
第31卷 第6期

2012年 12月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.31 No.6

Dec.2012,704~709

菊花上 2 种病毒的检测
及其部分外壳蛋白基因序列分析
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摘要 采集昆明地区花卉基地和公园的269份菊花样品,调查并分析侵染菊花的番茄不孕病毒(Tomato
aspermyvirus,TAV)和菊花B病毒(ChrysanthemumvirusB,CVB)的发病状况。ELISA和RT-PCR检测结果

表明,TAV和CVB在菊花植株上的发病率分别为4.62%和16.70%。对3个TAV分离物和8个CVB分离物

的外壳蛋白(coatprotein,CP)基因的部分序列进行测定,并分别与GenBank登录的TAV和CVB序列进行比

对和系统进化分析,结果显示各TAV分离物的CP基因核苷酸序列同源性为85.04%~98.02%。在系统进化

树中聚集的2个簇中,昆明分离物都在同一簇。CVB的CP基因存在较明显的序列变异,核苷酸序列同源性为

75.09%~84.99%,在系统进化树中聚为3个簇,昆明分离物均集中在同一簇。
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  菊花是中国的传统名花,在全世界都广泛栽培,
具有很高的经济价值。侵染菊花的病毒有20多种,
在中国已报道的有8种,其中番茄不孕病毒(To-
matoapermyvirus,TAV)和菊花B病毒(Chrys-
anthemumvirusB,CVB)发病最普遍[1-4]。这2种

病毒都可以通过蚜虫传播,在菊花上能引起黄色花

叶、沿脉变色、花朵变形等症状,导致菊花品质下降

和品种退化,对菊花的生产和贸易造成严重威胁。

TAV属黄瓜花叶病毒属(Cucumovirus),病毒

粒子为球形,直径约30nm。其基因组由3条正单

链RNA组成,可表达产生5个蛋白产物[5]。TAV
的寄主范围广,人工接种可侵染24科100多种植

物,在世界种植菊花的国家均有分布。TAV侵染菊

花后呈现系统花叶、病叶扭曲、花色不正常等症

状[6]。1986年舒秀珍等[7]首次在中国的菊花上分

离到TAV。

CVB属香石竹潜隐病毒属(Carlavirus),病毒

粒子为曲折的杆状,大小为680nm×12nm,其基

因组为1条8.0~8.5kb的正单链RNA,具有6个

开放阅读框[8]。CVB可侵染多种菊科植物,染病后

表现隐症、花叶或坏死斑等多种症状,人工接种能够

侵染克利夫兰烟、心叶烟、黄花烟、碧冬茄和蚕豆

等[9]。1950年在美国首先发现和报道了CVB,但实

际上该病的发生和传播却早得多[10]。此病在国内

外的分布都很普遍,中国的北京、内蒙古、上海、福
建、云南和台湾等地都有发生。

目前,TAV和CVB在中国的云南、福建、北京

和台湾等地都有分布。笔者对昆明地区菊花植株上

这2种病毒病的发生情况进行了调查,并首次对其

分离物的分子变异进行了分析,旨在为研究2种病

毒的侵染规律和系统发育提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 样品采集与保存

2010-2011年间在位于云南省昆明市的嵩明

虹华花卉公司、昆明大观公园、黑龙潭公园和昆明植

物园采集类似病毒症状的菊花病样269份。一部分

于4℃冰箱短期保存,另一部分于-80℃超低温

冰箱长期保存,剩余部分用于培养观察症状变化。
1.2 引物设计

用DNAMAN 软件比 对 GenBank已 发 布 的

TAV和CVB外壳蛋白(CP)的编码序列,选择保守

区域设计引物。TAV 的上游引物 TAV1F为5′-
TCGACCGACTAGAACTGAGAAG-3′,下游引物
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TAV2R 为 5′-CAGCACCGACATTAGACATGT-
3′,扩 增 产 物 大 小 为301bp。CVB 的 上 游 引 物

CVB12F 为 5′-AGTGCAGCCTTGGTTCCTTGT-
3′,下游引物 CVB13R为5′-GTGCCGGTTTGG-
GAGGCAT-3′,扩增产物大小为345bp。
1.3 DAS-ELISA 检测

采用TAV和CVB的DAS-ELISA试剂盒(美
国Agdia公司),参照试剂盒使用说明书进行检测。
1.4 RNA 提取

取0.1g待检样品用液氮研磨成粉末状,移入

灭菌的1.5mL离心管中加入1mL的Trizol试剂,
震荡摇匀,室温静置5min。加入200μL氯仿充分

混匀,室温静置5min。4℃、12000r/min离心10
min,吸取上清液加等体积异丙醇,颠倒混匀,室温

下保持15min。4℃、12000r/min离心15min,
弃上清液,用70%的乙醇洗涤沉淀。4℃、12000
r/min离心5min,弃去乙醇,室温下沉淀,充分干燥

后溶于20μLDEPC处理的水中。
1.5 RT-PCR 检测

用20μmolOligod(T)18引物和20μmol随机

引物。取病毒 RNA5μL并加入20μmolOligo
d(T)18引物和20μmol随机引物各1μL,混匀后

70℃热变性5min,迅速置于冰上冷却,然后加入

5mmoldNTP2μL、5×M-MLV反转录酶缓冲液

6μL、40U/μLRNase抑制剂0.5μL和200U/μL
M-MLV 反 转 录 酶 0.5μL(TaKaRa公 司),用

DEPC处理的H2O补足体积至30μL。经过30℃
30min,42℃30min,72℃15min的反转录反

应,合成第一条cDNA链。
取反转录反应产物2μL,加入10×TaqDNA

聚合酶缓冲液2μL、5mmoldNTP0.5μL、10

μmol上、下游引物各0.5μL和TaqDNA聚合酶

(5U/μL)0.2μL(天根公司),用灭菌超纯水补足体

积至20μL。反应条件:94℃5min;94℃30s,

52℃30s,72℃1min,35个循环;72℃10min。
反应结束后取5μLPCR产物进行1%琼脂糖电泳。
1.6 序列测定和分析

将扩增的PCR产物送至上海生工生物工程公

司进行测序,用DNAMAN软件和 MEGA5.04软

件对测序结果进行分析。系统进化树用Neighbor-
Joining方法构建,1000bootstrapreplicates验证分

枝,根据遗传距离和bootstrap检验值进行分组。

2 结果与分析

2.1 DAS-ELISA 结果

在昆明市主要菊花生产企业嵩明虹华花卉公司

和3个大型公园共采集黄色花叶、沿脉褪绿和枯斑

等症状的菊花样品269份进行DAS-ELISA检测,
其中TAV检测为阳性的样品3份,全部来自昆明

大观公园,发病率为4.62%;CVB检测为阳性的样

品8份,编号为1、8、12、13、16、19、42、43,全部来自

嵩明虹华花卉公司,发病率为16.70%。
2.2 RT-PCR 检测

用TAV1F/2R和CVB12F/13R进行RT-PCR
检测。电泳结果显示,供试样品中3份样品为TAV
阳性,8份样品为CVB阳性(图1),与DAS-ELISA
检测结果一致。

  M.DL2000marker(2000、1000、750、500、250、100

bp);1.TAV阳性对照 TAVpositive;2.TAV阳性样品

TAVpositivesample;3.阴 性 对 照 Healthysample;

4.CVB阳性对照 CVBpositive;5.CVB阳性样品 CVB

positivesample;6.阴性对照 Healthysample.

图1 TAV和CVB的RT-PCR检测产物电泳图

Fig.1 RT-PCRdetectionofTAVandCVB

2.3 TAV 分离物序列的测定

对3 个 TAV 阳 性 样 品 (TAV5、TAV7 和

TAV39)的PCR产物进行序列测定,结果显示来自

3个样品的RT-PCR产物大小均为301bp,同源性

高达96.03%~98.68%。将所获序列与已发布的

28条TAV分离物的CP序列进行比对,同源性为

85.04%~98.02%,表明3个扩增产物是TAV的

部分CP核苷酸序列。这3个分离物分别与印度分

离物(AJ550020)、西 班 牙 分 离 物(AJ277268)和

TAV7的相似性最高,为98.01%~100.00%,与北

京分离物(EU442883)的同源性分别为97.68%~
98.43%。这3个TAV分离物和已报道分离物在基

于CP基因核苷酸序列的系统进化树中聚为2个簇
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(Ⅰ 和 Ⅱ)(图 2)。印 度 分 离 物 中 AJ968727 和

AM055592形成簇Ⅱ,4个中国分离物与其他亚洲、
欧洲、澳大利亚和美国分离物分化为簇Ⅰ,表明分离

物的分化与其地理分布无显著关系。

  线条长度表示遗传距离的长度,数字代表bootstrap验证值,圆形表示昆明分离物,方形表示北京分离物。Ⅰ表示不同地

域的分离物形成的簇,Ⅱ表示部分印度分离物形成的簇。Thelinelengthindicatesthegeneticdistance,numbersshowthe

bootstrapvalue.CircleindicatesisolatesofKunming,squareindicatesisolatesofBeijing.Isolatesfromdifferentareasbuiltup

clusterⅠ,thepartialindianisolatesbuiltupclusterⅡ.

图2 TAVCP核酸序列的系统进化树

Fig.2 PhylogenetictreeofCPnucleicacidsequencesof31TAVisolates

2.4 CVB 分离物序列的测定

对8个CVB阳性样品(编号为1、8、12、13、16、

19、42、43)的PCR产物进行序列测定,结果显示这

8条序列大小均为345bp,同源性为80.05%~
90.56%。其中CVB1、CVB42和CVB43序列的同源

性为100.00%,CVB13、CVB16和CVB19的序列同

源性较高,为96.63%;CVB12与其他昆明分离物

的同源性较低(85.75%),与已报道的35条该病毒

对应序列同源性为75.09%~84.99%。序列比对

结果显示这段序列两端1~19nt和251~345nt区

域保守型较高,同源性分别达97.85%和89.89%,
而中间20~42nt和143~170nt区域序列差异较

大,同源性仅为70.45%和75.07%(图3)。
系统进化树分析结果显示43条序列分为3簇,

与Singh等[11]的分析结果相似(图4)。这8条昆明

分离物的序列与北京分离物序列都分布在簇Ⅱ。
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图3 昆明分离物与不同地域CVBCP核苷酸序列同源性比较

Fig.3 ComparisonforCVBnucleicacidsequenceshomologyindifferentareas
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  线条长度表示遗传距离的长度,数字代表bootstrap验证值,圆形表示昆明分离物,方形表示北京分离物。Ⅰ表示系统进

化树形成的簇,Ⅱ表示昆明分离物和其他分离物形成的簇,Ⅲ 表示部分印度分离物形成的簇。Thelinelengthindicatesthe

geneticdistance,numbersshowthebootstrapvalue.CircleindicatesisolatesofKunming.SquareindicatesisolatesofBeijing.

IsolatesfromdifferentareasbuiltupclusterⅠ,IsolatesofKunmingandothersbuiltupclusterⅡ,thepartialindianisolates

builtupclusterⅢ.

图4 CVBCP核酸序列的系统进化树

Fig.4 PhylogenetictreeofCPnucleicacidsequencesof43CVBisolates

3 讨 论

本试验结果表明,田间病株症状为黄色花叶、沿
脉褪绿和枯斑,与已报道的症状一致[9]。2002年,
昆明地区菊花植株上TAV和CVB的发病率分别

是33%和53%[4],由本试验结果可知,2种病毒病

的发病率分别降至4.62%和16.70%,这表明2种

病毒病害的发生和危害都显著降低,已从主要病害

下降为次要病害。笔者首次对昆明地区 TAV 和

CVB的分子变异情况进行了分析。系统发育进化

树分析结果显示,尽管 TAV和CVB2种病毒CP
序列的分子变异与地理位置无明显相关性,但2种

病毒表现出完全不同的进化特点。TAV各分离物

间同 源 性 较 高,达 到98.68%。TAV 与 同 属 的

CMV之间存在基因重组和交叉保护现象[11]。目前

对TAV的BJ株系已完成了基因组的测定[12],但其

基因组功能、基因重组和致病机制还需进一步研究。

CVB的CP序列则存在高度变异区域(20~42nt和
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143~170nt区域),昆明8个分离物都来自同一公

司的苗圃,在这一区域也存在变异。此外,Singh
等[9]报道CVB印度分离物UA2的CP序列来自于

重组。这些都表明CVB具有很强的进化能力,而这

些变异是否引起病毒致病力的变化尚无相关报道。
在系统进化分析中,昆明分离物和北京分离物与

UA2分别属于不同的簇中,没有发现具备相同的重

组序列,也尚未发现有类似的重组现象发生。CVB
的变异中是否存在重组现象还需进一步研究。
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Detectionandsequenceanalysisofpartialcoatproteingene
fromtwovirusesinchrysanthemum
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  Abstract Tomotoaspermyvirus(TAV)andChrysanthemumvirusB (CVB)weredetectedafter
samplesofchrysanthemumshowingnoticeablesymptomofvirusdiseaseaswerecollectedatflowerbases
andparksinKunmingin2011.OnthebasisofELISAtestandRT-PCRdetection,theresultedinci-
dencesoftheTAVandCVBwere4.62%and16.70%respectively.Partialcoatprotein(CP)genein
3isolatesofTAVand8isolatesofCVBweresequeced.Thesequencingresultsindicatethehomology
betweenthe3TAVisolatesinKunmingandother28accessedisolatesinGenBankis85.04%-98.02%.
Theseisolateswerebuiltupintwoclustersinthephylogenetictree,andtheTAVisolatesinKunming
werebuiltupinthesamecluster.However,acomparisonbetweenthe8isolatesofCVBinKunmingand
theotherknown35isolatesinGenBankindicatestheirhomologyis75.09%-84.99%.Theseisolates
werebuiltupinthreeclustersinthephylogenetictree,andtheCVBisolatesinKunmingwerebuiltup
inthesamecluster.

Keywords chrysanthemum;Tomatoaspermyvirus (TAV);ChrysanthemumvirusB (CVB);

coatproteingene;phylogenyanalysis
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