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广西三种甜瓜病毒分离物的分子检测与鉴定
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摘要　瓜类褪绿黄化病毒犆狌犮狌狉犫犻狋狊犮犺犾狅狉狅狋犻犮狔犲犾犾狅狑狊狏犻狉狌狊（ＣＣＹＶ）、甜瓜黄化斑点病毒犕犲犾狅狀狔犲犾犾狅狑狊狆狅狋狏犻狉狌狊

（ＭＹＳＶ）及甜瓜坏死斑点病毒犕犲犾狅狀狀犲犮狉狅狋犻犮狊狆狅狋狏犻狉狌狊（ＭＮＳＶ）是近年来报道侵染瓜类作物的新病毒，在个别种

植区大面积发生，对生产构成严重威胁。为了解３种病毒在广西的发生情况，先后到各西甜瓜种植区进行了调查，

并采集疑似ＣＣＹＶ、ＭＹＳＶ及ＭＮＳＶ的甜瓜病叶样品，提取病叶总ＲＮＡ，通过特异性引物分别进行一步法ＲＴ

ＰＣＲ扩增，电泳结果显示ＲＴＰＣＲ产物与预期大小一致的序列条带；将扩增产物分别连接到ｐＭＤ１９ Ｔ克隆载体

上，挑选阳性克隆子进行序列测定及比对分析。结果表明：ＣＣＹＶ、ＭＹＳＶ和ＭＮＳＶ广西分离物的ＣＰ基因序列与

其他已报道核苷酸序列一致性分别达９５．１％～１００％、９６．５％～９９％和８３．７％～９２．５％。

关键词　广西；　瓜类褪绿黄化病毒；　甜瓜黄化斑点病毒；　甜瓜坏死斑点病毒；　一步法ＲＴＰＣＲ
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　　甜瓜犆狌犮狌犿犻狊犿犲犾狅Ｌ．是世界上重要的葫芦科

作物，起源于非洲、美洲和东南亚等热带地区，在热

带地区、温带地区的温和气候季节广泛种植。在我

国，甜瓜的种植几乎遍布大江南北。广西依其得天
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独厚的气候条件成为华南重要的甜瓜产区。甜瓜不

仅种植面积广而且品种繁多，有包括‘广甜二号’、

‘丰蜜三号’、‘金蜜宝’、‘翠蜜宝’、‘好运５２’、‘广蜜

１号’、‘好运１１’、‘北甜１号’、‘京玉５号’、‘桂蜜１２

号’等在内的数十个品种［１４］。近年来，各种病虫害，

如细菌性果斑病、根结线虫病、蔓枯病和病毒病等，

严重影响甜瓜的产量和品质，其中病毒病的危害尤

为严重。瓜类褪绿黄化病毒、甜瓜黄斑病毒和甜瓜

坏死斑点病毒是甜瓜上新发生的病毒病害，对甜瓜

生产具有潜在的威胁。

瓜类褪绿黄化病毒犆狌犮狌狉犫犻狋犮犺犾狅狉狅狋犻犮狔犲犾犾狅狑狊狏犻

狉狌狊（ＣＣＹＶ）属于长线病毒科犆犾狅狊狋犲狉狅狏犻狉犻犱犪犲毛形病

毒属犆狉犻狀犻狏犻狉狌狊。病毒颗粒为长线形，基因组由双链

ＲＮＡ组成，即ＲＮＡ１（８６０７ｎｔ）和ＲＮＡ２（８０４１ｎｔ）。

ＣＣＹＶ通过介体烟粉虱犅犲犿犻狊犻犪狋犪犫犪犮犻（Ｇｅｎｎａｄｉｕｓ）

进行半持久性传播，主要危害西瓜、甜瓜、黄瓜等，以

大面积侵染甜瓜最为常见。该病最早于２００４年在

日本观察到，直至２０１０年其病原才被鉴定出来
［５］。

我国古勤生等［６７］于２０１１年在宁波、上海等地观察

报道了ＣＣＹＶ。随后海南、河南、北京和山东等地均

报道了该病害［８１０］。

甜瓜黄化斑点病毒 犕犲犾狅狀狔犲犾犾狅狑狊狆狅狋狏犻狉狌狊

（ＭＹＳＶ），属于布尼亚病毒科犅狌狀狔犪狏犻狉犻犱犪犲番茄斑

萎病毒属犜狅狊狆狅狏犻狉狌狊。病毒粒体为具有包膜的球

体，基因组包括３个单链线性 ＲＮＡ 片段，即 Ｌ

ＲＮＡ、ＭＲＮＡ和ＳＲＮＡ。ＭＹＳＶ在植株间主要是

通过节瓜蓟马犜犺狉犻狆狊狆犪犾犿犻（又称棕榈蓟马）以持久

增殖方式自然传播，也可通过汁液机械传播。

ＭＹＳＶ主要危害甜瓜、西瓜、黄瓜和苦瓜等葫芦科

作物，该病毒于２０００年在日本首次发现并命名
［１１］。

２００８年发现我国台湾的西瓜受到该病毒侵染
［１２］，

２００９年海南省发现三亚市大棚甜瓜受到该病毒侵

染［１３１４］。随后，在广东的西瓜和山东寿光的黄瓜上

也发现了该病毒［１５１６］。

甜瓜坏死斑点病毒犕犲犾狅狀狀犲犮狉狅狋犻犮狊狆狅狋狏犻狉狌狊

（ＭＮＳＶ）属于番茄丛矮病毒科犜狅犿犫狌狊狏犻狉犻犱犪犲香石

竹斑驳病毒属犆犪狉犿狅狏犻狉狌狊，病毒粒体为球形，基因

组为正义单链ＲＮＡ，约４．３ｋｂ。甜瓜坏死斑点病毒

主要通过种子、土壤真菌瓜油壶菌犗犾狆犻犱犻狌犿狉犪犱犻

犮犪犾犲和黄瓜黑头叶甲犇犻犪犫狉狅狋犻犮犪ｓｐ．进行自然传播，

另外还可以通过机械摩擦传播。ＭＮＳＶ的寄主范

围限于葫芦科植物西瓜、南瓜、葫芦、黄瓜、甜瓜等，

其中甜瓜为系统侵染寄主。甜瓜坏死斑点病毒由日

本最先报道，随后在美国、希腊、瑞典、意大利和突尼

斯等国家出现［１７］。我国于２００７年在江苏省海门市

温室甜瓜中发现该病毒［１８］，２０１５年山东寿光也报道

了该病毒［１０］。

ＣＣＹＶ、ＭＹＳＶ和 ＭＮＳＶ自发现报道以来，其

危害范围不断扩大。ＣＣＹＶ与 ＭＹＳＶ在广西虽有

分布［６，１４］，但未进行分子检测；ＭＮＳＶ在广西的研究

更是空白。快速有效地检测、鉴定是病毒病防治的

基础，本研究采用一步ＲＴＰＣＲ方法对具有典型

ＣＣＹＶ、ＭＹＳＶ和 ＭＮＳＶ症状的甜瓜病样进行检

测，并对病毒的部分序列进行了测定与分析。研究

结果对广西地区甜瓜上病毒的快速检测鉴定，综合

防治措施拟定以及基因结构特征与变异、病害流行

规律和抗病育种均具有重要的意义。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　样品来源

疑似ＣＣＹＶ、ＭＹＳＶ及 ＭＮＳＶ病叶样品采集

于广西甜瓜主产区南宁市和北海市，共采集３７份样

品，样品保存于－８０℃待用。

１．１．２　试剂

植物总ＲＮＡ提取试剂盒、一步法ＲＴＰＣＲ试

剂盒和ＰＣＲ产物回收试剂盒、ｐＭＤ１９ Ｔ连接载体

和大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞以及质粒提取试剂盒

等均购自宝生物工程（大连）有限公司。

１．２　方法

１．２．１　植物总ＲＮＡ提取

称取甜瓜病叶、健叶各１００ｍｇ，参照植物ＲＮＡ

提取试剂盒说明书提取叶片组织总ＲＮＡ。

１．２．２　引物合成

根据ＮＣＢＩ上已报道的病毒序列，经过比对分

析，选择各病毒基因保守区分别设计ＣＣＹＶ、ＭＹＳＶ

及ＭＮＳＶ特异性引物，引物由立菲生物技术有限公

司合成。引物序列见表１。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ扩增

ＲＴＰＣＲ反应体系：２．５μＬ模板，２μＬＰｒｉｍｅ

Ｓｃｒｉｐｔ１ｓｔｅｐＥｎｚｙｍｅＭｉｘ，２５μＬ２×１ｓｔｅｐｂｕｆｆｅｒ，１μＬ

正／反向引物，１８．５μＬＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ，共５０μＬ。

ＲＴＰＣＲ一步法反应条件：５０℃３０ｍｉｎ；９４℃预

变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８／５８／５０℃退火３０ｓ，延

伸４５ｓ（３０个循环）；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。扩

增产物用１％的琼脂糖凝胶进行电泳检测。
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表１　用于检测３种病毒的引物序列

犜犪犫犾犲１　犜犺狉犲犲狊狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉狏犻狉狌狊犱犲狋犲犮狋犻狅狀

引物名称　Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ 引物序列（５′３′）　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） 退火温度／℃　犜ｍ 目标片段大小／ｂｐ　Ｌｅｎｇｔｈｏｆｔａｒｇｅｔ

ＣＣＹＶ
ＣＣＹＶＦ：ＣＧＴＡＡＧＴＧＡＴＣＧＣＡＡＴＣＡＡ

ＣＣＹＶＲ：ＡＧＴＧＡＴＣＡＣＴＴＧＡＣＣＡＴＣＴＣＣ
５８ ８７７

ＭＹＳＶ
ＭＹＳＶＦ：ＴＴＡＡＡＣＴＴＣＡＡＴＧＧＡＣＴＴＡＧ

ＭＹＳＶＲ：ＡＴＧＴＣＴＡＣＣＧＴＴＧＣＴＡＡＧＣ
５８ ８４０

ＭＮＳＶ
ＭＮＳＶＦ：ＧＧＡＧＧＣＡＡＣＡＴＴＴＣＧＴＡＣＡ

ＭＮＳＶＲ：ＡＧＡＧＡＣＣＡＡＧＣＧＡＴＣＡＡＡＣ
５０ ６５１

１．２．４　ＲＴＰＣＲ产物回收及克隆测序

根据ＰＣＲ产物回收试剂盒说明，对ＰＣＲ产物

进行相应目的片段的快速回收，并将其分别与

ｐＭＤ１９ Ｔ克隆载体连接，连接产物转入大肠杆菌

感受态细胞中，经ＰＣＲ鉴定的阳性菌落进行接种

培养和质粒提取。测序由上海立菲生物科技有限

公司完成。

１．２．５　序列分析

测序结果利用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．５．１软件进行序列

的拼接和比对分析；利用ＭＥＧＡ６．０软件通过邻近相

邻法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ）和最大似然组成模型法（ｍａｘｉ

ｍｕｍｃｏｍｐｏｓｉｔｅｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄｍｅｔｈｏｄ）构建系统发育树。

构建系统发育树所用到的各病毒分离株信息（基因登

录号、名称、寄主、其来源地及参考文献）见表２。

表２　用于犆犆犢犞、犕犢犛犞和犕犖犛犞广西分离物亲缘关系分析的国内外分离物

犜犪犫犾犲２　犌狌犪狀犵狓犻犻狊狅犾犪狋犲狊狅犳犆犆犢犞，犕犢犛犞犪狀犱犕犖犛犞狌狊犲犱犳狅狉犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犪狀犪犾狔狊犻狊

病毒名称

Ｖｉｒｕｓｎａｍｅ

基因登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃ．ｎｏ．

分离株名称

Ｉｓｏｌａｔｅ

寄主

Ｈｏｓｔ

来源地

Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃｏｒｉｇｉｎ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＣＣＹＶ ＪＱ９０４６２９．１ Ｂｅｉｊｉｎｇ 甜瓜 中国北京 无

ＫＪ７３５４５０．１ ＳＤＬｕｆｆａ 丝瓜 中国山东 无

ＫＰ８９６５０６．１ ｓｄｈｚｃｃ 西瓜 中国山东 无

ＨＭ５８１６５８．１ Ｎｂｃ 黄瓜 中国宁波 ［６］

ＫＪ１４９８０６．１ Ｓｈｊｄ 甜瓜 中国上海 ［１９］

ＪＮ１２６０４６．１ Ｙｉｌａｎ 甜瓜 中国台湾 无

ＪＦ５０２２２２．１ ＴＷ 甜瓜 中国台湾 无

ＫＵ５０７６０２．１ ｐＣＣＹＣＲＮＡ２７ 无 中国河南 ［２０］

ＪＦ８０７０５３．１ 无 甜瓜 苏丹 ［２１］

ＫＣ９９０５０５．１ ＣＣ２Ａ 黄瓜 黎巴嫩 无

ＪＸ０１４２６２．１ Ｊｕｌｌ 黄瓜 黎巴嫩 ［２２］

ＫＣ５７７２０２．１ Ｉｖａｎａｋｅｙ 甜瓜 伊朗 无

ＫＴ９４６８１７．１ ３９０ＣＣＹＳＡ 黄瓜 沙特阿拉伯 无

ＫＴ９４６８１１．１ ４４５ＣＣＹＳＡ 黄瓜 沙特阿拉伯 无

ＡＢ５２３７８９．１ 无 甜瓜 日本 ［５］

ＭＹＳＶ ＨＱ７１１８６１．１ ＧＺ 西瓜 中国广州 ［１５］

ＧＱ３９７２５４．２ Ｓａｎｙａ 甜瓜 中国三亚 ［１４］

ＫＰ２４７４７６．１ ｃｑｗ１５８３ 黄瓜 中国上海 无

ＦＪ３８６３９１．１ ＴＷ 西瓜 中国台湾 ［２３］

ＡＢ０３８３４３．１ Ｔｏｓｐｏｍｅｌｏ 甜瓜 日本 ［２４］

ＡＢ０２４３３２．１ Ｔｏｓｐｏｍｅｌｏ 甜瓜 日本 ［１１］

ＡＢ０７６２５０．１ ＫｏｃｈｉＨａｒｕｎｏ 黄瓜 日本 无

ＡＢ４５３９１１．１ Ｃ９５Ｓ 黄瓜 日本 ［２５］

ＡＹ６７３６３５．１ ＪＴＣ 黄瓜 泰国 无

ＦＲ７１４５０７．１ ＳＵＴ 甜瓜 泰国 无

ＡＢ４５３９１０．１ Ｂ０７Ｔ 苦瓜 日本 ［２６］

ＡＹ６７３６３６．１ Ｗ３ Ｋａｌａｓｉｎ 西瓜 泰国 无

ＡＭ０８７０２１．１ ＷＧ１７ 甜瓜 泰国 无

ＡＭ０８７０２０．１ Ｌｕｆｆａ１３ 丝瓜 泰国 无

ＨＭ５９０４７０．１ ＳＭ１２ 黄瓜 印度 无

ＫＪ１９６３８３．１ ＭＹＳＶＥｃ 甜瓜 厄瓜多尔 ［２７］

ＡＦ０６７１５１．１ 无 酸浆 泰国 ［２８］
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续表２　犜犪犫犾犲２（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

病毒名称

Ｖｉｒｕｓｎａｍｅ

基因登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃ．ｎｏ．

分离株名称

Ｉｓｏｌａｔｅ

寄主

Ｈｏｓｔ

来源地

Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃｏｒｉｇｉｎ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＭＮＳＶ ＥＵ０１６２１７．１ ＭＮＳＶＨＭ 甜瓜 中国海门 ［１８］

ＡＹ１２２２８６．１ Ｍａｌｆａ５ 无 西班牙 ［２９］

ＤＱ３３９１５７．１ ＭＮＳＶＡｌ 无 西班牙 ［３０］

Ｄ１２５３６．２ Ｄｕｔｃｈｉｓｏｌａｔｅ 无 荷兰 ［３１］

ＫＲ０９４０６８．１ ＡＢＣＡ１３ ０１ 黄瓜 加拿大 ［３２］

ＡＢ０４４２９２．２ ＮＫ 无 日本 无

ＡＢ００７００１．１ ＮＫ 无 日本 无

Ｄ２９６６３．１ ＭＮＳＶＳ 无 日本 ［３３］

ＤＱ９２２８０７．１ ＭＮＳＶＩＳＲ 无 以色列 无

ＥＵ８４８５５１．１ ＨＮ１ 甜瓜 洪都拉斯 ［３４］

ＫＰ４０６６２７．１ Ｘｉｎｊｉａｎｇ 哈密瓜 中国新疆 无

ＦＪ６２１５３０．１ ＩＴ 甜瓜 意大利 ［３４］

ＡＢ１８９９４３．１ Ｋｏｕｃｈｉ 无 日本 ［３５］

ＥＵ８４８５５３．１ ＳＰ１１ 甜瓜 西班牙 ［３４］

ＡＢ１０６１０６．１ 无 甜瓜 韩国 无

ＥＦ４４２６８１．１ ＴＮ０６ １４ 甜瓜 突尼斯 ［３６］

ＤＱ４４３５４６．１ ＭＮＳＶＰＡ１ 甜瓜 巴拿马 ［３７］

ＫＴ９２３１５０．１ Ａｇｄｉａｃｔｒｌ 无 美国 ［３８］

２　结果与分析

２．１　犚犜犘犆犚检测与鉴定

于广西壮族自治区南宁市和北海市的甜瓜种植

区采集有褪绿黄化、黄色斑点和褪绿坏死斑症状的

甜瓜病叶，进行分子检测。分别提取不同症状表现

的甜瓜病叶样品总ＲＮＡ作为ＲＴＰＣＲ的模板，用３

种病毒的特异性引物进行ＲＴＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经

１％的琼脂糖凝胶电泳检测，疑似感病样品扩增产物

的电泳条带如图１～３，大小与所设计引物的目标片段

大小（ＣＣＹＶ８７７ｂｐ、ＭＹＳＶ８４０ｂｐ和ＭＮＳＶ６５１ｂｐ）

基本一致。由于缺少阳性对照，为了证实检测结果

的可靠性，我们将ＲＴＰＣＲ产物纯化后进行直接测

序，序列经ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔｎ比对，结果显示，所扩增的

产物序列与ＮＣＢＩ上ＣＣＹＶ、ＭＹＳＶ、ＭＮＳＶ的序列相

似性分别达９５％～１００％、９６～９９％和８５％～９２％。

经ＲＴＰＣＲ方法对样品进行检测，ＣＣＹＶ、ＭＹＳＶ和

ＭＮＳＶ检出率分别为６８．７％、７２．７％和７０％。

图１　犆犆犢犞的犚犜犘犆犚检测结果

犉犻犵．１　犚犜犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犆犆犢犞

图２　犕犢犛犞的犚犜犘犆犚检测结果

犉犻犵．２　犚犜犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犕犢犛犞

图３　犕犖犛犞的犚犜犘犆犚检测结果

犉犻犵．３　犚犜犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犕犖犛犞

２．２　犆犆犢犞、犕犢犛犞和犕犖犛犞广西分离物序列分析

将３种病毒的ＲＴＰＣＲ纯化产物克隆至ｐＭＤ１９

Ｔ载体，挑选阳性克隆进行测序，经ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．５．１

拼接，ＣＣＹＶ、ＭＹＳＶ和 ＭＮＳＶ广西分离物的ＣＰ

基因特异性引物的扩增产物序列分别由８７７、８４０和

６５１ｂｐ核苷酸组成。分别通过 ＮＣＢＩＢｌａｓｔｎ和

ＧｅｎＢａｎｋ序列对比，下载我国其他省份以及世界其
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他国家和地区已上传的分离株序列进行分析。

通过ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．５．１的ＡｌｉｇｎＸ将所得的ＣＣＹＶ

广西分离物（ＣＣＹＶＧＸ）与我国及其他国家或地区分离

物的核苷酸序列进行两两比对。结果发现：ＣＣＹＶ广西

分离物（ＣＣＹＶＧＸ）与中国大陆分离物（ＪＱ９０４６２９．１、

ＨＭ５８１６５８．１、ＫＪ７３５４５０．１、ＫＪ１４９８０６．１、ＫＰ８９６５０６．１

和ＫＵ５０７６０２．１）、中国台湾分离物（ＪＮ１２６０４６．１、

ＪＦ５０２２２２．１）等地区分离物的核苷酸相似性达９９．６％～

１００％；与沙特阿拉伯分离物（ＫＴ９４６８１１．１）核苷酸

相似性为９８．０％；与伊朗分离物（ＫＣ５７７２０２．１）核苷

酸相似性仅９５．１％。利用 ＭＥＧＡ６．０６软件对

ＣＣＹＶ广西分离物（ＣＣＹＶＧＸ）与我国及其他国家

或地区相应分离物的核苷酸序列构建系统发育树

（图４），结果表明：ＣＣＹＶ广西分离物（ＣＣＹＶＧＸ）

与沙特阿拉伯分离物（ＫＴ９４６８１１．１）和伊朗分离物

（ＫＣ５７７２０２．１）在不同分支上，亲缘关系较远；与其他

１３个分离物，其中包括６个中国大陆分离物

（ＪＱ９０４６２９．１、ＨＭ５８１６５８．１、ＫＪ７３５４５０．１、ＫＪ１４９８０６．１、Ｋ

和ＫＰ８９６５０６．１）和２个中国台湾分离物（ＪＮ１２６０４６．１、

ＪＦ５０２２２２．１）在同一支上，亲缘关系最近。

图４　犆犆犢犞广西分离物的核苷酸序列亲缘关系分析

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犪狀犪犾狔狊犻狊犫犲狋狑犲犲狀狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲

狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犌狌犪狀犵狓犻犻狊狅犾犪狋犲犪狀犱狅狋犺犲狉１５犆犆犢犞

犻狊狅犾犪狋犲狊狉犲狆狅狉狋犲犱狆狉犲狏犻狅狌狊犾狔

通过ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．５．１的ＡｌｉｇｎＸ将所得的

ＭＹＳＶ广西分离物（ＭＹＳＶＧＸ）与我国及其他国家或

地区分离物核苷酸序列进行两两比对分析。结果发

现：中国广西分离物（ＭＹＳＶＧＸ）与中国三亚分离物

（ＧＱ３９７２５４．２）、中国上海分离物（ＫＰ２４７４７６．１）、中国

广州分离物（ＨＱ７１１８６１．１）核苷酸相似性达９９．６％以

上；与日本分离物（ＡＢ０３８３４３．１、ＡＢ０２４３３２．１）、泰国分

离物（ＡＦ０６７１５１．１）、厄瓜多尔分离物（ＫＪ１９６３８３．１）、中国

台湾分离物（ＦＪ３８６３９１．１）、印度分离物（ＨＭ５９０４７０．１）

等１４个分离物核苷酸相似性达９６．５％～９８．６％。利用

ＭＥＧＡ６．０６软件对ＭＹＳＶ广西分离物（ＭＹＳＶＧＸ）与

我国及其他国家或地区相应分离物的核苷酸序列构建

系统发育树（图５），结果表明：ＭＹＳＶ广西分离物

（ＭＹＳＶＧＸ）与中国三亚、上海、广州（ＧＱ３９７２５４．２、

ＫＰ２４７４７６．１、ＨＱ７１１８６１．１）以及泰国分离物（ＡＦ０６７１５１．１）

和厄瓜多尔分离物（ＫＪ１９６３８３．１）在一个分支上，亲缘关系

最近；与泰国分离物（ＡＹ６７３６３６．１、ＡＹ６７３６３５．１、

ＦＲ７１４５０７．１、ＡＭ０８７０２１．１）、日本分离物（ＡＢ０３８３４３．１、

ＡＢ０２４３３２．１）和中国台湾分离物（ＦＪ３８６３９１．１）亲缘关系较

近；与 日 本 分 离 物 （ＡＢ０７６２５０．１、ＡＢ４５３９１０．１ 和

ＡＢ４５３９１１．１）、印度分离物（ＨＭ５９０４７０．１）、泰国分离物

（ＡＭ０８７０２０．１）处于不同分支，亲缘关系较远。

图５　犕犢犛犞广西分离物的核苷酸序列亲缘关系分析

犉犻犵．５　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犪狀犪犾狔狊犻狊犫犲狋狑犲犲狀狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲

狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犌狌犪狀犵狓犻犻狊狅犾犪狋犲犪狀犱狅狋犺犲狉１７犕犢犛犞

犻狊狅犾犪狋犲狊狉犲狆狅狉狋犲犱狆狉犲狏犻狅狌狊犾狔

通过ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．５．１的ＡｌｉｇｎＸ将所得的

ＭＮＳＶ广西分离物（ＭＮＳＶＧＸ）与我国及其他国家

或地区分离物核苷酸序列进行两两比对分析，结果

发现：中国广西分离物（ＭＮＳＶＧＸ）与中国海门分离

物（ＧＵ４８００２２．１）、中国新疆分离物（ＫＰ４０６６２７．１）等

分离物的核苷酸序列相似性达９１．４％～９２．５％；与

洪都拉斯分离物 （ＥＵ８４８５５１．１）、美国分离物

（ＫＴ９２３１５０．１）等分离物的核苷酸序列相似性达８９．１％

～９０．８％；与日本分离物（Ｄ２９６６３．１）和西班牙分离

物（ＡＹ１２２２８６．１）核苷酸序列相似性仅为８４．６％和

８３．７％。利用 ＭＥＧＡ６．０６软件对 ＭＮＳＶ广西分

离物（ＭＮＳＶＧＸ）与我国及其他国家或地区相应分
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离物的核苷酸序列构建系统发育树（图６），结果表

明：ＭＮＳＶ广西分离物（ＭＮＳＶＧＸ）处于一个小支上，

但与中国新疆分离物（ＫＰ４０６６２７．１）、中国海门分离物

（ＥＵ０１６２１７．１）、洪都拉斯分离物（ＥＵ８４８５５１．１）、巴拿

马分离物（ＤＱ４４３５４６．１）等处于一个大分支上，亲缘关

系最近；其次是日本分离物（ＡＢ００７００１．１、ＡＢ０４４２９２．２、

ＡＢ１８９９４３．１）及韩国分离物（ＡＢ１０６１０６．１）；与日本

分离物（Ｄ２９６６３．１）和西班牙分离物（ＡＹ１２２２８６．１）

亲缘关系相对较远。

图６　犕犖犛犞广西分离物的核苷酸序列亲缘关系分析

犉犻犵．６　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犪狀犪犾狔狊犻狊犫犲狋狑犲犲狀

狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犌狌犪狀犵狓犻犻狊狅犾犪狋犲犪狀犱狅狋犺犲狉

１８犕犖犛犞犻狊狅犾犪狋犲狊狉犲狆狅狉狋犲犱狆狉犲狏犻狅狌狊犾狔

３　讨论与结论

瓜类褪绿黄化病毒、甜瓜黄斑病毒以及甜瓜坏

死斑点病毒是近年来新发现的病毒，尽管没有在各

省区大范围发生，但局部发生情况比较严重。据报

道，２００９年海南三亚保护地甜瓜上甜瓜黄斑病毒的

发病率为３０％～１００％，给甜瓜生产造成了严重的

经济损失［１４］。据本课题组２０１４—２０１５年调查发

现，这３种病毒在广西南宁市和北海市的甜瓜种植

区有不同程度的发生，其中ＣＣＹＶ在北海、南宁的

发病率在２０％～７０％。随着甜瓜栽培规模和范围的

不断扩大，烟粉虱和蓟马等传播媒介种群暴发，这３

种病毒病的发生范围将越来越广泛，危害程度日趋严

重，及时有效的诊断方法对病害防治尤其重要。

本研究从疑似病毒病的样品中挑选不同症状的

样本分别进行３种病毒检测，把检测结果对应其症

状，瓜类褪绿黄化病毒（ＣＣＹＶ）引起的是褪绿黄化

症状，但类似症状存在未检出现象，可能是缺素引起

抑或是其他病毒比如瓜类黄矮失调病毒（ＣＹＳ

ＤＶ）
［３９］引起，有待于进一步研究；甜瓜黄斑病毒

（ＭＹＳＶ）引起黄色不规则斑点症状，后期黄斑中间

会形成枯死斑，与古勤生［１３］等报道的症状表现基本

一致；甜瓜坏死斑点病毒（ＭＮＳＶ）引起不规则白色

坏死斑沿叶脉分布，叶片还有褪绿症状，与乔宁

等［１０］描述症状“叶片上产生许多‘米黄点’”相异，可

能由于寄主和发病时期不同或其他因素所致。病毒

在不同寄主以及寄主不同生长期所表现的症状有差

别，同时，各个地域的气候条件和病原群落的构成差

异也会影响病毒在寄主上的表征，所以在把握症状

的同时需建立快速有效的检测技术，为有效的甜瓜

病毒病防治打下基础。ＣＣＹＶ和 ＭＹＳＶ分别通过

烟粉虱和棕榈蓟马传播，加强栽培管理，治虫防病是

防治病毒病的关键；ＭＮＳＶ不仅能通过土壤真菌瓜

油壶菌犗犾狆犻犱犻狌犿狉犪犱犻犮犪犾犲和黄瓜叶甲犇犻犪犫狉狅狋犻犮犪

ｓｐ．进行自然传播，而且能经种子及水体传播，防治

更加困难。了解病害症状和明确病原、传播方式及

寄主范围（特别是中间寄主）是防治甜瓜病毒病的关

键，快速有效的检测鉴定方法是病毒病防治的基础。

刘珊珊等［９］采用两步法ＲＴＰＣＲ对海南省和河南

省瓜类褪绿黄化病病原进行分子鉴定，乔宁等［１０，１６］

也运用两步法ＲＴＰＣＲ对山东寿光ＣＣＹＶ、ＭＹＳＶ

和ＭＮＳＶ病毒分离物进行分子鉴定，刘勇等
［１５］运

用一步法ＲＴＰＣＲ在广东西瓜上检测到 ＭＹＳＶ。

此外施艳等［４０４１］还针对ＣＣＹＶ外壳蛋白基因和

Ｐ２２基因制备检测病毒的抗血清，曾蓉等
［４２］也针对

ＣＣＹＶ上海分离物外壳蛋白制备检测病毒的抗血

清。梁相志等［４３］利用环介导等温扩增技术检测介

体烟粉虱体内的瓜类褪绿黄化病毒。本研究采用一

步ＲＴＰＣＲ方法对为害甜瓜的３种病毒进行检测鉴

定，进一步提高了病毒病的检测效率。

通过序列比对和系统发育树分析，ＣＣＹＶ、

ＭＹＳＶ和ＭＮＳＶ广西分离物核酸序列与已报道序

列相似性达９０％以上，属于同种病毒。ＣＣＹＶ广西

分离物与伊朗分离物核苷酸相似性只有９５．１％，与

其他分离物序列相似性均达９９％以上，系统发育树分

析与乔宁等［１０］的报道基本一致，说明ＣＣＹＶ来源基

本相同，变异发生率较低。ＭＹＳＶ广西分离物与中国

其他分离物核苷酸一致性高达９９．５％以上，广西分离

物与中国三亚、广州、上海分离物处于同一分支、与乔

宁等［１６］构建的系统发育树各分离物分布基本一致，说
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明中国分离物来源基本相同。ＭＮＳＶ广西分离物与

其他分离物核苷酸序列一致性仅为８３．７％～９２．５％，

差异稍大，系统发育树分析ＭＮＳＶ广西分离物单独

处于一个分支上，与中国海门分离物、中国新疆分离

物等处于一个大分支，亲缘关系最近；其次与日本分

离物及韩国分离物亲缘关系较近，亲缘关系较远的是

日本分离物（Ｄ２９６６３．１）和西班牙分离物（ＡＹ１２２２８６．

１），推测ＭＮＳＶ广西分离物可能与日本韩国分离物

来源相同。温少华［４４］对 ＭＮＳＶ中国海门分离物

（ＧＵ４８００２２．１）的全基因组进行克隆测序与结构分

析，ＭＮＳＶ在广西为首次报道，与其他分离物存在

一定差异，有必要对ＭＮＳＶ广西分离物的全基因组

进行序列结构分析，以便了解各个分离物分子结构

特征及基因变异情况。
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