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黄瓜花叶病毒荧光定量 ＰＣＲ检测方法的建立
孙　洁，王　婉，周　翎，阮小蕾，饶雪琴，李华平

（华南农业大学 资源环境学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】建立检测香蕉中黄瓜花叶病毒 Ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ（ＣＭＶ）的实时荧光定量方法．【方法】根据 ＣＭＶ
外壳蛋白（ＣＰ）保守序列设计了ＴａｑＭａｎ实时荧光定量ＰＣＲ特异性探针及引物，优化反应体系检测ＴａｑＭａｎ探针实
时荧光定量方法的灵敏度、特异性和重复性．【结果和结论】该方法检测灵敏度为４２×１０２μＬ－１，比普通 ＰＣＲ高
１００倍，且与香蕉束顶病毒Ｂａｎａｎａｂｕｎｃｈｙｔｏｐｖｉｒｕｓ（ＢＢＴＶ）、香蕉线条病毒Ｂａｎａｎａｓｔｒｅａｋｖｉｒｕｓ（ＢＳＶ）无交叉反应，特
异性和重复性都较好．用实时荧光定量ＰＣＲ检测１４份田间香蕉样品有５份样品为阳性，进一步证明建立的实时荧
光定量方法可用于香蕉ＣＭＶ的检测．
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ（ＣＭＶ）；ＴａｑＭａｎｐｒｏｂｅｓ；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

　　香蕉广泛种植于热带亚热带地区，在进出口贸
易中占有很重要的位置．植物病毒病是影响香蕉繁
殖和种质资源交流的重要因素，在世界很多香蕉种

植区均有报道黄瓜花叶病毒 Ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ
（ＣＭＶ）引起的香蕉花叶心腐病对香蕉生产造成重大

损失［１２］．在黄瓜花叶病毒侵染的叶片上，特别是嫩
叶，出现黄绿相间的花叶状条纹或褪绿的梭状斑，叶

缘有轻微卷曲［３］．ＣＭＶ属于雀麦花叶病毒科 Ｂｒｏｍｏ
ｖｉｒｉｄａｅ黄瓜花叶病毒属 Ｃｕｃｕｍｏｖｉｒｕｓ，是典型的三分
体单链正义ＲＮＡ病毒．研究［４６］发现 ＣＭＶ外壳蛋白



（Ｃｏａｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＰ）与病毒粒子组装和蚜虫传播相关；
ＣＰ序列的遗传多样性分析表明 ＣＭＶ主要有２个亚
组．目前对ＣＭＶ尚未形成一套安全、高效、稳定的病
毒防控技术，因此有必要对此进行研究．

香蕉中ＣＭＶ的检测方法主要有 ＥＬＩＳＡ、斑点杂
交法、ＲＴＰＣＲ、免疫捕获 ＲＴＰＣＲ［７１０］、核酸分子杂
交［１１］、基因芯片技术［１２］及ＲＴＬＡＭＰ［１３］等，这些方法
在检测速度、灵敏度及特异性等方面有一定的局限

性．目前，基于ＰＣＲ、荧光标记和激光技术［１４］的定量

ＰＣＲ，灵敏度高、特异性强、重复性好，在植物病毒检
测中已得到广泛的运用［１５１７］．利用荧光定量方法检
测花卉、桃蚜中的 ＣＭＶ虽有报道［１８１９］，但香蕉中

ＣＭＶ的荧光定量检测方法鲜见报道．本研究根据
ＣＭＶＣＰ基因保守序列设计了荧光定量 ＰＣＲ特异性
探针及引物，建立了香蕉中ＣＭＶ的荧光定量ＰＣＲ检
测方法．

１　材料与方法
１．１　样品、仪器与试剂

感染ＣＭＶ、ＢＳＶ、ＢＢＴＶ的香蕉植株采自华南农
业大学农场和云南省保山市．

ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ｐＭＤ１８Ｔ载体、质
粒纯化试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｐｅｒｆｅｃｔ
ＲｅａｌＴｉｍｅ）、ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ、实时荧光定量 ＰＣＲ仪
（ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＤｉｃｅ）均购于 ＴａＲａＫａ公司．大肠埃
希菌 ＪＭ１０９由华南农业大学植物病毒室提供．核酸
蛋白分析仪（Ｎａｎｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ，产自ＩＭＰＬＥＮ）．
１．２　试验方法
１．２．１　引物与探针的设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ上已登
录的ＣＭＶＣＰ基因序列（登录号：ＡＹ９６５８９２．１）设计
引物和探针，ＭＦ１：５′ＣＧＡＴＡＡＧＡＡＧＣＴＴＧＴＴＴＣＧＣＧ
３′，ＣＭＶＲ：５′ＣＧＧＣＧＴＡＣＴＴＴＣＴＣＡＴＧＴＣＡＣ３′，探针
Ｐ：５′ＲＯＸＣＧＴＴＡＣＣＧＣＣＡＴＣＴＣＴＧＣＴＡＴＧＴＴＣＧＣＢＨ
Ｑ２３′，引物和探针均由ＴａＲａＫａ公司合成．
１．２．２　模板 ＲＮＡ的提取及 ｃＤＮＡ的制备　按照王
玉成等［２０］方法进行ＲＮＡ抽提，放于－２０℃保存．根据
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）说明进
行ＲＮＡ的反转录以合成ｃＤＮＡ．反应体系：５×Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ２μＬ，ＲＮＡ２μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ６μＬ．反应条件为：３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ．
１．２．３　质粒标准品的制备　以抽提出的 ＲＮＡ为模
板进行 ＲＴＰＣＲ，反应体系为：ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ１ｓｔｅｐＥｎ
ｚｙｍｅＭｉｘ１μＬ，２×ｓｔｅｐＢｕｆｆｅｒ１２５μＬ，ＭＦ１、ＣＭＶ
Ｒ各１μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），加 ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ至
２５μＬ．反应条件为：５０℃ ３０ｍｉｎ；９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃

３０ｓ，５９℃ １ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ．反应得到目的大小片段后，用切胶回收试剂
盒回收ＰＣＲ产物．依试剂盒说明说将目的片段连接
至ｐＭＤ１８Ｔ载体，并转化至 ＪＭ１０９感受态细胞中．
涂板，挑出白色菌落进行摇菌，用质粒抽提试剂盒抽

提质粒，并测序．经鉴定正确的作为阳性质粒，用核
酸蛋白仪测定其质量浓度，然后计算拷贝数：

拷贝数 ＝［６０２×１０２３×ρ］÷［碱基数 ×６６０×
１０－３］．

经计算本试验所得质粒ＤＮＡ拷贝数为４２×１０１０

μＬ－１，以１０倍梯度稀释，作为绝对定量的标准品．
病毒拷贝数的计算：将未知样品的 Ｃｔ值代入所

得标准曲线中，即可得到未知样品的病毒拷贝数．其
中，Ｃｔ值是指每个反应管内的荧光信号到达设定的
阈值时所经历的循环数．
１．２．４　荧光定量 ＰＣＲ反应条件的优化与标准曲线
的制作　 以制备的标准品为模板，对实时荧光定量
的引物与探针的浓度及退火温度进行优化，确立最

佳反应体系．２５μＬ反应体系：Ｒｅａｌｔｉｍｅ２×Ｔａｑ１２５
μＬ，ＭＦ１、ＣＭＶＲ各 １μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），Ｐ（１０
μｍｏｌ·Ｌ－１）０５μＬ，模板２μＬ，加灭菌的 ｄｄＨ２Ｏ２５
μＬ．最佳反应条件为：９５℃ １０ｓ；９５℃ ５ｓ，５９℃ ３０
ｓ，７２℃ ３０ｓ，４０个循环．以１０倍梯度稀释的标准品
为模板，建立２５μＬＰＣＲ反应体系，根据优化的反应
条件，荧光定量 ＰＣＲ仪扩增．反应结束后，仪器自动
生成标准曲线．
１．２．５　荧光定量 ＰＣＲ灵敏性、特异性和重复性试验
　以制备的 ＣＭＶ标准品按１０倍梯度稀释为模板，
进行荧光定量 ＰＣＲ和普通ＰＣＲ试验，根据各模板的
Ｃｔ值确定检测下限．以４２×１０

７μＬ－１为模板，重复７
次，进行统计分析，根据变异系数确定该体系的可重

复性．以感染 ＢＢＴＶ、ＢＳＶ的香蕉植株 ＤＮＡ，及 ＣＭＶ
的ｃＤＮＡ为模板，进行荧光定量 ＰＣＲ，进行荧光定量
特异性试验．

ＰＣＲ体系：Ｔａｑ酶０２μＬ，ＭＦ１、ＣＭＶＲ各１μＬ
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），１０×Ｂｕｆｆｅｒ２５μＬ，ｄＮＴＰｓ（２５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）２０μＬ，模板１μＬ，加灭菌的 ｄｄＨ２Ｏ至
２５μＬ．反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５９℃ １
ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ．
１．２．６　荧光定量 ＰＣＲ的实际应用　采集不同香蕉
植株叶片抽提的 ＲＮＡ反转录的 ｃＤＮＡ为模板，进行
荧光定量 ＰＣＲ．此外，还抽提了同一感染 ＣＭＶ的香
蕉植株不同部位的 ＲＮＡ，包括只有叶片和含叶脉的
叶片，各０１ｇ，以确定植株的不同部位的病毒含量
是否存在差异．
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２　结果与分析
２．１　质粒标准品的制备

以抽提的香蕉ＲＮＡ为模板，应用ＭＦ１、ＣＭＶＲ进
行ＲＴＰＣＲ，获得了与目的片段大小一致的扩增产物，
经测序比对，与ＧｅｎＢａｎｋ中的ＣＭＶ序列具有高度相
似性，表明已成功构建了ＣＭＶ重组质粒标准品．
２．２　标准曲线的构建

以梯度稀释的ＣＭＶ质粒ＤＮＡ为模板，进行荧光
定量 ＰＣＲ，得到ＣＭＶ的标准曲线（图１）．标准品模板
拷贝数在４２×１０２～４２×１０７μＬ－１范围内，与Ｃｔ值呈
现良好的线性关系（本试验中Ｃｔ值＞３５视为阴性）．

图１　荧光定量 ＰＣＲ检测黄瓜花叶病毒标准曲线
Ｆｉｇ．１　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｏｆＣＭＶｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２．３　荧光定量ＰＣＲ的特异性
以感染ＢＢＴＶ、ＢＳＶ的香蕉植株ＤＮＡ及ＣＭＶ的

ｃＤＮＡ进行荧光定量 ＰＣＲ，除ＣＭＶ的ｃＤＮＡ之外，其
他均为阴性，表明该方法具有良好的特异性（图２）．

Ａ：ＣＭＶ；Ｂ：ＢＢＴＶ、ＢＳＶ和阴性对照．

图２　黄瓜花叶病毒荧光定量ＰＣＲ特异性试验
Ｆｉｇ．２　ＳｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｏｆＣＭＶｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２．４　荧光定量 ＰＣＲ重复性和灵敏性检测
重复扩增试验所得 Ｃｔ值（１７８４～１９０６）的变

异系数小于 １０４％，表明本试验建立的荧光定量
ＰＣＲ检测方法重复性好．

以梯度稀释的标准品为模板，进行荧光定量

ＰＣＲ和普通 ＰＣＲ，结果表明，荧光定量 ＰＣＲ检测标
准品的灵敏度为４２×１０２μＬ－１（Ｃｔ值为３３３７），普
通ＰＣＲ检测的灵敏度为４２×１０４μＬ－１（图３ａ）．对
感染ＣＭＶ的香蕉叶片进行ＲＮＡ抽提，反转录成ｃＤ
ＮＡ后，进行稀释，分别以稀释后的 ｃＤＮＡ为模板进
行荧光定量 ＰＣＲ和普通 ＰＣＲ，结果表明，荧光定量
ＰＣＲ检测ｃＤＮＡ的灵敏度为１０４（Ｃｔ值为３３．２５），普
通ＰＣＲ检测ｃＤＮＡ的灵敏度为１０３（图３ｂ）．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１～６：标准品稀释浓度分别为４２×１０７、４２×１０６、４２×１０５、４２×１０４、４２×１０３、４２×１０２μＬ－１；７～１１：ｃＤＮＡ稀释
倍数分别为１、１０、１０２、１０３、１０４；１２：阴性对照．

ａ：ＣＭＶ标准品梯度稀释普通ＰＣＲ电泳图；ｂ：ｃＤＮＡ梯度稀释电泳图．

图３　黄瓜花叶病毒ＰＣＲ电泳图
Ｆｉｇ．３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＭＶｂｙＰＣＲ

２．５　荧光定量 ＰＣＲ的应用
采集田间香蕉样品共１４份，抽提ＲＮＡ，反转录成

ｃＤＮＡ后进行荧光定量 ＰＣＲ，结果显示，５份样品与阳
性对照一样有明显的扩增曲线，且 Ｃｔ值为１９８５～
２５６２，其余样品同阴性对照相同，无扩增曲线．

用荧光定量 ＰＣＲ检测感病香蕉植株不同部位的
ＣＭＶ，结果表明，０１ｇ香蕉叶片中约含有５１４×１０７

个病毒拷贝，０１ｇ叶片与叶脉混合物中约含有１．１×
１０８个病毒拷贝．由试验结果可知相同质量的香蕉组
织，叶脉和叶片混合样中ＣＭＶ含量高于叶片．

３　讨论
本研究根据ＣＭＶ的ＣＰ基因的保守序列设计了

荧光定量ＰＣＲ的探针及引物，保证了所扩增基因的
特异性，且所建立的ＣＭＶ荧光定量ＰＣＲ检测方法具
有重复性和可靠性．然而荧光定量 ＰＣＲ在检测过程
中，相同模板不同重复间 Ｃｔ值常存在差异，这可能
是由于加样时人为误差造成的，或是 ＰＣＲ仪的边缘
效应造成的［２１］．王芳等［２２］建立的烟草ＣＭＶ的ＳＹＢＲ
荧光定量检测法，未对其重复性、灵敏度及特异性进
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行探讨．有研究［２３］表明，ＴａｑＭａｎ探针法比 ＳＹＢＲ染
料法特异性更强，灵敏度更高．

在灵敏度比较试验中，笔者分别以 ＣＭＶ质粒
ＤＮＡ及 ｃＤＮＡ为模板进行荧光定量 ＰＣＲ与普通
ＰＣＲ，以质粒ＤＮＡ为模板时，荧光定量 ＰＣＲ灵敏度
是普通ＰＣＲ的１００倍，而以ｃＤＮＡ为模板时，其灵敏
度是普通ＰＣＲ的１０倍．不同模板间灵敏度的差异可
能是由于质粒ＤＮＡ经过处理后纯度较 ｃＤＮＡ高，而
ｃＤＮＡ中所含的反转录酶、酚等可能影响了 ＰＣＲ扩
增的原因［２４２５］．在同一香蕉植株中，叶脉与叶片混
合物中ＣＭＶ病毒含量高于叶片，可能与 ＣＭＶ在香
蕉中的运输特性相关［２６］，这将为田间香蕉样品的采

样提供一定的依据．
本研究建立的 ＴａｑＭａｎ荧光定量 ＰＣＲ检测方

法，可检测香蕉中 ＣＭＶ并可对其进行绝对定量，也
可用于研究ＣＭＶ在植株体内的运动、抗病种质资源
的筛选、寄主－病毒－介体间相互作用等．
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