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摘要　以感染黄瓜花叶病毒(Cucumbermosaicvirus,CMV)的不同基因型香蕉分化芽为研究对象,利用肉

眼观察、RTＧPCR和实时定量荧光PCR方法研究 CMV 在不同感病香蕉分化芽中的症状及传递规律.结果表

明,感染CMV的‘粤优抗一号’、‘威廉斯’、‘大蕉’和‘皇帝蕉’在组培过程的第１代至第１２代病害症状均不明

显.随着组培继代数增加,不同品种的组培苗中 CMV 含量变化虽然不同,但均在顶部第１~２叶中含量最高.

因此,检测香蕉分化芽中CMV最佳材料为顶部叶片.
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　　香蕉(Musaspp．)是我国热带和亚热带地区的

一种重要经济作物,而黄瓜花叶病毒 (Cucumber
mosaicvirus,CMV)是影响香蕉产量和品质及种质

资源交流的重要因素之一.感病香蕉植株矮化,叶
片表现浓绿镶嵌的斑驳、花叶状条纹或褪绿的梭状

斑[１],部分病株嫩叶出现严重黄化或斑驳,甚至变褐

腐烂[２Ｇ４].目前香蕉种苗主要是通过组织培养技术

进行快速繁殖,在繁殖过程中,若种芽携带病毒,病
毒则可通过种芽繁殖传递给后代.常用的检测香蕉

种芽和组培苗病毒的方法有 ELISA 法[５]和 RTＧ
PCR法[６].随着研究技术的不断发展,植物病毒的

检测方法不断改进.目前,基于 PCR技术、荧光标

记技术和激光技术的TaqMan荧光定量 PCR 法,
由于具有很高的敏感性、重复性和特异性,因此,在
植物病毒检测中已得到广泛运用[７Ｇ８].

曾有学者对香蕉组培中相关病毒含量与症状关

系进行研究,发现在感病香蕉组培分化芽中 CMV
分布不均匀,组培分化芽症状与其体内的 CMV 浓

度之间没有直接关系[５,９],但是带毒香蕉组培分化

芽不同品种与其症状特征和传递规律之间的关系鲜

见报道,为探明 CMV 在我国不同品种香蕉组培分

化芽中的传递规律,本研究选择了我国生产上主要

的３类香蕉４个不同栽培品种:AAA 基因型(粤优

抗１号,威廉斯B６)、ABB基因型(大蕉)和AA基因

型(皇帝蕉),利用已建立的RTＧPCR[６]、实时荧光定

量PCR技术[１０],研究在感染CMV的不同品种不同

继代数香蕉组培分化芽的症状表现、CMV 含量变

化,以及CMV在分化芽中的分布,以期为全面了解

CMV在我国不同香蕉品种中的含量变化和传递规

律、不同品种香蕉种芽的病毒检测和解决生产上

CMV的发生和危害奠定理论基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

感染 CMV 的 供 试 香 蕉 品 种 ‘粤 优 抗 一 号’
(MusaAAACavendishcv．YueyoukangNo．１),‘威
廉斯B６’(MusaAAACavendishcv．Williams),‘大
蕉’(MusaABBPisangcv．Dajiao)和‘皇帝蕉’(MuＧ
sa AAPisangMascv．Huangdijiao)植株均采自华

南农业大学农场.这些香蕉植株经过血清学和RTＧ
PCR验证均为感染CMV的病株.
1.2　仪器与试剂

ExTaq DNA 聚 合 酶、dNTPs、pMD１８ＧT 载

体、实时荧光定量 PCR 仪(ThermalCyclerDice)、
质粒纯化试剂盒、反转录酶、PremixExTaqTM均购

于 TaKaRa公司.大肠杆菌JM１０９由华南农业大
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学植物病毒室保存.微量核酸蛋白分析仪(IMＧ
PLEN)购于德国Implen公司.
1.3　引物与探针的设计

根据 GenBank上已登录的CMVCP基因序列

(登录号:AY９６５８９２)设计RTＧPCR和实时荧光定量

PCR 引 物 和 探 针,上 游 引 物 CMVＧF:CGATAＧ
AGAAGCTTGTTTCGCG, CMVＧR: CGGCGＧ
TACTTTCTCATGTCAC,CMVＧProbe:ROXＧ CGTＧ
TACCGCCATCTCTG CTATGTTCGCＧBHQ２,引物和

探针均由TaKaRa公司合成.RTＧPCR检测CMV的２
对引物CMVＧF/CMVＧR扩增片段长度为２５９bp.
1.4　感染 CMV 香蕉吸芽的组培及观察

感染CMV的各品种香蕉吸芽,消毒后接种在

以 MS培养基[１１]为基本培养基的诱导培养基(MS
＋５mg/L６ＧBA＋１mg/LIBA＋３％蔗糖＋０．７％琼

脂)中培养.前期暗培养,待分化后弱光照培养约

３０d,再进行增殖培养(MS＋３ mg/L６ＧBA＋０．５
mg/LIBA＋３％蔗糖＋０．７％琼脂),第１０到１２代

进行生根培养(MS＋ ０．２mg/LNAA＋０．５mg/L
IBA＋３％ 蔗糖 ＋０．７％ 琼脂),培养基 pH 值为

５．８~６．０,培养温度为(２６±２)℃,光照强度１００~
１０００lx,光照时间１０h/d,每天观察组培分化芽的

症状.
1.5　CMV 在不同品种香蕉组培分化芽中的传递

规律

　　１)RTＧPCR检测各代组培分化芽中CMV.分

别取各品种香蕉吸芽叶片及组培过程中第３、６、９、

１２代组培分化芽叶片各０．１６g,其中由同株吸芽繁

殖所得的组培分化芽均选取３瓶,称取每瓶组培分

化芽叶 片 的 混 合 样,分 别 进 行 RNA 抽 提,并 用

CMVＧF/R引物进行 RTＧPCR 扩增,扩增产物用

１．５％的琼脂糖凝胶电泳.重复３次.

２)实时荧光定量 PCR 检测 CMV 在各代组培

分化芽中的含量变化.实时荧光定量 PCR 检测

CMV参考孙洁等[１０]方法.以抽提 RNA 反转录的

cDNA为模板,进行实时荧光定量 PCR 扩增,其中

每株吸芽繁殖所得各代组培分化芽均进行３次生物

学重复,２次技术重复,以梯度稀释的质粒 DNA 标

准品建立标准曲线.RNA 反转录体系为:５× PriＧ
meScriptRT MasterMix２μL,TotalRNA２μL,

RNaseＧFreedH２O ８μL.RNA 反 转 录 程 序 为:

３７℃３０min,８５℃５s,４℃暂时保存.

1.6　CMV 在不同品种香蕉组培分化芽中的分布

１)RTＧPCR 检测各代组培分化芽各叶片中

CMV.将经过生根培养的各香蕉品种的第１０代至

第１２代生根苗作为研究材料,其中由同一吸芽繁殖

的生根苗均选２瓶,并从中选取大小一致、叶片数相

近(本研究中所取叶片数在４~６片)的生根苗各１
株,叶片数从顶部开始计数,即顶部叶片为第１片

叶,依次往下计数,每片叶称取０．０３g进行 RNA抽

提,并以所抽提的RNA为模板进行RTＧPCR扩增.

RTＧPCR产物用１．５％的琼脂糖凝胶电泳.重复

３次.

２)实时荧光定量PCR检测 CMV 在各代组培

分化芽 中 的 分 布.以 所 抽 提 的 RNA 反 转 录 的

cDNA为模板进行实时荧光定量 PCR,每个样品

３次重复,以梯度稀释的质粒DNA标准品建立标准

曲线.实时荧光定量 PCR 检测 CMV 参考孙洁

等[１０]方法.

2　结果与分析

2.1　CMV 感染的组培分化芽症状观察

对田间采集的感染 CMV‘粤优抗一号’、‘威廉

斯’、‘大蕉’、‘皇帝蕉’吸芽分别进行组织培养,建立

培养体系后,按常规方法进行继代培养.每个品种

在田间都表现明显的花叶症状,但在培养第１代开

始,一直到第１２代,各个品种的分化芽与健康香蕉

吸芽组培分化芽相比,生长无明显差异.同时,在不

同品种不同代数香蕉分化芽的不同生长阶段,都未

观察到任何肉眼可见的明显症状.
2.2　RTＧPCR 检测各代组培分化芽中 CMV

采集所培养的第３、６、９、１２代各品种组培分化

芽进行 RTＧPCR 检测,发现不同品种的香蕉分化

芽,都能扩增出特异目的条带,表明这些香蕉分化芽

中都含有 CMV,即本研究中４个品种的第３、６、９、

１２代组培分化芽均含CMV.
2.3　实时荧光定量 PCR 检测 CMV 在各代组培分

化芽中的含量变化

　　分别抽提感染CMV各品种不同代数的香蕉组

培分化芽的总 RNA,经反转录成cDNA 后再进行

实时荧光定量PCR检测,结果表明,随着继代数的

增加,CMV含量在‘粤优抗一号’、‘威廉斯’、‘皇帝

蕉’、‘大蕉’中不同.
在‘粤优抗一号’香蕉组培(图１A)中各代CMV

含量较原代均无显著变化,而各代间 CMV 含量变

９５
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化显著,第６代、第９代病毒含量较第３代显著增

加.在‘威廉斯’组培过程中CMV 病毒含量变化见

图１B,各代 CMV 含量与原代相比,只有第 ３ 代

CMV含量显著减少;各代间病毒含量相比较,第３
代CMV含量较第６代显著减少,但第３代与第９
代和第１２代相比病毒含量无显著差异.在‘皇帝

蕉’各代组培分化芽中的CMV含量变化如图１C所

示,各代 CMV 含量与原代相比,第３代、第１２代

CMV含量比原代少,且差异显著;各代之间 CMV
含量相比,发现第６代 CMV 含量较第３代、第１２
代均显著增加.在‘大蕉’各代组培分化芽中 CMV
含量变化趋势如图１D所示,各代CMV含量与原代

　A:‘粤优抗一号’;B:‘威廉斯’;C:‘皇帝蕉’;D:‘大蕉’.竖线表示每个样品的标准误,不同小写字母表示在５％水平时差异显著.

下图同.A:‘MusaAAACavendishcv．YueyoukangNo．１’;B:‘Musa AAACavendishcv．Williams’;C:‘Musa AAPisangMascv．

Huangdijiao’;D:‘MusaABBPisangcv．Dajiao’．Thestandarddeviationsareshown．Differentsmalllettersmeansignificantat５％levＧ

el．Thesameasbelow．

图１　CMV在４个香蕉品种各代组培分化芽中含量变化

Fig．１　TheconcentrationofCMVinthedifferentiatedbananashootsofdifferentvarieties

图２　４个香蕉品种第１０代至第１２代组培苗叶片中CMV含量变化

Fig．２　TheconcentrationsofCMVinthedifferentiatedbananainthe１０th,１１thand１２thgenerationsof４bananavarieties

０６
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相比,仅第３代显著减少,且各代间CMV含量差异

不显著.
香蕉品种‘粤优抗一号’、‘威廉斯’、‘皇帝蕉’和

‘大蕉’原代CMV 含量较高,第３代香蕉分化芽内

CMV含量下降,到第６代CMV含量又恢复到一个

较高水平,一直到第１２代香蕉分化芽内CMV含量

都维持在一定浓度.
2.4　CMV 在不同品种香蕉组培苗中的分布变化

１)RTＧPCR检测各代组培苗叶片中CMV.利

用引物CMVＧF/CMVＧR对各品种第１０代至第１２代

组培苗叶片分别进行 RTＧPCR检测,结果表明,除阴

性对照外,各代组培苗均能扩增出目的条带,表明各

品种第１０、１１、１２代组培苗均含有CMV.

２)实时荧光定量PCR检测 CMV 在各代组培

苗叶片中的分布.CMV 在各代组培苗叶片中的分

布变化见图２,图２A为CMV在‘粤优抗一号’第１０
代至第１２代生根苗叶片分布,在第１２代生根苗各

叶片中第１片叶和第２片叶片CMV含量比第３、４、

５片叶高,第１０代和第１１代的 CMV 含量也是第

１、２片叶CMV含量显著高于其他叶片.同样,‘威
廉斯’、‘皇帝蕉’、‘大蕉’在第１０代至第１２代生根

苗中第１片叶或(及)第２片叶CMV 含量也高于其

他叶片(图２B、C、D).在‘粤优抗一号’、‘威廉斯’、
‘皇帝蕉’、‘大蕉’第１０代至第１２代生根苗中CMV
含量分布结果表明,第１片叶或(及)第２片叶中

CMV含量最高,即在不同品种第１０代至第１２代组

培苗顶部叶片CMV含量最高.

3　讨　论

过去CMV在香蕉种芽的研究虽有报道[５,９],但
未提及香蕉品种及基因型,本研究对常规香蕉品种

AAA基因型以及其他２类基因型(ABB,AA)的品

种开展了感染CMV的香蕉组培分化芽的症状特征

和病毒含量及分布研究.
在组织培养过程中,３类基因型感染 CMV 的

４个不同香蕉品种从第１代到第１２代都未观察到

任何明显的肉眼可见的症状.秦碧霞等[９]研究发现

感染CMV的香蕉外植体形成的不定芽在组培过程

(观察到第８代)中不饱满、不规则,叶鞘多而散,比
健康外植体培育出的不定芽长势弱.这可能与侵染

香蕉的CMV 不同致病力有关.CMV 浓度与其在

香蕉上引起的症状严重度无相关性,症状很明显的

香蕉植株,ELISA 检测却为阴性[５],而无症状的香

蕉植株,ELISA 检测却为阳性[１],检测结果可能与

检测方法的灵敏度有一定关系.本研究采用灵敏度

比ELISA 高的 RTＧPCR 法和实时荧光定量 PCR
法,对肉眼观察不到症状的香蕉分化芽进行检测,结
果均 为 阳 性,说 明 无 症 状 的 香 蕉 分 化 芽 内 存 在

CMV,表明香蕉 组 培 分 化 芽 症 状 表 现 与 其 体 内

CMV含量没有直接关系,这与肖火根等[５]和秦碧

霞等[９]研究结果一致.在香蕉组培过程中,肉眼无

法剔除感染 CMV 的香蕉分化芽,必须结合其他检

测方法才能剔除.因此,对香蕉种芽的检测很重要,
尤其是第３代前进行病毒检测,既可节约繁殖成本,
又能保证香蕉种芽健康组培.

在不同品种和不同基因型香蕉组培分化芽中都

能检测到CMV,表明CMV在不同品种和不同基因

型香蕉组培分化芽中能逐代传递,但在不同品种和

不同基因型的香蕉中传递规律有所不同.CMV 在

‘粤优抗一号’、‘威廉斯’、‘大蕉’中传递规律相同,
即第６、９、１２代组培分化芽所含 CMV 含量无显著

变化,且这３代组培分化芽中病毒含量与原代相比

无显著差异,而在‘皇帝蕉’第１２代组培苗中 CMV
含量较组培前显著减少,这可能与 CMV 在不同品

种和不同基因型香蕉中的适应能力有关[１２].CMV
在不同品种和不同基因型香蕉各代组培分化芽传递

规律中有一个共同点,即第３代组培分化芽中病毒

含量都最低,这可能是由于寄主生长环境的变化导

致病毒浓度降低[１３],亦或是因为组培过程中切割、
消毒等处理对种芽产生了损伤而导致病毒浓度

降低.
虽然不同基因型香蕉中 CMV 传递规律不同,

但是CMV在第１０代至第１２代组培苗顶部叶片中

(如第１片叶或(及)第２片叶)含量均较其他叶片含

量高,底部叶片CMV含量都比较低,这说明香蕉组

培分化芽中 CMV 含量从基部至顶部呈增加趋势,
这与甘薯组培中病毒分布相反[１４].病毒在不同作

物组培中的分布可能与病毒种类、寄主品种、检测方

法灵敏度等有关.
对CMV在不同品种和不同基因型香蕉中传递

规律和分布研究可为香蕉组培分化芽检测病毒取样

提供一定的参考,即检测香蕉分化芽中 CMV 时应

取香蕉分化芽第１、２片顶叶作为检测样品,可保证

检测结果更准确、更可靠.
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TransmissionpatternandsymptomsofCucumbermosaicvirus
ininfecteddifferentiatedbananashootsofdifferentvarieties

SUNJie　WANG Wan　RAOXueqin　LIHuaping

LaboratoryofPlantViology,DepartmentofPlantPathology,

SouthChinaAgriculturalUniversity/GuangdongProvinceKeyLaboratoryof
MicrobialSignalsandDiseaseControl,Guangzhou５１０６４２,China

Abstract　TostudytheCucumbermosaicvirus(CMV)transmissionpatternandsymptoms,quantiＧ
tativerealＧtimePCRandRTＧPCRassayandvisualinspectionwereperformedindifferentiatedbanana
shootsofdifferentvarietiesinfectedbyCMV．Theresultsshowedthattherewerenoobvioussymptoms
ofthedifferentiatedbananashootsindifferentvarietiessuchas‘YueyoukangNo．１’,‘Williams’,‘DaＧ
jiao’and‘Huangdijiao’．TheconcentrationsofCMVinthedifferentiatedbananashootsofthesevarieＧ
tieswerenotthesameindifferentgenerations．However,theCMVconcentrationsofthetopＧoneor
(and)topＧtwoleaveswerehigherthanthoseinotherleaves．Hence,thetopleavesofdifferentiatedbaＧ
nanashootscouldbecollectedassamplesforvirusdetection．

Keywords　Cucumbermosaicvirus(CMV);differentiatedbananashoots;quantitativerealＧtime
PCR;symptom;transmissionpattern
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