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摘  要: 本文报道从香菇菌丝体和子实体中分离到一种大小约 20 nm × (100200) nm 的杆形病毒颗

粒, 病毒基因组是大小约 8.0 kb 的 dsRNA。对病毒基因组部分 cDNA 序列进行克隆, 完成 1457 bp

的核酸序列测定(Accession No: GQ372842), 该序列含 1 个不完整 ORF, 编码 314 个氨基酸残基, 推

测为病毒 RNA 聚合酶部分序列。病毒基因组部分 cDNA 序列与 GenBank 中的已知核酸序列无明显

同源性, 表明它可能是新发现食用真菌病毒。为了对实验室和野外的香菇病毒进行快速检测, 我们

根据得到的病毒基因组部分 cDNA 序列设计特异性引物, 建立了一种方便、有效检测香菇病毒的

RT-PCR 方法, 对感染病毒异常菌丝体中的病毒成功地进行了检测。 
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Abstract: In this paper, a mycovirus was isolated from an edible mushroom, Lentinus edodes, in China. The 

virus particle is bacilliform with a size of 20 nm× (100200) nm and contains a dsRNA genome about 8.0 kb. 

A fragment with 1457 bp of virus genome cDNA was cloned and sequenced (Accession No. GQ372842). 

This partial genome sequence has no obvious homology with known nucleic acid sequences in GenBank, 

which suggested that the virus may be a novel mycovirus. To detect the virus from Lentinus edodes in labo-
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ratory or field, we developed a convenient and effective RT-PCR method. With this method, the specific 

RT-PCR product was successfully amplified from the abnormal mycelia. 

Keywords: Lentinus edodes virus, Partial genome cDNA, Viruses detected, RT-PCR 

真菌病毒几乎在所有真菌种类中都存在, 食用

真菌病毒可引起重要蘑菇病害, 使具有经济价值的

蘑菇生产遭受严重损失。从上世纪 60 年代开始, 国

内 外 就 先 后 从 双 孢 菇 (Agaricus bispore) 、 香 菇

(Lentinus edodes)、平菇(Pleurotus ostreatus)、草菇

(Volvariella volvacea)、茯苓(Wolfiporia cocos)、银耳

(Tremella fuciformis)和金针菇(Flammulina velutipes)

等中发现食用真菌病毒[16]。然而, 早期食用真菌病

毒研究主要是进行病毒形态观察, 病毒分子生物学

研究报道甚少, 直到近年才出现食用真菌病毒基因

组序列的报道[7]。 

香菇是我国栽培的主要食用真菌, 年产鲜香菇

140 多万吨。地处浙江南部山区的丽水市是世界人

工栽培香菇的发源地, 鲜香菇年产量 4045 万吨, 

是目前全球最大的香菇产销集散地[89]。但随着香菇

栽培规模扩大, 近年出现不同程度的香菇病毒病危

害。香菇感染病毒后菌丝体生长缓慢, 长势减弱, 子

实体畸形 , 质量和产量严重下降。香菇病毒病给菇

农带来惨重经济损失 , 严重威胁香菇产业的健康

发展。 

香菇病毒和其他食用真菌病毒一样, 通常以几

种病毒混合的方式侵染宿主, 在电镜下几种病毒也

呈现不同的形态[1013], 但香菇病毒分子生物学研究

相对滞后, 直到目前还未见香菇病毒基因组序列的

报道, 使病毒的早期检测和控制难以实现。本文在

分离香菇病毒、电镜观察病毒形态结构的基础上 , 

首次报道香菇病毒部分基因组序列, 并根据部分基

因组序列设计特异性引物, 建立 RT-PCR 检测香菇

病毒方法, 对菌丝体中香菇病毒进行成功检测。本

文研究结果为完成香菇病毒全基因组分析奠定了基

础, 也为建立香菇菌种脱毒技术, 促进香菇产业持

续优质高产奠定了很好的基础。 

1  材料与方法 

1.1  载体和宿主菌 
克隆载体 pMD18-T 购自 TaKaRa 公司, pGEM-T 

Easy 克隆载购自 Promega 公司, 宿主菌 DH5α 为本

室保存。 

1.2  主要试剂 
Taq 酶、dNTP 和高保真 DNA 聚合酶 Pfu 均购

自上海申能博彩公司; T4 DNA 连接酶、T4 RNA 连

接酶、RNase A、RNase inhibitor、DNaseⅠ(RNase 

free)、限制性内切酶均购自 TaKaRa 公司; 反转录酶

M-MLV 购自 Promega; 反转录酶 SuperscriptⅡ和

RNA 抽提 Trizol 购自 Invitrogen; 蛋白酶 K 购自天

根公司; DNA 回收试剂盒, 质粒小量提取试剂盒均

购自 Omega 公司; 标准分子量蛋白购自 TIANGEN 

和 TaKaRa 公司; 蛋白酶抑制剂 PMSF 购自 Amresco

公司。 

1.3  香菇菌株和菌丝体培养条件 
香菇菌株由浙江丽水大山菇业研究开发有限公

司提供。包括疑似病毒感染的 868-1 异常菌丝体、

868-2 异常菌丝体、908 异常菌丝体及相应对照正常

菌丝体, WL 畸形株(武香畸形株)菌丝体, 总计 7 种

株型。 

868-1 正常与异常株, 868-2 正常与异常株, 908

异常株和 WL 畸形株(武香畸形株) 6 种株型分别在

实验室条件下扩大培养。扩大培养使用香菇完全培

养基 PDA(固体培养基 )或 PDY(液体培养基 ), 在

25C 恒温摇床中 200 r/min 振荡培养 20 d。 

1.4  香菇病毒的分离纯化和电镜观察 
香菇病毒的分离和电镜观察参照文献报道进

行[1416]。收集培养的菌丝体(液体培养的过滤除去培

养液), 用吸水纸尽量干燥(湿重 50 g)。放入80C

冰箱保存备用。将菌丝体从80C 取出, 放入 4C

冰箱让其缓慢融化。将菌丝体放入洗净预冷的研钵

中。加入液氮充分研磨至粉末状。将研磨后的粉

末加入适量体积的 0.05 mol/L 磷酸缓冲液(PBS, 含

0.1％巯基乙醇 , pH 6.8)。继续加入 0.05 mol/L 

EDTA, 2% Triton-X100 于冰上搅拌 30 min。破碎液

10000 r/min 离心 20 min。收集上清, 加入 PEG 6000

至 10%、NaCl 至 0.6 mol/L, 4C 过夜沉淀。将过夜

处理的样品 12000 r/min 离心 30min, 弃上清, 收集

沉淀。加入适量体积 PBS 重悬洗涤沉淀, 10000 r/min
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离心 10 min, 收集上清。将收集到的上清超速离心: 

Beckman 70 Ti 转子 60000 r/min 离心 1.5 h, 所得沉

淀用 0.2 mL PBS 重悬。将纯化的病毒滴在覆有

Formvar 的铜网上 , 用 2%的磷钨酸负染 , 用日立

H-8100 透射电子显微镜观察照相。 

1.5  香菇病毒核酸的分离与核酸类型鉴定 
实验器具, 包括塑料制品和玻璃制品等, 全部

用 0.1% DEPC 水浸泡处理。 

为了提取香菇病毒基因组核酸, 对差速离心后

得到的病毒粒子悬液, 使用 Invitrogen 公司的 Trizol

提取 RNA, 按试剂盒说明书进行操作。 

为了鉴定香菇病毒基因组的核酸类型, 参照金

针菇病毒和平菇病毒基因组鉴定方法 [5,19], 将提取

的病毒核酸(500 ng)进行如下处理:  

(1) 加入 RNase A (10 μg/mL), 含高浓度的

NaCl (0.5 mol/L)。37C 温育 30 min;  

(2) 加入 RNase A (10 μg/mL), 含低浓度的

NaCl (0.05 mol/L)。37C 温育 30 min;  

(3) 加入 DNaseⅠ (10 U/mL), 含适当浓度的

MgCl2 (0.01 mol/L)。37C 温育 30 min。 

以上不同处理核酸样品进行 1% 琼脂糖凝胶电

泳, 对病毒基因组的核酸类型进行鉴定。双链 RNA

阳 性 对 照 使 用 马 尾 松 毛 虫 质 型 多 角 体 病 毒

(Dendrolimus punctatus cypovirus, DpCPV)基因组第

一片段(DpCPV S1)[17]。 

1.6  香菇病毒基因组部分 cDNA 的合成 
香菇病毒基因组部分 cDNA 序列合成方法参照

Potgieter、刘莉和 Lambden 等的报道 [1820]。使用

Invitrogen superscriptⅡ反转录酶和六核苷酸的随机

引物 (dN)6, 合成香菇病毒基因组 RNA 的 cDNA 第

1 链。cDNA 第 2 链的合成参照 Sambrook 等的方

法[21]进行。 

1.7  香菇病毒基因组部分 cDNA 的克隆与序列

测定 
在 T4 DNA 聚合酶作用下 , 将扩增得到的

dsDNA 末端平滑化处理。在纯化后的 cDNA 末端加

poly(A)尾, 克隆到载体 pMD18-T 中。热处理转化

DH5α 大肠杆菌。筛选阳性单克隆, 对筛选得到的重

组子作酶切鉴定, 选择含较大插入序列的克隆样品

进行序列测定。序列测定在上海英骏公司(Invitrogen)

进行, 每个克隆样品测序至少重复 3 次。 

1.8  RT-PCR 方法验证获得的 cDNA 序列来源于

病毒基因组 
为了验证获得的 cDNA 序列来源于病毒基因组

dsRNA, 根据获得的 cDNA 序列设计特异性引物 , 

用 RT-PCR 方法进行验证。正向引物(8 K-S1): 5′-CTA 

AGGCAAAGTCCAGGCACA-3′, 反 向 引 物  (8 

K-A1): 5′-TCCAGCAGTATCAGAGTCCGTAGA-3′, 
验证方法参照文献报道方法进行[15,22]。以病毒 8 kb 

dsRNA 为模板, 首先用反向引物和反转录酶产生第

1链 cDNA, 然后使用序列特异性正向引物(8 K-S1)、

反向引物(8 K-A1)和 Taq DNA 聚合酶进行 PCR 扩

增, PCR 的扩增条件为: 95C 5 min; 94C 50 s, 55C 

50 s, 72C 1.5 min, 30 个循环; 72C 10 min。 

PCR 产物克隆到 pMD18-T 上, 转化 DH5α大肠

杆菌进行测序, 序列测定结果与前面获得的 cDNA

序列进行比较, 验证获得的 cDNA 序列是病毒基因

组 dsRNA 的部分 cDNA 序列。 

1.9  病毒基因组部分 cDNA 的序列分析 
基因组部分 cDNA 序列 GenBank 中的核酸序

列进行比较。用 ORF finding 程序对部分 cDNA 进

行检索 , 将发现的部分 ORF 编码序列通过 NCBI 

BLASTX 程序与已知蛋白氨基酸序列进行对比, 搜

索具较高相似性的序列, 推测病毒部分 ORF 可能编

码蛋白。 

1.10  建立 RT-PCR 检测香菇病毒的方法 
为了建立 RT-PCR 快速检测香菇病毒方法, 我

们参考 Seo 等的报道[22], 首先利用已获得的病毒基

因组部分 cDNA 序列设计特异性引物, 引物与病毒

基因组鉴定使用的引物相同 , 分别为正向引物

(8 K-S1)和反向引物(8 K-A1), 该引物对应的核酸片

段大小为 1457 bp, 称为长片段 RT-PCR 检测。检测

以香菇菌丝体或子实体提取的总 RNA 为模板, 先用

反向引物和反转录酶合成第 1 链 cDNA, 再使用 Taq 

DNA 聚合酶和双向引物进行 PCR 扩增, PCR 的扩增

条件为 : 95C 5 min; 94C 50 s, 55C 50 s, 72C 

1.5 min, 30 个循环; 72C 15 min。 

为了增加香菇病毒检测的灵敏性, 我们设计了

另一对引物检测香菇病毒核酸 , 对应分子大小为

400 bp, 称为短片段 RT-PCR检测。正向引物(8 K-S2)

为: 5′-ACAAAAAGCAAAAGCCGAGAGC-3′, 反向

引物(8 K-A2)为: 5′-ATTGCGAAGAAGCCCGTAAG 

AT-3′。检测方法与前面的长片段 RT-PCR 检测方法
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相同, 以菌丝体或子实体总 RNA 为模板, PCR 的扩

增条件为 : 95C 5 min; 94C 50 s, 57C 50 s, 72C 

30 s, 30 个循环; 72C 10 min。PCR 产物经电泳检测, 

克隆测序确定检测结果。 

2  结果与分析 

2.1  感染香菇病毒菌丝体特征 
为了研究香菇病毒是否影响宿主菌丝体的影

响, 我们将疑似感染病毒的香菇菌丝体(868-1 异常, 

908 异常, WL 畸形)以及正常的香菇菌丝体(868-1 正

常, 908 正常)分别在 PDA 培养基上培养, 25C 条件

下培养 20 d 后, 可明显看到不同菌株菌丝体生长出

现差异。868-1 异常菌丝体较 868-1 正常菌丝体生长

缓慢, 且菌丝形状不规则; 908 异常菌丝体较 908 正

常菌丝体同样生长缓慢, 菌丝形状不规则; WL 畸形

菌株症状与 868-1 异常和 908 异常相似。这些结果

与以前报道的正常香菇菌丝体生长速度明显快于病

毒感染菌株的结果[23]相一致。 

2.2  香菇病毒电镜检测结果 
疑似感染病毒的菌丝体加液氮研磨, 加缓冲液

离心去除组织碎片和其他杂质, 上清通过超速离心

进一步分离纯化, 得到的样品在透射电子显微镜下

观察, 可看到一种杆形病毒颗粒, 大小约为 20 nm × 

(100200) nm (图 1)。病毒颗粒在疑似染病的异常菌

丝体以及人工培养的香菇子实体中均有发现。 
 

 

图 1  电镜下观察的香菇病毒 
Fig. 1  Electron micrograph of the Lentinus edodes virus 
particles 
Note: The bar: 50 nm. The size of the bacilliform virus particles is 
20 nm × (100200) nm. 

2.3  香菇病毒核酸分离与核酸类型鉴定结果 
利用本实验室保存的菌丝体, 分离纯化香菇病

毒。病毒悬液经降解后提取病毒基因组核酸, 在琼

脂糖凝胶上电泳分离, 结果见图 2, 在琼脂糖凝胶

上至少出现一条明显的病毒核酸条带, 分子大小约

8.0 kb。 

 

 

图 2  香菇病毒核酸 1%琼脂糖凝胶电泳结果 
Fig. 2  Agarose gel electrophoresis of the nucleic acids from 
the purified Lentinus edods bacilliform virus 
Note: M1: λ-EcoT14 I digest DNA marker (TaKaRa); M2: Marker 
IV (TIANGEN); 1: The virus genome (8.0 kb). 

 
RNase A 在高盐的浓度(0.3 mol/L NaCl 或者更

高)条件下, 只能特异性切割单链 RNA, 而在低盐浓

度 (0100 mmol/L NaCl)条件下 , 可同时切割单链

RNA 和双链 RNA[21]。为了鉴定病毒基因组是单链

RNA 还是双链 RNA, 我们分别在高盐和低盐浓度

条件下用 RNase A 处理病毒基因组核酸, 电泳结果

见图 3。香菇病毒基因组核酸未用任何核酸酶处理

的样品为对照(图 3 中 1); 香菇病毒基因组核酸用

DNase I 酶处理, 电泳带型与对照样品完全一样, 说

明病毒基因组核酸不是 DNA 而可能是 RNA; 在高

盐浓度(0.5 mol/L NaCl)条件下, 香菇病毒基因组核

酸用 RNase A 处理后, 电泳带型与对照样品仍然一

致(图 3 中 3), 而在低盐浓度(0.05 mol/L NaCl)条件

下用 RNase A 处理, 病毒基因组的 8.0 kb 条带消失

(图 3 中 4), 表明香菇病毒基因组核酸是双链 RNA。

阳性对照样品 DpCPV S1 dsRNA 的处理方法与上相

同, 电泳结果也相似(图 3 中 57), 再次说明香菇病

毒基因组核酸与 DpCPVS1 dsRNA 相同。 

50 nm 
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图 3  香菇病毒核酸类型鉴定 
Fig. 3  Ionic strength dependent sensitivity of purified viral nucleic acids to hydrolysis by nucleases 

Note: M: λ-EcoT14 I digest DNA marker (TaKaRa); 1: The viral nucleic acids (8.0 kb) was incubated without nuclease; 2: The nucleic acids 
was treated with DNase I (10 U/mL); 3,4: The nucleic acids was treated with RNase A (10 μg /mL) in 0.5 mol/L NaCl and 0.05 mol/L NaCl, 
respectively; 5: The DpCPV S1 dsRNA was treated with DNase I (10 U/mL) as positive control; 6,7: The DpCPV S1 dsRNA was treated with 
RNase A (10 μg/mL) in 0.5 mol/L NaCl and 0.05 mol/L NaCl, respectively. 
 

 

2.4  香菇病毒基因组部分 cDNA 序列的合成、克

隆和序列分析结果 
2.4.1  病毒 8 kb dsRNA 基因组部分 cDNA 序列的

合成和克隆: 利用 Invitrogen SuperscriptⅡ反转录酶

和随机引物六聚体, 以病毒 8 kb dsRNA 基因组为模

板, 合成病毒基因组部分 cDNA 序列。将纯化后的

cDNA 末端加 poly(A)尾, 克隆到载体 pMD18-T 中。

热处理转化 DH5α 大肠杆菌。筛选阳性单克隆 , 对

筛选得到的重组子做酶切鉴定。筛选得到  6 个独

立克隆子, 含有分子大小不等的病毒基因组 cDNA

片段。其中一个克隆子含较大的 cDNA 片段, 分子

大小约为 1.5 kb 左右 , 命名为 8 k-n1, 图 4 显示含

8 k-n1 片段克隆子的双酶切鉴定结果。 

2.4.2  8 k-n1 不完整 ORF 编码序列推测是病毒

RNA 聚合酶片段: 经过序列测定, 发现病毒基因组

部分 cDNA 8 k-n1 的序列长度为 1457 bp, 该序列已

被 GenBank 接收(Accession No: GQ372842)。将得到

的序列通过 NCBI 的 BLAST 进行, 发现 8 k-n1 序列

与 GenBank 中的已知核酸序列无明显同源性。通过

NCBI 的 ORF Finder 检索, 发现一个不完整的 ORF, 

编码 314 个氨基酸残基, 命名为 8 k-n1 ORF 1(图 5)。

使用 BLASTP程序在 NCBI中进行对比, 发现 8 k-n1 

ORF 1 与植物毛果杨染色质修复复合体亚单位

[Chromatin remodeling complex subunit (Populus 

trichocarpa)]有同源性, 毛果杨是完成全基因组序列  

 

 

图 4  含 8 k-n1 片段 cDNA 克隆子双酶切鉴定的电泳图 
Fig. 4  Agarose gel electrophoresis of the 8 k-n1 cDNA 
clone digested by two endonucleases 
Note: M: DNA marker III (TaKaRa); 1: The 8 k-n1 cDNA clone 
digested by BamH and Ⅰ Hind  endonucleaseⅢ s. 
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的植物之一[24]。8 k-n1 ORF 1 编码序列的第 152212

位氨基酸残基与毛果杨染色质修复复合体亚单位

对应区域的氨基酸序列一致性为 29%, 相似性

40%。8 k-n1 ORF 1 还与酵母 RNA 聚合酶有同源性,

第 241305位氨基酸残基与真核生物酵母 RNA聚合

酶Ⅱ对应区域的氨基酸序列一致性为 38%, 相似性

为 50% (图 5)。尽管 8 k-n1 ORF 1 是一个不完整的

ORF, 但根据现有序列分析结果推测, 8 k-n1 ORF 1

可能编码病毒依赖 RNA 的 RNA 聚合酶或相关蛋白

的部分序列。 

另外, 本研究在筛选含病毒基因组部分 cDNA

序列克隆中, 还得到多个独立 cDNA 克隆子, 含有

较短的 cDNA 片段, 这些 cDNA 片段的分子大小在

100800 bp 之间, 由于这些 cDNA 序列片段比较小

且没有明显的 ORF, 序列分析意义不大, 没有在此

一一列举, 但这些小 cDNA 片段在以后的研究中可

用来设计特异引物, 利用 RT-PCR 方法扩增病毒基

因组全长 cDNA 序列。 

2.5  特异性引物 RT-PCR 试验证明, 8 k-n1 片段

来源于病毒基因组 RNA 
为了验证从克隆子中所得到的 8 k-n1 序列是病

毒基因组 8 kb dsRNA 中的部分 cDNA 序列, 以得

到的序列信息设计一对特异性引物 Primer 8 K-A1 

和 Primer 8 K-S1, 病毒颗粒中分离纯化到的 8 kb 

dsRNA 为模板, 用反向引物和反转录酶合成 cDNA

第 1 链, 然后利用 Primer 8 K-A1 和 Primer 8 K-S1

进行 PCR 扩增。RT-PCR 产物是一条约 1.5 kb 条带

(图 6)。将 RT-PCR 产物克隆 pMD18-T 中, 转化

DH5α大肠杆菌, 筛选阳性克隆, 酶切鉴定正确后测

序。测序结果与原序列一致, 因此确定 1457 bp 片

段(8 k-n1)是香菇病毒基因组 dsRNA (8 kb) 的部分

cDNA 序列。 

2.6  dsRNA 方法检测香菇病毒感染的结果 
在植物病毒的研究中, 利用 dsRNA 方法可检测

病毒感染。为了确定香菇病毒感染是否也能用

dsRNA 方法检测。提取对照 908 正常菌丝体、感染

病毒的 908 异常菌丝体和 WL 畸形总 RNA 电泳, 结

果见图 7, 对照 908 正常菌丝体中没有 8 kb dsRNA

条带(图 7 中 1); 而 908 异常菌丝体和 WL 畸形中出

现 8 kb dsRNA 条带(图 7 中 2、3), 但条带不十分清

晰, 说明香菇病毒检测需要开发新的方法。 

516 ttggcctgggggctagtgaatcgtgagtcctatattattttcacg 

        L  A  W  G  L  V  N  R  E  S  Y  I  I  F  T (15) 

    561 gatgagaactccttgctgaccttgccctttacctttcctgatcat 

        D  E  N  S  L  L  T  L  P  F  T  F  P  D  H (30) 

    606 ttcctcgtcgtttcctctctcatcgatactctccccctacactct 

        F  L  V  V  S  S  L  I  D  T  L  P  L  H  S (45) 

    651 cacctgctcttcagattcgttaacgcggattacaggtccacgacg 

        H  L  L  F  R  F  V  N  A  D  Y  R  S  T  T (60) 

    696 agaactatcgatagtacagataacgacggatgggggttgttggaa 

        R  T  I  D  S  T  D  N  D  G  W  G  L  L  E (75) 

    741 aagtggttcgatgaatcattttccaaccaaagccagggaatgatt 

        K  W  F  D  E  S  F  S  N  Q  S  Q  G  M  I (90) 

    786 caaaacgtatcgcacacatctcagtcctcggtacaagggtggaac 

        Q  N  V  S  H  T  S  Q  S  S  V  Q  G  W  N (105) 

    831 ccatatgccacctccacaccccccgactgtcaaacttatttgacc 

        P  Y  A  T  S  T  P  P  D  C  Q  T  Y  L  T (120) 

    876 tcaagttctcctaccaaccctccaagttccgtttatacatcacct 

        S  S  S  P  T  N  P  P  S  S  V  Y  T  S  P (135) 

    921 tcatttttttcgacctctacttcaccatttgacactctgccatcc 

        S  F  F  S  T  S  T  S  P  F  D  T  L  P  S (150) 

    966 ggtagcacctcgatgctaccaccgctctggagcgagggctatggc 

        G  S  T  S  M  L  P  P  L  W  S  E  G  Y  G (165) 

   1011 aactttgatcagggtggttcattccatagtccctctcccgaatca 

        N  F  D  Q  G  G  S  F  H  S  P  S  P  E  S (180) 

   1056 ctgcaacaagagcgaggtgtcgcggtgccatcattcggcctttcc 

        L  Q  Q  E  R  G  V  A  V  P  S  F  G  L  S (195) 

   1101 gcaacctcaggcgtaggtcactctgggcagcagttgcctacgact 

        A  T  S  G  V  G  H  S  G  Q  Q  L  P  T  T (210) 

   1146 tatcctgggtaccagtcgcaagttccttggtctgatatcgtgagt 

        Y  P  G  Y  Q  S  Q  V  P  W  S  D  I  V  S (225) 

   1191 gaaggccaagctcaacaatttcagagcgacttccgtttcttgacc 

        E  G  Q  A  Q  Q  F  Q  S  D  F  R  F  L  T (240) 

   1236 cgcacttccaaccaccagggagtacacgctgacactcaatcctac 

        R  T  S  N  H  Q  G  V  H  A  D  T  Q  S  Y (255) 

   1281 cagaaggcccctgctgctcaagccacctctgaccgtcgccgaagc 

        Q  K  A  P  A  A  Q  A  T  S  D  R  R  R  S (270) 

   1326 cagaaacgtgttcgttcagacgacgacgaagacggagatgaagac 

        Q  K  R  V  R  S  D  D  D  E  D  G  D  E  D (285) 

   1371 agtgtgagaccaagtggcaagcgatccagacccagtggacgaaat 

        S  V  R  P  S  G  K  R  S  R  P  S  G  R  N (300) 

   1416 cgatcccaaaacgaggtatctacggactctgatactgctgga 1457    

        R  S  Q  N  E  V  S  T  D  S  D  T  A  G  

 

图 5  8 k-n1 ORF 1 编码序列 

Fig. 5  Partial coding sequeces of 8 k-n1 ORF 1 
Note: The lowercase letters indicate the partial genome cDNA of 
the Lentinus edodes virus, the capital letters indicate the 
corresponding amino acid sequence encoded by the virus, the 
numbers in parentheses are the locations of the amino acid 
sequence; The capital letters in bold are part of the amino acid 
sequences homologized to the chromatin remodeling complex 
subunit of Populus trichocarpa; The Italic capital letters are the 
amino acid sequences homologized to the RNA polymerase of 
yeast. 
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图 6  特异引物 RT-PCR 从病毒基因组 RNA 扩增 8 k-n1 

cDNA 的琼脂糖凝胶电泳 
Fig. 6  Agarose gel electrophoresis of 8 k-n1 amplified by 
RT-PCR from the viral genome dsRNA 
Note: M: DL2000 marker (TaKaRa); 1: RT-PCR product of 8 k-n1. 

 
 

2.7  建立 RT-PCR 方法检测香菇病毒的结果 
2.7.1  长片段 RT-PCR 方法检测香菇病毒的结果: 

香菇病毒可通过电镜观察病毒粒子及提取病毒基

因组 RNA 进行鉴定, 但由于香菇子实体和菌丝体

含有大量多糖物质 , 从菌丝体和子实体中分离病

毒颗粒非常困难 , 需要从数百克乃至上千克的病

毒感染材料中才能得到少量病毒颗粒 , 而且需要

大型电子显微镜观察 , 在香菇生产单位难以用电

镜观察来检测病毒; 由于病毒颗粒难以分离, 病毒

基因组也难以提取, 且香菇中还含有本身的 RNA, 

因此用 dsRNA 方法检测香菇病毒的效果也不甚理

想(图 7)。香菇病毒病防治中急需发展快速有效的香

菇病毒检测方法。 

RT-PCR 方法是快速灵敏检测蘑菇病毒的方法

之一[11,18], 只要用少量的病毒感染材料就可快速检

测病毒。为了建立 RT-PCR 检测香菇病毒的方法, 我

们首先根据 8 k-n1 序列设计特异性引物 Primer 8 

K-S1 和 Primer 8 K-A1, 引物对应的核酸片段为

1457 bp, 建立长片段 RT-PCR 检测方法, 以少量菌

丝体或病毒感染样品提取 RNA 为模板 , 进行

RT-PCR 反应。试验结果显示, 以 908 正常菌丝体提

取 dsRNA 为模板, 没有扩增出明显条带(图 8 中 1); 

而以感染病毒 908 异常菌丝体和 WL 畸形株提取

dsRNA 为模板, 均扩增出一条约 1.5 kb 特异性条带

(图 8 中 2、3)。克隆测序证明这一条带与 8 k-n1 的

序列一致。这些结果表明, 用 RT-PCR 扩增 1457 bp

长片段核酸的方法, 可以对感染香菇菌丝体或子实

体的病毒进行快速检测。 

2.7.2  短片段 RT-PCR 检测香菇病毒: RT-PCR 扩增

病毒感染宿主中的长片段(1457 bp) cDNA 虽然可以

快速检测感染的病毒, 但为了增加检测灵敏性, 或

建立更为方便灵敏的 RT-PCR-ELISA 方法, RT-PCR

扩增较短的核酸片段更为有利。因此, 我们设计另

一对特异性引物 (正向引物 8 K-S2, 反向引物 8 

K-A2), 对应于 8 k-n1 中的 400 bp 片段, 以提取的总

RNA 为模板, 建立短片段 RT-PCR 检测香菇病毒的

方法。RT-PCR 结果显示: 在香菇 908 异常菌丝体与

WL 中, 均可得到一条大小约为 400 bp 的条带(图 9

中 2、3), 且该条带克隆测序结果与 8 k-n1 中对应区

域的序列一致; 而在对照香菇 908 正常菌丝体中, 

则没有发现明显的条带(图 9 中 1)。 

 
 
 

 

图 7 香菇菌丝体总 RNA 琼脂糖电泳检测 
Fig. 7  Agarose gel electrophoresis of dsRNA detected in 
total nucleic acids of L. edodes mycelia 
Note: M: λ-EcoT14 I digest DNA marker (TaKaRa); 1: Healthy 
mycelia of strain 908; 2: Diseased mycelia of strain 908; 3: Dis-
eased mycelia of strain WL. 
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图 8  长片段 RT-PCR 检测香菇病毒结果的电泳 
Fig. 8  Agarose gel electrophoresis of 1457 bp cDNA fragment 
amplified by RT-PCR from virus-infected or virus-free my-
celia. 
Note: M: Molecular markers;1: RT-PCR products of healthy myce-
lia of strain 908; 2: RT-PCR products of diseased mycelia of strain 
908; 3: RT-PCR products of diseased mycelia of strain WL. 
 
 

 

图 9  短片段 RT-PCR 方法检测香菇病毒结果的电泳 
Fig. 9  Agarose gel electrophoresis of 400 bp cDNA fragment 
amplified by RT-PCR from virus-infected or virus-free mycelia 
Note: M: DL2000 marker (TaKaRa); 1: RT-PCR product of Healthy 
mycelia of strain 908; 2: RT-PCR product of diseased mycelia of 
strain 908; 3: RT-PCR product of diseased mycelia of strain WL. 
 

以上的试验结果说明, 利用 8 k-n1 中 400 bp 短

片段的特异性引物, 通过 RT-PCR, 可以灵敏地检测

香菇菌丝体中存在的病毒, 菌丝体样品可仅用 1 g 

左右。这就为香菇病毒的检测提供了一种简便而灵

敏的方法。该方法操作简单易行, 只需要少量的香

菇菌丝体或子实体材料, 通过研磨匀浆后, 提取总

RNA, 利用 RT-PCR 的方法即可检验有无病毒。利

用这种检测方法, 我们已对一批新培育的菌种组培

进行选择, 培育了一些无病毒菌种。这些无毒菌种

经扩繁, 无论通过电镜观察还是核酸鉴定, 都没有

发现病毒感染的迹象。这些工作为今后开发更加灵

敏高效香菇病毒检测试剂盒及培育优质无毒香菇菌

种奠定了很好的基础。 

3  讨论 

通过分离和纯化 , 本实验从浙江丽水市林科

院、丽水市大山菇业研究开发有限公司提供的疑似

病毒感染香菇菌丝体中成功分离到了一种病毒粒子。

病毒形状为杆形, 大小约为 20 nm × (100200) nm (图

1)。病毒颗粒在疑似染病的异常菌丝体以及人工培

养的香菇子实体均有发现。上世纪 70 年代, Takehara

等在香菇中发现 2 种类病毒颗粒, 其中一种病毒颗

粒与我们报道的病毒形态相似[11], 但他们报道的病

毒形态更细更长, 称为线状类病毒颗粒。另外, 在其

他食用真菌如平菇、双孢菇和金针菇等中也发现类

似的杆形病毒颗粒[5,25]。 

香菇病毒自从上世纪 60 年代日本科学家报道

以来, 只做过形态学上的研究, 且研究近年来几乎

停滞 , 国内只有沈学仁等(1992)发现香菇菌丝中存

在一种直径 34 nm 含 ssRNA 的球状病毒颗粒[26], 梁

振普报道香菇中存在球状和蝌蚪状病毒[23]。本文报

道的香菇杆形病毒, 在国内尚属首次报导。通过进

一步的分析和实验, 我们发现病毒基因组是分子大

小约 8.0 kb 的 dsRNA (图 2、3)。 

对于分离到的 8 kb dsRNA, 我们用随机引物法

进行 cDNA 合成 , 得到了一些含不同分子大小的

cDNA 克隆, 其中一个克隆含较大的片段, 分子大

小约为 1.5 kb (8 k-n1)。通过序列测定, 得到 1457 bp

的 8 k-n1 序列, 通过 NCBI 的 BLAST 分析发现, 这

个序列与目前已知核酸序列无明显的同源性, 预示

我们分离的香菇病毒可能是一个新真菌病毒。通过

NCBI 的 ORF Finder 和 DNASTAR 分析软件分析, 

发现该片段有一个不完整 ORF, 编码 314 个氨基酸

残基, 推测是病毒依赖 RNA 的 RNA 聚合酶或相关
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蛋白的部分序列。 

无论是利用电镜观察病毒颗粒, 还是提取病毒

dsRNA 进行琼脂糖凝胶电泳, 都可以有效进行香菇

病毒检测。但由于香菇中含有大量多糖和次生代谢

产物, 分离电镜检测所需的高纯度病毒颗粒或提取

质量高且数量满足的香菇 RNA 都不容易[27], 而且

需要大量的病毒感染材料。实践中这两种方法检测

香菇病毒都不方便。为了提高香菇病毒检测的灵敏

性和便捷性, 我们根据测序且已经证明是病毒部分

基因组的 8 k-n1序列, 分别设计 2对特异性引物, 一

个目的片段大小 1457 bp, 称为长片段 , 另一个为

400 bp, 称为短片段。以提取的香菇总 RNA 为模板, 

进行 RT-PCR。结果显示: 在感染香菇病毒的样品中, 

均可得到相应大小的条带, 且核酸序列正确, 而在

对照正常样品中, 则没有发现明显的条带。这说明

利用特异性引物的 RT-PCR 方法, 可以快速方便检

测香菇菌丝体中病毒的存在。这就为香菇无毒菌种

培育中香菇病毒的检测提供了一种简便而灵敏的方

法。对香菇栽培产业的持续稳定发展具有重要意义。 

参 考 文 献 

[1] Hollings M. Viruses associated with a die-back disease of 

cultivated mushroom. Nature, 1962(196): 962964. 

[2] Schisler LC, Siden JW, Sigel EM. Etiology, symptomatol-

ogy, and epidemiology of virus disease of cultivated mush-

rooms. Phytopathology, 1967(57): 519526. 

[3] Dieleman-van ZA. Intrcellar appearance of mushroom vi-

rus infruiting bodies and basidiospores of Agaricus bis-

porus. Virology, 1972(47): 94104. 

[4] Ushiyama R, Nakai Y. Presence of polyhedral virus-like 

particles in shiitake mushroom, Lentinus edodes (Berk.) 

Sing. Rep Tottori Mycol Ins (Japan), 1975(12): 5360. 

[5] Magae Y, Hayashi N. Double-stranded RNA and vi-

rus-like particles in the edible basidiomycete Flammulina 

velutipes (Enokitake). FEMS Microbiology Letters, 

1999(180): 331335. 

[6] 徐章逸, 边银丙. 食用菌病毒病害研究进展. 食用菌学

报, 2008(15): 8084. 

[7] Lim WS, Jeong JH, Jeong RD, et al. Complete nucleotide 

sequence and genome organization of a dsRNA partiti-

virus infecting Pleurotus ostreatus. Virus Res, 2005(108): 

111–119. 

[8] 张新华, 吴庆其. 丽水莲都区食用真菌产业发展现状及

对策. 浙江林业科技, 2006, 26(4): 7376. 

[9] 顾新伟, 许志鸣, 张海娟, 等. 丽水香菇产业发展与森

林资源利用状况分析 . 浙江林业科技 , 2004, 24(2): 

7174. 

[10] Ushiyama R, Nakai Y, Ikegami M. Evidence for dou-

ble-stranded RNA from polyhedral virus-like particles in 

Lentinus edodes (Berk.) Sing. Virology, 1977(77): 

880883. 

[11] Takehara M, Kuida K, Mori K. Antiviral activity of vi-

rus-like particles from Lentinus edodes (Shiitake). Arch 

Virol, 1979(59): 269274. 

[12] Ushiyama R, Nakai Y. Ultrastructural features of fungal 

virus-like particles from Lentinus edodes. Virology, 

1982(123): 93101. 

[13] 梁振普, 张小霞, 高鹏, 等. 从香菇子实体中分离了两

种病毒. 中国食用真菌, 2005(124): 3233. 

[14] Kim YJ, Kim JY, Kim JH, et al. Identification of a novel 

PoV and determination of the distruibution of viruses in 

mushroom spores. The Journal of Microbiology, 2008(46): 

9599. 

[15] Kim YJ, Park S, Yie SW, et al. RT-PCR detection of 

dsRNA mycoviruses infecting Pleurotus ostreatus and 

Agaricus blazei Murrill. Plant Pathol J, 2008(21): 

343348. 

[16] Ro HS, Kang EJ, Yu JS, et al. Isolation and characteriza-

tion of a novel mycovirus, PeSV, in Pluerotus erynngii 

and the development of a diagnostic system for it. Bio-

technol Lett, 2007(29): 129135. 

[17] Zhao SL, Liang CY, Hong JJ, et al. Genomic sequence 

analyses of segments 1 to 6 of Dendrolimus punctatus cy-

toplasmic polyhedrosis virus. Arch Virol, 2003(148): 

13571368. 

[18] Potgieter AC, Steele AD, Dijk AA. Cloning of complete 

genome sets of six dsRNA viruses using an improved 

cloning mothod for large ds RNA genes. J Gen Virol, 

2002(83): 22152223. 

[19] 刘莉, 陈集双, 喻珊, 等. 萝卜中一未知 dsRNA 全长

cDNA 克隆及其序列. 园艺学报, 2005(32): 881884. 

[20] Lambden PR, Cooke SJ, Caul EO, et al. Cloning of 

non-cultivable human rotavirus by single primer amplifi-

cation. J Virol, 1992(66): 1817–1822. 

[21] Sambrook J, Russelell DW. Molecular cloning: A labora-

tory manual. 3rd ed. New York: Cold Spring Harbor 

Laboratory Press, 2001. 

[22] Seo JJ, Lim WS, Jeong JH, et al. Characterization and 

RT-PCR detection of dsRNA mycovirus from Oyster 

Mushroom, Pleurotus ostriatus. Plant Pathol J, 2004(20): 

200205.  

[23] 杨清香, 王栋, 陈建军, 等. 香菇病毒对香菇菌丝生长



70 微生物学通报 2010, Vol.37, No.1 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

和漆酶活性的影响. 西北农业学报, 2008(17): 243246. 

[24] Tuskan GA, DiFazio S, Jansson S, et al. The genome of 

black cottonwood, Populus trichocarpa (Torr. & Gray). 

Science, 2006(313): 15961604. 

[25] Tavantzis SM, Romaine CP, Smith SH. Purification and 

partial characterization of a bacilliform virus from Agari-

cus bisporus: A single stranded RNA mycovirus. Virology, 

1980(105): 94102. 

[26] 沈学仁 , 陈明杰 . 一种含有单链RNA的香菇球状病毒 . 

中国病毒学, 1992(7): 99105. 

[27] Li Jun-hui, Tang Chuan-hong, Song Chun-yan, et al. A 

simple, rapid and effective method for total RNA extrac-

tion from Lentinula edodes. Biotechnol Lett, 2006(28): 

1193–1197. 

 
 
 

征 稿 简 则 
1  刊物简介与栏目设置 

《微生物学通报》是由中国科学院微生物研究所和中国微生物学会主办的, 以微生物学应用基础研究及技术创新

与应用为主的综合性学术期刊。刊登内容包括: 工业微生物学、海洋微生物学、环境微生物学、基础微生物学、农业

微生物学、食品微生物学、兽医微生物学、药物微生物学、医学微生物学、病毒学、酶工程、发酵工程、代谢工程等

领域的最新研究成果, 产业化新技术和新进展, 以及微生物学教学研究和改革等。设置的栏目有: 研究报告、专论与综

述、生物实验室(原技术与方法)、高校教改纵横(原高等院校教学)、名师名课(原名师讲堂)、教学与科研成果展示、显

微世界、专题专栏、专家论坛、书讯、会讯等。 

2  投稿方式 

投稿时请登陆我刊主页 http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn, 点击作者投稿区, 第一次投稿请先注册, 获得用户名和密

码, 然后依照提示提交稿件, 详见主页“投稿、征稿须知”。 

作者必须在网站投.doc 格式的电子稿, 图与文字编好页码、图号后合成一个文件上传。凡不符合(投稿须知)要求的

文稿，本部恕不受理。 

3  写作要求 

来稿要求论点明确, 数据可靠, 简明通顺, 重点突出。 

3.1  篇幅 

以 A4 纸 5 号字计算, 综述、教学和方法类文章最好在 4 页以内, 研究报告 47 页(以上均包括图表)。 

3.2  图表 

文中的图表须清晰简明, 文字叙述应避免与图表重复。所有小图的宽度应小于 8 cm(占半栏), 大图的宽度应小于

17 cm(通栏)。 

3.3  参考文献及脚注 

参考文献按文内引用的先后顺序排序编码, 未公开发表的资料请勿引用。我刊的参考文献需要注明著者(文献作者

不超过 3 人时全部列出, 多于 3 人时列出前 3 人, 后加“等”或“et al.”, 作者姓前、名后, 名字之间用逗号隔开)、文

献名、刊名、年卷期及页码。国外期刊名可以缩写, 但必须标准, 不加缩写点，斜体。参考文献数量不限。 

参考文献格式举例: 

期刊:  [1] 刘杰, 成子强, 史宣玲. SARS 冠状病毒 nsp14 基因的克隆和表达. 微生物学通报, 2007, 34(2): 13. 
[2] Kajiura H, Mori K, Tobimatsu T, et al. Characterization and mechanism of action of a reactivating factor for 

adenosylcobalamin-dependent glycerol dehydratase. J Biol Chem, 2001, 276(39): 3651436519. 
图书:  [3] 钱存柔, 黄仪秀. 微生物实验教程. 北京: 北京大学出版社, 2000: 4. 

[4] 董志扬, 张树政, 方宣钧, 等. 海藻的生物合成及抗逆机理//华珞等. 核农学进展. 北京: 中国农业出版社, 

1996: 115120. 
脚注(正文首页下方): 

基金项目:             基金资助(No.  ) 

*通讯作者 Tel:       ; Fax:        ; E-mail: 

收稿日期: 2010-00-00; 接受日期: 2010-00-00 
 

                                                                     (下转 p.77) 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 350
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 350
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages false
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (JC200103)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF005b57fa4e8e201c006a00630073006a0072006a0079201d005d00204f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks true
      /AddColorBars true
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo true
      /AddRegMarks true
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (Japan Color 2001 Coated)
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 0
      /MarksWeight 0.283460
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /JapaneseWithCircle
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed true
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [3600 3600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


