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摘要　本研究在我国主要冬瓜产区采集具有典型病毒病症状的病叶材料１０５份，根据葫芦科作物上常见的５种病

毒病原的ＣＰ基因设计特异性引物，对１０５份待检冬瓜材料进行ＲＴＰＣＲ检测。检测结果表明：５对特异引物可分

别在１０５份待检材料的９５份中检测到小西葫芦黄花叶病毒（犣狌犮犮犺犻狀犻狔犲犾犾狅狑犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＺＹＭＶ）、西瓜花叶病毒

（犠犪狋犲狉犿犲犾狅狀犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＷＭＶ）、黄瓜花叶病毒（犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＣＭＶ）、番木瓜环斑病毒（犘犪狆犪狔犪狉犻狀犵

狊狆狅狋狏犻狉狌狊，ＰＲＳＶ）４种病毒，未检测到南瓜花叶病毒（犛狇狌犪狊犺犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＳｑＭＶ）；并且发现不同的冬瓜主产区致病

的病毒种类有较大差异；同时还发现，在这些待检样品中４种病毒复合侵染现象较普遍，其中以ＰＲＳＶ与ＷＭＶ组

合最常见，占复合侵染现象的３１．２５％；未发现有４种病毒复合侵染。
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犳狅狌狀犱犫狔犪犾犾犳狅狌狉狏犻狉狌狊犲狊．
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葫芦科冬瓜属，是一年生攀缘性草本植物，起源于

中国和印度，广泛分布于亚洲的热带、亚热带及温

带地区，目前以中国、东南亚和印度等地种植为

主。冬瓜是一种经济价值高的农作物，在我国冬瓜

栽培已有２０００多年的历史，年播种面积达２５万

ｈｍ２。由于市场需求的增加，冬瓜的栽种面积逐年

扩大，复种指数提高，导致冬瓜上的病害日益严

重。过去人们的关注焦点主要集中在疫病、枯萎病

等真菌病害，在这些方面做了大量的研究工作。近

年来，冬瓜病毒病呈上升趋势，所造成的危害已超

过真菌病害，２００３年以来，华南地区的冬瓜主产区

冬瓜病毒病暴发成灾，造成冬瓜大幅减产，严重的

甚至绝产绝收［１］。

引发冬瓜病毒病的病毒种类各国相继有报道。

Ｓａｍｒｅｔｗａｎｉｃｈ等
［２］认为番茄卷叶病毒（犜狅犿犪狋狅犾犲犪犳

犮狌狉犾狏犻狉狌狊）是冬瓜病毒病的主要病原物，Ｃｈｅｎ

等［３４］报道台湾冬瓜病毒病的病原物是番茄斑萎病

毒属（犜狅狊狆狅狏犻狉狌狊）成员，可能是西瓜银色斑驳病毒

（犠犪狋犲狉犿犲犾狅狀狊犻犾狏犲狉犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊，ＷＳＭＶ）的１个



４２卷第２期 尤毅等：侵染冬瓜的病毒病原种类鉴定

菌株。Ｔｓｕｄａ等
［５］分析了从５个不同寄主上分离的

犜狅狊狆狅狏犻狉狌狊属毒株，发现冬瓜分离物的蛋白质分子

量是３２ｋＤ，ＳＲＮＡｓ的分子量是１．２１×１０６，与

ＷＳＭＶ的序列同源率达９７％。Ｏｋｕｄａ等
［６］也证实

在日本导致冬瓜产生病毒病的是 ＷＳＭＶ。Ｔｏｍａｓｓｏ

ｌｉ等
［７］首次报道香石竹斑驳病毒属（犆犪狉犿狅狏犻狉狌狊）成员

甜瓜坏死病毒（犕犲犾狅狀狀犲犮狉狅狋犻犮狊狆狅狋狏犻狉狌狊，ＭＮＳＶ）是意

大利冬瓜病毒病的病原物。这说明不同地区或国家

引起冬瓜病毒病的病毒种类可能不一样。

目前，我国发现的侵染葫芦科作物的病毒中，

分布最广、危害最重的有５种，即小西葫芦黄花叶

病毒（犣狌犮犮犺犻狀犻狔犲犾犾狅狑犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＺＹＭＶ）、西瓜

花叶病毒（犠犪狋犲狉犿犲犾狅狀犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＷＭＶ）、黄瓜

花叶病毒（犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＣＭＶ）、番木瓜环

斑病毒（犘犪狆犪狔犪狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊，ＰＲＳＶ）和南瓜花叶

病毒（犛狇狌犪狊犺犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＳｑＭＶ）
［８］。由于缺乏有

关冬瓜病毒病毒原种类的调查报道，本研究调查

了葫芦科作物上５种常见的病毒在冬瓜上的发生

情况，以及我国各主要冬瓜产区的病毒病发病及

病原分布情况，可为冬瓜病毒病抗性育种提供

依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料

待检材料：具有典型或可疑病毒病症状的冬瓜

材料１０５份，分别采自我国冬瓜主产区，主要包括广

东三水（７份）、台山（５份）、徐闻（８份）、清远（英德８

份，清新３份）、广州（白云７份，番禺４份）；江西樟

树（７份）；湖南（长沙４份，浏阳６份）；陕西（西安２

份，宝鸡４份）；重庆（４份）；广西（南宁１１份，桂林５

份）；江苏大丰（９份）以及海南（文昌５份，儋州６

份），保存于－８０℃超低温冰箱。

阳性对照：ＺＹＭＶ、ＷＭＶ、ＳｑＭＶ毒源由中国

农业科学院郑州果树研究所古勤生研究员惠赠，

ＣＭＶ和ＰＲＳＶ由华南农业大学植物病毒研究室提

供。所有阳性对照均采用摩擦接种的方法接种到西

葫芦（犆狌犮狌狉犫犻狋犪狆犲狆狅Ｌ．）叶片上，待显症后采用

ＤＡＳＥＬＩＳＡ法进行检测，确认病原为唯一病毒病原

后，取叶片干燥保存。

１．２　方法

１．２．１　冬瓜叶片总ＲＮＡ的提取

使用天根公司ＲＮＡｐｒｅｐｐｕｒｅ植物总ＲＮＡ提

取试剂盒（离心柱型）提取待测样品和阳性对照的叶

片总ＲＮＡ，具体提取步骤参照产品说明书。

（１）匀浆处理：取５０～１００ｍｇ冬瓜叶片，在液氮

中迅速研磨成粉末状，加入４５０μＬ裂解液ＲＬ（使用

前加入β 巯基乙醇，终浓度为２％），混匀后室温放

置５ｍｉｎ。

（２）１３４００ｇ离心５ｍｉｎ，取上清（约４００μＬ）于

另一新离心管。

（３）缓慢加入上清０．５倍体积的无水乙醇，混匀

（此时可能会出现沉淀），将得到的溶液和沉淀一起

转入吸附柱ＣＲ３中，１３４００ｇ离心６０ｓ，弃掉收集管

中的废液，并将吸附柱ＣＲ３放回收集管中。

（４）向吸附柱ＣＲ３中加入７００μＬ去蛋白液

ＲＷ１，１３４００ｇ离心６０ｓ，弃掉收集管中的废液，将

吸附柱ＣＲ３放回收集管中。

（５）向吸附柱ＣＲ３中加入５００μＬ漂洗液ＲＷ

（使用前已按比例加入无水乙醇），室温静置２ｍｉｎ，

１３４００ｇ离心６０ｓ，弃掉收集管中的废液，并将吸附

柱ＣＲ３放回收集管中。

（６）重复步骤（５）。

（７）１３４００ｇ空柱离心２ｍｉｎ，取出后将吸附柱

ＣＲ３置于室温放置数分钟，以彻底晾干吸附材料中

残余的漂洗液。

（８）将吸附柱ＣＲ３放入一个新的ＲＮａｓｅｆｒｅｅ离

心管中，向吸附膜中间部位悬空滴加５０μＬＲＮＡｓｅ

ｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ，室温静置２ｍｉｎ，１３４００ｇ离心２ｍｉｎ，

得到ＲＮＡ溶液。

ＲＮＡ溶液保存于－８０℃冰箱。

１．２．２　冬瓜病毒病毒原ＲＴＰＣＲ检测

１．２．２．１　引物设计

根据文献报道及已有的病毒ＣＰ基因序列，设

计引物组合（表１）。

１．２．２．２　ＲＴＰＣＲ扩增

采用宝生物工程（大连）有限公司 Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＭＭＬＶ（ＲＮａｓｅＨ－）进行反转录，常

规ＰＣＲ扩增。反转录体系及ＰＣＲ扩增体系参考产

品说明书，５种病毒的ＰＣＲ扩增参数见表２。ＰＣＲ

产物４℃保存，取８μＬ在１．２％的琼脂糖凝胶上电

泳，ＰＣＲ检测呈阴性的待检材料，重复１次ＲＴＰＣＲ

扩增，若结果仍为阴性，则重新提取ＲＮＡ，再次进行

ＲＴＰＣＲ扩增，若检测结果仍为阴性，即认为该材料

不含有病毒。

·３８１·
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表１　检测５种病毒毒原犆犘基因的特异性引物

犜犪犫犾犲１　犛狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犆犘犵犲狀犲犻狀狋犺犲犳犻狏犲狏犻狉狌狊狆犪狋犺狅犵犲狀狊犫狔犚犜犘犆犚

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度／ｂｐ

Ｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔ

ＺＹＭＶＦ ＣＴＴＴＧＣＡＡＡＴＧＧＡＧＡＴＧＡＣＣＴＧＡＴＡＣＴＴ

ＺＹＭＶＲ ＡＣＧＧＣＡＣＴＣＣＴＧＧＡＣＡＡＣＴＡＡＣＡＴＡＡＡＣ
１４９３

ＷＭＶＦ ＴＧＧＡＴＣＣＴＧＧＧＡＴＡＧＧＡＧＣＡＡＧ

ＷＭＶＲ ＴＧＴＣＧＡＣＡＴＡＡＣＧＡＣＣＣＧＡＡＡＴＧ
１１７８

ＣＭＶＦ ＧＴＣＧＴＣＣＡＡＣＴＡＴＴＡＡＣＣＡＣＣＣＡＡＣＣ

ＣＭＶＲ ＧＡＴＴＴＣＴＣＣＡＣＧＡＣＴＧＡＣＣＡＴＴＴＴＡＧＣ
６６２

ＰＲＳＶＦ ＡＧＧＧＡＧＴＧＡＧＧＡＡＴＧＡＴＴＡＴＧＧＴＣＴ

ＰＲＳＶＲ ＣＴＣＣＧＴＧＴＴＴＴＣＴＴＣＣＴＴＧＴＴＡＣＴＧ
４６５

ＳｑＭＶＲ
ＴＡＣＡＧＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＴＣＴＡＣＴＧＣ

ＣＣＡＧＡＡＡＴＴＣＣＴＡＧＴＡ
ＳｑＭＶＦ ＴＡＣＴＴＡＴＣＴＡＧＡＡＣＣＡＴＧＧＡＧＣＴＡＧＡＴＣＴＴＧＣＧＣＡＡＣＴ

１１３５

表２　５种病毒的犘犆犚扩增参数１
）

犜犪犫犾犲２　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆犪狉犪犿犲狋犲狉犳狅狉犲犪犮犺狏犻狉狌狊

反应温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

反应时间Ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

ＺＹＭＶ ＷＭＶ ＣＭＶ ＰＲＳＶ ＳｑＭＶ

９４ ５ｍｉｎ ２ｍｉｎ ２ｍｉｎ ５ｍｉｎ ２ｍｉｎ

９４ ３０ｓ ３０ｓ ３０ｓ ３０ｓ １ｍｉｎ

５０ ３０ｓ ３０ｓ ３０ｓ ３０ｓ １ｍｉｎ

７２ ７０ｓ ９０ｓ ４０ｓ １ｍｉｎ １５０ｓ

７２ １０ｍｉｎ １０ｍｉｎ １０ｍｉｎ １０ｍｉｎ ７ｍｉｎ

４ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞

　１）循环次数均为３５次。∞代表反应时间不限定，直到样品取出

为止。

３５ｃｙｃｌｅｓ．∞ｉｎｄｉｃａｔｅｄｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｗａｓｕｎｌｉｍｉｔｅｄｔｉｌｌｔｈｅｓａｍ

ｐｌｅｓｗｅｒｅｔａｋｅｎｏｕｔ．

２　结果与分析

２．１　犚犜犘犆犚扩增结果

在西葫芦上分别接种５种病毒，取有明显症状的

叶片作为阳性对照。以待测样品及阳性对照的总

ＲＮＡ作为模板，分别用不同的引物对进行ＲＴＰＣＲ

扩增。部分检测结果见图１，阳性对照和待检样品中，

引物ＺＹＭＶＦ／ＺＹＭＶＲ可扩增出大小约１５００ｂｐ的

条带（图１ａ）；引物ＷＭＶＦ／ＷＭＶＲ可扩增出大小约

为１２００ｂｐ的条带（图１ｂ）；引物ＣＭＶＦ／ＣＭＶＲ可

扩增出大小约６６０ｂｐ的条带（图１ｃ），引物ＰＲＳＶＦ／

ＰＲＳＶＲ可扩增出大小约５００ｂｐ的条带（图１ｄ）；引物

ＳｑＭＶＦ／ＳｑＭＶＲ仅在阳性对照中能扩增出大小约

１１００ｂｐ的条带（图１ｅ），在所有的待检材料中均没扩

出目标条带。３次重复检测结果一致。这表明在待检

样品中能分别检测出ＣＭＶ、ＺＹＭＶ、ＰＲＳＶ和ＷＭＶ，

但未检测到ＳｑＭＶ。

２．２　各地区的发病情况统计

不同地区的待检材料ＲＴＰＣＲ检测结果见表

３。１０５份材料中有９５份分别检出ＺＹＭＶ、ＣＭＶ、

ＰＲＳＶ和ＷＭＶ４种病毒，未检测出ＳｑＭＶ，阳性检

出率达９０．４８％。其中阳性检出率最高为ＰＲＳＶ和

ＷＭＶ（检出率分别达４７．６２％和４５．７２％），其次为

ＺＹＭＶ和ＣＭＶ（检出率分别达２４．７６％和２１．９０％）。

按待检材料的采集区域来看，广东大部分区域（除广

州白云、徐闻外）及海南所采的样品中，未检出

ＺＹＭＶ；在广东清新、徐闻、海南、江西、江苏及湖南

地区采集的样品中，未检出ＣＭＶ；在广东番禺、清

新、陕西西安和宝鸡采集的样品中未检出 ＷＭＶ；在

各地区的样品中均能检出ＰＲＳＶ；在所有的样品中，

均未检出ＳｑＭＶ。这些结果表明，ＰＲＳＶ与 ＷＭＶ

在我国主要冬瓜产区可能分布最为广泛，其次是

ＺＹＭＶ与ＣＭＶ，在冬瓜上尚未发现ＳｑＭＶ。

表３的结果反映出在各地区普遍存在不同病毒

的复合侵染现象。其中有２种病毒复合侵染，也有

３种病毒复合侵染，但未见４种病毒复合侵染。且

病毒组合多种多样，有 ＺＹＭＶ 与 ＣＭＶ 组合，

ＺＹＭＶ与 ＰＲＳＶ 组合，ＺＹＭＶ 与 ＷＭＶ 组合，

ＰＲＳＶ与 ＷＭＶ组合，ＰＲＳＶ与ＣＭＶ组合，ＷＭＶ

与 ＣＭＶ 组合，ＺＹＭＶ、ＷＭＶ 与 ＰＲＳＶ 组合，

ＺＹＭＶ、ＷＭＶ 与 ＣＭＶ 组合，ＺＹＭＶ、ＰＲＳＶ 与

ＣＭＶ组合。２种病毒复合侵染，以ＰＲＳＶ与 ＷＭＶ

组合最常见，在９５份检出样品中有１５份材料，占复

合侵染组合的３１．２５％；３种病毒复合侵染则相对较

少，共５份材料，其中有３份是ＺＹＭＶ、ＷＭＶ和

ＰＲＳＶ组合。
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图１　５种葫芦科常见病毒在部分冬瓜待检材料上的检测结果

犉犻犵．１　犚犜犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狆犪狉狋犻犪犾狑犪狓犵狅狌狉犱狊犪犿狆犾犲狊

表３　各地区冬瓜待检材料５种病毒的犚犜犘犆犚检测结果

犜犪犫犾犲３　犚犜犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狑犪狓犵狅狌狉犱狊犪犿狆犾犲狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犪狉犲犪狊

采集地

Ｓｉｔｅ

样品总数／份

Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒ

ｏｆｓａｍｐｌｅｓ

携带不同病毒样本数／份

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｉｒｕｓｅｓ

ＺＹＭＶ ＣＭＶ ＰＲＳＶ ＷＭＶ ＳｑＭＶ

复合侵染

Ｍｉｘｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

份数

Ｎｕｍｂｅｒ

百分率／％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

阳性检出率

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ

份数

Ｎｕｍｂｅｒ

百分率／％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

白云Ｂａｉｙｕｎ ７ ３ ３ ２ ４ ０ ４ ５５．５６ ６ ８５．７１

番禺Ｐａｎｙｕ ４ ０ １ ２ ０ ０ ０ ０ ３ ７５．００

清新Ｑｉｎｇｘｉｎ ３ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ３３．３３

英德Ｙｉｎｇｄｅ ８ ０ ２ ６ ６ ０ ８ １００ ８ １００

三水Ｓａｎｓｈｕｉ ７ ０ ３ ２ ５ ０ ３ ４２．８６ ７ １００

台山Ｔａｉｓｈａｎ ５ ０ １ １ ３ ０ １ ２０．００ ４ ８０．００

徐闻Ｘｕｗｅｎ ８ ２ ０ ５ ５ ０ ５ ６２．５０ ７ ８７．５０

江苏Ｊｉａｎｇｓｕ ９ ６ ０ ５ ４ ０ ６ ６６．６７ ９ １００

江西Ｊｉａｎｇｘｉ ７ ２ ０ ２ ４ ０ ２ ２８．５７ ７ １００

陕西Ｓｈａａｎｘｉ ６ １ ６ ４ ０ ０ ５ ８３．３３ ６ １００

海南Ｈａｉｎａｎ １１ ０ ０ ６ ２ ０ ２ １８．１８ ９ ８１．８２

湖南Ｈｕｎａｎ １０ ３ ０ ４ ６ ０ ２ ２０．００ １０ １００

广西Ｇｕａｎｇｘｉ １６ ７ ６ ８ ７ ０ ７ ４３．７５ １４ ８７．５０

重庆Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４ ２ １ ２ ２ ０ ３ ７５．００ ４ １００

合计Ｔｏｔａｌ １０５ ２６ ２３ ５０ ４８ ０ ４８ ４５．７１ ９５ ９０．４８
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　　各地区样品的病毒检出率都较高，广东三水和

英德、陕西、江西、江苏、湖南及重庆地区的检出率达

到１００％，清新地区检出率最低。由于本研究所采

集的冬瓜样品均为具有典型病毒病症状的冬瓜叶

片，但部分样品未检出上述５种病毒中的任意一种，

说明除了这５种病毒外，可能还存在其他种类的病

毒危害冬瓜生产。

３　讨论

从本研究的结果来看，侵染冬瓜的病毒病原主

要有ＺＹＭＶ、ＣＭＶ、ＰＲＳＶ和ＷＭＶ４种，未检测出

ＳｑＭＶ阳性的材料。利用机械摩擦人工接种冬瓜叶

片，ＳｑＭＶ可以成功接种，并在冬瓜叶片上产生典型

的病毒病病斑［９］，本研究在所有供试冬瓜材料中未

检出ＳｑＭＶ的主要原因有：（１）病毒毒原的分布具

有地区性，在我国，报道该病毒发生的地方并不多，

目前只在黑龙江的南瓜（犆狌犮狌狉犫犻狋犪犿狅狊犮犺犪狋犪）
［１０］，

新疆［１１１３］、甘肃［１２］的甜瓜（犆狌犮狌犿犻狊犿犲犾狅），山西运

城的南瓜 ［１４］、河南开封和孟津的西葫芦（犆狌犮狌狉犫犻狋犪

狆犲狆狅）
［１４］上发现。（２）样品采样的主要依据是冬瓜

叶片上有无病斑，由于病毒侵染具有潜伏期，在潜伏

期内植株不表现症状，导致漏采。（３）采样量少，一

方面的原因是采样地点具有病毒病症状的植株少；

有的病株已经枯萎，失去研究的可能性；另一方面，

采样地点发病植株表现的症状非常相似，具有差异

的病株较少，导致重复采样。

本研究中，尚有部分材料具有典型病毒病症状，

但对５种所检病毒均呈阴性的材料，未检出病毒的

原因主要有：（１）保存时间过长且保存条件不好，导

致ＲＮＡ降解。（２）材料受到除本文涉及的５种病

毒以外的其他病毒侵染，据目前的报道，冬瓜上的病

毒病原除了本研究所涉及的５种外，已经确认的还

有黄瓜绿斑驳花叶病毒、西瓜银色斑驳病毒［４］、番茄

曲叶病毒［２］、马蹄莲褪绿斑病毒［１５］等，其中有部分

为检疫病毒，但如黄瓜绿斑驳花叶病毒在我国已有

相关报道，不排除该病毒侵染冬瓜的可能性。
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