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烟草蚀纹病毒对玉米矮花叶病防治效果的研究
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[摘 　要 ] 　为了研究烟草蚀纹病毒 ( Tobacco etch vi rus , TEV)对玉米矮花叶病 (病原为甘蔗花叶病毒 ( SCMV) )

的预防效果 ,在防虫网室内 ,采用人工摩擦接种病毒的方法进行生物学试验 ,并用 RT2PCR 和实时荧光定量 PCR 技

术对预防效果进行了检测。结果表明 ,经过 TEV 保护接种后再接种 SCMV 的植株长势明显优于只接种 SCMV 的

植株 ,其叶长、叶宽和株高的差异均达到显著水平 ( P < 0 . 05) ;在只接种 SCMV 全部发病 10 d 后 ,有 13. 8 %经保护接

种的植株叶片开始轻微褪绿 ,极大地延迟了花叶症状的发生 ;攻击接种 50 d 后 ,经 TEV 保护接种后再接种 SCMV

的玉米植株 ,体内 SCMV CP 基因表达量为只接种 SCMV 玉米的 0. 113 4 倍。说明 ,SCMV 能够有效地减轻玉米矮

花叶病的发生及危害。
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Study on tobacco etch virus against maize dwarf mosaic disease
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Abstract : The aim of t he st udy is to understand t he effect of Tobacco etch vi rus ( TEV) on maize dwarf

mo saic disease. In t he net house ,an experiment is carried out by means of artificial inoculation. It is found

t hat t he p re2inoculated plant s wit h TEV grow much bet ter t han t hose inoculated wit h SCMV only ,and

t here is significant difference. Only 13. 8 % of maize p re2inoculated with TEV t urns chlorosis while C K

plant s all show t he symptorn for ten days. R T2PCR and Real2time PCR are also used to detect . The result

shows t hat 11. 34 % of SCMV CP is lef t in t he p re2inoculated maize 50 days later ,which indicates that maize

dwarf mosaic disease can be alleviated t hrough t his met hod.

Key words : TEV ;SCMV ;maize dwarf mo saic disease ;real2time PCR detection

　　玉米是世界三大谷物之一 ,我国每年种植面积

约 2 447 万 hm2 ,已形成北方、黄淮平原和西南丘陵

三大玉米生产区。玉米矮花叶病 (Maize dwarf mo2
saic)是一种严重的玉米病毒病 ,其病原为甘蔗花叶

病毒 ( S u garcane mosaic vi rus , SCMV ) 。我国自

1968 年河南新乡首次报道发生玉米矮花叶病以来 ,

该病害在我国北部和西北部地区均大面积发生 ,导

致玉米减产 20 %～80 % ,成为制约我国玉米生产的

主要病害之一[122 ] 。Mckinney 在 1929 年发现了植

物病毒株系之间存在交互保护作用[3 ] ,此后日本、欧

洲和我国的许多研究者开展了这方面的研究工作 ,

但大都是研究同种病毒不同株系间的交互保护 ,而

对不同种病毒间的研究很少。本试验借鉴病毒株系

间的交互保护原理 ,研究了烟草蚀纹病毒 ( Tobacco
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etch v i rus , TEV)对玉米矮花叶病的防治效果 ,以期

为玉米矮花叶病的防治寻求一种安全、有效、绿色环

保的方法 ,试验取得了一些重要结果 ,现报道如下。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

玉米品种为掖单 19 ,购于杨凌种子公司。

SCMV 毒源采自陕西玉米矮花叶病田 , TEV 毒

源采自陕西泾阳烤烟田。

主要试剂及仪器 : M2ML V 反转录酶、dN TP

( Promega 公司产品) ,RNase 抑制剂 ( TO YOBO 公

司产品) , Premix Ex T aqTM 酶 ( Ta KaRa 公司产

品) , T aq DNA 聚合酶 (晶美生物公司产品) ,DL2
2000 DNA Marker (大连 Ta KaRa 公司产品) ,B IO2
RAD PCR 仪 (东胜创新公司生产) , TL998A 荧光定

量 PCR 仪 (天隆科技公司生产) 。

1. 2 　TEV 对玉米矮花叶病的防治试验

在防虫网室的花盆中播种玉米掖单 19 ,出苗后

用纱网罩住 ,将其分为 A、B、C、D 4 个组 ,每组重复

3 次 ,每重复 20 株。待玉米长至三叶期时 ,采用人

工摩擦方法按不同处理接种病毒 (病毒液质量浓度

为 100 g/ L) ,接种面积为 5 mm ×20 mm。处理方

法为 :A 组保护接种 TEV 7 d 后 ,攻击接种 SCMV ;

B 组接种 SCMV (阳性对照组) ; C 组接种 TEV ; D

组不接种病毒 (健康植株) 。接种后观察各处理玉米

植株的发病情况及其生物学性状 ,并于攻击接种 50

d 后各组分别随机取 30 株调查叶长、叶宽、株高、发

病率和病情指数 ,并采样备用。数据的统计分析采

用 SPSS 10. 0 软件进行。

1. 3 　玉米 SCMV 外壳蛋白基因的 R T2PCR 扩增及

电泳分析

1. 3. 1 　引物的设计与合成 　根据 GenBank 上发表

的 SCMV 外壳蛋白 ( CP) 基因的保守序列 ,设计上

游引物 ,其序列为 : 5′2GGA GAA T TCACACCA T2
CAACT G23′。下游引物为马铃薯 Y 科通用引物

M4 ,其序列为 : 5′2GT T T TCCCA GTCACGAC23′。

引物由北京赛百盛公司合成。

1. 3. 2 　玉米叶片总 RNA 的提取及 SCMV CP 基因

的 R T2PCR 扩增 　参考于翠[4 ] 的方法提取玉米叶

片总 RNA ,并反转录。以反转录后的 cDNA 为模板

进行 R T2PCR 扩增。PCR 反应体系为 :cDNA 模板

2μL ,10 μmol/ L 上、下游引物各 1μL , 10 ×Taq

buffer (Mg2 + f ree) 2. 5μL ,25 mmol/ L MgCl2 2μL ,

10 mmol/ L dN TP 2. 5μL , T aq DNA 聚合酶 0. 2

μL ,超纯水 23. 6μL ,共 25μL 。扩增程序为 :94 ℃

预变性 3 min ; 94 ℃ 1 min , 50 ℃ 1 min , 72 ℃ 1

min ,35 个循环 ;72 ℃延伸 10 min。PCR 产物在 10

g/ L 琼脂糖凝胶 (含有 0. 5μg/ mL EB) 、1 ×TA E 缓

冲体系中电泳 ,每孔上样 3μL ,电泳后在紫外灯下

观察并摄影记录。以健康玉米植株 cDNA 和无菌

双蒸水为阴性对照 ,以只接种 SCMV 的玉米病株

cDNA 为阳性对照。

1. 4 　SCMV CP 基因的实时荧光定量 PCR 检测

1. 4. 1 　引物及探针的设计与合成 　SCMV CP 基

因引物序列为 : 上游引物 5′2CA T GCCAA GA T2
ACGGTCT TCA G23′, 下 游 引 物 5′2CT GGT GT2
GCGCGAA GTCA T23′; 其 探 针 序 列 为 : 5′2
A GAAATCGAAAGCATACCGCGCTAAGCT 23′, 5′端

以 FAM 标记 ,3′端以 TAMRA 标记。内参 18sRNA 引

物序列为 :上游 5′2ATGATAACTCGACGGATCGC 23′,

下游 5′2CTTGGATGTGGTA GCCGTTT 23′;其探针序

列为 :5′2ACCGCCCGTCGCTCCTACCG23′。引物及其

探针均由上海基康生物技术有限公司设计合成。

1. 4. 2 　Real2time PCR 扩增 　对经保护接种玉米

(A 组) 和未经保护接种玉米 (B 组) cDNA 进行定

量 ,采用 25μL 反应体系 : Premix Ex T aqTM酶 (2 ×)

12. 5 μL , 10 μmol/ L 上、下游引物各 0. 5 μL , 10

μmol/ L 荧光探针溶液 0. 5μL ,cDNA 模板 2μL ,

dd H2 O 9μL 。将反应体系混匀离心后 ,置于定量

PCR 仪上进行 PCR 反应 ,以水为空白对照。设置

扩增条件如下 :95 ℃10 s ;95 ℃5 s ,60 ℃20 s ,45

个循环。内参 18sRNA 的扩增同步进行 ,其反应体

系及条件与目的基因相同 ,只需改用 18sRNA 的引

物和探针即可。实时定量 PCR 计算基因表达的相

对变化采用 2 - ΔΔCt法[ 526 ] ,其中 Ct 代表目标扩增产物

达到设定阈值所经历的循环次数。

2 　结果与分析

2. 1 　TEV 对玉米矮花叶病的预防效果

试验结果表明 ,经 TEV 保护接种后再接种 SC2
MV 的玉米 ,株高与健康玉米基本一致 ;在阳性对照

全部发病 10 d 后 ,经保护接种的植株有 13. 8 %开始

轻微褪绿 ,呈花叶症状 ;阳性对照玉米较保护接种玉

米植株明显矮化 (图 1) ,接种 30 d 后叶片从中部开

始出现褪绿 ,随后向叶尖和叶基部扩展 ,44 d 后植株

100 %发病 ,褪绿斑沿叶脉形成严重的花叶症状 (图

2) 。可见 , TEV 对 SCMV 的侵染表现出明显的预

防作用 , 延迟了花叶症状的发生。
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图 1 　未保护接种与保护接种玉米长势的比较

左边为只接种 SCMV 的植株 ;

右边为先接种 TEV 再接种 SCMV 的植株

Fig. 1 　Comparison of growth between plant s without

p re2inoculation and pre2inoculated plant s

Left is plant s inoculated by SCMV ;

Right is plant s inoculated by TEV ,and t hen by SCMV

图 2 　未保护接种与保护接种玉米叶片的症状

左边为只接种 SCMV 的玉米叶片 ;

右边为先接种 TEV 再接种 SCMV 的玉米叶片

Fig. 2 　Symptoms of maize leaves

Left is t he leaf inoculated by SCMV ;

Right is t he leaf inoculated by TEV and t hen by SCMV

表 1 　不同处理玉米的生物学参数

Table 1 　Biological index of different t reatment s

处理
Treat ment

叶长/ cm
Leaf lengt h

叶宽/ cm
Leaf widt h

株高/ cm
Plant height

发病率/ %
Disease incidence

病情指数
Disease index

A 45. 3 ±2. 59 a 3. 11 ±0. 14 a 49. 0 ±4. 73 a 13. 8 17. 3

B 30. 3 ±1. 90 b 2. 05 ±0. 55 b 37. 9 ±5. 25 b 100 96. 5

C 45. 8 ±2. 01 a 3. 10 ±0. 11 a 48. 6 ±4. 82 a 0 -

D 45. 9 ±2. 00 a 3. 13 ±0. 12 a 49. 3 ±4. 70 a 0 -

　　注 :同列数据后标不同小写字母者表示差异显著 ( P < 0 . 05) 。

Note :Different small letters in same column indicate significant difference ( P < 0 . 05) .

　　从表 1 可以看出 ,经过 TEV 保护接种的植株

(A 组)长势明显优于只接种 SCMV 的植株 (B 组) ,

其叶长、叶宽和株高的差异均达到显著水平 ( P <

0 . 05) 。表 1 证明 ,利用 TEV 可以有效降低玉米矮

花叶病的发生。

2. 2 　SCMV CP 基因的 R T2PCR 检测结果

由图 3 可见 ,只接种 SCMV 玉米的扩增片段长

度约为 1. 1 kb ,为 SCMV CP 基因 ;先接种 TEV 再

接种 SCMV 植株中同样检测到该基因 ,但条带较

弱 ,需进一步用定量的方法才能判断预接种是否起

作用以及作用大小 ;而健康植株及双蒸水对照均未

出现特异扩增带。

2. 3 　SCMV CP 基因实时荧光定量 PCR 检测结果

对经保护接种和未经保护接种的玉米同时进行

实时荧光定量 PCR 检测 ,结果显示 ,经保护接种的

玉米 Ct 值较阳性对照大 (图 4) ,其平均ΔCt 值为

8. 88 ±0. 15 ,较对照 (5. 83 ±0. 18) 高 3. 05 ±0. 15。

由 2 - ΔΔCt 法可知 ,经过 TEV 保护接种的玉米体内

SCMV CP 基因表达量 ,明显低于只接种 SCMV 的

玉米 ,是其 0. 113 4 倍。

图 3 　SCMV CP 基因的 RT2PCR 扩增结果

M. DNA 标样 ;1. 接种 SCMV 的玉米 ;2. 先接种 TEV

再接种 SCMV 的玉米 ;3. 健康玉米 ;4. 双蒸水

Fig. 3 　RT2PCR analysis of the SCMV CP gene

M. DL22 000 DNA Marker ;1. Maize inoculated by SCMV ;

2. Maize t hat inoculated TEV and t hen SCMV ;3. Healt hy

maize wit hout inoculation ;4. Double distilled water
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图 4 　SCMV CP 基因实时荧光定量 PCR 的检测结果

a. 接种 SCMV 的玉米 ;b. 先接种 TEV 再接种 SCMV 的玉米

Fig. 4 　Real2time PCR detection

a. Maize inoculated by SCMV ;b. Maize inoculated by TEV and t hen by SCMV

3 　讨　论

玉米矮花叶病于 1965 年首次在美国报道 ,我

国于 1968 年首次在河南新乡、安阳报道[7 ] ,1973 年

确证了病原物 ,当时称为玉米矮花叶病毒 ( M ai ze

dw ar f mosaic v i rus , MDMV) ,现在称为甘蔗花叶

病毒[ 8 ] 。

本研究采用同属马铃薯 Y 科的另一种病

毒 ———烟草蚀纹病毒 ,对病毒源量大、传播途径广、

危害颇深的玉米矮花叶病进行预防 ,结果表明预接

种 TEV 能够有效控制该病害的发生 ,从而将甘蔗

花叶病毒给农业生产带来的损失降到最低。

本试验采用荧光定量 PCR 技术检测 SCMV CP

基因的表达量 ,该技术结合了 PCR 技术和探针技

术 ,克服了常规 PCR 定性检测的一些不足 ,极大地

提高了检测的敏感性和特异性[9 ] 。另外 ,由于荧光

探针经去羟基化处理后 ,不会在 T aq 酶作用下发生

延伸 ,只有与待测模板完全匹配时 ,才会发生荧光报

告基团的切割 ,产生荧光的消长 ,从而使由于引物的

非特异性扩增而导致的假阳性问题得以解决。该技

术结果由电脑分析读数 ,避免了产物后处理过程所

致的污染 ,较常规 PCR 更为客观、灵敏、准确[10 ] 。

历史上 ,同一种病毒弱株株系对强毒株系的交

互保护作用已被广泛认可[ 11 ] 。随着分子生物技术

的发展 ,越来越多的证据表明 ,这种交互保护作用极

有可能是病毒诱导的基因沉默现象[ 12216 ] 。因此 ,可

以推测 ,不同种病毒之间的交互保护现象也有可能

是基因沉默所导致 ,但其具体机制还需通过 Nort h2
ern Blot 等方法进一步深入研究。
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