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　　摘要：分析草莓种质资源的病毒携带情况，为草莓脱毒种苗的繁育和病毒病的防治提供依据。针对保存的８６份
栽培草莓材料，分别提取每份材料的叶片总ＲＮＡ，将待测草莓总 ＲＮＡ混样，然后采用高通量测序技术进行测序。根
据每种病毒的序列保守区设计引物，采用ＲＴ－ＰＣＲ对高通量测序的结果进行验证。利用设计的引物分别对每份草莓
品种材料进行ＲＴ－ＰＣＲ检测，明确每份材料的带毒情况。测序结果表明，从８６份草莓资源中检测出３种病毒，分别
为草莓斑驳病毒（ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ，简称ＳＭｏＶ）、草莓镶脉病毒（ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｖｅｉｎｂａｎｄｉｎｇｖｉｒｕｓ，简称ＳＶＢＶ）和草莓
白化病毒（ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｐａｌｌｉｄｏｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，简称ＳＰａＶ），该结果与ＲＴ－ＰＣＲ验证的结果相符。在所有８６份供试
样品中，２８份材料带有病毒，病毒感染率为３２．５６％；其中，２３份材料带有 ＳＶＢＶ；１１份材料带有 ＳＭｏＶ；５份材料带有
ＳＰａＶ。单一病毒侵染样品１８份，复合侵染材料共１０份，草莓种苗带毒率高，草莓病毒病危害严重。
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　　草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａＤｕｃｈ．）是蔷薇科草
莓属多年生草本植物。草莓果实味道酸甜可口，含

有丰富的无机和有机营养物质和花青素，香味浓

郁，被誉为“水果皇后”［１］。草莓对栽培环境的适应

性较强，有着结果快、成熟早、繁殖快、周期短、经济

效益高的特点，在全国各地广泛种植，目前我国已

成为世界第一草莓生产和消费大国［２］。由于草莓

在生产中以匍匐茎无性繁殖为主，病毒病较为严

重，感染一种病毒时植株往往没有明显症状，但是

病毒侵染会导致植株的抗病性下降，产量降低，畸

形果率增加。病毒病是草莓生产中的主要病害之

一，对产业健康发展造成严重影响，草莓病毒病的

防治是保障草莓生产，提升产量与品质的关键。

据不完全统计，目前全球已报道的草莓病毒有

２０余种，关于草莓病毒检测，在我国各地区也都有
过不少相关研究［３］。杨波等在新疆地区检测出草

莓镶脉病毒（ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｖｅｉｎｂａｎｄｉｎｇｖｉｒｕｓ，简称
ＳＶＢＶ）、草莓斑驳病毒（ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ，简称
ＳＭｏＶ）和草莓轻型黄边病毒（ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｉｌｄｙｅｌｌｏｗ
ｅｄｇｅｖｉｒｕｓ，简称 ＳＭＹＥＶ）并建立了三重 ＰＣＲ体
系［４］；韩晓玉等在河南地区检测出 ＳＶＢＶ、ＳＭｏＶ、
ＳＭＹＥＶ、草莓白化病毒 （ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｐａｌｌｉｄｏｓｉｓ－
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ简称，ＳＰａＶ）和草莓坏死休克病毒
（ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｎｅｃｒｏｔｉｃｓｈｏｃｋｖｉｒｕｓ，简称ＳＮＳＶ），并建立
了多重ＰＣＲ体系，一次检测５种病毒［５］；陈道在福

建地区检测出 ＳＶＢＶ、ＳＭｏＶ、ＳＭＹＥＶ、草莓毛形病毒
３（ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｃｒｉｎｉｖｉｒｕｓ３，ＳＣｒＶ３）、草莓毛形病毒 ４
（ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｃｒｉｎｉｖｉｒｕｓ４，简称 ＳＣｒＶ４）和 ＳＰａＶ，并获
得了 ＳＰａＶ的全基因组序列［６］；冉策在北京地区检

测出ＳＶＢＶ、ＳＭｏＶ、草莓皱缩病毒（ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｃｒｉｎｋｌｅ
ｖｉｒｕｓ，简称 ＳＣＶ）、烟草花叶病毒（ｔｏｂａｃｃｏｍｏｓａｉｃ
ｖｉｒｕｓ，简称ＴＭＶ）和黄瓜花叶病毒（ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃ
ｖｉｒｕｓ，简称ＣＭＶ）并建立了 ＳＣＶ的 ＲＴ－ＬＡＭＰ病毒
检测体系，提高了检测效率和灵敏度［７］；刘雅等在

上海地区检测出 ＳＶＢＶ、ＳＭｏＶ、ＳＭＹＥＶ［８］；黄倩茹等
在陕西地区检测出 ＳＶＢＶ、ＳＭｏＶ、ＳＭＹＥＶ、菠菜潜隐
病毒（ｓｐｉｎａｃｈｌａｔｅｎｔｖｉｒｕｓ，简称ＳｐＬＶ）和番茄线虫传
多面体病毒（ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍｎｅｐｏｖｉｒｕｓ，简称
ＬＥＮＶ），首次报道在草莓上检测到 ＳｐＬＶ 和
ＬＥＮＶ［９－１０］；王佳等在辽宁地区检测出 ＳＶＢＶ、
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ＳＭｏＶ、ＳＭＹＥＶ和ＳＮＳＶ［１０－１１］；朱海生等在四川地区
检测出ＳＭｏＶ，并且对７个省份的红颜、白雪公主、隋
珠、光点和圣诞红５个草莓品种调查发现，感染病毒
的品种均为红颜，而其他品种并未检测出病毒［１２］。

我国草莓产区内常见病毒有３种，分别为草莓
斑驳病毒 ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ、ＳＭＹＥＶ［１２］。ＳＰａＶ最早于
２０世纪５０年代在美国和澳大利亚被报道，２０１７年
Ｄｉｎｇ等在福建首次发现 ＳＰａＶ［１３］，次年 Ｓｈｉ等在河
南发现ＳＰａＶ［１４］。目前关于草莓病毒病的相关报道
中，病毒检测时较少说明感染病毒的草莓品种。采

用高通量测序技术对草莓苗进行检测，并利用ＲＴ－
ＰＣＲ技术进行验证，为草莓病毒病的防治以及选育
抗病毒品种提供依据。

１　材料与方法

本研究于２０２１年３月至２０２２年５月在湖北省
农业科学院经济作物研究所完成。

１．１　材料
用于本研究的草莓品种材料为历年来从各地

收集的栽培草莓品种，共８６份，保存于湖北省农科
院经济作物研究所草莓种质资源圃（避雨网室）。

１．２　试验方法
１．２．１　混合样品中病毒的高通量检测　对８６份草
莓品种材料分别采样，每份样品采集１００ｍｇ新鲜叶
片，采用 ＲＮＡ提取试剂盒（ＨｉＰｕｒｅＰｌａｎｔＲＮＡＭｉｎｉ
Ｋｉｔ，Ｍａｇｅｎ生物）提取草莓叶片总 ＲＮＡ，每管加入
３０μＬＲＮＡｆｒｅｅ水溶解。样品检测合格后，将提取
的８６份草莓 ＲＮＡ进行混样处理，此样品命名为
ＰＺＭ０１。剩余样品ＲＮＡ置于 －８０℃保存备用。同
时采集脱毒苗叶片并提取总 ＲＮＡ，命名为 ＴＤＭ０１，
重复上述提取步骤，并将２个样品的 ＳｍａｌｌＲＮＡ建

库，测序分析委托北京百迈客生物科技有限公司完

成［１５－１９］。总ＲＮＡ的ＲＩＮ值≥８．０，２８Ｓ／１８Ｓ≥１．５。
１．２．２　草莓样品的 ＲＴ－ＰＣＲ检测　首先采用
ＲＴ－ＰＣＲ对高通量测序结果进行验证，然后再分别
对每份供试草莓品种样品的详细带毒情况进行检

测。针对每种ＳｍａｌｌＲＮＡ测序检测到的病毒均采用
２对特异性引物进行检测，根据 ＳｍａｌｌＲＮＡ测序拼
接结果中的相应病毒基因片段序列，应用引物在线

设计网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ．ｃｏｍ／）进行引物
设计，引物设计目的片段大小为４００～８００ｂｐ。另从
已发表文献中分别选取３种病毒的特异性检测引物
各１对（表１）。采用反转录试剂盒（ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ，Ｔｈｅｒｍｏ科技有限公司），
以混样总 ＲＮＡ为模板，用随机引物反转录合成
ｃＤＮＡ，然后采用所设计的特异性引物分别进行ＰＣＲ
扩增反应。ＰＣＲ反应体系：ｃＤＮＡ１μＬ，２×Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１３μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物各１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ
至终体积２５μＬ。反应程序：９４℃变性４ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，退火３５ｓ（退火温度因引物而异），７２℃
延伸６０ｓ，３５个循环；７２℃延伸反应１０ｍｉｎ；反应结
束后采用 １％琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行检
测。取ＰＣＲ产物交至武汉奥科鼎盛生物科技有限
公司进行序列测定。

采用反转录试剂盒 （ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ，Ｔｈｅｒｍｏ科技有限公司），分别以
８６份待测草莓品种样品的总 ＲＮＡ为模板，用随机
引物反转录合成 ｃＤＮＡ，然后采用所设计的特异性
引物（表１）分别进行 ＰＣＲ扩增反应。检测每份样
品中的病毒感染情况。ＰＣＲ体系及反应程序同
“１２２”节。　
１．２．３　病毒序列的系统进化分析　将测序所得序

表１　引物序列

病毒种类 引物 序列（５′→３′）
产物大小

（ｂｐ） 参考文献
退火温度

（℃）

草莓斑驳病毒
１ＳＭｏＶＦ
１ＳＭｏＶＲ

ＣＣＣＡＣＣＧＴＣＡＴＴＴＣＴＣＣＡＡＣ
ＴＧＧＧＡＧＴＧＧＣＣＧＴＡＴＣＡＡＡＴ ７１２ 本研究 ５８

２ＳＭｏＶＦ
２ＳＭｏＶＲ

ＴＡＡＧＣＧＡＣＣＡＣＧＡＣＴＧＴＧＡＣＡＡＡＧ
ＴＣＴＴＧＧＧＣＴＴＧＧＡＴＣＧＴＣＡＣＣＴＧ ２１９ ［２０］ ５８

草莓镶脉病毒
１ＳＶＢＶＦ
１ＳＶＢＶＲ

ＡＣＴＣＡＣＣＡＴＧＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡ
ＴＡＣＣＡＧＡＴＣＧＴＴＧＴＣＴＡＴＣＴ ６３９ 本研究 ５８

２ＳＶＢＶＦ
２ＳＶＢＶＲ

ＧＡＡＴＧＧＧＡＣＡＡＴＧＡＡＡＴＧＡＧ
ＧＴＧＡＧＧＡＧＡＡＣＴＴＡＧＧＡＣＡ ５７４ ［２１］ ５８

草莓白化病毒
１ＳＰａＶＦ
１ＳＰａＶＲ

ＡＡＧＧＧＡＴＧＡＣＧＴＣＧＣＡＡＡＴＧ
ＴＣＣＣＡＴＧＴＴＴＣＧＣＴＧＣＴＡＧＡ ４４３ 本研究 ６０

２ＳＰａＶＦ
２ＳＰａＶＲ

ＧＴＧＴＣＣＡＧＴＴＡＴＧＣＴＡＧＧＴＣ
ＴＡＧＣＴＧＡＣＴＣＡＴＣＡＡＴＡＧＴＧ ５１７ ［２２］ ５８
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列在ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）进
行序列比对，从 ＮＣＢＩ中下载相关病毒序列，利用
ＭＥＧＡ６．０中的 ＣｌｕｓｔａｌＷ进行序列比对，以邻位法
（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）进行系统进化分析，构建系统
进化树（表２）。

表２　用于３种病毒系统发生树的ＧｅｎＢａｎｋ登录号和来源

病毒种类 登录序列号 来源

草莓斑驳病毒 ＭＴ９９１０９５．１ 中国

ＭＴ９９１０９７．１ 中国

ＭＴ０７０７５１．１ 中国

ＭＷ３８３５０１．１ 中国

ＭＺ３２８０８６．１ 加拿大

ＫＵ２００４５６．１ 加拿大

ＫＵ２００４５８．１ 加拿大

ＫＵ２００４５３．１ 加拿大

ＫＵ１７７２１８．１ 加拿大

ＬＣ５５０２８７．１ 日本

ＬＣ５５０２８５．１ 日本

ＯＮ０１３９１５．１ 德国

ＭＺ３２６６７３．１ 美国

ＭＨ０１３３２４．１ 捷克

草莓镶脉病毒 ＬＣ３１５８０４．１ 日本

ＫＰ３１１６８１．１ 中国

ＭＨ８９４２９５．１ 中国

ＫＸ２４９７３５．１ 中国

ＫＸ２４９７３８．１ 中国

ＭＴ７３１３２６．１ 中国

ＫＴ２５０６３２．１ 中国

ＫＲ０８０５４７．１ 中国

ＨＥ６８１０８５．１ 中国

ＭＦ１９７９１６．１ 中国

ＭＷ３８７９９７．１ 捷克

Ｘ９７３０４．１ 捷克

ＫＸ９５０８３６．１ 加拿大

ＭＺ３２８１００．１ 加拿大

ＭＺ３５１１７４．１ 美国

草莓白化病毒 ＭＦ０００６８４．１ 中国

ＭＺ３２８１０９．１ 加拿大

ＭＺ３２８１０６．１ 加拿大

ＯＫ０４２９２７．１ 伊朗

ＮＣ００５８９６．２ 美国

ＡＹ４８８１３８．２ 美国

ＭＺ３５１１６４．１ 美国

２　结果与分析

２．１　混合样品中病毒的高通量检测
研究表明，测序共获得２９５５６９７７个原始测序

量，经过滤共得到２６５８１７０３个高质量序列。此次
样品测序数据可作为后续转录本拼接的参考序列。

测序结果显示：从草莓资源混合样品中共检测出３
种病毒，分别为ＳＭｏＶ、ＳＶＢＶ和 ＳＰａＶ。脱毒苗中并
未检测出病毒。

２．２　草莓品种样品的ＲＴ－ＰＣＲ检测
应用“１．２”节设计的每种病毒２对特异引物，

以草莓混样ｃＤＮＡ为模板，进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增。采
用１％琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行检测，得到
目的片段，大小与预期相符（图１）。ＰＣＲ产物测序
结果通过ＤＮＡＭＡＮ与目标序列比对，一致率符合要
求。所有高通量测序分析出的病毒均能得到２对特
异性引物的验证。

　　应用本研究设计的引物，对８６份草莓样品分别
进行ＲＴ－ＰＣＲ检测，结果表明，在８６份草莓样品
中，有２８份样品检测到病毒，单一病毒侵染样品１８
份，复合侵染样品 １０份。其中，１１份样品带有
ＳＭｏＶ病毒，２３份样品带有 ＳＶＢＶ病毒，５份样品带
有ＳＰａＶ病毒（表３）。
２．３　病毒序列的系统进化树分析

本次测序得到的草莓斑驳病毒的部分片段

（ＴＲＩＮＩＴＹ ＤＮ６９１，６７４５ｂｐ），与我国分离 物
（ＧｅｎＢａｎｋ ＮＯ．ＭＴ９９１０９５．１、ＧｅｎＢａｎｋ ＮＯ．
ＭＴ９９１０９７．１和 ＧｅｎＢａｎｋＮＯ．ＭＴ０７０７５１．１）亲缘关
系最近。本次测序得到的草莓镶脉病毒的部分片

段（ＴＲＩＮＩＴＹＤＮ２５７１０，６５７１ｂｐ）与加拿大分离物
（ＧｅｎＢａｎｋＮＯ．ＭＺ３２８１００．１）亲缘关系最近，与其他
分离物亲缘关系相对较远，单独形成一个小支。

Ｇ４３１是本次测序得到的草莓白化病毒的部分片段
（１５５９ｂｐ），单独形成一个小支，但其与美国分离物
（ＧｅｎＢａｎｋＮＯ．ＡＹ４８８１３８．２）聚为一个大支。

３　讨论与结论

我国草莓产业发展迅速，草莓栽培面积与产量

位居世界第一［２３－２４］。湖北省是我国草莓重要产区

之一，产业规模居全国第５，年产值超４８亿元，产区
分布于武汉、荆州、襄阳等市县城郊。湖北省作为

农业大省，草莓产业是农村种植结构调整的主要选

择之一［２５］。本研究利用高通量测序和ＲＴ－ＰＣＲ方
法，对８６份栽培草莓品种进行了较为全面的检测与
分析，检测出危害３种草莓的病毒，分别为 ＳＭｏＶ、
ＳＶＢＶ、ＳＰａＶ。运用高通量测序技术可以快速确定
感病植株所带病毒的种类，根据高通量测序结果所
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表３　草莓病毒的ＲＴ－ＰＣＲ检测结果

品种或编号
病毒种类

草莓镶脉病毒 草莓斑驳病毒 草莓白化病毒

佐贺清香１ － ＋ －

京桃香 － － －

九天红韵 － － －

森加森加拉 － － －

京凝香 － － －

特里拉 ＋ ＋ －

３公主 ＋ － －

白雪小町 － － －

红玉 － － －

京郊小白 ＋ － －

京藏香 － － －

蒙特瑞 － － －

圣安德瑞斯 － － －

波特拉 － － －

卡姆罗莎 － － －

阿尔比 － － －

章姬１ － － －

哈尼１ ＋ － －

卡尔特 ＋ ＋ －

晶硕 － － －

鬼努甘 － － －

天香 － － －

京怡香 ＋ － －

甘露 － － －

宁丰 － － －

艳丽 － － －

表３（续）

品种或编号
病毒种类

草莓镶脉病毒 草莓斑驳病毒 草莓白化病毒

丰香 － － －

白雪公主 － － －

里瓦 ＋ － ＋

黔莓１号 － － －

粉红佳人 － － －

雪里香 － － －

俏佳人 ＋ － －

宁玉１ － － －

圣雪 － － －

硕丽 － － －

甜宝 － － －

小白 ＋ － －

白草莓 － － ＋

章姬２ ＋ － －

晶玉 － － －

晶瑶 － － －

弗杰利亚 ＋ ＋ －

佐贺清香２ ＋ － －

达赛莱克特 ＋ － －

威斯塔尔 － － －

红颜１ － － －

章姬３ － － －

香野１ － － －

佐贺清香３ － － －

ＨＢＣＭ０５１ － － －

图得拉 ＋ ＋ －
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表３（续）

品种或编号
病毒种类

草莓镶脉病毒 草莓斑驳病毒 草莓白化病毒

秀丽１ ＋ － －

越心 － － －

秀丽２ － － －

粉公主 － － －

粉佳人 － － －

全明星 ＋ － －

晶瑶１ － － －

晶瑶２ － － －

点雪 － － －

桃薰１ － ＋ －

红颜２ ＋ ＋ －

圣诞红 － － －

桃薰２ － － ＋

幸香 － ＋ －

京泉香 ＋ ＋ －

派特罗 ＋ ＋ ＋

香野２ － － －

宁玉２ － － －

ＨＢＣＭ０７１ － － －

ＨＢＣＭ０７２ － － －

红手套 ＋ － ＋

甜查理 － － －

佐贺清香４ － － －

哈尼２ － － －

ＨＢＣＭ０７７ － － －

枥乙女 － － －

美１３ ＋ － －

宝交早生 － － －

ＨＢＣＭ０８１ ＋ ＋ －

妙香７号 － － －

丹莓２号 ＋ － －

太空２００８ － － －

玉兔 － － －

越秀 － － －

　　注：“＋”表示阳性；“－”表示阴性。

测得的病毒序列设计引物，大大提高了病毒检测的效

率。另一方面是高通量测序方法可检测到未在本地

发现的病毒，可较全面地检测与鉴定草莓病毒种类。

本研究是首次在湖北地区发现ＳＰａＶ，此前已在
我国福建、河南相继被报道，并已获得 ＳＰａＶ的全基
因组序列［２６］。系统进化分析结果显示，本研究中检

测出的ＳＰａＶ与我国福建的ＳＰａＶ亲缘关系较远，而
与美国ＳＰａＶ相对较近，说明ＳＰａＶ病毒间的变异较

大，本研究检出的 ＳＰａＶ与国内其他已报道的来源
可能不同。草莓镶脉病毒与草莓斑驳病毒是我国

常见的草莓病毒，本次检测出的 ＳＶＢＶ与加拿大分
离物（ＧｅｎＢａｎｋＮＯ．ＭＺ３２８１００．１）亲缘关系最近，而
与我国的分离物亲缘关系较远，说明本研究检出的

ＳＶＢＶ可能来源于加拿大。ＳＭｏＶ与北京、辽宁和山
东地区的亲缘关系较近［２７］，可能是由国内相关地区

传播而来。

前人多应用指示植物鉴定、血清学及 ＲＴ－ＰＣＲ
等检测鉴定方法，这些方法局限于只能检测已知病

毒，无法发现未知病毒，而高通量测序分析可在样

本没有病毒信息的情况下检测出样品中含有的病

毒，并可检测到未知病毒，但是检测成本相对较高，

也会由于样品中不同病毒含量的差异，导致未能检

测出含量低的病毒［２８－３０］。

利用高通量测序及 ＲＴ－ＰＣＲ方法鉴定出本次
湖北省草莓资源中的病毒包括３种，分别为草莓镶
脉病毒、草莓斑驳病毒以及草莓白化病毒。其中带

有草莓镶脉病毒最多，共有２３株，其次为草莓斑驳
病毒，共１０株，复合侵染样品共１０份。
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