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"的全基因组特征及系统进化情

况)为南瓜病毒病的综合防控提供依据*,方法-通过
G6>E@\I>6

和
QRETSQ

等方法)检测采自海南澄迈桥头镇疑

似感染
TQ>B

的南瓜叶片中是否存在
TQ>B

)采用分段扩增测序方法拼接获得
TQ>BEX,T*M
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基因组)利用
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中的
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工具.
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和
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软件进行序列分析及系统关系树构建*,结果-

G6>E@\I>6

和
QRE

TSQ

检测结果表明)采自海南澄迈桥头镇疑似感染
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的南瓜叶片中存在
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基因组全长为
&%#$",1

)具有典型的
TQ>B

基因组结构特征)含有
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个开放阅读框)编码
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个含有
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个氨基酸的多聚蛋白*

TQ>BEX,T*M
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与已报道的其他
TQ>B

分离物核苷酸和氨基酸之间的相似性分别为
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*系统关系分析表明)

TQ>BEX,T*M
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与亚洲分离物处于同一组中)且与我国

台湾分离物亲缘关系较近*,结论-获得了
TQ>BEX,T*M
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全序列)但其进化来源有待进一步探讨*
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番木瓜环斑病毒 !
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"是马铃薯
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病毒科!
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"成员之一)根据寄主范围
TQ>B

被分为两个株系#番木瓜环斑病毒番木瓜株系!
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"和番木瓜环

斑病毒西瓜株系!
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"*其中
TQ>BET

主要侵染番木瓜)也可侵

染葫芦科作物)在我国海南.广东.广西等番木瓜主

产区普遍发生)研究人员从生物学.基因组学.转基

因等方面对其进行了深入研究%

&E"
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TQ>BÊ

主要

侵染葫芦科作物)仅在广东.广西.云南.山东.海南

等地的冬瓜.罗汉果.南瓜.西葫芦上发现该病毒)我

国对
TQ>BÊ

株系的研究相对较少)目前仅有
&

个

TQ>BÊ

株 系 !番 木 瓜 环 斑 病 毒 山 东 分 离 物

!

TQ>BE>G

""的 全 基 因 组 序 列 公 布%
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*海 南

TQ>BÊ

株系的全基因组序列尚未见报道)为了研

究其基因组信息及系统进化情况)为南瓜病毒病的

防控提供依据)本试验克隆了番木瓜环斑病毒海南

南瓜分离物的全基因组序列)并与国内外已报道的

TQ>B

分离物全基因组序列进行比对和系统进化分

析)以期为南瓜病毒病的综合防控提供依据*
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材料与方法
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疑似感染
TQ>B

的南瓜!

&7176E.80/';13080

"叶

片样品于
$%&F

年
&

月采自海南澄迈桥头镇)田间表

现为不规则的褪绿斑驳.叶肉组织退化)叶片变小)

畸形皱缩等症状)保存于
O"%c

超低温冰箱备用*

图
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疑似感染
TQ>B

的南瓜叶片田间症状
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的
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检测
!

利用番木瓜

环斑病毒检测试剂盒!
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)购自美国
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公司")根据显色情况确定植株是否感染
TQ>B

)具

体方法参考该试剂盒使用说明*
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检测引物
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和
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由浙江大学生物技术研究所谢艳老师提

供*根据
0SdI

上已公布的
TQ>B

基因组序列)选

择保守区域进行引物设计)利用
H\IVH"

软件设计
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对
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基因组扩增引物!表
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")引物均由北京六

合华大基因科技有限公司合成*

表
&

!

TQ>B

基因组扩增引物序列

R-_.4&

!

T+:M4+5*54A/)+-M

L

.:/:?-1:),)/124?)M

L

.414

P

4,)M4)/TQ>BEX,

引物名称

T+:M4+,-M4

引物序列!

Ne

$

#e

"

T+:M4+54

a

*4,?4

!

Ne

$

#e

"

引物起始位点

T+:M4+

.)?-1:),

引物长度$
,1

\4,

P

12)/

L

+:M4+

产物

大小$
_

L

T+)A*?15:i4

退火

温度$
c

RM

用途

6

LL

.:?-1:),

TQ>BE8

TQ>BEQ

6SSR6S66VSVRV6SRRR6S

S6SSS6RVSS6RVS6RSRRRS

ND$$OND!&

FN$!OFN%!

$&

$&

"%#

F$

F!

TQ>B

检测
TQ>BA414?1:),

TQ>B

检测
TQ>BA414?1:),

TQ>B&

TQ>B$

SRVVV6R6SV6SRRRV666VRV

VRRS6RV6VVSRRVR666RV6S

#NFO#""

#&F!O#&!#

$$

$$

$D%'

F!

F$

TQ>B

基因组扩增
TQ>B

P

4,)M4-M

L

.:/:?-1:),

TQ>B

基因组扩增
TQ>B

P

4,)M4-M

L

.:/:?-1:),

TQ>B#

TQ>B!

RSV6R6VRV666RV666S6SR6S

SRSRV66RVVRVRRR6RV6S6S

#%FFO#%DD

F%!NOF%$!

$#

$$

$'D%

F%

F%

TQ>B

基因组扩增
TQ>B

P

4,)M4-M

L

.:/:?-1:),

TQ>B

基因组扩增
TQ>B

P

4,)M4-M

L

.:/:?-1:),

TQ>BN

TQ>BF

VR6RRS66RRSSS6V66SRSRS

SV6RVRRSRVV66VSRR6V6RR

N'%$ON'$#

D'#!OD'&#

$#

$$

#%##

F$

F$

TQ>B

基因组扩增
TQ>B

P

4,)M4-M

L

.:/:?-1:),

TQ>B

基因组扩增
TQ>B

P

4,)M4-M

L

.:/:?-1:),

TQ>B"

TQ>BD

VRVVRRS6RVRS6S6RSV6VVR

SSRS6R6V666RSV666VS6R6R

DD$&ODD!$

''#NO''&#

$$

$#

&&&N

FF

F$

TQ>B

基因组扩增
TQ>B

P

4,)M4-M

L

.:/:?-1:),

TQ>B

基因组扩增
TQ>B

P

4,)M4-M

L

.:/:?-1:),

TQ>B' SVS6VRSVS6RRRSRRV66V !!%O!$& $% !DN F%

TQ>BNeQ6S@

第一轮扩增

TQ>BNeQ6S@/:+51TSQ

TQ>B&% RRVSSSRSS6VV66VVSSSR #%%O$D& $% #!N FF

TQ>BNeQ6S@

巢式
TSQ

扩增

TQ>BNeQ6S@,451TSQ

TQ>B&& RVVSRS6SRRS6VR66SVSV 'D%&O'D$% $% N"$ F$

TQ>B#eQ6S@

第一轮
TSQ

扩增

TQ>B#eQ6S@/:+51TSQ

TQ>B&$ VS6V66RVRRRVV66RVV6S &%%&&O&%%#% $% #F$ ND

TQ>B#eQ6S@

巢式
TSQ

扩增

TQ>B#eQ6S@,451TSQ

9TC

SR66R6SV6SRS6SR6R6VVVS66VE

S6VRVVR6RS66SVS6V6VR

!N O

TQ>BNe

和
#eQ6S@TSQ

扩增!试剂盒提供"

TQ>BNe-,A#eQ6S@TSQ

!

L

+);:A4A:,124K:1

"

&=$=#

!

叶片总
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!
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"提取总
Q06

)提取方法按试剂盒

说明进行*以总
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为模板)采用
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!北京全式金生物技术有限公

司"将总
Q06

反转录成
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+使用
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Q6S@Ne
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#eU:1

!大连宝生物工程有限公司"扩增
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的
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和
Ne

末端+
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扩增产物经纯化后)与
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CG&DER>:M
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进行连接)连接产物转化

大肠杆菌
GXN

,

感受态细胞)经过蓝白斑筛选)挑

取白色菌落)

TSQ

鉴定阳性克隆*
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分离物的全基因组测序及分析
!

阳性克隆

委托北京六合华大基因科技有限公司进行测序)序

列拼接采用
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的
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和
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+455

软件*

采用
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中
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!
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)西葫芦虎

纹花叶病毒!
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结果与分析
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的
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和
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检测

为了鉴定采集的疑似感染
TQ>B

的南瓜叶片

样品中是否含有
TQ>B

)使用番木瓜环斑病毒检测

试剂盒对采自海南澄迈的感病和健康南瓜叶片样品

进行
G6>E@\I>6

检测)发现病株样品显黄色)而健

株样品未显色)表明采集的感病样品中含有番木瓜

环斑病毒!
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检测)结果!图
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"表明)病株

样品可扩增出长度约
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的目标条带)而健康样

品无目标条带)将目标条带纯化回收)克隆测序结果

表明)目标条带为
TQ>B

序列)进一步证明采集感

病样品中存在
TQ>B
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的基因组序列分析

分离 自 海 南 南 瓜 叶 片 上 的
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非编码区)基因登录号为
C8%"!$&!

)含有
&

个

开放阅读框)编码
&

个含有
##!N

个氨基酸的多聚

蛋白)

Ne

和
#e

非编码区长度分别为
DN

)

$%#_

L

)基因

组中
6

.

V

.

R

.

S

的含量分别为
#&=&$f

)

$#=Df

)

$F=N#f

和
&D=N!f

*

TQ>BEX,T*M

L

K:,

分离物基

因组结构及其编码的多聚蛋白与马铃薯
Y

病毒属

的其他病毒基本一致*

经比对)

TQ>BEX,T*M

L

K:,

与已报道的其他

TQ>B

分离物核苷酸和氨基酸之间的相似性在

D%=Ff

"

'N=&f

和
'%="f

"

'"='f

)其中与台湾分

离物核苷酸和氨基酸的相似性分别为
'$=Ff

"

'N=&f

和
'N="f

"

'"='f

)与海南分离物核苷酸和

氨基酸的相似性在
DD=Df

"

D'=Ff

和
'#=!f

"

'!=&f

)与山东分离物核苷酸和氨基酸的相似性分

别为
'%f

和
'Nf

*已报道的
TQ>B

各分离物之间

的核苷酸和氨基酸相似性分别为
"'=Nf

"

&%%f

和

DD=Df

"

&%%f

*在 这 些 分 离 物 中)以
TQ>BE

X,T*M

L

K:,

分离物与我国台湾
TQ>BEYU

分离物

!

Z'"$N&

"的相似性最高)核苷酸和氨基酸相似性分

别达到
'N=&

和
'"='f

*

&=

健康南瓜叶片+

$=

感病南瓜叶片+

C=G$%%%C-+K4+

&=X4-.12

<L

*M

L

K:,.4-;45

+

$=G:54-54A

L

*M

L

K:,.4-;45

+

C=G$%%%C-+K4+

图
$

!

TQ>B

的
QRETSQ

检测结果

8:

P

=$

!

G414?1:),)/TQ>B_

<

QRETSQ

$=#

!

TQ>BEX,T*M

L

K:,

的系统进化分析

目前
0SdI

中已报道
N!

个
TQ>B

分离物的全

序列)其中
#$

个来自亚洲.

'

个来自美洲.

&$

个来自

大洋洲.

&

个来自欧洲*为进一步明确
TQ>BE

X,T*M

L

K:,

与其他
TQ>B

分离物的进化关系)分

别构建了基于全长基因组序列和多聚蛋白氨基酸序

列的系统进化树!图
#

和图
!

"*由图
#

和图
!

可以

看出)两个进化树除各分支上存在差异外)结果基本

一致*即
TQ>B

明显分为
#

个进化相关群体)

&

组

主要来自亚洲)包括中国!台湾.山东和海南".泰国.

东帝汶.印度.韩国的
$D

个分离物)其中
&D

个分离

物采自番木瓜)

&%

个分离物采自葫芦科植物)且我

国海南.台湾和东帝汶的分离物明显聚集在
#

个不

同簇)

TQ>BEX,T*M

L

K:,

与我国台湾分离物亲缘关

系较近*

-

组分离物主要来自北美洲.南美洲.大洋
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洲.欧洲和亚洲)包括来自印度.巴西.哥伦比亚.夏

威夷.法国.墨西哥.美国.澳大利亚的
$N

个分离物)

其中
D

个分离物采自番木瓜)

&"

个分离物采自葫芦

科植物*

.

组仅有
&

个韩国分离物*

图
#

!

基于全长基因组序列构建的
TQ>BEX,T*M

L

K:,

与其他
TQ>B

分离物的系统进化树

8:

P

=#

!

04:

P

2_)+E

J

):,:,

PL

2

<

.)

P

+-M)_1-:,4A/+)M-.:

P

,M4,1)/,*?.4)1:A454

a

*4,?45)/

124TQ>BEX,T*M

L

K:,-,AN#TQ>B

P

4,)M45:,V4,d-,K

90

第
#

期 车海彦)等#番木瓜环斑病毒海南南瓜分离物全基因组序列分析



图
!

!

基于多聚蛋白氨基酸序列构建的
TQ>BEX,T*M

L

K:,

与其他
TQ>B

分离物的系统进化关系树

8:

P

=!

!

04:

P

2_)+E

J

):,:,

PL

2

<

.)

P

+-M)_1-:,4A/+)M-.:

P

,M4,1)/-M:,)-?:A54

a

*4,?45)/124
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L

K:,-,AN#TQ>B

L

).
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#

!

讨
!

论

南瓜是海南重要的北运蔬菜之一)本研究利用

G6>E@\I>6

和
QRETSQ

技术在海南澄迈南瓜叶片

样品上检测到
TQ>B

)并克隆了其全基因组序列)分

析了其基因组结构特征及与其他
TQ>B

分离物的

系统发育关系*

目前
0SdI

中已公布的
TQ>B

分离物全序列共

有
N!

个)这些分离物主要来自番木瓜和葫芦科的西

葫芦.葫芦.西瓜.丝瓜.南瓜.解毒藤等%

&NE$%

&植物*

本研究中系统进化分析结果显示)

TQ>B

进化与其

地理来源有明显的相关性)同一国家的分离物大多

聚集在同一簇)这与前人研究结果%

N

)

"

)

&!

&基本一致*

根据目前
0SdI

公布的数据)

TQ>B

全基因组数据

量在国家及其株系!

TQ>BET

和
TQ>BÊ

"方面分布

都不均衡)韩国.东帝汶.法国.墨西哥.澳大利亚.巴

西.哥伦比亚等国报道的均为
TQ>BÊ

株系)印度

报道的均为
TQ>BET

株系)我国已公布的
&'

个

TQ>B

全基因组序列中)

&"

个为
TQ>BET

株系)仅

有
$

个
TQ>BÊ

株 系 !

TQ>BE>G

和 本 研 究 的

TQ>BEX,T*M

L

K:,

")因此)若要从分子水平分析同

一地区
TQ>BÊ

株系与
TQ>BET

株系的进化关系)

还需要更多的全基因组序列数据支撑*

相对而言)

TQ>BEX,T*M

L

K:,

与台湾分离物核

苷酸和氨基酸的相似性分别为
'$=Ff

"

'N=&f

和

'N="f

"

'"='f

)而与海南分离物核苷酸和氨基酸

的相似性在
DD=Df

"

D'=Ff

和
'#=!f

"

'!=&f

)前

者高于后者*已知番木瓜环斑病毒可以通过种子传

播%

$&

&

)但因不清楚
TQ>BEX,T*M

L

K:,

分离物的种

子来源)因此尚无法判断其是否来源于台湾)下一步

工作将重点研究海南南瓜上
TQ>B

的多样性及其

与番木瓜上
TQ>B

的系统进化关系*
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