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摘 要:2022年春江苏省南京和淮安两地部分田块小麦出现叶片褪绿黄化、植株矮化的疑似病毒病症

状,为明确小麦感染病毒的种类,对其进行了病原分子鉴定和系统进化分析。结果显示,使用黄症病毒通用引

物Lu-1/Lu-4检测时,两地样本有较高比例的(53.6%和86.7%)大麦黄矮病毒PAV(barleyyellowdwarfvi-

rus-PAV,BYDV-PAV)感染。使用通用引物Leu-F/Leu-R检测,在部分样品中扩增到约624bp目的条带,经

测序分析,4份南京样品的扩增产物与小麦黄矮病毒(wheatyellowdwarfvirus,WYDV)同源性最高(97.78%),4
份淮安样品与黍扭曲花叶病毒(panicumdistortionmosaicvirus,PDMV)同源性最高(97.60%)。为进一步确

认病毒种类,针对两种病毒外壳蛋白(CP)设计特异性引物进行RT-PCR检测,阳性样本均能扩增到目的条

带,对其克隆测序后发现,南京分离物CP基因序列全长612bp,与 WYDV河南分离物(OK216142)同源性高

达98.69%,淮安分离物CP基因全长615bp,与PDMV湖北分离物(OM514390)和韩国分离物(LC424839)

同源性分别为97.89%和97.72%。系统进化分析表明,两种病毒均聚类到马铃薯卷叶病毒属分支。综上,在

南京和淮安小麦病株上检测到的病毒分别为 WYDV和PDMV,这是江苏省农作物上发生这两种病毒的首次

报道。

关键词:小麦黄矮病毒;黍扭曲花叶病毒;小麦;分子鉴定

中图分类号:S512.1;S435.12    文献标识码:A    文章编号:1009-1041(2025)07-0984-09

MolecularIdentificationandPhylogeneticAnalysisofTwo
NovelVirusesinWheatfromJiangsuProvince

JINDaoran1,2,ZHANGJiarui1,2,MIAOQian1,PIAOJun2,YANGRongming3,JIYinghua1,LIShuo1
(1.InstituteofPlantProtection,JiangsuAcademyofAgriculturalSciences,Nanjing,Jiangsu210014,China;2.SchoolofLife

Science,LiaoningNormalUniversity,Dalian,Liaoning116081,China;3.PlantProtectionandQuarantineStationofJiangsu,

Nanjing,Jiangsu210036,China)

Abstract:Inthespringof2022,wheatplantsshowedsuspectedviraldiseasesymptomsofchlorosis,

yellowinganddwarfinginNanjingandHuai􀆳aninJiangsuProvince.Toverifythevirusspecies,the
pathogenmolecularidentificationandphylogeneticanalysiswerecarriedout.Theresultsshoweda
highincidence(53.6%and86.7%)ofbarleyyellowdwarfvirus-PAV(BYDV-PAV)inthesamplesu-
singtheuniversalprimerLu-1/Lu-4forLuteoviruses.WhentheuniversalLeu-F/Leu-Rprimerwas
used,atargetfragment(624bp)wasamplifiedinpartialsamples.Sequencinganalysissuggestedthat
thefourampliconsfromNanjingsamplessharedthehighesthomology(97.78%)withwheatyellow
dwarfvirus(WYDV),andthefourampliconsfromHuai􀆳ansampleshadthehighesthomology(97.60%)

withpanicumdistortionmosaicvirus(PDMV).Inordertofurtheridentifyvirusspecies,thespecific
primersagainstcoatproteins(CP)ofthetwovirusesweredesignedforRT-PCRdetection,andthe



targetfragmentscanbeamplifiedfrompositivesamples.Thecloningandsequencingresultsrevealed
thatCPgeneofNanjingisolatewas612bpinfull-length,with98.69%homologoustoWYDVHenan
isolate(OK216142),andCPgeneofHuai􀆳anisolatewas615bpinfull-length,sharing97.89%and
97.72%nucleotideidentitytoPDMVHubeiisolate(OM514390)andKoreanisolate(LC424839),re-
spectively.PhylogeneticanalysissuggestedthatthetwoviruseswereclusteredintothebranchofPol-
eroviruses.TheseresultsindicatethatthetwonovelvirusesdetectedinwheatfromNanjingandHuai
'anaretheisolatesofWYDVandPDMV,respectively,whichisthefirstreportofthetwovirusesin-
fectedincropsinJiangsuProvince.
Keywords:Wheatyellowdwarfvirus;Panicumdistortionmosaicvirus;Wheat;Molecularidentifica-
tion

  小麦(Triticumaestivum L.)是目前世界上

分布最广、种植面积最大的粮食作物。中国是世

界上小麦生产、消费和进口最多的国家[1]。作为

第二大粮食作物,小麦生产对中国粮食安全和经

济发展具有重要的意义[2]。小麦在生长过程中容

易受到各种病害的威胁,目前已报道可侵染小麦

的病毒有50多种,中国常见的有大麦黄矮病毒

(barleyyellowdwarfviruses,BYDVs)、小麦黄花

叶病毒(wheatyellowmosaicvirus,WYMV)、中
国小麦花叶病毒(chinesewheatmosaicvirus,

CWMV)、土传小麦花叶病毒(soil-bornewheat
mosaicvirus,SBWMV)、大麦条纹花叶病毒(bar-
leystripemosaicvirus,BSMV)、小麦矮缩病毒

(wheatdwarfvirus,WDV)、水稻黑条矮缩病毒

(riceblack-streakeddwarfvirus,RBSDV)等[3-6]。
感染病毒的小麦常常会出现叶片斑驳、褪绿、植株

矮小等的症状,严重的还会发生叶片枯黄、僵苗、
不能抽穗和穗不实现象,对小麦的产量和品质造

成不利影响。中国小麦土壤真菌传花叶病毒病常

年发生面积约为2.0×106hm2,严重威胁河南、
山东、江苏、安徽等地方的小麦生产[4,7];小麦矮

缩病毒2007年在陕西韩城发生面积约为700
hm2,导致发病田小麦减产50%~80%[8]。近年

来,一些可以侵染小麦的新病毒被陆续报道,如小

麦黄矮病毒(wheatyellowdwarfvirus,WYDV)[9],
玉米 黄 花 叶 病 毒(maizeyellow mosaicvirus,

MaYMV)[10]和甜菜西黄病毒(beetwesternyellows
virus,BWYV)[11]。

马铃薯卷叶病毒属(Polerovirus)病毒是一

类由蚜虫传播的植物病毒,病毒粒子为直径25~
30nm的等轴对称二十面体,基因组为含有约

5600个核苷酸的单链线性RNA[12],植株感染后

会出现叶片枯黄、卷曲、发育迟缓等症状,严重影

响作物的产量和质量。Polerovirus原属于黄症

病毒科(Luteoviridae),国际病毒分类委员会(IC-
TV)在2021年最新发布的病毒分类法中将黄症

病毒科撤销,改为黄症病毒属(Luteovirus),隶属

于番茄丛矮病毒科(Tombusviridae),Polerovirus
则归于南方菜豆一品红花叶病毒科(Solemoviri-
dae)[9]。已报道可侵染禾本科谷物的Polerovir-
us成员包括禾谷类黄矮病毒RPV(cerealyellow
dwarfvirusRPV,即原BYDV-RPV)[13]、禾谷类

黄矮病毒RPS(cerealyellowdwarfvirusRPS,即
原BYDV-RPS)[14]、玉米黄矮病毒 RMV(maize
yellow dwarf virus RMV, 即 原 BYDV-
RMV)[15]、MaYMV[16]和甘蔗黄叶病毒(Sugar-
caneyellowleafvirus,ScYLV)[17]五个种。

江苏小麦上的病毒病种类较多,常见的病毒

有 WYMV、CWMV和 RBSDV等[18],但对蚜传

病毒的发生情况一直缺乏系统调查。2022年春

季,本课题组在对江苏省小麦病毒病田间调查时,
发现部分地区小麦植株出现了叶片褪绿、黄化等

类似于病毒病感染的情况,为明确小麦感染病毒

的种类,采集病样后通过RT-PCR、基因克隆和测

序等进行病原检测和鉴定,并根据序列对新发生

的两种病毒进行系统进化分析,以期为小麦抗病

毒栽培提供参考。

1 材料与方法

1.1 供试样品

2022年春季在江苏南京和淮安两地部分麦

田,选择叶片出现褪绿、黄化等疑似病毒病症状的

小麦植株采集叶片,共采集样品86份(南京56
份,淮安30份);将样品带回实验室,分别取100
mg叶片放到2mL离心管中并做好标记,液氮冷

冻并置于-80℃保存备用。
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1.2 小麦病样总RNA提取

取保存在-80℃冰箱的小麦病样,经液氮冷

冻后用全自动样品研磨机磨成粉末,采用Trizol
法(参照Invitrogen公司Trizol试剂说明书)提取

叶片总RNA,-20℃保存备用。

1.3 小麦病毒分类

以提取的小麦叶片总 RNA 作为模板,用

PrimerScriptTM RT MasterMix试剂盒(TaKa-
Ra)进行反转录,合成第1链cDNA。具体步骤:1

μLRNA模板加入7μLRNaseFreeddH2O,72
℃5min,立即冰浴;加入2μL5×PrimeScript
RTMasterMix,混匀;37℃15min,85℃5s,4
℃结束。以cDNA为模板,利用2对黄症病毒通

用引物[11](Lu-1/Lu-4和Leu-F/Leu-R,表1)进
行PCR 扩增。PCR 反应体系20μL:2×Taq
MasterMix(Vazyme)10μL,上下 游 引 物 各1

μL,cDNA1μL,ddH2O7μL。反应程序:95℃
3min;95℃15s,52℃15s,72℃40s,34个循

环;72℃5min。扩增产物用1%琼脂糖凝胶电

泳分离,对目标产物进行测序验证,测序由生工生

物工程(上海)公司完成。所获序列信息使用NC-
BI的BLAST程序(http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST/Blast.cgi)进行同源性分析。

1.4 PDMV和 WYDV的分子检测

根据测序结果,发现部分样本的序列分别

与 WYDV和黍扭曲花叶病毒(panicumdistor-
tionmosaicvirus,PDMV)的相似度极高,故使

用高保真DNA聚合酶(TaKaRa),利用特异引

物 WYDV-cp-F/WYDV-cp-R 和 PDMV-cp-F/

PDMV-cp-R分别对相应的阳性样本进行PCR
扩 增,引 物 根 据 WYDV(Genbank 登 录 号:

OK216142)和PDMV(LC424839)外壳蛋白序列

设计完成(表1),PCR反应体系和程度同1.3。

PCR产物用1%琼脂糖凝胶电泳分离,回收目的

条带,与pMD18-T载体(TaKaRa)16℃过夜连

接;用热激法将连接产物转入大肠杆菌Top10感

受态细胞(北京擎科生物),并涂布LB培养基平

板(含氨苄青霉素),37℃倒置过夜培养;挑取单

克隆进行PCR和酶切验证,阳性克隆进行序列

分析。

表1 本研究用到的引物信息

Table1 Primersusedinthisstudy

引物名称
Primer

序列(5'-3')
Sequence(5'-3')

退火温度
Tm/℃

片段长度
Fragmentlength/bp

Lu-1 CCAGTGGTTRTGGTC

Lu-4 GTCTACCTATTTGG
46 531

Leu-F GCTCTAGAATTGTTAATGARTACGGTCG

Leu-R CACGCGTCNACCTATTTNGGRTTNTG
52 624

WYDV-cp-F ATGAGTACGGTCGTCCTTAG

WYDV-cp-R CTATTTGGGATTCTGGGTGTG
50 612

PDMV-cp-F ATGAGTACGGTCGTGGTTAAAG

PDMV-cp-R CTATTTCGGGTTTTGCATGCT
52 615

1.5 病毒序列分析

将测序获得的病毒CP基因信息使用 NCBI
的BLAST程序进行同源性分析,并利用DNAs-
tar软件 MegAlign程序完成序列比对。CP序列

聚类分析及进化树构建使用 MEGA-X软件[19]采

用邻接法(Neighbor-Joining)[20]完成,核苷酸序

列进化距离使用最大组成似然模型(Maximum
CompositeLikelihood)计算,氨基酸序列进化距

离选择泊松修正模型(PoissonCorrection)计算,
使用1000次BootstrapReplications评价进化树

可信度。

2 结果与分析

2.1 小麦病毒病的田间症状

2022年春季在对江苏省小麦病毒病进行田

间调查时,发现南京和淮安两地部分田块小麦植

株出现了叶片褪绿黄化、植株矮化等症状(图1),

疑似为大麦黄矮病毒感染。两地田间调查田块各

5块,发现类似病毒病在被调查麦田均有一定程

度的发生,病株率约5%~15%,但没有发现大面

积连片感病的麦田。
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2.2 小麦病毒的检测

对采集的86份小麦病样cDNA使用黄症病毒

通用引物进行检测。样品使用引物Lu-1/Lu-4检

测时,南京样品(56份)的阳性检出率为53.6%,淮

安样品(30份)的阳性检出率为86.7%,经测序分

析,所扩增序列一致,均为BYDV-PAV,说明所

采集样本中有较高比例的BYDV-PAV感染。样

品使用引物Leu-F/Leu-R检测,南京的56份样

品中,有4份检测出约624bp的目的条带;来自

淮安漕运镇的10份样品中,有4份检测出目的条

带(图2),而健康小麦样品和淮安其它采集地的

20份样品没有此条带检出,这表明采集的小麦病

样可能还感染了BYDV-PAV之外的其它病毒。

为了确定小麦感染病毒的种类,对Leu-F/Leu-R
引物扩增出的8个条带进行序列分析,测序结果

经BLAST分析发现,南京样品的4个扩增条带序

列相同,与 WYDV河南分离物(OK216142)的同源

性最高(97.78%),而来自淮安漕运镇样品的4个

扩增条带序列一致,与PDMV湖北 MTXG121分

离物(OM514390)同源性最高(97.60%),表明两

地小麦病样分别感染了小麦黄矮病毒和黍扭曲花

叶病毒。南京病样中,没有单一样本被Lu-1/Lu-

4和Leu-F/Leu-R引物同时扩增出目的条带,说

明所采样本中没有上述病毒的复合感染,而淮安

漕运镇病样中,有3份样本出现了BYDV-PAV
和PDMV的复合感染。

图1 田间小麦感病症状

Fig.1 Symptomsofvirus-infectedwheatinfield

  M:DNA标准分子量;1~13:南京小麦病样;14~24:淮安小麦病样。

M:DNAmarker;1-13:WheatsamplesfromNanjing;14-24:WheatsamplesfromHuai'an.

图2 小麦病样中黄症病毒的RT-PCR检测

Fig.2 RT-PCRdetectionofLuteovirusesindiseasedwheatsamplesusingtheuniversalprimerLeu-F/Leu-R

2.3 WYDV和PDMV中CP基因的克隆

为了验证来自南京和淮安漕运镇的小麦病样

分别感染了 WYDV和PDMV,根据两个病毒的

CP基因设计特异性引物(表1)进行RT-PCR检

测。结果显示,4份南京阳性样品均能扩增到与

预期大小一致的特异性条带(图3a),扩增产物经

克隆测序和分析,所获CP基因全长612bp(Gen-
bank登录号:PP445237),编码1个大小约22.0
kDa的蛋白质,与已报道的 WYDV唯一分离物

河南分离物(OK216142)同源性98.69%,表明该
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病毒属于 WYDV,说明南京小麦中存在 WYDV
的感染。4份漕运镇阳性样品都能扩增到PDMV
的CP基因片段(图3b),经克隆测序和分析,其全

长615bp(Genbank登录号:PP445238),编码22.
7kDa蛋白,与PDMV仅有的两个分离物湖北的

MTXG121(OM514390)和 韩 国 的 Uiseong
(LC424839)同源性分别为97.89%和97.72%,
说明该病毒属于PDMV,证明淮安漕运镇小麦病

样受到了PDMV的侵染。在此之前,这两种病毒

在江苏农作物上没有发生危害的报道,属于首次

报道。

2.4 两种病毒CP序列分析

为分析这两种新发现病毒的分类地位,选取

马铃薯卷叶病毒属和黄症病毒属的18种病毒代

表性分离物,使用DNAstar软件完成序列相似性

分析,利用 MEGA-X软件将测定的 WYDV 和

PDMV中CP基因序列与18种病毒进行系统进

化分析。结果显示,在不同病毒之间,WYDV和

PDMV均与BYDV-GPV的核苷酸序列相似性最

高,分别为81.5%和69.2%;氨基酸序列相似性

方面,WYDV 和PDMV 均与 CYDV-RPV 同源

性最高,分别为77.5%和65.5%(表2)。这些病

毒的CP序列在核苷酸和氨基酸系统进化树中均

可聚类形成两个大的分支(图4),即马铃薯卷叶

病毒属分支和黄症病毒属分支,WYDV 和PD-
MV均位于马铃薯卷叶病毒属分支,由此推测这

两个病毒均属于马铃薯卷叶病毒属。

3 讨论

本课题组于2022年春季进行江苏省小麦病

毒病田间调查,对采集自南京和淮安的叶片褪绿

黄化、植株矮化的小麦进行病毒检测时,发现病样

中除有较高比例的BYDV-PAV感染外,还存在

着其它种类的黄症病毒侵染。对阳性样品检测到

的病毒基因进行分子克隆和测序分析,发现南京

地区小麦上检出的病毒与WYDV河南分离物序列

同源性最高(98.69%),说明小麦植株存在 WYDV
感染,淮安区漕运镇小麦上检出的病毒与PDMV
湖北 MTXG121分离物相似度最高(97.89%),说
明其存在PDMV感染。这是在江苏省农作物上

首次发现 WYDV和PDMV侵染危害。小麦植

株感染这两种病毒的症状与感染大麦黄矮病毒的

症状非常相似,田间难以通过肉眼观察症状区分,
要借助分子检测等手段进行鉴定。

基于病毒CP序列的系统进化树分析显示,
这两个新发现病毒均属于马铃薯卷叶病毒属。马

铃薯卷叶病毒属病毒寄主种类非常广泛,包括茄

科、葫芦科、十字花科、禾本科和葡萄科[9,21-23]。
该类病毒主要存在于植物的韧皮部组织,在自然

界中一般只能通过蚜虫以持久循环、非增殖型方

式传播[24]。病毒感染植物后,会严重影响植物生

长发育,从而造成严重的产量损失。近年来随着

新病毒的发现,马铃薯卷叶病毒属的成员也逐渐

增加,WYDV 和 PDMV 均 是 该 属 的 新 成 员。

WYDV是中国农科院于2022年在河南安阳小麦

上最新鉴定的病毒[9]。PDMV最早于2018年在

韩国粮食作物黍稷上分离得到,2019年中国研究

人员通过宏基因组测序在湖北孝感水稻田中的杂

草—马唐(Digitariasanguinalis)中鉴定到该病

毒,这说明禾本科杂草在PDMV的侵染循环中可

能是一个重要的“桥梁寄主”。本研究在江苏小麦

上发现了 WYDV和PDMV,暗示这两种病毒在

中国小麦产区可能早已存在,只是之前缺乏有效

的鉴定手段而鲜有报道。

  M:DNA标准分子量;CK:健康对照;1、4、6、8、15、17、20、23为图2筛选的小麦病样。

M:DNAmarker;CK:Virus-freewheatcontrol;1,4,6,8,15,17,20,23:SelectedwheatsamplesinFig.2.

图3 小麦病样中 WYDV(a)和PDMV(b)的RT-PCR检测

Fig.3 RT-PCRdetectionofWYDV(a)andPDMV(b)indiseasedwheatsamples
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  A:核苷酸序列系统进化树;B:氨基酸序列系统进化树。所用病毒序列信息在系统树中注明,WYDV-js和PDMV-js为本研究所获

序列。

A:Phylogenetictreebasedonnucleotidesequence;B:Phylogenetictreebasedonaminoacidsequence.Viralsequenceinformationisin-

dicatedinthephylogenetictree,andWYDV-jsandPDMV-jsareobtainedinthisstudy.

图4 根据黄症病毒代表性成员CP序列构建的系统进化树

Fig.4 PhylogenetictreebasedonCPsequenceconsistencyofrepresentativemembersofLuteoviruses

  根据马铃薯卷叶病毒属的特点,我们可以判

断 WYDV和PDMV这两种病毒由蚜虫传播,然
而具体是哪一种(类)蚜虫仍不得而知。分析病毒

系统进化树,可以看到在马铃薯卷叶病毒属分支

中,还可以分成3个小的分支(图4),一个由BW-
YV、BMYV和CABYV组成,主要侵染非禾本科

植物,由 桃 蚜 等 传 播[25-28];第 二 个 由 MYDV-
RMV、BVG和 MaYMV构成,侵染禾本科作物,
主要由玉米蚜传播[15,29,30];其余病毒构成第三个

小分支,WYDV、PDMV以及与其同源性较高的

CYDV-RPV、CYDV-RPS、BYDV-GPV 均 在 其

中,侵染禾本科作物,主要由禾谷缢管蚜传播

(BYDV-GPV 亦 可 由 麦 二 叉 蚜 传 播)[31-33]。因

此,推测 WYDV和PDMV可能由禾谷缢管蚜传

播,定论需要后续进行生物学饲毒传毒实验进行

验证。
小麦作为中国主要的粮食作物之一,其产量

和品质对国家的粮食安全有重要影响。病毒病对

小麦的产量存在着严重的威胁,病毒种类和传播

媒介的多样化导致中国小麦病毒病具有暴发性间
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歇危害的特点[34]。江苏大部分地区种植方式为

稻-麦轮 作 一 年 两 熟,小 麦 种 植 面 积 约233万

hm2,是中国稻茬麦面积最大的省份[35]。本课题

组近年来在对江苏小麦病毒病发生情况进行持续

调查发现,在小麦返青期,土传的小麦黄花叶病毒

在部分地区发生较重,在小麦生长中后期,随着天

气转暖蚜虫活跃,BYDV-PAV 普遍发生。新发

现的 WYDV和PDMV目前在江苏属零星发生

状态,其对小麦危害程度和扩散风险值得进一步

关注。本课题组2021年冬对南京地区越冬豆蚜

种群进行宏病毒组测序,在蚜虫体内也发现了多

种植物病毒,其中包括一种新的细胞质弹状病毒

(暂 命 名 为 Aphiscraccivora associatedrhab-
dovirus)[36],系统分析显示其植物寄主可能为禾

本科作物,也表明蚜虫群体对周边农作物具有潜

在的传毒威胁。因此,小麦生产上需要加强对蚜

虫传播病毒病的监测和防控。
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