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泰国进口玉米种子玉米褪绿斑驳病毒的检测
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摘要 采用DAS-ELISA对从泰国进口的6个玉米品种的种子进行玉米褪绿斑驳病毒(Maizechlorotic
mottlevirus,MCMV)检测,结果显示其中1个样品为 MCMV阳性,其他品种为阴性。RT-PCR检测结果进一

步证实该样品为阳性。对PCR产物进行测序,将分离物序列与已发布的23条 MCMV序列进行比对和系统进

化分析,结果表明该分离物的序列与中国分离物和泰国分离物的遗传距离较近,同分化在进化树的同一个簇。

取5号样品的100粒种子进行DAS-ELISA检测,结果仅有2粒种子为阳性,即 MCMV的检出率为2%。
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  玉米褪绿斑驳病毒(Maizechloroticmottlevi-
rus,MCMV)是中国检疫性植物病毒。MCMV为

番茄丛矮病毒科(Tombusviridae)玉米褪绿斑驳病

毒属(Machlomovirus)的模式种,可通过昆虫介体

和种子传播。1974年,MCMV首次在秘鲁被发现,
因感病植株症状表现为叶片逐渐失绿、变黄,整片叶

表现呈黄绿相间的斑驳条斑,故命名为玉米褪绿斑

驳病毒[1]。MCMV 与小麦线条花叶病毒(Wheat
streakmosaicvirus,WSMV)、甘蔗花叶病毒(Sug-
arcanemosaicvirus,SCMV)或玉米矮花叶病毒

(Maizedwarfmosaicvirus,MDMV)复合侵染,形
成玉 米 致 死 性 坏 死 病 (maizelethalnecrosis,

MLN),可造成平均高达75% 的产量损失,给玉米

生产带 来 毁 灭 性 灾 害[2]。在 美 国,MLN 最 早 于

1976年在堪萨斯州、内布拉斯加州和迪凯特县发

现,最高损失可超过90%[3]。
玉米致死性坏死病(MLN)主要分布在秘鲁、美

国的堪萨斯州和内布拉斯加州及夏威夷、墨西哥、阿
根廷、泰国、肯尼亚和中国云南[1,4-6]。Wangai等[6]

调查发现,2011年9月至2012年3月在肯尼亚

MLN的病区从海拔1900m扩展到海拔2100m
地区,是由玉米褪绿斑驳病毒(MCMV)和小麦线条

花叶病毒(WSMV)引起的。这是该病害首次在非

洲发生的报道。

目前,在中国 MLN仅云南省有报道,并未见扩

散[7]。MCMV与其他病毒混合侵染发生 MLN的

症状会比单独侵染的症状严重[8],SCMV和 MCDV
在中国多数玉米产区都有发生[3],若发生面积不断

增加,将会给玉米产业带来严重影响,因此,对进口

玉米实行检疫,严防该病毒入侵,对中国玉米生产十

分重要。笔者采用ELISA和RT-PCR两种方法从

泰国进口的玉米种子中检测到 MCMV。这是中国

首次从泰国进口玉米种子中检出该病毒。

1 材料与方法

1.1 供试材料

2012年云南出入境检验检疫局从泰国进口玉

米种子中抽检一批6个品种,编号1~6号。
1.2 DAS-ELISA 检测

将玉米种子进行催芽,待长出2~3片真叶时,
取第2片真叶进行研磨,并按照试剂盒(美国Agdia
公司)说明书完成操作。品种检测时随机选择20粒

种子进行催芽,所有植株都取样并混合研磨。种子

带毒检测时取100粒种子进行催芽,按单株取样研

磨。阴性对照和阳性对照购于美国Agdia公司。
1.3 总 RNA 提取

取第2片 真 叶,用 液 氮 研 磨 成 粉 末 后 移 入

2.0mL灭菌离心管中,加入1mLTrizol试剂,剧烈
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振荡摇匀;4℃、12000r/min离心10min后,将上

清液转移到新的2.0mL离心管中;加0.5mL氯

仿,剧烈振荡15s,然后在室温下静置10min,

4℃、12000r/min离心15min;将上层水相转移到

新的2.0mL离心管中,加等体积异丙醇,颠倒混

匀,室温下静置15min;4℃、12000r/min离心

10min后倒掉上清液,加入75%的乙醇洗涤沉淀

后,4℃、12000r/min离心5min,弃去乙醇;再加

入无水乙醇洗涤沉淀后,4℃、12000r/min离心

5min,弃去乙醇;将沉淀置于真空浓缩仪中干燥

后,溶于50μLDEPC处理的水中,总RNA直接用

于反转录或置于-80℃保存备用。
1.4 RT-PCR 反应

取3μL总RNA,分别加入20mmol/L随机引

物和20mmol/LOligod(T)各1μL和DEPC处理

的水13μL,70℃热变性5min后迅速置于冰上,再
加入5×RTbuffer5μL,5mmol/LdNTP1μL,

40U/μLPRI0.5μL,200U/μLM-MLV反转录

酶0.5μL,混匀后进行反应。反 应 条 件 为30℃
30min,42℃1h,70℃10min。完成后直接用于

PCR检测或置于-20℃保存备用。
根据 MCMV外壳蛋白(cp)保守序列设计引物

CP194F(5′-TTCTCGAGATTCCAGTGTGYG-3′)
和CP615R(5′-CGCTTGTGTTGCACTAGCTTTR-
3′)进行PCR检测,扩增产物大小为422bp。反应体

系:cDNA 0.5 μL、10×PCR Buffer2 μL、

5mmol/LdNTP0.5μL、10mmol/LCP194F0.5

μL、10mmol/LCP615R0.5μL、5U/μLTaq酶

0.2μL和灭菌水16μL。反应条件:95℃5min;

95℃30s,52℃30s,72℃40s,35个循环;72℃
10min。取5μLPCR产物于0.8%琼脂糖凝胶进行

电泳检测。
1.5 序列测定

PCR产物序列测定由Invitrogen公司完成。
采用 MEGA5.04软件对测序结果进行分析。

2 结果与分析

2.1 DAS-ELISA 检测

对进口玉米种子的6个样品进行针对 MCMV
的DAS-ELISA检测,结果显示:1、2、3、4、6号样品

的P/N值都小于2.0,均为阴性;5号样品的P/N
值大于2.0,为阳性(表1)。这表明5号样品中检测

出 MCMV。

表1 泰国进口玉米种子DAS-ELISA检测

Table1 ResultofDAS-ELISAforthedetectionMCMV

fromemaizeseedsimportedfromThailand

项目
Items

样品编号SamplesNo.

1 2 3 4 5 6
阴性对照
Negative
control

D405 0.1860.0600.1430.1000.9030.180 0.117
P/N1) 1.5860.5131.2250.8567.7181.536 /

结果
Result - - - - + - /

 1)P/N= D405(样品sample)
D405(阴性对照negativecontrol)

2.2 RT-PCR 检测

利用引物 CP194F/CP615R对6个样品进行

RT-PCR扩增,其扩增产物经0.8%琼脂糖凝胶电

泳,结果只有5号样品得到422bp的目标条带,与
阳性对照的片段大小一致(图1)。这也表明5号样

品中携带 MCMV。

  M:DL2000Marker(TaKaRa);1~6:1~6号样品Sam-

pleNo.1-6;7:阳性对照Positivecontrol.

图1 RT-PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳

Fig.1 AgarosegelelectrophoresisofRT-PCRproducts
2.3 PCR 产物测序及序列分析

对5号样品的PCR产物进行测序,并进行序列

分析。测序结果表明,从5号样品获得的扩增片段

为422bp,用软件 MEGA将该序列与GenBank公

布的23条 MCMVcp序列进行比对和系统进化分

析。用Kimura2-parametermodel计算这些序列的

遗传距离,结果显示,来源于泰国玉米种子的 MC-
MV 分 离 物 的 序 列 与 中 国 分 离 物 (登 录 号

JQ943668、JQ943675和JQ982470)的遗传距离最

小,为0.007,与其他中国分离物的 遗 传 距 离 为

0.014~0.037;与美国内布拉斯加分离物EU58605
的遗传距离最大,为0.109;与泰国分离物的遗传距

离为0.022。
用Neighbor-Joining方法建立这24条 MCM-
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Vcp序列的系统进化树(图2)。结果表明,这24条

序列聚为2个簇,本试验所测定的来源于泰国种子

的分离物与其他20条亚洲分离物和1条美国分离

物序列聚为同一簇,序列X14736和美国内布拉加

斯分离物(EU58605)聚为另一簇。

2.4 种子带毒率检测

抽取5号品种的100粒种子,采用DAS-ELISA
法分别进行 MCMV检测,其中2粒种子的检测结

果为阳性,P/N值分别为9.869和9.596,其他样

品的P/N值均小于2,MCMV检出率为2%。

图2 MCMVcp基因核酸序列的系统进化分析

Fig.2 PhylogenetictreeofnucleicacidsequencesofcpgeneofMCMV

3 讨 论

遗传距离分析说明,供试进口泰国玉米种子分

离物与已发布的中国分离物有非常近的亲缘关系,
表明该分离物与中国分离物可能有相同的来源,但
还不足以说明中国的 MCMV来源于泰国。中国和

泰国分离物间的遗传距离为0.007~0.044,说明亚

洲分离物的亲缘关系较近。美国内布拉加斯分离物

EU58605与所有中国分离物和泰国分离物的遗传

距离均大于0.100,与 X14736的 遗 传 距 离 较 近

(0.014),而美国分离物GU594293却与亚洲分离物

的遗传距离较近(0.007~0.022),说明美国存在

2个来源的分离物,其中一个与亚洲分离物有着很

近的亲缘关系,表明有可能亚洲分离物也是来源于

美国。

MCMV可与 WSMV、SCMV或 MDMV侵染

而引发的 MLN,对玉米生产造成巨大的损失,而且

MDMV和SCMV是中国玉米产区常见的病毒,所
以要防止 MLN在我国发生和危害的根本措施之一

就是要加强对 MCMV的检疫。MCMV发生的报

道长期都局限于美洲,近年在肯尼亚也有发生的报

道。泰国分离物仅见序列发布,笔者首次从泰国种
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子中检出 MCMV。刘洪义等[9]也在从德国进口的

玉米中检出 MCMV。这说明在目前国际种子贸易

发达的情况下,能传带 MCMV的种子来源不仅仅

是美洲,故必须重视对其他国家进口种子的检疫。
中国除了2009年报道云南省发生了 MLN以外,尚
无其他发生区的报道[7]。在GenBank中已有云南

省元江和元谋分离物以及四川攀枝花分离物的序

列,表明在中国西南 MCMV有零星发生。MCMV
除可以随种子传播外,还可以通过西花蓟马(Fran-
kliniellawilliamsi)传播。西花蓟马在中国云南省

和北京市部分地区广泛分布,在山东、浙江等地也有

少量分布,因此,MCMV 在云南省具备扩散的条

件[10]。玉米是云南省的重要作物之一,对云南省的

农业意义重大。同时,云南省的热带和亚热带地区

作为中国南繁基地之一,种子调运频繁。为了阻止

MCMV进一步扩散,还必须加强对国内调运种子的

健康检测,一旦造成 MCMV的扩散,将对玉米生产

带来严重影响。
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  Abstract MaizeseedsimportedfromThailandweretestedforMaizechloroticmottlevirus(MC-
MV)withDAS-ELISA.Among6varieties,Sample5waspositiveandotherswerenegative.Theresult
ofRT-PCRalsoshowedthatSample5waspositive.ThesequenceoftheRT-PCRproductwasdeter-
mined.Thissequencewasalignedwith23sequencesofotherMCMVisolatesandaphylogeneticanaly-
siswascompleted.TheresultillustratedthatthisisolatehadshortgeneticdistancetoChineseorThaii-
solatesandclusteredinthesamegroup.100seedsofsample5weredetectedforMCMVwithDAS-
ELISAmethodand2seedswerepositive,sothedetectionrateofMCMVwas2%.
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