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Abstract：Based on reported Cymbidium mosaic virus(CyMV)and Odontoglossum ringspot virus 

(ORSV)genomic cDNA sequences．two pairs of PCR primers for viral coat protein gene with 

expected ampliffi ed sizes of 784bp and 604bp were designed respectively，and RT—PCR was performed 

with the total RNA as templates extracted from diseased orchid plants(Cymbidium sinense vat． 

margicoloratum and Oncidium sp．)collected from Shunde，Guangdong province，China．Five amplified 

DNA fragments with expected sizes were cloned and sequenced．Although the nucleiotide sequences of 

DNA fragments amplified from different orchid species or different farms with CyM V primer showed 

slightly diversity，they had highly homology to cp gene of CyMV isolates around the world．Otherwise， 

the nucleiotide sequences of the two DNA fragments amplified from different orchid species with 

ORSV primer were completely identity and highly homologous to cp gene of ORSV isolates around the 

world．Therefore the two viruses infecting orchids in Guan gdong were identified as CyM V and ORSV． 

Simultan eous detection of the two orchid viruses by dual RT—PCR was conducted with primers mixture． 

Out of the 153 samples collected from 23 farms，76 tested positive for CyM V,52 positive for ORSV an d 

2 positive for both CyMV and ORSV． 

Key words：Cymbidium mosaic virus；Odontoglossum ringspot virus；Coat protein gene；Virus 

detecti on 

摘要：根据已报道的建兰花叶病毒 (CyMV)和齿兰环斑病毒 (ORSV)基因组核苷酸序列，在其 cp基因上下游 

设计 PCR引物。CyMV预计扩增产物 784bp，ORSV预计扩增产物 604bp。以采集 自广东省顺德的墨兰和文心兰 

表现病毒病症状的病株叶组织总RNA为模板，进行 RT—PCR扩增。对预期大小的 5个扩增产物进行克隆和测序， 

结果表明，来源于不同兰种或同一兰种不同兰场的病样 CyMV引物扩增产物核苷酸序列存在少量差异，但均与世 

界各地的 cyMV分离物 基因高度同源；而来源于不同兰种的病样 ORSV引物扩增产物核苷酸序列完全相同， 

与世界各地的 ORSV分离物 cp基因高度同源。因此可将侵染广东兰花的两种病毒鉴定为CyMV和 ORSV。混合 

上述两种病毒的 PCR引物，采用双重 RT—PCR扩增，对采自广东顺德 23个兰场共 153份样品进行病毒检测，76 
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份 (49．7％)检出CyMV，52份 (34．0％)榆⋯ ORSV，2份 (1-3％)同时检 CyMV和 ORSV。 

关键词：建兰花叶病毒，齿兰环斑病毒，外壳 白基 ，病毒柃测 
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病毒病是兰花上的主要病害之一，在叶片』 形 

成褪绿条纹、凹陷的灰白斑或坏死圈斑等症状，导 

致植株生长不良、开花小而少，花期缩短，发病兰 

株观赏价值大为下降。侵染兰花的病毒至少有 25 

种，其中分布最广、为害最重的是建兰花叶病毒 

(Cymbidium mosaic virus，CyMV)和齿兰环斑病毒 

(Odontoglossum ringspot virus．ORSV) 。自1 980 

年代起，有关侵染我国各地兰花的CyMV和 ORSV 

的研究陆续有报道，主要工作集中在病毒鉴定『4 J、 

血清学检测方法等lj J，对病毒分子生物学的研究仅 

见于 CyMV ·ⅢJ。本研究采用分子生物学手段对侵 

染广东顺德兰花的CyMV和 ORSV进行快速 定， 

克隆和序列分析了这两种病毒的外壳蛋白基因，并 

建立了同时检测两种病毒的双重 RT—PCR技术。 

l 材料与方法 

1．1 兰花样品来源 

2003年 7～8月问，从，、‘东省兰花主产地顺德市 

不同类型的兰场采集可疑发病兰株。兰花品种包括 

文心兰(Oncidium sp．)、金嘴墨兰 (C．sinense var． 

margicoloratum CV．Jin Zui)、企黑墨兰 (C．sinense 

var．margicoloratum CV．Qi Hei)、银边建 兰 (C． 

ensifolium var．ensifolium CV．Yin Bian)及小桃红建 

兰 (C．ensifolium CV．Xiao Tao Hong)。症状包括轻 

微黄化、凹陷灰白斑、褪绿圈斑及黄色条斑等。 

1．2 引物设计与合成 

查询 GenBank数据库中已报道的 CyMV 及 

ORSV基因组序列，在病毒外壳蛋白 (Coat Protein， 

CP)基因(cp)上、下游寻找保守序列，根据保守序 

列设计 PCR引物。CyMV上、下游引物为 Pc l： 

5'-cctggcgagggttaagttac-3’和 Pcy 2： 5'-gccagtagtg 

gaaacaa act．3’，设计扩增产物 784bp。ORSV上、下 

游引物为PoRsv1：5'-gtggttggtaatggtgttag-3’和PORSV2： 

5'-cacc acggatagttcaacac．3’，设计扩增产物 604bp。 

两对引物均包含各自病毒完整的 基因及其部分 

上下游序列。引物由宝(大连)生物丁程公司合成。 

1．3 兰花叶组织总 RNA抽提 

取兰花幼嫩叶片 50mg，液氮下研成粉状，采用 

华美(洛阳)生物工程公司总 RNA分离试剂盒(I)抽提 

总 RNA，抽提产物溶于50／3L舣蒸水中，一20。C 存 

备用。 

1．4 RT—PCR、产物回收及克隆测序 

RT—PCR 反应采用宝生物工程(大连)有限公司 

one step RNA PCR kit(AMV)进行，反应体系参照试 

剂盒说明，反应程序为：45。C反转录 30min；94。C2 

min灭活反转录酶；94 oC0．5min，55~C0．5min，72 oC 

1．5 min，30个循环；72℃延伸 10 rain。反应产物常 

规方法电泳，根据分子量大小判断日的片段。采用 

UNIQ．10柱式通用 DNA纯化试剂龠 (上海生工生 

物工程技术服务有限公司)切胶回收目的 DNA分 

子，克隆于pMD 18一T载体，转化大肠杆菌，交由 

宝(大连)生物工程有限公司测序。 

2 结果与分析 

2．1 CyMV的分子鉴定及 cp基因序列分析 

用所设计的 CyMV PCR引物进行 RT—PCR反 

应，能够成功地在部分兰花病样总 RNA抽提物中 

扩增到与预期大小(784bp)相符的单一明亮的DNA 

电泳条带。选取文心兰、金嘴墨兰和企黑墨兰 RT 
-- PCR扩增产物各一个，代号分别为 CyMV—gdl、 

CyMV—gd2、CyMV．gd3，进行克降和序列测定。结 

果现示，三者均含有一个大小为672bp的开读框架， 

经 GenBank数据库查询，该开读框序列与已报道的 

CyMV 各分离物 cp基因序列高度同源，同源率均 

大于 95％，因而认定它们为侵染』 一东兰花的CyMV 

不同分离物的cp基因。将其输入 GenBank数据库， 

登录号分别为AY360408、AY360409和 AY360410。 

以gdl为比较标准，gd2、gd3、海南分离物 及新 

加坡分离物 2分别有 18、22、22和 19个核苷酸替 

换，而南韩分离物和夏威夷分离物 (资料来源 

GenBank)除分别有 16和 15个核苷酸替换外，还 

分别有 9个核苷酸缺失和 1个核苷酸插入。 

根据 cp基因的核苷酸序列，采用 MEGA2软件 

对所获得的 CyMV 三个分离物及已报道的主要分 

离物进行进化树分析，可得 CyMV几个分离物之间 

的亲缘关系图 (图 1)，由图 1叮知，分离物之间的 

亲缘关系与其地理位置大体相关，欧洲法国各分离 

物以很高的相似系数聚集在一 起， 洲各分离物 

(包括美国夏威夷分离物)也集成 大类，新加坡 

的一个分离物和泰国分离物是特例，它f『j与法国各 

分离物关系较近，也许是由于 花种荫远距离调运 

的结果。本研究获得的二个分离物 {J gdl与gd3关 
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系很近， 基因序列同源率为 97．3％：而另一分离 

物 gd2关系相对较远，值得注意的是，gdl、gd3分 

离物的寄主为不同的属，前者寄主为文心兰，后者 

寄主为墨兰，但两者采集地点很接近，都位于广东 

顺德陈村镇；gd2分离物寄主也为墨兰，但采集地 

点位于广东顺德伦教镇。分离物之间亲缘关系的分 

析揭示了这样一个现象：即 CyMV 存在一定的分 

化，是一个多样性的群体，这种分化主要是由于地 

理隔离所造成的，而与寄主种属关系不大。 

2．2 ORSV的分子鉴定及 基因序列分析 

采用所设计的 ORSV PCR引物，对供试的兰花 

样品总 RNA进行 RT．PCR扩增，结果在部分样品 

中产生了与预期大小 (604bp)相符的单一明亮的 

DNA电泳条带。选取金嘴墨兰和企黑墨兰 RT-PCR 

扩增产物各一个，进行克隆和序列测定。结果表明 

两者序列完全相同，均含有一个大小为 477bp的开 

读框架，经 GenBank数据库查询，该开读框序列与 

已报道的ORSV各分离物 基因序列高度同源(见 

表 1)，因而认定它们为侵染广东兰花的 ORSV 的 

cp基因，代号为 ORSV．gd，将其输入 GenBank数据 

库，登录号为 AY36O4O7。 

图 1 CyMV主要分离物外壳蛋白基因序列聚类图 

Fig．1 Phylogenetic tree of the coat protein gene sequences of 

some available CyMV isolates 

表 1 ORSV—gd与 ORSV各分离物 cp基因核苷酸及其推导多肽氨基酸同源率 
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由表 1可知，ORSV各分离物 cp基因序列非常 

保守。不但广东顺德不同 场不同睾兰品种 上获得 

的 2个ORSV cp基因序列完全相同，而且它们与己 

报道的世界各地的ORSV各分离物cp基因之问也高 

度同源，广东分离物cp基因与其中的多个完 相同， 

与许多仅存在 1-2个核苷酸的差异，差异最大的德国 

分离物也仅存在 13个核苷酸代换，由其推导的外壳 

蛋白仅存在6个氨基酸的差异。 

值得指出的是，在本研究所克隆的 DNA片段 

中，除包含 ORSV cp基因外，其上游序列中还具有 
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一

个终止密码子 TGA，在该终止密码子与 cp基因 

起启密码之间存在两个核苷酸的间隔，这一情况完 

全符合ORSV基因组结构特征。 

2．3 双重 RT—PCR 检测兰花叶组织内 CyMV 和 

ORSV 

CyMV和 ORSV两对 PCR引物按等量混合后， 

对兰花样品总 RNA进行双重RT—PCR，电泳结果表 

明，在单一病毒感染的样品lfl，扩增产物仍然晕单 
‘

明亮的电泳条带，根据条带的大小可以判断所检 

出的病毒种类；而在混合感染的样品中，扩增产物 

呈两条明亮的电泳条带 (图2)。南此证实采用双厦 

RT PCR能够同时检测 CyMV和 ORSV。 

bp 

2000 

1000 

750 

500 

2 双重 RT-PCR 同时检测 兰花 CyMV 和 ORSV 产物 电 

泳结果 

Fig．2 Results of simultaneous amplification of CyMV and 

ORSV by dualRT-PCR 

Lane 1 15，ORSV infected； 2，Negative sample； 3， CyM V and ORSV 

infected；4，CyM V infected；M ，DNA marker． 

对采自广东顺德 23个兰场共 153份样品进行 

病毒检测，结果在所有兰场及全部 5个种属的兰花 

中均检出了CyMV和ORSV。其中有症样品 126份， 

7l份(56_3％)检出CyMV，51份(40．5％)检出 ORSV， 

其中 2份同时检出CyMV和 ORSV；6份有症样品 

未能检出上述两种病毒，可能是该方法存在一定程 

度的漏检问题，更有可能是受到其它病毒的侵染。 

无症样品27份，6份检出CyMV，l份检出ORSV。 

3 讨论 

通过基因序列分析对植物病毒进行鉴定，是近 

十多年发展起来的鉴定植物病毒的新方法 ̈，心 ，具 

有快速、准确、简便等特点，还能为病毒亲缘关系 

的研究提供信息。本研究在症状调查及前人工作基 

础上，通过特异引物 RT—PCR及其产物克隆、序列 

分析，成功地对广东省顺德市兰花上的 CyMV、 

ORSV进行了鉴定。不但明确了CyMV和 ORSV是 

侵染广东顺德兰花的主要病毒病原，而且明确了前 

者存在一定程度的多样性，而后者相对保守，这对 

抗病育种及防治对策的研究具有指导意义。 

同时检测两种或多种病毒的双重或多重 PCR 

(RT—PCR)技术已有多个成功的报道II引，该项技 

术的关键是要选用合适的引物，在保证引物特异性 

的前提下，避免引物之间的互作干扰。本研究成功 

地建立了同时检测兰花两种主要病毒的一步法 

RT—PCR 技术，该技术具有操作简便、试剂易得及 

成本较为低廉的优点，同时一步法 RT—PCR有效地 

减少了操作过程中造成样品交叉污染的可能性。 

侵染兰花的病毒还有其他种类I1 J，本研究只对 

其中的 CyMV和 ORSV进行了研究，研究结果也 

显示部分表现明显病毒病症状的样品不能检出这 

两种病毒，至于这些症状是否由其他病毒引起，是 

由何种病毒引起，有关研究正在进行中。 
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