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基于高通量测序技术检测草地贪夜蛾病毒多样性

徐 瑶 1 TAJDAR Alia1 李向永 2 石旺鹏 1 曹 川 1*

（1. 中国农业大学植物保护学院昆虫学系，北京 100193；2. 云南省农业科学院农业环境资源研究所，昆明 650205）

摘要：为探索草地贪夜蛾Spodoptera frugiperda病毒的多样性，通过宏转录组和小RNA测序技术手

段分析鉴定了自云南省采集的草地贪夜蛾田间自然种群携带的病毒类型。结果显示，宏转录组测序

数据分析可比对得到14个病毒科，包括5个昆虫相关的病毒科，5个植物病毒科和4个细菌病毒科。

昆虫相关的病毒分别属于杆状病毒科Baculoviridae、呼肠孤病毒科Reoviridae、分体RNA病毒科Par‐

titiviridae、传染性软腐病病毒科 Iflaviridae和弹状病毒科Rhabdoviridae，其中传染性软腐病病毒和分

体RNA病毒为首次在草地贪夜蛾中报道。同时利用小RNA深度测序技术从草地贪夜蛾样品中检测

到鳞翅目杆状病毒、分体RNA病毒和传染性软腐病病毒的序列，进一步验证了宏转录组的分析结果。

表明利用高通量测序技术可初步揭示存在于草地贪夜蛾自然种群的昆虫病毒多样性。
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Abstract: To explore the diversity of viruses that infect the fall armyworm Spodoptera frugiperda,

metatranscriptome and small RNA sequencing data were obtained from natural populations of the fall

armyworm collected from Yunnan Province. A total of 14 virus families were identified using transcrip‐

tomic data, including five insect-associated virus families, five plant virus families and four bacterial vi‐

rus families. Insect-associated viruses that identified belong to Baculoviridae、Reoviridae、Partitiviri‐

dae、Iflaviridae and Rhabdoviridae, among which the latter two were reported in the fall armyworm for

the first time. Sequences of baculovirus, partitivirus and iflavirus were also found in the small RNA se‐

quencing data, which further verified the transcriptomic results. In summary, high-throughput sequenc‐

ing technologies could be used to reveal the diversity of insect viruses that are associated with natural

populations of the fall armyworm.
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草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda 属鳞翅目

Lepidoptera 夜蛾科 Noctuidae 灰翅夜蛾属 Spodop‐

tera，最初在美洲的亚热带和热带地区发生（王磊

等，2019），是严重为害我国多种农作物的一种入侵



808 植 物 保 护 学 报 47卷

迁飞性害虫（姜玉英等，2019；Sun et al.，2019）。草

地贪夜蛾生活周期短、繁殖能力强（赵胜园等，

2019），可取食玉米、小麦、水稻、甘蔗、甘蓝、马铃

薯等 300多种农作物和经济作物（李艳朋等，2020；

任学祥等，2020；赵雪晴等，2020）。自 2019 年 1 月

从缅甸入侵我国云南省（杨学礼等，2019），在短短

1 年内已经扩散至黄河流域及其南部地区的 26 个

省（市、自治区），并完成了定殖过程，即将进入暴发

阶段（吴孔明，2020），对我国玉米、高粱等农作物产

业的可持续发展构成了严重威胁（巴吐西等，2020；

何莉梅等，2020；秦誉嘉等，2020）。因此，对草地贪

夜蛾的防控迫在眉睫，必须及时有效地控制草地贪

夜蛾的暴发，并降低该害虫持续迁飞扩散的风险。

昆虫病毒是一种可以在宿主昆虫种群中流行

传播的纯天然生物杀虫剂，具有杀虫毒力高、稳定

性高、特异性强、生物安全性高、不易诱导宿主产

生抗性的优点（孙修炼和胡志红，2006；Sun，2015；

Nouri et al.，2018）。目前，已经发现并鉴定的昆虫

致病性病毒包括 15 个科 600 多种（谭嘉琳等，

2014；Lefkowitz et al.，2018），应用昆虫病毒杀虫剂

防治农林害虫已成为国内外害虫生物防治的一个

重要发展方向（孙修炼和胡志红，2006；Sun，2015；

Nouri et al.，2018）。国内外利用天敌、真菌、苏云

金芽胞杆菌 Bacillus thuringiensis 等防控草地贪夜

蛾已取得了一定成果（Cruz-Avalos et al.，2018；李

国平等，2019；唐璞等，2019），但对于草地贪夜蛾

病毒仅有少量研究，主要集中于颗粒体病毒、核型

多角体病毒等基因组及病理学方面（Bideshi et al.；

2006；Barrera et al.，2015；陈万斌等，2019）。Simón

et al.（2011）通过比较尼加拉瓜草地贪夜蛾核型多

角 体 病 毒（Spodoptera frugiperda multiple nucleo‐

polyhedrovirus-B，SfMNPV-B）与美国和巴西草地

贪夜蛾核型多角体病毒（SfMNPV-3AP2，SfMNPV-

19）的全基因序列发现，不同的病毒株不但存在开

放阅读框的插入和丢失，且一些基因受到了强烈

的适应性进化选择作用，这可能与病毒的毒力及

宿主适应性等性状有关。因此，进一步鉴定和分

离草地贪夜蛾病毒，可丰富我国的病原微生物资

源，拓展害虫的生物防治措施，为科学、绿色、可持

续防控草地贪夜蛾提供依据和资源。

高通量测序技术由于操作简单快速、不具有

序列依赖性、检测成本较低等优点被广泛用于病

毒多样性检测（Liu et al.，2011；Ho & Tzanetakis，

2014）。高通量测序技术不仅能够检测到生物体

内绝大部分含量低的病毒基因，而且不需要对病

毒进行分离富集，避免了不可培养病毒信息的丢

失（Munson-McGee et al.，2018；战斌慧和周雪平，

2018），该技术的出现突破了传统病毒诊断技术对

新病毒进行鉴定的局限性，创新了发现和鉴定未

知病毒的方法，促进了病毒检测鉴定领域的发展

（Liu et al.，2011；Ng et al.，2011；Nouri et al.，2018）。

基于高通量测序技术鉴定病毒主要利用宏转录组

测序、宏基因组测序和小RNA深度测序 3种技术，

如 Kleanthous et al.（2019）对在英国剑桥收集蚂蚁

的总 RNA 提取物进行了宏转录组高通量测序，通

过对宏转录组测序数据与病毒数据比对发现了3种

新病毒。宏基因组测序技术是对生物体内或特

定环境中所有微生物的遗传信息总和进行检测

（Xiao et al.，2018），已被广泛用于病毒多样性研究

和新病毒资源挖掘中，如 Xiao et al.（2018）应用宏

基因组测序技术从我国云南省大理市、景谷县和

宁洱县 3 个地区的 8 700 头蚊子中分别鉴定出了

42、40和 45种病毒。吴萍等（2011）研究结果表明，

昆虫等真核生物在利用RNA沉默来抵御入侵病毒

时会特异性识别病毒RNA，并将其切割为 18~30 nt

的小干扰 RNA，因此直接对宿主的小 RNA 进行深

度测序，可以快速地鉴定入侵宿主的病毒种类。

Ma et al.（2011）利用小 RNA 深度测序技术从我国

南部的野生型蚊子中鉴定到了DNA病毒。

因此，为探索草地贪夜蛾病毒多样性，本研究

利用宏转录组测序技术和小RNA深度测序技术对

云南省草地贪夜蛾田间自然种群所携带的病毒资

源进行分析鉴定，进一步丰富草地贪夜蛾病毒基

因数据，以期为今后该害虫的病毒生物防治提供

科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试样品：2019年 7月在云南省昆明市富民县

及嵩明县玉米地采集草地贪夜蛾 3~5龄幼虫，分别

装入采样袋中，注明采集时间、地点等信息，迅速放

到干冰中保存，带回实验室，于-80℃保存备用。根

据郭井菲等（2019）研究报道对草地贪夜蛾幼虫形态

特征描述进行鉴定。

试剂及仪器：TRIzol试剂、RNase-free water，美

国 Invitrogen 公司；Chloroform、Isopropanol、无水乙
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醇，中国国药集团；PBS 缓冲液，美国 Solarbio 公

司。Eppendorf 5424/R 台式冷冻离心机，德国 Sig‐

ma公司；JXFSTPRP-24全自动样品快速研磨机，上

海净信实业发展有限公司；NanoDrop2000+Power‐

WareHT超微量分光光度计，美国赛默飞公司。

1.2 方法

1.2.1 草地贪夜蛾幼虫的宏转录组测序及数据分析

取 20 头 3~5 龄草地贪夜蛾幼虫，将其研磨后

的组织匀浆液于 4℃、500 r/min 离心 10 min，除去

组织碎片，取混合上清液利用蔗糖等密度梯度离

心法收集病毒。向 50 mL 无菌离心管中从管底部

依次缓慢加入 60%蔗糖溶液 5 mL、50%蔗糖溶液

4 mL、40%蔗糖溶液 3 mL、30%蔗糖溶液 2 mL 和

20%蔗糖溶液 1 mL，最后在蔗糖溶液上层加入上

清液，并于 4℃、23 000 r/min下高速离心 3 h。离心

后取出蔗糖溶液之间的病毒带，混合后参照TRIzol

试剂操作说明书进行病毒 RNA 提取。提取的

RNA 委托诺禾致源公司去除 rRNA 后建库，并在

Hiseq-PE150测序平台仪进行宏转录组双端测序。

测序获得的原始序列（raw reads）去除 N 含量

超过 10%和低质量（Phred quality-score≤5）碱基数

超过 50% 的 reads，最后得到高质量序列（clean

reads）。高质量序列利用 Trinity 2.8.6 软件（Grab‐

herr et al.，2013）进行组装，以获得含有更完整病毒

序列信息的 contigs，参数设置为默认。组装获得

的 contigs 利用 BLASTn、BLASTx 工具分别与 NC‐

BI 核酸数据库及蛋白数据库中的病毒序列（NC‐

BI：txid 10239）进行比对，比对的参数设置为：E-

value≤10-5、序列同源性≥85%、保留比对得分最高

的前 5 条结果。比对完成后对病毒比对结果进行

过滤：对于比对到多种病毒的同一 contig，若比对

到的多种病毒属于同一属或同一科可将病毒序列

归为同一科或同一属；若比对到的多种病毒属于

不同属不同科则只保留 contig 比对到的得分最高

的病毒种类。

1.2.2 小 RNA 测序及数据分析

另取 20 头 3~5 龄草地贪夜蛾幼虫进行研磨，

研磨后的组织匀浆液进行总 RNA 提取。样品总

RNA 的提取同样参照 TRIzol 试剂操作说明进行，

提取的RNA委托诺禾致源公司进行小RNA测序。

测序获得的高质量序列筛选长度 18~30 nt 的小

RNA（吴萍等，2011），利用 Velvet 1.2.10 软件进行

短序列拼接（Zerbino & Birney，2008），获得 con‐

tigs。Velvet 1.2.10 软件拼接的 K-mer 参数设置为

18，组装的 contigs 最小长度为 80 bp。拼接得到的

contigs与NCBI中病毒核酸数据库进行BLASTn比

对分析，得到与病毒有高度同源性（≥85%）的 con‐

tigs。BLASTn比对的相关参数设置以及比对结果

筛选同宏转录组数据分析。

2 结果与分析

2.1 宏转录组测序获得的病毒序列信息

草地贪夜蛾宏转录组测序后共得到47 601 773条

原始序列，经质控后获得 45 565 498条高质量序列。

所有高质量序列组装后获得 14 255 条 contigs

（201~3 981 bp），所有contigs与NCBI数据库中的病

毒序列比对后得到14个病毒科（表1）。在比对得到

已知病毒的所有序列中，98.75%基因序列与 5个昆

虫相关的病毒科，分别为杆状病毒科 Baculoviri‐

dae、呼肠孤病毒科 Reoviridae、分体 RNA 病毒科

Partitiviridae、传染性软腐病病毒科 Iflaviridae和弹

状病毒科 Rhabdoviridae。检测到的植物病毒和细

菌病毒相关序列相对较少，仅占所有病毒序列的

1.25%，其中比对得到的植物病毒科包括分体RNA

病毒科、雀麦花叶病毒科 Bromoviridae、帚状病毒

科 Virgaviridae、蕃茄丛矮病毒科 Tombusviridae、花

椰菜花叶病毒科Caulimoviridae和长线病毒科Clo‐

steroviridae；细菌病毒科包括丝杆噬菌体科 Inoviri‐

dae、短尾噬菌体科 Podoviridae、肌尾噬菌体科

Myoviridae和长尾噬菌体科 Siphoviridae（表 1）。根

据病毒核酸类型进行分类发现：双链核糖核酸

（double-stranded ribonucleic acid，dsRNA）病毒基因

序列所占比例最高，为 64.77%；其次比例较高的为

正链单链核糖核酸（single-stranded ribonucleic ac‐

id，ssRNA），为 32.47%；双链脱氧核糖核酸（double-

stranded deoxyribonucleic acid，dsDNA）病毒所占比

例较少为 2.69%；此外还检测到单链脱氧核糖核酸

（single-stranded deoxyribonucleic acid，ssDNA）和反

转录病毒，但所占的比例极低。

宏转录组数据经拼接后，共获得 47 条与昆虫

相关病毒序列具有较高同源性的高质量 contigs，

其中 20 条 contigs（228~851 bp）比对到鳞翅目核型

多角体病毒的几丁质酶和鳞翅目颗粒体病毒的组

织蛋白酶；2 条 contigs（669 bp 和 670 bp）比对到呼

肠孤病毒的 RNA 依赖 RNA 聚合酶；18 条 contigs

比对到分体 RNA 病毒的 RNA 依赖 RNA 聚合酶和
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衣壳蛋白，2 条 contigs（796 bp 和 1 671 bp）比对到

鳞翅目弹状病毒的 RNA 依赖 RNA 聚合酶；另外，

有 5 条 contigs 可比对到膜翅目传染性软腐病病毒

聚合蛋白。

表1 草地贪夜蛾中经比对鉴定的病毒

Table 1 Viral viruses identified in Spodoptera frugiperda

类别

Category

昆虫相关

病毒 Insect-

associated

viruses

植物病毒

Plant viruses

细菌病毒

Bacterial

viruses

病毒核酸类型

Nucleic acid

双链DNA dsDNA

双链RNA dsRNA

正链RNA ssRNA（+）

负链RNA ssRNA（-）

正链RNA ssRNA（+）

反转录病毒RT viruses

双链DNA dsDNA

单链DNA ssDNA

科

Family

杆状病毒科

Baculoviridae

呼肠孤病毒科

Reoviridae

分体RNA病毒科

Partitiviridae

传染性软腐病病毒科

Iflaviridae

弹状病毒科

Rhabdoviridae

雀麦花叶病毒科

Bromoviridae

帚状病毒科

Virgaviridae

蕃茄丛矮病毒科

Tombusviridae

长线病毒科

Closteroviridae

花椰菜花叶病毒科

Caulimoviridae

长尾噬菌体科

Siphoviridae

肌尾噬菌体科

Myoviridae

短尾噬菌体科

Podoviridae

丝形噬菌体科

Inoviridae

属

Genus

甲型杆状病毒属

Alphabaculovirus

乙型杆状病毒属

Betabaculovirus

-

-

传染性软腐病病毒属

Iflavirus

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

比对蛋白

Matched protein

几丁质酶

Chitinase

组织蛋白酶

Cathepsin

RNA依赖RNA聚合酶

RNA-dependent RNA polymerase

RNA依赖RNA聚合酶、衣壳蛋白

RNA-dependent RNA polymerase，

capsid protein

聚合蛋白

Polyprotein

RNA依赖RNA聚合酶

RNA-dependent RNA polymerase

衣壳蛋白

Capsid protein

聚合蛋白

Polyprotein

聚合蛋白

Polyprotein

衣壳蛋白

Capsid protein

假定蛋白

Hypothetical protein

DNA聚合酶 III

DNA polymerase III

DNA转化酶

DNA-invertase

P1-P2融合蛋白

P1-P2 fusion protein

假定蛋白

Hypothetical protein

2.2 小RNA测序获得的病毒序列信息

草地贪夜蛾小RNA深度测序后得到32 291 565条

原始序列，经质控后获得27 527 200条高质量序列，

其中 18~30 nt 之间的高质量序列为 7 141 034 条

（25.94%）。高质量序列拼接后共获得 84条 contigs

（84~410 bp），其中 14 条 contigs 与病毒基因组具有

高度同源性。在获得的病毒基因序列中，有 3 条

contigs（86、315和398 bp）比对到鳞翅目颗粒体病毒

的 1 种假定蛋白；2 条 contigs（89 bp 和 109 bp）比对

到分体RNA病毒的假定蛋白；2条contigs（149 bp和

196 bp）比对到传染性软腐病病毒的聚合蛋白。另

有 7条 contigs比对到未知的病毒基因序列，尚无法

确定是否为昆虫病毒。
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3 讨论

高通量测序技术已在病毒种类多样性和发现

新病毒等方面被广泛应用，对系统研究样本所携

带病毒的多样性和遗传进化有着重要意义（Liu et

al.，2011；Nouri et al.，2018）。本研究利用宏转录组

及小RNA测序技术从我国云南省草地贪夜蛾自然

种群中鉴定到了 5个与昆虫相关的病毒，包括杆状

病毒科、呼肠孤病毒科、分体 RNA 病毒科、传染性

软腐病病毒科和弹状病毒科。其中杆状病毒科的

核型多角体病毒和颗粒体病毒广泛寄生于鳞翅目

昆虫，既可以在种群间水平传播，引起病毒流行

病，又可以将病毒垂直传播给子代，是对害虫进行

有效控制的生防微生物资源（秦启联等，2012；Bar‐

rera et al.，2015）。Bideshi et al.（2006）和 Simón et

al.（2011）在尼加拉瓜、美国、巴西等国家的草地贪

夜蛾中发现草地贪夜蛾核型多角体病毒。不同地

理种群分离出的病毒株在致病力上有着较大的区

别，一些高毒力毒株可达到 80%以上的致死率，并

造成在自然种群中的大流行，一些感染则只会出

现慢性症状（Gardner & Fuxa，1980）。这可能与病

毒及宿主的遗传背景有关，Niz et al.（2020）研究表

明 SfMNPV 对原分离宿主有适应性，接种其它种

群后可能没有同样的效果。在我国草地贪夜蛾核

型多角体病毒未见报道，但有少量关于棉铃虫核

型多角体病毒 Helicoverpa armigera nucleopolyhe‐

drovirus、甜菜夜蛾核型多角体病毒 Spodoptera ex‐

igua multiple nucleopolyhedrovirus、斜纹夜蛾核型

多角体病毒 Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus

等病毒杀虫剂对草地贪夜蛾卵孵化率和幼虫致死

率影响的研究（张海波等，2020）。颗粒体病毒也

已在其它国家的草地贪夜蛾中发现，其毒性一般

较弱，染毒幼虫身体常变黄且发胀，一般不会液

化，死亡率较低，为慢性感染（Pidre et al.，2019）。

Cuartas-Otálora et al.（2019）研究发现颗粒体病毒经

常与核型多角体病毒共同侵染宿主，可作为增效

剂提高核型多角体病毒的毒力。本研究自我国草

地贪夜蛾自然种群中鉴定出的 2种杆状病毒，可以

用于害虫生物防治。草地贪夜蛾弹状病毒最初在

草地贪夜蛾的卵巢细胞系 Sf9中被发现（Ma et al.，

2014），此后Schroeder et al.（2019）在美国和加勒比

地区的草地贪夜蛾野生种群中检测到了表达量相

对较高的弹状病毒，但目前还未有弹状病毒对草

地贪夜蛾致病性的相关报道。

本研究还检测到与分体 RNA 病毒科和传染

性软腐病病毒科病毒具有高度同源性的序列，在

草地贪夜蛾中首次报道这 2种病毒。分体RNA病

毒科最初仅在真菌和植物中发现，近年来利用高

通量测序技术在黑腹果蝇 Drosophila melanogas‐

ter、埃及伊蚊 Aedes aegypti 及非洲黏虫 Spodoptera

exempta 等昆虫中也发现了类似分体 RNA 病毒

（Webster et al.，2015；Fauver et al.，2016；Xu et al.，

2020）。Xu et al.（2020）研究发现将非洲黏虫体内

的分体 RNA 病毒通过注射接种至草地贪夜蛾中，

对草地贪夜蛾具有一定的致病性，并提高了宿主

对核型多角体病毒的易感性。传染性软腐病病毒

是对一些鳞翅目、膜翅目和半翅目农业害虫具有

致病性的一种潜在生物防治病毒，目前已经在甜

菜 夜 蛾 Spodoptera exigua（Millán-Leiva et al.，

2012）、褐飞虱 Nilaparvata lugens（Murakami et al.，

2013）、柞蚕 Antheraea pernyi（Geng et al.，2014）、

小菜蛾 Plutella xylostella（陈大嵩等，2017）等昆虫

中被鉴定，它可以导致宿主产生腹泻、形态畸形和

致死等症状。进一步对这些具有致病力的病毒进

行分离纯化，对于生物防控草地贪夜蛾具有重要

意义。

在草地贪夜蛾宏转录组数据和小RNA数据中

还检测到多种未知病毒，这主要是由于病毒序列

变异较快，而依赖于序列同源性进行病毒的鉴定

具有一定的局限性，会产生无法鉴定的“暗”病毒

（Obbard et al.，2020）。因此，需要对这些病毒进行

分离及进一步研究，以补充序列分析上的不足。

本研究利用高通量测序初步检测了我国云南

省部分地区草地贪夜蛾自然种群携带病毒的多样

性，鉴定了多种感染草地贪夜蛾的昆虫病毒，为研

究对草地贪夜蛾有致病性并能在自然种群之间传

播流行的潜在生物防治病毒奠定基础。今后将进

一步对草地贪夜蛾致病性病毒进行分离和鉴定，

并开发其在生物防治方面的应用潜力。
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