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摘要：【目的】木尔坦棉花曲叶病毒 ＣｏｔｔｏｎＬｅａｆＣｕｒｌＭｕｌｔａｎＶｉｒｕｓ（ＣＬＣｕＭＶ）是为害锦葵科植物的重要双生病毒之
一，本研究的目的是建立ＣＬＣｕＭＶ定量检测方法，为进一步研究其在寄主植物内的增殖动态、在介体昆虫内循环和
其与寄主、介体间互作机制提供技术手段．【方法】以纯化的含ＣＬＣｕＭＶ基因组的质粒为模板，利用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ
荧光定量 ＰＣＲ对不同浓度的质粒样品进行ＣＬＣｕＭＶ扩增，制作标准曲线．依照建立的标准曲线，计算烟粉虱Ｂｅｍｉｓ
ｉａｔａｂａｃｉ及朱槿Ｈｉｂｉｓｃｕｓｒｏｓａｓｉｎｅｎｓｉｓ中ＣＬＣｕＭＶ的含量．【结果和结论】该定量检测法可检测到低浓度（５．２×１０１

μＬ－１）的ＣＬＣｕＭＶ，其灵敏度是常规ＰＣＲ的１０倍，可被用于在寄主植物和介体昆虫体内ＣＬＣｕＭＶ的定量检测．
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　　木尔坦棉花曲叶病毒ＣｏｔｔｏｎＬｅａｆＣｕｒｌＭｕｌｔａｎＶｉ
ｒｕｓ（ＣＬＣｕＭＶ）属双生病毒科菜豆金黄花叶病毒属，
含ＤＮＡＡ组分，并伴随有卫星 ＤＮＡβ分子，该病毒
是引起棉花曲叶病的主要病原之一［１２］．该病毒通过
烟粉虱 Ｂｅｍｉｓｉａｔａｂａｃｉ进行传播和扩散，危害严
重［３６］．已在我国广东、广西、海南及云南的棉花 Ｇｏｓ
ｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ．［２］、朱 槿 Ｈｉｂｉｓｃｕｓｒｏｓａｓｉｎｅｎｓｉｓ
Ｌｉｎｎ．［７９］、黄秋葵ＡｂｅｌｍｏｓｃｈｕｓｅｓｃｕｌｅｎｔｕＬ．［１０］、垂花悬
铃木 ＭａｌｖａｖｉｓｃｕｓａｒｂｏｒｅｕｓＣａｖ．ｖａｒ．ｐｅｎｄｕｌｉｆｌｏｃｕｓ
（ＤＣ．）Ｓｃｈｅｒｙ［１１］和红麻Ｈｉｂｉｓｃｕｓｃａｎｎａｂｉｎｕｓ［８］等锦葵
科植物检测到该病毒．已有利用测序比对 ＣＬＣｕＭＶ
在不同寄主间的变异程度的研究［１２］．

实时荧光定量 ＰＣＲ （Ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）是在ＰＣＲ定性技术基础
上发展起来的核酸定量技术［１２］，被广泛用于医学病

理学及分子生物学等领域［１３］，主要包括荧光染料法

和探针法．利用ＲＴＰＣＲ探针法定量检测了发病番茄
叶片和介体昆虫烟粉虱的番茄黄化曲叶病毒含

量［１４］、发病番茄植株中番茄黄化曲叶病毒和番茄黄

化皱叶病毒的含量［１５］，也检测了蓟马虫体内番茄斑

点枯萎病毒的含量［１６］，为解释病毒共同侵染、预测病

毒传播提供了有效的依据．目前鲜见利用荧光染料
法对ＣＬＣｕＭＶ定量检测的报道．

本文基于 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＩ检测技术，构建
ＣＬＣｕＭＶ实时荧光定量 ＰＣＲ定量检测体系，并比较
其与常规ＰＣＲ定量检测该病毒的灵敏度差异；定量
测定寄主植物朱槿的健康及显症植株及介体昆虫烟

粉虱虫体内的 ＣＬＣｕＭＶ含量，为深入研究木尔坦棉
花曲叶病的发病过程、致病机理以及该病毒与寄主

植物、介体昆虫的互作提供有效的定量检测技术．

１　材料与方法
１．１　材料

２０１４年７月在广东省广州市南沙区蒲园的绿化
地朱槿病株上采集供试感病叶片．病株表现为叶脉
膨大且颜色加深，叶片边缘上卷，有脉突和耳突等木

尔坦棉花曲叶病的典型症状．对照叶片是在未显症
状的健康朱槿植株上采集的．

介体昆虫为室内饲养于朱槿植株上的 ＭＥＡＭ１
隐种（Ｂ型）烟粉虱试验种群．

质粒标准品为含有ＣＬＣｕＭＶ基因组的质粒ｐＢｉｎ
ＰＬＵＳ１８５Ａ，由广东省农业科学院植物保护研究所
蔬菜病害防控研究室提供．

高纯度质粒小量快速提取试剂盒（北京天根生化

科技有限公司）；血液组织细胞基因组提取试剂盒（北

京天根生化科技有限公司）；植物基因组提取试剂盒

ＥａｓｙＰｕｒｅＴＭＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ（北京全式金生物技

术有限公司）；２ＸＧｏＴａｑＴＭＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（普洛麦格
生物技术有限公司）；２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（北京天根生化科技有限公司）；Ａｌｐｈａ１５０６微量
分光光度计（上海谱元仪器有限公司）．
１．２　方法
１．２．１　质粒提取与引物设计　取出保存于 －８０℃
并含有ｐＢｉｎＰＬＵＳ１８５Ａ的农杆菌菌株（ＧＶ３１０１）培
养后，用试剂盒提取质粒 ｐＢｉｎＰＬＵＳ１８５Ａ，再将其
转化到大肠埃希菌感受态细胞（ＤＨ５α），继续培养．
取Ｄ６００ｎｍ为 ０６～０８的适量菌液，用试剂盒提取质
粒，微量分光光度计测定质粒浓度，将该质粒作为标

准样品母液，－２０℃保存备用．
质粒中病毒基因组拷贝数 ＝Ｎ×１０－９×ρ／Ｍｒ，

式中，Ｎ为阿伏伽德罗常数，ρ为核酸质量浓度
（ｎｇ·μＬ－１），Ｍｒ为相对分子质量．由该公式计算
出母液质粒浓度为５０２×１０９μＬ－１．

基于 ＣＬＣｕＭＶ的ＤＮＡＡ基因组序列（ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为：ＥＦ４６５５３５１［１７］），用 Ｐｒｉｍｅｒ５０软件设计
并合成检测引物 ＣＬＣＭｕＶ４９２Ｆ：５′ＴＣＣＡＧＡＴＧＴＣ
ＣＧＣＡＣＡＡＡＴＡ３′，ＣＬＣＭｕＶ４９２Ｒ：５′ＡＡＣＣＡＧＧＴ
ＣＡＧＣＡＣＡＴＴＴＣＣ３′．
１．２．２　ＰＣＲ反应体系及条件　常规 ＰＣＲ反应体系
（２５μＬ）：２ＸＧｏＴａｑＴＭＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μＬ，
ＣＬＣＭｕＶ４９２Ｆ和ＣＬＣＭｕＶ４９２Ｒ各１μＬ，样本ＤＮＡ
１μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补足２５μＬ．阴性对照不加 ＤＮＡ，加
１μＬＤＥＰＣ（焦磷酸二乙酯）水．反应条件：９４℃
７ｍｉｎ；９４℃ ３５ｓ，４９℃ ３５ｓ，７２℃ ４５ｓ，３５个循环；
７２℃１０ｍｉｎ，４℃ 保存．在１０ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电
泳检测ＰＣＲ产物．

荧光定量 ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：２×ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＬＣＭｕＶ
４９２Ｆ和 ＣＬＣＭｕＶ４９２Ｒ各０５μＬ、样本ＤＮＡ１μＬ、
用ｄｄＨ２Ｏ补至２０μＬ．阴性对照不加 ＤＮＡ，加１μＬ
ＤＥＰＣ水．反应条件：９４℃，７ｍｉｎ；９４℃，３５ｓ，４９℃，
３５ｓ，７２℃，４５ｓ，３５个循环；９５℃，１０ｓ，９５℃，５ｓ．
１．２．３　ＣＬＣｕＭＶ实时荧光定量ＰＣＲ　用ＤＥＰＣ水以
１０倍梯度稀释质粒标准样品母液，获得８个供试的
质粒浓度：５２×１０８、５２×１０７、５２×１０６、５２×１０５、
５２×１０４、５２×１０３、５２×１０２和５２×１０１μＬ－１，进
行实时荧光定量 ＰＣＲ，获得质粒浓度与其循环阈值
（Ｃｔ值）之间关系，建立其检测标准曲线．

ＣＬＣｕＭＶ以５２×１０９、５２×１０８、５２×１０７、５２×
１０６、５２×１０５、５２×１０４、５２×１０３、５２×１０２、５２×
１０１和５２μＬ－１为供试浓度，对其进行常规ＰＣＲ和实
时荧光定量ＰＣＲ，比较其检测的灵敏度．以不加ＤＮＡ
模板作为阴性对照．

８８ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３６卷　



１．２．４　朱槿显症叶片ＤＮＡ提取及 ＣＬＣｕＭＶ定量检
测　选取５株朱槿发病植株，分别采集显症的嫩叶、
成熟叶片，分开标记编号，每袋１片样叶，带回实验
室并保存于－８０℃冰箱中．试验时，试剂盒提取朱槿
ＤＮＡ，用健康朱槿上的叶片作对照．微量分光光度计
测定各样本的总 ＤＮＡ质量浓度，再将其稀释为１００
ｎｇ·μＬ－１，备用．
１．２．４　烟粉虱饲毒处理及 ＣＬＣｕＭＶ定量检测　以
显症的朱槿作为病毒来源，在放置病株的养虫笼（５０
ｃｍ ×５０ｃｍ×５０ｃｍ）中释放Ｂ型烟粉虱３００头．接
虫２４、４８ｈ后分别从接虫朱槿植株的上、中、下部叶
片上随机吸取饲毒成虫，共１０头，并放于 φ为９５％
的乙醇溶液保存，待测．从健康朱槿植株上饲养的供
试成虫中吸取１０头，作为对照．试剂盒提取介体昆
虫ＤＮＡ，微量分光光度计测定各样本的总ＤＮＡ质量
浓度，将其稀释为１０ｎｇ·μＬ－１，备用．
１．３　数据处理

采用ｔ检验对已显症状朱槿嫩叶与成熟叶片处
理的 ＣＬＣｕＭＶ含量、饲毒 ２４与 ４８ｈ烟粉虱虫体
ＣＬＣｕＭＶ含量进行显著性检验．采用ＳＰＳＳ１９０进行
统计分析．

２　结果与分析
２．１　ＣＬＣｕＭＶ实时荧光定量ＰＣＲ标准曲线的建立

用ＤＥＰＣ水以 １０倍梯度稀释质粒母液获得 ８

个浓度，并对其进行荧光定量 ＰＣＲ，获得８个标准样
品的浓度与Ｃｔ值之间的关系，其标准曲线关系式为
ｙ＝ －３７５ｘ＋４０５６（朱槿）、ｙ＝ －４１３ｘ＋
４１４３（烟粉虱），其中ｙ为循环阈值（Ｃｔ值）、ｘ为质
粒标准品的初始浓度拷贝数的对数值．
２．２　 实时荧光定量 ＰＣＲ与常规 ＰＣＲ检测

ＣＬＣｕＭＶ的灵敏度
　　将５２～５２×１０９μＬ－１１０个浓度的质粒标准样
品分别进行实时荧光定量 ＰＣＲ和常规 ＰＣＲ．实时荧
光定量ＰＣＲ扩增曲线表明，空白对照无 ＤＮＡ模板，
Ｃｔ值高于 ３５，当质粒标准样品为 ５２×１０

９，５２×
１０８、５２×１０７、５２×１０６、５２×１０５、５２×１０４、５２×
１０３、５２×１０２、５２×１０１和５２×１００μＬ－１，其 Ｃｔ值
分别为 ４７２、８５６、１２８９、１６３１、２００５、２３２３、
２６６６、２９６５、３２８７和３５２２，其中５２μｌ－１的 Ｃｔ值
高于３５，其余的均小于３５，说明利用实时荧光定量
ＰＣＲ可定量检测出质粒标准样品的最低浓度为５２
×１０１μＬ－１．利用常规ＰＣＲ检测上述１０个浓度质粒
标准样品时，５２×１０９、５２×１０８、５２×１０７、５２×
１０６、５２×１０５、５２×１０４、５２×１０３和５２×１０２μＬ－１

的质粒标准样品可扩增出清晰的４９２ｂｐ的目的条带
（图１），判定该方法检测最低浓度为５２×１０２μＬ－１．
分析表明，利用实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＣＬＣｕＭＶ的
灵敏度约是常规ＰＣＲ的１０倍．

Ｍ：ＤＬ１０００Ｍａｒｋｅｒ；１～１０分别表示质粒浓度为５２×１０９、５２×１０８、５２×１０７、５２×１０６、５２×１０５、５２×１０４、５２×１０３、５２×１０２、５２×１０１、

５２μＬ－１；１１：阴性对照．

图１　１０个浓度质粒标准样品的常规ＰＣＲ扩增
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ１０ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐｌａｓｍｉｄｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅｓ

２．３　朱槿病株的ＣＬＣｕＭＶ定量检测
利用上述实时荧光定量ＰＣＲ技术，对供试的朱槿

上显症的嫩叶、成熟叶及对照进行 ＣＬＣｕＭＶ定量检
测．结果表明，显症的嫩叶和老熟叶片的Ｃｔ平均值分
别为２０６６±０８９和２２７０±０３２，均可检测到病
毒，但所有健康叶片样本的 Ｃｔ值均大于３５，未检测
到病毒．根据试验所建立的检测朱槿的标准曲线，获
得显症嫩叶和显症老熟叶片的 ＣＬＣｕＭＶ浓度分别为
（９００±３８０）×１０５和（１６０±０２５）×１０５μＬ－１，虽
然后 者 小 于 前 者，但 两 者 间 无 显 著 性 差 异

（ｔ＝－２１７３，Ｐ＝００９５）．
２．４　烟粉虱虫体ＣＬＣｕＭＶ定量检测

利用实时荧光定量ＰＣＲ对未饲毒和饲毒的单头
烟粉虱虫体进行检测，结果表明对未经饲毒烟粉虱

扩增的Ｃｔ值均大于 ３５，说明对照中的烟粉虱不带
毒；饲毒后２４和４８ｈ烟粉虱的扩增 Ｃｔ值为３２４４
±０２４和３１９２±０７３，说明饲毒２４和４８ｈ的烟
粉虱均能检测到病毒，根据建立的检测烟粉虱标准

曲线，推算出饲毒２４和４８ｈ的烟粉虱含有ＣＬＣｕＭＶ
（４０±１６）×１０２和（１３±０２）×１０２μＬ－１，前者
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显著性地大于后者（ｔ＝２４４５，Ｐ＝００４）．结果分
析表明，利用实时荧光定量 ＰＣＲ可对介体内的
ＣＬＣｕＭＶ进行定量检测．

３　讨论与结论
本试验建立了一种用实时荧光定量ＰＣＲ检测木

尔坦棉花曲叶病毒的方法，本方法的灵敏度约是常

规ＰＣＲ的１０倍，检测最低浓度达到５２×１０１μＬ－１．
王洪星等［１８］应用ＲＴＰＣＲ检测甘蔗黄叶病毒和高粱
花叶病毒，检出水平分别为 ５×１０２和 ２５×１０２

μＬ－１．李金磊等［１９］建立的 ＲＴＰＣＲ检测猪传染性胃
肠炎病毒灵敏度可达 ５×１０１μＬ－１，与本试验灵敏度
类似．

本研究利用实时荧光定量ＰＣＲ检测寄主植物及
介体昆虫的 ＣＬＣｕＭＶ带毒量，检测的显症嫩叶与显
症老熟叶片的 ＣＬＣｕＭＶ含量并无显著差异．笔者还
发现将烟粉虱转移到非番茄黄化曲叶病毒寄主植物

上时，随着时间延长，昆虫体内番茄黄化曲叶病毒含

量递减．本试验结果表明，饲毒２４ｈ烟粉虱获毒量显
著性地高于饲毒４８ｈ烟粉虱获毒量，但 ＣＬＣｕＭＶ在
昆虫介体烟粉虱中的增殖情况还需要进一步的试验

验证．
建立并完善 ＣＬＣｕＭＶ的检测体系，将有助于比

较ＣＬＣｕＭＶ在不同寄主植物中的传播情况，也可以
监测 ＣＬＣｕＭＶ在昆虫介体中的繁殖动态，最终有效
预防木尔坦棉花曲叶病的传播．
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