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小麦黄花叶病田不同深度土壤致病力分析和病毒分离物鉴定
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摘 要： 小麦黄花叶病毒（Wheat yellow mosaic virus， WYMV）是一种重要的小麦土传病毒病害，近年来其发病率有上

升趋势。实地调查发现，山东省临沂市费县小麦黄花叶病发生严重。采集病区不同深度（0~10 cm、10~20 cm、20~

30 cm、30~40 cm）的土壤进行检测发现，该病区的土壤中含有WYMV，且随着土层的深度增加，病土的致病力逐层下

降。对费县病田中的WYMV外壳蛋白（CP）序列进行扩增并构建系统进化树发现，临沂WYMV分离物的CP聚类在一

起，且与陕西地区WYMV分离物（SX2 clone 22）进化关系较近。本研究结果表明，小麦黄花叶病田中表层土的致病力

最强，且在同一病田中存在两种以上进化关系较近的WYMV分离物，系统进化分析为进一步探究WYMV的演化方向

和设计进化保守位点靶标药物奠定了基础。
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Abstract: Wheat yellow mosaic virus (WYMV) is a significant soil-borne viral disease of wheat, and its incidence has shown an 

increasing trend in recent years. Field investigation reveals a severe occurrence of WYMV in Fei County, Linyi City, Shandong 

Province. Soil samples from different depths (0~10 cm, 10~20 cm, 20~30 cm, 30~40 cm) in the affected area are collected and 

tested, confirming the presence of WYMV in the soil. Furthermore, the pathogenicity of the infested soil decreases progressively 

with increasing soil depth. The coat protein (CP) sequences of WYMV isolates from the diseased fields in Fei County are 

amplified and used to construct a phylogenetic tree. The results show that the CP sequences of WYMV isolates from Linyi cluster 

together and exhibit a close evolutionary relationship with WYMV isolates from Shaanxi (SX2 clone 22). The results of this study 

indicate that the topsoil in wheat yellow mosaic disease-infected fields possesses the strongest pathogenicity. Furthermore, more 

than two evolutionarily related WYMV isolates coexist in the same infected field. The phylogenetic analysis lays a foundation for 

further exploring the evolutionary direction of WYMV and designing drugs targeting conserved evolutionary sites.
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小麦（Triticum aestivum L.）是我国主要粮食

作物，其生产长期面临低温、干旱、盐胁迫等非生

物逆境，以及病原物、害虫等生物逆境的多重挑

战［1，2］，因此小麦的高产稳产对于满足全球不断

增长的粮食需求和确保国内粮食安全至关重要。

小麦黄花叶病最早于上世纪 20 年代在日本发

现［3］，随后传入我国，当前已成为危害我国小麦

生产的主要土传病毒病之一［4］。其广泛分布于

我国冬小麦种植区，包括了北部冬麦区的胶东沿

海地区、黄淮冬麦区大部、长江中下游麦区和西

南麦区部分地区等［5］，山东省主要分布在烟台、

威海、潍坊、青岛、临沂、济宁等市的 20 多个县

区［6］。可导致小麦植株矮化，叶片呈现典型花叶

状或黄色条纹症状［7］。其发病初期叶片出现不
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规则淡绿色或黄色斑块，后期植株严重矮化并伴

随分蘖异常［8］，对小麦产量造成十分严重的影

响［9，10］，小麦黄花叶病毒（Wheat yellow mosaic 

virus，WYMV）是引发小麦黄花叶病的主要病

原 ，传 毒 介 体 为 禾 谷 多 粘 菌（Polymyxa 

graminis），是一类专性寄生于包括小麦在内的禾

谷类植物根部的真菌［11，12］，且带毒菌株长期具有

致病力，其休眠孢子携带病毒在土壤中越夏，并

于秋季随孢子萌发侵染小麦根系［13］。WYMV可

随雨水和农事操作等进行传播，易造成大面积危

害。目前，对于小麦黄花叶病毒病的防控，主要

集中在抗性品种培育和药剂防治等方面［14-16］，而

对于土层深度与病原菌致病力的相关研究较少。

但是大量研究表明，土壤土层深度对土壤微生物

菌群的影响较大，甚至大于海拔对土壤微生物的

影响，微生物群落丰富度和多样性沿土壤深度梯

度降低［17，18］。所以，我们推测土层深度很可能也

影响了禾谷多黏菌的分布与含量，进而影响了病

土的致病力。

山东省临沂市费县是小麦黄花叶病较为集中

且典型的发生地，发病程度轻重不一，严重的田块

发病率高达60%，导致小麦减产严重［19］。作者通

过在临沂市费县进行实地走访调查发现，该地小

麦黄花叶病的发生较为严重，大面积农田呈现不

规则块状黄化（图1）。所以本研究选择临沂市费

县为调查地点，对小麦黄花叶病区不同土层深度

土壤的致病力和病毒分离物种类进行分析，以期

为小麦黄花叶病的防控提供新的理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验材料

以WYMV感病小麦品种矮抗58和扬麦158

为试验材料，矮抗58小麦种子由中国农业科学院

高丽锋研究员惠赠，扬麦158小麦种子由宁波大学

陈剑平院士团队惠赠。试验所用病土样品采集自

山东省临沂市费县上冶镇古城村（北纬35.40°，东

经117.95°）西200 m小麦黄花叶病发病大田中，采

样时间为2025年3月19日，采样病田发病较重。

供试菌株GV3101和DH5α购自上海唯地生物技

术有限公司，用于土壤WYMV检测阴性对照的普

通基质土购自寿光市沃德农业科技有限公司。

1.2　试验方法

1.2.1 土壤中WYMV的检测 由于WYMV携

带于禾谷多黏菌中，所以检测土壤中的WYMV

首先要提取土壤微生物的RNA。首先，对土壤

微生物进行富集，取10 g土壤样品加入到无菌磷

酸缓冲液（PBS）中，充分振荡制成土壤悬液，静

置5~10 min，取上清液；将上清液3 000 rpm离心

5 min去除残留土壤颗粒，保留含微生物的上清

液；再次将上述上清液 12 000 rpm离心 15 min，

收集沉淀，即为富集的土壤微生物菌体，用于后

续RNA提取。提取RNA的方法为Trizol法，具

体步骤参照全式金TransZol常规RNA提取试剂

盒说明书。RNA提取后使用Thermo Fisher超微

量分光光度计测定RNA浓度。cDNA第一链的

合成参照兰博利德生物公司的 First-strand 

synthesis Master Mix 说明书进行。以 WYMV 

RNA1的CP序列（GenBank登录号：AF067124.2）

为目的片段设计特异性检测引物（WYMV-CP-F：

GGTTGAAGTAGATCGTGTTGAGGC， WYMV-

CP-R：CTTCGATGTCCTGTGGGTTCAT），目的

片段长度为 650 bp。为检测土壤中是否含有

图 1 山东省临沂市费县小麦黄花叶病田间症状图

Fig. 1 Field symptoms of wheat yellow mosaic disease in Fei County, Linyi City, Shandong Province.
注：A： WYMV发病小麦（左侧）和未发病小麦（右侧）；B：WYMV发病小麦叶片细节图。

Note:  A: WYMV-infected wheat (left panel) and healthy wheat (right panel). B: Detailed view of WYMV-infected wheat leaves.
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WYMV，本实验以土壤微生物的 cDNA为模板，

用 WYMV-CP-F 和 WYMV-CP-R 引物和 Rapid 

Taq Master Mix进行PCR扩增，检测土壤中是否

含有WYMV，并用1%的琼脂糖进行凝胶电泳。

1.2.2 不同土层深度病土的致病力分析 在费

县地区大田中以垂直方向，10 cm为单位，取 0~

10 cm、10~20 cm、20~30 cm、30~40 cm四个土层

深度的病土，去除残根和石块等，于室温（25 ℃）

保存备用。将矮抗 58 和扬麦 158 小麦种子于

4 ℃培养至萌发后种植到健康土中，放置在

25 ℃培养箱内，光周期为 16 h光照/8 h黑暗，待

小麦生长到两叶一心期时，移栽至不同土层深度

的WYMV病土中，置于8 ℃培养箱中继续培养，

光周期为 16 h 光照/8 h 黑暗。接种 WYMV 7 d

后取小麦叶片定量分析WYMV CP的相对含量，

接毒约3个月后观察小麦黄花叶病发病症状。

提取RNA的方法和 cDNA第一链的合成步

骤同 1.2.1，小麦叶片RNA的加入量为 1 000 ng。

以小麦接毒 7 d 后的 cDNA 为模板，用引物

WYMV-CP-F/R 进行 PCR 扩增检测叶片中是否

含有WYMV，并用1%的琼脂糖进行凝胶电泳。

实时荧光定量 PCR（qPCR）参照全式金

Perfect Start Green qPCR SuperMix 试剂盒说明

书进行。每次实验设置3个生物学重复，单个样

本设置 3 次技术重复。设计 WYMV 定量引物

（qWYMV-CP-F：ACGCTAGGTTGAATGGTGGC，

qWYMV-CP-R：AACTTCGATGTCCTGTGGG

TTC），并以小麦延伸因子（elongation factor，EF；

Gene ID：Q03033）为内参（qEF-F：GCTGACTGTG

CTGTTCTCATCATC，qEF-R：GCGCCTTTGAGTA

CTTGGGAG）［20］。使用罗氏 LightCycler® 96 荧

光定量PCR仪进行qPCR分析，采用2-ΔΔCt法对定

量结果进行分析，并使用Graphpad 9软件对结果

进行统计分析和作图，显著性分析采用 one - 

way ANOVA法。

1.2.3 进化树的构建 使用临沂市费县采集的

病土种植感病小麦扬麦 158后，设计WYMV外

壳 蛋 白（CP）的 特 异 性 扩 增 引 物（CP-F：

TATGGCGATAGCAGCATTGAG，CP-R：GTAAC

CGTGGCCGTGAAAG）扩 增 临 沂 费 县 地 区

WYMV CP全长序列，并在生工生物用Sanger法

进行 DNA 测序分析，共获得两种 CP 序列。从

NCBI 数据库（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/）下

载前期研究已公布的WYMV不同分离物的CP

序列。将上述CP的DNA序列和氨基酸序列分别

用DANMAN软件进行多序列比对分析，并采用邻

接法（NJ），使用MEGA软件分别对不同WYMV分

离物的DNA和氨基酸序列构建系统进化树，自展

值（bootstrap）设为1 000次以评估分支可信度。

2　结果与分析

2.1　不同深度土壤中WYMV的检测

将 4 个不同深度（0~10 cm、10~20 cm、20~

30 cm、30~40 cm）的土壤提取RNA并反转录为

cDNA后，进行PCR扩增检测是否含有WYMV。

凝胶电泳分析发现，PCR产物条带明亮单一，片

段大小在 500 bp~750 bp之间，符合预期（图 2）。

结果表明，在临沂市费县病田中0~40 cm深度的

土层中均含有WYMV。

2.2　不同土层深度病土的致病力分析

将不同土层深度的病土分别种植WYMV感

泳道1：DNA marker；泳道2：阴性对照（不含病毒的普通基质土）；泳道3~5：30~40 cm土层土壤；泳道6~8：20~30 cm土层土壤；泳

道9~11：10~20 cm土层土壤；泳道12~14：0~10 cm土层土壤。第3、6、9、12个泳道对应第一个生物学重复；第4、7、10、13个泳道对应第

二个生物学重复；第5、8、11、14个泳道对应第三个生物学重复。

Lane 1: DNA marker; Lane 2: Negative control (virus-free standard substrate soil); Lanes 3~5: Soil sample from 30~40 cm depth; 

Lanes 6~8: Soil sample from 20~30 cm depth; Lanes 9~11: Soil sample from 10~20 cm depth; Lanes 12~14: Soil sample from 0~10 cm 

depth. Lanes 3, 6, 9, and 12 correspond to the first biological replicate; lanes 4, 7, 10, and 13 correspond to the second biological replicate; 

lanes 5, 8, 11, and 14 correspond to the third biological replicate.

图 2 RT-PCR检测不同深度病土中的WYMV
Fig. 2 RT-PCR detection of WYMV in virus-infested soil at different depths
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病品种小麦矮抗 58，7 d 后取样进行总 RNA 提

取，反转录为 cDNA后进行PCR扩增，检测是否

含有WYMV。凝胶电泳后可看出产物条带明亮

单一，且片段大小与预期大小一致（图3）。说明

在不同的病土土层深度下种植小麦均能够感染

WYMV。且随着土层深度增加，叶片中病毒的

PCR扩增条带亮度逐渐减弱（图3），说明病毒积

累量可能随土层深度的增加而降低。

进一步用 qPCR 对 WYMV CP 的相对含量

进行分析发现，不同土层深度的土壤种植小麦

后，小麦叶片带毒量具有显著差异。与 0~10 cm

深度的土壤相比，10~20 cm深度土壤种植小麦

后带毒量显著降低；与 10~20 cm深度的土壤相

比，20~30 cm深度土壤种植小麦后带毒量显著

降低；但 20~30 cm与 30~40 cm深度的土壤种植

小麦后带毒量无显著差异；且 30~40 cm深度的

土壤致病力仅为表层土（0~10 cm）的 0.057 倍

（图4）。说明表层土对小麦的致病力最强，且随

着土层深度的增加，病土致病力呈降低趋势。

将感病品种小麦扬麦 158于 4 ℃萌发后，分

别移栽至不同土层深度（0~10 cm、10~20 cm、20~

30 cm、30~40 cm）的病土中，接种WYMV约3个

月后开始出现小麦黄花叶的典型症状。分别取

不同土层种植的小麦叶片对比表型差异，发现

0~10 cm病土土层种植的小麦最先表现出黄花

叶症状，而其余深度土层种植的小麦发病症状尚

不明显（图 5）。该结果进一步说明表层土致病

力最强，去除表层土可能有利于延缓发病。

2.3　WYMV费县分离物与不同地区分离物CP

的序列比对

病毒的CP序列对于病毒的分类和进化都有

重要意义。在临沂费县病田WYMV CP测序结

果中，经DANMAN软件分析，核苷酸序列分为

两种（分别为WYMV CP isolate LYFX clone1和

2），两序列一致性为 99.94％，突变位点为CP的

第 850 位碱基，从 C 变为 T，但是氨基酸序列未

变 ，为 同 义 突 变（ 附 图 1A 和 1B）。 使 用

泳道1：DNA marker；泳道2：ddH2O（阴性对照）；泳道3~6：0~10 cm土层土壤种植的小麦；泳道7~10：10~20 cm土层土壤种植的小

麦；泳道11~14：20~30 cm土层土壤种植的小麦；泳道15~18：30~40 cm土层土壤种植的小麦。第3、7、11、15个泳道对应第一个生物学

重复；第4、8、12、16个泳道对应第二个生物学重复；第5、9、13、17个泳道对应第三个生物学重复；第6、10、14、18个泳道对应第四个生

物学重复。

Lane 1: DNA marker (DL2000); Lane 2: ddH₂O (negative control); Lanes 3~6: wheat grown in 0~10 cm WYMV-infected topsoil; 

Lanes 7~10: wheat grown in 10~20 cm WYMV-infected plough layer; Lanes 11~14: wheat grown in 20~30 cm WYMV-infected plough 

layer; Lanes 15~18: wheat grown in 30~40 cm WYMV-infected plough layer. Lanes 3, 7, 11 and 15 correspond to the first biological 

replicate; lanes 4, 8, 12 and 16 correspond to the second biological replicate; Lanes 5, 9, 13 and 17 correspond to the third biological 

replicate; lanes 6, 10, 14 and 18 correspond to the fourth biological replicate.

图 3 不同土层深度的WYMV病土对小麦的致病力分析

Fig. 3 Pathogenicity analysis of WYMV-infested soil from different soil layers on wheat.

图 4 qPCR分析不同土层深度病土种植的小麦中

WYMV CP的相对含量

Fig. 4 qPCR analysis of WYMV CP relative 
concentration of wheat planted in diseased soil at 

different depths
注：one - way ANOVA检验；****：P< 0.000 1；***：P<

0.001；ns：无显著差异。

Note:  One-way ANOVA test; ****：P< 0.000 1; ***：P<

0.001; ns：no significance.
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DNAMAN软件对本次扩增得到的两种WYMV 

CP序列和部分过去研究发现的WYMV CP序列

进行DNA序列比对发现，第182位碱基C，第351

位碱基T，第 741位碱基T是临沂分离物特有的

碱基；第192位碱基A，第651位碱基T，第850位

的碱基T是本次发现的不同于已公布的临沂分

离物独有的差异位点（附图 1Ｃ）。根据氨基酸

比对结果可看出，第 61位氨基酸A是临沂分离

物特有的氨基酸（附图 1D）。在已公布的

WYMV 分离物 CP 序列中，没有与 WYMV CP 

isolate LYFX clone1/2 完全相同的氨基酸序列，

相似度最高的是陕西分离物的CP（ACP28862.1 

WYMV CP isolate SX2 clone 22；附图1D）。

2.4　费县和其他地区WYMV分离物CP的系统

进化分析

分别根据不同WYMV分离物CP的核苷酸

序列与氨基酸序列进行系统进化树构建，结果

表明在使用DNA序列构建的系统进化树中，本

次获得的WYMV CP isolate LYFX clone1/2与前

人发现的 SD-LY1（ARM39028.1）分离物亲缘关

系较近，三者均为临沂分离物（图 6A）。使用氨

基酸序列构建系统进化树发现，WYMV CP 

isolate LYFX clone1/2 与 SX2 clone 22

（ACP28862.1）亲缘关系较近 ，且与 SD-LY1

（ARM39028.1）在同一分支上（图 6B）。同一病

区的病毒分离物可能源自共同祖先，演化方向

具有一致性，但是临沂市费县的病毒分离物为

何与远在陕西的分离物具有更近的亲缘关系还

需要进一步分析。

3　讨论

本研究结果表明，山东省临沂市费县病田中

WYMV在 40 cm土层内均有分布，但病土的病

毒含量和致病力随深度增加显著下降。这一结

果可能与WYMV依赖禾谷多黏菌传播的特性相

关。禾谷多黏菌作为一类土壤微生物，其休眠孢

子囊易在表层土壤积累，且农事操作（如耕作、灌

溉）多发生在表层土，可能促进病毒在表层土壤

的扩散。因此，表层土壤是WYMV的主要“储存

库”，为小麦黄花叶病的土壤传播机制提供了理

论依据，为制定基于土层深度的病害防控措施

（如土壤深耕、药剂分层施用等）提供了科学依

据。并且本研究和过去研究结果表明，费县病田

存在多种进化关系较近的WYMV分离物［21］，推

测其可能是病毒在长期适应本地小麦品种和环

境条件中发生的适应性变异。本次新检测到的

同义突变虽然未改变氨基酸序列，但是近期研究

表明，同义突变对生物性状的表观转录调控具有

重要意义［22］，所以费县分离物发生同义突变的生

物学意义值得进一步探究和分析。值得注意的

是，山东省临沂市与陕西省地理位置距离较远，

但是两种病毒分离物的CP在进化关系上却呈现

较高的相似度。这种跨区域遗传相似性究竟源

于偶然传播事件，还是潜在生态或进化因素（如

媒介迁移、种子调运或相似选择压力）所致，仍需

通过更大范围采样与系统进化分析予以明确。

尽管费县WYMV分离物呈现出一定的遗传多样

性，增强了病毒对环境的耐受性，但其变异幅度

总体有限，进化关系相对集中，这为针对保守靶

标设计广谱抗病毒品种或开发分子干预策略提

供了有利条件。

本研究仅分析了0~40 cm的土层，更深层土

壤的病毒分布有待验证，且未涉及不同小麦品种

的抗性差异对土壤致病力的影响。而根际作为

病毒-禾谷多黏菌-植物三重互作的关键生态位

点，其微生物群落组成和动态变化直接影响土传

病毒病的发生程度。已有研究表明，WYMV侵

染会显著改变小麦土壤-植物连续体（包括团聚

体、根际土壤、根系及叶片）的微生物群落结构。

其中有益细菌显著富集，未来研究需整合多组学

技术、合成微生物群落构建与功能验证，进一步

解析微生物功能活性与抗病性的关联机制［23］，同

图 5 不同土层深度WYMV病土种植小麦后的发病症状

Fig. 5 Symptoms of wheat after planting in WYMV-infested soil at different depths
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图 6 临沂市费县WYMV CP及其他WYMV分离物CP系统进化树的构建

Fig. 6 Phylogenetic tree construction for the WYMV CP and other WYMV isolates in Fei County, Linyi City
注：A：以CP的DNA序列构建的系统进化树；B：以CP的氨基酸序列构建的系统进化树。

Note: A: Phylogenetic tree constructed from CP nucleotide sequences; B: Phylogenetic tree constructed from CP amino acid sequences.
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时可结合土壤理化性质（如 pH、有机质）分析影

响病毒分布的因素，并通过田间小区试验验证深

翻等措施的防控效果，为构建“土壤管理+抗性品

种”的综合防控体系提供依据。

综上所述，本研究初步揭示了 WYMV 在

土壤中的分布规律和进化特征，为小麦黄花叶

病的精准防控和病毒演化研究提供了理论

基础。

附图 1 不同WYMV分离物CP DNA序列与氨基酸序列比对分析

Attached picture 1 Comparison analysis of CP DNA sequences and amino acid sequences of different WYMV isolates
注：A：两种临沂市费县WYMV分离物CP（WYMV CP isolate LYFX）DNA序列比对分析；B：WYMV CP isolate LYFX氨基酸序列

比对分析；C：WYMV CP isolate LYFX与其他WYMV分离物CP DNA序列比较；D：WYMV CP isolate LYFX与其他分离物WYMV CP

氨基酸序列比较。

Note: Supplemental Fig. 1. Alignment of the CP DNA and amino acid sequences of different WYMV isolates A: Alignment of the CP 

DNA sequences from two WYMV isolates (LYFX) obtained from Fei County, Linyi City; B: Alignment of the deduced amino acid 

sequences of the CP from the LYFX isolates; C: Comparison of the CP DNA sequence between WYMV CP isolate LYFX and other WYMV 

isolates; D: Comparison of the CP amino acid sequence between WYMV CP isolate LYFX and other WYMV isolates..
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4　结论

本研究从临沂费县病田中以垂直方向，取0~

10、10~20、20~30、30~40 cm土层的病土，检测发

现WYMV在各土层均有分布，且对小麦的致病

力随土层深度增加显著下降，核心致病土层为0~

10 cm。在费县病田中分离出两种新的WYMV 

CP核苷酸序列，二者一致性为99.94％，在第850

位碱基有同义突变。与已公布的临沂分离物CP

序列相比，第192、351、741、857位碱基是临沂分

离物的特有碱基，第201、436、651位碱基不同于

已公布的临沂分离物CP序列；且第61位氨基酸

为临沂分离物特有，第 146和第 207位氨基酸不

同于已公布的临沂分离物CP序列。经进化分析

发现，与本次临沂分离物CP序列相似度最高的

为陕西分离物WYMV CP isolate SX2 clone 22。
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