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多重犘犆犚检测籽用西葫芦种子带毒及

热处理脱毒效果分析
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摘要　为了明确籽用西葫芦种子携带病毒的情况，以籽用西葫芦种子为材料，采用多重ＰＣＲ技术检测种子带毒率。同时

为了筛选出有效脱除病毒的方法，通过相对定量法分析了不同温度湿热和干热处理对种子携带病毒的钝化效果。结果表

明，从７个籽用西葫芦品种种子幼苗中均可检测到ＣＭＶ、ＺＹＭＶ及ＷＭＶ，其检出率分别为６７．１％、５０．０％和７２．３％，多个

病毒的复合检出率为６６％。不同品种种子幼苗的病毒检出率有明显差异，其中‘粒丰９号’种子幼苗的病毒检出率最低，

为６０％，而‘京丰９号’，‘瑞丰９号’，‘绿丰９号’及‘金葫３６０’的病毒检出率均为１００％。８种处理均能不同程度降低籽用

西葫芦种子幼苗的带毒率，其中干热６０、７０、７５℃，湿热７５℃处理同时脱除ＷＭＶ、ＣＭＶ和ＺＹＭＶ的效果最好。
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　　籽用西葫芦籽粒营养价值高，口感好，广受国内

外人们的喜爱，成为近年来在新疆发展较快的新兴

产业之一，且种植面积逐步扩大。近期调查发现，病

毒病是籽用西葫芦生产种植中普遍发生的病害，引

起植株叶片畸形，果实畸形坏死，产籽量低，甚至落

花，落果，造成严重的经济损失，成为制约籽用西葫芦

产业发展的重要障碍［１］。籽用西葫芦属葫芦科作物。

已报道的葫芦科作物种传病毒共有１１种
［２］，如黄瓜

花叶病毒犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣＭＶ）
［３］、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）
［４］、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）
［３］、番

木瓜环斑病毒西瓜株系犘犪狆犪狔犪狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊狑犪狋犲狉

犿犲犾狅狀（ＰＲＳＶＷ）
［５］及黄瓜绿斑驳花叶病毒犆狌犮狌犿犫犲狉

犵狉犲犲狀犿狅狋狋犾犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊 （ＣＧＭＭＶ）
［６］等。其中

ＣＭＶ是雀麦花叶病毒科犅狉狅犿狅狏犻狉犻犱犪犲黄瓜花叶病毒

属犆狌犮狌犿狅狏犻狉狌狊的典型种，寄主范围广泛，能侵染８５
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科１０００多种植物
［７］。而 ＷＭＶ、ＺＹＭＶ及ＰＲＳＶＷ

均是马铃薯Ｙ病毒属犘狅狋狔狏犻狉狌狊的成员，这４种病毒

主要由瓜蚜、桃蚜等７５种蚜虫传播，也可通过机械、

种子等传播。目前，有关籽用西葫芦种子是否带毒，

带何种病毒以及在何种热处理条件下能有效脱除种

子携带的病毒等研究尚未见报道。加强种子带毒率

检测，从源头阻断病毒病害的流行，蔓延，对籽用西葫

芦产业的发展具有重要的意义。

１　材料和方法

１．１　试验材料

种子样品来自石河子市面上农资公司所售的籽

用西葫芦种子，品种分别为：‘芳新源’、‘京丰９号’、

‘瑞丰９号’、‘粒丰５号’、‘粒丰９号’、‘绿丰９号’、

‘金葫３６０’。ｍＲＴＰＣＲ所用的阳性对照为本实验室

保存的同时携带ＺＹＭＶ、ＣＭＶ、ＷＭＶ、ＰＲＳＶＷ的

西葫芦叶片。大肠杆菌ＤＨ５α菌株为本实验室保存。

１．２　试验试剂

ＲＮＡ提取试剂ＴＲＩｚｏｌ购自ＴａＫａＲａ公司；反

转录试剂盒购自Ｔｈｅｒｍｏ公司；犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、

ｄＮＴＰｓ、犜犪狇ＰＣＲＭｉｘ、琼脂糖凝胶回收试剂盒等购

自北京康为世纪生物科技有限公司；２０００ｂｐＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ购自全式金生物；荧光定量ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ

购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物技术有限公司；其他化学试剂

均为国产分析纯。

１．３　试验方法

１．３．１　建立多重ＰＣＲ反应体系

１．３．１．１　引物的设计和合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ上登录的各病毒序列，用Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０引物设计软件分别设计以１８ＳｒＲＮＡ

为内标的多重ＰＣＲ引物和以β犪犮狋犻狀为内参的荧光

定量特异性引物。表１中扩增长度为２４２、３７２、４４９

和５７１ｂｐ的引物分别为扩增 ＷＭＶ、ＣＭＶ、ＰＲＳＶ

Ｗ和ＺＹＭＶ的特异引物；将这４对引物和长度为

１０３６ｂｐ的１８ＳｒＲＮＡ 内标引物混合用于多重

ＰＣＲ；长度为１１５、１５１、１１５ｂｐ的引物和９２ｂｐ的β

犪犮狋犻狀引物用于 ＷＭＶ、ＣＭＶ和ＺＹＭＶ的相对表达

量测定。ＰＣＲ引物由北京华大科技有限公司合成。

表１　扩增病毒和内标片段的特异性引物

犜犪犫犾犲１　犛狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犪犿狆犾犻犳狔犻狀犵狊犲犵犿犲狀狋狊狅犳犣犢犕犞，犘犚犛犞犠，犆犕犞，犠犕犞犪狀犱１８犛狉犚犖犃

病毒和内标

Ｖｉｒｕｓａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ

编号

Ｃｏｄｅｎｏ．

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

扩增长度／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ

ＷＭＶ ５′端引物

３′端引物

５′端引物

３′端引物

ＧＧＡＴＧＧＧＧＡＡＧＡＧＣＡＡＧＴＴＧＡＧ

ＣＴＴＣＴＣＴＴＧＣＣＣＴＧＴＴＴＧＧＴＧＴ

ＧＡＧＴＴＴＧＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧＧＡＴＧＧＧ

ＴＣＴＧＣＴＧＣＧＴＣＴＧＡＧＡＡＡＴＧＧＴＧ

２４２

１１５

ＣＭＶ ５′端引物

３′端引物

５′端引物

３′端引物

ＡＴＣＡＡＣＣＡＧＴＧＣＴＧＧＴＣＧＴＡＡＣ

ＧＧＡＡＣＴＴＴＡＣＧＧＡＣＴＧＴＣＡＣＣＣ

ＣＧＧＡＴＧＣＴＡＡＣＴＴＴＡＧＡＧＴＣＴＴＧＴＣ

ＧＧＴＧＧＣＴＴＴＡＧＧＧＴＡＡＴＡＧＡＴＧＴＧ

３７２

１５１

ＰＲＳＶＷ ５′端引物

３′端引物

ＧＴＣＡＡＴＧＴＴＧＧＧＡＣＣＡＧＴＧＧＡＡ

ＣＧＣＧＧＣＡＴＧＴＡＴＣＴＣＴＣＡＧＴＡＧ
４４９

犣犢犕犞 ５′端引物

３′端引物

５′端引物

３′端引物

ＡＡＣＡＧＴＡＧＣＡＧＣＴＧＴＣＡＣＧＡＡＧ

ＧＣＧＧＧＣＴＣＴＴＴＣＡＧＧＡＧＴＴＴＴＡ

ＡＣＧＧＴＴＧＴＴＧＴＧＡＡＴＣＡＧＴＧＴＣＴ

ＧＡＧＴＴＴＴＧＴＧＧＴＴＴＡＴＣＣＣＣＴＴＴ

５７１

１１５

１８ＳｒＲＮＡ ５′端引物

３′端引物

ＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴ

ＣＴＧＴＴＡＴＴＧＣＣＴＣＡＡＡＣＴＴＣＣ
１０３６

β犪犮狋犻狀 ５′端引物

３′端引物

ＡＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＡＣＡＡＣＴＣＣ

ＴＴＧＡＡＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＧＧＡＣＧＡＴＧ
９２

１．３．１．２　优化多重ＰＣＲ反应体系

针对影响多重ＰＣＲ扩增效果的退火温度、犜犪狇

ＤＮＡ聚合酶浓度、ｄＮＴＰｓ浓度，在反转录条件不变

的情况下，进行多重ＰＣＲ反应体系的优化。优化某

一因素时，其他因素不变。退火温度：设５０、５２、５４、

５６、５８、６０、６２、６４℃８个处理；犜犪狇ＤＮＡ聚合酶浓度：设

０、０．５、１．０、１．５、２、２．５、３、４Ｕ／μＬ８个处理；ｄＮＴＰｓ浓

度：设０、０．１、０．２、０．３、０．４、０．６、０．８、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ

·３２１·
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８个处理。

１．３．１．３　检测多重ＰＣＲ的灵敏度

用蛋白核酸仪测定ＣＭＶ、ＺＹＭＶ、ＷＭＶ和ＰＲＳＶ

Ｗ的核酸浓度，并用超纯水以３０、３－１、３－２、３－３、３－４、

３－５、３－６的稀释倍数进行病毒ＲＮＡ的稀释，各浓度取

１μＬ进行单重及多重ＰＣＲ反应，检测其灵敏度。

１．３．２　籽用西葫芦种子带毒检测

１．３．２．１　籽用西葫芦幼苗的培育

从市面上随机抽取７个籽用西葫芦品种，每个

品种取５０粒种子，分别播于经１８０℃，８ｈ高温灭菌

的土中，室温下培养。待长至四叶期，每个品种随机

取３０株幼苗进行病毒检测。

１．３．２．２　多重ＰＣＲ检测

采用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒用改良ＴＲＩｚｏｌ法提

取植株总ＲＮＡ。

ｃＤＮＡ第一链的合成：将５μＬ总ＲＮＡ模板，

１μＬｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８引物与６μＬ无核酸酶的高纯水轻轻

混匀，短暂离心，６５℃孵育５ｍｉｎ，冰上冷却，离心后加

４μＬ５×第一链反应缓冲液，１μＬＲｉｂｏＬｏｃｋ
ＴＭＲＮＡ酶

抑制剂，２μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓＭｉｘ，１μＬＲｅｖｅｒｔ

ＡｉｄＴＭ ＭＭｎＬＶ逆转录酶，轻轻混匀，离心，４２℃孵育

６０ｍｉｎ，７０℃加热５ｍｉｎ终止反应，－６０℃保存备用。

采用多重ＰＣＲ，以１８ＳｒＲＮＡ为内标检测种子所

带病毒［９１１］。多重ＰＣＲ反应：以ｃＤＮＡ第一链为模板

进行ＰＣＲ。２５μＬ反应体系：ｃＤＮＡ３μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ

特异性引物，包括１８ＳｒＲＮＡ０．５μＬ、ＷＭＶ０．８μＬ、

ＣＭＶ１μＬ、ＺＹＭＶ０．８μＬ和ＰＲＳＶＷ１μＬ，１０×

ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）

１μＬ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．３μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ

至终体积为２５μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性

３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６２℃退火３０ｓ，７２℃延伸

１ｍｉｎ，３５个循环；后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。反

应结束后，ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳，用凝胶

成像系统观察结果并照相，统计检出率。检出率

（％）＝（检出病毒种子数／抽检种子总数）×１００。

１．３．２．３　ＰＣＲ产物的克隆及测序

用凝胶回收试剂盒纯化目的片段，在４℃连接至

ｐＭＤ１８Ｔ载体，转化到大肠杆菌感受态细胞中，经红

白斑筛选，挑取阳性克隆，送至北京华大公司测序。

１．３．３　籽用西葫芦种子的热处理

１．３．３．１　热处理方法

湿热法：将１２０粒‘京丰９号’种子平均分为４

份，每份３０粒，分别在６０、６５、７０和７５℃热水中处理

１０ｍｉｎ，再放入灭菌水中浸泡２４ｈ，沥出晾干备用；

干热法：将１２０粒‘京丰９号’种子平均分为４

份，每份３０粒，先用烘箱４０℃加热２４ｈ，再将每份

种子样品分别用６０、６５、７０和７５℃加热７２ｈ，待种

子温度降至室温备用。

将每种处理后的种子分别播于装有经过

１８０℃，８ｈ高温灭菌土的试验钵中，室温下培养。同

时以室温，灭菌水浸泡的种子为对照处理。

１．３．３．２　分析热处理效果的方法

以多重ＰＣＲ检测种子的热处理效果，方法同种

子带毒检测，并统计脱毒效率。脱毒效率（％）＝（１

－处理后的带毒率／对照带毒率）×１００。

以β犪犮狋犻狀为内参，用荧光定量ＰＣＲ确定种子

热处理后病毒的相对表达量。以未经热处理，室温

灭菌水浸泡的种子为对照。每处理取１０粒种子，重

复３次，每个重复再重复３次上机检测。荧光定量

ＰＣＲ反应体系为１０μＬ，其中ＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘ犈狓

犜犪狇
ＴＭ５μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）

各０．５μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至终体积为１０μＬ。荧光定量

ＰＣＲ扩增条件为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０

ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；后

７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。

荧光定量数据用ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．５软件分析，并

用ＳＰＳＳ软件分析其差异显著性。

２　结果与分析

２．１　多重犘犆犚反应体系的建立

２．１．１　多重ＰＣＲ的特异性

以经鉴定同时携带 ＣＭＶ、ＺＹＭＶ、ＷＭＶ 和

ＰＲＳＶＷ的籽用西葫芦叶片为阳性对照，无毒苗为

阴性对照，分别进行单重和多重ＰＣＲ，结果（图１）表

明，分别以各病毒的特异引物进行单重ＰＣＲ扩增，

阳性对照可分别得到大小为２４２、３７２、４４９、５７１ｂｐ

的ＷＭＶ、ＣＭＶ、ＰＲＳＶＷ、ＺＹＭＶ的目的条带，而

将这４种病毒的特异引物和１８ｓｒＲＮＡ引物混合后

进行多重ＰＣＲ，阳性对照仍可得到预期的目的条

带，且条带的亮度及清晰度均较好，而阴性对照只扩

增得到１０３６ｂｐ的１８ＳｒＲＮＡ。用同一ＲＮＡ进行

ｍＲＴＰＣＲ反应，得到的目的条带与ｓＲＴＰＣＲ扩增

条带大小一致，说明ｍＲＴＰＣＲ能同时检测这４种

病毒。

·４２１·
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图１　单重及多重犘犆犚的特异性比较

犉犻犵．１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔犳狅狉犿狌犾狋犻狆犾犲狓

犘犆犚犪狀犱狊犻犿狆犾犲狓犘犆犚

２．１．２　多重ＰＣＲ反应体系的优化

退火温度优化结果（图２ａ）显示，５４～６４℃均可

扩增出５条带，且退火温度在５８～６４℃范围内目的

条带较清晰，其中６２℃的目的条带最清晰，明亮，效

果最好，因此本试验选６２℃为最佳退火温度。

犜犪狇ＤＮＡ聚合酶量优化结果（图２ｂ）显示，犜犪狇

ＤＮＡ聚合酶量在０、０．５、１．０、１．５、２、２．５和３Ｕ／μＬ

时均可扩增出５条目的条带，但犜犪狇ＤＮＡ聚合酶量

为１．５Ｕ／μＬ时扩出的５条带比１．０Ｕ／μＬ清晰，且

随着酶量的增加，条带再没有明显变化，因此本试验

选１．５Ｕ／μＬ为最佳犜犪狇ＤＮＡ聚合酶量。

ｄＮＴＰｓ浓度优化结果见图２ｃ，ｄＮＴＰｓ浓度在

０．６、０．８和１．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增出各条带较好，且

０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的ｄＮＴＰｓ浓度较０．６ｍｍｏｌ／Ｌ扩增的

条带清晰，与１．０ｍｍｏｌ／Ｌ扩增的条带没有明显变

化，因此选０．８ｍｍｏｌ／Ｌ为本试验的ｄＮＴＰｓ浓度。

图２　多重犘犆犚主要参数的优化

犉犻犵．２　犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀犳狅狉狋犺犲狋犺狉犲犲犿犪犻狀狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犿犚犜犘犆犚

２．１．３　多重ＰＣＲ的灵敏度

以１μＬ稀释３
０、３－１、３－２、３－３、３－４、３－５、３－６倍

的ＲＮＡ为模板分别进行单重和多重ＲＴＰＣＲ。进

行单重ＰＣＲ时，ＷＭＶ、ＣＭＶ、ＰＲＳＶＷ 和ＺＹＭＶ

的灵敏度分别为３－５、３－４、３－２和３－６，与多重ＰＣＲ

的扩增结果基本相符合（图３）。说明多重ＰＣＲ与单

重ＰＣＲ的灵敏度相同。

２．２　籽用西葫芦种子带毒检测

选取７个籽用西葫芦品种，每个品种取５０粒种子

育苗至４叶期，用多重ＰＣＲ技术检测样品的带毒率及

复合带毒率。结果（表２）表明，从新疆石河子市面上所

售的７个籽用西葫芦品种的种子中均检测出ＣＭＶ、

ＷＭＶ及ＺＹＭＶ，且均未检测出ＰＲＳＶＷ。不同品种种

子病毒的检出率不同，７个品种中有４个品种种子的病

毒检出率均为１００％，检出率最低的品种为‘粒丰９

号’，为６０％。不同品种种子所带的主要病毒不同，

ＣＭＶ检出率最高的品种为‘绿丰９号’，达９２％，而‘粒

丰９号’的检出率只有５０％；ＺＹＭＶ检出率最高的品种

是‘瑞丰９号’，为８０％，最低检出率是‘粒丰５号’，为

２２％；ＣＭＶ、ＺＹＭＶ和ＷＭＶ的复合检出率在‘瑞丰９

号’中最高，为６０％，在‘粒丰５号’中最低，为０。所有

种子病毒的平均检出率为８６％，其中ＣＭＶ检出率为

６７．１％，ＺＹＭＶ检出率为５０％，ＷＭＶ检出率为７２．３％，

而２种病毒复合检出率为２８％，３种病毒复合检出率为

３８％。９５．６２％检测为阳性的植株不表现任何病毒症

状，只有个别植株表现叶片畸形，褪绿斑点症状。

２．３　温度处理对籽用西葫芦种子的影响

２．３．１　热处理对籽用西葫芦种子脱毒的影响

多重ＰＣＲ检测结果表明，不同温度湿热和干热

处理都具有脱毒作用，但干热处理比湿热处理效果

更好，其中，６５℃湿热处理脱毒效果最差，７５℃干热

处理脱毒效果最好，可达９６％。
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图３　多重犘犆犚灵敏度的测定

犉犻犵．３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犿犚犜犘犆犚狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔

表２　籽用西葫芦种子中各种病原病毒的检出率

犜犪犫犾犲２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狏犻狉狌狊犲狊犻狀狊犲犲犱狊狅犳狊犲犲犱狕狌犮犮犺犻狀犻

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ

总检出率／％

Ｔｏｔａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅ

各病毒检出率／％

Ｖｉｒｕｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ＣＭＶ ＺＹＭＶ ＷＭＶ

复合检出率／％

Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ＣＭＶ＋

ＺＹＭＶ

ＺＹＭＶ＋

ＷＭＶ

ＣＭＶ＋

ＷＭＶ

ＣＭＶ＋

ＺＹＭＶ＋

ＷＭＶ

芳新源　Ｆａｎｇｘｉｎｙｕａｎ ７４．０ ６４．０ ６８．０ ６４．０ ８．０ ６．０ ０ ５４．０

京丰９号　Ｊｉｎｇｆｅｎｇ９ １００．０ ７８．０ ５６．０ １００．０ ０ ０ ２２．０ ５６．０

瑞丰９号　Ｒｕｉｆｅｎｇ９ １００．０ ７０．０ ８０．０ １００．０ ０ ２０．０ １０．０ ６０．０

粒丰５号　Ｌｉｆｅｎｇ５ ６８．０ ５６．０ ２２．０ １２．０ １２．０ ０ １２．０ ０

粒丰９号　Ｌｉｆｅｎｇ９ ６０．０ ５０．０ ４０．０ ５０．０ ０ ０ ２０．０ ３０．０

绿丰９号　Ｌｖｆｅｎｇ９ １００．０ ９２．０ ５４．０ ９０．０ ０ ０ ４６．０ ４６．０

金葫３６０　Ｊｉｎｈｕ３６０ １００．０ ６０．０ ３０．０ ９０．０ ０ １０．０ ３０．０ ２０．０

均值　Ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ ８６．０ ６７．１ ５０．０ ７２．３ ２．９ ５．１ ２０．０ ３８．０

　　相对荧光定量ＰＣＲ结果显示，从脱除病毒种类

来看，８种处理均能不同程度脱除种子携带的

ＣＭＶ、ＺＹＭＶ以及ＷＭＶ。差异显著性分析结果表

明：在犘＜０．０５时，热处理对 ＷＭＶ脱毒效果最为

显著，对ＣＭＶ的脱毒效果较差；在８种处理下，

ＣＭＶ的相对表达量均显著下降；ＺＹＭＶ除６５℃湿

热处理外，其他温度处理后病毒相对表达量均显著

降低；ＷＭＶ相对表达量也显著降低，其中干热６０、

７０、７５℃以及湿热７５℃处理和常温处理的对照相比

差异最为显著（图４）。

２．３．２　温度处理对种子发芽率及发芽势的影响

８种处理均不同程度地降低籽用西葫芦种子的

发芽率和发芽势，其中对发芽势的影响明显大于发

芽率（图５）。从发芽率看，播种１５ｄ后，对照种子发

芽率为９８％，６０、６５、７０、７５℃干热和湿热处理的种

子发芽率分别为９６％、９５％、９３％、９２％和９７％、

９６％、９４％、９３％。可看出，随温度的升高，发芽率依

次下降，干热７５℃处理较对照下降６％。

从发芽势来说，播种１０ｄ后，对照种子发芽势

为９６％，６０、６５、７０、７５℃干热处理的发芽势为９２％、

８６％、７２％、６５％，６０、６５、７０、７５℃湿热处理种子的发

芽势为９４％、９０％、８２％、７３％。温度处理对发芽势

的影响明显大于发芽率，其中７５℃干热处理对发芽

势的影响最大，较对照处理下降３１％。

３　讨论

目前，多重ＰＣＲ技术已广泛应用于食品
［１２］、

医学［１３］等领域。而用多重ＰＣＲ检测葫芦科病毒

的研究较少，特别是关于籽用西葫芦种子携带病毒

的研究尚未见报道。籽用西葫芦病毒病在其种植
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区均发生严重，尤其是在石河子等地，ＺＹＭＶ、

ＣＭＶ、ＷＭＶ及ＰＲＳＶＷ是侵染籽用西葫芦的主

要病毒［１］。由于籽用西葫芦种子较难提取ＲＮＡ，

本试验用灭过菌的土壤种植籽用西葫芦，待其长至

四叶期进行病毒检测。由于种子至幼苗的成长周

期中，土壤等都经过灭菌处理，因此，从幼苗中检

测到的病毒基本可认为是种子中所带的病毒。本

试验对多重ＰＣＲ反应体系进行了优化，确定了最佳

退火温度为６２℃，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶浓度为１．５Ｕ／

μＬ，ｄＮＴＰｓ浓度为０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，并且验证了多重

ＰＣＲ的灵敏度，建立了可靠的检测籽用西葫芦

ＺＹＭＶ、ＣＭＶ、ＷＭＶ及ＰＲＳＶＷ 的多重ＰＣＲ体

系。可为生产中检测籽用西葫芦病毒病提供一套简

单、快速、有效的方法。

图４　经不同温度处理后的种子中犆犕犞，犣犢犕犞和犠犕犞的相对表达量（犘＜０．０５）

犉犻犵．４　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犆犕犞，犣犢犕犞犪狀犱犠犕犞犪犳狋犲狉狊犲犲犱狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊（犘＜０．０５）

图５　不同处理对种子发芽率及发芽势的影响

犉犻犵．５　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊狅狀犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀

狉犪狋犲犪狀犱犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀犲狀犲狉犵狔狅犳狊犲犲犱狊

葫芦科植物种传病毒种类虽不多，但大多数具

有很高的检疫重要性。葫芦科种子一旦带毒率过

高，通过种子贸易及远距离调运等，在适宜的温湿度

下可引起葫芦科病毒病的大暴发，最终造成严重的

经济损失，因此加强种子带毒检测，从源头控制病毒

病害的蔓延，对籽用西葫芦产业的安全生产具有重

要意义。本试验采用建立的多重ＰＣＲ技术，在７种

籽用西葫芦种子中成功检测到其携带的ＣＭＶ、

ＺＹＭＶ和ＷＭＶ。其中‘京丰９号’、‘瑞丰９号’、‘绿

丰９号’和‘金葫３６０’这４个品种的种子带毒率均为

１００％，而‘粒丰９号’种子的带毒率仅６０％。说明不

同品种种子的带毒率不同。

由于生产实践中种子使用量大，实际操作人员

专业技术有限，对种子直接进行脱毒处理是钝化病

毒最简单有效的方法［８，１４］。日本和韩国针对黄瓜绿

斑驳花叶病毒采取以干热处理为主的综合防治措

施，卓有成效［１５］。本试验采用６０、６５、７０和７５℃

４个温度梯度干热和湿热处理籽用西葫芦种子，再

用荧光定量 ＰＣＲ 技术检测热处理后的种子中

ＣＭＶ、ＺＹＭＶ及 ＷＭＶ的相对表达量。结果表明，

在４０℃处理２４ｈ，７０℃干热处理７２ｈ条件下脱除

ＣＭＶ效果最好，ＺＹＭＶ在７５℃湿热处理１０ｍｉｎ，冷

水处理２４ｈ下的脱毒效果最好，而ＷＭＶ则在４０℃

处理２４ｈ，６０℃干热处理７２ｈ条件下脱毒效果最

好。本研究利用热处理可有效脱除籽用西葫芦种子

携带的病毒，从源头阻断病毒的发生，研究方法可为

籽用西葫芦病毒病的防治提供一定参考。

参考文献

［１］　任琛荣，郝小军，都业娟，等．新疆石河子及新湖籽用西葫芦

病毒病分子检测［Ｊ］．北方园艺，２０１６（１）：１０２ １０６．

［２］　林石明，廖富荣，陈青，等．葫芦科作物种传病毒及其检疫重

要性［Ｊ］．植物检疫，２０１２，２６（１）：５２ ６１．

［３］　ＺｉｔｔｅｒＴＡ，ＨｏｐｋｉｎｓＤＬ，ＴｈｏｍａｓＣＥ．Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍｏｆｃｕ

ｃｕｒｂｉｔｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｍ］．ＳｔＰａｕｌ，ＭＮ：ＴｈｅＡｍｅｒｉｃａｎＰｈｙｔｏｐａｔｈｏ

·７２１·



２０１７

ｌｏｇｉｃａｌＳｏｃｉｅｔｙ，１９９６．

［４］　ＦｌｅｔｃｈｅｒＪＤ，ＷａｌｌａｃｅＡＲ，ＲｏｇｅｒｓＢＴ．犘狅狋狔狏犻狉狌狊犲狊ｉｎＮｅｗ

Ｚｅａｌａｎｄｂｕｔｔｅｒｃｕｐｓｑｕａｓｈ（犆狌犮狌狉犫犻狋狊犿犪狓犻犿犪 Ｄｕｃｈ．）：Ｙｉｅｌｄ

ａｎｄｑｕａｌｉｔｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆＺＹＭＶａｎｄＷＭＶ２ｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．

ＮｅｗＺｅａｌａｎｄＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｒｏｐａｎｄＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ，２０００，

２８（１）：１７ ２６．

［５］　ＲａｎｅｂｅｎｎｕｒＨ．Ｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆ犘犪狆犪狔犪狉犻狀犵

狊狆狅狋狏犻狉狌狊ｉｎｃｕｃｕｒｂｉｔｓ［Ｄ］．Ｄｈａｒｗａｄ：ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，

ＤｈａｒｗａｄＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００５．

［６］　吴会杰，秦碧霞，陈红运，等．黄瓜绿斑驳花叶病毒西瓜、甜瓜

种子的带毒率和传毒率［Ｊ］．中国农业科学，２０１１，４４（７）：

１５２７ １５３２．

［７］　ＲｏｏｓｓｉｎｃｋＭＪ．Ｐａｔｈｏｇｅｎｐｒｏｆｉｌｅ犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ａ

ｍｏｄｅｌｆｏｒＲＮＡｖｉｒｕｓｅｖｏｌｕｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏ

ｇｙ，２００１，２（２）：５９ ６３．

［８］　ＫｉｍＤＨ，ＬｅｅＪＭ．Ｓｅｅｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ犆狌犮狌犿犫犲狉犵狉犲犲狀犿狅狋狋犾犲

犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣＧＭＭＶ）ｉｎｇｏｕｒｄ（犔犪犵犲狀犪狉犻犪狊犻犮犲狉犪狉犻犪）ｓｅｅｄｓ

ａｎｄｉｔｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＫｏｒｅａｎＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＨｏｒｔｉ

ｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ，２０００，４１（１）：１ ６．

［９］　王冲，陈集双，洪健，等．以１８ＳｒＲＮＡ为内参照的多重ＲＴ

ＰＣＲ检测３种百合病毒［Ｊ］．植物病理学报，２００６，３６（３）：

２０４ ２１１．

［１０］牛建新，马兵钢，何梅，等．库尔勒香梨主要病毒多重ＲＴ

ＰＣＲ检测技术研究［Ｊ］．植物病理学报，２００６，３６（１）：１２ ２１．

［１１］赵丽，古勤生，陈红运，等．葫芦科作物３种主要病毒的多重

ＲＴＰＣＲ方法的建立［Ｊ］．果树学报，２００８，２５（５）：７０３ ７０７．

［１２］何玮玲，张驰，杨静，等．食品中４种肉类成分多重ＰＣＲ的快

速鉴别方法［Ｊ］．中国农业科学，２０１２，４５（９）：１８７３ １８８０．

［１３］李瑾，毛乃颖，秦萌，等．ＧｅＸＰ多重ＰＣＲ技术同时检测１２种

常见呼吸道病毒［Ｊ］．病毒学报，２０１１，２７（６）：５２６ ５３２．

［１４］ＤａｗｓｏｎＷＯ，ＫｕｈｎＣＷ．Ｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ，ｉｎａｃｔｉｖａ

ｔｉｏｎ，ａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｂｒｅａｋｄｏｗｎｏｆ犆狅狑狆犲犪犮犺犾狅狉狅狋犻犮犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊

ｉｎｃｏｗｐｅａ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１９７４，６４（７）：９５１ ９５７．

［１５］蔡明，李明福，江东．日本、韩国黄瓜绿斑驳花叶病毒发生及

防控策略［Ｊ］．植物检疫，２０１０，２４（４）：６５ ６８．

（责任编辑：杨明丽

櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍

）

（上接１１６页）

［８］　ＳｃｈｎｅｉｄｅｒＤ．Ｉｎｓｅｃｔａｎｔｅｎｎａｅ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＥｎｔｏｍｏｌｏ

ｇｙ，１９６４，９（１）：１０３ １２２．

［９］　ＺａｃｈａｒｕｋＲＹ．Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｉｎｓｅｃｔｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｌｌａ

［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＥｎｔｏｍｏｌｏｇｙ，１９８０，２５（１）：２７ ４７．

［１０］马瑞燕，杜家纬．昆虫的触角感器［Ｊ］．昆虫知识，２０００，３７（３）：

１７９ １８３．

［１１］ＢａｒｔｌｅｔＥ，ＲｏｍａｎｉＲ，ＷｉｌｌｉａｍｓＩＨ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｔｏｍｙｏｆ

ｓｅｎｓｏｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｎｔｈｅａｎｔｅｎｎａｅｏｆ犘狊狔犾犾犻狅犱犲狊犮犺狉狔狊狅犮犲狆犺犪犾犪Ｌ．

（Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ：Ｃｈｒｙｓｏｍｅｌｉｄａｅ）［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎ

ｓｅｃｔＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄＥｍｂｒｙｏｌｏｇｙ，１９９９，２８（４）：２９１ ３００．

［１２］胡江，李义龙，刘剑虹，等．麻点豹天牛成虫感器的扫描电镜

研究［Ｊ］．电子显微学报，２００１，２０（４）：４９９ ５００．

［１３］程红，严善春，徐波，等．青杨脊虎天牛触角主要感器的超微

结构及其分布［Ｊ］．昆虫知识，２００８，４５（２）：２２３ ２３２．

［１４］孙飞，李祥瑞，刘小侠，等．松褐天牛六种类型的触角感器的

超微结构［Ｊ］．昆虫知识，２０１０（２）：３４７ ３５４．

［１５］阎雄飞，孙月琴，刘永华，等．光肩星天牛触角感受器的环境

扫描电镜观察［Ｊ］．林业科学，２０１０，４６（１１）：１０４ １０９．

［１６］ＬｉｕＸｉｎｈａｉ，ＬｕｏＹｏｕｑｉｎｇ，ＣａｏＣｈｕａｎｊｉａｎ，ｅｔａｌ．Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆａｎｔｅｎｎａｌｓｅｎｓｉｂｌｅｏｆ犃狀狅狆犾犻狊狋犲狊犺犪犾狅犱犲狀犱狉犻犺犪犾狅

犱犲狀犱狉犻ａｎｄ犃狀狅狆犾犻狊狋犲狊犺犪犾狅犱犲狀犱狉犻犲狆犺犻狆狆犻狌犿 （Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ：Ｃｅｒ

ａｍｂｙｃｉｄａｅ）［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＴｅｃｈｎｉｑｕｅ，２０１２，７５

（３）：３６７ ３７３．

［１７］ＭｅｒｉｖｅｅＥ，ＰｌｏｏｍｉＡ，ＬｕｉｋＡ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｅｎｎａｌｓｅｎｓｉｌｌａｏｆｔｈｅ

ｇｒｏｕｎｄｂｅｅｔｌｅ犘犾犪狋狔狀狌狊犱狅狉狊犪犾犻狊（Ｐｏｎｔｏｐｐｉｄａｎ，１７６３）（Ｃｏｌｅｏｐ

ｔｅｒａ，Ｃａｒａｂｉｄａｅ）［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＴｅｃｈｎｉｑｕｅ，

２００２，５５（５）：３３９ ３４９．

［１８］ＭｅｒｉｖｅｅＥ，ＰｌｏｏｍｉＡ，ＲａｈｉＭ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｅｎｎａｌｓｅｎｓｉｌｌａｏｆｔｈｅ

ｇｒｏｕｎｄｂｅｅｔｌｅ犅犲犿犫犻犱犻狅狀狆狉狅狆犲狉犪狀狊Ｓｔｅｐｈ．（Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ，Ｃａｒａ

ｂｉｄａｅ）［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｎ，２００２，３３（５）：４２９ ４４０．

［１９］刘桂清，田明义．奇步甲触角感器电镜扫描观察和触角电位反

应［Ｊ］．华南农业大学学报，２００８，２９（２）：５０ ５５．

［２０］杨贵军，张大治，孙晶莹．沟眶象触角感器的扫描电镜观察

［Ｊ］．昆虫知识，２００８，４５（６）：９２６ ９３１．

［２１］杨燕，杨茂发，杨再华，等．云南木蠹象触角感器的扫描电镜

观察［Ｊ］．林业科学，２００９，４５（２）：７２ ７４．

［２２］ＹａｎＳｈａｎｃｈｕｎ，ＭｅｎｇＺｈａｏｊｕｎ，ＰｅｎｇＬｕ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｅｎｎａｌｓｅｎｓｉｌｌａｏｆ

ｔｈｅｐｉｎｅｗｅｅｖｉｌ犘犻狊狊狅犱犲狊狀犻狋犻犱狌狊Ｒｏｅｌ．（Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ：Ｃｕｒｃｕｌｉｏｎｉｄａｅ）

［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＴｅｃｈｎｉｑｕｅ，２０１１，７４（５）：３８９ ３９６．

［２３］ＢｌｅｅｋｅｒＭＡ，ＳｍｉｄＨＭ，ＡｅｌｓｔＡＣＶ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｅｎｎａｌｓｅｎｓｉｌｌａ

ｏｆｔｗｏｐａｒａｓｉｔｏｉｄｗａｓｐｓ：ａｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉ

ｃｒｏｓｃｏｐｙｓｔｕｄｙ ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄ Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，

２００４，６３（５）：２６６ ２７３．

［２４］ＨｕＦｅｉ，ＺｈａｎｇＧｕｏｎａ，ＷａｎｇＪｉｎｊｕｎ．Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

ｓｔｕｄｉｅｓｏｆａｎｔｅｎｎａｌｓｅｎｓｉｌｌａｏｆｂｒｕｃｈｉｄｂｅｅｔｌｅｓ，犆犪犾犾狅狊狅犫狉狌犮犺狌狊

犮犺犻狀犲狀狊犻狊（Ｌ．）ａｎｄ犆犪犾犾狅狊狅犫狉狌犮犺狌狊犿犪犮狌犾犪狋狌狊 （Ｆ．）（Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ：

Ｂｒｕｃｈｉｄａｅ）［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｎ，２００９，４０（３）：３２０ ３２６．

［２５］ＣｈｅｎＨａｉｂｏ，ＺｈａｎｇＺｈｅｎ，ＷａｎｇＨｏｎｇｂｉｎ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｅｎｎａｌ

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｓｅｎｓｉｌｌａｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ犇犲狀犱狉狅犮狋狅狀狌狊狏犪犾犲狀狊

ＬｅＣｏｎｔｅ（Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ：Ｃｕｒｃｕｌｉｏｎｉｄａｅ，Ｓｅｏｌｙｔｉｎａｅ），ａｎｉｎｖａｓｉｖｅ

ｆｏｒｅｓｔｐｅｓｔｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｎ，２０１０，４１（７）：７３５ ７４１．

［２６］ＣｈｅｎＬｉ，ＦａｄａｍｉｒｏＨＹ．Ａｎｔｅｎｎａｌｓｅｎｓｉｌｌａｏｆｔｈｅｄｅｃａｐｉｔａｔｉｎｇ

ｐｈｏｒｉｄｆｌｙ，犘狊犲狌犱犪犮狋犲狅狀狋狉犻犮狌狊狆犻狊（Ｄｉｐｔｅｒａ：Ｐｈｏｒｉｄａｅ）［Ｊ］．Ｍｉ

ｃｒｏｎ，２００８，３９（５）：５１７ ５２５．

［２７］ＣｈｅｎＨｕｈａｉ，ＺｈａｏＹｕｎｘｉａｎ，ＫａｎｇＬｅ．Ａｎｔｅｎｎａｌｓｅｎｓｉｌｌａｏｆｇｒａｓｓ

ｈｏｐｐｅｒｓ（Ｏｒｔｈｏｐｔｅｒａ：Ａｃｒｉｄｉｄａｅ）ｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｆｏｏｄｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓａｎｄ

ｈａｂｉｔｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，２００３，２８（６）：７４３ ７５２．

（责任编辑：田　?）

·８２１·




