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木尔坦棉花曲叶病毒犚犘犃快速检测方法的建立

汤亚飞，　李正刚，　佘小漫，　于　琳，　蓝国兵，　何自福

（广东省农业科学院植物保护研究所，广东省植物保护新技术重点实验室，广州　５１０６４０）

摘要　木尔坦棉花曲叶病毒犆狅狋狋狅狀犾犲犪犳犮狌狉犾犕狌犾狋犪狀狏犻狉狌狊（ＣＬＣｕＭｕＶ）引起的病害是世界棉花生产上的毁灭性灾

害，也是我国进境植物检疫性有害生物之一。因此，建立快速检测技术对ＣＬＣｕＭｕＶ的检疫和防控具有重要意义。

本研究根据ＣＬＣｕＭｕＶ外壳蛋白（ＣＰ）基因序列设计引物，建立了该病毒的重组酶聚合酶等温扩增（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＰＡ）检测方法，并评价了该方法的灵敏度和特异性，进一步测定了对田间疑似病样的检

测准确性。结果表明，建立的ＲＰＡ检测方法仅能从感染ＣＬＣｕＭｕＶ的样品中扩增出目的条带，而感染同属的其他

５种病毒的样品中未扩增出目的条带。该方法检测灵敏度是常规ＰＣＲ的１０倍，且对田间疑似病样的检出结果与

ＰＣＲ试验结果一致。因此，本研究所建立的ＣＬＣｕＭｕＶＲＰＡ快速检测方法具有特异、灵敏、准确、操作简便、无需特

殊设备等优点，这些为ＣＬＣｕＭｕＶ的快速检测提供了一种新技术。

关键词　木尔坦棉花曲叶病毒；　ＲＰＡ；　快速检测
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狏犻狉狌狊（ＣＬＣｕＭｕＶ）属双生病毒科犌犲犿犻狀犻狏犻狉犻犱犪犲菜

豆金色花叶病毒属犅犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊成员
［１］，由烟粉虱

犅犲犿犻狊犻犪狋犪犫犪犮犻以持久方式传播，可嫁接传播，但不

能通过机械摩擦和种子带毒传播。ＣＬＣｕＭｕＶ最先

发现于巴基斯坦木尔坦地区，是２０世纪９０年代引

起巴基斯坦棉花曲叶病大流行的主要病原［２４］。

２００６年，我国首次在广东的朱槿 犎犻犫犻狊犮狌狊狉狅狊犪

狊犻狀犲狀狊犻狊上检测到ＣＬＣｕＭｕＶ
［５］。目前，该病毒已扩

散到广西［６７］、海南［８］、云南［９］、福建［１０］、江苏［１１］、新



２０２２

疆等地，侵染朱槿［５，７，１０１１］、红麻犎．犮犪狀狀犪犫犻狀狌狊
［８］、黄

秋葵犃犫犲犾犿狅狊犮犺狌狊犲狊犮狌犾犲狀狋狌狊
［１２］、陆地棉犌狅狊狊狔狆犻狌犿

犺犻狉狊狌狋狌犿
［６，１３］、垂花悬铃花 犕犪犾狏犪狏犻狊犮狌狊狆犲狀犱狌犾犻

犳犾狅狉狌狊
［１４］、玫瑰茄犎．狊犪犫犱犪狉犻犳犳犪

［１５］等多种锦葵科

Ｍａｌｖａｃｅａｅ植物。

棉花是重要的纤维作物，在我国国民经济和社

会发展中占有重要的地位。我国是世界上最大的棉

花生产国和消费国。棉花曲叶病是世界棉花生产上

最具毁灭性的病毒病害。虽然目前我国长江流域、

黄河流域和西北内陆三大棉区尚未发生棉花曲叶

病，但能引起该病害的病原ＣＬＣｕＭｕＶ已在我国多

地危害多种锦葵科作物，尤为重要的是，华南地区已

出现由该病毒侵染引起的棉花曲叶病［６，１３］，再加上

其传播介体烟粉虱在我国各地普遍发生，ＣＬＣｕ

ＭｕＶ极有可能导致棉花曲叶病在我国暴发和流行。

我国在首次检测到ＣＬＣｕＭｕＶ后，立即将其列入中

国进境植物检疫性有害生物名录，确定为一种检疫

性病害，依法对其实施检疫。任何植物病毒病诊断、

防治和预测预报都需快速、灵敏和特异的检测方法。

因此，建立快速准确ＣＬＣｕＭｕＶ检测技术是阻止该

病毒传播与扩散的前提，即对预警该病毒侵染引致

棉花曲叶病在我国棉区暴发和流行有重要意义。

重组酶聚合酶扩增技术（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅｐｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＰＡ）是Ｐｉｅｐｅｎｂｕｒｇ等研发出的

一种等温核酸扩增技术［１６］。该技术原理是：在恒温

（２５～４３℃）条件下，重组酶（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ）与引物核

苷酸结合形成聚合体，并促使引物与模板ＤＮＡ序

列进行配对；在碱基序列互补配对时，单链ＤＮＡ结

合蛋白（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）促使模板

ＤＮＡ打开双链；进一步在ＤＮＡ聚合酶（ＤＮＡｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅ）的作用下形成新的ＤＮＡ互补链，完成扩增

反应。该技术具有简便快捷，且不需要专门的仪器

设备的优点，被认为是目前最具有应用潜力的恒温

扩增技术。樊晓旭等［１７］综述了ＲＰＡ技术在医学病

原物快速诊断中的应用，周莹等［１８］综述了近几年

ＲＰＡ技术在植物病原物检测上的应用。但目前尚

未有ＲＰＡ技术在棉花曲叶病毒检测方面的报道。

本研究建立了不需专门仪器设备、操作简便快捷的

ＣＬＣｕＭｕＶ的ＲＰＡ检测技术，为该病毒的检疫和快

速检测提供一种新技术，从而为预防ＣＬＣｕＭｕＶ在

我国棉花产区传播扩散、大流行提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　材料

供试感染ＣＬＣｕＭｕＶ的病样采自广东广州的

朱槿、感染台湾番茄曲叶病毒犜狅犿犪狋狅犾犲犪犳犮狌狉犾

犜犪犻狑犪狀狏犻狉狌狊（ＴｏＬＣＴＶ）的病样采自广东广州的番

茄、感染番茄黄化曲叶病毒犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳

犮狌狉犾狏犻狉狌狊（ＴＹＬＣＶ）的病样采自海南三亚的番茄、

感染泰国番茄黄化曲叶病毒犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳

犮狌狉犾犜犺犪犻犾犪狀犱狏犻狉狌狊（ＴＹＬＣＴＨＶ）的病样采自广东

汕头的番茄、感染中国南瓜曲叶病毒犛狇狌犪狊犺犾犲犪犳

犮狌狉犾犆犺犻狀犪狏犻狉狌狊（ＳＬＣＣＮＶ）的病样是采自广东河源

的南瓜病样、感染黄花稔曲叶病毒犛犻犱犪犾犲犪犳犮狌狉犾

狏犻狉狌狊（ＳｉＬＣｕＶ）的病样采自海南东方的番茄；健康样

品为采自本实验室网室繁殖的朱槿植株；待测７份田

间朱槿病样分别采自广东省广州（２份）、茂名（２份）、

湛江（２份）、清远（１份）。

ＴｗｉｓｔＡｍｐＢａｓｉｃＲＰＡ试剂盒购自英国Ｔｗｉｓｔ

Ｄｘ公司，植物ＤＮＡ提取试剂盒购自北京全式金生

物技术有限公司，Ｐｒｅｍｉｘ犜犪狇ＴＭ和ＤＮＡ片段纯化

试剂盒购自宝生物工程（大连）有限公司。

１．２　方法

１．２．１　引物设计

通过比对ＣＬＣｕＭｕＶ中国分离物的外壳蛋白

基因核苷酸序列找出保守区域，结合ＲＰＡ的引物要

求设计引物对ＣＬＣＶＦ／ＣＬＣＶＲ；同时设计用于

ＰＣＲ检测ＴｏＬＣＴＶ、ＴＹＬＣＶ、ＴＹＬＣＴＨＶ、ＳＬＣＣ

ＮＶ、ＳｉＬＣｕＶ的特异引物，引物详情见表１。所有引

物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１．２．２　总ＤＮＡ的提取

取适量的供试植物叶片，用植物ＤＮＡ提取试

剂盒提取总ＤＮＡ。具体操作按照试剂盒说明书进

行。ＤＮＡ沉淀溶解于５０μＬＴＥ缓冲液，保存于－

２０℃冰箱，备用。

１．２．３　ＲＰＡ反应体系及最佳反应时间

以ＣＬＣｕＭｕＶ阳性植株总ＤＮＡ为模板，利用

引物 ＣＬＣＶＦ／ＣＬＣＶＲ 进行 ＲＰＡ 扩增。按照

ＴｗｉｓｔＡｍｐＢａｓｉｃＲＰＡ试剂盒的说明配制ＲＰＡ反

应体系，向试剂盒中装有冻干酶粉的０．２ｍＬ反应

管中加入ＲｅｈｙｄｒａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ２９．５μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ

引物 ＣＬＣＶＦ 和 ＣＬＣＶＲ 各２μＬ、模板 ＤＮＡ

２μＬ、２８０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸镁２．５μＬ、无 ＲＮａｓｅ水

１２μＬ，反应总体系为５０μＬ。在４０℃恒温金属浴中

分别反应２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ；反应结束后，用

ＤＮＡ片段纯化试剂盒对ＲＰＡ产物进行纯化回收，

取纯化后的ＲＰＡ产物１０μＬ进行１．０％琼脂糖凝

胶电泳，在凝胶成像系统上观察结果，根据琼脂糖凝

胶电泳结果确定最佳反应时间。
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表１　用于病毒检测的引物

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狀犵狏犻狉狌狊犲狊

病毒

Ｖｉｒｕｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

片段大小／ｂｐ

Ｓｉｚｅｏｆ

ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

木尔坦棉花曲叶病毒

ＣＬＣｕＭｕＶ

ＣＬＣＶＦ ＴＡＴＧＧＡＴＧＧＡＴＧＡＡＡＡＴＡＴＡＡＡＧＡＣＣＡＧＧＡＡＴ ２９９ ５４

ＣＬＣＶＲ ＧＴＡＴＴＴＴＣＣＴＧＣＴＴＣＣＴＧＴＴＧＡＴＴＧＴＡＡＡＣ

番茄黄化曲叶病毒

ＴＹＬＣＶ

ＴｙＦ ＧＧＡＴＧＴＧＡＡＧＧＣＣＣＡＴＧＴＡＡＡＧＴＣ ７６０ ５５

ＴｙＲ ＡＣＧＡＣＡＴＴＡＣＡＧＣＣＴＣＡＧＡＣＴＧＧ

台湾番茄曲叶病毒

ＴｏＬＣＴＶ

ＴｗＦ ＧＴＧＴＣＴＴＴＣＣＡＧＴＡＣＧＡＣＴＣＴＣＡＣＣＣＴ ７７４ ５５

ＴｗＲ ＣＡＴＡＡＡＴＧＣＣＡＴＴＴＡＧＴＧＴＣＣＡＡＧ

中国南瓜曲叶病毒

ＳＬＣＣＮＶ

ＳＬＦ ＧＴＡＴＴＡＧＴＧＡＴＧＴＴＡＣＡＣＧＡＧＧＡＡＣＣＧ ５４７ ５５

ＳＬＲ ＧＣＧＴＧＡＧＴＡＣＡＧＧＣＣＡＴＡＴＡＣＡＡＣＡＴＴＡ

黄花稔曲叶病毒

ＳｉＬＣｕＶ

ＳｉＦ ＣＡＴＣＡＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＣＣＣＴＴＡＣＴＧ ６２８ ５５

ＳｉＲ ＡＧＡＧＧＣＡＴＧＡＧＴＡＣＡＴＧＣＣＡＴＧ

秦国番茄黄化曲叶病毒

ＴＹＬＣＴＨＶ

ＴＨＦ ＴＣＴＣＧＡＡＡＧＴＡＣＧＴＣＧＣＣＧＴＣＴＧＡＡＣ ６１３ ５５

ＴＨＲ ＣＴＴＣＣＣＡＧＣＴＴＣＣＴＧＧＴＧＡＴＴＧＴＡＡ

１．２．４　普通ＰＣＲ

以ＣＬＣｕＭｕＶ、ＴｏＬＣＴＶ、ＴＹＬＣＶ、ＴＹＬＣＴＨＶ、

ＳＬＣＣＮＶ、ＳｉＬＣｕＶ阳性植株总ＤＮＡ为模板，分别利

用表１中检测相应病毒的特异引物进行ＰＣＲ扩增。

模板ＤＮＡ２μＬ、ｒ犜犪狇
ＴＭＰｒｅｍｉｘ２５μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ

上、下游引物各２μＬ、灭菌水１９μＬ，反应总体系为

５０μＬ。反应条件为：９４℃ 预变性４ｍｉｎ；９４℃变性

４５ｓ，在表１中每种病毒的退火温度下反应４５ｓ，

７２℃延伸４５ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ

产物１０μＬ进行１．０％琼脂糖凝胶电泳，在凝胶成

像系统上观察结果。

１．２．５　灵敏度试验

以ＣＬＣｕＭｕＶ阳性植物总ＤＮＡ１００、１０－１、１０－２、

１０－３、１０－４、１０－５稀释液为模板，分别进行ＲＰＡ和普通

ＰＣＲ检测，比较二者的检测灵敏度。ＲＰＡ反应体系同

１．２．３，于４０℃恒温金属浴中温浴４０ｍｉｎ；普通ＰＣＲ扩

增反应体系和反应程序同１．２．４。

１．２．６　特异性评价

分别以ＣＬＣｕＭｕＶ、ＴｏＬＣＴＶ、ＴＹＬＣＶ、ＴＹＬＣＴＨＶ、

ＳＬＣＣＮＶ、ＳｉＬＣｕＶ特异引物ＰＣＲ检测为阳性的植

物总ＤＮＡ为模板进行ＲＰＡ扩增，对所建立的ＲＰＡ

检测方法特异性进行评价，ＲＰＡ反应体系同１．２．３，

然后在恒温金属浴４０℃条件下温浴４０ｍｉｎ。

１．２．７　样品检测

从广东省广州、茂名、湛江、清远采集疑似感染

ＣＬＣｕＭｕＶ的朱槿病样７份，提取总ＤＮＡ，用本研

究建立的ＲＰＡ方法检测，并用普通ＰＣＲ扩增验证。

２　结果与分析

２．１　犚犘犃最佳反应时间

以ＣＬＣｕＭｕＶ阳性植株总ＤＮＡ为模板，利用

引物ＣＬＣＶＦ／ＣＬＣＶＲ进行ＲＰＡ扩增。电泳结果

（图１）表明，４０℃温浴２０ｍｉｎ时就可以获得目的条

带，温浴４０ｍｉｎ获得的目的条带最亮，随着时间延

长条带亮度无明显变化。根据琼脂糖凝胶电泳结

果，确定４０ｍｉｎ为最佳反应时间。

图１　犚犘犃各反应时间下犆犔犆狌犕狌犞扩增结果

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犆犔犆狌犕狌犞犫狔犚犘犃犻狀

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲犪犮狋犻狅狀狋犻犿犲狉犲犵犻犿犲狊

　
２．２　灵敏度检测结果

以稀释度分别为１００、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、

１０－５的ＣＬＣｕＭｕＶ阳性植株总ＤＮＡ为模板，分别

进行ＲＰＡ和普通ＰＣＲ检测。电泳结果（图２）显示，

ＲＰＡ在模板稀释倍数为１０－３时能扩增出目的条带，

普通ＰＣＲ在模板稀释倍数为１０－２时能扩增出目的

条带，因此，本研究所建立的ＲＰＡ检测方法是普通

ＰＣＲ检测方法的１０倍。

２．３　特异性评价结果

分别以ＴｏＬＣＴＶ、ＴＹＬＣＶ、ＴＹＬＣＴＨＶ、ＳＬＣＣＮＶ、

·５６１·



２０２２

ＳｉＬＣｕＶ检测为阳性（图３）的植物病样总ＤＮＡ和

ＣＬＣｕＭｕＶ阳性植株总ＤＮＡ为模板进行ＲＰＡ扩

增，对所建立的ＲＰＡ检测方法特异性进行评价。电

泳结果（图４）显示，所建立的ＲＰＡ检测方法只能从

含有ＣＬＣｕＭｕＶ的总ＤＮＡ中扩增出目的条带，不

能从其他几种病毒总ＤＮＡ中扩增出任何条带。由

此可见，所建立的ＲＰＡ检测技术具有较好的特异

性，可有效检测ＣＬＣｕＭｕＶ。

２．４　田间样品的检测结果

从广东省广州、茂名、湛江、清远采集疑似感染

ＣＬＣｕＭｕＶ的朱槿病样７份，用所建立的ＲＰＡ扩增

系统进行检测，电泳结果显示（图５），７份疑似病样

均为阳性，进一步应用ＰＣＲ加以验证，其检测结果

与ＲＰＡ结果的一致率为１００％，表明，所建立的

ＲＰＡ检测方法能够实现田间病样中ＣＬＣｕＭｕＶ的

快速、准确检测与诊断。

图２　犚犘犃与犘犆犚的灵敏度检测结果

犉犻犵．２　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狋犲狊狋狉犲狊狌犾狋狊狅犳犚犘犃犪狀犱犘犆犚

　

图３　其他５种病毒的病样犘犆犚检测结果

犉犻犵．３　犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳狅狋犺犲狉犳犻狏犲狏犻狉狌狊犲狊犻狀犻狀犳犲犮狋犲犱狊犪犿狆犾犲狊

　

图４　犚犘犃特异性检测结果

犉犻犵．４　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狋犲狊狋狉犲狊狌犾狋狊狅犳犚犘犃

　

图５　田间病样的犚犘犃和普通犘犆犚检测结果

犉犻犵．５　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犻狀犳犲犮狋犲犱狊犪犿狆犾犲狊犳狉狅犿犳犻犲犾犱狊犫狔犚犘犃犪狀犱犘犆犚
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３　讨论

本研究建立了木尔坦棉花曲叶病毒快速ＲＰＡ

检测方法。与普通ＰＣＲ检测方法相比，ＲＰＡ扩增

过程中不需要热循环，可在恒温水浴锅或烘箱中进

行，不依赖昂贵而专业的仪器设备；反应速度快，在

适合温度条件下最短２０ｍｉｎ就可以完成扩增反应；

ＲＰＡ检测灵敏度是普通ＰＣＲ的１０倍；ＲＰＡ检测技

术对引物要求比常规ＰＣＲ严格，引物一般由３０～３５

个核苷酸组成，而常规ＰＣＲ引物长度通常为２０～２５

个核苷酸。本研究根据ＣＬＣｕＭｕＶ中国分离物的

外壳蛋白基因核苷酸序列设计引物，检测与ＣＬＣｕ

ＭｕＶ同属的其他５种病毒，结果均为阴性，特异性

较好。因此，本研究建立了简便、快速、灵敏和特异

的ＣＬＣｕＭｕＶ检测方法。

ＲＰＡ技术不仅具有快速、灵敏、特异等优点，而

且可以在恒温条件下完成扩增，适用于实验室外的

现场诊断，是目前最具有应用潜力的恒温扩增技术。

自２００６年首次报道以来，ＲＰＡ技术已取得快速发

展，尤其随着商业化产品的出现，该技术在医学、食

品、农业等领域得到了更为广泛的应用。近几年

ＲＰＡ技术也逐渐被应用于植物病毒的检测。目前

已报道建立了番茄斑萎病毒犜狅犿犪狋狅狊狆狅狋狋犲犱狑犻犾狋

狏犻狉狌狊（ＴＳＷＶ）
［１９］、番茄褪绿病毒犜狅犿犪狋狅犮犺犾狅狉狅狊犻狊

狏犻狉狌狊（ＴｏＣＶ）
［２０］、番茄黄化曲叶病毒（ＴＹＬＣＶ）

［２１］、

南方菜豆花叶病毒犛狅狌狋犺犲狉狀犫犲犪狀犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＳＢ

ＭＶ）
［２２］#樱桃病毒Ａ犆犺犲狉狉狔狏犻狉狌狊犃（ＣＶＡ）［２３］#

玉米褪绿斑驳病毒 犕犪犻狕犲犮犺犾狅狉狅狋犻犮犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊

（ＭＣＭＶ）
［２４］、菜豆荚斑驳病毒犅犲犪狀狆狅犱犿狅狋狋犾犲狏犻

狉狌狊（ＢＰＭＶ）
［２５］、大豆花叶病毒犛狅狔犫犲犪狀犿狅狊犪犻犮狏犻

狉狌狊（ＳＭＶ）
［２６］、葡萄卷叶伴随病毒３号Ｇｒａｐｅｖｉｎｅ

ｌｅａｆｒｏｌｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ３（ＧＬＲａＶ３）
［２７］、李矮缩病

毒犘狉狌狀犲犱狑犪狉犳狏犻狉狌狊（ＰＤＶ）
［２８］等多种植物病毒的

ＲＰＡ检测方法，但未见有ＣＬＣｕＭｕＶＲＰＡ 检测

报道。

ＣＬＣｕＭｕＶ是有可能引起我国棉花曲叶病暴发

和流行的病毒，是我国进境植物检疫性有害生物，可

随带毒苗木进行远距离传播。针对性加强病毒寄主

苗木的检疫是防止ＣＬＣｕＭｕＶ在我国棉花产区发

生的关键。目前，用于检测ＣＬＣｕＭｕＶ的技术主要

有常规ＰＣＲ、实时荧光ＰＣＲ
［２９３０］、纳米磁珠荧光

ＰＣＲ
［３１］。这些技术都需要专业仪器设备，只能适用

于实验室快速检测。本研究建立的 ＣＬＣｕＭｕＶ

ＲＰＡ技术不需要专业仪器设备，适合基层单位和口

岸现场以及田间检测使用，为我国棉花曲叶病的田

间诊断、预测预报和相关寄主苗木带毒快速检测提

供了一种更为便捷的技术手段，具有广泛的应用前

景，对我国棉花曲叶病的综合防控具有重要意义。
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