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甜瓜坏死斑点病毒广西分离物近全基因组序列克隆及分析

Cloning and sequence analysis of the nearly complete genome of Melon necrotic

spot virus Guangxi isolate
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甜瓜坏死斑点病由甜瓜坏死斑点病毒（Melon ne-

crotic spot virus，MNSV）引起，最早报道于日本（Ki-

shi，1966），中国于2008年首次在江苏省海门市的甜瓜

上发现，随后在山东省寿光、泰安等市陆续被报道，

严重影响瓜类的品质与质量。吴会杰和古勤生（2017）

分析了MNSV-HM和MNSV-Shangdong甜瓜分离物

基因组，进化分析结果显示二者亲缘关系较近，可能

具有相同来源。近年来，广西壮族自治区甜瓜生产

发展较快，病毒病发生有逐年加重之势，因此本研究

对 MNSV广西分离物近全长基因组进行克隆分析，

阐述其进化关系，以期为明确该地区甜瓜病毒病的发

生规律及MNSV的致病机制提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试样品：疑似甜瓜坏死斑点病毒甜瓜病样和

健康甜瓜叶片均采自南宁市，-80℃保存备用。

试剂及仪器：TRNzol总RNA提取试剂，天根生

化科技（北京）有限公司；PrimeScript™ One Step RT-

PCR Kit、DNA 片段纯化试剂盒、pMD19-T 连接载

体、大肠杆菌Escherichia coli DH5α感受态细胞、质

粒提取试剂盒，宝生物工程（大连）有限公司；其它生

化试剂均为国产分析纯。TP350 PCR仪，宝生物工

程（大连）有限公司。

1.2 方法

称取甜瓜病叶、健康叶片各100 mg，参照TRN-

zol 总 RNA 提取试剂说明提取总 RNA。根据 Gen-

Bank 数据库已报道的 MNSV 基因序列（M29671、

GU480022 等），分别设计 1 对检测引物（MNSV-F：

5ʹ - GGAGGCAACATTTCGTACA-3ʹ，MNSV-R：5ʹ -

AGAGACCAAGCGATCAAAC-3）́及 4 对扩增近全

长基因组引物（MNSV- 1F：5ʹ -ACTGTCGTGGAT-

TACTCTAGCCG - 3ʹ，MNSV-1R：5ʹ -GCGCCTCCT-

GCCAGTATAGA-3ʹ；MNSV-2F：5ʹ-AAGAAGGAA-

CTAGAGCCTGCCC-3ʹ，MNSV-2R：5ʹ -GATAAAA-

GCTAAAACGGGCGTC-3ʹ；MNSV-3F：5ʹ-ATCCGT-

GAACAGTTCTGGCATAC-3ʹ，MNSV-3R：5ʹ-TATA-

GGTGAAACGGAGCCGAGT-3ʹ；MNSV-4F：5ʹ-TCT-

TCCCGCAAATGATCTCAC-3ʹ，MNSV-4R：5ʹ-CAT-

CTAATGGGCGGGATGG-3）́。引物委托上海立菲

生物技术有限公司合成。

RT-PCR 反应体系参照 PrimeScript™ One Step

RT-PCR Kit试剂盒要求，依据各引物退火温度进行

扩增。扩增产物用 1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测。

经胶回收试剂盒回收 PCR 产物，并分别克隆至

pMD19-T载体，转化大肠杆菌DH5α感受态细胞，筛

选的阳性克隆子经酶切验证后由上海立菲生物技术

有限公司进行测序。利用 Invitrogen VectorNTI 11.5

软件对序列进行拼接及同源性分析；利用 Simplot

3.5.1 软件进行病毒基因组重组分析；利用 MEGA

5.0软件以最大似然法构建系统进化树，用10 000步

值检验进化树拓扑结构的可靠性。

2 结果与分析

2.1 MNSV-GX近全基因组序列的获得及分析

以4 对特异引物进行RT-PCR扩增，获得4 条大

小为1 254、1 222、1 079、1 132 bp的片段，拼接、校正后

获得近全长基因组序列4 333 bp，命名为MNSV-GX



（GenBank 登录号KY264755）。BLASTn比对分析发

现该分离物与GenBank中已报道的MNSV核苷酸相

似性为 87.0%~94.0%，证实 MNSV-GX 为 MNSV 的

1个分离物。MNSV-GX各编码区与已报道MNSV

各序列对应编码区差异不大，但3ʹ非编码区的差异较

大，核苷酸相似性仅为 46.0%~74.9%，与MNSV-264

（AY330700）、MNSV - Kochi（AB232926）和 MNSV-

Tottori（AB232925）的相似性最低，分别为 46.0%、

48.0%和48.7%。重组分析结果显示，MNSV-GX可

能是由 MNSV-N（KF060715）和南瓜蚜传黄化病毒

（Cucurbit aphid-borne yellows virus，CABYV）（HQ4-

39023）中间重组（3ʹ非编码区）形成的新病毒株系。

2.2 MNSV-GX的进化分析

MNSV-GX 与 MNSV-264（AY330700）、MNSV-

AI（DQ339157）、MNSV-ISR（DQ922807）、MNSV-

PMNS17A（M29671）、MNSV-N（KF060715）和MNSV-

HM（GU480022）等分离物聚在同一分支，但MNSV-

GX单独处于一个独立的小分支；而来自日本的甜瓜

分离物（AB250686、AB250685）以及西瓜分离物

（AB232925、AB232926）分别处于不同分支（图 1）。

表明MNSV-GX与MNSV-HM等分离物的亲缘关系

较近，与日本各分离物的亲缘关系较远。

图1 基于MNSV近全基因组序列构建MNSV-GX及相关代表性分离物的系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree of MNSV-GX and other representative isolates based on the MNSV complete genome sequence

3 讨论

本研究获得了 MNSV 广西分离物的近全长基

因组序列，并分析了其基因结构特征及进化关系，证

实MNSV-GX为MNSV与CABYV种间自然重组形

成的一个新病毒株系，其进化来源与国内已报道分

离物不同，其为国内首次发现的MNSV重组病毒，

是从其它省份传播至广西还是在本地完成的重组仍

需进一步研究。病毒的3ʹ编码区序列能够打破寄主

的基因抗性（吴会杰和古勤生，2017），如Nieto et al.

（2011）认为MNSV-264能够侵染MNSV的非寄主植

物烟草及千日红，主要原因是MNSV-264的 3ʹ编码

区序列不同；Miras et al.（2014）发现 MNSV-N 克服

eIF4e介导的抗性主要因为其 3ʹ编码区存在一段来

自CABYV的重组序列；本研究中MNSV-GX的3ʹ编

码区部分片段同样来自 CABYV，推测其可能具有

较宽的寄主范围，下一步将构建该分离物的侵染性

克隆，完善相关工作。
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