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基于高通量测序检测甜菜生尾孢中真菌病毒多样性
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摘要：为明确甜菜生尾孢 Cercospora beticola 中真菌病毒的多样性，2020 年自新疆维吾尔族自治

区、内蒙古自治区、黑龙江省和北京市采集感染褐斑病甜菜病叶，鉴定获得78株甜菜生尾孢菌株，

运用高通量的宏转录组测序技术检测甜菜生尾孢所携带的真菌病毒种类；将分离到的甜菜生尾孢

按照菌落生长表型分为4组，进行宏转录组测序，将得到的序列经过拼接、聚类和基因功能注释，筛

选出真菌病毒相关同源序列。序列分析结果显示，4组样品共比对到6个真菌病毒科，包括双分体

病毒科 Partitiviridae、双核糖核酸病毒科 Birnaviridae、低毒病毒科 Hypoviridae、裸露 RNA 病毒科

Narnaviridae、泛欧尔密病毒科Botourmiaviridae和转座病毒科Metaviridae，以及未分科的负义单链

RNA病毒。研究结果丰富了甜菜生尾孢真菌病毒资源库。
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Abstract: To explore the diversity of mycoviruses associated with the plant pathogenic fungus Cerco‐

spora beticola, 78 single-spore isolates of C. beticola collected from several fields in Xinjiang Uygur

Autonomous Region, Inner Mongolia Autonomous Region, Heilongjiang Province and Beijing City in

2020 were used for metatranscriptome sequencing analysis. Isolates were divided into four groups

based on different colony phenotype and sequenced with high-throughput sequencing. Raw data were

transcribed, clustered and functionally annotated. A total number of six virus families and a few unclas‐

sified (-)ssRNA viruses were identified according to the bioinformatics analysis. The identified fungi-as‐

sociated viruses belong to Partitiviridae, Birnaviridae, Hypoviridae, Narnaviridae, Botourmiaviridae

and Metaviridae. This study enriched the mycoviruses resource of C. beticola.
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甜菜是重要的制糖原料之一，每年提供着世界

约 20%的总糖需求（Rangel et al.，2020）。褐斑病为

甜菜叶部的第一大病害，在世界各甜菜主产区均有

发生，病原菌为甜菜生尾孢 Cercospora beticola，其

属于球腔菌科尾孢菌属 Cercospora（Holtschulte，

2000）。甜菜褐斑病发病初期会在甜菜叶片上形成

棕褐色至灰色带有暗紫色晕圈的圆斑，随着病情不

断扩展，病斑连片，严重时造成叶片的干枯脱落。一

般年份该病可造成甜菜块根减产10%~20%，含糖率

降低 1~2 度；严重时块根减产 30%~40%，含糖率降
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低2~3度（张杰等，2001）。目前，针对甜菜褐斑病的

防治主要集中在以杀菌剂为主的化学防治，而杀菌

剂的过量使用往往会导致甜菜产量及含糖率的下降

以及抗药性的产生等问题（李春杰等，2013）。因此，

寻找一种绿色环保可持续的生物防治方法成为人们

关注的热点。

真菌病毒是一类能够侵染丝状真菌、酵母和卵

菌并在其体内进行大量复制的病毒，其中一部分真

菌病毒在降低寄主真菌致病力方面表现卓越，被认

为是一种潜在的生防资源。与其他生物防治方法相

比，真菌病毒具有速效且精准、持效期长、作用范围

广、不会对寄主植物造成危害和诱导寄主植物产生

免疫反应等优点（Xie & Jiang，2014），应用真菌病毒

防治植物病害已成为国内外真菌病害生物防治的热

点领域。如Grente & Berthelay-Sauret（1978）将携带

栗疫病菌低毒病毒 1（Cryphonectria hypovirus 1，

CHV1）的弱毒力菌株人工接种到栗树溃疡病斑上，

有效控制了欧洲栗疫病的流行肆虐；华中农业大学

姜道宏教授课题组从油菜菌核病的病原菌核盘菌

Sclerotinia sclerotiorum 中首次发现的 DNA 病毒

（Sclerotinia sclerotiorum hypovirulence-associated

DNA virus 1，SsHADV-1），认为该病毒可以通过机

械摩擦和介体昆虫厉眼蕈蚊Lycoriella ingenua等胞

外途径在田间进行传播（Liu et al.，2016），进一步研

究发现SsHADV-1侵染的核盘菌可以转变为与油菜

互利共生的内生真菌，具有促进油菜生长和增强油

菜抗病性的优点（Zhang et al.，2020）。因此，发现

并鉴定更多具有较强侵染能力且能够诱导寄主

产生低毒特性的真菌病毒是利用其进行生物防

治最行之有效的方法之一。

自 Hollings（1962）首次在双孢蘑菇 Agaricus

bisporus 中发现真菌病毒以来，已有 19 科 29 属

（https://talk.ictvonline.org/taxonomy/）的真菌病毒被

发现报道。近年来大量真菌病毒的发现与高通量测

序技术密不可分，与传统的病毒鉴定方法相比，基于

高通量的宏转录组测序技术可在序列未知的情况下

直接快速、准确地鉴定环境样本中的病毒种类及序

列信息，打破了传统病毒鉴定的局限性（Mokili et

al.，2012），最大限度地富集病毒的核酸信息，对于病

毒的研究更有目的性和针对性。如Mu et al.（2018）

对 84株来自澳大利亚的核盘菌分离株进行宏转录

组测序分析时发现了57种真菌病毒，其中包括36种

新病毒。截至目前，已对栗疫病菌 Cryphonectria

parasitica（Lin et al.，2007）、核 盘 菌（Xie et al.，

2006）、白纹羽菌 Rosellinia necatrix（Ikeda et al.，

2013）、灰葡萄孢Botrytis cinerea（Howitt et al.，2001）

和禾谷镰刀菌 Fusarium graminearum（Wang et al.，

2013）等重要植物病原真菌，球孢白僵菌Beauveria

bassiana等昆虫病原真菌（Kotta-Loizou et al.，2015）

以及烟曲霉 Aspergillus fumigatus 等动物病原真菌

（Kanhayuwa et al.，2015）中的真菌病毒进行了研究，

而有关甜菜生尾孢中的真菌病毒报道较少。

本研究采用高通量的宏转录组测序技术对采自

新疆维吾尔自治区（简称新疆）、内蒙古自治区（简称

内蒙古）、黑龙江省和北京市的甜菜生尾孢所携带的

病毒资源进行分类鉴定，以期为利用甜菜生尾孢中

潜在的病毒资源防治甜菜褐斑病提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试样品：于 2020年自内蒙古乌兰察布市、赤

峰市、呼和浩特市、兴安盟，黑龙江省齐齐哈尔市依

安县、哈尔滨市，新疆伊犁哈萨克自治州霍城县以及

北京市海淀区上庄镇的甜菜种植地采集的感染褐斑

病甜菜病叶，共分离获得 78株菌株，置于液体石蜡

中室温保存备用。

马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar，PDA）

培养基：马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂粉 15 g，蒸

馏水定容至1 L。

试剂及仪器：琼脂，英国 Oxoid 公司；DL2000

DNA Marker、SapphireAmp® Fast PCR Master Mix，

日本TaKaRa公司，其他化学试剂均为国产分析纯。

Eppendorf 5404台式冷冻离心机，德国Eppendorf公

司；JY600C电泳仪，北京君意东方电泳设备有限公

司；MM 400混合型球磨仪，德国Retsch公司；Nano‐

Drop 2000 超微量分光光度计，美国 Thermo 公司；

NovaSeq 6000测序仪，美国 Illumina公司。

1.2 方法

1.2.1 甜菜褐斑病病原菌的鉴定

甜菜生尾孢为单孢分离菌株，将实验室之前分

离得到的78株菌株采用CTAB法提取DNA（刘少华

等，2005）。用特异性引物 Cebe2-F（5′-CGCTTG‐

GAGTGTCTGGTT-3′ ）和 Cebe2-R（5′-GGGAGT‐

GATAGGCGAAA-3′）进行PCR扩增（林杰等，2011）。

25 μL PCR反应体系：SapphireAmp® Fast PCR Master

Mix酶12.5 μL、Cebe2-F/Cebe2-R各1 μL、甜菜生尾孢



372 植 物 保 护 学 报 50卷

DNA 模板 1 μL，ddH2O 补足至 25 μL。PCR 反应程

序：95 ℃预变性3 min；95 ℃变性30 s，52 ℃退火30 s，

72 ℃延伸1 min/kb，30个循环；72 ℃再延伸3 min。反

应结束后，采用 1%琼脂糖凝胶对扩增产物进行电

泳，上样量 5 μL，130 V 稳压电泳 30 min，使用凝胶

成像系统拍照。选取500 bp左右大小的条带送至北

京擎科生物科技有限公司测序，测序结果经 NCBI

（http://www.NCBI.com）数据库比对进行鉴定。

1.2.2 甜菜生尾孢总RNA的提取与宏转录组测序

采用热酚法提取甜菜生尾孢的总 RNA（姜宁，

2019）。在PDA培养基上接种采集到的78株菌株，

室温培养 14 d 后，根据菌落形态进行分类并编号。

每株菌株取 0.1 g菌丝，加液氮速冻研磨成粉，加入

350 μL、预热的 80 ℃水饱和酚与等体积的 RNA 提

取缓冲液振荡混匀，再加入 350 μL氯仿，振荡混匀

后12 000 r/min离心15 min。取上清液约350 μL，加

入等体积的 4 mol/L LiCl溶液混匀，-20 ℃放置4 h，

4 ℃、12 000 r/min离心 15 min。弃上清液，沉淀用

70%乙醇洗涤2次，室温晾干，加入20 μL RNase-free

水溶解，使用Nanodrop 2000超微量分光光度计检测

浓度与纯度后置于-20 ℃保存备用。

将 78 株菌株的总 RNA 各取 1 μg，按不同类型

进行混合，4种类型菌株混合后的总RNA送至北京

百迈客生物科技有限公司建库测序。建库测序流程

为：用带有Oligo（dT）的磁珠富集真核生物mRNA；

加入Fragmentation Buffer将mRNA进行随机打断；

以 mRNA 为模板，用六碱基随机引物合成第一条

cDNA 链，然后加入缓冲液、dNTPs、RNase H 和

DNA polymerase I 合成第二条 cDNA 链，利用 AM‐

Pure XP beads 纯化 cDNA；纯化的双链 cDNA 再进

行末端修复、加 A 尾并连接测序接头，然后用 AM‐

Pure XP beads进行片段大小选择；最后通过PCR富

集得到 cDNA文库。库检合格后，用NovaSeq 6000

进行高通量测序，测序读长为PE150。

1.2.3 甜菜生尾孢的宏转录组测序数据分析

参考 Wu et al.（2010；2015）方法对甜菜生尾孢

菌株进行高通量测序数据分析，并适当改良。将得

到的原始数据利用hisat2 2.2.1软件比对到甜菜生尾

孢基因组，参数设置为默认，并通过 hisat2 的--un-

conc-gz 参数将未比对到甜菜生尾孢基因组上的

reads 以 fasta.gz 的格式输出。利用 megahit 1.2.9 软

件对未比对到甜菜生尾孢基因组上的 reads进行序

列组装，以期获得更加完整的病毒序列 contigs。分

别 使 用 cap3（Version Date: 02/10/15）和 cd-hit-est

4.8.1 对组装中的错误进行矫正（Huang & Madan，

1999），对序列存在重叠的 contigs 进行连接和以

95%相似度对中高度相似的 contigs进行聚类（Li &

Godzik，2006）。组装获得的contigs利用BLASTn和

BLASTx工具分别与NCBI非冗余的核酸数据库及

蛋白数据库进行比对。完成后对结果进行过滤，筛

选出具有真菌病毒信息注释的 contigs作为最后拼

接得到的病毒基因组序列。

1.2.4 真菌病毒分类标准

依据国际病毒分类委员会（The International

Committee on Taxonomy of Viruses，ICTV）的真菌病

毒分类标准对 1.2.3拼接得到的病毒 contigs进行分

类，相关的6个病毒科下属的分类标准如下：双核糖

核酸病毒科 Birnaviridae 下不同属的划分依据为

RNA 依赖 RNA 聚合酶（RNA-dependent RNA poly‐

merase，RdRp）和外壳蛋白（coat protein，CP）的氨基

酸序列相似性在 30%~60% 之间（Delmas et al.，

2019）；双分体病毒科Partitiviridae下不同属的划分

依据为氨基酸序列相似性小于 24%（Vainio et al.，

2018）；泛欧尔密病毒科 Botourmiaviridae 下不同属

的划分依据为 RdRp 氨基酸序列相似性小于等于

30%（Ayllón et al.，2020）；转座病毒科Metaviridae下

不同属的划分依据为病毒序列中是否包含 env基因

（Llorens et al.，2020）；裸露 RNA 病毒科 Narnaviri‐

dae下不同属主要依据侵染部位进行划分，裸露病

毒属Narnavirus主要存在于细胞质中，线粒体病毒

属 Mitovirus 的成员则局限于线粒体中（Hillman &

Cai，2013）；低毒病毒科Hypoviridae下只有1个属。

2 结果与分析

2.1 甜菜生尾孢鉴定与宏转录组测序

78 株菌株经 NCBI 序列比对确认为甜菜生尾

孢，根据菌落形态进行分类，共分为 4种类型，编号

1~4号，其中 1号类型菌株的菌落边缘规则，为普通

型；2号类型菌株的菌落边缘部分突出呈扇形，为扇

形突出型；3 号类型菌株的菌落边缘不规则弯曲，

为不规则型；4 号类型菌株的菌落呈红色或黄色，

为色素沉着型。将 1~4 号样品进行宏转录组测序

后，分别得到 46 891 706、45 509 718、45 602 628和

46 647 448 条原始序列，序列经组装后分别获得

64 915、56 340、43 706和74 156条contigs（表1），每类样

品contigs的碱基总长分别是65 835 097、51 257 176、
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38 888 552 和 66 050 412 bp，N50 值分别是 1 754、

1 496、1 408和1 586 bp，最长contig分别16 216、10 989、

13 136 和 12 339 bp，各自 GC 含量范围在 52.44%~

52.84%之间（表 1），其中N50值越高表示拼接效果

越好。

表1 甜菜生尾孢总RNA的高通量测序数据统计与分析

Table 1 Summary and analysis of Cercospora beticola RNA high-throughput sequencing data

样品名
Sample

1

2

3

4

原始数据
Raw data

46 891 706

45 509 718

45 602 628

46 647 448

Contigs总数
Total number of contigs

64 915

56 340

43 706

74 156

总长
Total length/bp

65 835 097

51 257 176

38 888 552

66 050 412

N50/bp

1 754

1 496

1 408

1 586

最长contig
Largest contig/bp

16 216

10 989

13 136

17 339

GC含量
GC content/%

52.79

52.44

52.84

52.69

2.2 甜菜生尾孢宏转录组测序数据分析

将拼接后得到的 contigs与NCBI数据库中的病

毒序列进行比对，并依据 ICTV 真菌病毒的分类标

准，共比对到 6个真菌病毒科及部分未分科的真菌

病毒（表2）。6个病毒科分别是双分体病毒科、双核

糖核酸病毒科、低毒病毒科、裸露RNA病毒科、泛欧

尔密病毒科以及转座病毒科（表2）。将检测到的病

毒 contigs进行分类（表 2），结果显示，4种样品之间

同源病毒信息并无明显差别。真菌病毒同源 con‐

tigs中低毒病毒所占比例最高，为42.37%；其次是负

义单链 ssRNA（（-）ssRNA）病毒，占比28.81%；泛欧

尔密病毒和双分体病毒均约占8.47%；转座病毒、裸

露RNA病毒和双核糖核酸病毒所占比例较低，分别

是 6.78%、3.39%和 1.69%。根据病毒核酸类型进行

分类发现，正义单链RNA（（+）ssRNA）病毒所占序

列比例最高，为 54.24%；其次是（-）ssRNA病毒，为

28.81%；双链 RNA（dsRNA）病毒所占比例较少为

10.17%；此外还检测到少量的反转录病毒。

拼接得到的序列中共有 59条与真菌病毒同源

的 contigs，序列一致性为 25.57%~87.57%。其中，

17 条 contigs比对到甘蔗镰孢菌低毒病毒 1（Fusari‐

um sacchari hypovirus 1，FsHV1）、链格孢低毒病毒1

（Alternaria alternata hypovirus 1，AaHV1）和灰葡萄

孢低毒病毒 2（Botrytis cinerea hypovirus 2，BcHV2）

的聚合蛋白；8条 contigs比对到菜豆壳球孢低毒病

毒 1（Macrophomina phaseolina hypovirus 1，Mp-

HV1）、棘孢木霉低毒病毒 1（Trichoderma asperel‐

lum hypovirus 1，TaHV1）和白粉菌相关低毒病毒 2

（Erysiphe necator associated hypovirus 2，EnaHV2）

的RdRp；5条 contigs比对到白粉菌相关类欧尔密病

毒 10（Erysiphe necator associated ourmia-like virus

10，EnaOLV10）和莴苣盘霜霉相关欧尔密病毒 1

（Bremia lactucae associated ourmia-like virus 1，

BlaOLV1）的 RdRp；2 条 contigs 比对到葡萄生轴霜

霉相关裸露病毒 3（Plasmopara viticola lesion associ‐

ated narnavirus 3，PVaNarna3）和PVaNarna4的RdRp；

1条contig比对到灰葡萄孢双核糖核酸病毒2（Botrytis

cinerea binarnavirus 2，BcBNV2）的RdRp；2条contigs

比对到指状青霉双分体病毒 1（Penicillium digitatum

partitivirus 1，PdPV1）的CP；2条contigs比对到灰黄青

霉菌双分体病毒1（Penicillium aurantiogriseum partiti‐

virus 1，PaPV1）的47 kD蛋白；1条contig比对到稻黑

孢菌双分体病毒 1（Nigrospora oryzae partitivirus 1，

NoPV1）的CP；4条 contigs比对到黄褐孢霉T-1 病毒

（Cladosporium fulvum T-1 virus）的包膜蛋白同源物和

核衣壳蛋白同源物；7条contigs比对到布尼亚病毒目

Bunyavirales 的非结构蛋白、核衣壳和 RdRp；10 条

contigs比对到未分科的（-）ssRNA病毒的RdRp。

3 讨论

高通量测序技术能同时对数百万个DNA分子

进行测序并一次性输出大量数据的特点使得其在新

病毒鉴定、病毒遗传多样性研究以及病毒基因功能

发掘等领域应用广泛，对系统地研究样本所携带病

毒的多样性和遗传进化具有重要意义（Liu et al.，

2011；王兴春等，2012；Nouri et al.，2018）。本研究利

用宏转录组测序对甜菜生尾孢中潜在的真菌病毒种

类进行鉴定，得到的原始序列质控信息中 4组样品

的GC含量为 52.44%~52.84%，与NCBI数据库显示

甜菜生尾孢基因组GC含量（52%）接近，可以被用于

后续进一步分析。数据分析结果显示，在我国新疆、

内蒙古、黑龙江省和北京市等地区的甜菜生尾孢中

共鉴定到6个与真菌病毒相关的病毒科以及部分未

分科的（-）ssRNA病毒，6个病毒科包括双分体病毒

科、双核糖核酸病毒科、低毒病毒科、裸露RNA病毒

科、泛欧尔密病毒科和转座病毒科。
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由于目前 ICTV对于新报道的真菌病毒分类信

息并不明确，因此本研究中部分测序所得 contigs并

未比对到具体的病毒科属。在所有 contigs中与低

毒病毒和双分体病毒具有较高同源性的序列所占比

例较高，目前这 2个科中与弱毒力相关的真菌病毒

的研究也较详细（Grente & Berthelay-Sauret，1978；

Xie et al.，2011；Zheng et al.，2014）。低毒病毒科病

毒寄主范围广泛，在多个重要植物病原真菌中均有

发现，如栗疫病菌中的 CHV1（Lin et al.，2007）和

CHV2（Hillman et al.，1994）、核盘菌中的核盘菌低

毒 病 毒 1（Sclerotinia sclerotiorum hypovirus 1，

SsHV1）（Xie & Jiang，2014）和核盘菌低毒病毒 2

（Sclerotinia sclerotiorum hypovirus 2，SsHV2）（Hu et

al.，2014）以及禾谷镰刀菌的禾谷镰刀菌低毒病毒1

（Fusarium graminearum hypovirus 1，FgHV1）（Wang

et al.，2013）和FgHV2（Li et al.，2015）等。低毒病毒

科病毒既可以通过无性孢子进行垂直传播，又可以

借助菌丝融合进行水平传播，是可以被用来防治真

菌病害的潜在生防资源。例如在20世纪90年代欧

洲栗疫病大流行时，利用CHV1进行生物防治成功

挽救了大批的欧洲栗树林（Heiniger & Rigling，

1994）。然而同样利用CHV1对美洲栗疫病进行生

物防治时，因美洲栗疫病菌的营养不亲和群体比欧

洲复杂，导致最终收效甚微（Anagnostakis，1982）。

近年来，在镰刀菌中也发现了能够降低寄主致病力

的低毒病毒科病毒，如Son et al.（2013）利用转录组

学和蛋白组学发现将镰刀菌中的过氧化物酶体蛋白

编码基因HEX1敲除后，菌株出现致病力下降、有性

孢子产生量减少、病毒RNA累积量水平显著降低的

现象，这表明寄主的HEX1基因与FgHV1的积累量

相关。双分体病毒寄主范围非常广泛，除侵染真菌

外，还能够侵染植物和原生动物（Vainio et al.，

2018）。Xiao et al.（2014）从核盘菌 WF-1 菌株中鉴

定到一种新的双分体病毒（Sclerotinia sclerotiorum

partitivirus 1，SsPV1/WF-1），发现SsPV1不仅能侵染

核盘菌导致该菌弱毒性，而且也可侵染灰葡萄孢引

起该病原菌的致病力降低，这种交叉侵染现象在真

菌病毒中尚属首例，为研究真菌病毒与寄主之间的

互作提供了新思路和参考。

在本次测序结果中，还检测到许多与未分科的

（-）ssRNA 病毒具有较高同源性的 contigs。此前，

Kondo et al.（2013）利用已知的（-）ssRNA病毒序列

对真菌的基因组和转录组文库进行了全面分析，首

次证实了（-）ssRNA病毒能够感染真菌。随后又在

核盘菌、禾谷镰刀菌和灰葡萄孢中发现了这类病毒

的存在（Gale et al.，2002；Liu et al.，2014；Hao et al.，

2018），其中核盘菌单股负链RNA病毒 1（Sclerotin‐

ia sclerotiorum negative-stranded RNA virus 1，SsN‐

SRV-1）与 Nyamiviridae 和博尔纳病毒科 Bornaviri‐

dae 具有较近的亲缘关系，后被归类为一个新的

科——单股负链 RNA 病毒科 Mymonaviridae。被

SsNSRV-1侵染的寄主真菌表现出低毒力的特性，如

生长缓慢、产孢能力下降和致病力下降等（Liu et

al.，2014）。因此，对这些能够诱发寄主产生低毒力

现象的真菌病毒进行进一步分离纯化，对于甜菜褐

斑病的生物防治具有重要意义。

本研究利用高通量测序对我国黑龙江省、内蒙

古、新疆和北京市的甜菜褐斑病病原菌甜菜生尾孢

所携带真菌病毒的多样性进行了初步分析，发现了

多种感染甜菜生尾孢的真菌病毒，丰富了真菌病毒

资源库，为研究真菌病毒与寄主之间的分子互作及

病毒致病性打下基础，也为甜菜褐斑病的生物防治

开辟了一条新途径。今后将进一步对甜菜生尾孢中

具有低毒特性的真菌病毒进行分离鉴定，挖掘其在

生防领域的应用潜力。
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