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番木瓜环斑病毒西瓜株系弱毒突变体的筛选与应用

黄显德 王 玉 闫志勇 耿 超 田延平 李向东*

（山东农业大学植物保护学院，植物病毒研究室，泰安 271018）

摘要：为防治番木瓜环斑病毒（Papaya ringspot virus，PRSV）在我国葫芦科作物上引起的病毒病

害，以PRSV西瓜株系山东分离物（PRSV-SD）侵染性 cDNA克隆为基础，采用定点突变方法将辅助

成分-蛋白酶保守氨基酸137位和346位的天冬酰胺（N）和417位的缬氨酸（V）突变为丙氨酸（A），

应用农杆菌浸润法接种西葫芦叶片并分析突变对PRSV-SD致病力的影响，筛选弱毒突变体，进而

评价其交叉保护效果。结果表明，与野生型 PRSV-SD 相比，获得的 3 个突变体 N137A、N346A 和

V417A，接种后在西葫芦植株上的症状明显减轻，衣壳蛋白在叶片中的积累水平分别为野生型

PRSV-SD的24.0%、13.0%和4.0%，均为弱毒突变体。当保护间隔期为10 d时，弱毒突变体N137A

具有完全的交叉保护效果，N346A可延迟发病15 d，而V417A无交叉保护效果。当间隔保护期为

15 d时，弱毒突变体N137A和N346A的保护效率分别为100.0%和26.7%，而V417A无交叉保护效果。
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Abstract: To control the diseases caused by Papaya ringspot virus (PRSV) in cucurbit crops, the aspar-

agine (N) at positions 137 and 346 and valine (V) at position 417 of the helper component-protease

(HC-Pro) of a PRSV isolate of watermelon strain from Shandong Province (PRSV-SD) were mutated to

alanine (A) in an infectious cDNA clone via site-directed mutagenesis. The virulence of the resultant

mutants on Cucurbita pepo plants were analyzed by agroinfiltration, and the cross protection efficiency

of attenuated mutants were evaluated. The results indicated that, compared with those of the wild type

PRSV-SD, the symptoms of mutants N137A, N346A and V417A on C. pepo plants were significantly at-

tenuated, and their accumulative levels were significantly reduced to 24.0％ , 13.0％ and 4.0％ of the

wild type virus, indicating that all of them were attenuated mutants of PRSV-SD. When the protective

interval was ten days, the attenuated mutant N137A provided complete cross protection effect, and

N346A delayed the appearance of viral symptom by 15 days, while V417A showed no cross-protective

effect. When the protective interval was 15 days, the protective efficiencies of attenuated mutants

N137A and N346A on C. pepo plants were 100.0％ and 26.7％ , respectively, while V417A had no

cross-protective effect.
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番木瓜环斑病毒（Papaya ringspot virus，PRSV）

属于马铃薯Y病毒属，可通过蚜虫以非持久性方式

传播，根据寄主范围不同可分为番木瓜（papaya，P）

株系和西瓜（watermelon，W）株系，其中PRSV-W株

系只侵染葫芦科作物（Tripathi et al.，2008），引起植

株矮化、叶片褪绿和畸形等症状。PRSV于 20世纪

40年代末在美国首次被报道（Holmes et al.，1948），

目前在巴西、印度、波兰、苏丹等国均有发生（Mantri

et al.，2005；Jadão et al.，2010；Shen et al.，2015），给当

地葫芦科作物生产造成严重损失。PRSV自1964年

在我国华南地区开始流行后（任佩喻和范怀忠，

1964），目前已在广西、山东、四川等省区的罗汉果、

西葫芦、苦瓜等作物上检测到PRSV（Liao et al.，2005；

Zhu et al.，2016；Cheng et al.，2017）。

交叉保护是指当寄主植物受到病毒弱毒株侵染

之后，能够免受强毒株侵染的现象（Zhou & Zhou，

2012）。该现象最早报道于 1929 年（McKinney，

1929），随后应用于烟草花叶病毒（Tobacco mosaic

virus，TMV）（Rast，1972；Oshima，1975）、柑橘衰退

病 毒（Citrus tristeza virus，CTV）（Müller & Costa，

1977）、辣椒轻斑驳病毒（Pepper mild mottle virus，

PMMoV）（Yoon et al.，2006）和凤果花叶病毒（Pepi-

no moaic virus，PepMV）（Chewachong et al.，2015）等

引起的病毒病防治。交叉保护在葫芦科作物上的应

用也较多，如Rezende & Pacheco（1998）利用弱毒株

PRSV-W-1 和 PRSV-W-2 防治西葫芦上的 PRSV 取

得了良好效果；You et al.（2005）发现携带台湾分离

物 PRSV W-CI 的 3'-端基因组片段的重组弱毒株

HA5-1在葫芦科作物上具有较好的防治效果；Lin et

al.（2007）通过定点突变小西葫芦黄花叶病毒（Zuc-

chini yellow mosaic virus，ZYMV）辅助成分-蛋白酶

（helper component-protease，HC-Pro）基因中的保守

基序 FRNK 及 PE 获得弱毒株 ZYMV-GAC，能够交

叉保护西葫芦免受ZYMV强毒株系危害。

目前，限制交叉保护技术推广应用的一个问题

是可用弱毒株系少。本研究拟通过定点突变技术分

析PRSV-W株系山东分离物PRSV-SD的HC-Pro中

调控病毒致病力的保守氨基酸位点，筛选出对PRSV-

W株系有良好交叉保护效果的弱毒突变体，以期为通

过交叉保护防治PRSV-W提供物质基础和理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试植物、菌株、抗血清和载体：西葫芦品种为

早青，种子购自泰安市种子公司；大肠杆菌 Esche-

richia coli 感受态细胞 DH5α和农杆菌 Agrobacteri-

um tumefaciens 感受态细胞 GV3101 由本实验室保

存；PRSV-W株系衣壳蛋白（coat protein，CP）抗血清

由本实验室制备（黄显德等，2017a）；PRSV-SD（Gen-

Bank 登录号 MF085000）全长侵染性 cDNA 克隆

pCamPRSV-W 及携带绿色荧光蛋白（green fluores-

cent protein，GFP）标签的PRSV-SD侵染性克隆均由

本实验室构建（黄显德等，2017b）。

试剂及仪器：M-MLV 反转录酶、RNA 酶抑制

剂、无RNA酶水、dNTP、LA Taq DNA聚合酶，日本

TaKaRa公司；Phusion DNA聚合酶，美国Thermo公

司；质粒小提试剂盒、TransZol，北京全式金生物技

术有限公司；限制性核酸酶 Dpn I，美国 New Eng-

land Biolabs公司；其它试剂均为国产分析纯。2720

Thermal Cycler PCR仪，美国Bio-Rad公司；DYY-8C

型电泳仪，北京市六一仪器厂；Champ Gel 5000凝胶

成像仪，北京赛智创业科技有限公司；UVP model

B100A手持式长波紫外灯，美国UVP公司。

1.2 方法

1.2.1 突变体的构建

在 NCBI 中选取 350 条马铃薯 Y 病毒属病毒

HC-Pro的氨基酸序列进行比对，发现该属病毒HC-

Pro 第 137 位（根据 PRSV 的 HC-Pro 氨基酸序列编

号）天冬酰胺（N137）、第 346 位天冬酰胺（N346）和第

417位的缬氨酸（V417）高度保守。通过定点突变技

术在PRSV-SD的侵染性克隆pCamPRSV-W（产生的

病毒称为野生型 PRSV-SD）中引入突变，使其产生

的子代病毒编码的HC-Pro中上述3个位点分别突变

为丙氨酸（A），获得相应的病毒突变体。根据Liu &

Naismith（2008）的方法设计突变引物（表1），所有引

物均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，以

自主构建的PRSV-SD全长侵染性cDNA克隆pCam-

PRSV-W为模板进行突变。

50 μL 突变PCR反应体系：10 μmol/L上下游引

物各1.0 μL、10 mmol/L dNTP 1.0 μL、5×Phusion HF

缓冲液10.0 μL、5 U/μL Phusion DNA聚合酶0.3 μL、

50 ng/μL 模板 pCamPRSV-W 0.3 μL，加 ddH2O 至

50 μL。突变 PCR反应程序：98℃预变性 30 s；98℃

变性10 s，非重叠序列熔解温度（melting temperature，

Tm）+3℃下退火 20 s，72℃延伸 9 min，15 个循环；

98℃变性10 s，重叠序列Tm+3℃下退火20 s，72℃延

伸30 min，4℃保存。反应结束后，取PCR产物10 μL

进行 1％琼脂糖凝胶电泳，检测其大小是否正确。
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在PCR管中加入1 μL Dpn I，混匀后于37℃沙浴4 h

消解模板 DNA，然后加入 2.5 倍体积的无水乙醇

100 μL、3 mol/L的NaAc（pH 8.0）5 μL，混匀后过夜

沉淀。于 4℃下以 10 000 g 离心 10 min，弃去上清

液，用 75％乙醇洗涤后干燥沉淀，再加入 10 μL

ddH2O溶解。然后将突变产物转化大肠杆菌感受态

细胞DH5α，挑取单菌落进行摇菌，参照质粒小提试

剂盒说明书提取质粒后送博尚生物技术（上海）有限

公司进行检测，确认突变是否成功。

表1 本研究中PRSV-SD的HC-Pro突变所用引物

Table 1 Primers used for mutating HC-Pro of PRSV-SD in this study

引物
Primer

PRSV-HC-N137A-F

PRSV-HC-N137A-R

PRSV-HC-N346A-F

PRSV-HC-N346A-R

PRSV-HC-V417A-F

PRSV-HC-V417A-R

核苷酸序列（5 ′-3 ′）
Nucleotide sequence（5 ′-3 ′）

GCCATCGCTAATACGCTTATCAAAGGTTCATTAGCAACT

CGTATTAGCGATGGCTGTCATGTGCGTCCAAG

TTACATGGCCATTTTCCTTGCGATGCTCATAAACAT

GAAAATGGCCATGTAACAGTAGCCCTTCTTAGCTATGTAC

TGCACGCGATTGATTCATTTGGATCTGTAGACTCTG

CAATCGCGTGCATTGTTTTCTGTCGGTGATC

重叠序列Tm

Tm for
overlapping

sequence（℃）

51.9

51.0

50.8

非重叠序列Tm

Tm for non-
overlapping

sequence（℃）

58.5

59.2

59.3

58.3

59.2

57.6

Tm：熔解温度。下划线所示为引物之间的重叠序列。Tm：Melting temperature. Primer-primer overlapping sequences are un-

derlined.

1.2.2 突变体接种症状观察及CP积累水平测定

将1.2.1中成功构建的3个突变体以及侵染性克

隆 pCamPRSV-W通过液氮冻融法转化农杆菌感受

态细胞 GV3101，农杆菌菌液经诱导后调整 OD600 nm

值为0.5~0.6，28℃静置3 h，备用。用1 mL无针头的

医用注射器吸取制备好的菌液浸润西葫芦植株的子

叶。接种植株放在温度为 25±2℃、相对湿度为

80％、光照条件为16 h光照/8 h黑暗的温室中培养。

接种后第15天，观察接种突变体和野生型PRSV-SD

的西葫芦植株症状；同时采集植株最上部展开叶，分

别称取0.3~0.5 g，加液氮研磨成粉状，按体积比 1∶2

加入蛋白提取液，振荡混匀，于 4℃下以 10 000 g离

心15 min，取上清液，按体积比1∶1加入2×SDS上样

缓冲液，沸煮 5 min，-20℃冷却 5 min，利用Western

blot法检测病毒CP的积累水平。

接种后30 d采集西葫芦植株最上部展开叶，利

用TransZol提取植物总RNA进行反转录获得cDNA。

反转录反应体系及程序为：100 ng/μL RNA 5 μL、

25 μmol/L随机引物 1 μL，混匀后 70℃孵育 10 min，

迅速放置冰上1 min；加入以下反转录混合物：5×M-

MLV反转录酶缓冲液 2 μL、10 mmol/L dNTP 1 μL、

40 U/μL RNA 酶抑制剂 0.25 μL、200 U/μL M-MLV

反转录酶 0.5 μL、不含 RNA 酶水 6.25 μL，混匀后

30℃反应 10 min，42℃延伸 1 h，70℃钝化反转录酶

15 min，4℃保存。以cDNA为模板、PRSV-HC-F（5 ′ -

AATGACGTCGCTGAAAAAT- 3 ′）及 PRSV- HC-R

（5 ′ -GCCAACAATGTAGTGCTTCA-3 ′）为检测引

物进行PCR扩增，引物合成公司同 1.2.1。25 μL反

应体系：10 μmol/L上下游引物各0.5 μL、2.5 mmol/L

dNTP 1 μL、10×LA PCR 缓冲液 2.5 μL、5 U/μL LA

Taq DNA聚合酶0.2 μL、cDNA 1 μL、ddH2O 19.3 μL。

扩增程序：94℃预变性5 min；94℃变性30 s，55℃退火

30 s，72℃延伸85 s，25个循环；72℃最终延伸10 min，

4℃保存。PCR产物在1％琼脂糖凝胶中电泳分离，

切取目的DNA条带测序检测突变体是否发生回复

突变。

1.2.3 弱毒突变体交叉保护效果的测定

首先通过农杆菌浸润法将 1.2.2制备的弱毒突

变体菌液接种到西葫芦植株的子叶上，经过5、10和

15 d保护间隔期后，通过汁液摩擦法将携带GFP标

签的野生型PRSV-SD菌液接种至西葫芦植株的最

上部展开叶进行挑战。以单独接种携带 GFP 的野

生型PRSV-SD菌液作为阳性对照，接种农杆菌菌液

作为阴性对照。植株接种后在温度为25±1℃、相对

湿度为 80％、光照条件为 16 h光照/8 h黑暗的温室

进行常规培养。挑战接种后每天观察西葫芦植株系

统叶片的症状及在紫外灯下的绿色荧光强度，记录

发病情况，对保护效果好的处理一直观察到 60 d。

同时计算保护效率，保护效率=（对照病株率-处理

病株率）/对照病株率×100％。挑战接种后 15 d 和

30 d采集植株最上部展开叶提取蛋白，通过Western

blot法检测病毒CP积累水平，方法同1.2.2。
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2 结果与分析

2.1 突变位点的选择和突变体命名

从所有序列保守氨基酸中选择 PRSV-SD HC-

Pro第137位天冬酰胺（N137）、346位天冬酰胺（N346）、

417位缬氨酸（V417）突变为丙氨酸，获得相应的病毒

突变体，并命名为N137A、N346A和V417A。

2.2 HC-Pro突变对PRSV-SD致病力的影响

接种15 d后，接种野生型PRSV-SD的西葫芦植

株叶片表现出明显的褪绿和脉明等症状，而接种突

变体N137A和V417A的西葫芦植株叶片与健康植

株叶片无明显差别，接种突变体N346A的西葫芦植

株叶片仅表现轻微脉明症状（图1-A），说明3个突变

体N137A、N346A和V417A的致病力显著下降。

提取接种的西葫芦植株叶片总蛋白，Western

blot检测结果显示，突变体的CP在西葫芦植株最上

部展开叶中的积累水平分别为野生型PRSV-SD的

24.0％、13.0％和 4.0％（图 1-B），表明 HC-Pro 中第

137位、第346位和第417位氨基酸的突变不仅减轻

了 PRSV-SD的致病力，还降低了病毒CP在寄主中

的积累水平，为弱毒突变体。接种后30 d的测序结

果表明，3 个突变体均没有发生回复突变，说明这

3个突变体非常稳定。

图1 突变体和野生型PRSV-SD接种西葫芦植株后第15天的症状（A）及衣壳蛋白积累量（B）

Fig. 1 Symptoms（A）and CP accumulative levels（B）of wild-type and mutant PRSV-SD on Cucurbita pepo plants

at 15 days post agro-infiltration

2.3 弱毒突变体的交叉保护效果

保护接种 5 d 后，用携带 GFP 标签的野生型

PRSV-SD接种。挑战接种15 d后，预先接种弱毒突

变体的西葫芦植株和只摩擦接种携带 GFP 的野生

型 PRSV-SD的植株系统叶片均表现轻微褪绿和脉

明症状，在紫外灯下观察到绿色荧光布满整个叶片

（图 2）。表明在保护间隔期为 5 d 时，弱毒突变体

N137A、N346A和V417A对西葫芦植株没有保护效果。

图2 保护间隔期为5 d时弱毒突变体在西葫芦植株上的交叉保护效果

Fig. 2 Cross-protective effects of attenuated mutants against the GFP-tagged wild-type PRSV-SD on Cucurbita pepo plants

with a protective interval of five days
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当保护间隔期为10 d时，挑战接种15 d后，预先

接种弱毒突变体V417A的西葫芦植株系统叶片表

现脉明症状，与只接种野生型PRSV-SD的植株系统

叶片症状一致，紫外灯下可看到明显的绿色荧光；预

先接种弱毒突变体N137A和N346A的西葫芦植株

系统叶片无明显症状，在紫外灯下观察到预先接种

N346A的西葫芦植株系统叶片有微弱绿色荧光，预

先接种N137A的西葫芦植株系统叶片无绿色荧光

（图 3-A）。挑战接种 30 d后，预先接种弱毒突变体

N137A的西葫芦植株系统叶片与健康对照仍无明显

差别，紫外灯下看不到绿色荧光；预先接种 N346A

的西葫芦植株系统叶片有明显的脉明、泡斑症状，紫

外灯下可看到明显的绿色荧光；预先接种V417A的

西葫芦植株系统叶片症状与单独接种野生型PRSV-

SD的植株系统叶片症状相似，均出现明显的褪绿、

泡斑和畸形等症状，且二者均在紫外灯下可观察到

绿色荧光（图3-B）。

图3 保护间隔期为10 d时弱毒突变体在西葫芦植株上的交叉保护效果

Fig. 3 Cross-protective effects of attenuated mutants against the GFP-tagged wild-type PRSV-SD on Cucurbita pepo plants

when protective interval was ten days

A~B：分别为挑战接种第15天和30天西葫芦植株系统叶片的症状；C~D：分别为挑战接种第15天和30天系统叶片中的

病毒CP积累量。A-B：Symptoms developed on the systemic leaves of Cucurbita pepo plants at 15 days and 30 days after the chal-

lenge inoculation，respectively；C-D：CP accumulative levels of virus in the systemic leaves as determined by Western blotting at

15 days and 30 days after the challenge inoculation，respectively.
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Western blot 检测结果显示，挑战接种 30 d 后，

预先接种N137A的西葫芦植株系统叶片中病毒CP

积累量最低，预先接种N346A和V417A的西葫芦植

株系统叶片中病毒 CP 积累量与单独接种野生型

PRSV-SD的植株系统叶片相似（图3-C）。表明弱毒

突变体N137A在挑战接种 30 d后仍然具有完全的

交叉保护效果，接种弱毒突变体N346A能够推迟发

病15 d，而弱毒突变体V417A无交叉保护效果。

当保护间隔期为15 d时，挑战接种15 d后调查

发现弱毒突变体 N137A 的保护效率为 100.0％，

N346A的保护效率为 26.7％，V417A的保护效率为

0。这进一步说明弱毒突变体N137A对西葫芦植株

具有完全的交叉保护效果，N346A表现不完全的交

叉保护效果，而V417A无交叉保护效果。进一步对

产生交叉保护的植株进行跟踪观察，发现弱毒突变

体N137A保护植株的抗性可以持续60 d以上，表明

弱毒突变体N137A的交叉保护效果非常稳定。

3 讨论

关于HC-Pro氨基酸突变影响马铃薯Y病毒属

病毒致病力的研究较多。马铃薯Y病毒（Potato vi-

rus Y，PVY）坏死株系 HC-Pro 的 C 末端第 400 位赖

氨酸（K400）与谷氨酸（E419）2个氨基酸突变为精氨酸

和天冬氨酸后，该株系失去了引起烟草叶脉坏死的

能力（Tribodet et al.，2005）；ZYMV 的 HC-Pro 的第

180位精氨酸（R180）及第 396位谷氨酸（E396）分别突

变为异亮氨酸和天冬酰胺后，致病力显著下降（Lin

et al.，2007）；烟草脉带花叶病毒（Tobacco vein band-

ing mosaic virus，TVBMV）的 HC-Pro 的第 180 位精

氨酸（R180）和天冬氨酸（D198）分别突变为异亮氨酸和

赖氨酸后，病毒的积累量和致病力明显降低（Gao et

al.，2012）。本研究证明 PRSV 的 HC-Pro 保守氨基

酸N137、N346和V417突变为丙氨酸后，突变体病毒引起

的症状明显减轻，CP积累水平显著下降，且这 3个

氨基酸位点是新发现的马铃薯Y病毒属病毒的致病

力决定簇。

获得弱毒突变体主要有 4种方法：一是田间寻

找自然发病比较轻的植株，鉴定是否为弱毒株侵染，

如小西葫芦黄花叶病毒弱毒株 ZYMV WK 就是通

过这种方法发现的（Lecoq et al.，1991）。二是化学

或物理诱变，如利用亚硝酸诱导强毒株PRSV-HA得

到弱毒株HA5-1（Yeh & Gonsalves，1984）。三是将

感病植株在特定高温下处理，筛选得到弱毒疫苗

（Oshima，1975）。四是利用定点突变技术在病毒侵

染性克隆上引入突变，然后根据症状筛选弱毒突变

体，如上述 PVY、ZYMV 和 TVBMV 弱毒突变体的

筛选；利用该方法能够在短时间内获得弱毒突变

体。因此，本研究以PRSV-SD侵染性 cDNA克隆为

基础，利用反向遗传学技术，通过定点突变获得了3个

稳定的PRSV-W弱毒突变体，筛选出弱毒突变体用

于交叉保护。

本研究结果证明在保护间隔期为10 d以上时，

接种弱毒突变体N137A可以保护西葫芦植株免受

野生型病毒的侵染，保护效率为100.0％。影响交叉

保护效果的因素有很多，如株系专化性及保护间隔

期等。肖火根和范怀忠（1994）发现弱毒株系PRSV

HA5-1对夏威夷PRSV株系的保护效果高于中国台

湾株系，对中国华南地区PRSV株系的保护效果较

差，对泰国和墨西哥株系无保护效果。本研究中的

弱毒突变体是以侵染山东省西葫芦作物的 PRSV

cDNA侵染性克隆为模板通过定点突变所得，对当

地葫芦科作物上的番木瓜环斑病毒病不存在株系专

化性问题。目前，关于交叉保护的机制尚无一致的

结论。有研究表明只有当弱毒突变体达到一定的积

累阈值时，植物才能够开始进行防御反应，产生交叉

保护效果，防止强毒株病毒的侵染（Lin et al.，

2007）。在本研究中，当保护间隔期为5 d时，3个弱

毒突变体均没有交叉保护效果，可能是突变体没有

积累到需要的浓度；保护间隔期为10 d及15 d时，在

西葫芦中积累浓度最高的弱毒突变体N137A对植

株具有完全的交叉保护效果，而且后期的跟踪观察

试验结果显示，其保护植株的抗性可以持续60 d以

上，表明弱毒突变体N137A的交叉保护效果非常稳

定；而浓度最低的V417A没有保护效果，可能是由

于其在寄主体内的积累水平太低，达不到诱发交叉

保护所需阈值，尚待进一步研究验证。
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