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　 　 摘要:　 ２０１６ 年ꎬ本研究在对山东黄瓜病毒病调查时发现当地黄瓜上出现一种叶片表现黄化植株伴有轻微矮

缩的病害ꎬ为明确其中伴随的病毒种类ꎬ我们对田间病样进行了采集ꎬ提取总 ＲＮＡ 后利用瓜类病毒引物进行 ＲＴ￣
ＰＣＲ 检测ꎬ结果发现在利用瓜类褪绿黄化病毒( Ｃｕｃｕｒｂｉｔ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｙｅｌｌｏｗｓ ｖｉｒｕｓꎬＣＣＹＶ)引物检测样品时ꎬ田间采集

的 ２５ 份疑似病样中 １３ 份能扩增到 ４００ ｂｐ 左右的目的条带ꎮ 为进一步确认ꎬ我们又针对 ＣＣＹＶ 的外壳蛋白基因

(ＣＰ)设计了特异性引物ꎬ对 １３ 份阳性样品进行检测ꎬ结果均能扩增到目的片段ꎬ对获得的 ＣＰ 基因片段进行克隆

并测定序列ꎬ序列分析结果显示其 ＣＰ 基因序列全长 ７５３ ｂｐꎬ编码 １ 个由 ２５０ 个氨基酸组成的分子量２８ ７００的蛋白

质ꎮ 进一步序列分析结果显示其与 ＣＣＹＶ 已报道分离物有很高的同源性ꎬ并聚类到同一个大的分支ꎬ其中与日本

分离物、希腊分离物及中国其他地区分离物相对近缘ꎬ聚类到一支ꎬ而与伊朗分离物近缘关系相对较远ꎮ 这些结果

说明山东黄瓜黄化病样上检测到的病毒为瓜类褪绿黄化病毒ꎬ这也是该病毒在山东侵染黄瓜的首次报道ꎮ
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　 　 黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ)是一种具有重要经济价

值的瓜果类蔬菜作物ꎬ在中国的蔬菜周年供应中起

着重要的作用ꎮ 但是近年来ꎬ随着耕作模式的调整

及环境的变化ꎬ黄瓜上的病毒病呈现多发的态势ꎬ常
见的如黄瓜花叶病毒病 ( ＣＭ)、西瓜花叶病毒病

(ＷＭ)、小西葫芦黄花叶病毒病(ＺＹＭ)、黄瓜绿斑驳

花叶病毒病(ＣＧＭＭ)、番木瓜环斑病毒病(ＰＲＳ)、瓜
类褪绿黄化病毒病(ＣＣＹ)等[１￣４]ꎬ这些病毒病的发

生严重影响了黄瓜的产量和品质ꎬ对黄瓜产业的健

康发展造成了威胁ꎮ
瓜类褪绿黄化病毒是一种粉虱传植物病毒ꎬ可

以侵染黄瓜、西瓜、甜瓜、丝瓜、南瓜、番木瓜等多种

作物ꎬ导致寄主出现叶片褪绿黄化等症状ꎬ在田间表

现症状为基部或中部叶片开始褪绿ꎬ而后黄化ꎬ逐步

向上发展ꎬ严重时整株黄化ꎬ影响作物的产量和品

质[５￣７]ꎮ ＣＣＹＶ 最早于 ２００４ 年在日本发生[８]ꎬ之后

土耳其[９]、苏丹[１０]、黎巴嫩[１１]、希腊[１２]、埃及[１３]、伊
朗[１４]、沙特阿拉伯[１５] 等多个国家和地区也出现其

危害ꎮ ２０１０ 年中国首次出现该病毒危害报道[１６￣１７]ꎬ
之后该病毒迅速扩散蔓延ꎬ海南、河南[１８]、台湾[１６]、
浙江、上海、山东[１９]、广西[２０]、新疆[２１]、北京[２２]等省

市均出现该病毒危害报道ꎬ严重威胁当地的甜瓜、西
瓜、黄瓜等作物安全生产ꎮ

ＣＣＹＶ 是长线形病毒科(Ｃｌｏｓｔｅｒｏｖｉｒｉｄａｅ)毛形病

毒属(Ｃｒｉｎｉｖｉｒｕｓ)重要成员ꎬ其基因组包含 ２ 条正单

链 ＲＮＡ(ＲＮＡ１ 和 ＲＮＡ２)ꎬ其中 ＲＮＡ１ 全长８ ６０７ ｎｔꎬ
含有 ４ 个开放阅读框ꎬＯＲＦ１ａ 编码甲基转移酶和

ＲＮＡ 解旋酶ꎬＯＲＦ１ｂ 编码依赖 ＲＮＡ 的 ＲＮＡ 聚合

酶ꎬ其余 ２ 个分别编码 Ｐ６ 和 Ｐ２２ꎻＲＮＡ２ 全长８ ０４１
ｎｔꎬ含有 ８ 个开放阅读框(ＯＲＦ )ꎬ分别编码外壳蛋

白(ＣＰ)、小外壳蛋白(ＣＰｍ)、７０ ０００ 类热激蛋白

(ＨＳＰ７０Ｈ)、Ｐ５９、Ｐ２６、Ｐ９、Ｐ６、Ｐ４.９ 蛋白[２３￣２４]ꎮ 在毛

形病毒属中 ＣＰ 是重要的结构蛋白ꎬ除参与病毒粒

体组装及病毒侵染过程外ꎬＣＰ 与 ＣＰｍ 和 Ｈｓｐ７０ｈ 一

样ꎬ也是该属病毒种间分类的重要参考标准[２５]ꎮ
ＣＣＹＶ 在中国自 ２０１０ 年就有发生危害的报道ꎬ

但其侵染寄主多为甜瓜等作物[２６]ꎮ 而对于黄瓜作

物ꎬ虽然 ＣＣＹＶ 在北京[２２]、海南[２７]、浙江[１９] 等地也

有侵染危害报道ꎬ但到目前为止山东地区尚未见该

病毒危害黄瓜的报道ꎮ ２０１６ 年我们在对山东寿光

等地黄瓜上病毒病进行调查时发现田间有疑似病毒

感染的样品ꎬ我们对田间病样进行了采集ꎬ并通过

ＲＴ￣ＰＣＲ 进行了检测和鉴定ꎬ结果从中检测到了瓜

类褪绿黄化病毒ꎬ进一步的 ＣＰ 基因克隆及序列分

析结果也证实了这一结果ꎬ这是该病毒侵染山东黄

瓜的首次报道ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 供试病毒病样

病样为 ２０１６ 年采自山东寿光疑似感染病毒的

黄瓜样本ꎬ样品采集后用液氮冷冻存放于－８０ ℃冰

箱ꎬ用于 ＲＮＡ 提取等后续试验ꎮ 以健康的黄瓜植株

叶片作为阴性对照ꎮ
１.２　 主要试剂

ＲＮＡ 提取试剂(Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ)购自北京康为

世纪生物技术有限公司ꎬ反转录试剂盒 Ｐｒｉｍｅ￣
ｓｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰ
Ｍｉｘ、１０×Ｅｘ Ｔａｑ ｂｕｆｆｅｒ、克隆载体 ｐＭＤ１８￣Ｔ 均购自

ＴａＫａＲａ 公司ꎬＰＣＲ 凝胶回收试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ 公

司ꎬ大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＤＨ５α 菌株购自北京

全式金生物技术有限公司ꎬ其他生化试剂及普通化

学试剂均为进口或国产分析纯ꎮ 引物委托 Ｉｎｖｉｔｒｏ￣
ｇｅｎ(上海)贸易有限公司合成ꎮ
１.３　 黄瓜样品总 ＲＮＡ 提取

黄瓜样品总 ＲＮＡ 的提取参照吴淑华等[２８] 的方

法:称取黄瓜叶片 ０􀆰 １ ｇ 于已灭菌的 ２ ｍｌ 离心管

中ꎬ在液氮中冷冻处理后置于研磨机中将样品研磨

成粉末ꎬ加入 １ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 混合ꎬ室温放置 ５
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ｍｉｎꎬ加 ２００ μｌ 氯仿、异戊醇混合液 (氯仿 ∶ 异戊

醇＝２４ ∶ １ꎬ体积比) ꎬ震荡 １５ ｓꎬ室温放置２~ ３ ｍｉｎ
后ꎬ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清液至 １􀆰 ５
ｍｌ 离心管中ꎬ加等体积的冰异丙醇ꎬ混匀ꎬ－２０ ℃
冰箱放置 ２０ ｍｉｎ 以上ꎬ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎ 后弃上清液ꎬ用 ｌ ｍｌ ７５％ 乙醇清洗沉淀 ２ 次ꎬ洗
涤后 ４ ℃ ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ晾干ꎬ
将 ＲＮＡ 溶于 ３５ μｌ ＤＥＰＣ 水中ꎬ检测 ＲＮＡ 的浓度和

纯度后ꎬ放置于－２０ ℃ 保存备用ꎮ
１.４　 ＣＣＹＶ 病毒检测

以样品总 ＲＮＡ 为模板进行反转录合成第一链

ｃＤＮＡꎬ反转录体系(１０􀆰 ０ μｌ):模板 ＲＮＡ ０􀆰 ５ μｌꎬ５×
Ｐｒｉｍｅ ｓｃｒｉｐｔ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ ２􀆰 ０ μｌ ꎬ加 ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ

７􀆰 ５ μｌ 补足 １０􀆰 ０ μｌꎮ 反应条件:３７ ℃保温 １５ ｍｉｎꎬ
８５ ℃变性 ５ ｓꎬ４ ℃保存ꎮ

根据已报道的瓜类褪绿黄化病毒检测方法[２９]

针对 ＣＣＹＶ 合成一对特异检测引物 ＣＣ￣ＨＳＰ￣Ｓ２ /
ＣＣ￣ＨＳＰ￣Ｓ１(表 １)ꎬ以反转录获得的 ｃＤＮＡ 为模板进

行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增体系:ｄｄＨ２Ｏ １８􀆰 ５ μｌꎬ１０×Ｅｘ Ｔａｑ
Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μｌꎬｄＮＴＰ ０􀆰 ５ μｌꎬ上下游引物各 １􀆰 ０ μｌꎬ
ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎬＥｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ５ μｌꎬ总体积

２５􀆰 ０ μｌꎮ 扩增条件:９４℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ４５ ｓꎬ５２ ℃ ４５
ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ循环 ３４ 次ꎬ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ
ＰＣＲ 反应完成后将扩增产物于 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶中

电泳检测并拍照ꎮ

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 引物序列 (５′→３′) 　 　 　 　 　 退火温度 (℃) 片段大小 (ｂｐ)

ＣＣ￣ＨＳＰＳ２ ＣＧＡＴＴＣＴＴＴＣＣＴＣＡＴＧＴＡＣＧＡＴＣ ５２.１９ ４４９

ＣＣ￣ＨＳＰＳ１ ＧＡＣＴＣＴＴＣＧＣＡＡＡＴＴＧＴＧＣＴ ５３.５５

ＣＣＣＰ￣Ｆ ＣＧＣＣＡＴＡＴＧＧＡＧＡＡＧＡＣＴＧＡＣＡＡＴＡＡＡＣ ４８.８１ ７５３

ＣＣＣＰ￣Ｒ ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＴＴＴＡＣＴＡＣＡＡＣＣＴＣＣＣＧＧ ４９.４８

１.５　 ＣＣＹＶ ＣＰ 基因克隆

根据瓜类褪绿黄化病毒的外壳蛋白序列设计特

异引物 ＣＣＣＰ￣Ｆ 和 ＣＣＣＰ￣Ｒꎬ(见表 １)以检测结果为

阳性的病毒样品总 ＲＮＡ 的转录产物为模板进行 ＰＣＲ
扩增ꎬＣＰ 基因扩增体系:ｄｄＨ２ Ｏ １８􀆰 ５ μｌꎬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ
２􀆰 ５ μｌꎬｄＮＴＰ ０􀆰 ５ μｌꎬ上下游引物各 １􀆰 ０ μｌꎬｃＤＮＡ １􀆰 ０
μｌꎬＥｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ５ μｌꎬ总体积 ２５􀆰 ０ μｌꎮ 扩

增条件:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ４５ ｓꎬ４９ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃ ３０
ｓꎬ循环 ３４ 次ꎬ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ ＰＣＲ 反应结束

后扩增产物于 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶中电泳检测ꎬ目的片

段参照胶回收试剂盒说明书进行割胶回收ꎮ 回收目

的片段与 ｐＭＤ１８￣Ｔ ４ ℃过夜连接ꎬ热激法转化大肠杆

菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ涂布于含氨苄青霉素(Ａｍｐ)的
培养基进行培养ꎬ挑取平板上的克隆进行菌落 ＰＣＲ
和酶切鉴定ꎬ鉴定无误后将菌液送南京金斯瑞生物科

技有限公司进行序列测定ꎮ
１.６　 ＣＣＹＶ ＣＰ 序列分析

ＣＰ 序列测定完成后ꎬ根据基因扩增引物去除两

端残留的载体序列ꎬ将获得的 ＣＰ 序列与已公开的

ＣＣＹＶ 不同分离物及同属其他病毒的 ＣＰ 序列进行分

析ꎬ序列分析使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ、ＢｉｏＥｄｉｔ、ＤＮＡｓｔａｒ 等软件

及 ＮＣＢＩ 网站上的 ＢＬＡＳＴ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ＢＬＡＳＴ / )完成ꎬ系统进化分析使用 ＭＥＧＡ６ 完成ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 病害田间症状

２０１６ 年本研究在对山东省黄瓜病毒病进行调

查时在寿光地区温室种植的黄瓜上发现一种叶片表

现黄化症状的病害ꎬ该病害在当地发生已较为普遍ꎬ
常规棚室的发病率为３％~ １０％ꎬ重发棚室发病率超

过 ３０％ꎮ 病株在田间主要表现叶片黄化、植株矮化

等症状ꎬ其中叶片黄化主要表现脉间黄化ꎬ而叶脉往

往仍为绿色ꎬ早期病症主要表现在中下部叶片ꎬ与缺

素症状非常接近ꎬ后期整株都会表现明显的黄化ꎬ同
时植株会伴有矮化症状ꎬ对黄瓜的产量和品质有较

大影响ꎮ
２.２　 瓜类褪绿黄化病毒的检测

侵染黄瓜的病毒种类有很多ꎬ为明确山东寿光

表现黄化症状的病株中是否有病毒感染ꎬ我们对田

间采集的黄瓜病样叶片提取了总 ＲＮＡꎬ并进行了
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ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ结果发现在利用引物 ＣＣ￣ＨＳＰＳ２ / ＣＣ￣
ＨＳＰＳ１ 进行扩增时ꎬ田间采集的 ２５ 份样品中有 １３
份样品可以扩增到大小在 ４４９ ｂｐ 的目的片段(图

１)ꎬ而健康对照样品中没有扩增到任何条带ꎮ 这些

结果暗示了山东寿光采集到的黄瓜病样中存在瓜类

褪绿黄化病毒感染ꎮ

Ｍ:ＤＬ５ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~１３ꎬＸ１~Ｘ６:黄瓜样品ꎻＣＫ:阴性对照ꎮ 标星号样品为抽选 ＣＰ 基因克隆样品ꎮ
图 １　 部分病样中瓜类褪绿黄化病毒(ＣＣＹＶ)的 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｃｕｒｂｉｔ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｙｅｌｌｏｗｓ ｖｉｒｕｓ(ＣＣＹＶ) ｉｎ ｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ

２.３　 ＣＣＹＶ 的 ＣＰ 基因克隆

为进一步确认检测到的病毒为 ＣＣＹＶꎬ我们针

对该病毒 ＣＰ 基因序列设计了 １ 对特异性引物

ＣＣＣＰ￣Ｆ 和 ＣＣＣＰ￣ＲꎬＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示 １３ 份检测结

果为阳性的样品均能扩增到大小约 ７５０ ｂｐ 的条带ꎬ
与预期目的片段(７５３ ｂｐ)大小吻合ꎮ 我们随机抽选

３ 个(５、Ｘ２、Ｘ３)进行割胶纯化回收ꎬ回收的目的片

段与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 连接ꎬ转化大肠杆菌(ＤＨ５α)感受态

细胞ꎬ涂布于含氨苄青霉素的培养基进行培养ꎬ通过

菌落 ＰＣＲ 和双酶切方法筛选阳性克隆(图 ２)ꎬ获得

的阳性克隆抽选(每个样品随机抽选 ２ 个)送南京

金斯瑞生物科技有限公司进行序列测定ꎮ

左图:ＣＣＹＶ ＣＰ 基因 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增(抽选样品)ꎻ右图:阳性克隆的酶切验证(Ｎｄｅ Ｉ＋Ｓａｌ Ｉ)ꎮ Ｍ:ＤＬ５ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ５、Ｘ２、Ｘ３ 为抽选的黄瓜

样品编号ꎻ１、２、３、４ 为 ＣＰ 基因阳性克隆编号ꎮ
图 ２　 ＣＣＹＶ 编码的 ＣＰ 基因 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增及克隆

Ｆｉｇ.２　 ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＣＰ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＣＣＹＶ

２.４　 ＣＣＹＶ ＣＰ 序列分析

对获得的序列信息进行分析ꎬ结果发现本研究

获得的 ６ 个 ＣＰ 基因序列全长均为 ７５３ ｂｐꎬ编码 １ 个

含有 ２５０ 个氨基酸、分子量大小约２８ ７００的蛋白质ꎬ
ＢＬＡＳＴ 分析结果显示其与 ＣＣＹＶ 同源性最高ꎬ暗示

了其属于 ＣＣＹＶ 的一个分离物ꎮ
为进一步分析其分类地位ꎬ我们使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ 软

件将本研究测定的 ＣＣＹＶ ＣＰ 序列及已公开的其他

ＣＣＹＶ 分离物 ＣＰ 基因序列(表 ２)进行了比对ꎬ并利

用 ＭＥＧＡ６ 软件ꎬ使用临近法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ＪｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)、
Ｋｉｍｕｒａ ２￣ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型重建了系统进化树ꎬ各个分

枝的 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 置信度用１ ０００次自导复制来评价ꎮ

　 　 系统进化分析结果(图 ３)显示ꎬ本研究测定的 ３
个样品(６ 个序列)全部聚类到 ＣＣＹＶ 分支中ꎬ说明其

属于 ＣＣＹＶ 的 １ 个分离物ꎮ 同时分析基于 ＣＰ 基因序

列构建的系统进化树可以看到有 ２ 个大分支

(ＮＣ００３６１８ 为外群):其中山东黄瓜分离物与日本、希
腊及中国其他地方的分离物均聚类到第一个分支中ꎬ
形成聚类簇 Ｉꎻ而伊朗分离物则聚类到另一个分支中ꎬ
形成聚类簇 ＩＩꎬ表明山东黄瓜分离物与希腊、日本及

中国其他地方的分离物相对近缘ꎬ而与伊朗分离物之

间的关系相对较远ꎮ 对 ＣＣＹＶ 聚类簇 Ｉ 中的分离物

编码的 ＣＰ 序列分析发现其 ＣＰ 序列高度同源ꎬ在系

统进化分析中未发现有明显的地域分化或者寄主分
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化特征ꎬ本研究测定的黄瓜分离物与其他地域分离的

黄瓜分离物并未聚类到相近的同一个簇中ꎬ同时其与

中国其他地方分离到的 ＣＣＹＶ 序列也未呈现相对更

近的亲缘关系ꎬ这些结果一方面说明了本研究从山东

黄瓜上分离到的病毒为 ＣＣＹＶ 一个分离物ꎬ同时也表

明中国 ＣＣＹＶ 分离物编码的 ＣＰ 相对保守ꎬ与日本、
希腊 ＣＣＹＶ 分离物同源性较高ꎮ

表 ２　 系统进化分析中病毒序列信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｏｕｔ ＣＣＹＶ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏ￣

ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

登录号　 　 分离物　 　 　 寄主 国家(地区) 　 　

ＫＹ４００６３３ ＳｈａｎｇＨａｉ 甜瓜 中国上海

ＬＴ７１６００６ Ａ３ 甜瓜 希腊罗得岛

ＬＴ７１６００５ ＥＬ３７ 刺蒺藜 希腊罗得岛

ＬＴ７１６００２ ＥＥ５５ 荠菜 希腊罗得岛

ＬＴ７１６００１ ＥＥ３４ 苜蓿 希腊罗得岛

ＬＴ７１６０００ ＣＣ７５ 黄瓜 希腊克里特岛

ＫＸ１１８６３２ ＧＸ￣ＢＨ 甜瓜 中国广西

ＫＰ８９６５０６ ｓｄｈｚ￣ｃｃ 西瓜 中国山东

ＪＱ９０４６２９ Ｂｅｉｊｉｎｇ 黄瓜 中国北京

ＪＮ１２６０４６ Ｙｉｌａｎ 甜瓜 中国台湾:宜兰

ＫＹ４００６３４ ＨｅＮａｎ 甜瓜 中国河南

ＫＹ４００６３２ ＸｉｎＪｉａｎｇ 甜瓜 中国新疆

ＬＴ７１６００４ ＥＺ２ 喷瓜 希腊罗得岛

ＬＴ７１６００３ ＥＬ３２ 藜 希腊罗得岛

ＫＹ６１８７９９ ＴＷ(ｐＫＣＣＹＶ２￣１４) 甜瓜 中国台湾

ＫＪ７３５４５０ ＳＤＬｕｆｆａ 丝瓜 中国山东

ＫＪ１４９８０６ ｓｈｊｄ 甜瓜 中国山东

ＪＦ５０２２２２ ＴＷ 甜瓜

ＪＮ１２６０４５ Ｅｒｌｕｎ 甜瓜 中国台湾

ＨＭ５８１６５８ ｎｂｃ 黄瓜 中国宁波

ＫＵ５０７６０２ ｐＣＣＹＣＲＮＡ２７ 甜瓜 中国河南

ＫＣ５７７２０２ Ｉｖａｎａｋｅｙ 甜瓜 伊朗

ＫＣ５７７２０１ Ｂｕｓｈｅｈｒ 甜瓜 伊朗

ＫＣ５７７２０３ Ｖａｒａｍｉｎ 黄瓜 伊朗

ＮＣ＿０１８１７４ ＣＣＹＶ 甜瓜 日本熊本

ＮＣ＿００３６１８ ９２ 烟草

其中 ＮＣ＿００３６１８ 为外群ꎮ

３　 讨 论

瓜类褪绿黄化病毒是一种重要的粉虱传植物病

毒ꎬ危害多种瓜类作物ꎮ 该病毒自 ２０１０ 年在中国出

现危害报道ꎬ近年来持续扩散蔓延至浙江、海南、广西

等地ꎬ对产区的甜瓜、西瓜、黄瓜等作物的生产造成了

严重的威胁[３０]ꎮ 本研究在对 ２０１６ 年山东地区采集

的黄瓜样品中病毒病种类进行检测时ꎬ发现寿光采集

的表现黄化症状的样品中疑似存在 ＣＣＹＶ 感染ꎬ我们

进一步通过基因克隆等方法对其进行了鉴定ꎬ结果显

示它属于 ＣＣＹＶ 的一个分离物ꎬ虽然山东之前有报道

西瓜和甜瓜上检测到 ＣＣＹＶ 发生[１７ꎬ３１]ꎬ但目前尚未

见到该病毒侵染黄瓜的报道ꎬ因此本研究也是山东省

黄瓜上 ＣＣＹＶ 的首次报道ꎮ ＣＣＹＶ 侵染黄瓜常会造

成植株叶片黄化而影响光合作用ꎬ减少果实养分的积

累ꎬ成为限制黄瓜产业健康发展的重要的潜在风险性

因子[３２]ꎬ而山东是中国重要的蔬菜基地ꎬ近年来随着

设施园艺技术的推广利用ꎬ黄瓜的种植范围和栽培规

模不断扩大ꎬＣＣＹＶ 的发生可能会给当地黄瓜生产造

成严重的威胁ꎮ 同时山东亦是全国重要的种苗基地ꎬ
全国范围的种苗调运极有可能进一步加剧 ＣＣＹＶ 在

更大范围的扩散蔓延ꎬ因此该病害在黄瓜上的危害值

得相关部门密切关注ꎮ
本研究在对 ＣＣＹＶ 不同分离物的 ＣＰ 基因序列

进行分析时发现ꎬ从山东黄瓜样品中分离的 ＣＣＹＶ
ＣＰ 基因序列之间的同源性异常高(１００％)ꎬ同时其

与日本、希腊及中国其他分离物(聚类簇 Ｉ 中的其他

ＣＣＹＶ 分离物)之间的同源性也高于 ９９.８７％(仅存

在 ２ 个核苷酸差异)ꎬ鉴于 ＣＣＹＶ 最早在日本发生ꎬ
而中国 ＣＣＹＶ 又与其有极高的同源性ꎬ因此有理由

怀疑中国发生的 ＣＣＹＶ 最初可能来源日本ꎮ
黄瓜是一种重要的葫芦科作物ꎬ在世界范围都有

广泛种植ꎬ而近年来黄瓜上的病毒病也呈现多发常发

态势ꎬ目前有报道的可以侵染黄瓜导致危害的病毒就

有多种:如史利雪等 ２０１７ 年在对北京、山东、广东黄

瓜上的病毒病调查时发现当地黄瓜存在黄瓜花叶病

毒、西瓜花叶病毒、小西葫芦黄花叶病毒、番木瓜环斑

病毒、黄瓜绿斑驳花叶病毒、瓜类褪绿黄化病毒等病

毒侵染[１]ꎻ熊艳等在重庆地区调查发现当地侵染黄瓜

造成危害的病毒包括黄瓜花叶病毒、西瓜花叶病毒、
小西葫芦黄花叶病毒、南瓜花叶病毒(Ｓｑｕａｓｈ ｍｏｓａｉｃ
ｖｉｒｕｓꎬＳｑＭＶ)、芜菁花叶病毒 ( Ｔｕｒｎｉｐ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴｕＭＶ)等[３３]ꎮ 张艳超在湖北地区调查蔬菜病毒时发

现侵染当地黄瓜的主要病毒为黄瓜花叶病毒[３４]ꎻ刘
雪建在浙江、江西地区调查时发现当地黄瓜存在黄瓜

花叶病毒、西瓜花叶病毒、小西葫芦黄花叶病毒、甜瓜

黄斑病毒(Ｍｅｌｏｎ ｙｅｌｌｏｗ ｓｐｏｔ ｖｉｒｕｓꎬＭＹＳＶ)、瓜类褪绿

黄化病毒等多种病毒侵染[３５]ꎮ 鉴于黄瓜上的病毒种
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类多ꎬ因此在本研究中我们除了对 ＣＣＹＶ 进行检测

外ꎬ也对其他常见病毒进行了检测ꎬ结果在这批样品

中未检到其他病毒ꎬ这一结果可能与田间样品采集有

关ꎬ本研究主要采集的是田间表现黄化症状的样品ꎬ
而对常见的花叶、扭曲、畸形等症状的样品并未采集ꎮ
因此要系统了解当地黄瓜病毒病种类还需要更广泛

的调查和采样ꎮ 同时本研究中在山东采集的表现黄

化症状的黄瓜样品中检测到了 ＣＣＹＶꎬ说明田间叶片

黄化的病株中伴随有 ＣＣＹＶ 的侵染ꎬ但 ＣＣＹＶ 侵染是

否为黄瓜植株田间表现叶片黄化症状的主要原因还

需要进一步的试验验证ꎮ

■:本实验测定的序列ꎻ○:其他黄瓜分离物ꎮ 各枝上的数字是 １ ０００ 次 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 自导复制的置信度ꎮ 其中 ＮＣ００３６１８ 为外群ꎮ
图 ３　 根据瓜类褪绿黄化病毒(ＣＣＹＶ) ＣＰ 基因核苷酸序列同源性重建的系统进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ＣＰ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＣＣＹＶ
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