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番木瓜环斑病毒（papaya ringspot virus，PRSV）

是一种单链正义 RNA 病毒，属于马铃薯 Y 病毒属

（Potyvirus），病毒粒子呈弯曲线状，长度为 700~

900 nm，直径约为 12.5 nm，在自然条件下，主要通

过蚜虫以非持久性方式进行传播，也可通过农事操

作进行传播。根据寄主范围不同，PRSV 可分为番

木瓜（papaya，P）株系和西瓜（watermelon，W）株系，

其中，P 株系侵染番木瓜和葫芦科作物，W 株系侵

染葫芦科作物，不能侵染番木瓜。PRSV 侵染番木

瓜后引起叶片花叶、畸形，茎秆和果实表面出现环

斑，严重时叶片脱落、植株死亡；感染葫芦科作物后

会引起叶片花叶、卷曲和畸形，植株矮化，果实畸

形，严重影响作物的产量和果实的商品性。PRSV

自 20 世纪 40 年代末在美国首次报道以来，目前在
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摘 要：番木瓜环斑病毒（papaya ringspot virus，PRSV）是瓜类作物主要病毒之一，分析了甜瓜分离物 HaNHK10 的

基因组序列和分子变异，构建了具有侵染性的全长 cDNA 克隆。结果显示，HaNHK10 分离物基因组全长为 10 332 nt，

与其他分离物的核苷酸和氨基酸序列一致性分别为 74.60%~97.80%和 85.30%~98.50%。基于全基因组序列的系统

进化分析显示，HaNHK10 与来自中国的所有分离物均聚集于 II 组中，并与中国山东的西葫芦分离物 PRSV-SD 亲缘

关系最近。接种试验显示，HaNHK10 分离物的全长 cDNA 克隆具有侵染性，它能系统侵染甜瓜、黄瓜、西瓜、南瓜、

西葫芦和瓠瓜 6 种作物，经接种产生的病毒后代也能够通过摩擦接种侵染植株。
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Abstract: Papaya ringspot virus（PRSV）is one of the most important viruses in cucurbits crops. In this study, the

genome sequence of melon isolate HaNHK10 was cloned and analyzed, and its full- length cDNA infectious clone was

constructed. The results showed that the genome of isolate HaNHK10 was 10 332 nt in length, and the identities of the

genome nucleotide sequence and amino acid sequence between HaNHK10 and other isolates were 74.60%-97.80% and

85.30%-98.50%, respectively. Phylogenetic analysis based on genome sequences showed that HaNHK10 and all the

isolates from China were clustered in group Ⅱ, and zucchini isolate PRSV-SD from Shandong province was most closely

related to HaNHK10. The inoculation showed that the infectious clone was successfully constructed, and it could

systematically infect melon, cucumber, watermelon, pumpkin, zucchini and bottle gourd. The progeny produced from the

clone was infectious by mechanical inoculation.
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法国、巴西、哥伦比亚、厄瓜多尔、墨西哥、中国、澳

大利亚、东帝汶、韩国、泰国、越南和印度等国均有

发生 [1-9]。在我国，自 1964 年 PRSV 在华南地区开

始流行成灾后[10]，目前已在海南、台湾、广东、广西、

福建、山东、河南、云南、四川等地发生[11-16]，给番木

瓜和葫芦科作物的生产造成严重损失。

目前，国内外已报道了许多不同地理来源的

PRSV 分离物，并获得了许多分离物的全基因组序

列信息[1，5，7，9，17-21]，通过分析发现 PRSV 不同分离株

与其地理来源有显著的相关性[13，15，20-22]，但与其株系

划分并不显著相关。通过分析 NCBI 数据库公布的

PRSV 全基因组序列信息，发现澳大利亚、巴西和东

帝汶等国报道的均为 W 株系，分离物数量分别为

13、3、4 个，墨西哥和孟加拉国报道的均有 2 个分离

物，且均为 P 株系，而我国报道的 21 个分离物中仅

有 4 个为 W 株系，若要进一步分析不同株系间的进

化关系，仍需更多的全基因组序列数据支撑[21]。对

于我国报道的 4 个 W 株系，从寄主来源上来看，它

们分别分离自南瓜、西葫芦和丝瓜，目前尚无甜瓜

分离物及其全基因组序列信息。为了深入研究病

毒与寄主之间的相互关系，获得病毒侵染性克隆至

关重要。在 PRSV 侵染性克隆构建方面，目前已有

成功构建 PRSV-P 株系 HN-1、HN-2 和 YK 分离物

以及 PRSV-W 株系 SD 和 CI 分离物的侵染性克隆

的报道[23-27]。从寄主来源看，PRSV-P 株系均分离自

番木瓜，PRSV-W 株系 SD 分离物分离自西葫芦，

W-CI 分离自丝瓜，目前尚无 PRSV-W 甜瓜分离物

侵染性克隆构建的相关报道。

笔者在 2017 年的葫芦科作物病毒病调查时从

海南省海口市采集到一株 PRSV-W 甜瓜分离物，将

其命名为 HaNHK10[28]。以此为基础，笔者通过

RT-PCR 扩增获得该分离物的全基因组序列，并对其

进行序列比对和系统进化分析，同时利用同源重组

策略构建该分离物的全长 cDNA 克隆，通过接种试验

分析其在不同瓜类作物上的侵染性，为在瓜类作物上

开展该病毒的进化机制和分子致病性研究提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

试验于 2021 年 4—9 月在中国农业科学院郑

州果树研究所进行，PRSV-W 分离物 HaNHK10 采集

于海南省海口市露地甜瓜发病植株。植物表达载

体 pXT1 由南京农业大学陶小荣教授馈赠。

1.2 载体构建

取约 0.1 g 甜瓜发病叶片进行总 RNA 的提取

和 cDNA 的合成，具体操作参照 RNAsimple 总

RNA 提取试剂盒和 PrimeScript™ RT reagent Kit

with gDNA Eraser 试剂盒说明书。从 GenBank 数

据库中下载 PRSV 的全基因组序列，通过比对分析

序列的保守性，设计 3 对引物 P- 1F/P- 1R、P- 2F/

P-2R、P-3F/ P-3R（表 1），以合成的 cDNA 为模板，将

分离物 HaNHK10 的全基因组分成 3 段进行扩增，

利用 NEBuilder 高保真 DNA 组装预混液将获得的

3 个 PCR 产物与经 Stu I 和 Sma I 双酶切处理的植

物表达载体 pXT1 进行同源重组、转化、筛选和测序

验证，获得含有 HaNHK10 全基因组的 cDNA 克隆

pPRSV-HaNHK10。

1.3 序列分析

对 pPRSV-HaNHK10 进行测序分析和拼接，获

得 HaNHK10 分离物的全基因组序列。从 GenBank

数据库中下载 76 条来自不同国家的 PRSV 分离物

的全基因组序列，利用 ClustalW 软件将它们与

表 1 试验所用引物

Table 1 Primers used in the study

引物名称

Primer name

P-1F

P-1R

P-2F

P-2R

P-3F

P-3R

P-5480F

P-6980R

P-9673F

P-T7-10045R

序列（5'-3'）

Sequence（5'-3'）

GTTCATTTCATTTGGAGAGGAAATAAAACATCTCAACACAACACA

CACGCCAYTCTTCCTGCAA

TTGCAGGAAGARTGGCGTG

CAAACCACRGAAGCTATRCC

GGYATAGCTTCYGTGGTTTG

TGGAGATGCCATGCCGACCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTCTCATTCCAAGAGGCTCG

GTATGGCTTGCCTGTCATG

CAAACCACAGAAGCTATGCC

GGTTTGGTGTATCGAAAATGG

TAATACGACTCACTATAGGGACTGACACTGCCGTCCATTC

用途

Usage

构建 pPRSV-HaNHK10

Construction of pPRSV-

HaNHK10

RT-PCR 检测

RT-PCR detection

探针合成

Probe synthesis
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HaNHK10 分离物进行序列比对，用 BioEdit 软件进

行全基因组核苷酸和氨基酸序列一致性分析[29]。以西

瓜 花 叶 病 毒（watermelon mosaic virus，WMV，

AY437609）为外组，基于 PRSV 不同分离物的全基因

组核苷酸序列，利用 Mega X 软件中的邻接法

（Neighbor-Joining，NJ）进行系统进化分析 [30]，重复

1000 次。

1.4 接种试验和病毒检测

接种试验于 2021 年 6—8 月在中国农业科学

院郑州果树研究所西瓜甜瓜病虫害防控课题组温

室进行。其中，甜瓜品种为白玫，由新疆农业科学

院哈密瓜研究中心提供；黄瓜品种为津研 4 号，购

自天津科润农业科技股份有限公司；西瓜品种为红

和平，购自浙江浙农种业有限公司；南瓜品种为早

栗蜜本，购自河北茂华种业有限公司；西葫芦品种

为欧诺，购自太谷县雨润谷禾种业有限公司；瓠瓜

品种为甬砧 1 号，由宁波农业科学院提供；当植株

培养至子叶完全展开时开始试验。将 pPRSV-HaN-

HK10 转入农杆菌菌株 GV3101 中，然后利用农杆

菌介导的方式接种甜瓜、黄瓜、西瓜、南瓜、西葫芦

和瓠瓜植株，以接种诱导缓冲液为阴性对照（CK），

具体方法参照刘莉铭等[31]的报道。待甜瓜发病后，

采集发病叶片用 1×PBS 缓冲液按照叶片与缓冲液

1∶10 的质量/体积比进行研磨，通过摩擦方式接种

甜瓜和西瓜健康植株。将接种后的植株置于 25~

28 ℃条件下进行培养，观察植株发病情况。在每次

试验中每种作物分别接种 6 株，并设置 3 次重复。

待发病后，采集接种植株的系统发病叶片，提取叶

片总 RNA，利用 HiScript® II One Step RT-PCR Kit

（Dye Plus）以 P-5480F/ P-6980R 为引物（目的片段

长度约为 1500 bp）对病毒的侵染情况进行检测，同

时以 P-9673F/P-T7-10045R 为引物，对 HaNHK10

基因组 9 673~10 045 nt 区域进行扩增，PCR 产物经体

外转录获得地高辛标记的 RNA 探针，以利用 dot blot

方法进一步检测植株叶片中 PRSV 的侵染情况。

2 结果与分析

2.1 PRSV分离物HaNHK10基因组结构分析

PRSV分离物HaNHK10基因组全长为 10 332 nt，

GenBank 登录号为 OK465456，包含 5′UTR（1~

85 nt）和 3′UTR（10 127~10 332 nt），编码 1 个由

3346 个氨基酸组成的多聚蛋白（86~10 126 nt），

经蛋白酶切割形成 11 个成熟的蛋白质，包括 P1、

HC-Pro、P3、6K1、CI、6K2、NIa-VPg、NIa-Pro、NIb、

CP 以及 P3 编码区内部通过+2 移码产生的 PIPO，

具体的基因组结构如图 1 所示。

注：方框下面的数字代表不同区域的第一个核苷酸位置，方框上方的大写字母表示预测的裂解位点。

Note: The numbers under the boxes represent the first nucleotide position of the different regions．The uppercase letters above the boxes indi-

cate the predicted cleavage sites.

图 1 PRSV 分离物 HaNHK10 的基因组结构示意图

Fig. 1 Schematic representation of the genome organization of PRSV isolate HaNHK10

2.2 PRSV分离物HaNHK10序列分析

序列一致性分析结果显示，分离物 HaNHK10

与其他 PRSV 分离物之间的核苷酸和氨基酸序列

一致性分别为 74.60%~97.80%、85.30%~98.50%。

在这些分离物中，HaNHK10 与中国山东的西葫芦

分离物 PRSV-SD（MF085000）一致性最高，核苷酸

和氨基酸序列一致性分别达到 97.80%、98.50%，与

孟加拉国的番木瓜分离物（MH444652）一致性最

低，核苷酸和氨基酸序列一致性分别仅为 74.60%、

85.30%。

基于 PRSV 全基因组核苷酸序列的系统进

化分析结果显示（图 2），供试的 77 个 PRSV 分离

物可以分为 2 组，其中，来自巴西、哥伦比亚、厄

瓜多尔、法国和墨西哥的所有分离物均聚集于 Ⅰ

组，来自中国、东帝汶、韩国、泰国和越南的所有

分离物均聚集于Ⅱ组，来自澳大利亚的 13 个分离

物中有 12 个聚集于 Ⅰ组，来自印度的 13 个分离

物中有 12 个聚集于Ⅰ组，说明 PRSV 分离物与其

地理来源有显著的相关性。另外，在 Ⅰ组和Ⅱ组

中，分离自番木瓜的分离物分别聚集在一起，分
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注：▲为本试验所用分离物。

Note: ▲indicate isolates obtained in this study.

图 2 基于全基因组序列的 PRSV 分离物系统发育分析

Fig. 2 Phylogenetic analysis of PRSV isolates based on complete genome sequence
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离自葫芦科作物的分离物分别聚集在一起，说

明 PRSV 分 离 物 与 其 寄 主 来 源 也 有 显 著

的 相 关 性。其中 ，笔者获得的分离物 HaN-

HK10 与 来 自 中 国 山 东 的 西 葫 芦 分 离 物

PRSV-SD（MF085000）亲缘关系最近，它们均聚于Ⅱ

组中。

2.3 分离物HaNHK10全长cDNA克隆的侵染性

将 HaNHK10 分 离 物 的 cDNA 克 隆

pPRSV-HaNHK10 采用农杆菌介导的方法分别接种

甜瓜、黄瓜、西瓜、南瓜、西葫芦和瓠瓜植株。在接

种后 7 d 左右，甜瓜叶片叶脉开始褪绿、产生脉带，

10 d 左右所有接种植株叶脉褪绿均较为明显，此时黄

瓜、西瓜、南瓜、西葫芦和瓠瓜接种植株开始产生皱缩

或花叶症状，14 d 时所有接种植株均出现明显症状

（图 3-A）。RT-PCR 和 dot blot 检测结果进一步证实

了发病植株均被 PRSV 所侵染（图 3-B~C）。通过摩

擦接种方式将甜瓜发病叶片进一步接种甜瓜和西瓜

植株，发现在接种后 1~2 周内所有接种植株均可发病，

注：A. 甜瓜、黄瓜、西瓜、南瓜、西葫芦和瓠瓜接种 pPRSV-HaNHK 后 10、14、14、14、14、14 d 所产生的症状；B. 甜瓜、黄瓜、西瓜、南瓜、西葫

芦和瓠瓜发病叶片的 PCR 检测；C. 甜瓜、黄瓜、西瓜、南瓜、西葫芦和瓠瓜发病叶片的斑点杂交结果。

Note: A. Symptoms induced by the inoculation of melon, cucumber, watermelon, pumpkin, zucchini and bottle gourd plants with pPRSV-HaN-

HK10 at 10 dpi, 14 dpi, 14 dpi, 14 dpi, 14 dpi, and 14 dpi; B. The results of PCR detection of the diseased leaves of melon, cucumber, watermelon,

pumpkin, zucchini and bottle gourd plants; C. The results of dot blot of the diseased leaves of melon, cucumber, watermelon, pumpkin, zucchini and

bottle gourd plants.

图 3 PRSV 分离物 HaNHK10 cDNA 克隆的侵染性

Fig. 3 Infectivity of PRSV isolate HaNHK10 cDNA clone

经 PCR 进一步证实了 PRSV 的侵染。以上结果说

明，PRSV 分离物 HaNHK10 的侵染性克隆构建成

功，该克隆在 6 种供试瓜类作物上均可系统侵染，

并产生相应的症状。

3 讨论与结论

目前 NCBI 数据库中已公布 76 个 PRSV 分离

物的全基因组序列信息，笔者以从海南海口采集到
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的 PRSV 甜瓜分离物 HaNHK10 为研究对象，对其

全基因组序列进行扩增和拼接，随后基于全基因组

核苷酸序列对以上 77 个 PRSV 分离物进行了系统

进化分析，结果显示同一国家的分离物大多聚集在

一起，说明 PRSV 不同分离物与其地理来源有显著

的相关性，这与已有报道[13，15，20-22]结果一致。另外，

PRSV 分离物在系统进化树中可分为 2 组，虽然 P

和 W 株系所对应的分离物分别分布在这 2 组中，但

在各分组内 2 种株系之间有所分化，且同一地理来

源的相同株系所对应的分离物分别聚集在一起，亲

缘关系更近，说明在同一地理区域内 PRSV 分离物

与其株系分化有一定的相关性。由于 PRSV-W 株

系中来自不同葫芦科作物的分离物较少，无法进一

步判断 PRSV-W 分化与其寄主来源之间的关系。

病毒侵染性克隆的获得对开展和推进病毒与

寄主互作研究至关重要。对 PRSV 来说，目前已有

PRSV- P 株系 HN- 1、HN- 2 和 YK 分离物以及

PRSV-W 株系 SD 和 CI 分离物侵染性克隆成功构

建的报道 [23- 27]。笔者利用同源重组策略构建了

PRSV-W 株系 HaNHK10 分离物的侵染性克隆，通

过接种试验证实了该克隆在甜瓜、黄瓜、西瓜、南

瓜、西葫芦和瓠瓜中的高侵染性（侵染率可达

100%）。与已报道的 PRSV 侵染性克隆相比，构建

策略、接种对象及侵染率有所不同，如 HN-1 分离物

侵染性克隆利用 Gibson 组装方法构建而成，通过接

种番木瓜和南瓜，发现其在接种后 30 d 时侵染率分

别为 66.7%和 60%[24]，利用酵母同源重组系统构建

的 HN-2 分离物侵染性克隆在番木瓜中的侵染率仅

为 8.33%[25]，而利用 Gibson 组装构建的 HN-2 分离

物侵染性克隆在番木瓜中的侵染率可达 96%[26]，对

PRSV-W 株系 SD 分离物来说，它的侵染性克隆是

通过同源重组策略构建而成的，与本试验相比，构

建策略相同，且均可系统侵染甜瓜、黄瓜、西瓜和西

葫芦 4 种作物，但它未用于南瓜和瓠瓜接种检测，

接种寄主较少[27]。在寄主来源方面，HN-1、HN-2 和

YK 分离物均分离自番木瓜，CI 分离自丝瓜，SD 分

离自西葫芦，而 HaNHK10 分离自甜瓜。已有研究

证实 NIa-Pro 的 Lys27 决定了 PRSV 侵染番木瓜的

寄主特异性[23]。通过分析以上 6 种分离物的序列，

发现 PRSV- P 株系 HN- 1、HN- 2 和 YK 分离物

NIa-Pro 的 aa27 均为 Lys，而 PRSV-W 株系 SD、CI

和 HaNHK10 分离物 NIa-Pro 的 aa27 均为 Asp，说

明各分离物 NIa-Pro 的 aa27 类型与其株系划分属

性一致，株系划分结果较为可信。但对于分离自番

木瓜的 BD-2、PM-H、PM-I、PS3-I 和 Meghalaya 分

离物来说，该位点分别为 Ser、Arg、Arg、Arg、Glu，而

对于分离自葫芦科作物的 E2 和 16R 分离物来说，

该位点分别为 Glu 和 Asn，与已有报道有所不同，说

明目前尚不能仅依赖于该位点的氨基酸类型对所

有 PRSV 分离物进行明确的株系划分。该位点对

PRSV 的致病性和寄主范围的具体影响及其作用机

制仍需深入探讨，PRSV 侵染性克隆的获得为开展

该方面的研究提供了有力工具。

参考文献

[1] BATESON M F，HENDERSON J，CHALEEPROM W，et al．Pa-

paya ringspot potyvirus: Isolate variability and the origin of

PRSV type P（Australia）[J]．The Journal of General Virology，

1994，75（12）：3547-3553．

[2] REZENDE J A M．Cyclanthera pedata var. edulis：New host of

papaya ringspot virus-type W in Brazil[J]．Plant Disease，2000，

84（10）：1155．

[3] POURRAHIM R，FARZADFAR S，GOLNARAGHI A R，et al．

First report of papaya ringspot virus on papaya in Iran[J]．Plant

Disease，2003，87（9）：1148．

[4] LU Y W，SHEN W T，ZHOU P，et al．Complete genomic

sequence of a papaya ringspot virus isolate from Hainan Island，

China[J]．Archives of Virology，2008，153（5）：991-993．

[5] PARAMESWARI B，MANGRAUTHIA S K，PRAVEEN S，et al．

Complete genome sequence of an isolate of papaya ringspot

virus from India[J]．Archives of Virology，2007，152（4）：

843-845．
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