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　 　 摘要:　 西瓜银斑驳病毒(Ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｓｉｌｖｅｒ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓꎬ ＷＳＭｏＶ)是正番茄斑萎病毒属(Ｏｒｔｈｏｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ)的重要

成员ꎬ由蓟马传播ꎬ可侵染葫芦科、茄科等多种作物ꎮ 为明确江苏蔬菜作物上 ＷＳＭｏＶ 的侵染情况、分子特征及传播

来源ꎬ本研究于２０２３－２０２４ 年在江苏省主要蔬菜产区采集 ２１８ 份疑似 ＷＳＭｏＶ 感染的葫芦科作物样品ꎬ采用 ＲＴ￣
ＰＣＲ、克隆测序等技术进行病原鉴定ꎬ并将鉴定得到的 ＷＳＭｏＶ 与美国国家生物信息中心数据库登录的 ＷＳＭｏＶ 氨

基酸序列和碱基序列进行相似性分析和系统进化树构建ꎬ分析江苏 ＷＳＭｏＶ 的可能传播来源ꎮ 结果表明ꎬ来自南京

市江宁区、南通市海门区、徐州市贾汪区的 １０ 份黄瓜样品检测到 ＷＳＭｏＶ 侵染ꎬ样品带毒率为 ４.５９％ꎮ 江苏 ３ 个地

区 ＷＳＭｏＶ 分离物 Ｎ 基因差异较大ꎬ相似度仅为 ９１􀆰 ９１％ꎮ 其中ꎬ徐州市贾汪区分离物(登录号 ＰＶ１７７９６０)和南通市

海门区分离物(登录号 ＰＶ１７７９６１)序列一致ꎬ与分离物 ＷＳＭｏＶ￣ＳＪＺ(登录号 ＰＱ０７３３７２)的相似度较高ꎬ并在系统进

化树中聚为同一分支ꎻ而南京市江宁区分离物(登录号 ＰＶ１７７９６２)与分离物 ＴＨＢＣ(登录号 ＰＱ３１０６７１)和分离物

ＨＮＴＧ(ＯＱ７１５３６５)相似度较高ꎬ并在系统进化树中聚为同一分支ꎬ说明感染江苏黄瓜的 ＷＳＭｏＶ 可能来源于不同的

地区ꎮ 本研究首次报道了 ＷＳＭｏＶ 在江苏蔬菜作物上的发生状况ꎬ对该病毒的传播、流行及防治策略制定具有重要
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　 　 西瓜银斑驳病毒(Ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｓｉｌｖｅｒ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬ ＷＳＭｏＶ)ꎬ正番茄斑萎病毒属(Ｏｒｔｈｏｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ)
成员之一ꎬ可侵染多种作物ꎬ导致大幅减产甚至绝

收ꎮ 目前报道的寄主作物主要有辣椒等茄科作

物[１￣２] 和西瓜、甜瓜等葫芦科作物[３￣６]ꎮ 不同作物感

染 ＷＳＭｏＶ 后会表现出不同症状ꎬ西瓜、甜瓜等作物

叶片出现银白色斑驳、褪绿、向上卷曲等特征ꎬ而辣

椒果实和叶片出现同心轮纹、颜色斑驳等症状ꎮ 西

瓜幼苗感染 ＷＳＭｏＶ 可导致生长受阻ꎬ果实发育不

良ꎮ ＷＳＭｏＶ 主要由棕榈蓟马 ( Ｔｈｒｉｐｓ ｐａｌｍｉ) 传

播[７]ꎮ 由于蓟马繁殖率高、适应能力强ꎬ因此ꎬ条件

适宜时ꎬ西瓜银斑驳病毒传播速度快、范围广ꎮ
１９８４ 年ꎬ学者 Ｉｗａｋｉ[８] 首次报道了西瓜银斑驳

病毒ꎮ Ｃｈｕ 等[９]对发生在中国台湾地区的西瓜银斑

驳病毒进行了报道ꎬ并比较了其与其他番茄斑萎病

毒属病毒双义 ｍＲＮＡ 的差异ꎮ 目前ꎬＷＳＭｏＶ 主要

分布在中国、印度、日本和泰国等亚洲东部国家ꎮ
２０１１ 年ꎬ在广东西瓜上鉴定到该病毒[１０]ꎬ为该病毒

中国大陆地区被首次发现ꎮ 随后广东省的辣椒生产

区亦检测到 ＷＳＭｏＶ[１]ꎮ ２０１６ 年ꎬ云南西瓜和番茄

等作物生长过程中遭受到 ＷＳＭｏＶ 的严重威胁ꎬ造
成西瓜和番茄等作物产量和品质显著下降[１１]ꎮ
２０２０ 年ꎬ海南多个西瓜种植区亦检测到 ＷＳＭｏＶ[６]ꎮ
２０２１ 年ꎬ广西甜椒中亦鉴定到 ＷＳＭｏＶ 感染[２]ꎮ 近

年来ꎬ不仅在中国南方的多个省份均检测到 ＷＳＭｏＶ
病毒病的发生[１￣４ꎬ１１]ꎬ浙江和山东的西瓜中亦鉴定到

ＷＳＭｏＶ 感染[５]ꎮ ＷＳＭｏＶ 的寄主除辣椒、西瓜外ꎬ还
增加了黄瓜[１２]、花生[１３]、罗汉果[１４]等作物ꎮ 上述研

究结果表明ꎬＷＳＭｏＶ 在中国的发生频率呈现上升趋

势ꎬ对中国农业安全造成严重威胁ꎮ
从病毒粒子结构看ꎬＷＳＭｏＶ 具有典型正番茄斑

萎病毒属特征:直径 ８０~１２０ ｎｍ 的球形包膜粒子包裹

３ 分体单链 ＲＮＡ 基因组ꎬ３ 条单链 ＲＮＡ 分别为 Ｌ 链、
Ｍ 链和 Ｓ 链ꎮ 其中ꎬＬ 链编码的 ＲＮＡ 依赖 ＲＮＡ 聚合

酶(ＲｄＲｐ)决定复制效率ꎬＭ 链编码的糖蛋白前体

(ＧＰ)参与媒介识别ꎮ Ｓ 链上编码的核衣壳蛋白

(ＮＰ)是种群遗传分型的重要分子标记[１５]ꎬ是研究该

病毒遗传变异和进化关系的重要依据ꎮ Ｏｋｕｄａ 等[１６]

和 Ｗｕ 等[１７]研究发现ꎬＳ 链上编码的另一个蛋白 ＮＳｓ
可通过抑制植物 ＲＮＡ 沉默通路增强致病力ꎮ

鉴于 ＷＳＭｏＶ 逐渐北扩的流行态势及在江苏省

对该病毒的发生、流行情况缺乏研究的现状ꎬ本研究

于 ２０２３－２０２４ 年从江苏省 １６ 个县(市、区)８ 种葫芦

科作物中采集到 ２１８ 份疑似 ＷＳＭｏＶ 样本ꎬ利用 ＲＴ￣
ＰＣＲ 和克隆测序等技术手段ꎬ进行 ＷＳＭｏＶ 鉴定ꎬ并
将鉴定得到的 ＷＳＭｏＶ 与美国国家生物信息中心

(ＮＣＢＩ)数据库登录的 ＷＳＭｏＶ 氨基酸序列和碱基

序列进行相似性分析和系统进化树构建ꎬ分析江苏

ＷＳＭｏＶ 的可能传播来源ꎬ旨在为制作江苏省 ＷＳ￣
ＭｏＶ 生态分布图谱和制定区域化防治策略提供参

考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病原材料

２０２３－２０２４ 年ꎬ在作物生长季从江苏省 １６ 个县

(市、区)的黄瓜、南瓜、丝瓜、西葫芦、瓠瓜、甜瓜、西
瓜、栝楼等 ８ 个葫芦科作物上采集 ２１８ 份疑似感染

ＷＳＭｏＶ 样本ꎬ其中ꎬ叶片样品症状表现为褪绿、斑
驳、黄化、卷曲、皱缩、畸形等ꎬ果实样品症状表现为

果实小且畸形、表面凹凸不平、有斑纹ꎮ 采集的样本

经液氮速冻后ꎬ分装保存于－８０ ℃超低温冰箱ꎮ 样

本采集地点及作物类型信息见表 １ꎮ
１.２　 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成

取 ０.５ ｇ 样本于液氮中研成粉末ꎬ按照多糖多酚

植物 ＲＮＡ 试剂盒(上海浦迪生物科技有限公司产

品)说明书提取各样本 ＲＮＡꎮ 取 ２ μＬ 提取的 ＲＮＡꎬ
按照 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒(南京诺唯

赞生物科技有限公司产品)说明书反转录成 ｃＤＮＡꎮ
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表 １　 样本统计信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

采样地点　 　
不同作物采集到的疑似样本数(个)

黄瓜 南瓜 丝瓜 西葫芦 瓠瓜 甜瓜 西瓜 栝楼
合计

徐州市贾汪区 １５ １５
连云港市赣榆区 ２ ２
连云港市灌云县 ２ ２ ４ ４ ６ １４ ３２
宿迁市泗洪县 ２ ３ ５
淮安市洪泽县 ２ １ ２ ５
盐城市盐都区 ５ ５
盐城市大丰区 ４ ４
泰州市海陵区 ３ ６ １８ ２ ６ ２ ４ ４１
泰州市泰兴市 ６ ５ １１
泰州市兴化市 ２ ２
南通市海门区 １２ １５ ２７
南通市如皋市 ２ ２ ４ ８
南京市江宁区 ２５ ５ １ ２ ３３
南京市六合区 ２ ２
常州市溧阳市 １ １ ２ ６ １０
无锡市江阴市 １ ２ ２ ６ ５ １６
合计 ６６ １７ ３２ ６ ７ ４８ ３７ ５ ２１８

１.３　 ＰＣＲ 检测分析

以得到的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增引

物见表 ２ꎮ 扩增体系 ２５􀆰 ０ μＬ:２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ(南
京诺唯赞生物科技有限公司产品)１２􀆰 ５ μＬꎬ正向引

物和反向引物各 ０􀆰 ５ μＬꎬ ｃＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２５􀆰 ０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９４ ℃预变

性 ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ２０ ｓꎬ退火 ２０ ｓꎬ退火温度依据各

引物特性ꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃再延伸

５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳分析ꎬ将出

现目的条带的 ＰＣＲ 产物委托南京擎科生物科技有

限公司进行测序ꎮ

表 ２　 扩增所用引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物　 　 　 　 序列 (５′→３′) 　 　 退火温度(℃) 用途

Ｔｏｓｐｏｖ￣ｕｄｔＦ ＡＡＣＴＧＧＡＡＡＡＡＴＧＡＴＴＹＮＹＴＴＧＴＴＧＧ ５２ 番茄斑萎病毒属(Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ)病毒通用检测引物

Ｔｏｓｐｏｖ￣ｕｄｔＲ ＡＴＴＡＧＹＴＴＧＣＡＫＧＣＴＴＣＡＡＴＮＡＡＲＧＣ

ＷＳＭｏＶ￣ｄｔＦ ＣＴＧＴＧＣＡＴＧＴＧＡＣＣＡＧＧＴＡＡ ５３ ＷＳＭｏＶ 特异性检测引物

ＷＳＭｏＶ￣ｄｔＲ ＡＧＣＣＡＡＴＡＧＡＣＴＧＡＧＡＧＡＡＧＧＡ

ＷＳＭｏＶ￣ｎＦ ＧＴＴＡＡＧＣＡＴＡＡＡＣＡＣＡＡＡＣＡＣＡＣＡＴ ５５ ＷＳＭｏＶ Ｎ 基因克隆引物

ＷＳＭｏＶ￣ｎＲ ＣＣＴＴＴＧＴＡＡＡＣＡＣＣＡＴＧＴＣＴＡＡＣＧ

１.４　 ＷＳＭｏＶ Ｎ 基因的克隆与测序

使用引物 ＷＳＭｏＶ￣ｎＦ / ＷＳＭｏＶ￣ｎＲ 扩增获得 ＷＳ￣
ＭｏＶ Ｎ 基因全长ꎮ 扩增体系 ５０ μＬ:２×ｐｈａｎｔａ ＰＣＲ ｍｉｘ
高保真酶(南京诺唯赞生物科技有限公司产品)２５ μＬꎬ
正向引物和反向引物各 １ μＬꎬ ｃＤＮＡ ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足

至 ５０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃变

性 ２０ ｓꎬ５５ ℃退火２０ ｓꎬ７２ ℃延伸８０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃
再延伸 ５ ｍｉｎꎮ 经 １％琼脂糖凝胶电泳后ꎬ在紫外灯下

切取凝胶上的目的条带ꎬ使用 Ａｘｙｇｅｎ 胶回收试剂盒

(杭州爱思进生物技术有限公司产品)按照说明书进行

回收ꎮ 将回收产物按说明书连接至 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ 载体

(北京全式金生物技术有限公司产品)后ꎬ转化大肠杆

３４杨　 柳等:江苏葫芦科作物上西瓜银斑驳病毒的侵染与分子鉴定



菌感受态细胞ＤＨ５αꎬＰＣＲ 筛选的阳性克隆委托南京擎

科生物科技有限公司进行测序ꎮ
１.５　 序列比对分析

使用美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)网站

的 ＢＬＡＳＴ 软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.

ｃｇｉ)和 ＣｌｕｓｔａｌＸ 软件对测序所得序列和 ＮＣＢＩ 数据

库中的 ＷＳＭｏＶ 分离物的 Ｎ 基因序列(表 ３)进行比

对分析ꎻ使用 ＭＥＧＡ１１ 软件中的最大似然法(Ｍａｘｉ￣
ｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬ ＭＬ)ꎬ 自展值 ( Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ) 设置为

１ ０００ꎬ进行进化树构建和基因序列聚类分析ꎮ

表 ３　 美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)登录的 ＷＳＭｏＶ 分离物 Ｎ 基因序列信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ Ｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＷＳＭｏＶ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｒｅｇｉｓｔｅｒｅｄ ｉｎ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ (ＮＣＢＩ)

Ｎ 基因登录号　 　 　 分离物　 　 　 　 　 　 寄主　 　 　 　 来源地　 　 采集时间

ＯＫ９０５４４２ ＧＸＷ１ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 中国广西 ２０１６ 年

ＯＫ９０５４４３ ＧＸＷ２ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 中国广西 ２０１６ 年

ＰＱ０７３３７２ ＷＳＭｏＶ￣ＳＪＺ 黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ) 中国 ２０２３ 年

ＯＱ４０１４６８ ＧＬ￣１ 罗汉果(Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ) 中国 ２０２２ 年

ＰＱ３１０６７１ ＴＨＢＣ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 中国 ２０２３ 年

ＰＱ３１０６７０ ＦＺＮＣ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 中国 ２０２３ 年

ＫＭ２４２０５６ Ｂａｎｎａ￣２０１１ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 中国云南 ２０１１ 年

ＯＲ１２３８７１ ＹＮＰＮ 花生(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ) 中国 ２０２２ 年

ＨＱ６９５８５３ ＧＺ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 中国广东 ２０１０ 年

ＭＴ２２６３９８ ＧＸＴＪ 甜椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 中国广西 ２０１９ 年

ＯＱ７１５３６５ ＨＮＴＧ 甜瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌ.) 中国海南 ２０２２ 年

ＯＱ１８４８６６ ＱＺＨＧ 黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ) 中国山东 ２０２２ 年

ＯＲ５７８８１８ ＳＤ￣ｃｕ 黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ) 中国山东 ２０２２ 年

ＯＲ５７８８１９ ＳＤ￣ｐｅ 甜椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 中国山东 ２０２３ 年

Ｚ４６４１９ Ｔｏｓｐｏ￣Ｔｏ 番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ) 中国台湾 １９９５ 年

ＮＣ＿００３８４３ Ｔｏｓｐｏ￣Ｗ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 中国台湾 －
ＡＹ８６４８５２ ＤＤ６ Ｓ ＲＡＮ 甜瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌ.) 中国台湾 －
ＯＰ６１７５６３ ２１ＹＶ￣４０ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 中国云南 ２０２１ 年

ＯＰ６１７５６４ ２１ＹＶ￣４１ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 中国云南 ２０２１ 年

ＯＰ９４７２３５ ２１ＹＶ￣４３ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 中国云南 ２０２１ 年

ＭＷ０５１７９０ ＤＳＭＺ ＰＶ￣０２８３ 番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ) 俄罗斯 －
ＡＢ０４２６５０ ＷＳ￣Ｙ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 日本 －
ＡＢ０４２６４９ ＷＳ￣Ｏ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 日本 －
ＬＣ４２２６４４ ＷＳ１￣２ 黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ) 日本 ２０１７ 年

ＭＦ４６９０５３ ＷＳＭｏＶ＿２０１５＿００１ 本氏烟(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ) 泰国 ２０１５ 年

ＦＪ９４７１５５ ＷＳ２ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 泰国 ２００８ 年

ＡＹ６３９６４４ Ｐ２９￣２￣４６ 甜椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 泰国 －
ＡＹ５１４６２４ ＳＬ 丝瓜(Ｌｕｆｆａ ｓｐｐ.) 泰国 －
ＡＹ５１４６２５ Ｐ２９ 甜椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 泰国 －
ＡＹ５１４６２６ Ｔ４０ 番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ) 泰国 －
ＡＹ５１４６２７ ＳＮ８５８ 哈密瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌ.) 泰国 －
ＡＹ５１４６２８ ＭＬ０５２ 哈密瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌ.) 泰国 －
ＡＹ５１４６２９ ＴＫ 番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ) 泰国 －
ＡＹ６２６７６１ Ｐｈｙｓａｌｉｓ￣ＮＲ 小酸浆(Ｐｈｙｓａｌｉｓ ｍｉｎｉｍａ Ｌ.) 泰国 －
ＦＲ６９５０６２ ＫＢ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 泰国 －
ＡＭ１１３７６４ Ｗ６４１１ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 泰国 －
ＡＭ１１３７６５ Ｗ６４１２ 西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) 泰国 －
ＡＭ１１３７６２ Ｐｈ１１１ 异叶酸浆(Ｐｈｙｓａｌｉｓ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ) 泰国 －
ＡＭ１１３７６３ Ｐｈ１１３ 异叶酸浆(Ｐｈｙｓａｌｉｓ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ) 泰国 －
ＥＵ１７７８７４ ＰＧ４ 马蹄莲(Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ ｓｐ.) － －
ＥＵ１７７８７５ ＰＧ８ 马蹄莲(Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ ｓｐ.) － －
ＥＵ１７７８７６ ＰＧ１ 马蹄莲(Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ ｓｐ.) － －

－表示没有此信息ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 江苏省西瓜银斑驳病毒(ＷＳＭｏＶ)的检测与

分布

　 　 利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法和斑萎属病毒通用引物 Ｔｏ￣
ｓｐｏｖ￣ｕｄｔＦ / Ｔｏｓｐｏｖ￣ｕｄｔＲ 对样品进行检测ꎬ发现采自

南通市海门区、徐州市贾汪区和南京市江宁区的黄

瓜叶片样本(图 １)分别有 ４ 个、３ 个、３ 个可扩增出

目的条带(图 ２)ꎮ 将目的条带回收测序并在 ＮＣＢＩ
中进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ发现其序列均与 ＷＳＭｏＶ 序列

同源ꎬ相似度 ９６％以上ꎮ 进一步利用 ＷＳＭｏＶ 特异

性引物 ＷＳＭｏＶ￣ｄｔＦ / ＷＳＭｏＶ￣ｄｔＲ 对 Ｔｏｓｐｏｖ￣ｕｄｔＦ / Ｔｏ￣

ｓｐｏｖ￣ｕｄｔＲ 扩增阳性黄瓜样品进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ发
现扩增阳性样品均再次成功扩增出条带(图 ２)ꎮ 通

过对测序序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ进一步确认上述样

品扩增产物测序序列与 ＷＳＭｏＶ 序列同源ꎬ说明本

研究筛选得到的 ＰＣＲ 阳性样品均受到 ＷＳＭｏＶ 侵

染ꎮ 徐州市贾汪区、南通市海门区、南京市江宁区采

集样品中 ＷＳＭｏＶ 检出率分别为 ２０􀆰 ０％、１４􀆰 ８％和

９􀆰 ０％ꎻ徐州市贾汪区、南通市海门区、南京市江宁区

采集黄瓜样品中 ＷＳＭｏＶ 检出率分别为 ２０􀆰 ０％、
３３􀆰 ３％和 １２􀆰 ０％ꎮ 本研究采集的 ２１８ 份所有葫芦科

作物疑似样本中 ＷＳＭｏＶ 检出率为 ４􀆰 ５９％ꎬ６６ 份黄

瓜样本中 ＷＳＭｏＶ 检出率为 １５􀆰 １５％ꎮ

Ａ:徐州市贾汪区样本ꎻＢ:南通市海门区样本ꎻＣ:南京市江宁区样本ꎮ
图 １　 检测出 ＷＳＭｏＶ 的黄瓜样品

Ｆｉｇ.１　 Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＷＳＭｏＶ

２.２　 江苏 ＷＳＭｏＶ 分离物 Ｎ 基因的克隆与序列分

析

　 　 将检出 ＷＳＭｏＶ 的样品提取 ＲＮＡꎬ经反转录后

利用 Ｎ 基因特异性引物进行扩增ꎬ扩增结果如图 ３
所示ꎮ 经过克隆、测序和拼接ꎬ最终获得 ３ 条 ８２８ ｂｐ

的完整编码序列(图 ４)ꎮ 徐州市贾汪区 ＷＳＭｏＶ 分

离物(命名为:ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＸＺꎻ登录号:ＰＶ１７７９６０)与

南通市海门区 ＷＳＭｏＶ 分离物 (命名为:ＷＳＭｏＶ￣
ＪＳＮＴꎻ登录号:ＰＶ１７７９６１)的核苷酸序列完全一致ꎬ
而南京市江宁区 ＷＳＭｏＶ 分离物(命名为:ＷＳＭｏＶ￣
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Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:徐州市贾汪区样本阳性条带ꎻ２:南通市海门区样本阳性条带ꎻ３:南京市江宁区样本阳性条带ꎮ
图 ２　 两组引物 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ.２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ｕｓｉｎｇ ｔｗｏ ｓｅｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

ＪＳＮＪꎻ登录号:ＰＶ１７７９６２)的核苷酸序列与 ＷＳＭｏＶ￣
ＪＳＸＺ、ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＮＴ 存在 ６７ 个突变位点ꎬ相似度为

９１􀆰 ９１％ꎮ 南京市江宁区 ＷＳＭｏＶ 分离物(ＷＳＭｏＶ￣ＪＳ￣
ＮＪ)与 ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＸＺ、ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＮＴ 的氨基酸序列存

在 ７ 处突变位点ꎬ相似度为 ９７􀆰 ５４％ꎬ且大部分碱基突

变为同义突变ꎮ 将本研究获得的 ＷＳＭｏＶ 分离物 Ｎ
基因序列与 ＮＣＢＩ 中登录的 ＷＳＭｏＶ 分离物 Ｎ 基因序

列进行比对ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ
ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＸＺ 和 ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＮＴ 的 Ｎ 基因序列与分离

物 ＷＳＭｏＶ￣ＳＪＺ (登 录 号 ＰＱ０７３３７２) 的 相 似 度 为

１００􀆰 ００％ꎬ与中国山东 ＷＳＭｏＶ 分离物 (登录号:
ＯＱ１８４８６６、ＯＲ５７８８１８)的相似度为 ９９􀆰 ８８％ꎬ与日本黄

瓜ＷＳＭｏＶ 分离物ＷＳ１￣２(登录号: ＬＣ４２２６４４)的相似

度较低ꎬ为 ９２􀆰 ６３％ꎻ与罗汉果 ＷＳＭｏＶ 分离物 ＧＬ￣１
(登录号:ＯＱ４０１４６８)的相似度最低ꎬ仅为 ９１􀆰 ５５％ꎮ
ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＮＪ 与 山 东 的 ２ 个 ＷＳＭｏＶ￣分 离 物

(ＯＲ５７８８１８、ＯＲ５７８８１９)相似度最低ꎬ仅为 ９１􀆰 ７９％ꎬ与
西瓜 ＷＳＭｏＶ 分离物 ＴＨＢＣ(登录号:ＰＱ３１０６７１)和海

南甜瓜 ＷＳＭｏＶ 分离物(登录号:ＯＱ７１５３６５)相似度高

达 １００􀆰 ００％ꎬ与日本黄瓜ＷＳＭｏＶ 分离物ＷＳ１￣２(登录

号: ＬＣ４２２６４４)的相似度也较高ꎬ为 ９７􀆰 ２２％ꎮ 由于正

番茄斑萎属病毒的 Ｓ 链序列编码的 Ｎ 基因是种鉴定

的依据ꎬ其序列相似度为 ９０􀆰 ００％以上可认为是同种

病毒[１０]ꎬ这进一步说明江苏 ３ 个区(县)黄瓜感染的

病毒确为 ＷＳＭｏＶꎮ ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＸＺ 和 ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＮＴ 氨

基酸序列相似度最高的依然是 ＷＳＭｏＶ￣ＳＪＺ 和山东

ＷＳＭｏＶ 分离物ꎬ相似度为 １００􀆰 ００％ꎻ相似度最低的是

来自泰国的 ４ 个分离物(登录号分别为 ＡＹ６３９６４４、
ＡＹ５１４６２６、 ＡＹ５１４６２９、 ＡＭ１１３７６３ )ꎬ 相 似 度 均 为

９８􀆰 １９％ꎻ而南京分离物 ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＮＪ 的氨基酸序列

则与泰国 ＷＳＭｏＶ 分离物相似度较高ꎬ而与山东 ＷＳ￣
ＭｏＶ 分离物相似度较低ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:徐州市贾汪区样本 Ｎ 基因条带ꎻ２:南通市海门区样本 Ｎ 基因条带ꎻ３:南京市江宁区样本 Ｎ 基因条带ꎮ
图 ３　 江苏 ＷＳＭｏＶ 分离物 Ｎ 基因扩增结果

Ｆｉｇ.３　 Ｎ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ＷＳＭｏＶ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｊｉａｎｇｓｕ

２.３　 江苏 ＷＳＭｏＶ 分离物的系统进化分析

根据 ＷＳＭｏＶ 分离物 Ｎ 基因序列构建的系统进

化树如图 ６ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬＷＳＭｏＶ 分离物

可以分为 ４ 组ꎬ第 １ 组 ＷＳＭｏＶ 分离物全部来源于

泰国ꎬ寄主种类包括西瓜、甜瓜、辣椒、番茄等ꎻ第 ２
组 ＷＳＭｏＶ 分离物主要来源于中国云南、海南等地ꎬ

寄主主要为西瓜ꎬ另有 １ 例甜瓜和 １ 例罗汉果ꎬ江苏

省南京市 ＷＳＭｏＶ 分离物亦聚在此组ꎮ 第 ３ 组中除

了来自中国台湾的 ３ 个 ＷＳＭｏＶ 分离物外ꎬ还有来

源于俄罗斯、日本、泰国等地的 ＷＳＭｏＶ 分离物ꎬ宿
主类型也较为丰富ꎬ包括西瓜、甜瓜、番茄、马蹄莲

等ꎻ第 ４ 组 ＷＳＭｏＶ 分离物来源于中国广东、广西、

６４ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２６ 年 第 ４２ 卷 第 １ 期



Ａ:核苷酸序列ꎻＢ:氨基酸序列ꎮ ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＸＺ、ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＮＴ、ＷＳＭｏＶ￣ＪＳＮＪ 分别为徐州市贾汪区、南通市海门区、南京市江宁区ＷＳＭｏＶ 分离物ꎮ
图 ４　 江苏 ＷＳＭｏＶ 分离物核苷酸序列与氨基酸序列

Ｆｉｇ.４　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ ＷＳＭｏＶ ｉｓｏｌａｔｅｓ
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右上角区域为氨基酸序列相似性ꎻ左下角区域为核苷酸序列相似性ꎮ 字符串为 ＷＳＭｏＶ 分离物 Ｎ 基因登录号ꎬ见表 ３ꎻＷＳＭｏｖ￣ＪＳＸＺ、ＷＳＭｏｖ￣
ＪＳＮＴ、ＷＳＭｏｖ￣ＪＳＮＪ 见图 ４ 注ꎮ

图 ５　 美国国家生物信息中心(ＮＣＢＩ)中登录的 ＷＳＭｏＶ 分离物 Ｎ 基因序列相似性分析

Ｆｉｇ.５　 Ｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ＷＳＭｏＶ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｒｅｇｉｓｔｅｒｅｄ ｉｎ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ (ＮＣＢＩ)

山东等省ꎬ徐州市贾汪区和南通市海门区的 ＷＳＭｏＶ
分离物亦聚在此组ꎬ寄主主要包括西瓜、辣椒和黄

瓜ꎮ 根据上述分析ꎬＷＳＭｏＶ 的系统进化与分离物来

源的地理位置关系较为紧密ꎬ但寄主类型亦影响该

病毒的变异ꎮ 江苏的 ３ 个 ＷＳＭｏＶ 分离物分别聚在

２ 个不同的组ꎬ说明该病毒可能由不同地区通过不

同渠道传入江苏ꎮ

３　 讨 论

ＷＳＭｏＶ 属于正番茄斑萎病毒属病毒ꎬ近年来ꎬ
在中国呈扩散趋势ꎮ 本研究 ２０２３ 年在南京市江宁

区采集的样本中未检出该病毒ꎬ而 ２０２４ 年采集的黄
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字符串为登录号＿分离物名称＿寄主＿来源地ꎬ见表 ３ꎮ
图 ６　 ＷＳＭｏＶ 系统进化分析

Ｆｉｇ.６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＳＭｏＶ

瓜样品中检出该病毒ꎮ 比对结果显示ꎬ南京 ＷＳＭｏＶ
分离物与徐州 ＷＳＭｏＶ 分离物和南通 ＷＳＭｏＶ 分离

物存在一定的差异ꎬ系统进化分析也分别聚在不同

组ꎮ 徐州分离物和南通分离物均与山东分离物聚为
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１ 组ꎬ亲缘关系较近、相似度较高ꎬ而南京分离物与

云南、海南等地的西瓜分离物聚为 １ 组ꎬ序列相似度

较高ꎬ由此可见ꎬＷＳＭｏＶ 可能由不同地区通过不同

渠道传入江苏ꎮ
不同寄主感染 ＷＳＭｏＶ 后ꎬ寄主田间症状有所

差异ꎮ 辣椒感染 ＷＳＭｏＶ 后ꎬ植株主要表现为叶片

褪绿ꎬ并出现轮纹、环斑、皱缩等症状[１]ꎻ西瓜感染

ＷＳＭｏＶ 后ꎬ植株主要表现为叶片局部褪绿ꎬ并出现

银灰色斑驳[１１]ꎻ黄瓜感染 ＷＳＭｏＶ 后ꎬ植株主要表

现为叶片从边缘向内褪绿[１２]ꎮ 在生产实践中ꎬ由于

田间情况复杂ꎬ多种病毒复合侵染的情况常有发生ꎬ
就会造成寄主症状不典型或者被其他症状所掩盖ꎮ
本研究取样过程中发现ꎬ部分感染 ＷＳＭｏＶ 的植株

叶片还出现了黄化、斑驳等症状ꎬ从而导致该病毒的

症状不明显ꎬ难以直接目测辨认ꎮ
ＷＳＭｏＶ 主要由棕榈蓟马(Ｔｈｒｉｐｓ ｐａｌｍｉ)作为介

体进行传播[７]ꎮ 气候变化和高温湿润的环境条件

均会影响蓟马的繁殖ꎬ从而影响 ＷＳＭｏＶ 的传播和

流行ꎮ Ｗｕ 等[１７]研究发现ꎬ正番茄斑萎属病毒感染

寄主后ꎬ可能通过抑制茉莉酸(ＪＡ)信号减少单萜类

物质的释放ꎬ从而解除植物对蓟马的化学防御ꎬ又由

于蓟马偏爱取食被 ＷＳＭｏＶ 侵染的植株ꎬ从而导致

携带病毒的蓟马种群密度急剧增加ꎬ加剧该病毒的

传播与流行ꎮ 此外ꎬ种子、苗木运输过程等均有可能

造成 ＷＳＭｏＶ 的远距离传播ꎮ 目前ꎬ生产中抗 ＷＳ￣
ＭｏＶ 的种质资源还比较缺乏ꎬ因此ꎬ需加强对该病

毒的防范ꎮ 具体措施一方面要加强传播媒介蓟马的

防治ꎬ另一方面ꎬ要及时清除田边杂草及病残体ꎬ加
强检疫和监测ꎬ切断病害传播途径ꎮ
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