷＶ２１２ｒ、

ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｆ２／ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｒ２、ＢＢＷＶ２

（ＲＮＡ１）Ｆ３／ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｒ３、ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）

Ｆ４／ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｒ４和ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｆ５／ＢＢ

ＷＶ２（ＲＮＡ１）Ｒ５为引物进行ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ１

克隆。对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，分别得到大

小为１０８１、１０７６、８８１、１０８４、１５６２ｂｐ和１７６７ｂｐ的目的

片段（图２），测序后进行序列拼接，获得ＢＢＷＶ２

ＡＨＲＮＡ１全长为５９４４ｂｐ，含有１个ＯＲＦ，始于

２１６ｂｐ，终止于５８２８ｂｐ，编码１８７０个氨基酸。

图２　犅犅犠犞２犃犎犚犖犃１基因组６个片段的扩增结果

犉犻犵．２　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狊犻狓犳狉犪犵犿犲狀狋狊狅犳

犅犅犠犞２犃犎犚犖犃１犵犲狀狅犿犲

·９６·



２０１８

２．２．２　ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ２的克隆

以蚕豆病株叶片总ＲＮＡ为模板，分别以ＢＢＷＶ２

（ＲＮＡ２）１Ｆ／ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）１Ｒ、ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）

２Ｆ／ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）１ｄ、ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）２ｕ／ＢＢＷＶ２

（ＲＮＡ２）２ｒ和ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）３ｕ／ＢＢＷＶ２（ＲＮＡ２）３ｄ

为引物进行ＰＣＲ扩增。扩增产物经１％琼脂糖凝胶

电泳检测分别得到大小为９５１、８７５、１０９２ｂｐ和１１３６

ｂｐ的目的片段（图３），测序后序列拼接分析表明

ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ２全长３５８７ｂｐ，含有１个ＯＲＦ，

始于２０９ｂｐ，终止于３４０６ｂｐ，编码１０６５个氨基酸。

图３　犅犅犠犞２犃犎犚犖犃２全基因组４个片段的扩增结果

犉犻犵．３　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犳狅狌狉犳狉犪犵犿犲狀狋狊狅犳

犅犅犠犞２犃犎犚犖犃２犵犲狀狅犿犲

２．３　犅犅犠犞２犃犎分离物基因组序列分析

利用ＤＮＡＳｔａｒ软件对ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ１（ＫＹ６０６９９２）

全序列与来自韩国、中国、日本、新加坡和菲律宾的

３９个ＢＢＷＶ分离物进行核苷酸序列、氨基酸序列

同源性分析。ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ１与ＢＢＷＶ２其他

分离物核苷酸同源性为７８．４％～９６％，氨基酸同源

性为８７．１％～９９％。与来自中国湖南的分离物ＢＢ

ＷＶ２ＨｕｎａｎＲＮＡ１（ＫＪ７８９４０３．１）核苷酸、氨基酸同

源性均为最高；与外群ＰａｔＭＭＶＰｈｉｌｉｐｐｉｎｅｓ分离物

ＲＮＡ１（ＮＣ００３９７５）核苷酸、氨基酸同源性为８９．３％

和９５．７％；与ＢＢＷＶ１Ｂｅｎ分离物ＲＮＡ１（ＡＹ７８１１７１）

核苷酸、氨基酸同源性分别为６４．４％和６０．６％（表２）。

将ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ２（ＫＹ６０６９９３）与来自中

国、韩国、日本、新加坡和菲律宾的１８种分离物进行

核苷酸序列、氨基酸序列同源性分析。ＢＢＷＶ２ＡＨ

ＲＮＡ２与ＢＢＷＶ２其他分离物核苷酸同源性为７６．８％

～９５．５％、氨基酸同源性为８８．２％～９８．３％。与韩

国ＢＢＷＶ２ＲＰ４分离物ＲＮＡ２（ＪＸ１８３２２８．１）核苷

酸同源性最高、与中国分离物ＢＢＷＶ２Ｂ９３５ＲＮＡ２

（ＡＪ１３２８４４）和韩国分离物 ＢＢＷＶ２ＲＰ５ＲＮＡ２

（ＪＸ１８３２３０．１）氨基酸同源性最高；与外群ＰａｔＭ

ＭＶＰｈｉｌｉｐｐｉｎｅｓ分离物的ＲＮＡ２（ＮＣ００３９７４）核苷

酸、氨基酸同源性为８３．９％和９１．９％；与ＢＢＷＶ１

Ｂｅｎ分离物ＲＮＡ２（ＡＹ７８１１７２）的核苷酸、氨基酸同

源性分别为５６．２％和５８．３％（表２）。

表２　犅犅犠犞２犃犎与其他相关分离物核苷酸和氨基酸序列相似性比对

犜犪犫犾犲２　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲犻犱犲狀狋犻狋犻犲狊犫犲狋狑犲犲狀犅犅犠犞２犃犎犪狀犱狅狋犺犲狉狉犲犾犪狋犲犱犻狊狅犾犪狋犲狊

分离物

Ｉｓｏｌａｔｅ

寄主

Ｈｏｓｔ

国家

Ｃｏｕｎｔｒｙ

ＲＮＡ１登录号

ＲＮＡ１

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

核苷酸同源性／％

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｉｄｅｎｔｉｔｙ

氨基酸同源性／％

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

ｉｄｅｎｔｉｔｙ

ＲＮＡ２登录号

ＲＮＡ２

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

核苷酸同源性／％

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｉｄｅｎｔｉｔｙ

氨基酸同源性／％

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

ｉｄｅｎｔｉｔｙ

ＭＢ７ 犞犻犮犻犪犳犪犫犪 日本 ＡＢ０１３６１５ ８９．３ ９５．５ ＡＢ０１３６１６ ８３．６ ９４．８

ＩＰ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 日本 ＡＢ０２３４８４ ７８．７ ８７．８ ＡＢ０１８６９８ ７９．７ ９０．６

ＩＡ 犌犲狀狋犻犪狀犪ｓｐｐ． 日本 ＡＢ０５１３８６ ８８．２ ９４．６ ＡＢ０３２４０３ ８４．４ ９４．１

Ｋ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 韩国 ＡＦ１４４２３４ ９１．９ ９０．６ ＡＦ１０４３３５ ８３．４ ９５．０

Ｂ９３５ 犞犻犮犻犪犳犪犫犪 中国 ＡＦ１４９４２５ ８６．３ ９４．５ ＡＪ１３２８４４ ９１．３ ９８．３

ＸＪ１４３ 犔狔犮狅狆犲狉狊犻犮狅狀犲狊犮狌犾犲狀狋狌犿 中国 ＦＮ９８５１６４ ９４．１ ９８．５ ＨＱ２８３３８９ ８３．４ ９３．２

ＲＰ１ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 韩国 ＪＸ１８３２２１．１ ７８．８ ８７．８ ＪＸ１８３２２２．１ ９４．４ ９７．９

ＲＰ２ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 韩国 ＪＸ１８３２２３．１ ７８．８ ８７．８ ＪＸ１８３２２４．１ ９３．８ ９７．６

ＲＰ３ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 韩国 ＪＸ１８３２２５．１ ９４．２ ９８．１ ＪＸ１８３２２６．１ ９５．３ ９７．６

ＲＰ４ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 韩国 ＪＸ１８３２２７．１ ７８．７ ８７．９ ＪＸ１８３２２８．１ ９５．５ ９８．０

ＲＰ５ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 韩国 ＪＸ１８３２２９．１ ７９．１ ８８．０ ＪＸ１８３２３０．１ ９４．９ ９８．３

ＲＰ６ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 韩国 ＪＸ１８３２３１．１ ７９．０ ８７．９ ＪＸ１８３２３２．１ ９５．３ ９８．１

ＲＰ７ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 韩国 ＪＸ１８３２３３．１ ７９．０ ８７．９ ＪＸ１８３２３４．１ ７９．３ ９０．５

ＢＢ２ 犞犻犮犻犪犳犪犫犪 韩国 ＫＣ６２５４９２ ７９．０ ８８．０ ＫＣ６２５５０６ ８０．０ ９０．９

ＢＢ５ 犞犻犮犻犪犳犪犫犪 韩国 ＫＣ６２５４９３ ９３．９ ９８．３ ＫＣ６２５５０７ ９２．８ ９７．７

ＢＢ９ 犞犻犮犻犪犳犪犫犪 韩国 ＫＣ６２５４９４ ７８．５ ８７．８ ＫＣ６２５５０８ ９５．３ ９８．１

ＧＰ２ 犆．犪狀狀狌狌犿ｖａｒ．犵狌犾狅狊狌犿 韩国 ＫＣ６２５４９５ ７８．９ ８８．０ ＫＣ６２５５０９ ９４．５ ９８．１

ＧＰ４ 犆．犪狀狀狌狌犿ｖａｒ．犵狌犾狅狊狌犿 韩国 ＫＣ６２５４９６ ７８．９ ８８．１ ＫＣ６２５５１０ ９４．５ ９８．１

ＧＰ５ 犆．犪狀狀狌狌犿ｖａｒ．犵狌犾狅狊狌犿 韩国 ＫＣ６２５４９７ ７８．９ ８８．１ ＫＣ６２５５１１ ９４．４ ９８．０

Ｐ２ 犘犻狊狌犿狊犪狋犻狏狌犿 韩国 ＫＣ６２５４９８ ９４．０ ９８．２ ＫＣ６２５５１２ ９３．３ ９８．０

Ｐ３ 犘犻狊狌犿狊犪狋犻狏狌犿 韩国 ＫＣ６２５４９９ ９３．９ ９８．１ ＫＣ６２５５１３ ９３．３ ９８．１

ＰＡＰ１ 犆．犪狀狀狌狌犿ｖａｒ．犵狌犾狅狊狌犿 韩国 ＫＣ６２５５００ ７８．９ ８８．２ ＫＣ６３４０１０ ９３．１ ９７．９

ＰＡＰ２ 犆．犪狀狀狌狌犿ｖａｒ．犵狌犾狅狊狌犿 韩国 ＫＣ６２５５０１ ７９．１ ８７．９ ＫＣ６２５５１４ ９３．０ ９７．７
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续表２　犜犪犫犾犲２（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

分离物

Ｉｓｏｌａｔｅ

寄主

Ｈｏｓｔ

国家

Ｃｏｕｎｔｒｙ

ＲＮＡ１登录号

ＲＮＡ１

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

核苷酸同源性／％

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｉｄｅｎｔｉｔｙ

氨基酸同源性／％

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

ｉｄｅｎｔｉｔｙ

ＲＮＡ２登录号

ＲＮＡ２

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

核苷酸同源性／％

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｉｄｅｎｔｉｔｙ

氨基酸同源性／％

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

ｉｄｅｎｔｉｔｙ

ＰＡＰ３ 犆．犪狀狀狌狌犿ｖａｒ．犵狌犾狅狊狌犿 韩国 ＫＣ６２５５０２ ７９．０ ８８．３ ＫＣ６２５５１５ ９２．９ ９８．１

ＳＰ１ 犛狆犻狀犪犮犻犪狅犾犲狉犪犮犲犪 韩国 ＫＣ６２５５０３ ７８．７ ８８．１ ＫＣ６２５５１６ ９４．５ ９８．１

ＳＰ２ 犛狆犻狀犪犮犻犪狅犾犲狉犪犮犲犪 韩国 ＫＣ６２５５０４ ７８．７ ８８．１ ＫＣ６２５５１７ ９４．４ ９８．０

ＳＰ 犛狆犻狀犪犮犻犪狅犾犲狉犪犮犲犪 韩国 ＫＣ６２５５０５ ７８．８ ８８．１ ＫＣ６２５５１８ ９３．３ ９８．０

ＸＪＰ１１ Ｔｏｍａｔｏ 中国 ＫＣ７９０２２５．１ ８８．５ ９５．７ ＨＱ２８３３９０．１ ８１．６ ９１．０

Ｃａ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 中国 ＫＦ４９８６９６ ９２．８ ９６．９ ＫＦ４９８６９７ ８１．３ ９１．９

ＳＧ１ 犇犻狅狊犮狅狉犲犪狅狆狆狅狊犻狋犪 中国 ＫＪ７８９１３６．１ ８７．９ ９４．８ ＫＪ７８９１３７．１ ８４．１ ９３．０

ｈｕｎａｎ Ｃｈｉｌｌｉ 中国 ＫＪ７８９４０３．１ ９６．０ ９９．０ ＫＪ８２５８５７ ８４．３ ９３．２

ＬＳ２ 犔犲狅狀狌狉狌狊狊犻犫犻狉犻犮狌狊 韩国 ＫＭ０７６６４８ ８８．９ ９３．１ ＫＭ０７６６４９．１ ８０．０ ９１．３

ＤＯ 犇犻狅狊犮狅狉犲犪狅狆狆狅狊犻狋犪 韩国 ＫＴ２４６４９５ ８８．０ ９４．８ ＫＴ２４６４９６ ９４．２ ９２．８

ＲＰ１ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 韩国 ＫＴ３８００２２．１ ７８．８ ８７．８ ＫＴ３８００２３．１ ８４．７ ９７．５

ＢＢＷＶＢＲＩ 犇犻狅狊犮狅狉犲犪狅狆狆狅狊犻狋犻犳狅犾犻犪 韩国 ＫＵ６４１５６５．１ ８８．２ ９５．０ ＫＵ３０９３１４．１ ８４．４ ９３．０

ＳＮ 犌狔狀狌狉犪狆狉狅犮狌犿犫犲狀狊 韩国 ＫＸ６８６５８９．１ ８９．０ ９５．２ ＫＸ６８６５９０．１ ８４．２ ９４．２

ＭＥ 犕犲犵犪狊犽犲狆犪狊犿犪犲狉狔狋犺狉狅犮犺犾犪犿狔狊 新加坡 ＮＣ００３００３ ７８．４ ８７．１ ＮＣ００３００４ ７６．８ ８８．２

ＰａｔＭＭＶａ 犘狅犵狅狊狋犲犿狅狀狆犪狋犮犺狅狌犾犻 日本 ＮＣ００３９７５ ８９．３ ９５．７ ＮＣ００３９７４ ８３．９ ９１．９

ＢＢＷＶ１ 犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 西班牙 ＡＹ７８１１７１ ６４．４ ６０．６ ＡＹ７８１１７２ ５６．２ ５８．３

图４　基于犅犅犠犞２犃犎犚犖犃１全长基因组序列的犅犅犠犞２分离物系统进化关系

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狊狅犳犅犅犠犞２犃犎犚犖犃１狑犻狋犺狅狋犺犲狉犻狊狅犾犪狋犲狊犫犪狊犲犱狅狀犵犲狀狅犿犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊
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２．４　犅犅犠犞２犃犎与其他分离物系统进化分析

为研究ＢＢＷＶ２ＡＨ的起源与进化关系，以同

属的ＢＢＷＶ１Ｂｅｎ和ＰａｔＭＭＶＰｈｉｌｉｐｐｉｎｅｓ为外群，

分别构建该分离物与已报道的ＢＢＷＶ２分离物的

ＲＮＡ１和ＲＮＡ２核苷酸序列系统进化树（图４～５）。

从进化树上可以看出，ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ１与中国

的ＢＢＷＶ２Ｈｕｎａｎ的亲缘关系最近，并与中国的分

离物ＢＢＷＶ２Ｂ９３５、ＢＢＷＶ２ＳＧ１、ＢＢＷＶ２ＸＪＰ１１、

ＢＢＷＶ２Ｃａ和ＢＢＷＶ２ＸＪ１４ ３，韩国的分离物ＢＢ

ＷＶ２ＬＳ２、ＢＢＷＶ２ＤＯ、ＢＢＷＶ２ＢＢＷＶＢＲＩ、ＢＢ

ＷＶ２ＳＮ、ＢＢＷＶ２Ｋ、ＢＢＷＶ２ＲＰ３、ＢＢＷＶ２ＢＢ５、

ＢＢＷＶ２Ｐ２、ＢＢＷＶ２Ｐ３和日本的分离物ＢＢＷＶ２

ＭＢ７、ＢＢＷＶ２ＩＡ聚集成一个大支。而韩国的其他

分离物和新加坡的ＢＢＷＶ２ＭＥ分离物成一大支。

以上两支与西班牙的ＢＢＷＶ１Ｂｅｎ分离物亲缘关系

较远（图４）。

图５　基于犅犅犠犞２犃犎犚犖犃２全长基因组序列的犅犅犠犞２分离物系统进化关系

犉犻犵．５　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狊狅犳犅犅犠犞２犃犎犚犖犃２狑犻狋犺狅狋犺犲狉犻狊狅犾犪狋犲狊犫犪狊犲犱狅狀犵犲狀狅犿犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

　　从构建的ＢＢＷＶ２ＲＮＡ２系统进化树（图５）可

以看出ＢＢＷＶ２ＡＨ 分离物与韩国的分离物ＢＢ

ＷＶ２ＲＰ１（ＪＸ１８３２２２）、ＢＢＷＶ２ＲＰ１（ＫＴ３８００２３）、

ＢＢＷＶ２ＲＰ２、ＢＢＷＶ２ＧＰ２、ＢＢＷＶ２ＧＰ４、ＢＢ

ＷＶ２ＧＰ５、ＢＢＷＶ２ＲＰ５、ＢＢＷＶ２ＳＰ１、ＢＢＷＶ２

ＳＰ２、ＢＢＷＶ２ＲＰ６、ＢＢＷＶ２ＢＢ９、ＢＢＷＶ２ＲＰ３、ＢＢ

ＷＶ２ＲＰ４、ＢＢＷＶ２ＢＢ５、ＢＢＷＶ２ＰＡＰ３、ＢＢＷＶ２

ＰＡＰ２、ＢＢＷＶ２ＰＡＰ１、ＢＢＷＶ２Ｐ２、ＢＢＷＶ２Ｐ３、

ＢＢＷＶ２ＳＰ以及中国的分离物ＢＢＷＶ２Ｂ９３５形成

一个独立分支，亲缘关系最近。该分支再与韩国的

分离物ＢＢＷＶ２Ｋ、ＢＢＷＶ２ＳＮ、ＢＢＷＶ２ＤＯ、ＢＢ

ＷＶ２ＢＢＷＶＢＲＩ，中国的分离物ＢＢＷＶ２ＸＪ１４ ３、
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ＢＢＷＶ２Ｈｕｎａｎ、ＢＢＷＶ２ＳＧ１和日本的分离物ＢＢ

ＷＶ２ＩＡ、ＢＢＷＶ２ＭＢ７形成一个大支。其他的分

离物形成另一大支，与ＢＢＷＶ２ＡＨ亲缘关系相对

较远。以上两个分支均与西班牙的ＢＢＷＶ１Ｂｅｎ分

离物亲缘关系最远。

３　讨论

ＢＢＷＶ２寄主范围广，在蚕豆、辣椒、番茄等上

均有发生，是我国豆科作物和一些重要蔬菜作物上

的主要病毒病。蚕豆被病毒侵染后往往出现花叶、

矮化、萎蔫直至枯死等症状，导致生长受阻，产量和

品质下降。作者通过酶联免疫和外壳蛋白大亚基基

因的ＲＴＰＣＲ法对田间具有明显矮缩、萎蔫症状的

蚕豆进行了检测，发现了蚕豆萎蔫病毒２号存在，并

克隆、测定了ＢＢＷＶ２安徽分离物（ＢＢＷＶ２ＡＨ）全

基因组序列。

为进一步明确ＢＢＷＶ２ＡＨ的分类地位和系统

发育关系，将ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ１与３９个不同来源

的ＢＢＷＶ２进行核苷酸序列、氨基酸序列同源性比

较分析。结果表明，我们从蚕豆上鉴定的ＢＢＷＶ２

ＡＨ分离物的ＲＮＡ１与湖南的辣椒分离物ＢＢＷＶ２

Ｈｕｎａｎ核苷酸、氨基酸同源性均为最高，而ＲＮＡ２

则与韩国辣椒分离物ＢＢＷＶ２ＲＰ４的核苷酸同源性

最高、与中国蚕豆分离物ＢＢＷＶ２Ｂ９３５和韩国辣椒

分离物ＢＢＷＶ２ＲＰ５的氨基酸同源性最高。进一步

将获得的安徽分离物ＢＢＷＶ２ＡＨ全基因组序列和

３９个蚕豆病毒属分离物进行系统发育分析，发现

ＢＢＷＶ２ＡＨ ＲＮＡ１ 与 中 国 的 ＢＢＷＶ２Ｈｕｎａｎ

ＲＮＡ１的亲缘关系最近，而ＢＢＷＶ２ＡＨＲＮＡ２与

韩国的多个分离物聚集在一起，再与中国的分离物

ＢＢＷＶ２Ｂ９３５形成一个分支，与序列同源性分析结

果基本一致。ＢＢＷＶ分离物ＲＮＡ１和ＲＮＡ２在系

统进化关系及聚类分析中表现的差异是否与该病毒

在田间容易通过蚜虫在不同种类的寄主植物间传播

相关？该病毒在长期的进化过程中是否通过重组或

重排以适应多种不同寄主植物并扩展其寄主范围等

问题还需要进一步研究。

本研究测定了ＢＢＷＶ２安徽分离物（ＢＢＷＶ２

ＡＨ）全基因组序列，分析了其与已报道的ＢＢＷＶ２其

他分离物的序列差异和系统发育关系，发现了ＢＢ

ＷＶ２ＲＮＡ１和ＲＮＡ２与其他分离物聚类分析时的差

异，为揭示该病毒的基因组进化方式提供了信息。
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