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黄瓜绿斑驳花叶病毒
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#

P/IIS

%是葫芦科作物的重要检疫性病毒"本

研究以田间自然感病的西瓜叶片为试材!采用
-H0<P-

获得该病毒#

P/IIS03GbQ

%基因组全长#登录号

I/8!"+!7

%!以
?

>AWJFU45

?

K

(

.Q

#

0

%为载体!分别克隆其所编码的
!

段基因!并采用人工接种验证它们的体外侵染

活性"结果表明)该病毒与韩国分离物
Qa

#登录号
Me!&8)!)

%亲缘关系最近!相似度达
77(+C

!并成功克隆了

P/IIS03GbQ

编码的
!

段基因!分别记为
-GM&

!

-GM!

"经人工接种!发现
-GM&

和
-GM!

能侵染葫芦!表现

明显花叶症状!与该病毒接种葫芦症状一致!且接种
-GM&

后的症状较
-GM!

明显!

!

种
-GM

混合接种症状最为

明显!经
-H0<P-

检测!发病植株可扩增到与接种的
-GM

大小相等的片段"
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黄瓜绿斑驳花叶病毒
<434BD10

8

0119B/%%.1
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P/IIS

#是葫芦科作物的重要病毒&

西瓜感染该病毒后植株生长缓慢&果实内部严重变

色或腐烂&果肉纤维化)水渍状&严重时丧失食用价

值&俗称西瓜倒瓤病或血瓤病'

&

(

%

P/IIS

给葫芦

科作物生产带来严重影响&

&77+

年在韩国大面积暴

发&造成
!*#:2

) 绝收'

)

(

*

)''!

年在巴基斯坦部分

地区葫芦科作物发病率达
!*(7C

'

#

(

*

)''"

年中国辽
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卷第
#

期 李立梅等!黄瓜绿斑驳花叶病毒辽宁营口分离物基因组测定及分段基因克隆

宁省盖州市由于种子带毒而导致西瓜大面积感染

P/IIS

&发生面积
###:2

)

&其中
&#:2

)绝收'

!

(

&

引起农业部)质检总局等相关部门的高度重视%根

据我国农业部公布的/全国农业植物检疫性有害生

物分布行政区名录"

)'&!

#0&辽宁)上海)江苏)浙江)

安徽)山东)湖北)湖南)广东)广西)海南等
&&

个省

市区
8!

个县市区均有
P/IIS

分布%迄今对于该

病毒的致病机理研究多集中在生理生化水平&

M[c:J2

Y

N6

等研究认为黄瓜感染该病毒后可导致

植株体内可溶性糖和游离氨基酸含量的积累'

"

(

*

.45XNFKNXN

等研究表明该病毒可通过影响磷酸戊糖

途径&导致多酚氧化酶活性发生改变&进而导致酚类

物质积累'

*

(

%本研究首先测定了
P/IIS

国内首

发区的基因组全长序列&然后依据全基因组序列分

别克隆了该病毒编码的
!

段基因&旨在找到可侵染

寄主植物的基因&为今后该病科学有效的防控提供

理论依据%

!

%

材料与方法

!"!

%

材料

!(!(!

%

供试毒原及载体

自然感病的西瓜植株采自辽宁省营口市&田间

表现症状为叶片斑驳)花叶)叶脉绿带状)浓绿凹凸

斑&经
-H0<P-

检测&定名为
P/IIS03GbQ

&采用

汁液摩擦法繁殖保存在防虫温室的葫芦上*侵染性

克隆载体为
?

>AWJFU45

?

K

(

.Q

"

0

#载体%

!(!($

%

试剂

H-Tc@A

试剂购自
T6X5K4@

1

J6

*

3M@2

A

<@A

Y

2J4NFJ

)

?

IE&+0HF52

?

AJXJUK@4

)感受态细胞
E,"

)

)限制性内

切酶
G/%

&

和
H,/

&

)

HNQN-N<452J.U45

?

K

*

&FKFK4N6[

UEGMF

Y

6K:JF5Fh5K

"

P@[JG@(E*&&'M

#)

HNQN-N,5

1

:

e5[JA5K

Y

<452J.U45

?

K

HI

-H0<P-Q5K

"

P@[JG@(E-')8M

#)

HNQN-N<452J.HM-

*

,.EGM<@A

Y

2J4NFJ

"

P@[J

G@(E-'&'.

#)

HNQN-NM

1

N4@FJ/JAEGM<W45V5UNK5@6

Q5KSJ4()('

"

P@[JG@(ES+'"M

#)

HNQN-NI565>L.H

<ANF25[<W45V5UNK5@6Q5KSJ4()('

)

HNQN-N59'5%0/

H4N6FU45

?

K5@6H8Q5K

"

P@[JG@(E*&!'

#)

HNQN-N

EGM35

1

NK5@6Q5K

"

I5

1

:K

Y

I5O

'

"

P@[JG@(E*')#

#

等购自宝生物工程"大连#有限公司*

-5]@28/PN

?

M6NA@

1

"

<4@2J

1

NP@[J

!

<&8&>

#购自
<4@2J

1

N

生

物技术有限公司%

!(!(%

%

引物的设计与合成

引物序列参考陈红运等'

8

(

&委托宝生物工程"大

连#有限公司合成"表
&

#%

表
!

%

>NMMOPQRST

基因组序列测定的引物

96:;.!

%

D5+<.503254.1.5<+/61+2/23>NMMOPQSRT

,

./2<+=0.

G

@./=.

引物名称

<452J46N2J

引物序列"

"g0#g

#

.J

d

WJ6UJ

P/IIS0<&

/HHHHMMHHHHHMHMMHHMMMPMMM0

PMMPMMPMMPM

P/IIS0&&&*4 /PHHP/PHHPM//MMMPPMPMPM/

P/IIS0&'7*V MMM/PPMP/HHHHPH/H/H//H

P/IIS0#!++4 /HHPH/PMHHMMHH/PHMHHH//

P/IIS0##+)V /P//MH/H//MMMM//HP/MHPM

P/IIS0"7#"4 /P//HMPPHH/H/MM/PMMPHM/

P/IIS0U

?

V MH//PHHMPMMHPP/MHPMP

P/IIS0#gGP- H///PPPPHMPPP////M

获得全长基因后&依据该病毒的基因组结构设

计引物"表
)

#&并采用巢氏
<P-

分别扩增并克隆病

毒所编码的
!

段基因%

表
$

%

>NMMO

编码的
'

段基因的引物

96:;.$

%

D5+<.503254.1.5<+/61+2/2332@5

,

./.356

,

<./10

./=24.4:

A

1?.>NMMO

引物名称

<452J46N2J

引物序列"

"g0#g

#

.J

d

WJ6UJ

=-e&0e& PMMPMMPMMPMMPMMMPMHH

=-e&0e) P/MPHP/M/MH//PMMMPMHHMMH/MMPM

=-e&0-& HPMHHPHHMMHPMMM/P///

=-e&0-) HMH/P//PP/PPHMHHH//HM//PMPM/H//

=-e&0e")+ PH/H/P//HPMPPH/HHPM/

=-e&0e&!!8 //H/MHH/P/HPHMH/MH/P

=-e&0e)')) PH///PM/M/MMM//HMM//

=-e&0e)"++ /M/H/PP///HH/H//MMM/

=-e&0-&*&!P/MMPMMMHPMHPMPP//MM

=-e!0-& MHHMPH/PPPMHM/MMMPHH

=-e)0e& M//HHH/MHH/PPP/H/MHH

=-e)0e) /HMPHP/M/MH/MMHHP/PH/HMH/HPPM

=-e)0-& MPMPPMP/P/MPMMPHH/MP

=-e)0-) HHM/P//PP/PHHMPHHM/M/MPMHPHMH/H

=-e)0e!!* ///PHM/HHPPMHHPMMM/H

=-e#0e& MP//PH/HMHH/HHHMPPPH

=-e#0e) MPHPHP/M/MH/HPHPHMM/HMM//H/HPM/

=-e#0-& PPH/MP///MMPMHMM/MM/

=-e#0-) HMM/P//PP/PPHM//H/H/MHP//MHH/HMM/

=-e!0e& P/P/MHPPHH//HPHHHMHH

=-e!0e) PMHPHP/M/MH//PHHMPMMHPP/MHPMPMP

=-e!0-& MHHMPH/PPPMHM/MMMPHH

=-e!0-) MMH/P//PP/PPHMM/PHHHP/M//H//HM/

!"$

%

方法

!($(!

%

-H0<P-

扩增

参照
T6X5K4@

1

J6

公司的
H-Tc@A

法提取植物总

+

&*

+



)'&7

-GM

&琼脂糖凝胶电泳检测
-GM

的完整性后&以提

取的植物总
-GM

为模板&使用
HNQN-N<452J.U45

?

K

*

&FKFK4N6[UEGMF

Y

6K:JF5Fh5K

合成
UEGM

&采用
3M

@2

A

<@A

Y

2J4NFJ

进行扩增&预计扩增片段分别为

&(&

)

)(!

)

)("

)

'(8h]

&

<P-

产物经
EGM

回收试剂

盒纯化后克隆于
?

IE&+0H

载体&转化
)(3/.5E,

"

)

感受态细胞后经蓝白斑筛选阳性克隆&送宝生物

工程"大连#有限公司进行双向测序&以确定正确的

碱基序列%

!($($

%

病毒的提纯和电镜观察

病毒提纯程序参考裘维蕃'

+

(的方法&病毒提纯

后采用负染法观察&将铜网在样品液滴上悬浮
#

!

"256

&吸去多余的液体&再经
)C

磷钨酸"

?

,8('

#进

行负染色
#

!

"256

&自然干燥后在透射电镜下观察

药剂处理不同时间下病毒粒子的形态%

!($(%

%

基因克隆

依据所获得的全基因组序列设计引物&以
P/I0

IS

营口分离物的总
-GM

为模板&利用
HNQN-N

,5

1

:e5[JA5K

Y

<452J.U45

?

K

HI

-H0<P-Q5K

进行反转

录&引物使用
HNQN-N"g0eWAA-MPLQ5K

"

E#&"

#中

的
-N6[@272J4F

*获得
UEGM

后&采用巢氏
<P-

分别克隆
P/IIS

编码的
!

个开放阅读框&第一步

<P-

使用
HNQN-N<452J.HM-

*

,.EGM<@A

Y

0

2J4NFJ

进行扩增&引物为
=-e&

$

=-e)

$

=-e)

$

=-e!

$

0

e&

和
=-e&

$

=-e)

$

=-e)

$

=-e!

$

0-&

&获得的
<P-

产物进行第二步
<P-

扩增&引物为
=-e&

$

=-e)

$

=-e#

$

=-e!

$

0e)

&

=-e&

$

=-e)

$

=-e)

$

=-e!

$

0-)

&

<P-

产物使用
HNQN-NM

1

N4@FJ/JAEGM<W45V5UNK5@6

Q5KSJ4()('

切胶回收*回收产物引入酶切位点
G/%

&

和
H,/

&

&将所得的
!

个片段分别连入
?

>AWJ0

FU45

?

K

(

.Q

"

0

#载体&经
G/%

&

和
H,/

&

酶切后&使用

HNQN-NM

1

N4@FJ/JAEGM<W45V5UNK5@6Q5KSJ4()('

载体回收&使用
HNQN-NEGM35

1

NK5@6Q5K

"

I5

1

:K

Y

I5O

'

中的连接酶&将回收后的目的片段与
?

>AWJ0

FU45

?

K

(

.Q0

$

G/%T

$

H,/T

&

&*B

&过夜连接*感受态

细胞
E,"

)

制备好后&将产物转化至大肠杆菌&然后

使用
HNQN-NI565>L.H<ANF25[<W45V5UNK5@6Q5K

SJ4()('

提取质粒&每个片段分别选择两个阳性克

隆质粒&命名为
=-e&0&

)

=-e&0)

&

=-e)0&

)

=-e)0)

&

=-e#0&

)

=-e#0)

&

=-e!0&

)

=-e!0)

%先分别使用引

物
>UN>L.H<452J4I&#0)'

"

HNQN-NP@[JG@(

E#++&

#和
I&#-JXJ4FJ

"

HNQN-NP@[JG@(E#+#'

#

对所选质粒进行测序&之后使用引物
=-e&0e")+

)

=-e&0-&*&!

)

=-e&0e&!!8

)

=-e&0e)'))

)

=-e&0e)"++

将
=-e&0&

)

=-e&0)

测通&使用引物
PHE'!&0e!!*

对
=-e)0&

)

=-e)0)

测通%

!($('

%

体外转录

使用
C23

&

进行单酶切&将目的质粒线性化&使

用
HNQN-NM

1

N4@FJ/JAEGM<W45V5UNK5@6Q5KSJ4()('

回收酶切产物&酶切产物进行体外转录&反应体系如

下!

C23

&

酶切产物
#

#

3

&

&'%H4N6FU45
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K5@6>WVVJ4

)

#

3

&
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"
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$

3

#

)

#

3

&
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"
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$

3

#

)

#

3

&

PH<.@AWK5@6

"

"'22@A

$

3

#

)

#

3

&

/H<.@AWK5@6

"稀释至
&'22@A

$

3

#

)

#

3

&

-5]@2

8

/

PN

?

M6NA@

1

"

!'22@A

$

3

#

)

#

3

&

-GNFJ

抑制剂"

!'D

$

#

3

#

'("

#

3

&

H8-GM

聚合酶"

"'D

$

#

3

#

)

#

3

&

-GNFJ

e4JJ[,

)

=

定容至
)'

#

3

&上述体系中加入
!

#

3

"即

)'D

#

EGNFJ

&

&

#8B

反应
&:

&然后进行纯化"去除残

留的
EGM

#&纯化的操作流程为!加入
#'

#

3#2@A

$

3

P,

#

P==GN

"

?

,"()

#&加
EL<P

水至
#''

#

3

&混匀*加

入
#''

#

3<PT

"苯酚)氯仿)异戊醇&比例为
)"9)!9&

#&

室温静置
&"256

&

&)'''

1

&离心
"256

*加入
#''

#

3

PT

"氯仿&异戊醇&比例为
)!9&

#&室温静置
&'256

&

&)'''

1

&离心
"256

&加入
#

#

3GMPN445J4

&混匀&加

入
#''

#

3

异丙醇&冰浴
&'256

&

&)'''

1

&离心
"256

&加

入
&238'C

预冷乙醇&洗涤&

&)'''

1

&离心
&256

&室

温干燥后溶于
&*("

#

3-GNFJe4JJ[,

)

=

中&分别标

记为
-GM&

)

-GM)

)

-GM#

)

-GM!

%

!($(#

%

体外侵染

将获得体外转录物
-GM&

)

-GM)

)

-GM#

)

-GM!

排列组合&进行体外侵染&以期确定是哪段基

因&或者哪几段基因共同完成该病毒的侵染%接种

方法!体外转录物与等体积的
)%/Q<

?

,7()

缓冲

液"

"'22@A

$

3

甘氨酸&

#'22@A

$

3Q

)

,<=

!

&

&C

膨

润土&

&C

硅藻土#混合为接种液&取生长良好&一叶

一心的葫芦
&2

8

192052?53102052

"

I@A56N

#

.KN6[A

"品种!,不死鸟-#&将灭菌的石英砂均匀撒于待接种

叶片上&每叶用
&'

!

)'

#

3

接种液"内含
'()

#

1

病

毒#&轻轻涂抹叶片&

"256

后用无菌水冲洗%接种后

的植株生长于防虫的生长箱中&温度为
)"B

&保持

&):

光照&观察症状&于接种
)&[

后取样&进行
-H0

<P-

检测&以接种
P/IIS

为阳性对照&以接种

)%/Q<

?

,7()

缓冲液为阴性对照%

+

)*

+
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#

期 李立梅等!黄瓜绿斑驳花叶病毒辽宁营口分离物基因组测定及分段基因克隆

$

%

结果与分析

$"!

%

>NMMO

全基因序列的测定

$(!(!

%

-GM

的提取与检测

取采自辽宁省营口盖州地区的西瓜叶片样品

"

份&提取总
-GM

&取
&

#

3

进行
)C

琼脂糖凝胶电

泳&结果如图
&

!图中所示
#

条带&分别为
)+.4-GM

)

&+.4-GM

和
".4-GM

&所提的
-GM

完整性很好&

没有发生降解&可以用于下一步的试验%

图
!

%

西瓜叶片总
USB

的电泳分析结果

*+

,

"!

%

V;.=152

7

?25.0+05.0@;10231216;USB352<1?.

;.68.023K61.5<.;2/

$(!($

%

-H0<P-

检测及全基因组序列测定

以植物总
-GM

为模板&利用
!

对引物通过
-H0

<P-

扩增得到
!

条特异
EGM

片段&大小约为
&(&

)

)(!

)

)("

和
'(8h]

&与预期扩增结果相符&且扩增得

到
!

个特异片段相互重叠&覆盖了
P/IIS

的完

整基因组%产物克隆后经蓝白斑筛选&进行双向测

序%经比对&该分离物与韩国分离物"登录号

Me!&8)!)

#亲缘关系最近&相似度达
77(+C

&与日

本的
.,

株系)韩国的甜瓜分离物及印度
EJA:5

地

区的分离物的亲缘关系亦较近&但与俄罗斯
P/I0

IS0IP

及西班牙
P/IIP0.<

分离物亲缘关系稍

远&同源性仅为
7'C

%

$"$

%

>NMMOPQSRT

分段基因克隆

$($(!

%

P/IIS

的提取及病毒总
-GM

的提取

经磷钨酸负染色后在电镜下观察发现&病毒粒

子直棒状&长约
#''62

&宽约
&+62

"图
)

#%取病毒

的
-GM&

#

3

&进行
#C

琼脂糖凝胶电泳&结果如图
#

&

检测结果表明&所提的
-GM

完整性很好&没有发生

降解&可用于下一步的克隆试验%

图
$

%

>NMMO

病毒粒子透射电镜照片

*+

,

"$

%

956/0<+00+2/.;.=152/<+=520=2

7

.

7

?212

,

56

7

?23

>NMMO8+5+2/0

图
%

%

病毒
USB

的电泳分析结果

*+

,

"%

%

V;.=152

7

?25.0+0231216;USB

$($($

%

-H0<P-

扩增结果

第一步
-H0<P-

扩增后&取
"

#

3<P-

产物&进

行
&C

琼脂糖凝胶电泳&结果如图
!

&将第一步
<P-

产物采用相同的反应体系和反应条件&进行第二步

<P-

扩增&取
"

#

3

产物进行
&C

琼脂糖凝胶电泳&结

果如图
"

&分别得到了大小约为
#("

)

&("

)

'(+

)

'("h]

的片段&与预期的大小相符&纯化后克隆&上述各

<P-

产物经
G/%

&

$

H,/

&

双酶切后&切胶回收得

到相应大小的目的片段%

$($(%

%

重组载体的构建

通过
<P-

扩增分别得到片段
E&

"

#("h]

#)

E)

"

&("h]

#)

E#

"

'(+h]

#)

E!

"

'("h]

#&与预期的大小

相符&片段
E&

)

E)

)

E#

)

E!<P-

产物回收酶切后分

+

#*

+



)'&7

别连接至
?

>AWJFU45

?

K

(

.Q

"

0

#载体&筛选出质粒重

组子&并测序以验证插入序列的正确性&使用
EMG0

IMG

软件进行比对&克隆得到的序列与原分离物

一致&并未发现突变&可以用于下一步的体外转录%

图
'

%

第一步
D>U

产物电泳图谱

*+

,

"'

%

B/6;

A

0+0233+501P01.

7

D>U

7

524@=10:

A

.;.=152

7

?25.0+0

图
#

%

第二步
D>U

产物电泳图谱

*+

,

"#

%

B/6;

A

0+0230.=2/4P01.

7

D>U

7

524@=10:

A

.;.=152

7

?25.0+0

$"%

%

体外转录

$(%(!

%

酶切产物回收

克隆得到的目的片段用
C23

&

酶切后&用电泳

检测确已切开%分别命名为
?

P/IIS0&

)

?

P/I0

IS0)

)

?

P/IIS0#

)

?

P/IIS0!

"图
*N

!

[

#%

图
&

%

D!

"

D'

酶切线性化后电泳检测结果

*+

,

"&

%

B/6;

A

0+023D!PD'631.5;+/.65+C.4K+1?4)3

!

:

A

.;.=152

7

?25.0+0

$(%($

%

体外转录产物电泳检测

以线性化的
?

P/IIS

为模板&采用加帽的方

法进行体外转录&电泳发现&条带不唯一&这其中有

可能还存在线性化的模板&也有可能是
-GM

体外

转录时出现了二级结构&但均得到了目的大小的条

带&可以用于体外侵染%分别命名为
-GM&

)

-GM)

)

-GM#

)

-GM!

%"图
8N

!

[

#&同时使用
GN6@[4@

?

超微

量可见紫外分光光度计进行浓度检测&浓度分别为

&&'"

)

&#+'

)

&#)'

)

&&7'6

1

$

#

3

%

+

!*

+
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图
(

%

7

>NMMOP!

"

7

>NMMOP'

体外转录物电泳分析结果

*+

,

"(

%

V;.=152

7

?25.0+023156/0=5+

7

1+2/23

7

>NMMOP!W

7

>NMMOP',25,&'%

$"'

%

体外侵染

$('(!

%

症状观察

分别接种经体外转录获得的
!

种
-GM

及
!

种

-GM

的排列组合到葫芦苗上&接种
&"[

后&发现接

种
-GM&

)

-GM!

及含有
-GM&

)

-GM!

组合的葫芦

苗出现了不同程度的花叶症状&接种含有
-GM&

的处

理比含有
-GM!

的症状明显&其中含有
!

种
-GM

处

理的症状最明显&叶片出现坏死斑点"图
+N

!

5

#%

图
)

%

不同
USB

处理葫芦叶片症状图

*+

,

")

%

X

A

<

7

12<023=@=@5:+1;.68.0@/4.54+33.5./115.61<./10K+1?USB

+

"*

+



)'&7

$('($

%

-H0<P-

检测

对所有接种植株取样后进行
-H0<P-

检测&发

病植株中可检测到与
-GM&

和
-GM!

大小相等的

片段&而未发病植株未扩增到目的片段%

%

%

结论与讨论

P/IIS

是重要的种传病毒&在我国多个葫芦

科作物种植区造成了不同程度的危害%辽宁省营口

市盖州是我国
P/IIS

发生最早的地区&导致的经

济损失巨大%核苷酸序列提供了病毒之间亲缘关系

的重要信息%此前&国内对
P/IIS

亲缘关系的研

究大多是基于其外壳蛋白的核酸序列&李红霞等'

7

(

报道的
P/IIS

的外壳蛋白序列分析显示&国内不

同地区)不同寄主的
P/IIS

分离物的外壳蛋白基

因序列差异较小&同源率为
78("C

!

77(+C

%本研

究通过对辽宁省主要西瓜产区
P/IIS

西瓜分离

物基因组的同源性分析显示&辽宁省营口市盖州的

P/IIS

分离物与日本)韩国报道的
P/IIS

分

离物亲缘关系较近&尤其是韩国西瓜分离物&充分说

明辽宁省内发生的
P/IIS

与日本)韩国等报道的

P/IIS

可能有共同的流行学意义上的侵染源&进

一步佐证了我国的
P/IIS

由日本)韩国引种传入

的推断%

植物
-GM

病毒侵染性克隆由
M:A

d

W5FK

等'

&'

(在

雀麦花叶病毒
I0/B1B/?253'504?

"

>IS

#首次报道&

至今国外已有烟草花叶病毒
@/D233/B/?253'504?

"

HIS

#)马铃薯
i

病毒
+/%2%/'504?H

"

<Si

#)烟

草脆裂病毒
@/D233/02%%.1'504?

"

H-S

#等大量的

植物病毒被成功地构建了全长
UEGM

侵染性克

隆'

&&&!

(

%

-GM

病毒的
UEGM

侵染性克隆技术的发

展&使人们可以在
EGM

水平上开展
-GM

病毒的分

子生物学研究&将植物病毒侵染性克隆改造成病毒

载体&可以用于外源基因在植物上的大量表达&为深

入研究
-GM

病毒与寄主的相互作用机制提供了有

效手段'

&"

(

%本研究以
P/IIS03GbQ

为模板&分

别将该病毒所编码的
!

段基因克隆至
?

>AWJFU45

?

K

(

.Q

"

0

#载体&并在体外完成转录&验证各段基因的

侵染活性&通过体外侵染&自然条件下&通过伤口

-GM)

和
-GM#

不能成功侵染葫芦&

-GM&

和

-GM!

可侵染葫芦&发病症状和
P/IIS

自然条件

下侵染葫芦一致&从人工接种发病的葫芦中检测的

基因序列和原病毒序列相似性为
&''C

&符合柯赫

氏法则 "

Q@U:

-

F-WAJ

#&而关于该病毒的报道&大部

分报道猜想
-GM&

参与该病毒的复制&

-GM!

为该

病毒的外壳蛋白%本研究成功获得可体外侵染的

-GM&

和
-GM!

&初步证实这两段基因直接导致寄

主植物表现典型的花叶症状&但哪段基因与西瓜倒

瓤直接相关&仍需进一步研究%
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