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黄瓜绿斑驳花叶病毒检测技术的研究进展 *
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摘要 黄瓜绿斑驳花叶病毒(cucumbergreenmottlemosaicvirus,CGMMV)是我国的检疫性有害生物,在
广西、辽宁、河北、山东、广东和北京等地均发现疫情,已严重威胁着西瓜、甜瓜、黄瓜等作物的生产,因此加强该

病毒的检测极为重要。目前黄瓜绿斑驳花叶病毒病的检测主要有生物学检测、血清学检测、分子生物学检测及

电镜显微观察等方法。笔者对有关黄瓜绿斑驳花叶病毒病的检测技术进行了综述,并分析了现有检测技术的优

缺点和应解决的主要问题,探讨了该病毒检测技术今后发展的方向。
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  黄瓜绿斑驳花叶病毒(cucumbergreenmottle
mosaicvirus,CGMMV)属于芜菁花叶病毒科(Ty-
moviridae)烟草花叶病毒属(Tobamovirus),是世界

上许多国家和地区葫芦科植物的重要检疫性对象,
已严重威胁着西瓜、甜瓜、黄瓜等作物的生产。1935
年,英国 Ainsworth[1]首次报道了黄瓜绿斑驳花叶

病毒在黄瓜上的危害,此后该病毒传到德国、巴西、
伊朗、印度、日本、韩国以及我国台湾等20多个国家

和地区[2-7]。目前在我国广西、辽宁、河北、山东、广
东和北京等地均发现疫情[8-11],农业部已将黄瓜绿

斑驳花叶病毒确定为我国检疫性有害生物。检测该

病害主要有生物学检测、血清学、分子生物学及电镜

观察等方法。笔者对有关黄瓜绿斑驳花叶病毒的检

测技术进行了综述,并分析了现有检测技术的优缺

点和应解决的主要问题,旨在为该病毒的检测和相

关研究提供帮助。

1 研究现状

随着分子生物学的发展,病毒的检测技术逐渐从

传统的生物学检测方法向基于核酸的各种检测方法

发展。黄瓜绿斑驳花叶病毒的检测方法也经历了这

样的进程。目前该病毒的检测主要有以下几种方法。
1.1 生物学检测

利用病株汁液摩擦健株或指示植物,通过症状

可以进行该病的初步鉴定。生物学实验可以确定病

原的侵染性,用实验方法证明病毒与病害的直接相

关性。CGMMV病毒有6个株系[12],分别为典型株

系(即黄瓜绿斑驳花叶病毒)、黄瓜桃叶珊瑚花叶株

系、西瓜株系、日本黄瓜株系、洋东株系、印度株系。
黄瓜、西瓜、甜瓜、瓠瓜等是CGMMV的重要寄主,
不同的寄主植物表现的症状有所差异。

在黄瓜上,最初新叶上出现黄色小斑点,随后逐

渐发展为花叶、斑驳和浓绿泡状突起等症状,叶脉间

褪色呈绿带状。在西瓜上,初期茎端幼叶呈现淡黄

色花叶,随后出现浓绿凹凸斑,随叶片老化症状减

轻;果实表现有浓绿圆斑,中央有坏死点,种子周围

的果肉呈赤紫色水渍状,成熟时变为暗褐色且出现

空洞[13-14]。在甜瓜上,受害的新叶上出现黄斑,随叶

片老化症状减轻;成株侧枝的叶片呈现不定形或星

状黄化叶,生长后期顶部叶片有时产生大型黄色轮

斑;幼果受害后有绿色花纹,后期为绿色斑,或在绿

色斑中央出现灰白色斑[15]。在瓠瓜上,病叶为花

叶,有绿色突起,脉间黄化呈叶脉绿带状;植株上部

叶片变小、黄化,下部叶片边缘波浪状,叶脉皱缩,叶
片畸形;未成熟果实出现轻微斑驳,绿色部分稍突

起,成熟后症状消失,果梗坏死[16]。
生物学实验不仅可以鉴别病毒,还可以确定病

毒的传播方式,明确病毒所致病害的症状类型和寄

主范围。秦碧霞等[8]曾运用该方法对广西一个农业

展示厅内观赏南瓜的分离物进行寄主症状测试,结
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果显示该分离物在南瓜、西葫芦、西瓜、黄瓜、八角丝

瓜和罗汉果等葫芦科植物上主要表现为系统花叶、
褪绿斑和明脉等症状,在曼陀罗接种叶上表现为局

部褪绿斑,在苋色藜、昆诺藜、普通烟、心叶烟、番茄、
辣椒、菜豆、碗豆、豇豆等植物上无任何症状反应。

2007年,赵世恒等[17]用从日本引进的西瓜种子的病

毒分离样品接种黄瓜后,健康植株均感病。Adkins
等[18]用生物学的方法确认了其分离物的寄主包含

有16种茄科植物和2种藜科植物。生物学鉴定存

在稳定性较差与工作量大等缺点。当引进的种子种

植后,由于种传苗往往不显症,所以不能只凭肉眼观

察,还必须进行其他室内检验。
1.2 血清学检测

利用黄瓜绿斑驳病毒的专化性抗血清来检测病

毒,采用酶联免疫吸附方法进行测定,具有灵敏度

高、特异性强、操作简单等优点,可检测出1~10
ng/mL的病毒。检测CGMMV的血清学方法多种

多样,目前应用最多的是酶联免疫吸附法(enzyme-
linkedimmunosorbentassay,ELISA),如单克隆及

多克 隆 抗 体 双 夹 心 ELISA(DAS-ELISA)、间 接

ELISA[19]、斑点免疫杂交ELISA(DOT-ELISA)等。
植物病毒血清反应的用途很广,不仅可用于病毒的

快速鉴定,还可以用于病毒株系的鉴别及亲缘关系

和 分 析。早 在 1985 年,Kawai等[20]运 用 改 良

ELISA(M-ELISA)的方法检测黄瓜,800粒种子中

含有1粒带毒种子也可以被检测到。随后,DAS-
ELISA 的 方 法 逐 渐 运 用 在 CGMMV 的 检 测

上[21-24]。赵世恒等[17]和李桂芬等[25]用间接ELISA
方法检测该病毒,检测汁液的灵敏度为1∶320000,
检测提纯病毒的灵敏度为4.75×10-5 mg。2009
年,李桂芬等[25]成功获得3株分泌CGMMV特异

性单克隆抗体的杂交瘤细胞(3C9,3F7,2G10),间接

ELISA效价测定结果分别为1.24×107、2.56×
106、1.28×106。血清学检测方法是一种用于常规

检测的有效方法,但是该方法需要特异性的抗体,制
作抗体过程繁琐、费时较长。目前,上海必优生物科

技有限公司已开发出CGMMV诊断试剂盒,方便了

该病毒的检测。
1.3 分子生物学检测

分子生物学技术主要是通过病毒的核酸来检测

病毒,能检测到pg级甚至fg级的病毒,且特异性

强、操作简便、速度较快[26-27]。常用的分子生物学技

术主 要 是 RT-PCR、免 疫 捕 捉 RT-PCR(IC-PT-

PCR)和实时荧光RT-PCR等。

1)RT-PCR检测。RT-PCR方法检测高度灵敏

性及专化性。RT-PCR是通过提取总RNA后反转

录成cDNA,然后进行扩增得到目的片段。这种快

速灵敏的核酸检测方法也运用在各种植物病毒的检

测[28-32]。外壳蛋白基因(CP基因)广泛运用在病毒

的鉴定[33-37]。Shim 等[38]从西瓜分离的 CGMMV
西瓜株系中获得分析了该病毒的CP基因,与 W、

KOM和 KW 株系的同源性分别为98%、99%和

100%。Yoon等[39]通过CP基因的多态性分析了

36个从韩国西瓜和黄瓜的CGMMV分离物,结果

表明它们都在分子水平上没有显著差异。李红霞

等[40]通过外壳蛋白基因的RT-PCR扩增检测南瓜

果实上的CGMMV。秦碧霞等[41]通过扩CP基因,
从广西葫芦上也检测到该病毒。李小妮等[11]用

RT-PCR的方法对2005-2008年广东省进行了疫

情调查与检测。该方法灵敏度高于 DAS-ELISA,
但由于其成功率最大的因素是能否提取出高纯度

的、完整的RNA,故操作难度较大,对检测人员要求

较高,且存在着不稳定性[42]。

2)免疫捕捉RT-PCR(IC-RT-PCR)。免疫捕捉

RT-PCR是通过捕捉抗原,然后释放出RNA,反转

录成cDNA,最后进行扩增得到目的片段。IC-RT-
PCR结合了DAS-ELISA捕捉抗原与 RT-PCR特

异性反转录的特点。该方法在检测病毒上的运用取

得了 良 好 的 效 果[43-44]。Varveri等[22]用IC-RT-
PCR技术检测希腊的3个CGMMV分离物,其灵

敏度比DAS-ELISA高出105倍。黄静等[42]建立了

该病毒的IC-RT-PCR检测方法,简化 RNA 的提

取,降低了试验材料要求。与 RT-PCR方法相比,
该方法的操作更简便、对操作人员要求较低、且特异

性强,并可以弥补ELISA检测中出现假阳性的不

足,使得结果更为可靠。用该方法进行检测的前提

条件是具有特异性的抗体。

3)实时荧光 RT-PCR 检测。自1996年美国

ABI公司推出荧光PCR技术后,已应用于很多领域

的研究。目前,实时荧光PCR也越来越广泛的运用

到病毒的检测中。此技术是在PCR反应体系中加

入荧光基团,利用荧光的积累实时监测整个PCR进

程,然后通过标准曲线对与未知模板进行定量分析

的方法。与常规PCR相比,它具有特异性更强、有
效解决PCR污染问题、自动化程度高等特点。实时

荧光PCR的检测方法完全闭管检测,PCR产物不
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需要电泳,减少了有毒物质的使用,缩短了检测时

间,保护了生态环境。该方法现已广泛运用在各种

植物病毒的检测[45-47]。Chen等[48]用 TaqMan探

针实时荧光RT-PCR的方法检测CGMMV,灵敏度

达到0.13pg的RNA,能稳定检测到仅含有50个

拷贝数RNA的样品。邓丛良等[49]依据外壳蛋白基

因的保守序列设计合成引物,用TaqMan探针,建
立了CGMMV的检测方法,该方法比普通的 RT-
PCR的方法灵敏10倍以上。该方法具有快速、简
便、准确的优点,适合CGMMV的快速、高效检测,
但是这种方法需要昂贵的仪器及试剂。

4)其他检测方法。电镜观察病毒粒子也运用在

该病毒的检测。病毒初提纯液及病叶浸渍液经负染

后在电子显微镜下观察,可见大量直杆状病毒粒子,
典型粒子长度约300nm,直径为18nm。粒体呈螺

旋状结构,螺距2.3nm,螺旋有49个亚基/3周。

RNA存在于核中心,半径为4.0nm的位置[50]。病

毒粒子存于叶片、表皮、薄壁组织、木质部、韧皮部、
伴胞及其他各部的细胞质和细胞液泡内。植物和昆

虫等组织内病毒粒体的电子显微镜检视,要制成很

薄的切片(30~50nm),需要有超薄切片机和玻璃

或金刚石才能达到这样的要求[51]。利用电子显微

镜技术可观察受侵染细胞的结构变化以及病毒粒体

的形态和大小,通常只能起辅助鉴定的作用。

2003年,Lee等[52]首次应用芯片技术对包括

CGMMV在内的4种病毒进行检测。这种方法可

以有效地进行病毒的鉴定与分化。此外,Liu等[53]

用点杂交(dot-blothybridization)的方法可以从

0.8μg的植物组织中检测到感染的CGMMV。这

种方法不需要经过抗血清的制备,可以高效、快速地

检测病毒的存在。邓丛良等[54]用 MNP(纳米磁

珠)-RT-PCR的方法检测该病毒,灵敏度比普通的

RT-PCR方法高10倍。

2 前景展望

在现有的几种检测黄瓜绿斑驳花叶病毒的方法

中,生物学检测存在稳定性较差与工作量大等缺点,
其鉴定周期较长,培育健康植株、接种和发病这一个

过程需要的时间较长,而且特异性较差。但由于该

方法可以鉴定病毒和确定其传播方式,能通过生物

学检测同时确定病毒所致病害的症状类型和寄主范

围,所以该检测方法依然受到植保工作人员的重视。
血清学检测具有灵敏度高、特异性强和操作简单等

优点,但需要抗血清的制备,制作过程耗时长且繁

琐,同时检测材料易被污染,容易出现假阳性。RT-
PCR检测由于需要提取RNA等步骤,对操作人员

的专业技术要求较高,且RNA在提取的过程中容

易降解,易造成稳定较性差等问题。免疫捕捉RT-
PCR检测灵敏度也很高,且其免去了提取RNA的

步骤,可高效检测黄瓜绿斑驳花叶病毒的存在。实

时荧光RT-PCR检测灵敏度非常高,而且全封闭的

环境也提高了检测的准确性,但检测时需要昂贵的

仪器与试剂,并非所有的实验室都具备该检测所需

的设备。其他检测方法如电镜观察检测病毒通常只

能起到辅助鉴定检测的作用,而点杂交及 MNP-
RT-PCR等方法虽可以高效快速地检测到病毒,但
对检测人员的专业技术要求很高,故目前也未能有

效推广使用。
黄瓜绿斑驳花叶病毒的检测经历了传统生物

学、免疫化学和核酸分子鉴定3个阶段。今后的发

展方向将会是多种检测技术并存,达到更灵敏、更快

速和更实用的效果。随着各种检测技术的成熟运

用,各种分子生物学检测技术会广泛运用于黄瓜绿

斑驳花叶病毒的检测。尽管目前还存在检测费用

高、操作要求高和受检测设备缺乏的限制,但随着相

关技术的不断发展,这些问题都会逐步得到解决。
血清学方法适合于大规模田间样品的常规检测,应
研发出检测试纸或田间快速检测试剂盒以方便农民

使用。分子生物学技术可为检疫部门提供快速、准
确而灵敏的检测方法,其中实时荧光RT-PCR检测

体系的建立,将大大提高黄瓜绿斑驳花叶病毒检测

的灵敏度,为严格控制该病毒的传播和蔓延提供重

要依据,加强检疫部门对发病区域的监控。
然而,技术的多元发展并没能给产品的研发带

来良好的保证,如何保证检测产品的质量以及如何

开发更快速、简便的黄瓜绿斑驳花叶病毒检测方法

是今后工作的重点和难点,也是必须解决的问题。
笔者认为,分子生物学方法特异性强、灵敏度高,只
需要少量样品就能准确检测,其灵敏、特异、快速的

特点,将会使其成为最有前途的病毒检测技术。但

分子生物学方法因需要仪器设备,故目前该检测技

术只局限于某些科研机构或检疫部门,普通的农民

或基层的植保人员则无法应用。如何将研发出来的

有效检测技术真正应用到生产第一线,仍需要多方

面的继续努力。相信黄瓜绿斑驳花叶病毒多种检测

技术的发展会有利于防御与控制该病害的发生。
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ReviewontheDetectionMethodsofCucumber
GreenMottleMosaicVirus(CGMMV)

LUOMei1 WANGLin2 BINShu-ying1 LINJin-tian1

1.DepartmentofPlantProtection,ZhongkaiUniversityofAgricultureandEngineering,

Guangzhou510225,China;

2.GeneralStationofPlantProtectionofGuangdongProvince,Guangzhou510500,China

Abstract Thecucumbergreenmottlemosaicvirus(CGMMV)isoneofthequarantinevirusesin
Chinawhichcanseriouslyaffecttheproductofwatermelon,melonandcucumber.Ithasbeenfoundin
Guangxi,Liaoning,Hebei,Shandong,GuangdongProvinceandBeijinginChinapresently.Thusitisim-
portanttoestablisheffectivemethodsforthedetectionofCGMMV.Biologymethod,serologymethod,

molecularbiologymethodandelectronmicroscopymethodarewidelyusedinthedetectionofCGMMV.
Thispapermadeacomprehensivestudyontheabovementionedmethodsandpointedouttheadvantages
anddisadvantagesofthesemethodsaswellasthenewdevelopmentofthedetectionofthisvirus.

Keywords cucumbergreenmottlemosaicvirus(CGMMV);detection;method
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