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摘 要：对长沙地区 160份南瓜疑似病毒病样品进行小西葫芦黄花叶病毒(Zucchini yellow mosaic virus，ZYMV)

检测，检出率达 46.9%。为进一步明确长沙地区 ZYMV分离物的分类地位和分子进化特征，克隆获得了 1个长沙

地区 ZYMV 外壳蛋白基因，与 GenBank 已报道的 ZYMV 外壳蛋白基因比对，并进行基因重组、系统发生、遗

传差异、选择压力、种群结构和基因漂流分析。结果显示：长沙地区 ZYMV 外壳蛋白基因没有发生明显的重组，

突变与负选择作用是其进化的主要驱动力，种群结构相对稳定，但正处于扩张的趋势中；ZYMV不同分离物外壳

蛋白基因形成 3个有明显地理相关性的美洲、欧洲和亚洲种群，美洲和欧洲种群与亚洲种群之间基因交流不频繁，

可能受到遗传漂变的影响，而欧洲种群与亚洲种群之间基因交流较频繁。 
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Abstract: Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) was detected in 160 suspected pumpkin virus samples in Changsha area, 
and the detection rate was 46.9%. To further clarify the classification and molecular evolution of ZYMV Changsha 
isolates, the coat protein gene was cloned and compared with the ZYMV coat protein gene reported in GenBank. And 
these sequences were analyzed for genetic recombination, phylogenetic, genetic differences, selection pressure, 
population structure and gene drift analysis. The results showed that no significant recombination of ZYMV coat protein 
gene was found. Mutation and negative selection are the main driving forces of its evolution, the population structure is 
relatively stable but is in the trend of expansion. The different isolates of ZYMV coat protein gene form 3 geographically 
relevant populations: America population, Europe population and Asia population. There is no frequent gene exchange 
between America and Europe and Asia, and each group may be affected by genetic drift, and gene exchange between 
Europe and Asia is more frequent. 
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小西葫芦黄花叶病毒属于马铃薯 Y 病毒科

(Potyvirudae)马铃薯 Y 病毒属(Potyvirus)，该病毒

1981年由 LISA[1]和 LECOQ[2]分别在意大利和法国

的小西葫芦上首次发现并报道，后在美国[3]、欧洲[4]、

中东[5]和中国台湾[6]迅速蔓延。1991 年，郑光宇等[7]

首次报道在中国新疆发现小西葫芦黄花叶病毒。小

西葫芦黄花叶病毒现已成为侵染葫芦科植物的主

要病毒之一。ZYMV侵染的寄主主要有葫芦科、豆

科、藜科、苋科植物。近年 ZYMV 的发生有加重

的趋势，湖南省葫芦科种植区是该病毒侵染发病的

重灾区。 

ZYMV病毒粒体为弯曲线状，是一种(+)ssRNA

病毒，基因组全长约 9.6 kb，编码 1个多聚蛋白，

通过其内部 3 种病毒蛋白酶加工形成 10 个功能蛋

白[8]。ZYMV 病毒的检测方法[9–10]、发生起源与传

播[11–12]、基因组序列[13]已有较多研究。ZYMV基因

组 ORF 编码的最后 1 个蛋白是由 837 个核苷酸编

码的外壳蛋白(coat protein, CP)，CP包裹病毒 RNA

形成弯曲线状病毒粒子[1]，CP亚基在没有病毒RNA

的情况下可以通过聚集形成类似的结构。 

CHEN 等[14]将 ZYMV 的 CP 基因的氨基酸核

心区和 C端序列分成 5个种群；GU等[15]将所有的

ZYMV分成 5个或者 6个种群，个别中国分离物单

独 1个群组；LIN等[16]以相对保守的 CP基因核苷

酸序列进行分类，将 11个不同来源的 ZYMV分成

4个种群；BANANEJ[17]将 ZYMV分离物分成 2个

种群(A和 B)，种群 A在全球都有分布，种群 B主

要来源于中国；赵芹等[18]对广东地区冬瓜的 ZYMV

进行检测，克隆 CP 基因，并进行同源性比对和系

统发育分析，将 ZYMV 病毒划分为 7 个基因型，

广东分离物均属于同一基因型Ⅰ，包含 3 个株系， 

16 个分离物分成 3组，无明显地域选择性。 

笔者对湖南长沙地区疑似感染病毒病的南瓜

进行 ZYMV 检测，病毒检出率高，可能已成为长

沙地区南瓜的主要病毒病之一，克隆了其中 1 个

ZYMV 长沙分离物 CP基因，与其他分离物 CP基

因进行比对和进化分析，发现 ZYMV 长沙分离物

与韩国分离物(登录号 AB369279)亲缘关系最近；

ZYMV CP基因区域没有发现明显重组，比较保守；

突变和负选择作用是其进化的主要驱动力，欧亚种

群间基因交流较频繁。现将结果报道如下。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

2016年 9月，在长沙地区随机采集具有叶片花

叶、畸形、皱缩、扭曲、斑驳的典型病毒病症状的

南瓜样品 160份，保存于–80 ℃冰箱。 

1.2 方法 

1.2.1 样品总 RNA 提取及 cDNA 合成 

称量 0.5 g 南瓜样品置于预冷好的研钵，加入

适量液氮充分研磨至粉末，采用 easyPure Plant RNA 

Kit试剂盒提取南瓜总 RNA，再使用 TransScriptTM 

One–Step gDNA Removal and cDNA Synthesis Supe

试剂盒合成 cDNA，–20 ℃保存。 

1.2.2 南瓜样品 ZYMV 的鉴定 

参考 GenBank上登录的 ZYMV CP基因序列，

使用 Premier 5.0 设计特异性检测引物(上游引物

5'–TCAGGCACTCAGCCAACTGCG–3'；下游引物：

5'–TTACTGCATTGTTGTTCACACCTAAC–3')，对

南瓜样品进行 ZYMV检测，阳性 PCR产物送湖南

擎科生物技术有限公司测序，测序结果经 NCBI比

对鉴定。 

1.2.3 南瓜 ZYMV 长沙分离物 CP 基因的克隆 

参考 KT598222基因全序列，使用 Premier 5.0

设计 2对引物(表 1)，由湖南擎科生物技术有限公司

合成引物。对 PCR产物作纯化处理后，与 T1载体

连接，转入 Trans5α感受态细胞，于 50 μg/mL Amp+

的平板过夜培养，筛选阳性克隆并提取质粒，将质

粒 DNA 送湖南擎科生物技术有限公司测序，测序

结果经 NCBI比对鉴定。最后使用 DNAstar软件对

上述 2段序列作序列拼接。 
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表 1 克隆 ZYMV CP 基因所用的引物序列 
Table 1 Primers for cloning coat protein gene of ZYMV 

扩增片段 引物名称 引物序列(5'–3') 引物位置 片段长度/bp 

P1 P1–F ACCTACAAGCCCTTCACC 8476~8493 501 

 P1–R CGTCCATCATAACCCACA 8976~8959  

P2 P2–F TAAGGATGTGAATGCTGGTT 8663~8682 867 

 P2–R CTTCCGACAGGACTACGC 9529~9512  
 

1.2.4 ZYMV CP 基因 DNA 序列数据处理 

从GenBank下载所有已报道的 ZYMV CP的全

基因核酸序列(截至 2017年 2月 18日，共 46条 CP

基因，表 2)，并且将测序所得 ZYMV的 CP基因组

序列进行 BLAST 检索，选取与其具有最近的亲缘

关系物种Watermelon mosaic virus分离物作为外群。

利用BioEdit[19]对下载序列和克隆的CP基因序列进

行处理，将全部序列翻译之后存在的瑕疵修正并删

除终止密码子。将整理后的数据用 ClustralX2[20]比

对，为了保证经过序列比对后得到的核苷酸序列能

够正确地编译出氨基酸序列，使用 Trans Align[21]

软件对 ClustralX2比对后的核苷酸序列数据进行再

处理。 

表 2 涉及的 ZYMV 分离物的寄主和来源 
Table 2 ZYMV isolates involved in this study 

登录号 寄主 报道来源 登录号 寄主 报道来源 

DQ124239 Cucurbita pepo 斯洛伐克 JN192420 Cucurbita pepo 美国 

KT598222 Cucurbita maxima 阿根廷 JN192419 Cucurbita pepo 美国 

KT778297 Cucumis anguria 印度 JN192418 Cucurbita pepo 美国 

NC003224 Luffa cylindrica 中国台湾 JN192417 Cucurbita pepo 美国 

KF976713 Cucurbita pepo 斯洛伐克 JN192416 Cucurbita pepo 美国 

KF976712 Cucurbita pepo 捷克 JN192415 Cucurbita pepo 美国 

AF127929 Luffa cylindrica 中国台湾 JN192414 Cucurbita pepo 美国 

KX499498 Cucurbita pepo 西班牙 JN192413 Cucurbita pepo 美国 

KU528623 Aphis 伊朗 JN192412 Cucurbita pepo 美国 

KU198853 Cucurbita pepo 伊朗 JN192411 Cucurbita pepo 美国 

JQ716413 Cucurbita pepo 美国 JN192410 Cucurbita pepo 美国 

JN183062 Cucurbita pepo 伊朗 JN192409 Cucurbita pepo 美国 

JN192428 Cucurbita pepo 美国 JN192408 Cucurbita pepo 美国 

JN192427 Cucurbita pepo 美国 JN192407 Cucurbita pepo 美国 

JN192426 Cucurbita pepo 美国 JN192406 Cucurbita pepo 美国 

JN192425 Cucurbita pepo 美国 JN192405 Cucurbita pepo 美国 

JN192424 Cucurbita pepo 美国 AY188994 Cucurbita pepo 以色列 

JN192423 Cucurbita pepo 美国 AY279000 Cucurbita moschata 韩国 

JN192422 Cucurbita pepo 美国 AY278999 Cucurbita moschata 韩国 

JN192421 Cucurbita pepo 美国 AY278998 Cucurbita moschata 韩国 

AB369279 Cucurbita pepo 韩国 AB188116 Cucurbita pepo 日本 

EF062583 Cucurbita pepo 以色列 AB188115 Cucurbita pepo 日本 

EF062582 Cucurbita pepo 以色列 KT992083 Panax ginseng 韩国 
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1.2.5 ZYMV CP 基因的分子进化分析 

利用 RDP 4.0[22]软件包中的 RDP、Geneconv、
Bootscan、Maxchi、Chimaera、Siscan和 3Seq对上
述比对所得的序列进行重组分析，检测可能存在的

重组位点。当某分离物有 3个或 3个以上软件的检
测结果 P<1.0×10–6时，则该分离物存在可能的重组

位点，否则不存在重组位点[23]。 
采用MEGA 5.0中的 Clustral W[24]软件进行序

列比对，利用最大似然法(maximum likelihood, ML)
构建系统进化树，重复 1 000次。在 ML 法分析中，
用 jModeltest[25]软件确定数据最适合的核苷酸代替

模型，结果显示 TRN+G为最适的核苷酸替代模型；
在 ML分析中采用自举法，进行 1 000倍模拟复制
计算支长。 
运用 DnaSP 5.0[26]软件，通过计算其 Ks*、Z和

Snn[27–28]，衡量种群之间的遗传差异，如果 Ks*和 Z
统计值很小，P<0.05，则认为种群间存在遗传差异。
Snn 值接近 1，则支持种群的出现频率。通过计算
Fst和 Nm值来衡量基因交流的程度，Fst的绝对值
小于 0.33时，说明 2个种群之间存在基因交流，反
之，交流不频繁[29–30]。若 Nm<1，则说明在种群间
很容易发生基因漂变，是群体发生遗传差异的主要

原因；若 Nm>1，则说明种群间存在可以发生基因
交流的渠道或者地缘关系较近。 
应用MEGA5.2，将 ZYMV分离物按照地理来

源分组，采用 Pamilo–Bianchi–Li method 法计算密
码子的选择压力(非同义突变和同义突变的比值
dN/dS)[31]。若 dN/dS=1，说明该组分离物存在中性
选择；若 dN/dS<1，说明该组分离物存在负选择或
净化；若 dN/dS>1，说明该组分离物存在正向选择
或多样化选择。 

利用 DnaSP 5.0 软件，对 ZYMVCP 序列 837
个位点进行突变位点和保守区域分析。 

DnaSP 5.0 软件能计算不同种群分离物的核苷
酸多样性与单体型多样性，基于 Tajima’s D值、Fu 
& Li’s D 值和 Fu & Li’s F值进行中性检验分析。
Tajima’s D值和 Fu & Li’s D值和 Fu & Li’s F均为负
值，说明该种群多样性较低，种群呈扩张趋势；相

反，种群稳定选择，种群数量正在减少[32–33]。 

2 结果与分析 

2.1 南瓜样品中 ZYMV 的检测结果 

对采自长沙地区的 160份南瓜病毒病疑似样品
进行 RT–PCR 检测，发现 ZYMV 的检出率为

40.0%~54.1%(表 1)，平均检出率达 46.9%。 

表 2 长沙地区南瓜样品 ZYMV 的检出率 
Table 2 Positive rate of ZYMV in pumpkin samples collected in 

Changsha 

采集地 采集数量 阳性数 检出率/%

长沙高桥镇 37 20 54.1 

长沙春华镇 38 17 44.7 

宁乡喻家坳乡 20  8 40.0 

湖南省农科院 42 19 45.2 

浏阳南桥镇 23 11 47.8 
 

2.2 ZYMV CP 基因分子进化分析 

对数据处理后的 ZYMV CP基因序列进行重组
分析，结果发现，分离物的 P值都大于 1.0×10–6，

没有发现明显的重组位点。为了进一步确认这一结

果，运用 SimPlot 再次检测，仍未发现明显的重组
位点，因而确认在 ZYMV 分离物不存在重组体或
者不明显。 
对数据处理后的 ZYMV CP 基因序列进行分

子发育分析，ZYMV不同分离物形成 3个种群，分
别为美洲、欧洲和亚洲种群，不同组间的分离物地

理特征明显，如图 1所示。 
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水平分支的长度参照 0.1的标尺按比例绘制; 以西瓜花叶病毒分离物(登录号 KT992083)作为外群。 

图 1 ZYMV CP 基因序列系统发育树 
Fig.1 Phylogenetic tree constructed based on the CP gene sequences of ZYMV  
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利用 Ks*、Z和 Snn对 ZYMV CP序列的美洲、
欧洲和亚洲种群间的遗传变异进行分析，结果表

明，Ks*和 Z统计值都比较小，P<0.001(表 3)，美洲
和欧洲、美洲和亚洲种群间的遗传变异十分明显。

欧洲和亚洲ZYMV种群间的Fst＜0.33，表明ZYMV

在近距离种群间基因交流的频率较高。美洲和欧

洲、美洲和亚洲 ZYMV 种群间的 Nm＜1，表明种
群可能受到遗传漂变影响，欧洲和亚洲 ZYMV 种
群间的 Nm＞1，表明种群间存在可以发生基因交流
的渠道。 

表 3 ZYMV 的基因流动和遗传差异 
Table 3 Gene flow and genetic differentiation of ZYMV 

种群及序列数 Ks* (P值) Z (P值) Snn(P值) Fst Nm

 美洲(26)与亚洲(12) 1.301 48(0.000 0***) 268.329 80(0.000 0***) 1.000 00(0.000 0***) 0.468 60 0.28

美洲(26)与欧洲(8) 0.872 35(0.000 0***) 218.037 36(0.000 0***) 0.941 18(0.000 0***) 0.523 61 0.23

亚洲(12)与欧洲(8) 3.574 35(0.031 0*) 93.250 54(0.241 0ns) 0.850 00(0.003 0**) 0.061 91 3.79

*，0.01<P<0.05；**，0.001<P<0.01；***，P<0.001。  
选择压力分析结果显示，ZYMV所有分离物的

dN/dS均远小于 1(表 4)，突变为非同义突变，表明
ZVMY不同种群都处于较强的负选择压力下。 

表 4 ZYMV 的选择压力 
Table 4 Selection pressure analysis of ZYMV 

种群 序列数 dN dS dN/dS 

美洲 26 0.000 63±0.000 26 0.009 63 ±0.001 87 0.065 42

欧洲  8 0.022 16±0.003 89 0.130 09±0.017 00 0.170 34

亚洲 12 0.025 18±0.004 12 0.260 36±0.025 23 0.085 11

全部 46 0.013 57±0.002 03 0.150 85±0.014 97 0.089 96
 
种群结构分析发现，不同的 ZYMV 分离物种

群的核苷酸序列多样性和单体型多样性存在差异，

其中亚洲种群的核苷酸序列多样性值差异最大，欧

洲种群单体型多样性差异最大(表 5)。 

表 5 ZYMV 的核苷酸和单体型多样性 
Table 5 Nucleotide and haplotype diversity of ZYMV 

种群 序列数 核苷酸多样性 单体型多样性 

美洲 26 0.003 34±0.131 86 0.077±0.070 

欧洲 8 0.049 39±0.055 92 0.964±0.077 

亚洲 12 0.075 31±0.086 17 0.955±0.047 

全部 46 0.059 01±0.131 86 0.719±0.074 
 
突变位点分析发现，有可变位点 245个，单突

变位点 102个，其中 2个变异型位点 93个，3个变
异型位点 9个；简约信息位点 143个，其中 2个变
异型位点 119个，3个变异型位点 22个，4个变异
型位点 2个。 
保守区域分析发现，ZYMV 编码区的保守性

(sequence conservation)达到 0.61，仅有欧洲种群基
因编码的氨基酸保守值(conservation threshold)高于
0.85(表 6)，由此可见，ZYMV基因编码区突变率较
低，比较保守。 

表 6 ZYMV 基因编码区的保守区域 
Fig.6 Conservation regions of the coding regions of ZYMV 

种群 起始位点 保守性 一致性 P值 

美洲 327~837 0.624 0.998 0.000 0 

欧洲 327~837 0.869 0.966 0.000 0 

亚洲 327~837 0.624 0.941 0.000 0 

全部 327~837 0.624 0.955 0.000 0 
 
中性检测分析发现，ZYMV不同种群的中性检

测统计值均为负值(表 7)，说明 ZYMV处于扩张趋
势，种群多态性较低。总体而言，在独特的地理分

组中进行 3个中性平衡模型偏差分析，连同其高单
体型多样性及低核苷酸多样性，提示 ZYMV 种群
在扩张。 

表 7 ZYMV 的中性检测 
Table 7 Neutrality tests of ZYMV 

种群 序列数 Fu & Li’s D Fu & Li’s F Tajima’s D

美洲 26 –4.622 30 –4.696 95 –2.649 06

欧洲  8 –0.693 62 –0.759 65 –0.636 28

亚洲 12 –0.425 64 –0.536 05 –0.592 53

全部 46 –3.806 97 –3.753 63 –2.027 62
 

3 结论与讨论 

对长沙地区病毒病南瓜样品进行 ZYMV检测，
克隆其中 1 个分离物的 CP 基因全序列，对 CP 序
列进行了重组、系统发育、遗传变异、基因交流和

种群结构分析。结果表明，长沙地区 ZYMV 分离
物没有明显的重组体，所有的分离物大致可以分为

3 个种群：美洲、欧洲和亚洲种群，种群之间有明
显的地理相关性。美洲与欧洲和亚洲种群地理距离

远，种群可能受到遗传漂变的影响，遗传变异十分
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显著，但基因交流不频繁。而欧洲与亚洲种群相邻，

种群之间遗传变异不显著，但基因交流频繁。亚洲

ZYMV 种群的核苷酸序列多样性相比其他种群差
异大，欧洲种群相对其他种群的单体型多样性差异

较大。3 个种群都处于较强的负选择压力下，并且
处于扩张趋势中，负选择作用是驱使 ZYMV 进化
的主要作用之一。 
在植物 RNA 病毒病中，导致遗传多样性的主

要因素是基因重组 [34]，如马铃薯  Y 病毒科
Potyviridae中重组发生特别频繁，对塑造 PVY种群
遗传结构产生重要影响[35]。本研究针对 ZYMV CP
全序列进行重组分析，没有发现明显的重组现象，

可能是因为序列的区域(长度)有限，导致了重组体
的遗漏。 
系统发育分析发现，ZYMV CP序列形成 3个

相对独立的种群，种群间具有一定的地理特异性。

美洲种群来源于美国和阿根廷，欧洲种群来源于西

班牙和中东地区，但也有个别的亚洲分离物，表明

ZYMV种群在欧洲与亚洲之间交流可能比较频繁。 
病毒在寄主体内是以“突变云”或者“准种”形式

存在的，突变是驱动 ZYMV 进化的主要作用力之
一。选择压力分析表明，ZYMV不同群组的 dN/dS
值都远小于 1，大部分植物病毒处于强的负选择压
力下，说明 ZYMV 进化受到强的负选择压力的驱
动，自然选择是其进化的主要驱动力。变异分析发

现 ZYMV 的种群遗传结构相对稳定，基因组序列
变异较小，比较保守。 

综上，突变、负选择作用以及遗传漂变是驱动

ZYMV 进化的主要作用力，而基因重组在 ZYMV
的进化中驱动作用不明显；ZYMV不同分离物形成
3 个种群，但尚不能明确其起源；中性检测以及核
苷酸和单体型多样性分析，共同表明 ZYMV 处于
种群扩张的趋势中。 
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