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摘要　小苍兰花叶病毒犉狉犲犲狊犻犪犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＦｒｅＭＶ）是侵染兰花的主要病毒，严重影响其观赏价值。本研究根据

ＦｒｅＭＶ的外壳蛋白基因序列设计了一组特异性引物，经过一系列条件优化，建立了该病毒的ＲＴＬＡＭＰ检测方法。

结果显示设计引物能特异扩增ＦｒｅＭＶ，与其他４种病毒（菜豆黄花叶病毒犅犲犪狀狔犲犾犾狅狑犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊、黄瓜花叶病毒

犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊、建兰花叶病毒犆狔犿犫犻犱犻狌犿犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊和齿兰环斑病毒犗犱狅狀狋狅犵犾狅狊狊狌犿狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊）不

发生反应；该方法灵敏度为ＲＴＰＣＲ的１０倍。田间检测２０份样品中，ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ检测结果一致，检出

率为６０％。在产物中加入荧光染料ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ直接用肉眼观察就可判断样品是否感染ＦｒｅＭＶ，可省去电泳分

析的时间。该方法具有特异性强、灵敏度高、操作简单、快速等特点。

关键词　小苍兰花叶病毒；　ＲＴＬＡＭＰ；　检测
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　　小苍兰犉狉犲犲狊犻犪犺狔犫狉犻犱犪为鸢尾科香雪兰属花

卉，因其花色艳丽、高雅芳香、花序柔美摇曳，深受

消费者喜爱。小苍兰花叶病毒犉狉犲犲狊犻犪犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊

（ＦｒｅＭＶ）是危害小苍兰最严重、最常见的病毒之

一，造成花色杂，植物生长不良，观赏价值降低，甚至

造成种球退化，失去再利用的价值，已经成为小苍兰

大规模生产的主要限制因素。目前，小苍兰病毒尚

无特别有效的化学防治方法，培育和栽培无病毒苗

成为防治小苍兰病毒的根本措施，在无毒苗培育过

程中，经常需要对母本及脱毒苗进行病毒检测，建立

快速、灵敏的检测技术显得尤为重要。

目前，病毒检测主要有酶联免疫法［１］和ＰＣＲ检

测法［２３］等方法。酶联免疫法是目前较常用的一种

方法［４］，但其存在灵敏度不高、假阳性等缺点。近几

年，灵敏度较高的ＰＣＲ技术已成为常规的病毒检测

手段［５］，但其对实验设备要求比较高，不利于向基层
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检验部门推广。环介导等温核酸扩增技术（ｌｏｏｐ

ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）采用６区

域４条特异引物，在 ＤＮＡ 链置换聚合酶（Ｂｓｔ

ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）作用下，对靶基因进行恒温扩

增［６］，具有灵敏度高、特异性强、操作简单、快速、

检测结果肉眼可判等特点，摆脱了对昂贵仪器的

依赖［７９］，能满足基层的检测需要。本研究以

ＦｒｅＭＶ的外壳蛋白（ＣＰ）基因为靶标基因，设计４

条引物，建立了可特异检测该病毒的ＲＴＬＡＭＰ

检测方法。

１　材料与方法

１．１　材料

试验由福建省农业科学院花卉育种科技创新团

队完成。感染了小苍兰花叶病毒犉狉犲犲狊犻犪犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊

（ＦｒｅＭＶ）、菜豆黄花叶病毒犅犲犪狀狔犲犾犾狅狑犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊

（ＢＹＭＶ）、黄瓜花叶病毒犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊

（ＣＭＶ）、建兰花叶病毒犆狔犿犫犻犱犻狌犿犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊

（ＣｙＭＶ）和齿兰环斑病毒犗犱狅狀狋狅犵犾狅狊狊狌犿狉犻狀犵狊狆狅狋

狏犻狉狌狊（ＯＲＳＶ）的阳性样品及健康对照样品的叶片

均由本实验室保存。

荧光染料ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ购自北京鼎国公司；

Ｂｓｔ聚合酶、ＭｇＳＯ４ 购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ（美

国）；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ购自ＴａＫａＲａ；甜菜碱购自Ｓｉｇｍａ

（美国）。

１．２　犚犜犔犃犕犘体系的建立

取待测样品的叶片，液氮研磨，按照 ＲＮＡｉｓｏ

Ｐｌｕｓ说明书提取样品总ＲＮＡ，使用ＭＭＬＶ反转录

酶逆转录成ｃＤＮＡ。

根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的ＦｒｅＭＶＣＰ基因保守序

列为靶标（ＦＪ６１８５３１），设计得到６区域的４条特异

性引物，其中Ｆ３和Ｂ３为外引物，ＦＩＰ和ＢＩＰ为内引

物（表１）。引物由上海生工生物工程有限公司合成。

反应体系（２５μＬ）：２．５μＬ１０×Ｂｓｔｂｕｆｆｅｒ，４μＬ

ＭｇＳＯ４（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），４μＬＢｅｔａｉｎｅ（５ｍｍｏｌ／Ｌ），４μＬ

ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬＢｓｔ聚合酶（８Ｕ／μＬ），

２μＬＦＩＰ（２０μｍｏｌ／Ｌ），２μＬＢＩＰ（２０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬ

Ｆ３（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬＢ３（１０μｍｏｌ／Ｌ），２μＬ

ｄｄＨ２Ｏ，２．５μＬｃＤＮＡ。反应条件为：６５℃６０ｍｉｎ，

８０℃５ｍｉｎ。取５μＬ产物用１％琼脂糖凝胶电泳分

析；同时在产物中加入１μＬ１００倍稀释的ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ，振荡混匀，目视观察结果。

表１　犚犜犔犃犕犘检测犉狉犲犕犞的引物１
）

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犚犜犔犃犕犘犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犉狉犲犕犞

引物

Ｐｒｉｍｅｒｃｏｄｅ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｆ３ ＧＡＣＧＡＧＧＴＧＣＧＡＴＡＣＣＡＡＧＣ ６０．６

Ｂ３ ＣＣＴＴＣＡＡＴＴＴＴＧＣＣＡＡＣＣＴＴＧＧ ５８．７

ＦＩＰ ＣＡＣＴＣＣＴＴＧＣＴＴＴＴＣＧＣＣＴＴＣＧＣｇａａｔｔｃＡＧＣＡＡＣＴＴＧＡＣＧＣＴＧＧＧＧＣＴ ８１．４

ＢＩＰ ＧＡＧＣＧＣＧＡＡＡＴＴＧＣＡＡＡＧＡＡＴＡＧＣＧｇａａｔｔｃＴＴＧＣＴＣＧＴＧＡＡＣＣＣＡＣＡＴＣＣＡＣ ７９．３

　１）ｇａａｔｔｃ：犈犮狅ＲⅠ酶切位点。

ｇａａｔｔｃ：Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｏｆ犈犮狅ＲⅠ．

１．３　犚犜犔犃犕犘产物酶切鉴定

为了确定ＬＡＭＰ扩增正确，在设计ＬＡＭＰ引

物时在ＦＩＰ和ＢＩＰ中引入了犈犮狅ＲⅠ酶切位点。

ＬＡＭＰ反应产物电泳后，将梯形条带进行胶回收，

再用犈犮狅ＲⅠ于３７℃酶切过夜，连接于ｐＭＤ１８Ｔ载体

上，转化ＪＯＭ１０９感受态细胞，测序。

１．４　特异性验证和灵敏度比较

分别提取ＢＹＭＶ、ＣＭＶ、ＣｙＭＶ、ＯＲＳＶ、ＦｒｅＭＶ

阳性样品的总ＲＮＡ，采用 ＲＴＬＡＭＰ技术进行检

测，琼脂糖凝胶电泳进行分析。

以ＦｒｅＭＶ阳性样品的总ＲＮＡ为模板，进行１０倍

梯度稀释，至１０－５倍，分别用ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ

方法进行检测。

应用建立的ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ方法分别

对采自田间的２０份小苍兰样品进行检测。

２　结果与分析

２．１　犚犜犔犃犕犘体系建立

通过反应体系的优化，建立了能检测ＦｒｅＭＶ的

ＲＴＬＡＭＰ反应体系（图１）。ＦｒｅＭＶ阳性样品产生

特殊的阶梯状条带，而阴性对照没有条带；产物中加

入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ后，阳性产物颜色变为黄绿色，阴

性对照为红棕色。
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图１　犚犜犔犃犕犘检测犉狉犲犕犞

犉犻犵．１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犉狉犲犕犞犫狔犚犜犔犃犕犘

２．２　犚犜犔犃犕犘产物酶切鉴定

将ＬＡＭＰ产物胶回收后，用犈犮狅ＲⅠ酶切如图

２，并进行转化测序，结果表明，酶切片段为靶基因上

Ｆ２至Ｂ２的片段，大小为１４１ｂｐ（包括酶切碱基）。

证明该体系扩增产物为靶基因。

２．３　 特异性验证

分别以ＣＭＶ、ＢＹＭＶ、ＣｙＭＶ、ＯＲＳＶ和ＦｒｅＭＶ

阳性样品总ＲＮＡ为模板，进行ＲＴＬＡＭＰ扩增。

如图２所示，只有ＦｒｅＭＶ有梯状条带，检测结果为

阳性，其他样品未扩增出条带，说明建立的检测体系

对ＦｒｅＭＶ检测有较好的特异性。

图２　犚犜犔犃犕犘检测犉狉犲犕犞的特异性分析

犉犻犵．２　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔犪狊狊犪狔狅犳犚犜犔犃犕犘犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犉狉犲犕犞

２．４　犚犜犔犃犕犘和犚犜犘犆犚灵敏度比较

对ＦｒｅＭＶ阳性样品的总ＲＮＡ进行不同浓度稀

释后，分别进行ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ反应。结果显

示，ＲＴＬＡＭＰ在稀释１０００倍时，仍能检测出

ＦｒｅＭＶ，而ＲＴＰＣＲ在稀释１００倍还能检测出ＦｒｅＭＶ，

稀释１０００倍时，未检出ＦｒｅＭＶ（图３），表明ＲＴＬＡＭＰ

检测ＦｒｅＭＶ的灵敏度是ＲＴＰＣＲ的１０倍。

图３　犚犜犔犃犕犘（犪）与犚犜犘犆犚（犫）检测犉狉犲犕犞灵敏度比较

犉犻犵．３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳犚犜犔犃犕犘（犪）犪狀犱

犚犜犘犆犚（犫）犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犉狉犲犕犞

２．５　田间样品检测

随机采取小苍兰样品２０份，分别进行ＲＴＬＡＭＰ

和ＲＴＰＣＲ检测，结果显示，两种方法检测结果一致，

１２份样品呈阳性（表２），表明ＲＴＬＡＭＰ可应用于

田间样品的检测。

表２　田间小苍兰样品的检测

犜犪犫犾犲２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犳犻犲犾犱狊犪犿狆犾犲狊狅犳犉狉犲犲狊犻犪犺狔犫狉犻犱犪

方法

Ｍｅｔｈｏｄ

检测样品数／份

Ｎｏ．ｏｆｓａｍｐｌｅｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ

阳性样品数／份

Ｎｏ．ｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｓａｍｐｌｅｓ

阳性检出率／％

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒａｔｅ

ＲＴＬＡＭＰ ２０ １２ ６０．０

ＲＴＰＣＲ ２０ １２ ６０．０

３　讨论

小苍兰由于香气浓郁，花色种类丰富，颜色鲜

艳，备受人们喜爱，是重要的切花及盆花。但当病毒

病积累时会造成种球退化，限制小苍兰大规模生产。

对种球进行复壮及培育无病毒苗是防止病毒病的重

要措施，因此，建立快速、准确、高效的检测方法，及
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时检测出带毒种球或脱毒苗，对阻止病毒病的传播，

从根源上预防病毒病具有重要意义。本试验针对小

苍兰花叶病毒建立的环介导等温扩增技术具有扩增

快速、高效、特异性好、操作简便、不需要特殊仪器等

优点，可以针对性地对小苍兰复壮种球和脱毒种苗

进行检测，从种源遏制病毒病的发生。本研究技术

具有较高的应用价值，在基层和现场检测中有很好

的应用前景。

目前，常用的病毒检测方法是ＰＣＲ和酶联免疫

技术，这些方法均具有较好的检测效果，但也存在耗

时长，成本高的特点，不太适用于基层检测。与常规

ＰＣＲ方法相比，本研究建立的ＬＡＭＰ技术保持了

ＰＣＲ技术优点，且不需特殊仪器，成本低，由于不需要

热循环，整个过程可以在６０ｍｉｎ内完成，更加省时。

若在ＰＣＲ产物中加入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ可目测检测结

果，检测更快捷方便，适合在基层应用。

ＬＡＭＰ技术使用４～６条引物，会进一步增强反

应的特异性［１０１１］。引物设计至关重要，也较复杂和困

难，除要遵循一般引物设计原则外，还有ＬＡＭＰ引物

设计自身要注意的事项［１２］。对于ＧＣ含量较高序列

或较短序列其引物设计更加困难［１３］。本试验针对小

苍兰花叶病毒ＣＰ基因设计引物，经验证该引物的特

异性良好。同时，本试验建立的ＬＡＭＰ方法检测

ＦｒｅＭＶ具有较高的灵敏度，是ＲＴＰＣＲ的１０倍，在病

毒含量很少的脱毒苗的快速检测方面有一定的优势。
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