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摘要: 根据黄瓜绿斑驳花叶病毒运动蛋白基因序列，设计并合成了特异性 PCR 检测引物，建立该病毒的快速检

测方法。该方法可以从带毒叶片中扩增到约 591 bp 的片段，而 TMV 属其他 9 种病毒均无特异性扩增。本方

法也适用于带毒种子的检测，具有准确、灵敏及时效性强等特点，为进出境植物检疫和农业安全生产提供可靠

的技术支持。
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Rapid Detection of Cucumber green mottle mosaic virus by RT － PCR
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Abstract: In this study specific primers were designed based on the sequence of movement protein gene，

a rapid and effective method for cucumber green mottle mosaic virus detection was established． The established
detection system amplified band with expected size of 591 bp in infected leaves，but the other 9 viruses of To-
bamovirus were not． The method，which can also detect CGMMV in seeds，is rapid，accurate and sensitive，

providing a reliable technical support for entry － exit inspection and quarantine and safety of agricultural pro-
duction．
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黄瓜绿斑驳花叶病毒( Cucumber green mottle mosaic virus，CGMMV) 为大小约 300 nm × 18 nm 的直

杆状 RNA 病毒，烟草花叶病毒属( Tobamovirus) 成员，典型的种传病毒，主要侵染南瓜、西瓜、甜瓜、小西

葫芦等葫芦科植物［1］。该病毒分布于英国、德国、以色列、巴西、日本等欧亚和南美国家和地区，引起花

叶、斑驳和果实腐烂等症状［2 － 4］。在日本引起“konjak disease”( 魔芋病) ，韩国引起“blood flesh”( 西瓜

血瓤病) ，造成严重危害［5］。我国台湾、山东、辽宁、广西、广东等地区均有发生，给当地的葫芦科农作物

造成不同程度减产［6］。农业部 2007 年 862 号公告公布的《中华人民共和国进境植物检疫性有害生物名

录》将其列为重要的对外检疫性有害生物［7］。
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近年来检疫部门多次从进境种子中截获到该病毒，采用的主要检测方法包括枯斑和指示植物检测

法、血清学检测法、酶标免疫吸附法( ELISA) 以及免疫电镜检测法［8］。这些方法存在检测灵敏度低、周
期长的局限性，满足不了检验检疫大通关的需求，因此国内外学者对分子水平的检测方法进行了探索，

Varveri 等［9］利 用 IC － RT － PCR 方 法 检 测 了 希 腊 的 CGMMV，赵 世 恒、Shim、Yoon 和 Slavokhotova
等［10 － 13］分别用基于 CP 基因的 RT － PCR 方法，对日本、韩国、俄罗斯等地 CGMMV 病毒的检测进行了有

益的探索研究。目前尚未有利用运动蛋白( Movement protein，MP) 基因序列进行分子鉴定的研究报道。
本试验在克隆鉴定 3 个 CGMMV 不同分离物 MP 基因的基础上，针对 MP 基因保守序列设计特异性引

物，建立 RT － PCR 快速检测 CGMMV 的方法。

1 材料和方法

1． 1 供试病毒样品

供试病毒样品见表 1，其中黄瓜、西葫芦带毒种子由广东省植物保护总站惠赠，带毒南瓜种子由检

验检疫口岸截获。
表 1 供试病毒样品

Tab． 1 Viruses for detection of RT － PCR

中文名 Chinese name 学名 Scientific name 来源 Source

番茄花叶病毒 Tomato mosaic virus( ToMV) 英国安德珍 Adgen

齿舌兰环斑病毒 Odontoglossum ringspot virus( ORSV)

番木瓜环斑病毒 Papaya ringspot virus( PRSV)

Kyuri 绿斑驳花叶病毒 Kuyri green mottle mosaic virus( KGMMV)

小西葫芦绿斑驳花叶病毒 Zucchini green mottle mosaic virus( ZGMMV)

烟草花叶病毒 Tobacco mosaic virus( TMV)

西瓜花叶病毒 2 号 Watermelon mosaic virus( WMV －2)

辣椒轻斑驳病毒 Pepper mild mottle virus( PMMV)

车前草花叶病毒 Ribgrass mosaic virus( RMV)

土传小麦花叶病毒 Wheat soil － borne mosaic virus( WSBMV) 美国阿格迪 Agdia

黄瓜绿斑驳花叶病毒
Cucumber green mottle mosaic virus

( CGMMV － GZ)
辽宁盖州

( CGMMV － GX) 广西

( CGMMV － AD) 英国安德珍

( CGMMV － AG) 美国阿格迪

带毒种子 黄瓜种子 1Cucumber seeds 1 CGMMV － Cu1 广东省植保总站

Seeds carrying the virus 黄瓜种子 2Cucumber seeds 2 CGMMV － Cu2

西葫芦种子 Pumpkin seeds CGMMV － Pu

南瓜种子 Squash seeds CGMMV － Sq 中国台湾

1． 2 仪器和试剂

主要试剂及酶类: RNA 提取试剂盒( TAKARA Code: D9108A) 、dNTP 、反转录酶及 Taq 酶均购自大

连宝生物公司。
仪器: 梯度 PCR 仪( C1000TM Thermal Cycler，BIO － RAD，USA) ; 电泳仪( PowerPacTM basic，BIO －

RAD，USA) ; 凝胶成像分析系统( Gel Dox XR，BIO － RAD，USA) 。
1． 3 RT － PCR 检测方法

1． 3． 1 特异性引物设计 依据本实验室克隆得到的 CGMMV 的 MP 基因完整序列，参照 GenBank 发表

的序列，利用 DNAStar 软件包 PrimerSelect 设计引物。上游引物: 5' － CACCTTTATGTCACATTGTTG －3';
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M: 100 bp DNA marker; 1 － 10: 分别为番茄花叶病毒，齿舌兰环斑病毒，番木瓜环

斑病毒，Kyuri 绿斑驳花叶病毒，小西葫芦绿斑驳花叶病毒，烟草花叶病毒，西瓜花叶

病毒 2 号，辣椒轻斑驳病毒，车前草花叶病毒，土传小麦花叶病毒; 11 － 14: 分别为黄

瓜绿斑驳花叶病毒盖州、广西、Adgen、Agdia 分离物; 15: 阴性对照。
Lane M: 100 bp DNA ladder marker; Lane 1 － 10: ToMV，ORSV，PRSV，KGMMV，

ZGMMV，TMV，WMV － 2，PMMV，RMV，WSBMV; Lane 11 － 14: CGMMV － GZ，

CGMMV － GX，CGMMV － AD，CGMMV － AG; 15: Negative control．
图 1 特异性引物扩增检测结果

Fig． 1 RT － PCR results for primer specifical detection

下游引物: 5' － GTGATCGGATTGTAAGCCATC －3'，预期扩增片段大小为 591 pb。引物由大连宝生物工

程有限公司合成。
1． 3． 2 样品总 RNA 提取 取冷冻样品 0． 1 g，置于预冷的研钵中，加入液氮，迅速研磨至粉末状，利用

RNA 提取试剂盒从样品中提取总 RNA，溶解于 60 μL DEPC 处理的 ddH2O 中，－ 20 ℃保存备用。
1． 3． 3 RT － PCR 检测方法 ( 1) 反转录合成第一条模板链 cDNA。以总 RNA 为模板，MMV － R 为引

物反转录合成 cDNA，0． 2 mL PCR 管中加入: Total RNA 2． 5 μL，5 倍缓冲液 2 μL，dNTP 1 μL，引物

MMV － R ( 10 μmol /L) 2 μL，反转录酶 0． 5 μL 补 ddH2O 至总体系 10 μL。反应条件: 37 ℃ 15 min，

85 ℃ 5 s，16 ℃ 30 s，反应结束后将模板于 － 4 ℃保存备用。
( 2) 反应体系及条件的优化。对引物浓度和酶的浓度以及退火温度等进行优化后，最终确定 PCR

反应体系为: 10 × PCR Buffer 2． 5 μL，dNTP 2 μL，MMV － F 1 μL，MMV －R 1 μL，Taq 酶( 5 U/μL) 2． 5 U，

cDNA 模板 3 μL，加 ddH2O 补足 25 μL。反应条件为: 预变性 95 ℃ 4 min; 变性 95 ℃ 1 min，退火 55 ℃
50 s，延伸 72 ℃ 2 min，35 个循环; 后延伸 72 ℃ 10 min。

( 3) MP 基因片段扩增。按照优化后的反应体系和条件，以 cDNA 为模板，进行 PCR 扩增，扩增产物

于 － 4 ℃保存备用。
( 4) PCR 产物检测。取 10 μL 产物于 ρ = 1． 5% 的琼脂糖凝胶电泳进行检测，并在凝胶成像分析系

统上进行分析，记录结果。

2 结果和分析

2． 1 CGMMV 特异性检测

用表 1 中所列的 TMV 属 9 种病毒、WSBMV 和 CGMMV 的 4 个不同株系，进行琼脂糖凝胶电泳检

测，结果如图 1 所示: 第 11
－ 14 泳 道 分 别 为 CGMMV

的辽宁盖州、广西、Adgen 和

Agdia 4 个不同的株系，均能

扩增到 591 bp 的目标片段;

第 1 － 10 泳道为 TMV 病毒

属其他 9 种病毒以及一个属

外病 毒 WSBMV，均 没 有 扩

增出特异性条带，表明这对

引物具有很强的特异性，能

用于黄瓜绿斑驳花叶病毒的

特异性检测。
2． 2 带毒种子的检测

琼脂糖凝胶电泳检测结

果表明，利用这对引物可以

从感染 CGMMV 的黄瓜、南

瓜和西葫芦种子中检测到该

病毒，扩 增 出 591 bp 的 序

列，与预期结果一致，而阴性对照无扩增产物( 图 2) ，充分说明该方法可以用于带毒种子的检测，检测结

果准确，且节省时间和成本，能满足检验检疫时效性和准确性的要求。

3 讨 论

国内外已有不同的针对黄瓜绿斑驳花叶病毒检测方法的报道。Lee［14］研究了可以检测包括 CGM-
MV 在内的四种病毒的“cucurbit － virus chip”，建立了基于 CP 基因的芯片技术( cDNA chip technology)

检测植物病毒的方法，这是在植物病毒检测领域的首次报道; 邓丛良等［15］将纳米磁珠( Magnetic Nano
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M: 100 bp DNA marker; 1 － 4: 分别为黄瓜 － 1，黄瓜 － 2，南瓜，

西葫芦; + : 阳性对照; CK: 阴性对照。
Lane M，100 bp DNA ladder marker; Lane 1 － 4: CGMMV －

Cu1，CGMMV － Cu2，CGMMV － Sq，CGMMV － Pu; + : Positive
control; CK: Negative control．

图 2 带毒种子中 CGMMV 病毒 RT － PCR 检测结果

Fig． 2 RT － PCR results for detection of Cucumber green
mottle mosaic virus in infected seeds

Particles，MNP) 和 RT － PCR 结合，省去了病

毒 RNA 抽提过程和病毒抗体的使用，直接进

行 MNP － RT － PCR 检测，缩短了检测时间，

但该方法的灵敏度比常规 RT － PCR 低 10 倍

而且成本更高; Chen 等［16］ 基于 CGMMV 基

因组 3'端非编码区设计特异性引物和探针，

建立了实时荧光 PCR 特异性检测 CGMMV
的技术，提高了检测灵敏度。目前这些方法

基本都是针对 CP 基因序列设计引物进行检

测，而且每个方法的检测对象均是单一的

CGMMV 株系，测试样品为感病叶片或带毒

种子等单一的植物材料，因此都有一定的局

限性，没有适用于多种不同材料的检测方法。
同时，这些方法中设计的引物，都没有针对

TMV 属其他 CGMMV 的近缘种病毒进行特

异性试验。
本试验在总结前人工作的基础上补充不

足，对 RT － PCR 方法进行改进，建立了准确

灵敏、时效性高和成本低廉的黄瓜绿斑驳花叶病毒检测方法:

1． 设计引物，扩增出 CGMMV 三个分离物的 MP 基因全序列( 分别为 CGMMV － GZ、CGMMV － AD
和 CGMMV － AG) ，3 段 MP 基因序列大小均为 795 bp。将这些序列和 GenBank 中的 TMV 属病毒序列

进行比对，结果显示 MP 基因在 CGMMV 种内具有很高的保守性，而与 TMV 属的其他种病毒差异很大。
因此试验针对 MP 基因设计筛选了引物，特异性更强，检测结果更准确。

2． 获得 TMV 属 CGMMV 的近缘种病毒 9 种，以及一个真菌传杆状病毒属( Furovirus) 的土传小麦花

叶病毒( WSBMV) 。将这些病毒样品和 4 个 CGMMV 的不同株系按照优化后的 RT － PCR 体系和条件进

行序列扩增，结果表明该方法能检出 CGMMV 的 4 个不同株系，而其他 10 种测试病毒都没有特异性扩

增，充分证明该方法具有很高的特异性和准确性。
3． 将该方法用于四种带毒种子( 两种黄瓜，一种南瓜和一种西葫芦) 的检测，也能扩增出 591 bp 的

目的片段，证明该方法可以直接用于种子中 CGMMV 的检测，省去了种植培养再进行检测的程序，大大

缩短了检测时间，符合检验检疫时效性要求。
目前在检疫工作中，病毒检测常用的是 ELISA 和生物学方法，本试验基于 RT － PCR 技术，建立针

对 CGMMV 的 MP 基因进行检测的方法，具有更强的特异性和灵敏性，并且节省时间和成本，检测结果

准确可靠，符合检验检疫时效性和准确性要求，在植物病毒检测中具有很高的实用价值，对其他有害生

物分子检测技术的研究具有借鉴意义。
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