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摘要：【目的】探索 5种葫芦科作物病毒即小西葫芦黄花叶病毒（Zuccini yellow mosaic virus，ZYMV）、

西瓜花叶病毒（Watermelon mosaic virus，WMV）、黄瓜花叶病毒（Cucumber mosaic virus，CMV）、番木瓜环斑

病毒西瓜株系(Papaya ringspot virus watermelon strain，PRSV-W)和南瓜花叶病毒(Squash mosaic virus，SqMV)

的斑点杂交检测技术，为葫芦科作物种子带毒的快速准确鉴定、流行病学研究和转基因检测等提供技术和方法。

【方法】以构建的重组质粒为模板，用 PCR 方法合成了相应的地高辛标记的 cDNA 探针。通过斑点杂交检测西葫芦

病叶汁液来考察探针的灵敏性和特异性。同时设计了 3 种不同长度的 SqMV 探针（0.55、1.6、2.7 kb）对杂交效

果进行了研究。【结果】ZYMV、WMV、CMV、PRSV-W 和 SqMV 的 5 种探针检测各自侵染西葫芦病汁液的稀释低限分

别为 1﹕160、1﹕160、1﹕320、1﹕160、1﹕320，而每种探针与健康西葫芦和其它 4种病毒的反应均为阴性。不

同长度的 SqMV 探针杂交结果相同。【结论】用 PCR 方法合成的地高辛标记的探针，能够直接在植物组织中将 5种

病毒检测出来，具有较好的灵敏性、特异性和重复性。探针的长度对杂交的灵敏性和特异性没有影响。 

关键词：聚合酶链反应（PCR）；地高辛标记探针；斑点杂交；ZYMV；WMV；CMV；PRSV-W；SqMV  

 
Dot-blot Hybridization for Detection of Five Cucurbit Viruses by 
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Abstract：【Objective】 To provide a good alternative assay in seed health test，epidemiological and transgenic research，
dot-blot hybridization was developed to detect five viruses infecting cucurbitaceous crops-Zuccini yellow mosaic virus (ZYMV), 
Watermelon mosaic virus (WMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Papaya ringspot virus- watermelon strain（PRSV-W）and Squash 
mosaic virus (SqMV).【Method】Digoxigenin-labelled cDNA probes of the five viruses were synthesized by PCR with specific 
primers. The probes were applied in dot-blot hybridization to detect ZYMV, WMV, CMV, PRSV-W and SqMV in crude extraction 
of infected leaves. And three SqMV probes of different lengths (0.55, 1.6, 2.7 kb) were designed to research the effect of 
hybridization.【Result】The sensitivity for detection of the crude extraction of infected leaves by ZYMV, WMV, CMV, PRSV-W and 
SqMV was down to 1﹕160, 1﹕160, 1﹕320, 1﹕160, 1﹕320, respectively. The three SqMV probes of different lengths showed no 
differences.【Conclusion】The digoxigenin-labelled probes prepared by PCR could be used for accurate and rapid identification of 
five viruses infecting cucurbitaceous crops with good stability, sensitivity, specificity and reproducibility.  
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0  引言 

【研究意义】葫芦科植物包括 118 属 825 种，其

中栽培的葫芦科作物有：西瓜、甜瓜、黄瓜、丝瓜、

冬瓜、西葫芦等，都是人们喜欢的水果、蔬菜。中国

栽培葫芦科作物的历史悠久，随着农业产业结构的调

整以及反季节蔬菜栽培的广为推广，该科作物病害的

发生和危害程度也愈趋严重和广泛[1~3]。为害葫芦科作
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物的病毒多达 46种，但ZYMV、WMV、CMV、PRSV-W
和 SqMV 是发生普遍、危害严重的五种重要病毒[4]。

因此，在葫芦科作物栽培生产中，快速、准确地对其

种子或幼苗进行带毒检测，对控制病害在田间的发生、

减少经济损失具有十分重要的意义，同时抗病筛选和

病害流行预测也需要快速准确的检测方法。【前人研

究进展】葫芦科作物病毒没有表现特异生物学反应的

指示植物，病毒形态也难以区分种，因此生物学方法

和电镜观察在葫芦科作物病毒检测中存在很大局限

性。血清学方法得到了广泛应用[5~8]，虽然方法简便快

速，但商品化的抗血清价格昂贵，还具有一定的假阳

性反应等问题。RT-PCR 方法灵敏度极高，可在属、

种和株系水平上鉴别病毒，Thomson[9]、Singh[10]和王

惠哲[11]等分别利用 RT-PCR 检测了 ZYMV、CMV 和

WMV，该方法需要专门的仪器设备，技术相对较难，

不适合基层应用。核酸分子杂交方法灵敏性和特异性

都较强，其中斑点杂交方法在尼龙膜上进行，只要具

备探针，检测操作简单方便，适合基层应用，能够一

次检测大量样品。陈洁云等[12]以 32P 标记的 ZYMV 和

CMV 基因组 cDNA 作为探针，用点杂交方法检测了

浙江地区自然感病的葫芦科作物中以上两种病毒的发

生情况，但 32P 标记存在放射性污染对人体有害、只

有具备同位素的实验室才能够应用等局限。近年来得

到迅速发展的地高辛标记的探针灵敏性高，不危害人

体，也不污染环境，在植物的核酸杂交检测上得到了

越来越广泛的应用[13~16]。【本研究切入点】生产上主

要通过控制病毒传播介体和种植抗病毒品种来防治病

毒。通过研究病毒田间消长动态结合栽培措施来控制

葫芦科作物病毒病可在一定程度上控制病毒病。由此，

葫芦科作物病毒病的检测技术亟待开发。【拟解决的

关键问题】本研究拟通过 PCR 法制备高灵敏性和高特

异性的地高辛标记的探针，组装成此 5 种葫芦科作物

病毒的检测试剂盒，为葫芦科作物种子带毒的快速准

确鉴定、流行病学研究和转基因检测等提供技术和方

法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种及毒原  ZYMV、WMV、CMV、PRSV-W
和 SqMV5 种毒原由本实验室保存，5 种病毒的外壳蛋

白基因克隆由本实验室完成并保存。 
1.1.2  主要生化试剂和溶液  TaqDNA 聚合酶购自

宝生物工程有限公司（TaKaRa）。尼龙膜为 Hybond
产品，DIG 探针标记和检测试剂盒为 Roche 公司产品。

其它常用试剂为国产分析纯。 
1.2  方法 

1.2.1  引物的设计与合成  ZYMV 和 CMV 引物参

照[17,18]，WMV、PRSV-W 和 SqMV 引物设计根据

GenBank 上已发表的相关序列（表），由上海生工生

物技术服务有限公司合成。 
1.2.2  探针的制备  以合成的重组质粒为模板，用

PCR 合成 DIG 探针试剂盒 PCR 法标记地高辛。所用

dNTP底物中，DIG-11-dUTP与普通dTTP的比例CMV
（＜1 kb）为 1﹕3，ZYMV、WMV、PRSV 和 SqMV
（＞1 kb）为 1﹕6。25 µl 的 PCR 反应体系为：10×  

PCR 缓冲液 2.5 µl，PCR 地高辛标记混合物 CMV 为

2.5 µl，另外 4 种为 1.25 µl，再加入 dNTP 1.25 µl，5′
引物和 3′ 引物 ZYMV、CMV、SqMV 分别为 0.8 
µmol·L-1，WMV、PRSV 为 0.4 µmol·L-1，Taq 酶 1.3 U，

质粒模板 ZYMV、SqMV 为 1 µl，WMV 为 0.5 µl，
CMV 为 2 µl，PRSV 为 0.25 µl，加 ddH2O 至 25 µl。
同时每一种探针都以各自未标记的 PCR 产物作对照。

反应程序为：94℃预变性 3 min，94℃变性 20 s，退火

温度见下表，72℃延伸 90 s，35 个循环，72℃延伸 10  
 
表  PCR 反应中用来制备探针的引物 

Table  Primers used for probe preparation by PCR 

病毒 
Viruses 

5′ 端引物 
5′ primer 

3′端引物 
3′primer 

退火温度 
Tm (℃) 

探针长度 
Probe length (kb)

ZYMV GGATCCAGCTCCATACATAGCTGAGACAG TGTCGACAGGCTTGCAAACGGAGTC 62 1.2  

WMV TGGATCCGACAGCATTGAGAA TGTCGACGTCTTTACTGCG 54 1.2 

CMV CCGGATCCATGGACAAATC TGTCGACTCAGACTGGTGCACC 55 0.7 

PRSV-W GGATCCGCAATGATAGAGTC TGTCGACAATAGAAGCGGTGGC 52 1.2 

TGGATCCGCGTGGTTTGAT TGTCGACAACTGGGAAAGAAGC 50 2.7 

AGGCCATGGCTATGAACTAGATCTTGCGC GTGCTCGAGTAGAAAGTAAAATAGGTGGGT 58 1.6 

SqMV 
 
 AAAAGGGGGCCATTGTTCA  ATCTATCGCGGCCCTCTCATTG  54 0.55 
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min。取 5 µl 产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳分析，其余

置于-20℃保存备用。 
1.2.3  探针最佳杂交反应时间的选择  SqMV 的探

针以 25 ng·ml-1的探针量与感染 SqMV 的西葫芦病汁

液进行杂交，在 0.5、1.5、3、4.5、6 h 和过夜分别显

色看杂交结果。 

1.2.4  斑点杂交检测探针的灵敏性和特异性 
（1）样品准备与点样[16]  取分别感染 5 种不同病

毒的西葫芦病叶，用 0.1 mol·L-1磷酸盐缓冲液（pH=7）
研磨，4 000 r/min 离心 10 min，取上清，用等体积氯

仿抽提 2 次，取上清，用 RNA 稀释液（H2O﹕20×SSC
﹕甲醛=5﹕3﹕2）进行 10、20、40、80、160、320、
640 倍稀释进行灵敏性测定，每一种都取健康的西葫

芦叶片与其它 4 种病毒的作对照，进行特异性测定。

每种样品取 5µl 点于尼龙膜上。用铅笔在膜右下角做

标记。 
（2）斑点杂交[15,16]  将膜放入烘箱中 120℃烘烤

30 min 进行固定。将固定好的膜放入杂交管中，加入

杂交液（0.02% SDS、5×SSC、50% 去离子甲酰胺、

0.1% N-laurysarosine、50 mmol·L-1磷酸钠、pH 7.0、
2% 封闭剂）于杂交炉中 42℃预杂交 20 min，弃预杂

交液，将 DIG 标记的探针于沸水浴中变性 5 min，迅

速移至冰上，加入杂交液中，42℃杂交 1.5 h 后，用

大量 2×SSC、0.1% SDS 室温洗膜 2 次，每次 5 min，
再用 0.5×SSC、0.1% SDS 于 68℃洗膜 2 次，每次

5 min。 
（3）检测  洗膜后把膜加入洗涤液（0.1 mol·L-1

马来酸、0.15 mol·L-1 NaCl，pH 7.5、0.3% 吐温）中

洗膜 1 min，弃去，用封闭液（1% 封闭剂、0.1 mol·L-1

马来酸、0.15 mol·L-1 NaCl，pH 7.5）封闭 20 min 后，

加入用封闭液稀释了 5 000 倍的抗地高辛抗体—碱性

磷酸酶复合物，轻摇 30 min。最后，将结合完抗体的

膜用洗涤液洗膜 2 次，每次 10 min，加入检测液（0.1 
mol·L-1 Tris-HCl、0.1 mol·L-1 NaCl、pH 9.5）平衡 2 min，
再加入 NBT/BCIP 溶液，黑暗中静止显色，待观察到

理想的显色后，用无菌水浸泡 5 min 终止反应，进行

拍照。 

重复杂交 3 次观察杂交结果，测试探针重复性。 
1.2.5  不同长度的探针对斑点杂交影响的研究  分

别设计合成了长度大小分别为 2.7、1.6、0.55 kb 的 3
种 SqMV 探针，以 25 ng·ml-1 的探针量分别与感染

SqMV 的西葫芦病汁液进行杂交，方法同 1.2.4，观察

杂交结果。 

2  结果与分析 

2.1  地高辛标记探针的验证  
PCR 扩增产物经 1% 琼脂糖电泳后，地高辛标记

的 PCR 产物均较相应的未标记扩增产物稍大，这是由

于扩增片断中掺入了 DIG-11-dUTP，分子量较大，泳

动较慢，说明标记成功（图 1）。 
 

 
 
M：Marker；1：CMV 探针；2：CMV 对照；3：PRSV 探针；4：PRSV
对照；5：WMV 探针；6：WMV 对照；7：SqMV 探针；8：SqMV 对

照；9：ZYMV 探针；10：ZYMV 对照 
M: Marker; 1: CMV probe; 2: CMV control; 3: PRSV probe; 4: PRSV 
control; 5: WMV probe; 6: WMV control; 7: SqMV probe; 8: SqMV 
control; 9: ZYMV probe; 10: ZYMV control 

 

图 1  PCR 标记探针的电泳分析 

Fig. 1  Agarose gel analysis of Dig-labeled DNA probes by 

PCR amplification 

 

2.2  最短杂交反应时间的选择 

用 SqMV的探针与感染 SqMV的西葫芦病汁液进

行杂交时，杂交 1.5 h 就可见斑点显现，随着杂交时间

的延长，斑点颜色越来越深，过夜的斑点颜色最深，

但背景也明显的加深，不利于正确判断结果。因此，

杂交反应的最佳时间为 1.5～6 h。鉴于方法的简便方

面考虑，杂交 1.5 h 已足以达到检测要求。 
2.3  5 种 DIG 标记探针的灵敏度及特异性 

由斑点杂交结果图 2 显示，ZYMV、WMV、CMV、

PRSV 和 SqMV 的探针能检测出各自感染西葫芦病叶

提取液的最大稀释倍数分别是 1﹕160、1﹕160、1﹕
320、1﹕160 和 1﹕320。 

图 3 显示，每种探针与各自侵染西葫芦病叶提取

液的反应均为阳性，而与健康西葫芦、感染其它 4 种

病毒的病叶提取液反应都没有显色，均为阴性。 

以上试验结果表明，5 种探针均能够很好地在植

物组织中将 5 种病毒检测出，具有较好的灵敏性和特

异性。 



2744              中  国  农  业  科  学    40 卷 

 
 

a：ZYMV；b：WMV；c：CMV；d：PRSV；e：SqMV；1～8：病叶

提取液和其 10、20、40、80、160、320、640 倍的稀释液 
a: ZYMV; b: WMV; c: CMV; d: PRSV; e: SqMV; 1-8: Extraction solution 
of leaves and their dilution to 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 folds 
respectively 

 

图2  斑点杂交检测感染5种病毒的西葫芦病叶提取液的灵

敏性分析 

Fig. 2  Sensitivity analysis for the detection of 5-virus infected 

zucchini leaves extracts by NASH 

 

 

 
a：ZYMV 探针；b：WMV 探针；c：CMV 探针；d：PRSV 探针；e：
SqMV 探针；1：CK-；a2：ZYMV；b2：WMV；c2：CMV；d2：PRSV；

e2：SqMV；a3～a6：除 ZYMV 以外的另外 4 种病毒；b3～b6：除 WMV
以外的另外 4 种病毒；c3～c6：除 CMV 以外的另外 4 种病毒；d3～d6：
除 PRSV 以外的另外 4 种病毒；e3～e6：除 SqMV 以外的另外 4 种病毒 
a: ZYMV probe; b: WMV probe; c: CMV probe; d: PRSV probe; e: SqMV 
probe;1:CK-; a2:ZYMV; b2: WMV; c2: CMV; d2: PRSV; e2: SqMV; a3-a6: 
the other four viruses except ZYMV; b3-b6:the other four viruses except 
WMV; c3-c6:the other four viruses except CMV; d3-d6:the other four 
viruses except PRSV; e3-e6: the other four viruses except SqMV 

 

图3  斑点杂交检测感染5种病毒的西葫芦病叶提取液的特

异性分析 

Fig. 3  Specificity analysis for the detection of 5-virus infected 

zucchini leaves extracts by NASH 

 

2.4  探针的重复性 

5 种探针与同一西葫芦病汁液样本的杂交分别重

复 3 次，灵敏性和特异性结果相同，稳定性好。 

2.5  不同长度探针对杂交的影响 
由杂交结果图 4 和图 5 可见,3 种 SqMV 探针的灵

敏性和特异性无明显差别，对杂交结果没有影响，即

PCR 法地高辛标记的探针长度对斑点杂交结果无影

响。 

 
 
a：2.7 kb 探针；b：1.6 kb 探针；c：0.55 kb 探针；1～8：病叶提取液和

其 10、20、40、80、160、320、640 倍的稀释液 
a: 2.7 kb probe; b: 1.6 kb probe; c: 0.55 kb probe; 1-8: Extraction solution 
of leaves and their dilution to 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 folds 
respectively 

 

图 4  不同长度的探针对斑点杂交的灵敏性检测 

Fig. 4  Sensitivity detection for NASH with probes of 

different length 

 

 
 
a：2.7 kb 探针；b：1.6 kb 探针；c：0.55 kb 探针；1：CK-；2：SqMV；

3：PRSV；4：ZYMV；5：CMV；6：WMV 
a: 2.7 kb probe; b: 1.6 kb probe; c: 0.55 kb probe; 1: CK-; 2: SqMV; 
3:PRSV; 4:ZYMV; 5: CMV; 6:WMV 

 
图 5  不同长度的探针对斑点杂交的特异性检测 
Fig. 5  Specificity detection for NASH with probes of 

different length 
 

3  讨论 

自 1983 年由 Leary 等发展了简便、灵敏的斑点杂

交技术以来，此项技术已越来越多地应用于实际研究

中。 
本研究利用地高辛标记的核酸探针斑点杂交对 5

种葫芦科作物病毒进行检测，建立了葫芦科主要病毒

的常规核酸斑点杂交检测技术，并对此程序进行了改

进，由常规方法的 22 h 减至 5 h，极大缩短了检测时

间，需要的设备要求不高，价格也相对便宜。与杜国

英等[16]用病毒 RNA 和 PCR 扩增产物进行病毒特异性

检测相比，本研究全部直接采用病叶提取液进行病毒

检测，减少了操作步骤和检测时间，又降低了检测成

本，不失为病毒快速大量检测的一个好方法。只是这

样检测不能体现探针的浓度大小，和病叶的含病毒多

少有直接关系，但也足以达到检测病毒的目的和要求。

杜国英等所检测的感染 CMV 烟草病汁液的最大稀释

倍数为 100 倍[16]，而本研究检测感染 5 种病毒的西葫
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芦病汁液的最大稀释倍数均在 160 倍以上，灵敏性高，

同时特异性也很强。 
本研究用 PCR 法合成了长度分别为 2.7、1.6 和

0.55 kb 的 3 种 SqMV 探针，结果显示此方法制备的探

针的长度对斑点杂交的灵敏性和特异性没有影响。这

一结果和 Dhar 等[19]研究的结果不同，Dhar 用随机引

物法从 PVYn基因组的 3′端开始依次制备了 3.25、2.5、
1.2、0.56 kb 4 种探针，结果表明此方法制备的探针的

长度与灵敏性呈正相关，探针长度越长，其灵敏性越

高。以上结果说明 PCR 法合成的探针的长度比随机引

物法合成的探针的长度对杂交的影响要小，至少 PCR
法合成的探针的长度在一定范围内对杂交灵敏性和特

异性无影响。 
目前，本研究制备的探针正在被组装成试剂盒，

直接应用于生产实际，可以一次检测大量样本，有很

大的应用潜力和实用价值。 
M Carmen Herranz等[20]制备了一种串联的多聚探

针能够同时检测 6 种核果科病毒，下一步可以考虑在

已取得的结果基础上制备可检测出此 5 种病毒的多聚

探针，使检测更加简便。 

4  结论 

利用PCR法制备的地高辛标记的 5种探针通过斑

点杂交能够将 5 种葫芦科病毒在植物组织中检测出

来，方法快速简单、准确灵敏，适合大量样本的检测，

能够应用于葫芦科 5 种病毒的常规检测。同时笔者发

现 PCR 方法标记探针，其探针长度（0.55～2. 7 kb）
的差异对检测效果没有影响。 
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