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摘 要 旨在研究草莓斑驳病毒(SMoV)在山西省的分布、结构变异及遗传多样性。从山西省7个主要草莓

种植区随机采取159份草莓叶片进行RT-PCR病毒检测,结合在线数据库,使用MEGA5构建系统发育树,采
用SDTv

 

1.2软件进行序列相似性分析,运用DnaSP
 

v5.10软件分析cp 基因的遗传多样性,采用RDP
 

v.4.31
 

 

软件检测SMoV中的重组事件。RT-PCR检测后发现,从山西省各地区收集的159份草莓叶片中有65份样

品呈阳性,检出率为38.46%。这些阳性样品经过分离、测序、克隆,获得16个SMoV分离物。结合在线的19
个SMoV分离物系统进化树分析显示,35个SMoV分离物被分成两组,组1包含28个分离物,均来自中国;

组2包含7个分离物,分别来自加拿大、日本和美国。经选择压分析和中性检验,组1和组2
 

SMoV分离物之

间存在显著的遗传差异,且中性检验均为负值,SMoV种群呈扩张状态。序列相似性分析表明,35株分离物

的核苷酸同一性为81.34%~100%,氨基酸的一致性为94.77%~100%,呈现出较高的相似性。可见:SMoV
存在较高的遗传变异,负选择压力可能是导致SMoV遗传多样性的原因。
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  草莓(Fragaria
 

ananasa
 

Duch.)隶属蔷薇科

草莓属,为多年生草本植物,其果实被称为“水果

皇后”[1-3]。草莓含有多种维生素、胡萝卜素、果胶

和丰富的膳食纤维,具有较高的营养价值。同时,
 

草莓还具有较高的经济价值,可以制作成各种食

品,例如冻干草莓,草莓果酱等。草莓在全世界约

有24个种,集中分布在欧洲、美洲、亚洲[4-5]。其

中,中国有13个野生草莓资源[6-7],主要分布在西

北、西南、东北及中部地区。山西作为中国草莓主

产区之一,广泛分布在晋中、临汾、太原等地[8]。
草莓是中国重要的经济作物,但近年来由于病毒

侵染,导致草莓产量下降,经济损失巨大,阻碍了

草莓产业的发展。据报道,世界上的草莓病毒有

30多 种,中 国 的 草 莓 病 毒 有:草 莓 斑 驳 病 毒

(Strawberry
 

mottle
 

virus,SMoV)、草莓皱缩病

毒(Strawberry
 

mild
 

crinkle
 

virus,SCV)、草莓

镶脉病毒(Strawberry
 

vein
 

boder
 

virus,SVBV)、

草莓 轻 型 黄 边 病 毒(Strawberry
 

mild
 

yellow
 

edge
 

virus,SMTEV)等[9]。草莓被病毒感染后

的症状表现为果实小,植株矮化,生产不良,果实

变少,品质差,甚至不结果[10]。草莓斑驳病毒属

伴生豇豆病毒科(Secoviridae)、Sadwavirus
 

病

毒属,病毒粒子为球形,直径
 

28~30
 

nm,存在于

叶表 皮、韧 皮 部 和 薄 壁 细 胞 中。在 1938 年,

SMoV首次在英格兰凤梨草莓上发现,目前已经

广泛分布于世界各地各种品种草莓上。SMoV主

要通 过 蚜 虫 进 行 传 播,棉 蚜 (Aphis
 

gossypii
  

Glover)、桃蚜(Myzus
 

persicae)等是其主要传播

介体,不 能 通 过 种 子 进 行 传 播[11]。草 莓 感 染
 

SMoV后主要表现为叶片褪绿或黄边、植株矮化、
果小而少[12]。SMoV 基因组含有2条正单链

RNAs
 

(RNA1和 RNA2),其中 RNA1全长为
 

 

7
 

008~7
 

043
 

nt,RNA2全长为5
 

619~6
 

340
 

nt。

RNA1和RNA2均含有1个ORF,分别编码多聚



蛋白P1和P2[13]。SMoV已经成为威胁中国草

莓的主要病害之一,系统对其开展研究是草莓安

全生产迫切需求。本研究于2019、2020年在山西

省7个地区,随机采集159份草莓样品,对SMoV
进行RT-PCR检测,克隆外壳蛋白基因,运用生

物信息学方法对获得的SMoV序列与其相似序

列进行系统发育分析和遗传多样性分析,以期为

有效防控草莓病毒病害提供借鉴。

1 材料与方法

1.1 材
  

料

2019年和2020年在山西省晋中市、临汾市、
太原市、运城市、忻州市、朔州市、大同市分别采集

159份新鲜的草莓叶片,保存在冰盒内,并于24
 

h
内带回实验室,利用

 

RT-PCR方法进行病毒检

测。

1.2 引物设计

根据SMoV 在线的基因组数据(GenBank
号:SRR20013751),在保守区域利用

 

Primier
 

5.0
 

软件设计扩增SMoV的cp 全基因引物。上游引

物序 列 为 GGACCTACGGATCTTGGAAG;下
游引物为ACCCGCGCAACTTGTCGGAG。

1.3 RNA提取和RT-PCR扩增与测序

使用植物总 RNA提取试剂盒(DP405-
 

02,

BioTeke,China)提取草莓叶片样品的总 RNA。
使用

 

PrimeScript
 

RT试剂盒(D6130,TaKaRa,

Japan)合成
 

cDNA。以
 

cDNA
 

为模板进行
 

PCR
 

扩增,反应过程如下:94
 

℃预热3
 

min;94
 

℃变

性,30
 

s,52
 

℃退火1
 

min,72
 

℃延伸2
 

min,共35
次循环;72

 

℃延伸10
 

min。PCR 在25
  

μL的

PCR混合物中进行:2
 

μL
 

cDNA
 

模板,2.5
 

μL
 

25
 

mmol/L
 

Mg2+,2.5
 

μL
 

5
 

mmol/L
 

dNTPs
 

混合

物,2.5
 

μL
 

10×聚合酶缓冲液,0.5
 

μL
 

5
 

U/μL
热启动Taq 聚合酶和2

 

μL
 

10
 

μmol/L
 

上游、下
游引物。

RT-PCR产 物 使 用 2% 凝 胶 提 取 试 剂 盒

(DP204-02,BioTeke,中国)从琼脂糖凝胶中纯化

阳性条带。将这些片段插入pGEM-T简单载体,
克隆到大肠杆菌DH5α中。在培养基上筛选阳性

菌落,并送到生物公司进行测序。每个片段至少

测序3次。如果序列的任何位置存在差异,至少

对片段进行4次测序以获得一致序列。

1.4 系统发育树分析

通过NCBI
 

网站对SMoV的cp 基因核糖核

酸序列进行
 

Blast
 

比对,获得
 

19条与本研究相似

的序列。使用MEGA
 

5.0中的Kimura
 

2-param-
eter

 

model和Gamma
 

Distributed
 

(5G)构建系统

发育树并分析遗传多样性,自展值为1
 

000,去掉

低于50%的进化数分支。

1.5 遗传多样性分析

基于cp 基因核糖核酸,使用DnaSP5.exe软

件对序列数(M),核苷酸平均差异数(K),单倍型

(基因)多样性(Hd),分离位点的数量(S),非同义

突变频率(Ka),同义突变频率(Ks),以及非同义

突变与同义突变的比率(ω)进行计算。ω表示基

因受到的选择压力,若ω=1,表明基因受中性选

择压力[14]。如果ω
 

<1,表明基因受负选择压力;
若ω

 

>1,基因受正选择压力。运用Tajima’s
 

D,

Fu
 

&
 

Li’s
 

D
 

和Fu
 

&
 

Li’s
 

F的方法进行中性检

验分析。中性检验的数值为正值时,表明该种群

处于收缩状态,为负值时则表明该种群在一定程

度上发生了扩张。其中,Tajima’s
 

D检测的目的

是区分随机和非随机演变的DNA序列。

1.6 重组分析

使用RDP
 

v.4.31软件对35个SMoV全基

因组进行重组分析,使用方法包括RDP、GENE-
CONV、BootScan、MaxChi、Chimaera、SiScan和

3Seq。其中接受至少5
 

种不同方法检测到的
 

 

P<10-6 的事件为重组事件。

2 结果与分析

2.1 RT-PCR检测及扩增产物分析

根据Primier
 

5.0
 

软件设计扩增SMoV的cp
全基因引物,通过引物扩增出与目的片段相近的

特异性条带,其大小为460
 

bp左右(图1),阳性对

照条带清晰且明亮,证实SMoV的cp 基因可以

用于后续试验。

2.2 SMoV
 

的发生情况

2019-2020年在山西省晋中市、临汾市、太
原市、运城市、忻州市、朔州市、大同市随机采集

159份草莓新鲜叶片样品,经过
 

RT-PCR
 

检测有
 

65
 

份样品呈阳性。图2表明,临汾的发病率最

高,为58.33%;大同的发病率最低,为
  

22.22%,
其他几个地区的发病率介于两者之间。2019年

的总样品数为68,阳性样品数为30,其发病率为

44.11%,2020年的总样品数是91,阳性样品数是

35,发病率为38.46%
 

。总体来看,2019年的发

病率高于2020年。
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  M.Marker
 

1;1.阴性对照(蒸馏水);2.健康叶片对照;3.带

毒样品;4.阳性质粒

M.Marker
 

1;1.Negative
 

control
 

(distilled
 

water);
 

 

2.Healthy
 

leaf
 

control;3.With
 

a
 

toxic
 

sample;4.Positive
 

plasmid

图1 SMoV
 

PCR检测结果

Fig.1 SMoV
 

PCR
 

test
 

results

图2 山西不同地区草莓斑驳病毒的发病率

Fig.2 Incidence
 

rate
 

of
 

strawberry
 

mottle
 

virus
 

in
 

different
 

areas
 

of
 

Shanxi
 

province

2.3 系统进化树分析

使用 MEGA5软件对35个SMoV 分离物

(19个来自NCBI,16个是本试验测序获得)进行

系统进化树分析,结果表明35个SMoV草莓分

离物被分成
 

2组(图3)。第1组中含有28个

SMoV分离物,分别来自中国(26个),美国(1个)
和日本(1个)。第2组中含有7个SMoV分离

物,分别来自美国(1个),加拿大(6个)。来自美

国的两个分离物被分成两组,初步表明SMoV的

cp 基因的变异可能与地理位置无关。
进一步使用 MEGA5软件计算SMoV分离

物组内和组间的遗传距离,结果显示组1和组2
内的平均遗传距离分别为

 

0.025
 

和0.045,组1
与组2间的平均遗传距离为0.208,组1与组2
间的平均净遗传距离为0.173,组间的遗传多样

性高于组内的遗传多样性。

2.4 序列相似性分析

基于SMoV的cp 基因核糖核酸序列,使用

SDTv
 

1.2软件分析35株SMoV分离物的序列

相似性,结果表明35株SMoV分离物的核苷酸

同一性为81.34%~100%(图4-A),氨基酸的一

致性为
 

94.77%~
 

100%(图4-B),呈现出较高的相

似性。SMoV分离物 MT085790.1与 MT085781.1
和MZ328099.1与 MZ328089.1的核苷酸同源性

最高,为100%,SMoV分离物SMoV_3与序列

ON013916.1的核苷酸同源性最低,一致率为
 

 

81.34%。分析表明cp 基因在物种进化中具有

高度的保守性。

2.5 遗传多样性分析

对 35 个 SMoV 的 cp 基 因 序 列,使 用

DnaSP5.exe软件分析其遗传多样性。结果显示,
组1的序列数(M)、核苷酸平均差异数(K)、单倍

型(基因)多样性(Hd)、分离位点的数量(S)、非同

义突变频率(Ka)、同义突变频率(Ks)、以及非同

义突变与同义突变的比率(ω)明显高于组2,说明

其遗传分化程度更高
 

。分离物基因的ω数值都

小于1,表明分离物的基因受负选择压力的影响。
组1和组2的 Tajima’s

 

D
 

、
 

Fu&Li’s
 

D
 

和

Fu&Li’
 

s
 

F这3种检验的数值都小于0,表明该

种群在一定程度上是扩张状态。组2的3种检验

方式明显大于组1,说明组2的扩张程度更严重

(表1)。

  对两个组进行种群遗传分化检测,结果显示:
组1和组2间的Fst数值为0.803

  

92,表明SMoV
分离物的群体间有很大的遗传分化(表2)。

2.6 重组分析

使用RDP
 

v.4.31软件检测35个SMoV分

离物中重组事件,结果表明在35个SMoV分离

物中没有发生重组,说明物种间具有高度保守性。

3 讨
  

论

SMoV是草莓产业构的严重威胁。在中国草

莓病毒的种类有草莓皱缩病毒(SCV)、草莓斑驳

病毒(SMoV)、草莓镶脉病毒(SVBV)、草莓轻型

黄边病毒等病毒。在这些草莓病毒中,草莓受

SMoV 病 毒 感 染 的 检 出 频 率 极 高,Thompson
等[15]报道草莓斑驳病毒可能是感染草莓的最重

要病毒。本试验对山西省7个地区进行采样,经

RT-PCR检 测 有65份 样 品 呈 阳 性,发 病 率 是

38.46%。SMoV几乎分布在临汾、太原、晋中等
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  进化树上的彩色正方形分别代表不同国家的分离物,代表美国,代表日本,代表中国,代表加拿大

The
 

colored
 

squares
 

on
 

the
 

evolutionary
 

tree
 

represent
 

isolates
 

from
 

different
 

countries,the
 

red
 

represents
 

the
 

United
 

States
 

of
  

 

America,
 

the
 

dark
 

blue
 

represents
 

Japan,the
 

light
 

blue
 

represents
 

China,and
 

the
 

light
 

green
 

represents
 

Canada

图3 35个SMoV分离物的进化树

Fig.3 Evolutionary
 

tree
 

of
 

35
 

SMoV
 

isolates

图4 基于35个SMoV的cp
 

基因核苷酸序列(A)和氨基酸序列(B)一致性的二维分布

Fig.4 
 

Two
 

dimensional
 

distribution
 

of
 

consistency
 

of
 

nucleotide
 

sequence
 

(A)
 

and
 

amino
 

acid
 

sequence
 

(B)
 

of
 

35
 

SMoV
 

cp
 

genes
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表1 35个不同SMoV分离物的遗传多样性

Table
 

1 Genetic
 

diversity
 

of
 

35
 

different
 

SMoV
 

isolates

组别
 

Group M K Hd S π Ka Ks ω Fu&Li’s
 

D Fu&Li’s
 

F Tajima’s
 

D

组1
 

Group
 

1 28 19.640.997 85 0.042
 

6 0.005
 

7 0.164
 

4 0.034
 

6 -0.523
 

67 -0.611
 

30 -0.506
 

33
组2

 

Group
 

2 7 11.430.952 29 0.024
 

8 0 0.106
 

7 0 -0.381
 

28 -0.375
 

33 -0.196
 

52

组1/组2
  

Group
 

1/Group
 

2 35 38.980.997 128 0.084
 

5 0.009
 

6 0.332
 

2 0.028
 

9 0.313
 

34 0.385
 

85 0.346
 

19

表2 SMoV
 

种群间遗传分化的估计

Table
 

2 Estimates
 

of
 

genetic
 

differentiation
 

among
 

SMoV
 

populations
组别
Group Ks* Kst* Ks*,Kst*

P-value Z* Z*
P-value Snn Snn

P-value Fst

组1
 

Group
 

1 2.782
 

33 -0.018
 

52 1.000
 

0 6.414
 

55 1.000
 

0 0.023
 

81 1.000
 

0 -0.037
 

04
组2

 

Group
 

2 2.356
 

05 -0.083
 

33 0.999
 

0 3.722
 

11 1.000
 

0 0.095
 

24 1.000
 

0 -0.166
 

67

组1/组2
 

Group
 

1/
 

Group
 

2 2.713
 

58 0.176
 

45 0.000
 

0** 4.944
 

56 0.000
 

0** 1.000
 

00 0.000
 

0** 0.803
 

92

注:Ks*
 

,Kst*
 

,Z*
 

和Snn
 

是遗传分化的检验统计数据;
 

Fst为地理隔离间的遗传分化检测;
 

*.0.01<P<0.05;
 

**.0.001<P<
 

 

0.01;
 

***.P<0.001;
 

ns.不显著。

Note:Ks*,Kst*,Z*
 

and
 

Snn
 

are
 

test
 

statistics
 

of
 

genetic
 

differentiation;
 

Fst.the
 

extent
 

of
 

genetic
 

differentiation
 

between
 

geographical
  

 

isolates;
 

*.0.01<P<0.05;
 

**.0.001<P<0.01;
 

***.P<0.001;
 

ns.Non-significant.

几乎所有草莓种植区,已经成为草莓产业的严重

威胁。

SMoV存在较高的遗传变异。通过网站NC-
BI进行Blast比对,获得19个与本研究相似的序

列,加上本研究中的16个序列,总共获得35个

SMoV分离物。35个SMoV分离物的核苷酸同

一性 为81.34%~100%,氨 基 酸 的 一 致 性 为
 

 

94.77%~
 

100%。SMoV这种高度遗传分化可

能的原因是:①强烈的负向选择导致cp 基因的

变异。②
 

抗病毒化学农药的使用加速抗药病毒

株系的出现,推动病毒的变异。③RNA病毒本身

的RNA聚合酶缺少校正功能。④病毒的变异程度

高,复制速度快。多方面的作用下,SMoV呈现出高

度多样性,对未来的抗病毒育种带来很大挑战。
综合农业、化学、生物等多种防治技术是防治

SMoV的有效策略。为了提高草莓的产量,增加

草莓的经济效益,可以采取一些预防措施,有效抵

抗病毒的危害。选择不带病毒或者高抗病的草莓

苗是最直接且有效的预防病毒侵染的措施[16]。
目前,草莓幼苗的脱毒技术已经比较成熟,有多种

有效的脱毒技术,比如花药培养,茎尖分生组织培

养,热处理等[17-19]。常用第2种和第3种方法相

结合来脱毒,效果很好。通过控制传播媒介防蚜

虫也能很好地控制病毒的传播,喷洒一些药剂减

少蚜虫的危害。加强农田管理,及时做好农田卫

生,清理草莓种植地及周围垃圾,适当施加肥料,
合理利用有机肥,清除被病毒污染的植株[9-10]。
运用基因工程手段,培育抗病毒植株,将病毒基因

导入到草莓基因组中,获得具有抗病毒的草莓植

株[20-21]。综合使用农业手段、物理手段、化学手

段、分子生物学手段等有效防控SMoV 非常重

要,特别是研究病毒如何致病,如何复制,从而进

行分子设计育种,以有效控制病毒为害。

4 结
  

论

草莓斑驳病毒(SMoV)是一种典型的单链

RNA病毒,在不同的环境中,为了适应生存不断

进行突变,本研究对SMoV 分离物进行了 RT-
PCR检测,克隆外壳蛋白基因,对系统发育和遗

传多样性进行分析,为有效防控草莓病毒病害奠

定了理论。
系统发育分析表明,SMoV的遗传多样性并

非直接由地理因素决定。如SMoV草莓分离物

被分成
 

2组,其中一组来自中国、美国和日本,另
一组来自美国和加拿大。通过计算非同义突变与

同义突变的比值(ω),评估基因选择压力的大小。
分离物基因的ω数值都小于1,表明分离物的基

因受负选择压力影响。负选择性压力决定SMoV
 

cp 基因 的 变 异。在 中 性 检 验 中 Tajima’s
 

D、
 

Fu&Li’s
 

D
 

和Fu&Li’
 

s
 

F这3种检验的数值都

小于0,同时结合cp 基因的单倍型多样性较高和

核苷酸多样性较低,表明该种群发生了扩张,且在

两个群体之间存在较大的遗传差异。
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Genetic
 

Diversity
 

of
 

Strawberry
 

Mottle
 

Virus
 

Based
 

On
 

cp
  

Gene
 

CHEN
 

Wei1,LI
 

Zhiwei1,YUSHANJIANG·Maimaiti2,NIE
 

Yuanjun3,LI
 

Yajuan4,
HE

 

Juan1,CHAI
 

Min1
 

and
 

LUO
 

Yongping1
(1.College

 

of
 

Life
 

Sciences,Shanxi
 

Normal
 

University,Taiyuan 030000,China;2.Key
 

Laboratory
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Integrated
 

Management
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Harmful
 

Crop
 

Vermin
 

of
 

China
 

North-western
 

Oasis,Chinese
 

Ministry
 

of
 

Agriculture,Research
 

Institute
 

of
 

Plant
 

Protection,Xinjiang
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Agricultural
 

Sciences,Urumqi 830091,China;3.Shanxi
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University,Taiyuan

030000,China;4.Tongren
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Abstract A
 

systematic
 

study
 

of
 

the
 

distribution,structural
 

variation
 

and
 

genetic
 

diversity
 

of
 

SMoV
 

in
 

Shanxi
 

will
 

lay
 

a
 

theoretical
 

foundation
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

strawberry
 

virus
 

diseases.In
 

this
 

study,159
 

strawberry
 

leaves
 

were
 

randomly
 

collected
 

from
 

7
 

major
 

strawberry
 

cultivation
 

areas
 

in
 

Shanxi
 

and
 

constructed
 

RT-PCR
 

detection.The
 

cp
 

genes
 

of
 

positive
 

samples
 

were
 

sequenced
 

and
 

ana-
lyzed

 

through
 

MEGA5,SDTv
 

1.2,DnaSP
 

v5.10
 

and
 

RDP
 

v.4.31,RT-PCR
 

detection
 

showed
 

that
 

65
 

samples
 

of
 

the
 

159
 

strawberry
 

leaves
 

were
 

positive
 

with
 

a
 

detection
 

rate
 

of
 

38.46%.The
 

65
 

positive
 

samples
 

were
 

isolated,sequenced,and
 

cloned
 

to
 

obtain
 

16
 

SMoV
 

isolates.The
 

phylogenetic
 

tree
 

analy-
sis,using

 

a
 

dataset
 

that
 

included
 

19
 

online
 

SMoV
   

isolates,showed
 

two
 

distinct
 

groups:Group
 

1,con-
sisting

 

of
 

28
 

isolates
 

from
 

China,and
 

Group
 

2,comprising
 

7
 

isolates
 

from
 

Canada,Japan,and
 

the
 

Unit-
ed

 

States.Selective
 

pressure
 

analysis
 

and
 

neutrality
 

testing
 

indicated
 

significant
 

genetic
 

differences
 

be-
tween

 

these
 

groups,with
 

negative
 

neutrality
 

test
 

results
 

suggesting
 

SMoV
 

population
 

expansion.Se-
quence

 

similarity
 

analysis
 

displayed
 

that
 

the
 

nucleotide
 

identity
 

range
 

and
 

the
 

consistency
 

range
 

of
  

 

amino
 

acids
 

was
 

81.34%-100%
 

and
 

94.77%-100%
 

respectively,which
 

showed
 

high
 

similarity.
This

 

study
 

demonstrated
 

that
 

SMoV
 

has
 

high
 

genetic
 

variation,and
 

the
 

negative
 

selection
 

pressure
 

may
 

be
 

the
 

cause
 

of
 

SMoV
 

genetic
 

diversity,which
 

provides
 

a
 

theoretical
 

guidance
 

for
 

SMoV
 

in
 

Shanxi.
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