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研究报告 

中国香菇种质资源中主要真菌病毒的多重RT-PCR检测技术 
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1 华中农业大学应用真菌研究所  湖北 武汉  430070 

2 湖北省食用菌工程技术研究中心  湖北 武汉  430070 

摘  要：【背景】病毒是食用菌生产上较重要的一类潜在隐患。我们在前期的研究中发现，中国香菇

(Lentinula edodes)种质资源中最常见的病毒有 2种，分别为 L. edodes partitivirus 1 (LePV1)和 L. edodes 

mycovirus HKB (LeV-HKB)病毒，这 2 种病毒能单一或复合感染香菇。【目的】建立香菇种质主要病

毒的快速检测技术，提高香菇病毒检测效率，降低检测成本。【方法】依据香菇 β-actin 基因及病毒

LePV1 和 LeV-HKB 编码依赖 RNA 的 RNA 复制酶(RdRp)基因序列分别设计引物，以复合感染了这

2 种香菇病毒的菌丝体为材料，对影响 RT-PCR 反应的主要因素模板浓度、引物浓度、dNTPs 浓度、

退火温度和循环次数等进行优化筛选，建立同时检测 LeV-HKB 病毒(LeV-HKB 相关病毒)和 LePV1

病毒的多重 RT-PCR 检测技术。【结果】模板浓度、退火温度和循环次数对多重 RT-PCR 检测结果均

有较大影响，而引物浓度和 dNTPs 浓度对检测结果的影响较小。所建立的多重 RT-PCR 技术在香菇

核心种质病毒检测中表现为扩增目标条带清晰分明，检测结果与单重 RT-PCR 检测结果一致。对

两种病毒的多重 RT-PCR 产物进行了序列测序，结果表明扩增片段序列与目标基因序列相似性在

99%以上。【结论】所建立的多重 RT-PCR 检测体系具有较好的特异性与适用性，为室内和田间香菇

病毒早期检测、病害流行的监测提供了技术储备。 
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Development of multiplex RT-PCR for the detection of two main 
mycoviruses infecting Chinese Lentinula edodes germplasm resource 
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Abstract: [Background] Lentinula edodes virus disease is important for L. edodes production. Previous to 
this study, L. edodes mycovirus HKB (LeV-HKB) and L. edodes partitivirus 1 (LePV1) were proved to be 
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the two major mycoviruses identified in L. edodes germplasm, and co-infection of these two viruses was 
also prevalent. [Objective] The purpose of this study was to develop a quick and efficient technique for 
detection of these two viruses in the early stage of L. edodes production. [Methods] Three pairs of specific 
primers for LeV-HKB, LePV1 and actin genes (β-actin) of L. edodes were designed based on the reported 
sequences, respectively. The crucial factors of multiplex RT-PCR including template concentration, 
primers concentration, dNTPs concentration, annealing temperature, and number of cycles were then 
optimized. [Results] A multiplex RT-PCR detection method for LeV-HKB (or LeV-HKB related virus) and 
LePV1 was developed. [Conclusion] The multiplex RT-PCR assay developed in this study had high 
specificity and repeatability using the virus detection of L. edodes core collections. 

Keywords: Lentinula edodes, Edible fungi, Mycovirus, Detection 

香菇(Lentinula edodes)是世界上栽培范围最广

泛的食用菌之一，在食用菌产业中占有举足轻重的

地位[1]。香菇病毒的最早报道源于 20 世纪 70 年代

初，日本学者从不正常香菇菌丝中分离出直径分别

是 25、30 和 39 nm 的球状病毒颗粒[2]；在我国，于

善谦等从菌丝生长不正常的栽培菌种中分离到球

状病毒颗粒[3]；沈学仁等报道了上海郊区香菇生产

区暴发较大面积香菇病毒病的症状特点，并从发病

香菇菌丝中分离到基因组分别为 dsRNA 和 ssRNA

的球状病毒颗粒[4]；梁振普等在香菇中发现了直径

约为 30 nm 的球状病毒和头部直径约为 40 nm 的噬

菌体两种病毒颗粒[5]。近年来，随着香菇代料栽培

技术发展和栽培规模的日益扩大，香菇代料大规模

生产中出现疑似病毒病症状的现象越来越普遍，症

状表现为菌丝体生长或转色异常，难以形成子实体

或子实体畸形，香菇质量和产量下降等[6-9]。近期

一些研究报道表明，从这些生长不正常香菇菌株中

分离到杆状或球状病毒颗粒(L. edodes spherical 

virus，简称 LeSV)，并克隆了分离到病毒的部分基

因组序列[8]。日本学者 Magae 也报道了生长不正常

和正常菌株中均能检测到 L. edodes mycovirus 

HKB (LeV-HKB)病毒的裸露 dsRNA，并首次克隆

了该病毒全长基因组序列 (NCBI 基因登录号为

AB429556)[7]；此外，该课题组也报道了从香菇上

分离到的另一种病毒 L. edodes mycovirus HKA 

(LeV-HKA)[10]。然而，上述已测香菇球状病毒 LeSV

部分复制酶基因(RNA dependent RNA polymerase，

RdRp)序列与 LeV-HKB 或 LeV-HKA RdRp 氨基酸

序列相似性高达 95%以上，暗示这几个病毒为

LeV-HKB 相关病毒。最近，我们从症状表现为菌丝

生长退化、转色异常和不能正常形成子实体的香菇

栽培菌株 SX12 中检测到一种直径为 34 nm 的双分

体病毒 L. edodes partitivirus 1 (LePV1)，并克隆了其

全长基因组序列 (NCBI 登录号为 KX354971 和

KX354972)[11]。 

香菇病毒研究中传统的检测手段主要是电子

显微镜观察和 dsRNA 技术。随着现代分子生物学

技术的发展，一些香菇病毒基因组相继被公布，为

香菇病毒的快速检测奠定了重要的分子基础。陈春

乐等[12]依据克隆的香菇杆状病毒部分基因组序列

信息建立了该病毒的快速 RT-PCR 检测技术；Won

等[8]采用 RT-PCR 技术对 84 个香菇菌株携带球状病

毒 LeSV 的情况进行了分析。相比较单重 RT-PCR

检测技术而言，多重反转录 PCR (Multiplex-RT-PCR)

可以同时检测多种病毒，具有缩短检测时间、降低

检测成本、提高检测效率以及简化试验步骤的特

点，被广泛应用于植物病毒检测[13-15]，然而食用菌

病毒中未见有相关报道。我们前期采用 dsRNA 检

测技术对从全国各地广泛收集的 90 个香菇栽培菌

株和 125 个野生香菇菌株病毒携带情况进行了调

查，结果表明 LeV-HKB (或 LeV-HKB 相关病毒)和

LePV1 的携带率最高，而且存在复合感染的现象[16]。

本研究旨在针对中国香菇种质资源中的 2 种主要病

毒类型 LeV-HKB (LeV-HKB 相关病毒)和 LePV1，

以单一 RT-PCR 为基础，通过对反应条件和参数的

摸索与优化，建立了同时检测这两种病毒的多重
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RT-PCR 检测技术，为从源头(菌种)控制香菇病毒病

害发生，以及追踪类似病毒流行监控等方面奠定技

术基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

用于本试验的供试菌株为 56 个香菇核心种

质菌株[17]，其中栽培菌株由中国菌种专业保藏单

位惠赠，野生菌株采自自然保护区或远离香菇栽

培 的 大 山 /森 林 或 由 中 国 菌 种 专 业 保 藏 单 位 惠

赠。以上菌株均保存于华中农业大学应用真菌研

究所。 

1.2  主要试剂和仪器及培养基 

反转录试剂盒Q RT SuperMix for qPCR (+gDNA 

wiper)，南京诺唯赞生物科技有限公司；rTaq，大

连宝生物工程有限公司；DNA marker BM2000、

BM2000+，北京博迈德基因技术有限公司。超

微量分光光度计，DeNovix 公司；PCR 仪，东

胜兴业科学仪器有限公司；离心机，Eppendorf

公司；凝胶成像分析系统，上海天能科技有限

公司。  

MYG 培养基(g/L)：葡萄糖 20.0，麦芽浸膏 20.0，

蛋白胨 1.0，酵母浸粉 1.0，琼脂 20.0，加蒸馏水至

1 L。1×105 Pa 灭菌 30 min。 

1.3  菌丝体培养和收集 

供试菌株接种在 MYG 培养基上活化 5−7 d 后，

转接于预先铺有无菌玻璃纸的 MYG 平板上，25 °C

无光照培养 10 d 后收集菌丝体，用滤纸吸干后称

重，液氮速冻后保存于−80 °C 备用。 

1.4  引物设计与合成 

根据 LeV-HKB 和 LePV1 病毒的 RdRp (依赖

RNA的 RNA 复制酶)基因序列分别设计一对特异性

引物 LeV-F/LeV-R 和 LePV1-F/LePV1-R，用于检测

香菇菌株中携带 LeV-HKB 和 LePV1 病毒的情况；

此外根据香菇转录组的 β-actin 基因序列设计一对

特异性引物 actin-F/actin-R，用于分析病毒的表达

量。所有引物序列信息见表 1，引物由北京擎科新

业生物技术有限公司合成。 

1.5  RNA 提取 

参考 STE 法提取香菇菌丝体总 RNA[18]。具体

方法：(1) 取约 0.1 g 菌丝体置于预冷的研钵，加入

适量的液氮，用预冷的研棒迅速用力研磨至粉末

状，迅速转入 1.5 mL 的离心管中；(2) 立即加入

300 μL 抽提缓冲液和 600 μL PCI (25:24:1 体积比的

水饱和酚:氯仿:异戊醇)，于微管振荡器上强烈振荡

约 30 s，12 000 r/min 离心 10 min；(3) 小心吸取上

清液于另一离心管中，加入等体积的 PCI，于微管

振荡器上强烈振荡 20 s，12 000 r/min 离心 10 min；

(4) 小心吸取上清液于另一离心管中，加入 1/10 体

积的 NaAc (pH 5.5)，混匀后，加入 2.5 倍体积的无

水乙醇，于微管振荡器上振荡均匀，−20 °C 沉淀约

40 min，12 000 r/min 离心 10 min；(5) 弃上清液，

加入 750 μL 70%的乙醇洗涤沉淀，12 000 r/min 离

心 5 min，小心倒掉乙醇，于超净工作台上干燥

5−10 min，之后加 50 μL 用 DEPC 处理过的 ddH2O 

 
表 1  引物名称及序列 
Table 1  Primers sequence and name 

基因来源或类别 

Classification 

引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

扩增长度 

Amplification length (bp) 

退火温度 

Tm (°C) 
HKB LeV-F CTCCGTAGTCGTCAGATTGTCC 589 55 

LeV-R GTGACGCTACTACCGATTTAGCC 

LePV1 LePV1-F GGACTCAAACCCATTCTAAAT 389 55 

LePV1-R TTCGAGCCCATACATAATACA 

β-actin actin-F GGAGAAGATTTGGCATCACACA 258 55 

actin-R GAAGAGCGAAACCCTCGTAGA 
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溶解沉淀，用超微量分光光度计测 RNA 浓度后于

−80 °C 保存备用。 

1.6  多重 RT-PCR 体系优化 

在 20 μL 的单重 RT-PCR 反应体系基础上，对多

重 RT-PCR 检测反应体系及反应条件中下列参数进

行优化：反转录体系中 RNA 浓度(50 和 37.5 ng/μL)、

PCR中cDNA浓度(50、10、5、1、0.5、0.1和0.05 ng/μL)、

引物浓度(0.15、0.20、0.25、0.30 和 0.35 μmol/L)、

dNTP 浓度(0.15、0.20、0.25、0.30 和 0.35 μmol/L)、

退火温度(48−60 °C)以及循环次数(30、35 和 40 次)。

反 转 录 根 据 试 剂 盒 Q RT SuperMix for qPCR

的 说 明 书 进 行 ； 20 μL PCR 反 应 体 系 中 rTaq  

(5 U/μL) 0.2 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；

95 °C 30 s，48−60 °C 30 s，72 °C 40 s，(30、35、

40)个循环；72 °C 10 min。RT-PCR 反应产物经 1%

琼脂糖凝胶电泳，180 V 电泳 30 min，溴化乙

啶染色 10 min 后于凝胶成像系统检测 RT-PCR

结果。 

1.7  多重 RT-PCR 检测体系适用性能评价 

从香菇的核心种质 56 个菌株的菌丝中提取

RNA 进行多重 RT-PCR 检测，将检测结果与前期研

究获得的核心种质带毒情况相比较，验证多重

RT-PCR 检测结果。 

1.8  RT-PCR 扩增产物序列鉴定 

选择部分样品扩增的 PCR 产物送北京擎科新

业生物技术有限公司测序，将测序结果与数据库中

登录的病毒序列进行同源性比较。 

2  结果与分析 

2.1  RNA 浓度和退火温度对多重 RT-PCR 扩增

效率的影响 

以结合 dsRNA 检测和单重 RT-PCR 检测验证复

合感染有 LeV-HKB 和 LePV1 病毒的 ZP28 菌株为

材料，采用 STE 法提取 RNA。在使用的 RNA 浓度

范围内，RNA 浓度为 50 ng/μL 时多重 RT-PCR 产物

扩增的 3 个目标条带亮度均大于 37.5 ng/μL 时的扩

增条带(图 1A)；退火温度对多重 RT-PCR 扩增效率

的影响表现为 β-actin 目标条带亮度随退火温度的

升高差异不显著，LeV-HKB 目标条带亮度随退火温

度的升高而增强，而 LePV1 目标条带亮度随退火温

度的升高而减弱(图 1B)。 

2.2  cDNA浓度及循环次数对多重RT-PCR扩增

效率的影响 

在以上研究的基础上，将反转录获得的 cDNA

分别稀释至 50、25、5、2.5、0.5、0.25 和 0.05 ng/μL， 
 

 
图 1  RNA 浓度和退火温度对多重 RT-PCR 反应的影响 
Figure 1  Effects of the concentration of RNA and annealing temperature on mRT-PCR 
注：M：DNA marker BM2000；1−12：退火温度依次为 48、48.7、49.5、50.6、51.8、53.2、54.7、56.1、57.4、58.6、59.4 和 60 °C. 

A：cDNA 在反转录时添加的 RNA 总量为 1 000 ng；B：RNA 总量为 750 ng. 
Note: M: DNA marker BM2000; 1−12: The annealing temperature is 48, 48.7, 49.5, 50.6, 51.8, 53.2, 54.7, 56.1, 57.4, 58.6, 59.4, and 60 °C, 
respectively. A: The total amount of RNA in reverse transcription reaction is 1 000 ng; B: The total amount of RNA in reverse transcription 
reaction is 750 ng. 
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循环次数分别设计为 30、35 和 40 次进行多重

RT-PCR 扩增。研究结果表明，当循环数为 30 时，

3 个扩增的目标片段亮度随 cDNA 浓度降低而减弱，

且在本试验使用的浓度范围内扩增香菇 β-actin、

LePV1 和 LeV-HKB 能获得清晰目的条带的最低

cDNA 浓度分别为 0.05、0.25 和 5.00 ng/μL (图 2A)；

当循环数为 35 时，LePV1 和香菇 β-actin 的亮度随

cDNA 浓度变化不显著，但 LeV-HKB 病毒的目标

片段随 cDNA 浓度降低而减弱，在使用的浓度范围

内扩增香菇 β-actin、LePV1 和 LeV-HKB 能获得清

晰目的条带的最低 cDNA 浓度分别为 0.05、0.05 和

0.50 ng/μL (图 2B)；当循环数为 40 时，3 个目标条

带亮度随 cDNA 浓度变化不明显(图 2C)。 

2.3  引物浓度和 dNTP 浓度对多重 RT-PCR 扩

增效率的影响 

在以上研究的基础上，对引物浓度(0.15、0.20、

0.25、0.30 和 0.35 μmol/L)和 dNTP 浓度(0.15、0.20、 

 

 
 

图 2  cDNA 浓度和循环次数对多重 RT-PCR 反应的影响 
Figure 2  Effects of cDNA template concentration and 
cycles on mRT-PCR 
注：M：DNA marker BM2000+；1−7：20 μL PCR 体系中 cDNA

浓度分别为 50、25、5、2.5、0.5、0.25 和 0.05 ng/μL. A：循环

数为 30；B：循环数为 35；C：循环数为 40. 
Note: M: DNA marker BM2000+; 1−7: cDNA concentration in 
the 20 μL PCR system as followed, 50, 25, 5, 2.5, 0.5, 0.25 and 
0.05 ng/μL. A: 30 cycles; B: 35 cycles; C: 40 cycles. 

0.25、0.30 和 0.35 μmol/L)进行了筛选。研究结果

(图 3)表明，多重 RT-PCR 扩增的 3 个目标片段在引

物浓度和 dNTP 浓度均为 0.25 μmol/L 时最亮。 

2.4  多重 RT-PCR 检测体系确立及适用性评价 

根 据 以 上 研 究 结 果 ， 确 定 LeV-HKB ( 或

LeV-HKB 相关病毒)和 LePV1 半定量多重 RT-PCR

检测的反应体系。半定量多重 RT-PCR 反应体系

(20 μL)为 RNA 浓度 50 ng/μL 进行反转录；PCR 反

应体系：10×PCR buffer (Mg2+ plus) 2 μL，10 μmol/L 

dNTPs 1 μL，10 μmol/L LeV-HKB (或 LeV-HKB 相

关病毒)引物 0.5 μL，10 μmol/L LePV1 引物 1 μL，

5 U/μL rTaq 0.2 μL，cDNA 模板 1 μL，加 ddH2O 补

足 20 μL。优化的半定量多重 PCR 条件为：95 °C 

5 min；95 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 40 s，35 个循

环；72 °C 10 min。 

利用该多重检测体系，对 56 个香菇核心种质

菌株(表 2)进行 LeV-HKB (或 LeV-HKB 相关病毒) 

和 LePV1 病毒检测的结果表明，这 2 种病毒扩增

的目的条带清晰分明(图 4)，且检测的供试菌株中 

 

 
 

图 3  引物浓度和 dNTP 浓度对多重 RT-PCR 检测结果

的影响 
Figure 3  Effects of primer and dNTP concentration in 
mRT-PCR 
注：M：DNA marker BM2000. A：引物浓度对检测结果的影响，

1−5：引物浓度分别为 0.15、0.20、0.25、0.30 和 0.35 μmol/L；

B：dNTP 浓度对检测结果的影响，dNTP 浓度分别为 0.15、0.20、

0.25、0.30 和 0.35 μmol/L. 
Note: M: DNA marker BM2000. A: Effects of primer concentration 
in detection, 1−5: The concentrations of primers were 0.15, 0.20, 
0.25, 0.30 and 0.35 μmol/L; B: Effects of dNTP concentration in 
detection, 1−5: The concentrations of dNTP were 0.15, 0.20, 0.25, 
0.30 and 0.35 μmol/L. 
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表 2  香菇核心种质菌株名称、来源及试验编号 
Table 2  The name, source and number of Lentinula edodes core collection 

菌种名 

Strain name 

菌株来源 

Source 

试验编号 

Number 

菌种名 

Strain name 

菌株来源 

Source 

试验编号 

Number 

S605 上海 

Shanghai 

Z2 EFISAAS0229 贵州省仁怀市 

Huairen, Guizhou 

Y1 

Cr04 福建三明 

Sanming, Fujian 

Z6 EFISAAS0351 云南省景东县 

Jingdong, Yunnan 

Y5 

L12 福建三明 

Sanming, Fujian 

Z9 00167 云南省姚安县 

Yaoan, Yunnan 

Y7 

L135 福建三明 

Sanming, Fujian 

Z10 00168 云南省香格里拉县 

Xianggelila, Yunnan 

Y8 

L856 福建三明 

Sanming, Fujian 

Z20 ACCC50786 安徽省黄山市 

Huangshan, Anhui 

Y11 

S602 上海 

Shanghai 

Z23 GAN059 甘肃省康县 

Kangxian, Gansu 

Y14 

广香-51 

Guangxiang-51 

广东广州 

Guangzhou, Guangdong 

Z27 HUB39 湖北省神农架林区 

Shennongjia, Hubei 

Y29 

沪农-1 

Hunong-1 

上海 

Shanghai 

Z28 HUB40 湖北省神农架林区 

Shennongjia, Hubei 

Y30 

华香-8 

Huaxiang-8 

湖北武汉 

Wuhan, Hubei 

Z31 HUB91 湖北省长阳县 

Changyang, Hubei 

Y37 

庆科-20 

Qingke-20 

浙江丽水 

Lishui, Zhejiang 

Z42 HN002 湖南省郴州市 

Chenzhou, Hunan 

Y39 

秋-6 

Qiu-6 

湖北武汉 

Wuhan, Hubei 

Z47 SHL044 陕西省坝县 

Baxian, Shaanxi 

Y51 

日丰-34 

Rifen-34 

河南平顶山 

Pingdingshan, Henan 

Z48 NO.41 江西省修水县 

Xiushui, Jiangxi 

Y55 

森源-10 

Senyuan-10 

湖北宜昌 

Yichang, Hubei 

Z49 LeQc743s 四川省青川县 

Qingchuan, Sichuan 

Y70 

森源-1 

Senyuan-1 

湖北宜昌 

Yichang, Hubei 

Z50 LeWs735 四川省德昌县 

Dechang, Sichuan 

Y76 

森源-2 

Senyuan-2 

湖北宜昌 

Yichang, Hubei 

Z51 LHLy14 四川省会理县 

Huili, Sichuan 

Y78 

430 湖北武汉 

Wuhan, Hubei 

Z64 LHLy217 四川省会理县 

Huili, Sichuan 

Y79 

908 河南南阳 

Nanyang, Henan 

Z67 LMLH14 四川省冕宁县 

Mianning, Sichuan 

Y84 

868* 浙江杭州 

Hangzhou, Zhejiang 

Z82 LMLH36 四川省冕宁县 

Mianning, Sichuan 

Y88 

香九 

Xiangjiu 

广东广州 

Guangzhou, Guangdong 

Z85 LMLH52 四川省冕宁县 

Mianning, Sichuan 

Y89 

雨花-2 

Yuhua-2 

河南驻马店 

Zhumadian, Henan 

Z87 LMLH59 四川省冕宁县 

Mianning, Sichuan 

Y91 

雨花-4 

Yuhua-4 

河南驻马店 

Zhumadian, Henan 

Z88 LMLH116 四川省冕宁县 

Mianning, Sichuan 

Y94 

     (待续)
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     (续表 2)

YAASM234 云南省南华县 

Nanhua, Yunnan 

Y234 LMLHA18 四川省冕宁县 

Mianning, Sichuan 

Y100 

YAASM358 云南省楚雄市 

Chuxiong, Yunnan 

Y358 LMLHA36 四川省冕宁县 

Mianning, Sichuan 

Y104 

YAASM366 云南省楚雄市 

Chuxiong, Yunnan 

Y366 LMLHL22 四川省冕宁县 

Mianning, Sichuan 

Y110 

YAASM1515 云南省漾濞县 

Yangbi, Yunnan 

Y1515 LMLHL26 四川省冕宁县 

Mianning, Sichuan 

Y111 

YAASM1518 云南省漾濞县 

Yangbi, Yunnan 

Y1518 LMLHL210 四川省冕宁县 

Mianning, Sichuan 

Y113 

YAASM3334 云南省龙陵县 

Longling, Yunnan 

Y3334 LMYP62*'' 四川省米易县 

Miyi, Sichuan 

Y118 

YAASM3353 云南省宜良县 

Yiliang, Yunan 

Y3353 LPG82*'' 四川省普格县 

Puge, Sichaun 

Y121 

 

 
 

图 4  优化的多重 RT-PCR 检测香菇核心种质中病毒携带情况 
Figure 4  Viruses detection of Lentinula edodes core collections using the developed multiplex RT-PCR 
Note: M: DNA marker BM2000+; P: Positive control (viruses infected); N: Negative control (viruses-free). 1−55: ZP2, ZP6, ZP9, ZP10, 
ZP20, ZP23, ZP27, ZP28, ZP31, ZP42, ZP47, ZP48, ZP49, ZP50, ZP51, ZP64, ZP67, ZP82, ZP85, ZP87, ZP88, YS1, YS5, YS7, YS8, YS11, 
YS14, YS29, YS30, YS37, YS39, YS51, YS55, YS70, YS76, YS78, YS79, YS84, YS88, YS89, YS91, YS94, YS100, YS104, YS110, YS111, 
YS113, YS118, YS121, YS234, YS358, YS366, YS1515, YS1518, YS3334 and YS3353.  

 
 
 

仅感染 LeV-HKB 病毒的菌株有 6 个，仅感染 LePV1

的菌株 20 个，复合感染 LeV-HKB 和 LePV1 病毒

的菌株有 7 个(图 4)，该结果与单重 RT-PCR 检测结

果一致[11,16]。 

2.5  多重 RT-PCR 产物测序 

选择多重 RT-PCR 扩增的 ZP28 菌株的 2 个病

毒目标片段进行克隆测序，结果表明，扩增的

LeV-HKB 片段序列与 NCBI 数据库中 LeV-HKB

病毒 RdRp 序列(GenBank 登录号为 AB429556)相

似性为 99%，而扩增的 LePV1 片段序列与 LePV1

病毒序列(GenBank 登录号为 KX354971)相似性为

100%。 

3  讨论与结论 

与其他真菌病毒的研究相比较，食用菌病毒的

研究起步较晚，范围较窄，研究基础也较薄弱[19]。

大多数食用菌病毒的研究多停留在病毒的发现及

检测上，而且检测技术还有待进一步改进[20]。真菌

病毒主要通过带毒和不带毒菌丝之间的胞质融合

进行水平传播，以及通过带毒孢子进行垂直传播。
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建立快速灵敏的病毒检测技术，在带毒菌株潜隐阶

段或在带毒孢子弹射之前及早发现病毒和及时清

理，是控制食用菌病毒病危害的一种较为有效的方

法。本试验建立了能同时检测香菇中 2 种主要病毒

LeV-HKB 病毒(或 LeV-HKB 相关病毒)和 LePV1 病

毒的多重 RT-PCR 检测技术，目的片段大小分别为

589 bp 和 389 bp；此外，在 RT-PCR 体系中增加香

菇 β-actin 的特异性引物(目的片段 258 bp)作为内

参，一方面可以反映 RNA 提取及 cDNA 反转录的

质量，另一方面可以通过比较病毒目的条带与

β-actin 目的条带亮度半定量地反映病毒含量。在大

量检测香菇样品，尤其是复合感染样品时，与单

一 RT-PCR 相比，本研究建立的多重 RT-PCR 检

测方法具有操作简便、成本低廉、耗时少的优点。

该方法是在食用菌病毒检测中的首次应用，未来

在发现更多香菇病毒及其分子特征的基础上，可

尝试在该反应体系中增加扩增相应新发现病毒的

特异性引物，进行更多香菇病毒的多重 RT-PCR

检测。 
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