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黄瓜资源对黄瓜绿斑驳病毒广东分离物
的抗性水平鉴定

汤亚飞１ꎬ２ꎬ 何自福１ꎬ２∗ꎬ 佘小漫１ꎬ 林毓娥３ꎬ 蓝国兵１

１广东省农业科学院植物保护研究所ꎬ广东 广州 ５１０６４０ꎻ ２广东省植物保护新技术重点实验室ꎬ
广东 广州 ５１０６４０ꎻ ３广东省农业科学院蔬菜研究所ꎬ广东 广州 ５１０６４０

摘要: 【背景】黄瓜绿斑驳花叶病毒(Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｇｒｅｅｎ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＣＧＭＭＶ)是严重威胁葫芦科作物生产的毁灭性病原

之一ꎬ该病毒已入侵我国十多个省份ꎬ危害西瓜、黄瓜等作物并造成严重的经济损失ꎮ 早在 ２００９ 年广东即发现 ＣＧＭＭＶ 为

害西瓜和黄瓜ꎬ但黄瓜等葫芦科作物对其抗性情况尚不清楚ꎮ 【方法】采用人工机械摩擦接种方法ꎬ测定了 １４ 份黄瓜种质

资源对 ＣＧＭＭＶ 广东分离物的抗性水平ꎮ 【结果】从广东葫芦病样中分离获得 ＣＧＭＭＶꎬ该病毒分离物 ＭＰ 基因序列与国内

报道的各分离物同源率均在 ９９％以上ꎻ１４ 份黄瓜种质资源对该病毒分离物均表现为感病ꎮ 【结论与意义】广东主要黄瓜资

源对 ＣＧＭＭＶ 均表现为感病ꎬ这为我省防控该病毒病提供了科学依据ꎬ也为黄瓜抗病育种提供了指导ꎮ
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　 　 黄瓜绿斑驳花叶病毒(Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｇｒｅｅｎ ｍｏｔｔｌｅｍ￣
ｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＣＧＭＭＶ)是一种大小为 ３００ ｎｍ×１８ ｎｍ
的直杆状、正单链 ＲＮＡ 病毒ꎬ属芜菁花叶病毒科

Ｔｙｍｏｖｉｒｉｄａｅ 烟草花叶病毒属 Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ(Ｈｏｌｌｉｎｇｓ
ｅｔ ａｌ.ꎬ１９７５)ꎮ ＣＧＭＭＶ 极易通过汁液传播ꎬ也是典

型的种传病毒ꎬ种子带毒是其主要的远距离传毒方

式ꎬ也可通过嫁接、菟丝子传播(冯兰香等ꎬ２００７)ꎮ
该病毒自然寄主范围较窄ꎬ主要包括黄瓜、西瓜、甜
瓜、瓠子、南瓜、葫芦、丝瓜、苦瓜等葫芦科作物ꎮ 田

间症状表现为叶片斑驳、畸形、花叶、有绿色凸起、

生物安全学报 ２０１６ꎬ ２５(３): ２０９－２１３
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脉间黄化、叶脉呈绿带状ꎬ并伴随植株矮化等ꎬ严重

影响作物的品质和产量ꎬ是威胁葫芦科作物生产的

重要病毒之一(李小妮等ꎬ２００９)ꎮ
Ａｉｎｓｗｏｒｔｈ(１９３５)首次报道在英国黄瓜上发生

了 ＣＧＭＭＶ 为害ꎮ 目前ꎬ欧洲、亚洲、南美洲的 ２０
多个国家已有报道(陈京和李明福ꎬ２００７)ꎮ 在中

国ꎬＨｓｅｕ ｅｔ ａｌ.(１９８７)首次在中国台湾的冬瓜、西
瓜、甜瓜和黄瓜上分离鉴定出该病毒ꎬ表明该病毒

正式入侵我国ꎮ 随后ꎬ在广西(秦碧霞等ꎬ２００５)、甘
肃(李红霞等ꎬ２００７)、辽宁(陈红运等ꎬ２００９)、北京

(田永蕾等ꎬ２００９)、广东(李小妮等ꎬ２００９)、山东

(田永蕾等ꎬ２００９ꎻ王云等ꎬ２０１４)、云南 (吴鑫等ꎬ
２０１０)、湖北 (汤少云等ꎬ ２０１１)、 浙江 (林燚等ꎬ
２０１２)、湖南(赵慧茹等ꎬ２０１３)、江苏(任春梅等ꎬ
２０１３)、上海 (胡亚萍等ꎬ ２０１３)、 海南 (王峰等ꎬ
２０１４)、山西 (杜江等ꎬ ２０１５)、 贵州 (王莉爽等ꎬ
２０１５)等地的棚室保护地及大田栽培的瓜类作物上

陆续发现该病毒ꎮ 由于 ＣＧＭＭＶ 已在我国部分地

区造成大田瓜类作物的毁灭性损失ꎬ农业部发布了

第 ７８８ 号公告ꎬ将其确定为全国农业植物检疫性有

害生物ꎮ
选育和种植抗病品种是防治植物病毒最有效、

最经济的措施ꎬ而筛选抗病材料和抗病基因是该措

施的前提ꎮ 笔者在调查广东 ＣＧＭＭＶ 的发生与为

害基础上ꎬ通过人工接种评价了主要黄瓜种质资源

的抗性水平ꎬ以期为黄瓜抗病育种及 ＣＧＭＭＶ 的综

合防控提供指导ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

病源材料:葫芦病叶于 ２０１４ 年 １ 月采自广东

省佛山市三水区瓜类产区ꎬ病株主要表现为叶片严

重花叶ꎬ有轻微泡状凸起ꎬ田间发病率 １００％ꎮ
供试材料:１４ 份黄瓜种质资源由广东省农业科

学院蔬菜研究所提供ꎮ

１.２　 毒原的检测、鉴定与分离

１.２.１　 血清学检测　 取葫芦病叶 １００ ｍｇꎬ按 １ ｇ ∶
１０ ｍＬ 加入 ０. ０１ ｍｏｌ  Ｌ－１ ＰＢＳ ( ｐＨ７. ２) 研磨ꎬ
８０００ ｒｍｉｎ－１离心 ３ ｍｉｎꎬ上清液为葫芦病叶粗提

液ꎮ 参照董晓辉等(２００９)的方法ꎬ用 ＣＭＶ、ＣＧＭ￣
ＭＶ 单克隆抗体对葫芦病叶粗提液进行 Ｄｏｔ￣ＥＬＩＳＡ

血清学检测ꎮ ＣＭＶ、ＣＧＭＭＶ 单克隆抗体由浙江大

学谢艳教授惠赠ꎮ
１.２.２　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 　 应用 ＲＮＡ 提取试剂盒(北
京全式金生物技术有限公司)分别抽提葫芦病样叶

片的总 ＲＮＡꎬ以提取的葫芦病样总 ＲＮＡ ４ μＬ 作模

板ꎬ用随机引物(ＴａＫａＲａ 公司)逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ
利用 ＣＧＭＭＶ ＭＰ 基因的特异引物 ＣＧＭＭＶ￣Ｆ(５′￣
ＣＣＡＣＧＡＧＴＴＧＴＴＴＣＣＴＡＡＴＧＣ ＴＧ￣３′)和 ＣＧＭＭＶ￣Ｒ
(５′￣ＴＴＴＧＣＴＡＧＧＣＧＴＧＡＴＣＧＧＡＴＴＧＴ￣３′)进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ目的片段大小为 ８７０ ｂｐꎬＰＣＲ 产物在 １％的凝

胶电泳上检测ꎮ ＰＣＲ 产物直接送上海生工生物技

术有限公司测序ꎬ ＤＮＡＳｔａｒ 软件 ( ＤＮＡＳＴＡＲ Ｉｎｃꎬ
ＭａｄｉｓｏｎꎬＵＳＡ) 对所获得的基因序列进行拼接ꎬ
ＢＬＡＳＴ 程序进行序列相似性搜索ꎬ ＤＮＡＳｔａｒ 的

ＭｅｇＡｌｉｇｎ 进行序列比较分析ꎮ
１.２.３　 毒原的分离　 将 ＣＧＭＭＶ 葫芦病样人工摩

擦接种到子叶期黄瓜上ꎬ接种后 ３０ ｄꎬ采集发病叶ꎬ
应用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法对其再检测与验证ꎮ

１.３　 抗病性鉴定

对上述经过人工摩擦接种的子叶期的黄瓜苗

进行繁殖ꎬ用于抗病性测定ꎮ 待黄瓜苗长至子叶

期ꎬ取繁殖的毒原病叶ꎬ按 １ ｇ 病叶 ∶ １０ ｍＬ ０.０１
ｍｏｌＬ－１磷酸缓冲液(ｐＨ７.２)进行研磨匀浆ꎬ用缓

冲液再稀释 １０ 倍后用于人工摩擦接种ꎮ 每个处理

４０ 株ꎬ３ 次重复ꎮ 接种后ꎬ每 ２ 周调查一次接种株

的病情指数ꎮ 接种后第 ８ 周ꎬ待各处理病株的病情

基本稳定ꎬ可根据此时的病情指数对待鉴定品种的

抗病性水平进行评价ꎮ

１.４　 抗病性评价标准

病情指数分级标准:０ 级ꎬ无任何发病症状ꎻ１
级ꎬ心叶明脉或轻花叶ꎻ３ 级ꎬ心叶及中部叶片花叶、
斑驳ꎻ５ 级ꎬ多数叶片花叶ꎬ少数叶片畸形、产生泡状

凸起ꎬ植株轻度矮化ꎻ７ 级ꎬ重花叶ꎬ多数叶片产生浓

绿泡状凸起或叶脉绿带、畸形、皱缩ꎬ植株矮化ꎻ９ 级ꎬ
重花叶ꎬ叶片明显畸形ꎬ植株严重矮化甚至死亡ꎮ

病情指数(ＤＩ)＝∑(各级病株数×相对级数值)
调查总株数×最高级数值

×１００

根据病情指数将参试材料的抗性水平分为 ５
类:免疫( Ｉ)ꎬＤＩ 为 ０ꎻ高抗(ＨＲ)ꎬ０ <ＤＩ≤５ꎻ抗病

(Ｒ)ꎬ５<ＤＩ≤２０ꎻ耐病(ＭＲ)ꎬ２０<ＤＩ≤４０ꎻ感病(Ｓ)ꎬ
４０<ＤＩꎮ
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运用 Ｅｘｃｅｌ 对数据做统计分析ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 毒原的检测、鉴定与分离

２.１.１　 病原血清学检测结果　 Ｄｏｔ￣ＥＬＩＳＡ 检测结果

显示ꎬ采集的葫芦疑似病样叶组织粗提取液与

ＣＧＭＭＶ 单克隆抗体反应均为阳性ꎬ而与 ＣＭＶ 单克

隆抗体反应均为阴性ꎬ说明该葫芦病样受到 ＣＧＭ￣
ＭＶ 的侵染ꎮ
２.１.２　 病原 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果　 利用 ＣＧＭＭＶ ＭＰ

基因的特异引物 ＣＧＭＭＶ￣Ｆ / ＣＧＭＭＶ￣Ｒ 进行 ＲＴ￣
ＰＣＲ 检测ꎬ从上述所有葫芦疑似病样的 ｃＤＮＡ 中均

能扩增到 １ 条预期大小 ８７０ ｂｐ 的特异片段ꎬ而健康

葫芦样品中未扩增出任何片段(图 １)ꎮ 对 ＰＣＲ 产

物纯化测序ꎬ在 ＮＣＢＩ 中进行 ＢＬＡＳＴ 比对发现ꎬ分
离自广东葫芦病叶的 ＣＧＭＭＶ ＭＰ 基因序列与中国

其他地区报道的序列同源率均在 ９９％以上ꎬ进一步

证实该葫芦病样受到 ＣＧＭＭＶ 的侵染ꎮ

图 １　 葫芦病样 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果
Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｃｕｃｕｒｂｉｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｕｓｉｎｇ ＲＴ￣ＰＣＲ

Ｍ:２０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ １~６: 葫芦病样ꎻ ７:健康葫芦样品ꎮ
Ｍ: ２０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ １~６: Ｄｉｓｅａｓｅｄ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ７: Ｈｅａｌｔｈｙ ｓａｍｐｌｅ.

２.１.３　 毒原的分离 　 人工摩擦接种 ３０ ｄ 后ꎬ黄瓜

新出的真叶表现为花叶、有绿色泡状凸起ꎮ ＲＴ￣
ＰＣＲ 检测表明ꎬ这些接种发病的黄瓜样品受到

ＣＧＭＭＶ 的侵染ꎬ可作为 ＣＧＭＭＶ 的毒原用于抗性

评价ꎮ

２.２　 黄瓜种质资源抗性鉴定结果

应用人工摩擦接种方法将 ＣＧＭＭＶ 广东分离

物分别接种到 １４ 份黄瓜上ꎮ 接种后第 ８ 周ꎬ各处

理病情基本稳定ꎬ统计各处理的病情指数ꎮ 结果显

示(表 １):Ｇ１７ 的平均病情指数最高(１００％)ꎬＹＦ
的平均病情指数最低(７１.５４％)ꎮ 方差分析显示ꎬ
ＹＦ 与其余 １３ 份黄瓜种质的病情指数差异达到极

显著水平ꎻＫ１３ 与其余 １２ 份黄瓜种质的病情指数

差异达到极显著水平ꎻＡ４∗ＹＦ 与 Ｇ１３、Ａ８、Ｂ８０、
Ｇ１３∗Ｇ２８、力丰及 Ｇ１７ 差异达到极显著水平ꎬ与
Ｂ３５、Ｎ２、Ｇ６ 差异也达到显著水平ꎻ８２ 大与 Ｇ１３、
Ａ８、Ｂ８０、Ｇ１３∗Ｇ２８、力丰及 Ｇ１７ 差异达到极显著水

平ꎬ与 Ｇ６ 差异达到显著水平ꎻＡ４ 与 Ｇ１７ 差异达到

极显著水平ꎬ与 Ｇ１３、Ａ８、Ｂ８０、Ｇ１３∗Ｇ２８、力丰差异

也达到显著水平ꎻ其余种质病情指数间差异均未达

到显著水平ꎮ 虽然参试的 １４ 份黄瓜种质的病情指

数存在不同程度的差异ꎬ但这 １４ 份黄瓜种质对

ＣＧＭＭＶ 抗性水平均表现为感病ꎮ

３　 讨论
将分离自葫芦病样上的 ＣＧＭＭＶ 广东分离物ꎬ

通过人工摩擦接种方式ꎬ评价 １４ 份黄瓜种质的抗

性水平ꎮ 结果显示ꎬ该病毒分离物对黄瓜具有强致

病力ꎬ这些黄瓜均表现为感病ꎬ表明我省主要黄瓜

育种资源缺乏抗 ＣＧＭＭＶ 的材料ꎬ需要进一步广泛

收集和筛选ꎬ以满足黄瓜抗病新品种选育及 ＣＧＭ￣
ＭＶ 综合防控要求ꎮ

对 ＣＧＭＭＶ 广东分离物的 ＭＰ 基因进行克隆及

序列分析ꎬ该序列与国内报道的各分离物同源率高

达 ９９％以上ꎬ说明侵染广东葫芦的病毒分离物是

ＣＧＭＭＶ 的一个分离物ꎮ
自 ２００５ 年首次在我国大陆报道发现 ＣＧＭＭＶ

以来ꎬ全国有多个省份先后出现了 ＣＧＭＭＶ 的疫

情ꎮ 吴元华等(２０１０)对 ＣＧＭＭＶ 在我国的风险性
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进行了分析ꎬ认为 ＣＧＭＭＶ 定殖、扩散的可能性极

高ꎬ属于高度危险性的有害生物ꎮ 一旦瓜类作物被

侵染ꎬ则防治较为困难ꎬ做好该病害的预防和控制

刻不容缓ꎮ 培育抗病品种是最经济有效的预防和

控制措施之一ꎬ而对种质资源的抗病性进行测定是

培育抗病品种的前提和基础ꎮ 目前ꎬ国内仅见到砧

木与西瓜品种对 ＣＧＭＭＶ 耐病性比较的报道(叶建

人等ꎬ２０１５)ꎬ未见到其他葫芦科作物对 ＣＧＭＭＶ 抗

性的相关报道ꎮ

表 １　 １４ 份黄瓜种质资源对 ＣＧＭＭＶ 抗性水平鉴定结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ １４ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ ｔｏ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｇｒｅｅｎ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ

黄瓜名称
Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｎａｍｅ

接种后 ８ 周各处理的病指
Ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ｐｏｓｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ 均值 Ａｖｅｒａｇｅ

５％显著水平
５％ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

ｌｅｖｅｌｓ

１％极显著水平
１％ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

ｌｅｖｅｌｓ

抗性水平
Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌｓ

Ｇ１７ １００.００ １００.００ １００.００ １００.００ ａ Ａ Ｓ
力丰 ９９.１１ ９８.５０ １００.００ ９９.２０ ａ ＡＢ Ｓ
Ｇ１３∗Ｇ２８ ９６.１０ １００.００ １００.００ ９８.７０ ａ ＡＢ Ｓ
Ｂ８０ ９８.１８ ９７.３４ １００.００ ９８.５１ ａ ＡＢ Ｓ
Ａ８ １００.００ ９８.８１ ９６.６８ ９８.５０ ａ ＡＢ Ｓ
Ｇ１３ １００.００ ９５.４５ １００.００ ９８.４８ ａ ＡＢ Ｓ
Ｇ６ ９５.４５ ９３.２３ １００.００ ９６.２３ ａｂ ＡＢＣ Ｓ
Ｎ２ ９２.０６ ９７.８０ ９５.５４ ９５.１３ ａｂｃ ＡＢＣ Ｓ
Ｂ３５ ９４.４７ ９２.１２ ９６.９１ ９４.５０ ａｂｃ ＡＢＣ Ｓ
Ａ４ ９０.４８ ８８.８２ ９５.９２ ９１.７４ ｂｃｄ ＢＣ Ｓ
８２ 大 ８５.３３ ９３.６５ ９２.２１ ９０.４０ ｃｄ Ｃ Ｓ
Ａ４∗ＹＦ ８６.８１ ９２.８６ ８６.３６ ８８.６８ ｄ Ｃ Ｓ
Ｋ１３ ６６.５５ ８４.８７ ８９.８０ ８０.４１ ｅ Ｄ Ｓ
ＹＦ ７８.３５ ７１.４３ ６４.８４ ７１.５４ ｆ Ｅ Ｓ

　 　 黄瓜是广东省重要的蔬菜作物ꎬ目前正在遭受

ＣＧＭＭＶ 的威胁ꎮ 本文评价了收集到的 １４ 份黄瓜

种质资源对 ＣＧＭＭＶ 的抗性水平ꎬ虽然这些资源的

病情指数存在不同程度的差异ꎬ但对 ＣＧＭＭＶ 均表

现为感病ꎬ说明我省主要黄瓜种质资源中缺少抗

ＣＧＭＭＶ 的资源ꎮ 下一步将收集更多黄瓜种质资源

材料ꎬ评价其对 ＣＧＭＭＶ 的抗病性ꎬ为黄瓜抗 ＣＧＭ￣
ＭＶ 育种提供抗源材料ꎬ也为我省 ＣＧＭＭＶ 综合防

控提供指导ꎮ
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