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中国蜜蜂西奈湖病毒基因组测序 
与系统发育分析* 
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广东省野生动物保护与利用公共实验室，广州 510260；2. 华南农业大学农学院，广州 510640） 

摘  要  【目的】 获得广东省西方蜜蜂 Apis mellifera 所携带西奈湖病毒（Lake Sinai virus，LSV）基因

组全长序列，并进行系统发育分析，确定其分类地位。【方法】 利用 Sanger 测序得到广东省西方蜜蜂所

携带的 LSV 基因组全长，命名为 LSV GIABR 并上传至 GenBank。从基因库中下载 28 个 LSV 基因组全长

序列，以及 34 条 RDRP 序列，利用软件 MEGA.X，分别使用最大似然法（Maximum Likelihood）和邻接

法（Neighbor-Joining）构建的系统发育树，确立 LSV GIABR 的分类地位。另外，使用软件 RDP4.0 分析

基因组是否发生重组及重组位置。【结果】 LSV GIABR 基因组全长 5 910 nt，包含 ORF1（基因组位置 78- 
2615），RDRP（1852-3720），核衣壳蛋白 Capsid（3739-5301）和 ORF4（5346-5798）。全基因组和 RDRP
基因系统发育分析确定 LSV GIABR 属于 LSV2，基因组重组分析推测其可能是美国和澳大利亚的 LSV2
株系的母本。【结论】 从广东省西方蜜蜂检测到的 LSV 基因组全长为 5 910 nt，属于 LSV2，并可能是美

国和澳大利亚的 LSV2 株系的母本。 
关键词  西方蜜蜂；西奈湖病毒；系统发育；基因组重组分析 
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of the Lake Sinai virus in China 
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Abstract  [Objectives]  To obtain the full-length genome sequence of the Lake Sinai virus (LSV) carried by Apis mellifera 

in Guangdong Province, and investigate LSV polymorphism with phylogenetic analysis. [Methods]  LSV GIABR was 

detected in Guangdong, China in 2016. The full-length genome of this virus was sequenced using Sanger sequencing and 

submitted to GenBank (accession number is MT732482). Twenty-eight genome sequences and 34 RDRP sequences were 

downloaded from GenBank, aligned and analyzed by MEGA.X using both the maximum likelihood (ML) and 

neighbor-joining (NJ) methods. A recombination event was predicted by RDP4.0. [Results]  The complete genome 

sequence contained 5 910 nucleotides, with an ORF1 segment (genome position from 78 to 2615) overlapping the RDRP 

segment (from 1852 to 3720), a capsid protein segment (from 3739 to 5301) and a hypothetical protein segment (from 5346 

to 5798). Analysis of the genome lineage, RDRP gene and recombination events suggest that LSV GIABR belongs to SLV2 

and is a putative, major, parental sequence of LSV2 isolates from the United States and Australia. [Conclusion]  LSV GIABR 

detected in A. mellifera in Guangdong, China belongs to the LSV lineage 2, and is predicted to be a major parental sequence 

of LSV2 isolates from the United States and Australia.  
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21 世纪农业面临的一个突出问题是传粉者

数量的急剧下降（Potts et al.，2016）。据估计，

世界上 35%的作物生产依赖于传粉者，其中最活

跃的是西方蜜蜂（意大利蜜蜂）Apis mellifera
（Klein et al.，2006；Calderone，2012）和东方

蜜蜂（中华蜜蜂）Apis cerana（曾志将，2020）。
在美国，大约 100 种经济作物依靠蜜蜂授粉，蜜

蜂授粉服务所提供的经济价值大概为每年 160
亿美元（Calderone，2012）。而 2006-2007 年冬

季发生蜂群衰竭失调（CCD）现象，导致美国

60 万蜂群神秘失踪（Cox-Foster et al.，2007；van 
Engelsdrop et al.，2009）。学界对造成这一现象

的因素进行了广泛研究，但其确切原因和机制仍

有待最后确定。目前在科学界流行的观点是多种

因素影响蜜蜂健康和危害群体生存，包括寄生

虫、病原体、害虫、农药暴露、营养不良、物种

多样性减少和管理不善，独立或协同作用（Potts 
et al.，2010；Levy，2011；Godfray et al.，2014；
Goulson et al.，2015）。 

然而，蜜蜂蜂群健康自 20 世纪 80 年代以来

就一直在下降，这一现象在很大程度上归因于狄

斯瓦螨 Varroa destructor 的侵染（Rosenkranz  
et al.，2010）。而狄斯瓦螨的侵染往往伴随着各

种病毒的传播和繁殖。在 2015 年之前，已经有

超过 20 种病毒被确认可以通过狄斯瓦螨感染蜜

蜂（Bailey，1968；Chen and Siede，2007），病

毒的传播往往会造成蜜蜂群体衰竭（Cox-Foster 
et al.，2007；van Engelsdrop et al.，2009；Genersch 
et al.，2010；Evans and Schwarz，2011；Cornman 
et al.，2012）。自 2015 年以来，宏基因组新一代

测序 （Next generation sequence, NGS）方法极

大地加快了蜜蜂病毒发现的步伐。现在，超过

30 种病毒在蜜蜂中被发现 （Galbraith et al.，
2018 ； McMenamin and Flenniken ， 2018 ；

Grozinger and Flenniken，2019）。大多数蜜蜂病

毒是正链 RNA 病毒，这些病毒的遗传物质由正

链 RNA 基因组组成，属于小核糖核酸病毒（Le 
Gall et al.，2008）。常见的蜜蜂病毒包括急性蜜

蜂麻痹病毒（Acute bee paralysis virus，ABPV），

黑蜂王台病毒（Black queen cell virus，BQCV）、

克什米尔蜜蜂病毒 （Kashmir bee virus，KBV）

和以色列急性麻痹病毒（Israeli acute paralysis 
virus，IAPV），它们都是 Dicistroviridae 家族的

成员（Valles et al.，2017a）。其他常见的蜜蜂病

毒包括残翅病病毒（Deformed wing virus，
DWV）、Varroa destructor Virus 1（VDV1）。囊

状幼虫病病毒（Sacbrood virus，SBV）和缓慢性

蜜蜂麻痹病病毒（Slow bee paralysis virus，
SBPV）是 Iflaviridae 科的成员 （Valles et al.，
2017b ），以及未定类的慢性蜜蜂麻痹病毒 
（Chronic bee paralysis virus，CBPV）和西奈湖

病毒（Lake Sinai virus，LSV）。 
西奈湖病毒属于+ssRNA 病毒，基因组长约

5 600 nt。2008 年首次发现于美国南达科他

（South Dakota）靠近西奈湖（Lake Sinai）的一

个流动养蜂场。目前，已发现的 LSV 病毒株系

（Lineage）共 8 种，LSV1-8。GenBank 中能找

到全长的有 LSV1、LSV2、LSV3、LSV4 和 LSV8。
其中，LSV2 检出率最高，其基因组全长约

5 910 bp，编码衣壳蛋白 57.3 ku，包括 4 个开放

阅读框，病毒衣壳为二十面体，粒子直径约

27 nm。LSV 可以通过媒介、食物或粪便传播，

分布于蜜蜂的肠道、胸部、腹部及头部，主要在

肠道，但具体病理特征还不清楚（Daughenbaugh 
et al.，2015）。LSV 不仅在蜜蜂感染和传播，还

感染多种其他昆虫，如熊蜂（Bombus），胡蜂

（Vespidae），以及蚂蚁（Messor）（Fürst et al.，
2014 ； Ravoet et al. ， 2014 ； McMahon and 
Flenniken，2015；Parmentier et al.，2016；Yang 
et al.，2020）。LSV 常存在于弱势蜂群中, 并存

在超感染现象，即在单只蜜蜂中同时检测到 3 种

不同 LSV 株系（Ravoet et al.，2015）。随后研究

表明，该病毒与蜜蜂群体崩溃失调症（CCD）的

发生有关（Cornman et al.，2012），在其它蜂种

也有发现危害，如熊蜂蜂群（Ravoet et al.，2014）。
近几年，利用 RT-PCR、Sanger 测序、Illumina
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测序和新一代测序（ NGS ）等方法在美国

（Daughenbaugh et al.，2015）、西班牙（Granberg 
et al.，2013）、比利时（Ravoet et al.，2014）、荷

兰、瑞典、土耳其、澳大利亚、南非、汤加、贝

宁、中国等多个国家都已检测到 LSV （Parmentier 
et al.，2016）。 

2016 年本实验室在广东省蜜蜂病原调查过

程中发现在西方蜜蜂工蜂中检测到 LSV，随后

Sanger 测序获得基因组全长，共 5 910 bp，命名

为 LSV GIABR，并上传至 NCBI，登录号为 
MT732482。本文将通过全基因组比对建树分析、

基因组重组分析以及 RDRP 基因进化分析等，阐

述 LSV GIABR 基因组特征和分类地位。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

于 2016 年 3 月 1 日至 4 月 30 日，在广东省

21 个地市区的东方蜜蜂和西方蜜蜂蜂场采集样

品，每个蜂场采集 3 份样品，每份样品包括工蜂

蛹及成蜂各 10 只，并做好相应编号。采集后 75%
酒精浸泡，快递寄回。收到样品后，对应编号分

类保存于﹣80 ℃冰箱，用于 RNA 提取。 

1.2  病原检测 

使用 TRIzoL Reagent（Invitrogen，Carlsbad，
USA）试剂提取单个蜜蜂样品总 RNA，1%琼脂

糖凝胶电泳和 Nanodrop 分光光度计（IMPLEN，

CA，USA）检测（OD260/OD280）。使用 PrimeScript™ 
II 1st strand cDNA Synthesis Kit（TAKARA，大

连宝生物）合成第一链 cDNA，﹣20 ℃保存备

用 。 L S V 检 测 通 用 引 物 ： L S V d e g - F ：

GCCWCGRYTGTTGGTYCCCCC，LSVdeg-R：

GAGGTGGCGGCGCSAGATAA AGT（Ravoet  
et al.，2013）。扩增酶使用的是全式金（北京）

的 DNA 扩增酶（2×EasyTaq® PCR SuperMix，
Cat. AS111-12）。PCR 扩增体系：2× taq 12.5 μL，

10 μmol∙L － 1 正反向引物各 1.0 μL ， ddH2O 
10.5 μL。PCR扩增条件：95 ℃ 3 min，94 ℃ 30 s，
55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，35 个循环，72 ℃，

10 min，4 ℃保存。1%凝胶电泳检测，回收对应

大小的阳性条带，连接 T 载体，转化大肠杆菌

DH5α 感受态细胞，获得阳性克隆子，各选 3 个

阳性克隆子送英潍捷基（上海）贸易有限公司进

行测序。所得序列上传至 NCBI 进行 BLASTn 分

析，预测同源物种。 

1.3  LSV 基因组测序和分析 

上述检测结果发现样品中 LSV 阳性，并且

根据通用检测引物的 PCR 产物在 NCBI 上

BLAST 比 对 分 析 ， 结 果 与 GenBank 中

HQ888865.2 高度相似。因此本文以 HQ888865.2
为模板设计了 6 对引物（表 1）扩增 LSV 全长，

使用高保真酶 Pfu（ Stratagene）或者 KOD
（Toyobo）扩增获得 PCR 扩增产物，产物纯化

后，连接 T 载体，转化大肠杆菌 DH5α 感受态细

胞，获得阳性克隆子，各选 3 个阳性克隆子送英

潍捷基（上海）贸易有限公司进行测序。所得序

列用 MegAlign 拼接（DNASTAR，Version 6.0），
获得 LSV 基因组全长。全基因组序列提交到

GenBank，序列号为 MT732482。在 GenBank 中

下载另外 27 个长度近似的完整基因组序列利用

软件 MEGA（MEGA.X），使用最大似然法

（Maximum Likelihood）构建系统发育树，选择

GTR + G + I 模型，1 000 bootstrap replicates 重复

计算，并计算遗传距离和全基因组序列相似度。

另外，利用 RDP 4.0 软件分析基因组是否发生重

组及重组位置。 

1.4  RDRP 系统发育树分析 

选择 GenBank 中 34 条长度近似的 RDRP
基因序列，来自比利时、荷兰、瑞士、美国、澳

大利亚、南非、法国、汤加和中国的 LSV1，2，
3，4，5，8 的代表株序列，以及我国科学家上

传的中国其他 5 省市地区（北京，江西，河北，

贵州，山东）鉴定扩增所得的各个 LSV 的部分

RDRP 序列，截取长度为 491 bp 的部分进行分

析。利用软件 MEGA（MEGA.X），使用邻接法

（Neighbor-Joining）构建的系统发育树，选择

Kimura 2-parameters 模型，重复计算 1 000 
bootstrap replicates。 
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2  结果与分析 

2.1  LSV 的阳性率 

利用 RT-PCR 检测分别检测东方蜜蜂样品

156 份，西方蜜蜂样品 54 份，仅在 2 份西方蜜

蜂样品中检测到 LSV，西方蜜蜂样品阳性检测率

为 3.7%。 

2.2  LSV GIABR 全基因组特征与系统发育分析 

LSV GIABR 全长 5 910 nt，包含 4 个开放

读码框，ORF1（基因组位置 78-2615）、RDRP 
（1852-3720）、核衣壳蛋白 Capsid（3739-5301）
和 ORF4（5346-5798）。根据系统发育分析（图

1），属于 LSV2。基因组全长序列两两比较分析，

LSV GIABR 与 LSV2（KY465711.1）相似度为 

 

 
 

图 1  LSV 基因组进化分析 
Fig. 1  Phylogenetic comparison of 28 complete genome sequences of LSV 

比对了 28 个 LSV 的全基因组序列并构建系统发育树，用软件 MEGA.X 中 Clastal W 比对，然后使用最大似然法 
构建进化树，采用 GTR+G+I 模型，重复计算 1 000 次。▲是本次实验所测序完成的 LSV GIABR。 

27 genome sequences were downloaded from GenBank. All the 28 complete genome sequences were aligned and cut to  
5 686 nucleotides including gaps. A phylogenetic tree was built with MEGA.X using the maximum likelihood method,  

the GTR+G+I model; the reliability of the tree was tested through 1 000 bootstrap replicates.  
▲ represents complete genome sequence of LSV GIABR which sequenced by our lab. 
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94.55%，与 LSV2（HQ888865.2）相似度为

94.11%；与 LSV1（HQ871931.2）相似度为

73.15%；与 LSV3（MH267700.1）相似度为

73.78%，与 LSV4 中国株（KX883223.1）相似度

为 74.67%；与 LSV8（KY467615.1）相似度为

73 .3%。两两比较的遗传距离依次对应的是 
0.057 92、0.388 65、0.390 15、0.403 53、0.397 58
（表 2）。基因组重组事件分析（Recombination 
events analysis）表明，国内已知的具有基因组全

长的两株 LSV 都不是已知其它株系的重组子，

而 LSV GIABR （ MT T732482 ） 和 LSV2 
KY354241.1 可能是作为重组事件的母本，提供

较大片段序列。重组事件预测发生的第一个断裂

点大概在 1954-1967，第二个断裂点 2140-2167
（图 2），RDP 4（P=4.342×10－40）(P<0.05，视

为重组事件有效，3 种以上算法同时检测到则为

有意义重组事件)，预测重组子是来自美国的

HQ888865 和澳大利亚 KY465706，KY465707，
KY465708，KY465709，KY465710，KY465711，
KY465712，KY465713。这一结果可用 RDP 4
中的 5 个程序模块验证，分别是：GeneConv（P= 
4.539×10－30），BootScan（P=4.784×10－32），MaxChi 
（P=7.253×10－9），Chimaera（P=1.994×10－8）

和 SiScan（P=1.999×10－4）。 

2.3  LSV RDRP 基因系统发育分析 

根据图 3 可知，依据 RDRP 基因系统进化分

析，LSV GIABR 归属于 LSV2。中国另一个已

获得全长的 LSV 归属于 LSV4，这个结果跟全基

因组系统进化分析所得结果一致。来自中国北

京、贵州和河北的都归于 LSV4，江西的归于

LSV3，山东的归于 LSV2。  

3  结论与讨论 

2016 年，通过对广东省 21 个蜂场进行调查，

54 份西方蜜蜂中仅在 2 份西方蜜蜂样品中检测

到 LSV2，阳性检测率为 3.7%。2011 年，比利

时检测的 LSV 混合体阳性率为 14.6%（Ravoet  
et al.，2013）。在 2013 年至 2015 年之间美国接

受调查的蜜蜂中 LSV2 阳性率为 21%-33% 

（Traynor et al.，2016）。 
LSV 拥有丰富的多样性，在短短时间内就已

鉴定到 8 个不同株系，在我国仅 6 个省市（广东，

北京，江西，河北，贵州，山东）就已检测到

LSV2、LSV3 和 LSV4（图 3）(Shi et al.，2016；
Yang et al.，2020)，而在美国的加利福尼亚州

（California）和蒙大拿（Montana）都同时检测

到了 6 个株系，LSV1、LSV2、LSV3、LSV4、
LSV6 和 LSV7（Daughenbaugh et al.，2015），

甚至在单个蜜蜂中都能检测到 3 种株系（Ravoet 
et al.，2015）。各株系之间基因组序列相似度差

异比较大，同株系间相似度高，LSV GIABR 与

LSV2（KY465711.1）相似度 94.55%，与 LSV2
（ HQ888865.2 ） 相 似 度 94.11% ； 与 LSV1
（ HQ871931.2 ） 相 似 度 73.15% ； 与 LSV3
（MH267700.1）相似度 73.78%，与 LSV4 中国

株（KX883223.1）相似度 74.67%；与 LSV8
（KY467615.1）相似度 73.3%。在已确定的其它

潜在 LSV 宿主，包括蚂蚁（Bigot et al.，2017），

熊蜂（Ravoet et al.，2015；Parmentie et al.，2016）
和我国的大黄蜂（Yang et al.，2020），以及在

凹唇壁蜂 Osmia excavata 中检测到复制中间体

（Ravoet et al.，2015），说明其拥有较广的宿主

范围，这与其他蜜蜂病毒不同。研究表明这可能

是因为 LSV 密码子用法（Codon usage）与其他

常见蜜蜂病毒的密码子用法不同，LSV 密码子用

法与狄斯瓦螨的密码子用法显著相关，虽然仅仅

是微弱的共同密码子偏好性。而蜜蜂常见病毒的

密码子偏好性是与蜜蜂共进化（Co-evolved）
（Cornman，2019）。LSV 可以检测到在狄斯瓦

螨中存在，但是并不能检测到在其体内复制，在

壁蜂中能检测到 LSV 的复制（Ravoet et al.，
2015）。因此，LSV 的进化和传播途径还有待于

收集更多数据来证明。 
重组事件分析表明 LSV2 GIABR 和 LSV2 

KY354241 作为主要母本提供了较大片段给重组

子，和 LSV1 的 KY465701、KY465702、
KY465703、KY465704、KY465705、HQ871931.2、
KY465699、KY465700 作为次要母本产生的重组

子 HQ888865、KY465706、KY465707、KY465708、 
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图 2  LSV 序列的基因组重组预测 
Fig. 2  Phylogenetic support for recombination in LSV 

 

 
 

图 3  RDRP 基因系统发育分析 
Fig. 3  Phylogenetic comparison of RDRP gene sequences of LSV 

从 GenBank 中下载了来自比利时、荷兰、瑞士、美国、澳大利亚、南非、汤加以及中国各地的 RDRP 基因的全长或部分序列。 
利用 MEGA. X 软件分析，截取 491 bp 长的部分构建系统发育树；采用邻接法，Kimura 2-参数模型，重复计算 1 000 次。 

中国株有广东、北京、江西、河北、贵州、山东和江苏；▲是本次实验所测序完成的 LSV GIABR。 
Most closely related sequences from Belgium (BEL), the Netherlands (NDL), Sweden (SWE), United States of America (USA),  

Australia (AUS), China (CHN), South Africa (ZAF), and Tonga (TON) and all the RDRP sequences from 6 provinces of China were 
downloaded from GenBank. Each of the samples was presented with GenBank accession number. Phylogenetic tree was generated with 

software MEGA. X using neighbor-joining (NJ) method implemented with the Kimura 2-parameters model, and the reliability of  
trees was tested through 1 000 bootstrap replicates. ▲ represents RDRP sequence of LSV GIABR which sequenced by our lab. 
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KY465709、KY465710、KY465711、KY465712、
KY465713 没有检测到重组事件发生在 LSV3、
LSV4 和 LSV8，这个结果与 Cornman（2019）
所得结论一致。这也有可能是 LSV3、LSV4 和

LSV8 的全基因组序列比较少的缘故。但总的来

说，LSV 发生重组的可能性比较大，基因组序列

变化多。基因组重组在病毒中是非常常见，也是

病毒变异产生新毒株的一个重要方式。高变异性

赋予 RNA 病毒更强的进化灵活性以逃避免疫反

应，使宿主免疫系统无法有效地对抗它们。与所

有 RNA 病毒一样，蜜蜂病毒表现出显著的遗传

多样性、生物多样性和适应性。因此，鉴定新出

现的病毒，对于后续研究该病毒的病理学，流行

病学以及防控都是至关重要的一步。 
西奈湖病毒在脆弱和健康的蜂群中都呈现

高丰度（Cornman et al.，2012；Daughenbaugh  
et al.，2015；Glenny et al.，2017），相对于其

它蜜蜂 RNA 病毒而言高度多样化，并且在单个

蜜蜂超感染。尚不清楚西方蜜蜂是不是所有 LSV
株系的主要寄主，其病理学特征也还需要再研

究，流行病学以及进化都还有待继续研究。但很

明显，来自世界各国各地的更多 LSV 全基因组

的测定与共享有助于推动这些研究。 
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