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黄瓜花叶病毒( CMV)亚组 I、II分离物
生物学特性比较研究
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　　摘要 :从福建、浙江、湖南、宁夏、安徽、山西、河南、河北、北京等省市采集并收集到 16个黄瓜花叶病毒 (CMV)样

品 ,用亚组特异性抗血清以 ELISA方法对这些样品进行了亚组鉴定。同时 ,选取亚组 I、II病毒部分分离物进行了症

状、致病性和体外稳定性比较研究。结果表明 ,亚组 II病毒分离物的症状和致病性受温度、湿度和光照强度等的调

节 ,在不同环境条件下呈现复杂的寄主适应性变化 ,总的症状比较温和。我国收集的 CMV样品以亚组 I为主 ,检出率

占样品总数的 75 %。但由两亚组病毒生物学特性比较研究结果表明 ,亚组 II病毒在采样和检测中易于被忽略或丢

失 ,据此 ,探讨了 CMV亚组 II存在的生态意义及其样品检出率与田间实际发生率之间可能存在的较大差异。
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Comparative Study on Bio2characteristics of Cucumber Mosaic

Virus( CMV) Subgroup I and II
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Abstract :16 CMV samples from Fujian ,Zhejiang , Hunan ,Ningxia ,Anhui ,Shanxi , Henan , Hebei and Binjing were

collected and identified by DAS2ELISA with subgroup specific Antisera. The symptoms ,pathygenicities ,and in vivo stabil2
ities of part of the isolates were compared in Nicotiana tabacum . The results showed that the majority of the CMV samples

belong to the subgroup I virus ,consisting of 75 % of the samples. The symptoms and pathygenicities of subgroup II virus

were generally mild and flexible ,and adjusted by temperature ,humidity and light intensity ,suggesting its complex flexibil2
ity to the host plant . These results suggested that the subgroup II virus was prone to be neglected or discarded in sample

collecting or experimenting. The differences between detection frequency and actual existence ,also the ecological signifi2
cance of subgroup II virus were discussed.
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　　黄瓜花叶病毒 (Cucumber mosaic virus ,CMV)是

雀麦花叶病毒科 (Bromoviridae)黄瓜花叶病毒属 (Cu2
cumovirus)的典型成员。CMV的侵染能引起多种重

要农作物严重减产 ,造成巨大的经济损失 ,是寄主植

物最多、分布最广、最具经济重要性的植物病毒之

一。自 Doolittle 和 Jagger[1 ,2 ]分别报道 CMV 是黄瓜

花叶病的病原以来 ,大部分国家都相继发现有 CMV

的发生[3 ]。在过去 80 多年时间内 ,被鉴定的 CMV

寄主植物种类不断增加。至 20 世纪 90 年代中期 ,

已在 85科 365属 1 000多种单、双子叶植物上发现

有 CMV 的危害[4 ,5 ]。近 10 多年来 ,CMV 在一些国

家和地区的许多作物上造成严重危害[6 ] ,如引起番

茄等茄科植物的坏死、香蕉的花叶[3 ,7 ]、豆科植物的

花叶、瓜类的花叶、西番莲的死顶等[8 ,9 ]。
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CMV有很多株系 ,在症状、寄主范围、致病性、

抗原性、蚜传特性等方面都表现有差异。根据这些

差异及核苷酸序列同源性的差异 ,这些株系被分为

两个亚组 ,及亚组 I和 II。相同亚组株系间核苷酸

序列有 90 %～99 %的同源性 ,不同亚组间有 75 %左

右的同源性[10 ]。几十年来 ,各国学者根据他们分离

到的 CMV寄主范围及症状表现得到许多新的株系

或分离物 ,许多过去报道被认为是新的病毒 ,现已被

证实为 CMV的株系[8 ]。迄今 ,全世界已报道了 100

多个 CMV群系或分离物[8 ,5 ]。

多年来 ,CMV在我国蔬菜等作物上造成的损失

都一直非常严重。近年由于保护地栽培、新品种引

进及农业生态气候的变化 ,使 CMV 的危害更加猖

獗[11 ]。过去对 CMV病原的报道虽然很多 ,但多数

都未进行亚组区分。随着生物技术及病毒分子生物

学的进一步发展 ,有关 CMV病原的研究多数都进行

了亚组鉴定 ,由此发现亚组 II病毒株系在我国发生

的报道频率明显增加[12 - 16 ] ,具有与亚组 I病毒混合

爆发的趋势。基于对这种新的现象及 CMV极强的

进化和适应能力的考虑 ,我们应及早对 CMV亚组 I、

II病毒的分布、生物学特性进行比较研究 ,了解其相

互关系及发生规律 ,提出相应的预防和控制措施。

本研究首先对我国不同省市收集或采集的

CMV样品以血清学方法进行了亚组分类鉴定 ,初步

明确了我国部分地区 CMV亚组 I、II病毒的发生概

况 ,并对部分亚组分离物的症状、致病性、稳定性等

基本生物学特性进行了比较研究 ,为进一步开展两

亚组病毒在介体传播、寄主体内的竞争及其流行趋

势等生态学规律的研究提供了理论指导。

1　材料和方法

1. 1　试剂

CMV抗血清 :包括能够捕捉所有 CMV 分离物

的包被抗体以及具有亚组 I、II特异性的检测抗体和

酶标抗体 (碱性磷酸酯酶) 。ELISA缓冲液 :包被缓

冲液 ,洗涤缓冲液 ,抗体稀释缓冲液 ,样品抽提缓冲

液 ,酶底物缓冲液。以上血清及缓冲液均由美国

Agdia公司订购。

1. 2　供试验植物

繁殖毒原植物 : CMV 系统侵染寄主三生烟

( Nicotiana tabacum) 。

供试病毒寄主植物 :CMV系统侵染寄主三生烟

健康幼苗 ,在 4～5叶期接种病毒。

1. 3　毒原及保存

CMV亚组 I病毒 NX、YQ分别采自宁夏惠农的

烟草和北京延庆的番茄 ,分别由北京农林科学院植

保所裘季燕、李兴红提供。

CMV亚组 II病毒 XB、CH(原名 PEf)分别来自福

建的香蕉[2 ]和西番莲[3 ] ,由厦门华侨亚热带植物引

种园李梅提供。亚组 II分离物 AG、ZL 分别采自安

徽安庆的烟草和浙江丽水的番茄。

CMV 亚组 I、II病毒阳性样品购自美国 Agdia公

司。其他未命名的 CMV样品由北京农林科学院植

保所病毒研究室以干样保存。

采集或收集的病毒样品先以 CaCl2 置备干样 ,

于 - 20℃冰箱冷冻保存。使用时以摩擦接种方法接

种在 4～5叶期的三生烟幼苗上 :即病毒鲜样以 1∶10

(干样 1∶15)的稀释倍数在 pH 6. 9的磷酸缓冲液中

研磨成汁液后备用 ,用喉头喷雾器把 200 目的金刚

砂均匀喷洒于幼苗叶片上 ,蘸取病毒汁液 ,轻轻摩擦

4～5叶期三生烟幼苗的第 3 ,4片叶 ,然后用蒸馏水

冲洗接种叶片 ,接种后的幼苗置防虫笼内培养 ,在温

室内繁殖备用。

1. 4　CMV样品的采集和收集

2002 - 2005年的 4 - 10月份 ,分别于浙江丽水 ,

福建福州、厦门 ,湖南益阳 ,宁夏惠农 ,安徽滁洲、安

庆 ,山西晋中 ,河南新乡 ,河北承德 ,北京房山、延庆、

密云、平谷等县市采集或收集到确定或未确定亚组

地位的 CMV 样品 ,共计 16 份 , CaCl2 制备干样 ,

- 20℃冰箱中保存或在三生烟上繁殖保存。

1. 5　CMV样品的亚组鉴定

分别对采集和收集到的所有 CMV样品以摩擦

接种方式在三生烟上繁殖 ,15 d后用 CMV亚组特异

性抗血清进行 ELISA检测 ,鉴定 CMV各样品的亚组

地位。

1. 6　CMV两亚组分离物症状和致病性观察

选择在三生烟上症状具有较明显特征的亚组 I

病毒 YQ、NX和所有亚组 II病毒 AG、ZL、XB、CH分

离物 ,摩擦接种于三生烟幼苗上 ,每个分离物接种

5～8株 ,于温室内在 18～35℃变温条件下观察记录

两亚组病毒在三生烟上的症状变化。

1. 7　CMV两亚组部分分离物体外稳定性研究

从 CMV毒原植物上采集症状易于区别的亚组 I

病毒 YQ、NX及症状较为明显的亚组 II病毒 AG、ZL

三生烟感病叶片 ,用于测定包括致死温度 ,稀释终点

及体外保毒期三项稳定性指标。测定按常规方法处

理病毒汁液 ,处理后的病毒汁液 ,按汁液摩擦接种法

分别接种在烟草上。每一温度、浓度或时间处理接

种三生烟苗 10株 ,接种后的烟苗置温室中培养 ,15

d后用 ELISA法检测病毒侵染情况。
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2　结果与分析

2. 1　不同地区 CMV样品的血清学检测结果

从我国不同地区收集的 CMV样品的亚组检测

结果如表 1。

由表 1检测结果可见 ,亚组 I、II病毒的每个样

品对所使用的抗血清没有交叉反应。在各地不同寄

主植物上收集到的 CMV当中 ,以亚组 I病毒为主 ,

在南方和北方均有较多的分布 ,检出率占 CMV样品

总数的 75 % ,亚组 II病毒的检出率相对较低 ,占被

检样品总数的 25 %。

表 1　来自不同地区的 CMV样品的 ELISA亚组鉴定

Tab. 1　Subgroup identification of CMV from different areas by ELISA

样品编号
Samples

样品采集地区
Areas

自然寄主
Nature host

田间症状
Symptoms

ELISA检测结果
CMV I CMV II

1 湖南益阳 甜椒 黄化、落叶 + + -

2 浙江丽水 (ZL) 番茄 轻花叶 - + +

3 福建福州 甜椒 黄化、落叶 + + -

4 福建厦门 (XB) 香蕉 花叶 - +

5 福建厦门 (CH) 西番莲 花叶、皱缩 - +

6 宁夏惠农 (NX) 甜椒 蕨叶、畸形 + + -

7 安徽滁洲 甜椒 黄化、落叶 + + -

8 安徽安庆 (AG) 烟草 轻花叶 - + +

9 山西晋中 甜椒 花叶 + + -

10 河南新乡 甜椒 花叶 + + + -

11 河北承德 番茄 蕨叶、畸形 + + -

12 北京房山 甜椒 花叶、畸形 + -

13 北京延庆 甜椒 花叶、畸形 + + -

14 北京延庆 ( YQ) 番茄 蕨叶、畸形 + + + -

15 北京密云 甜椒 蕨叶、畸形 + -

16 北京平谷 甜椒 花叶、畸形 + + -

2. 2　CMV部分亚组分离物(株系)在三生烟上侵染

的症状

CMV不同亚组分离物 (株系)在三生烟上侵染

的症状如表 2。
表 2　CMV不同亚组分离物侵染三生烟的症状

Tab. 2　Symptom of CMV isolates belonging to different subgroups in Nicotiana tabacum

病毒分离物
Isolates

采集地点
Areas

自然寄主
Nature host

在三生烟上的症状变化
Symptom variation in Nicotiana tabacum

NX( I) 宁夏 甜椒 18～30℃:均表现系统花叶伴有泡斑、畸形、矮化、坏死
YQ( I) 北京延庆 番茄 18～30℃:均表现系统花叶 (无泡斑)、畸形、矮化

AG( II) 安徽安庆 烟草 接种叶孤线形斑点
18～20℃:轻度不规则坏死斑驳
20～25℃:系统明脉
25～30℃:光照较强时 ,隐藏症状 ;阴雨潮湿时 ,系统轻花叶

ZL ( II) 浙江丽水 番茄 类似 AG( II)

XB ( II) 厦门 芭蕉 低温时表现褪绿斑、其他温度条件下表现黄化、叶片变窄变尖
CH( II) 福建 西番莲 类似 XB ( II)

　　由表 2结果可见 ,以上 CMV亚组 I、II分离物在

三生烟上的症状有明显区别 ,亚组 I病毒 NX和 YQ

有较强的致病力 ,造成的症状也明显比所试验的亚

组 I其他病毒严重。亚组 I病毒在不同环境温度下

表现的症状和致病性基本一致 ,均表现有系统花叶、

畸形、矮化、坏死 ,但 NX造成的花叶伴有泡斑 , YQ

造成的花叶较细碎 ,没有泡斑产生 ,症状略轻于 NX;

而亚组 II病毒的致病性及症状表现远比亚组 I复

杂 ,亚组 II病毒 AG、ZL 分离物的症状基本一致 ,都

受温度、湿度和光照等条件的调节。在不同环境条

件下症状可以分别表现为接种叶片的弧线形斑点、

轻度不规则坏死斑驳、系统明脉、系统轻花叶、极轻

微花叶到症状潜隐等不同类型 ;亚组 II病毒 XB、GH

在不同条件可表现黄化、叶片变窄变尖或浅褪绿斑。

总的来说 ,亚组 II病毒的症状及危害相对较轻 ,在

田间调查和采样时容易被忽略。

2. 3　CMV部分亚组分离物的体外稳定性研究结果

由于亚组 I病毒 NX和 YQ症状特点鲜明 ,二者

易于区分 ,亚组 II病毒 AG、ZL 发病症状较明显 ,所

以 ,选择了亚组 I病毒 NX和 YQ及亚组 II病毒 AG、

ZL四个均来自于茄科蔬菜的分离物进行了体外稳

定性研究 ,ELISA检测结果如表 3。
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表 3　4个 CMV分离物的稳定性测定结果

Tab. 3　Stability in sap of four CMV isolates

病毒分离物
Isolates

致死温度/ ℃TIP
Thermal

inactivation
point

稀释限点 DEP
Dilution

end point

体外存
活期/ d LIV

Longevity
in vitro

NX( I) 55～60 10 - 3～10 - 4 4～5

YQ(I) 55～60 10 - 3～10 - 4 4～5

AG(II) 50～55 10 - 2～10 - 3 3～4

ZL ( II) 50～55 10 - 2～10 - 3 4～5

　　由表 3 可见 :NX、YQ 病毒的致死温度为 55～

60℃,亚组 II病毒AG、ZL较亚组 I病毒NX、AQ的失

毒温度低 5℃左右 ,表明亚组 II病毒较亚组 I病毒

对温度更敏感 ;同样可见 ,亚组 I病毒 NX、YQ病毒

的稀释限点为 10 - 3～10 - 4 ,比亚组 II病毒AG、ZL的

稀释限点高约 10倍左右 ,但这也可能是由于在试验

条件下 ,亚组 I病毒 AG、ZL 在毒原植株中的浓度积

累较低所致 ;亚组 II病毒 NX、YQ及亚组 II病毒 ZL

病毒的体外保毒期为 4～5 d ,而亚组 II病毒 AG的

体外保毒期略低于其他 3 个病毒分离物 ,比其他 3

个分离物短 1～2 d。总的来看 ,与亚组 I病毒相比 ,

亚组 II病毒分离物的体外稳定性稍差。

3　讨论

　　近年来 ,尽管亚组 II病毒在我国报道的频率不

断增加[12 ,13 ,15 ,16 ] ,但和亚组 I病毒的报道频率相比

仍然很低[17 ,18 ]。国外有报道认为 ,亚组 I病毒主要

在热带和亚热带流行 ,而亚组 II病毒主要发生在温

带[18 ,19 ] ,但多数有关 CMV 的报道并没有进行亚组

区分[5 ,10 ]。从本研究结果来看 ,亚组 II病毒在我国

检出和报道的频率较低 ,并不能完全代表它在我国

各地作物上存在和发生的实际情况。首先 ,亚组 II

病毒总的症状比较轻微 ,且随环境气候因素而发生

较大变化 ,虽然低温和阴湿时症状较明显 ,但仍然只

表现轻花叶 ,而且高温 ,强光照时症状发生潜隐 ,与

亚组 I病毒相比采样时容易被忽略。其次 ,亚组 II

病毒稳定性较差 ,对温度较敏感 ,容易降解失活 ,在

进行血清学检测时免疫原性也较弱 ,检测时往往也

容易被忽略或丢失。另外 ,亚组 II病毒在复合侵染

时往往更易被丢弃 ,如在我国云南烟草上发现的

CMV亚组 II分离物 CMV2Ynb ,就是在与 TMV 复合

侵然的烟草中以负染方式电镜观察时较偶然地发现

的[15 ]。本研究的两个亚组 II分离物 AG、ZL 分别采

自安徽安庆、浙江丽水 ,采样时期正好是当地的多雨

潮湿季节 ,这与本试验中亚组 II病毒在阴凉潮湿的

环境下症状较明显相吻合 ,所以 ,对亚组 II病毒样

品的采集还受当时气候因素的影响。所以 ,国外关

于 CMV亚组 II病毒在热带和亚热带占优势 ,而亚组

II病毒更高频率地在温带被发现[18 ,19 ]的报道 ,与本

研究关于 CMV亚组 I有很宽的温度适应性及亚组 II

病毒在高温时隐症等温度敏感性的结果相吻合。由

此看来 ,亚组 I病毒的实际存在和发生的频率很可

能远远高于所报道频率。那么 ,CMV亚组 II病毒报

道频率在近年来的增加 ,除去采样的原因之外 ,还可

能与近年来分子生物学技术及病毒分子生物学的发

展有关 ,一些不稳定或浓度较低、较难发现的微生物

也可以用现代生物学的方法较容易地被检测到。

本试验结果表明 ,亚组 II病毒分离物的症状受

温度、湿度和光照强度的调节 ,在不同的温度、湿度、

光照范围内 ,症状可表现为弧形、轻度坏死斑驳、系

统明脉、系统轻花叶及症状隐藏等丰富的变化 ,总的

症状表现温和。这表现了亚组 II病毒在不同环境

条件下对寄主适应性的调节 ,应该是病毒适应能力、

生存能力及高级进化的表现之一。那么 ,目前国内

外的研究结果所表现出的亚组 II病毒株系少 ,进化

分支少[20 ,21 ] ,有一个重要因素应该是亚组 II病毒被

发现和采集的样品数量远远少于亚组 I[18 ]。因此 ,

温和的亚组 II病毒很可能广泛存在。从病毒和寄

主相互依赖生存的角度出发 ,弱病毒是适应力强的

病毒 ,它在 CMV和寄主的生态平衡及病毒的弱株系

交叉保护中应该起重要作用。

无论怎样 ,CMV有极强的进化和适应能力 ,且

其传毒蚜虫的种类为数众多[8 ,22 ] ,致使其具有最广

泛的寄主范围和地理分布[10 ] ,所以 ,下一步应从介

体传播及病毒竞争等生态学方面入手 ,搞清 CMV两

亚组病毒的传播和流行特点 ,为今后对 CMV的预防

和控制措施的实施提供理论指导。
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