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4类食用菌中RNA病毒的检测和种类分析

王鑫，刘莹莹，肖俊博，李华平，李鹏飞

绿色农药全国重点实验室/华南农业大学植物保护学院，广州510642

摘要 为明确生产中不同食用菌中的病毒种类，采用高通量测序技术，对 53株侧耳属（Pleurotus spp.）和 10
株灵芝属（Ganoderma spp.），以及 17株金针菇（Flammulina filiformis）和 12株鸡腿菇（Coprinus comatus）的菌株

中的真菌病毒进行检测，对新发现的可能新病毒进行PCR扩增和序列分析，在序列比较的基础上进行系统发育

树分析。BLASTx序列比对分析结果显示，，4类 92个食用菌菌株共有 51条 contigs可注释为 41种病毒，RT-PCR
扩增和序列分析共鉴定到 13种可能的新病毒，其中，侧耳属菌株中发现 7种，鸡腿菇中发现 3种，金针菇中发现 1
种，灵芝属菌株中发现 2种。系统发育分析结果显示，这些病毒分属于+ssRNA病毒、-ssRNA病毒和 dsRNA病

毒，分布在 8 个病毒科，包括 Barnaviridae、Botourmiaviridae、Deltaflexiviridae、Mymonaviridae、Partitiviridae、
Phenuiviridae、Phlegiviridae和1个未分类的Bunyavirales病毒。研究结果表明：：4类食用菌中存在较为丰富的真

菌病毒。
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食用菌通常是指大型的真菌，俗称菇、菌、耳等，

具有极高的经济价值，广泛用于食品、医药、养殖、生

物农药、生物修复等多个领域［1］。我国食用菌的种类

丰富，其中平菇（Pleurotus ostreatus）和金针菇（Flam⁃
mulina filiformis）在 2021 年我国食用菌年产量位居

前四［2］；鸡腿菇（Coprinus comatus）生长周期短，生物

转化率高，栽培技术易于掌握，具有较高的商业潜能

和广阔的发展市场［3］；灵芝（Ganoderma spp.）是我国

一味传统的名贵中药，具有重要的药用价值［4］。

真菌病毒（mycoviruses 或 fungal viruses）是指在

各大类群真菌中普遍存在的一类感染或携带并在其

中复制的病毒，食用菌病毒属于真菌病毒的一部

分［5］。1962 年，Hollings［6］在生长异常的双孢蘑菇

（Agaricus bisporus）中，鉴定到第一个真菌病毒。虽

然真菌病毒较为显著的特点是寄主感染或携带后具

有很强的潜隐性（latency），但是一些真菌病毒可以对

其真菌宿主产生各种影响，包括生长、形态、色素沉

着、产孢和宿主致病力的改变。因此，许多研究都集

中在真菌病毒作为作物真菌病生物防治剂的潜力

上，如防治栗疫病菌（Cryphonectria parastica）［7］和核

盘菌（Sclerotinia sclerotiorum）［8］。对于食用菌而言，

一些真菌病毒会导致某些蘑菇病害，如双孢蘑菇的

La France 病和 mushroom virus X （MVX）病。“La 
France”等长病毒可导致菌丝体退化、纱膜过早打开、

子实体畸形、组织腐烂、变色等，导致严重的产量损

失；MVX 病毒可导致原基破坏，使得双孢蘑菇子实

体裸床或“斑块”、伞盖过早打开、变色和畸形［9-10］；

Kim 等［11］证 实 感 染 了 Lentinus edodes mycovirus 
（LeV）的香菇菌株的菌丝生长速率和质量明显降低。

传统的检测食用菌病毒的方法主要包括电镜

法、血清学检测、dsRNA 检测和 RT-PCR 检测等。

Hollings 首次通过电镜在畸形的双孢蘑菇子实体中

观察到 3种类型的病毒颗粒［6］； Ro等［12］通过 dsRNA
技术在平菇中检测到一种新型真菌病毒——Oyster 
mushroom isometric virus（OMIV），并 构 建 TAS-
ELISA 系统，使用抗 OMIV 小鼠单克隆抗体和抗 
OMIV 兔多克隆血清检测平菇中的 OMIV。但这些

方法存在着操作繁琐、时间长、灵敏度低等问题［13］。

病毒宏转录组学正是在高通量测序技术迅速发展的

基础上所产生的一种检测病毒的方法［14］，它不仅可

以快速检测病毒，而且还可以高效精确地检测出新

病毒的序列，为新病毒的发现奠定基础。高通量测
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序技术已经用于探索一些重要的病原真菌［15-17］和部

分食用菌种中存在的病毒，有学者采用 siRNA 高通

量测序技术检测畸形平菇是否携带病毒，来确定菌

株畸形是不是由病毒引起的［18］， Liu 等［19］通过高通

量测序检测到牛肝菌中携带多种病毒，并通过 RT-
PCR验证了高通量测序的准确性。尽管前人在平菇

和金针菇中检测到一些真菌病毒，如在平菇中发现

的 OMIV［12］ 、Oyster mushroom spherical virus 
（OMSV）［20］ 、Pleurotus citrinopileatus ourmiavirus 1 
（PcOV1）［21］和 Pleurotus ostreatus deltaflexivirus 1 
（PoDFV1）［22］以及在金针菇中发现的 Flammulina 
velutipes browning virus （FvBV）［23］，但总体上发现

的病毒种类不多，并且目前为止还没有鸡腿菇和灵

芝携带病毒的报道。为此，本研究通过高通量测序

方法检测了 4类食用菌（侧耳属、灵芝属、金针菇和鸡

腿菇）中的不同病毒类群，旨在为食用菌病毒的多样

性解析及食用菌病毒病防控提供参考。

1　材料与方法

1.1　供试菌株

用于病毒检测的 92株食用菌栽培菌种，包括 53
个侧耳属（Pleurotus）菌株和 10 个灵芝属（Ganoder⁃
ma）菌株，以及 17 株金针菇（Flammulina filiformis）
和 12株鸡腿菇（Coprinus comatus），均由山东省寿光

市食用菌研究所提供。

1.2　菌株活化

用接菌棒将供试菌株从斜面培养试管接种至

PDA加富固体培养基［13］平板上，于25 ℃避光培养7 d。
1.3　菌株总RNA提取

将活化的菌株接种到铺有玻璃纸的PDA加富固

体培养基平板上，在 25 ℃下避光培养 7 d，使用普洛

麦格（北京）总 RNA 提取试剂盒（LS1040）提取总

RNA，方法详见说明书。用 1% 的琼脂糖凝胶电泳

和核酸蛋白仪（Thermo Fisher）检测总 RNA 的质量

和浓度。

1.4　菌株混合RNA样品送样

92个菌株RNA样品分别吸取约 2 μg并混合，剩

余 RNA 样品于-80 ℃保存，交由上海伯豪生物技术

公司进行高通量测序。具体程序为：混合样品在去

除核糖体RNA后，使用Zymo-Seq RiboFree 总RNA
文库制备试剂盒（Zymo Research，美国）进行文库构

建，上机进行 Illumina Hiseq 2000/2500测序仪测序。

1.5　高通量测序数据分析

1）数据筛选过滤。对原始数据进行处理，去除

总体质量偏低的测序片段（reads），包括质量大于 20
碱基所占比例小于 50%的 reads、3'端质量低于 20的

碱基、长度小于 20 的 reads、测序接头序列以及食用

菌mRNA序列。

2）序列拼接。对获得的 clean reads 用 CLC Ge⁃
nomics Workbench （6.0.4 版 本）［24-25］的 scaffolding 
contig算法进行 de novo拼接，得到初始序列称为Pri⁃
mary UniGene。应用 CAP3 EST 拼接软件对 Prima⁃
ry UniGene进行 2次拼接，第 1次使用宽松拼接参数

进行初始拼接，此阶段生成的拼接产物为 First_con⁃
tig，第 2次使用严格拼接参数进行拼接，此阶段生成

的拼接产物为Second_contig。
3）病毒相关序列注释。将拼接得到的 contigs与

国家生物技术信息中心（National Center for Biotech⁃
nology Information，NCBI；https：//www. ncbi. nlm.
nih.gov/）中的非冗余蛋白质数据库（non-redundant 
protein database）进行 BLASTx 比对，选择具有病毒

信息注释的 contigs作为候选病毒。

4）新病毒RT-PCR验证。根据获得的候选新病

毒序列，选择 contig序列长度大于 1 000 bp且与已知

病毒氨基酸序列相似性低于 70% 序列，为其设计特

异引物进行 RT-PCR 扩增和序列分析，进行可能的

新病毒种类的验证。

5）新病毒系统发育树构建。使用开放式阅读框

（open reading frame，ORF）检测网站（http：//www.
ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html）来预测这些新病毒

序列的 ORF，在 NCBI 的保守结构域（conserved do⁃
main，CD）搜索服务中检测氨基酸（amino acid，aa）序

列的保守域，通过MEGA-X软件进行多重序列比对

（clustal muscle 方法）并利用邻接法（neighbor-joining 
method， NJ 法）构建系统发育树，Bootstrap检验设定

为1 000个重复。

2　结果与分析

2.1　高通量测序数据过滤和拼接

92 个菌株经转录组测序后共获得原始 reads 
65 591 438条，过滤不合格的reads后，获得共64 436 868
条 clean reads，clean ratio 为 98.24%。采用 CLC Ge⁃
nomics Workbench软件对clean reads进行拼接后获得

Primary UniGene 共 194 986 条，对 Primary UniGene 
进行 2 次拼接后得到最终的拼接 contig 总数为

177 385，片段总长度为 95 326 195 bp，N50为 617 bp，
GC 含量为 51.59%，其中最长的片段长度为 12 093 
bp。
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2.2　病毒相关序列注释

对 92 个菌株获得的最终 contigs 进行 BLASTx
分析（表 1），发现共有 51 条 contigs 可注释为 41 种病

毒。根据核酸类型可将这些病毒分为+ssRNA 病

毒、-ssRNA病毒和 dsRNA病毒。其中，24条 contigs
具有+ssRNA 病毒基因组信息，分布在 7个病毒科，

包 括 Barnaviridae、Betaflexiviridae、Botourmiaviri⁃
dae、Deltaflexiviridae、Fusariviridae、Hypoviridae 和

Narnaviridae，以及 2个未分类的+ssRNA病毒；9条

contigs具有-ssRNA病毒基因组信息，分布在Mymo⁃

naviridae、Phenuiviridae 病毒科、以及 1 个未分类的

Bunyavirales 病毒目病毒；18 条 contigs 具有 dsRNA
基因组信息，分布在Partitiviridae和Totiviridae科以

及2个未分类的dsRNA病毒。

2.3　病毒序列的RT-PCR验证

为了验证高通量测序的可靠性以及将病毒种

类序列定位到具体的食用菌菌株，依据高通量测序

获得的序列分别设计 13 对可能新病毒的特异引物

（表 2），以供试的各个菌株的总 RNA 为模板进行

RT-PCR扩增验证和序列分析。

结果表明，在侧耳属菌株‘黑丰 1820’‘秋平 50’
和‘大丰 8007’中检测到 Contig719 病毒片段，在‘新

平 33 号’‘秋平 2020’和‘平抗 89-1’中检测到 Con⁃
tig13234病毒条带，在‘秋平 50’‘大丰 8007’和‘广抗

5490’中检测到Contig5596病毒条带，在‘早丰 1008’
中检测到 Contig20740 病毒片段，‘凤尾 9 号’中检测

到 Contig3128 病毒片段，在‘平 28’中检测到 Con⁃
tig46835以及在‘广抗 5490’检测到Contig821病毒片

段（图 1A）；在鸡腿菇‘JZB2108012’中检测到 Con⁃
tig27286、Contig9428 以及 Contig48415 病毒条带（图

1B）；分别在灵芝属菌株‘南韩灵芝’和‘黑芝’中检测

到Contig36382和Contig2482病毒条带（图 1C）；在金

针菇‘黄金 55’中扩增到 Contig2201 病毒片段（图

1D）。进一步对扩增片段进行核苷酸序列分析，结果

显示这些片段的核苷酸序列与相应病毒的 contigs序
列高度一致。这一方面验证了高通量测序结果的可

靠性，另一方面也证明在高通量测序的菌株中的确

存在这些可能的病毒。

2.4　食用菌新病毒系统发育分析

通过高通量测序和 RT-PCR 验证，在 92个供试

的侧耳属、灵芝属菌株以及金针菇、鸡腿菇中发现 13
种可能的新病毒，其中包括 4 个+ssRNA 病毒、5 个

-ssRNA病毒和4个dsRNA病毒。

1）+ssRNA病毒。如表1所示，高通量测序共获

得 4 条与 Barnaviridae 病毒科病毒相关的 contigs。
通过RT-PCR扩增和序列测定，在糙皮侧耳（Pleuro⁃
tus ostreatus）菌 株‘ 早 丰 1008’中 检 测 到 Con⁃
tig20740，与Barnaviridae sp.的相应序列相似性最高

为 51.52%（表 1）；在肺形侧耳（Pleurotus pulmonari⁃
us）菌株‘凤尾 9 号’中检测到 Contig3128，与 Barna⁃
viridae sp.的相应序列相似性最高为 52.04%（表 1）。

Barnaviridae 病毒科属于 Sobelivirales 病毒目，我们

选取了该病毒目中不同病毒属的病毒的 RdRp 蛋白

序列构建系统发育树（图 2），系统发育分析显示，这 2
个病毒均属于 Barnaviridae 病毒科，它们和 Barna⁃
viridae 病毒科病毒聚集在一起，可能为该病毒科的 2

表2　病毒RT-PCR验证序列

Table 2　List of PCR primers used for viral contig detection

Contig编号

Contig number

Contig719
Contig13234
Contig5596

Contig20740
Contig3128

Contig46835
Contig821

Contig27286
Contig9428

Contig48415
Contig36382
Contig2482
Contig2201

正向引物（5'-3'）
Primer forward

TGACTATCCCACCACGATTA
AAAGGTTGTGGACTCGTTG

GAATACAACTCTGTGTGGTGGG
GCACTTTGGGAATCTAACACG

GATTGGATGCCGATGAGTA
GACTTACCTCAGTTCTGCCG
GCAGACTGGGTTTAGCCTT

TGTATGCCTGTCTCCTTGGT
CGCAACTCTTGACAAAGGTG
TGCTTCAGACAGGTTTGGA
TGCTTGTTGTTGGACTGC

GTTGGAGGAAGGAAATCGTT
GCACCTTACCATCTCCATACAG

反向引物（5'-3'）
Primer reverse

CTTACCGTATTGGCTCTGC
ACTGGTGTGTCATCATCCC
CTTCCAATCCGTCAAACG

AGTCTGGTGAGGATGTCCGA
TGCCACTTGAGGTGTTGAA

ACCAAGACGCTGTAGAGACA
AGGTGTCCTTGGTATTAGGGT

CGGGATAACCGTTGTTGT
GCAAATCCACAGCACTTAGC
AGCGGCATCATCATAACTC
TTGACGAACCTCAGGGACT

CCGAAAGGGTGAATGTTGAT
TTGAGCCAAGCAATGTGG

产物大小/bp
Product size

1 700
2 334
2 324
1 700
1 489
577

2 324
1 208
1 229
701

1 007
667

1 800
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种新病毒。

高通量测序共获得 4条与 Deltaflexiviridae 病毒

科相关 contigs（表 1），根据 ICTV 对 Deltaflexivirus 
属新病毒的划分标准，即复制相关蛋白的氨基酸序

列同一性低于 70%，而本研究中 Contig1964、Con⁃
tig636 和 Contig5084 与已知病毒复制相关蛋白的蛋

白序列相似性均高于 70%，属于新病毒的可能性

低；而 Contig46835 与 Pleurotus ostreatus deltaflexivi⁃
rus 1（PoDV1）相 应 病 毒 序 列 相 似 性 最 高 仅 为

66.53%。进一步通过 RT-PCR 扩增和序列分析证

实该 Contig46835 存在于糙皮侧耳菌株‘平 28’中；

将 Contig46835 和 Tymovirales 病毒目中 Alphaflexi⁃
viridae、Betaflexiviridae、Deltaflexiviridae、Gammaf⁃
lexiviridae 和 Tymoviridae 病毒科病毒的复制相关

蛋白的氨基酸序列进行系统发育树分析（图 3），初

步表明该 Contig46835 为 Deltaflexiviridae 病毒科新

病毒。

高通量测序检测到 4条与Botourmiaviridae相关

的 contigs（表 1），通过 RT-PCR 扩增和序列分析，在

黑灵芝‘黑芝’中检测到 Contig2482，它与 Apple our⁃
mia-like virus 3相应基因序列的相似性仅为 42.97%

（表 1）。 ICTV 对 Botourmiaviridae 科新病毒的划

分标准为 RdRp 氨基酸序列同一性低于 90%，基于

Botourmiaviridae病毒科RdRp构建的系统发育树分

析结果（图 4）表明，Contig2482 与 Apple ourmia-like 
virus 3 聚集在一起，同属于 Magoulivirus 病毒属，可

能为该病毒属的新病毒。

2）-ssRNA 病毒。高通量测序共获得 2 条与

Lentimonavirus病毒属相关 contigs，通过RT-PCR扩

增和序列分析。在糙皮测耳‘黑丰 1820’‘秋平 50’和
‘大丰 8007’中都检测到 Contig719，该 Contig719 与

Armillaria mellea negative strand RNA virus 1 相应序

列最高相似性为 38.75%（表 1）。根据以Mymonavir⁃
idae 科病毒 Large protein 氨基酸序列进行进化发育

树分析（图 5），以及 ICTV 对 Mymonaviridae 科新病

毒的划分标准，即Large protein氨基酸序列同一性低

于 80%，结果显示，Contig719是Lentimonavirus病毒

属的可能新病毒。

高通量测序共获得 7条与Bunyavirales病毒目相

关 contigs，通过RT-PCR扩增和序列分析，在糙皮测

耳菌株‘新平 33 号’‘秋平 2020’和‘平抗 89-1’中均

检测到了 Contig13234，它与 Lentinula edodes nega⁃

A：侧耳属菌株 Pleurotus spp.； B：鸡腿菇 Coprinus comatus； C：灵芝属菌株 Ganoderma spp.； D：金针菇 Flammulina filiformis.

图1 食用菌病毒RT-PCR验证结果

Fig. 1 RT-PCR confirmation of viral-like contigs in edible mushrooms
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tive-strand RNA virus 3病毒相应序列相似性最高为

34.57%（表 1）；在糙皮侧耳菌株‘广抗 5490’中检测

到 Contig821，它与 Armillaria bunya-like virus 2 相应

序列相似性最高为 36%（表 1）；在糙皮侧耳菌株‘秋

平 50’‘大丰 8007’和‘广抗 5490’均检测到 Con⁃
tig5596，它与 Rhizoctonia cerealis lentinuvirus 相应序

列的相似性最高为 34.09%（表 1）；在灵芝‘南韩灵

芝’菌株中检测到 Contig36382，它与 Heterobasidion 
irregulare negative-stranded RNA virus 1 的相应序列

的相似性最高为48.22%（表1）。

ICTV 对 Phenuiviridae 科新病毒的划分标准为

RdRp氨基酸序列同一性低于 95%，同时根据Bunya⁃
virales 目中病毒 RdRp 蛋白序列进行系统发育树分

析（图6），结果表明，Contig13234、Contig5596和Con⁃
tig821 均属于 Phenuiviridae 病毒科中 3 种可能的新

病毒，而 Contig36382 与一些未分类的 Bunyavirales
病毒目的病毒聚集在一个分支。

3） dsRNA病毒。高通量测序共得到 14条Parti⁃
tiviridae病毒科相关序列，通过RT-PCR扩增和序列

分 析 ，在 鸡 腿 菇‘JZB2108012’中 检 测 到 Con⁃
tig27286、Contig9428 和 Contig48415。 其 中 ，Con⁃
tig27286 与 Raphanus sativus cryptic virus 1 的 RdRp
相似性最高为 65.66%（表 1）；Contig9428 与 Hetero⁃
basidion partitivirus 12 的 RdRp 相 似 性 最 高 为

58.78%（表1）；Contig48415与Gaeumannomyces triti⁃
ci partitivirus 1的外壳蛋白氨基酸序列相似性最高为

43.31%（表 1）。依据Partitiviridae病毒科病毒RdRp
序列（图 7）和衣壳蛋白氨基酸序列（图 8）构建进化发

育 树 ，结 果 显 示 Contig27286、Contig9428 和 Con⁃
tig48415 均属于 Alphapartitivirirus 病毒属中的 3 种

可能的新病毒。

高通量测序共获得 2 条与 Totiviridae 病毒科病

毒相关的 contigs，通过RT-PCR扩增和序列分析，在

金针菇‘黄金 55’中检测到 Contig2201。该 Con⁃
tig2201与Phlebiopsis gigantea mycovirus dsRNA 1相

应序列相似性最高为 48.90%，基于 Ghabrivirales 病
毒目病毒和 Phlegiviridae 病毒科病毒的 RdRp 蛋白

序列构建进化树（图 9），发现 Contig2201 与 Phlegi⁃
viridae 病毒科病毒有明显独立的系统发育状态，可

能是Phlegiviridae病毒科的新病毒。

3　讨 论

高通量测序技术极大地丰富了我们对病毒多样

性的认识。本研究利用下一代测序技术（next-gener⁃
ation sequencing，NGS）对 92 个侧耳属菌株、灵芝属

菌株、金针菇菌株和鸡腿菇菌株中携带的RNA病毒

进行了研究。通过BLAST分析和系统发育树构建，

共获得 51条 contigs，并注释为 41种潜在的病毒。通

过 RT-PCR 检测和序列分析，共检测到 13种可能的

新病毒，其中在侧耳属菌株中发现 7种，在鸡腿菇中

发现 3 种，在金针菇中发现 1 种，在灵芝属菌株中发

现 2种。这些新病毒分属于+ssRNA 病毒中的 Bar⁃
naviridae、Botourmiaviridae和Deltaflexiviridae 病毒

科，-ssRNA 病毒中的 Mymonaviridae、Phenuiviri⁃
dae 病毒科和 1 个未分类的 Bunyavirales 病毒目病

毒，以及 dsRNA病毒中的 Partitiviridae和 Phlegivir⁃
idae病毒科等共8个病毒科。

截至目前，人们已在双孢蘑菇（Agaricus bispo⁃

Contig20740和Contig3128用五角星标示。Contig20740 and Con⁃
tig3128 are marked with stars.

图2 基于Sobelivirales病毒目病毒RdRp
蛋白序列的系统发育树分析

Fig. 2 Phylogenetic tree analysis based on 
RdRp of members of the order Sobelivirales
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Contig2482用五角星标示。Contig2482 is marked with a star.
图4 基于Botourmiaviridae病毒科病毒RdRp蛋白序列的系统发育树分析

Fig. 4 Phylogenetic tree analysis based on RdRp of members of the family Botourmiaviridae

Contig46835用五角星标示。Contig46835 is marked with a star.
图3 基于Tymovirales病毒目病毒RdRp蛋白序列的系统发育树分析

Fig. 3 Phylogenetic tree analysis based on RdRp of members of the order Tymovirales
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Contig13234、 Contig5596、 Contig821 和 Contig36382 用 五 角 星 标 示 。 Contig13234， Contig5596， Contig821， and Contig36382 are 
marked with stars.

图6 基于Bunyavirales病毒目病毒RdRp蛋白序列的系统发育树分析

Fig. 6 Phylogenetic tree analysis based on Large protein of members of the order Bunyavirales

Contig719用五角星标示。 Contig719 is marked with a star.
图5 基于Mymonaviridae病毒科病毒L蛋白序列的系统发育树分析

Fig. 5 Phylogenetic tree analysis based on Large protein of members of the family Mymonaviridae
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Contig9428和Contig27286用五角星标示。 Contig9428 and Contig27286 are marked with stars.
图7 基于Partitiviridae病毒科病毒RdRp蛋白序列的系统发育树分析

Fig. 7 Phylogenetic tree analysis based on RdRp of members of the family Partitiviridae

Contig48415用五角星标示。Contig48415 is marked with a star.
图8 基于Partitiviridae病毒科病毒CP蛋白序列的系统发育树分析

Fig. 8 Phylogenetic tree analysis based on CP of members of the family Partitiviridae
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rus）、香菇（Lentiluna edodes）、糙皮侧耳（Pleurotus 
ostreatus）、金针菇（Flammulina filiformis）、灰树花

（Grifola frondosa）和黑木耳（Auricularia heimuer）等

食用菌中检测到病毒，并得到一些食用菌病毒的基

因组序列［26-28］。其中，我国对香菇病毒的研究最为

深入。据 Liu等［29］调查中国香菇种质资源中真菌病

毒的流行率和多样性发现，真菌病毒在中国香菇的

栽培株和野生型菌株中广泛存在。截至目前在香菇

中鉴定到的+ssRNA 病毒有 Botourmiaviridae 病毒

科 的 Lentinula edodes magoulivirus 1［30］、Lentinula 
edodes magoulivirus 2 和 Lentinula edodes ourmia-
like virus 1［29］，Deltaflexiviridae 病毒科的 Lentinula 
edodes deltaflexivirus 1 和 Lentinula edodes deltaflexi⁃
virus 2［30］，Fusariviridae 病毒科的 Lentinula edodes 
fusarivirus 1、Lentinula edodes fusarivirus 2、Lentinula 
edodes fusarivirus 3［30］、Lentinula edodes fusarivirus 4
和Lentinula edodes fusarivirus 5［29］，Hypoviridae病毒

科 的 Lentinula edodes hypovirus 1［30］和 Lentinula 
edodes hypovirus 2［29］，Narnaviridae病毒科的Lentin⁃
ula edodes mitovirus 1［30］和 Lentinula edodes narnavi⁃
rus 1［29］，Tymoviridae 病毒科的 Lentinula edodes ty⁃
mo-like virus 1［30］，以及未分类的 Lentinula edodes 

beny-like virus 1、Lentinula edodes betaflexi-like virus 
1、Lentinula edodes tobamo-like virus 1［30］和 Lentinu⁃
la edodes beny-like virus 1-Hunong-1［29］；-ssRNA 病

毒有Mymonaviridae病毒科的Lentinula edodes nega⁃
tive-stranded RNA virus 1［31］，Phenuiviridae 病毒科

的 Lentinula edodes negative-stranded RNA 
virus 2［31］、Lentinula edodes negative-stranded RNA 
virus 3［30］；dsRNA 病毒有 Partitiviridae 病毒科的

Lentinula edodes partitivirus 1［32］、Lentinula edodes 
partitivirus 2、Lentinula edodes partitivirus 3［30］和Len⁃
tinula edodes partitivirus 4［29］，Phlegiviridae 病毒科的

Lentinula edodes mycovirus HKB［33］ 、Lentinula 
edodes mycovirus HKA、Lentinula edodes spherical vi⁃
rus［34］，以及未分类的 Lentinula edodes bipartite vi⁃
rus 1［29］。

在侧耳属菌株中，已鉴定到多种病毒，例如：

+ssRNA 病毒有 Tymoviridae 病毒科的 OMSV、Bo⁃
tourmiaviridae 病毒科的 PcOV1 和 Deltaflexiviridae
病毒科的 PoDFV1［20-22］；dsRNA 病毒有 Partitiviri⁃
dae 病 毒 科 的 OMIV、Pleurotus ostreatus virus 1 
（PoV1）、Pleurotus ostreatus spherical virus （POSV）

和 Pleurotus ostreatus ASI2792 mycovirus（PoV-

Contig2201用五角星标示。Contig2201 is marked with a star.
图9 基于Ghabrivirales病毒目病毒RdRp蛋白序列的系统发育树分析

Fig. 9 Phylogenetic tree analysis based on RdRp of members of the order Ghabrivirales
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ASI2792）［12，35-37］。在本研究中，我们首次在平菇菌

株中发现有 2 种可能的 Barnaviridae 病毒科病毒。

该病毒科仅包含 1 个 Barnavirus 病毒属，在该属中

ICTV 只正式收录了 1 种该病毒属病毒——Mush⁃
room bacilliform virus （MBV），而且是在双孢蘑菇

中鉴定到的。此前在平菇上已报道过 1 种 Del⁃
taflexiviridae 病毒——PoDFV1，在本研究中我们也

发现了一种类似的平菇 Deltaflexiviridae 病毒，它与

PoDFV1的亲缘关系很近。此外，本研究也首次在平

菇中发现了-ssRNA 病毒，分别属于 Mymonaviridae
和 Phenuiviridae 病毒科。目前为止，在食用菌中仅

在香菇和伯氏圆孢地花中鉴定到 Mymonaviridae 病
毒科病毒，分别是 Lentinula edodes negative-stranded 
RNA virus 1 （LeNSRV1）［31］和 Bondarzewia berke⁃
leyi negative-stranded RNA virus 1 （BbN-SRV1）［38］，

以及在香菇中鉴定到 2 个 Phenuiviridae 病毒科病

毒 ——Lentinula edodes negative-stranded RNA vi⁃
rus 2 （LeNSRV2）和 Lentinula edodes negative-
stranded RNA virus 3（LeNSRV3）［30-31］。此外，我们

在多个不同的平菇菌株中鉴定到同一种病毒，推测

是在食用菌栽培期间，病毒可能由原寄主菌株传染

到其他菌株中；而且也发现了在同一个菌株中存在

有2种及以上病毒的现象。

截至目前，在金针菇中只报道过 2种病毒，分别

是 FvBV 和 Flammulina velutipes isometric virus 
（FvIV）［23］，均属于 dsRNA病毒的Partitiviridae病毒

科。在本研究中，我们在金针菇菌株中发现了 1种新

的 dsRNA 病毒，该病毒属于 Phlegiviridae 病毒科。

此前仅在香菇菌株鉴定到 3种该病毒科病毒，分别是

Lentinula edodes mycovirus HKB［33］ 、Lentinula 
edodes mycovirus HKA 和 Lentinula edodes spherical 
virus［34］。

迄今为止，还未见有鸡腿菇和灵芝属菌株携带

病毒的报道。本研究在 1 株鸡腿菇菌株中发现了 3
种可能的 Partitiviridae 病毒科的新病毒。该病毒科

已有 15 种 Partitiviridae 病毒科成员感染食用菌，分

别感染平菇、香菇、金针菇、伯氏圆孢地花和灰树花

等，其中 5 种属于 Alphapartitivirus 属，9 种属于 Be⁃
tapartitivirus属［26］，本研究中在鸡腿菇中发现的该病

毒科的病毒均属于Alphapartitivirus。
本研究在灵芝属菌株‘黑芝’和‘南韩灵芝’中分

别鉴定到属于+ssRNA病毒和-ssRNA病毒类型的

各 1种新病毒。其中+ssRNA 病毒类型的新病毒属

于Botourmiaviridae病毒科Magoulivirus病毒属。此

前该病毒科中已在平菇和香菇菌株分别鉴定到 2种

该病毒科的病毒——PcOV1和 Lentinula edodes ma⁃
goulivirus 1 （LeOLV1）［21， 30］，但它们分别属于 Our⁃
miavirus 和 Magoulivirus 病毒属。在灵芝中鉴定到

的-ssRNA 病毒属于 Bunyavirales病毒目中 1个未分

类的新的病毒科，此前仅在该病毒目中的 Mymona⁃
viridae、Phenuiviridae 病 毒 科 中 鉴 定 到 食 用 菌

病毒［26］。

尽管目前报道过的食用菌病毒大多数似乎对寄

主生长没有显著影响，但部分具有致病性的病毒可

能导致食用菌出现症状，且其症状随着感染病毒时

间、环境等因素的变化而改变［13］。OMSV 是从糙皮

侧耳中鉴定到的 1 种+ssRNA 病毒，有研究者发现

OMSV中国株系会抑制糙侧耳菌丝生长并造成子实

体畸形，导致减产，并且该病毒能通过菌丝融合的方

式从糙皮侧耳传播到肺形侧耳中，并引起后者生长

异常［39-40］。本研究通过高通量测序和PCR分析得到

的只是病毒的部分序列或近全长序列，以上病毒种

类要得到完整的鉴定需要进一步开展全基因组序列

的测定，在确定病毒种类的基础上，再进一步深入分

析这些病毒对食用菌生长发育等的影响，为食用菌

病毒的防控奠定基础。
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Detection and species analysis of RNA mycoviruses 
in four types of edible mushrooms

WANG Xin,LIU Yingying,XIAO Junbo,LI Huaping,LI Pengfei

State Key Laboratory of Green Pesticide/College of Plant Protection，
South China Agricultural University， Guangzhou 510642， China

Abstract To clarify the types of viruses present in various edible mushrooms during production， 
high-throughput sequencing technology was employed to detect fungal viruses in 53 strains of Pleurotus 
spp.， 10 strains of Ganoderma spp.， 17 strains of Flammulina filiformis， and 12 strains of Coprinus coma⁃
tus.PCR amplification and sequence analysis were performed on newly identified potential viruses， and phy⁃
logenetic tree analyses were conducted based on sequence comparisons. BLASTx sequence alignment re⁃
sults indicated that a total of 51 contigs were annotated as 41 viruses detected from 92 strains of four types 
of edible mushrooms.Thirteen potential novel viruses were identified through RT-PCR amplification and se⁃
quence analysis， including seven species found in Pleurotus spp.， three species in Coprinus comatus， one 
species in Flammulina filiformis， and two species in Ganoderma spp..Phylogenetic analyses showed that 
these viruses belong to +ssRNA viruses， -ssRNA viruses， and dsRNA viruses， distributed across wight 
viral families： Barnaviridae， Botourmiaviridae， Deltaflexiviridae， Mymonaviridae， Partitiviridae， Phe⁃
nuiviridae， Phlegiviridae， and an unclassified member of the order Bunyavirales.In conclusion， there is a 
relatively abundant presence of fungal viruses in the four types of edible mushrooms.

Keywords edible mushroom； Pleurotus； Ganoderma； Coprinus comatus； Flammulina filiformis；
fungal virus； virus detection
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