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番茄褪绿病毒
:#4(%#16/#'#3,39,'*3

%

9G@c

'是严重危害世界经济作物的一种病毒"寄主范围广泛#田间调

查发现黄瓜
;*1*4,33(%,9*3

表现出叶片黄化!脉间褪绿的疑似番茄褪绿病毒感病症状"同时叶片背面聚集了大量

烟粉虱#采用
49B,@4

方法对样品叶片和烟粉虱进行检测"

9G@c

感染率为
"*1

"且发病叶片上烟粉虱携带

9G@c

#为进一步确定黄瓜是否为番茄褪绿病毒的新寄主"室内利用农杆菌侵染性克隆接种健康黄瓜"结果显示&

接种
0&M

的黄瓜新生叶片出现褪绿症状#采用
9G@c<!.)&

基因的引物对田间黄瓜叶片!烟粉虱和室内黄瓜新

生叶片进行
49B,@4

"扩增出约
!*&V

H

的条带"在
8@Xb

上
XK<?9

显示与
a@%%)222'$

的同源性最高"为
221

#这

些数据表明黄瓜是番茄褪绿病毒的寄主#这是
9G@c

感染黄瓜的首次报道#
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番茄褪绿病毒
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(

属于长线形病毒科
;/#3%&'#9,',$(&

#毛形病毒属

;',0,9,'*3

#于
$22%

年在美国佛罗里达州的温室番

茄中首次报道)

$

*

%自
#&&!

年首次在中国台湾发现

以来#已在北京$山东$天津$海南$湖南和云南等多

个地区发现并迅速蔓延#对番茄等蔬菜生产造成严

重损失)

#)

*

%该病毒只能通过韧皮部侵染的方式#由

媒介昆虫以半持久方式传播#其中以烟粉虱
=&4,3,(

%(>(1,

的传播能力最为高效%感染
9G@c

的植物一般

是从中下部叶片出现症状并逐渐向上发展#中部叶片

表现为叶脉间轻微褪绿黄化#底部叶片则出现明显的

叶片褪绿黄化#叶脉深绿#感病叶片变脆且易折#叶片

黄化疑似营养缺素症)

%

*

%

9G@c

可侵染茄科$十字花

科$夹竹桃科$藜科和菊科等多科植物)

2$$

*

%

黄瓜
;*1*4,33(%,9*3

是我国重要的保护地栽

培蔬菜之一%中国各地普遍栽培#且许多地区均有
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温室或塑料大棚栽培#广泛种植于温带和热带地区%

感染黄瓜的病毒主要有西瓜花叶病毒'

36c

($番

木瓜环斑病毒'

,4?c

($黄瓜花叶病毒'

@6c

($烟草

花叶病毒'

96c

($黄瓜绿斑花叶病毒'

@>66c

(和

瓜类褪绿黄化病毒'

@@]c

(

)

$#$!

*

%目前尚未有关于

番茄褪绿病毒侵染黄瓜的报道%

#&$)

年
2

月在湖南省蔬菜研究所基地发现黄

瓜表现疑似
9G@c

感染症状#同时在叶背面发现大

量烟粉虱%采集症状明显的黄瓜叶片及烟粉虱并通

过
9G@c

特异性引物进行鉴定#随后利用农杆菌侵

染性克隆接种健康黄瓜进一步验证黄瓜能否感病#

以期明确黄瓜的受害情况#为预防和控制流行病毒

病提供预警%

#

!

材料与方法

#+#

!

样品采集

#&$)

年
2

月#在湖南长沙蔬菜研究所基地发现

大量黄瓜叶片褪绿黄化$叶脉仍然保持绿色%随机

采集叶片
"&

份#其中显症样品
*&

份$无症状样品
$&

份#保存于
(%&f

冰箱备用%同时#收集带有烟粉虱

的显症黄瓜叶片#烟粉虱放入离心管#叶片放入保鲜

袋后带回实验室#并在显微镜下观察烟粉虱形态特

征并区分雌雄%随后从采集的烟粉虱中随机选取

$#

头#进行多头烟粉虱的
48<

提取#重复
0

次#以

明确烟粉虱样本是否携带
9G@c

)

$*

*

%并随机各选取

雌雄性烟粉虱
#&

头#分别鉴定烟粉虱的带毒率%采

用以
9G@c<!.)&

基因设计的特异性引物
9G@cB

0

'表
$

(进行检测%

#+!

!

样品
STH

提取%

.ETH

的合成及
SORGQS

扩
!

#'!'#

!

植物和烟粉虱总
48<

的提取

田间黄瓜
48<

的提取采用北京华越洋生物公

司多酚多糖植物
48<

提取试剂盒#步骤依照试剂

盒说明书操作%烟粉虱
48<

的提取采用
94b_GF

法

并稍作修改%

#'!'!

!

反转录合成
O=8<

体系步骤参照
c-_

S

.D

生物公司
AL?ONL

H

E

#

$/E

?EN-IMO=8<?

S

IE+D/L/aLE

'

h

R

=8<TL

H

DN

(产品

说明书进行%以提取的总
48<

为模板#

4-IMG.

+D̀-.DN/

为引物合成
O=8<

#

(#&f

保存备用%

#'!'@

!

,@4

扩增和电泳检测

采用
9G@c<!.)&

基因特异性引物
9G@cB

05

&

9G@cB04

'表
$

(进行
,@4

扩增%

,@4

扩增体系

为!

MMA
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K

#
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O=8<

模板
$

$

K

%

,@4

程序

为!

2*f*.LI

+

2*f0&/

#

"&f0&/

#

)#f$.LI

#

0&

个循环+

)#f

延伸
$&.LI

#

!f

保存%

,@4

产物经

$1

琼脂糖凝胶进行电泳检测#在凝胶成像系统上观

察并记录结果#产物纯化回收并连接于克隆载体

H

>:6B9D-/

S

'

,NG.D

R

-

#

Z?<

(#热激转化大肠杆

菌
=A*

%

后#挑取阳性克隆送生工生物工程'上海(

股份有限公司测序%利用
XK<?9

'

+EE

H

!

"

TTT'

IOVL'IF.'IL+'

R

GW

&

XK<?9

&(进行序列比对和分析%

表
#

!

引物信息

O-P<5#

!

G1)>51)9861>-3)69

引物名称

,NL.DN

I-.D

用途

Z/-

R

D

引物序列'

*kB0k

(

,NL.DN/D

e

PDIOD

9G@cB05

9G@c

检测

<<<@9>@@9>@<9><<<<>9@9@

9G@cB04 >>999>><9999>>9<@9<@<99@<>9

39B5

烟粉虱生

物型鉴定

@99>>9<<@9@99@9>9<><9>9>9>99

39B4 @@99@@@>@<><<><<<9999>99@

#+@

!

烟粉虱生物型鉴定

烟粉虱单头
=8<

的提取!取
0

$

K

蛋白酶
a

于

封口膜上#单头烟粉虱置于其中#研磨成匀浆后移至

加入
#&

$

K$&.

R

&

.K

的树脂溶液
,@4

管中混匀#

0)f

孵育
$+

#

2"f$&.LI

%

以
39B5

和
39B4

为引物)

$"

*

#对提取的烟粉虱

=8<

进行
,@4

扩增%扩增体系为
#&

$

K

!

MMA

#

7

)

$

K

#

#j:(

?

6-/EDN6L̀
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S

D,FP/
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K

#

39B5

$
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K

#

39B4$

$

K

'表
$

(#模板
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$

K

%

,@4

程序!

2*f*.LI

+

2*f$*/

#

*0f!*/

#

)#f$.LI

#

0*

个

循环+

)#f

延伸
$&.LI

%取
*

$

K,@4

产物进行琼

脂糖凝胶电泳检测%

酶切体系!

MMA

#

7)'*

$

K

#

@3&

&

&'*

$

K

#缓冲

液
0'$lVPJJDN#

$

K

#加入
$&

$

K,@4

产物混匀后置

于
0)f

孵育
#

!

0+

%酶切后取
*

$

K

产物进行琼脂糖

凝胶电泳检测%每次取
#&

头烟粉虱检测#重复
0

次%

#+A

!

烟粉虱带毒情况的检测

从田间黄瓜上采集的烟粉虱中随机选取
$#

头#进行多头烟粉虱的
48<

提取#采用
9G@c

<!.)&

基因特异性引物
9G@cB0

'表
$

(进行检测#

重复
0

次#以明确烟粉虱样本是否携带
9G@c

%田

"

#2

"
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卷第
#

期 王天旗等!番茄褪绿病毒侵染黄瓜的首次报道

间黄瓜上烟粉虱中随机选取
#&

头#进行单头烟粉

虱的
48<

提取#重复
0

次#统计雌雄烟粉虱的带

毒率%

#+'

!

供试植物和接种病毒

供试植物!黄瓜'品种为0长春密刺,(种植在

#"fm#f

#相对湿度
)*1m*1

$光照周期
K

"

=g

$"+

"

%+

的温室防虫笼中%为了确定
9G@c

能否

系统感染黄瓜#将
&'*.K

农杆菌侵染性
O=8<

克

隆注射到三叶期的植物中)

$*

*

%共接种
#&

株黄瓜#

并以注射接种液作为对照%

!

!

结果与分析

!+#

!

田间样品症状

疑似感染
9G@c

的黄瓜主要表现为!叶片褪绿

变黄#并随着症状的发展除了叶脉仍保持绿色外#几

乎整个叶片全变黄色#叶片变脆且易折#同时还伴随

部分叶片边缘卷曲等典型的
9G@c

症状'图
$-

!

O

(%

这与山东地区报道的
9G@c

引起的番茄病害特征类

似)

$)

*

%基于病害特征和烟粉虱的发生#初步推测此

次发现的黄瓜病害是由
9G@c

引起的病毒病%

图
#

!

黄瓜感染
O6QU

的症状

()

*
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36>768O6QU69.;.;>P51

J

<-937
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SORGQS

检测结果

利用
9G@c<!.)&

基因特异性引物对采集的

黄瓜样本进行
49B,@4

扩增#

,@4

产物经电泳检测

'图
#

(#

"&

份样品中有
02

份样品被鉴定为
9G@c

阳

性#包括
0)

份显症样品和
#

份未显症样品#检出率

为
"*1

%产物经过
$1

琼脂糖凝胶电泳后#显示扩

增出大约
!*&V

H

的清晰条带#而健康黄瓜叶片阴性

对照未检测到条带%

将
,@4

产物纯化回收后#连接到克隆载体#转

化大肠杆菌后#每个样本取
0

个克隆进行测序%结

果显示
49B,@4

扩增结果为
!02V

H

#在
8@Xb

上

进行
XK<?9

比对#结果显示与
a@%%)222i$

的

同源性最高#为
221

%说明感染黄瓜的病毒为

9G@c

%

图
!

!

田间黄瓜样品的
SORGQS

检测结果
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*
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J
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!

烟粉虱生物型鉴定

对田间黄瓜叶背面采集的烟粉虱进行生物型鉴

定#提取单头烟粉虱总
=8<

并进行
,@4

扩增#产物

经
@3&

&

酶切后分别得到
*&&V

H

和
$&&V

H

的两条

带'图
0

(#结果显示田间烟粉虱均为
6:=

'

[

(烟

粉虱%

"

02

"
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图
@

!

烟粉虱生物型鉴定结果
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!

烟粉虱带毒情况的检测

收集田间黄瓜叶背面的烟粉虱#每株黄瓜叶片

随机选取
$#

头进行多头烟粉虱的
48<

提取#重复

0

次#进行
9G@c

的
49B,@4

检测#

,@4

扩增得到

大小为
!*&V

H

左右的特异性条带#与目标片段大小

一致'图
!

(%此外#田间感病黄瓜上雌雄性烟粉虱

随机各选取
#&

头#采用
9G@c<!.)&

基因特异性

引物
9G@cB0

'表
$

(进行单头烟粉虱的
9G@c

检测#

重复
0

次#统计得到雌性和雄性烟粉虱的平均带毒

率分别为
%0'*1

和
"$'*1

#雌性感染率高于雄性

'表
#

(%

图
A

!

烟粉虱体内
O6QU

的
SORGQS

检测结果

()

*

+A

!

SORGQS157;<3768O6QU)9-&.,/,(%(0(1,

表
!

!

雌雄烟粉虱带毒率统计#

$

O-P<5!

!

U)1;<)8516;71-3)6683F585>-<5-92>-<50F)358<)57

性别

?D̀

烟粉虱

总数&头

9GE-FIP.VDN

带毒烟粉虱数&头

cLNPFLJDNGP/

IP.VDN

带毒率&
1

cLNPFLJDNGP/

N-ED

雌性
5D.-FD #& $"') %0'*

雄性
6-FD #& $#'0 "$'*

!

$

(表中数据为平均值%

=-E-LIE+DE-VFD-ND.D-I'

!+'

!

室内接种
O6QU

感染黄瓜

与室内健康黄瓜相比#接种
0&M

后黄瓜表现出

叶片黄化$脉间开始褪绿及叶边缘卷曲等番茄褪绿

病毒感病症状'图
$M

(%对室内接种
0&M

后的黄瓜

进行
49B,@4

鉴定'图
*

(#接种的
#&

株黄瓜中有
$$

株被鉴定为
9G@c

阳性#染毒率为
**1

%将
,@4

产物纯化回收后#连接到克隆载体#转化大肠杆菌

后#每个样本取
0

个克隆送公司进行测序%结果显

示
49B,@4

扩增结果为
!02V

H

#在
8@Xb

上进行

XK<?9

比对#结果显示与
a@%%)222'$

的同源性为

221

%初步验证了
9G@c

对黄瓜的侵染性%

图
'

!

实验室黄瓜样品的
SORGQS

检测结果

()

*

+'

!

SORGQS157;<3768<-P61-361

=

.;.;>P517->

J

<57

@

!

讨论

本研究在湖南省蔬菜研究所基地黄瓜种植区采

集叶片#利用
49B,@4

方法检测疑似发病叶片#经

序列分析比对#确认
9G@c

侵染黄瓜#这是
9G@c

侵染黄瓜的首次发现%自然条件下#多种植物病毒

的复合侵染在田间作物上常有发生#很多重要的病

毒病害也是多种病毒相互作用共同侵染导致的)

$%

*

%

这些田间采集的黄瓜样品中#不排除其他病毒病原

的存在#这也是导致室内接种
9G@c

的症状与田间

症状有所出入的主要原因%此外#田间发病植株的

带毒量较高#而室内接毒的病毒量较低#这也是造成

室内接种与田间症状不符的原因%

在
9G@c

阳性的
0)

份样品中#有
#

份无明显症

状#表明黄瓜显症可能与
9G@c

的积累量或者浓度

有关#或存在部分潜隐性侵染%

9G@c

在湖南黄瓜

"

!2

"



!"

卷第
#

期 王天旗等!番茄褪绿病毒侵染黄瓜的首次报道

样品的检出率高达
"*1

#这一较高的发病率#一方

面对于黄瓜种植存在威胁+另一方面由于
9G@c

可

以通过烟粉虱传播#对其他经济作物造成潜在威胁%

这与先前的报道一致)

$2#&

*

%因此#对烟粉虱的监测

有利于预防和控制该病毒的发生#减少其带来的

危害%

番茄褪绿病毒具有多种寄主#除感染番茄$辣

椒$马铃薯和其他茄科植物外#还可感染
$0

属
0&

种

植物)

#

#

#$##

*

%本研究发现的新寄主黄瓜#在农业上

设施栽培面积较大#番茄褪绿病毒病一旦暴发#将导

致黄瓜品质变差$产量下降#造成的经济损失严重影

响农户的种植积极性%此外#在室内对黄瓜接毒的

过程中发现#在病毒侵染后#黄瓜表现症状较晚#

而在表现症状之前已经能够检测到病毒#这提醒我

们在田间黄瓜可以保存番茄褪绿病毒的毒源#不容

易被发现#且更容易造成番茄褪绿病毒在其他寄主

上的扩散#应该重视在黄瓜上对番茄褪绿病毒病的

提前检测%生产上对番茄褪绿病毒的防治应采取

联防联控$综合防治%田间考察发现病毒病对黄瓜

栽培品种的危害很严重#但目前尚未有根治病毒病

的有效方法#病毒病的防治主要还是以预防为主%

因此#本研究对于
9G@c

的预防和防治具有重要

意义%
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