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　　摘要：根据建兰花叶病毒（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＣｙｍＭＶ）、齿兰轮斑病毒（Ｏｄｏｎｔｏｇｌｏｓｓｕｍｒｉｎｇｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，ＯＲＳＶ）和
黄瓜花叶病毒（ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＣＭＶ）３种病毒外壳蛋白基因序列保守序列设计特异性引物，以病毒侵染的蝴蝶
兰总ＲＮＡ反转录的ｃＤＮＡ为模板进行扩增，建立了三重 ＲＴ－ＰＣＲ同时检测该３种病毒的方法。ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ和
ＣＭＶ３种病毒特异扩增的片段分别为５６１、４３３、３０６ｂｐ。用该方法对１７个疑似病毒感染的蝴蝶兰样品进行检测，结果
１３个材料检测出ＣｙｍＭＶ特异带，２个材料检测出ＯＲＳＶ病毒特异带，１个材料检测出ＣＭＶ病毒特异带，１个材料同时
检测出ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ病毒２条特异带，所检测的１７个蝴蝶兰材料未发现３种病毒复合侵染的情况。
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　　兰花是一种高价值的观赏花卉，但一旦感染病毒，其观赏
价值和经济价值将受到严重影响。近年来，随着兰花国内外

贸易和种质交流频率的增加，兰花病毒病的发生有蔓延趋势。

目前，至少有２８种病毒可感染兰科植物，其中我国兰科植物
感染的病毒以建兰花叶病毒（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，Ｃｙｍ
ＭＶ）、齿兰轮斑病毒（Ｏｄｏｎｔｏｇｌｏｓｓｕｍｒｉｎｇｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，ＯＲＳＶ）为
主，且这２种病毒复合感染占多数，也有少数蝴蝶兰感染黄瓜
花叶病毒（ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＣＭＶ）［１］。ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ
主要借助机械性伤口进行传播，ＣＭＶ可借汁液传染，也可通
过蚜虫传播。这３种病毒病感染兰花后可迅速扩散，且无有
效防治药剂；因此，有必要建立多种病毒的高效检测方法，尽

早检出感病植株并实施销毁，避免兰园大面积受损。

目前检测植物体内病毒的主要方法有电镜法、血清学鉴

定和ＰＣＲ技术等。其中ＰＣＲ技术，尤其是多重 ＰＣＲ，具有快
速、便捷、灵敏度高和特异性强等显著优点，现已广泛用于病

原微生物的检测。多重ＰＣＲ是在同一反应体系中，利用一对
或多对引物同时扩增出多个核酸片段的ＰＣＲ反应，比普通单
重ＰＣＲ更为高效、经济和简便。郑轩等在一个ＰＣＲ体系中成
功对５种病毒复合侵染的烟草材料进行多重扩增，建立了能
同时检测烟草花叶病毒、黄瓜花叶病毒、烟草蚀纹病毒、马铃

薯Ｙ病毒和烟草脉带花叶病毒的多重 ＰＣＲ检测体系［２］。张

威等［３］和罗文彬等［４］分别建立了可同时检测马铃薯３种病
毒和５种病毒的多重ＰＣＲ方法。

多重ＰＣＲ在兰花病毒检测的利用主要集中于ＣｙｍＭＶ和
ＯＲＳＶ的双重检测［５－９］，如郑国华等利用２对特异引物在同

一个ＰＣＲ反应体系进行扩增的方法，建立了二温式多重
ＲＴ－ＰＣＲ同时检测 ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ２种病毒的方法［８］；章

鹏程等利用１对简并引物，通过一步式ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ可以同
时检测ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ复合感染情况［１０］。凤仙花坏死斑病

毒（ｉｍｐａｔｉｅｎｓｎｅｃｒｏｔｉｃｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，ＩＮＳＶ）和 ＣｙｍＭＶ２种病毒也
可以通过双重ＲＴ－ＰＣＲ同时检测［１１］。樊荣辉等通过优化三

重ＰＣＲ反应条件，一次扩增能同时检测文心兰 ＣｙｍＭＶ、
ＯＲＳＶ和菜豆黄花叶病毒（ｂｅａｎｙｅｌｌｏｗｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＢＹＭＶ）的
特异片段［１２］。ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ和兰花斑点病毒（ｏｒｃｈｉｄｆｌｅｃｋ
ｖｉｒｕｓ，ＯＦＶ）的三重 ＰＣＲ检测体系最近也已有报道［１３］。但

ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ和 ＣＭＶ的三重 ＰＣＲ检测体系目前还未见报
道。本研究根据 ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ和 ＣＭＶ外壳蛋白基因序列
保守区域设计特异性引物，建立了三重ＲＴ－ＰＣＲ检测该３种
病毒的方法，可准确快速、简便、经济地检测出蝴蝶兰带毒情

况，为尽早发现、消除病害，减少经济损失提供了技术支持。

１　材料与方法

１．１　材料
ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ和 ＣＭＶ３种病毒２０１３年采自江苏省连

云港振兴实业集团有限公司的兰花基地。其他供试蝴蝶兰材

料来源于连云港当地花卉市场。

１．２　引物设计
根据ＮＣＢＩ／ＧｅｎＢａｎｋ数据库中ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ和ＣＭＶ外

壳蛋白基因的保守序列，利用 ＮＣＢＩ／Ｐｒｉｍｅｒ－ＢＬＡＳＴ程序设
计特异ＰＣＲ引物，其中 ＣｙｍＭＶ上游引物为 ＣｙｍＭＶ－Ｆ５′－
ＣＣＧＧＴＣＡＣＣＴＣＡＴＣＡＡＴＣＧＣＣＡ－３′，下游引物为 ＣｙｍＭＶ－Ｒ
５′－ ＴＧＣＡＧＧＣＡＧＡＧＣＡＴＡＧＡＧＧＧＴＧ－３′，扩 增 产 物 为
５６１ｂｐ；ＯＲＳＶ上游引物为 ＯＲＳＶ－Ｆ５′－ＡＴＴＴＡＡＧＣＴＣＧ
ＧＣＴＴＧＧＧＣＴ－３′，下游引物为 ＯＲＳＶ－Ｒ为 ５′－ＧＴＣＴＧ
ＧＡＣＴＴＡＣＴＴＧＧＡＣＣＴＣ－３′，扩增产物为４３３ｂｐ；ＣＭＶ上游引
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物为ＣＭＶ－Ｆ（５′－ＡＣＣＧＴＧＴＧＧＧＴＴＡＣＡＧＴＴＣＧＧＡ－３′），下
游引物为 ＣＭＶ－Ｒ（５′－ＣＡＣＧＧＡＣＴＡＡＧＴＣＧＧＧＡＧＣＡＴＣ－
３′），扩增产物为３０６ｂｐ。
１．３　ｃＤＮＡ获取

取蝴蝶兰新鲜叶片，液氮研磨成粉状，用ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ试剂
盒提取叶片总ＲＮＡ，然后用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎ
ｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＴａＫａＲａ）将ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ第一链，随即保存
于－２０℃备用。所有操作均按试剂盒说明书进行。
１．４　单重ＲＴ－ＰＣＲ确定产物的特异性

采用ＶａｚｙｍｅＴａｑＤＮＡ聚合酶进行ＰＣＲ扩增，２０μＬ反应
体系的组成如下：２×Ｖａｚｙｍｅｍｉｘｂｕｆｆｅｒ１０．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ
上游引物和下游引物各 １．０μＬ，ｃＤＮＡ模板１．０μＬ，无菌水
７μＬ。ＰＣＲ反应程序如下：９５℃预变性 ３ｍｉｎ；９３℃变性
３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳分析。
１．５　多重ＲＴ－ＰＣＲ检测的建立

在单重 ＰＣＲ基础上，将上述３种 ｃＤＮＡ模板等量混合，
保持其他条件不变，分别对模板浓度、退火温度、引物浓度和

循环参数进行优化，最后确定多重ＰＣＲ最优反应体系。采用
ＶａｚｙｍｅＴａｑＤＮＡ聚合酶进行ＰＣＲ扩增，２０μＬ反应体系的组
成如下：２×ＶａｚｙｍｅｍｉｘＢｕｆｆｅｒ１０．０μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＣｙｍＭＶ
上游引物和下游引物各 ０．８μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＯＲＳＶ上游引物
和下游引物各０．８μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＣＭＶ上游引物和下游引物
各 ０．５μＬ，稀释１０倍的ｃＤＮＡ模板１．０μＬ，无菌水４．８μＬ。
ＰＣＲ反应程序如下：９５℃预变性３ｍｉｎ；９３℃变性３０ｓ，６０℃
退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。取
５μＬＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳分析。

２　结果与分析

２．１　单重ＲＴ－ＰＣＲ检测体系
分别单独采用１对引物对获得的蝴蝶兰ｃＤＮＡ样品进行

ＰＣＲ扩增，３对引物均能在相对于的样品中获得预期大小的
扩增产物（扩增产物分别为５６１、４３３、３０６ｂｐ），电泳呈单一明
亮条带（图１），阴性水对照没有阳性条带，表明检侧结果是特
异性的，适合用于病毒检侧。

２．２　三重ＲＴ－ＰＣＲ检测体系
扩增ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ和 ＣＭＶ的 ３对引物按等量浓度混

合，对蝴蝶兰ｃＤＮＡ混合样品进行扩增，效果不理想。经过系
列优化后，扩增ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ和 ＣＭＶ的３对引物的浓度比

例为ＣｙｍＭＶ∶ＯＲＳＶ∶ＣＭＶ＝１．６∶１．６∶１，蝴蝶兰ｃＤＮＡ混
合样品稀释１０倍，可以在同一个 ＰＣＲ反应体系中成功扩增
出３个病毒ＣＰ基因的特异序列片段（图２）

２．３　三重ＲＴ－ＰＣＲ检测的应用
利用优化后ＲＴ－ＰＣＲ体系，检测疑似病毒侵染的１７个

蝴蝶兰材料，结果如图 ３所示：１３个（１～３、５～７、１０～１３、
１５～１７）材料检测出ＣｙｍＭＶ特异带，２个（４、９号）材料检测
出ＯＲＳＶ病毒特异带，１个（８号）材料检测出 ＣＭＶ病毒特异
带，１个（１４号）材料检测出 ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ病毒２条特异
带，阴性水对照（１８号）无ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ或ＣＭＶ特异带。所
检测的１７个蝴蝶兰材料未发现３种病毒复合侵染的情况。

３　讨论

普通单重ＲＴ－ＰＣＲ可以对单一病毒进行有效检测，但
ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ等病毒广泛分布于世界各地商业生产的兰花
中，感染３０多种兰属花卉，且这些病毒还易于形成复合侵染，
严重降低兰花的商业价值［１４］。同时检测２种或多种主要兰
花病毒的双重或多重ＰＣＲ技术已有多个成功的报道，它们可
以降低检测成本，缩短病毒检测时间，提高检测效率，包括针

对ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ的双重 ＰＣＲ检测［５－１０］，针对 ＩＮＳＶ和
ＣｙｍＭＶ双重 ＰＣＲ检测［１１］，针对 ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ和 ＢＹＭＶ的
三重检测［１２］，针对ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ和ＯＦＶ的三重ＰＣＲ检测体
系［１３］等。对于病毒的检测，并非所有的病毒都可以用同一种

方法检测，也没有一种方法可以检测出所有的病毒，应根据所

研究的病毒特性及具体的试验条件、科研水平和操作人员的

技术水平选用合适的方法。本研究针对蝴蝶兰ＣｙｍＭＶ、
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ＯＲＳＶ和ＣＭＶ３种病毒，成功建立了 ＲＴ－ＰＣＲ三重检测技
术，该项技术的关健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。本研究中所涉及３种
病毒外壳蛋白基因序列同源性较高，因而用ＰＣＲ方法对其进
行检测可获得较稳定可靠的结果。

参考文献：

［１］苏俊明，张友强．蝴蝶兰病毒病发生与防治（二）［Ｎ］．中国花卉
报，２００８－０５－２４（００３）．

［２］郑　轩，成巨龙，赵　震，等．五种烟草病毒 ＴＭＶ、ＣＭＶ、ＴＥＶ、
ＰＶＹ及ＴＶＢＭＶ的多重ＲＴ－ＰＣＲ同步检测［Ｊ］．植物病理学报，
２０１１，４１（２）：１４６－１５３．

［３］张　威，白艳菊，范国权，等．应用三重 ＲＴ－ＰＣＲ技术检测三种
马铃薯病毒［Ｊ］．中国马铃薯，２０１５（３）：１６２－１６６．

［４］罗文彬，李华伟，汤　浩，等．马铃薯５种病毒多重ＰＣＲ检测技术
的建立及应用［Ｊ］．园艺学报，２０１５，４２（２）：２８０－２８８．

［５］曾燕君，莫　饶，刘志昕，等．兰花两种主要病毒双重 ＲＴ－ＰＣＲ
检测方法的建立［Ｊ］．江西农业学报，２００９，２１（７）：１２－１４．

［６］张妙彬，潘丽晶，肖　杨，等．双重 ＲＴ－ＰＣＲ同时检测兰花两种
主要病毒的研究［Ｊ］．广东农业科学，２０１０，３７（５）：１６６－

１６７，１８０．
［７］闻伟刚，谭　钟，崔俊霞．实时荧光ＲＴ－ＰＣＲ方法检测齿兰环斑
病毒与建兰花叶病毒［Ｊ］．植物保护，２００９，３５（４）：１０１－１０４．

［８］郑国华，明艳林，林德钦，等．二温式多重 ＲＴ－ＰＣＲ同时检测两
种主要兰花病毒的研究［Ｊ］．植物保护，２００７，３３（２）：１１３－１１５．

［９］周国辉，陈晓琴，李梅辉，等．双重一步法 ＲＴ－ＰＣＲ同时检测兰
花上的两种主要病毒［Ｊ］．农业生物技术学报，２００４，１２（６）：
７４３－７４４．　

［１０］章鹏程，陈芝娟，杨科府，等．一步式 ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ同时检测２
种兰花病毒的探讨［Ｊ］．浙江农业科学，２０１２（８）：１１６５－１１６８．

［１１］丁元明，张巧萍，王云月，等．兰花上凤仙花坏死斑病毒和建兰
花叶病毒双重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的建立［Ｊ］．植物检疫，２００９，
２３（４）：３２－３３．

［１２］樊荣辉，黄敏玲，钟淮钦，等．文心兰３种主要病毒多重 ＲＴ－
ＰＣＲ检测体系的建立［Ｊ］．福建农业学报，２０１５（７）：６９７－７００．

［１３］ＡｌｉＲ，ＤａｎｎＡ，ＣｒｏｓｓＰ，ｅｔａｌ．ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＲＴ－ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｒｅｅｃｏｍｍｏｎｖｉｒｕｓｅｓｉｎｆｅｃｔｉｎｇｏｒｃｈｉｄｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＶｉｒｏｌｏｇｙ，
２０１４，１５９（１１）：３０９５－３０９９．

［１４］万晴姣，李欲轲，马　骏，等．贵州齿兰环斑病毒的分子鉴定
［Ｊ］．贵州农业科学，２０１４（８）：９６－９８．
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３种药剂防治蕹菜田斜纹夜蛾
药效比较和残留分析

钱忠海１，洪素娣２，沈迎春１，黄建华２，眭　丹２，史金剑２，徐炜枫３

（１．江苏省农药检定所，江苏南京２１００３６；２．江苏省丹阳市植保植检站，江苏丹阳２１２３００；３．江苏省农产品质量检测中心，江苏南京 ２１００３６）

　　摘要：为指导蕹菜田间斜纹夜蛾的科学防治，保障农产品质量安全，采用田间试验的方法，对斜纹夜蛾核型多角体
病毒、茚虫威和虫酰肼开展田间药效试验与最终残留验证试验。田间药效试验结果表明，２０％虫酰肼悬浮剂２０００倍
液、１２００倍液对蕹菜田斜纹夜蛾具有较理想的防治效果，持效期可达１５ｄ左右，且对作物安全，可以大面积推广使
用。残留验证结果表明，３０％茚虫威水分散粒剂的２种浓度药剂喷施田间，蕹菜收获后有少量残留，但远低于国家限
量标准，２０％虫酰肼悬浮剂的２种浓度药剂喷施田间未检测到农药残留。２００亿ＰＩＢ／ｇ斜纹夜蛾核型多角体病毒在蕹
菜上也有较好的防治效果，但其持效期较短，一般药后７ｄ左右要进行第２次防治，但由于其是生物农药，建议在绿色
蔬菜基地使用。
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　　斜纹夜蛾（Ｐｒｏｄｅｎｉａｌｉｔｕｒａ）属鳞翅目（Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ）夜蛾科
（Ｎｏｃｔｕｉｄａｅ），为间歇性暴发的暴食性害虫［１－３］，已知寄主范围

多于１０９科３８９种［４］，在蔬菜上主要危害十字花科、茄科、豆

类、瓜类、菠菜、蕹菜、芋等蔬菜［１］。斜纹夜蛾属世界性分布

的害虫，在热带和亚热带地区种群数量大，常年发生危害，给

农业生产造成巨大的经济损失。在国内各地均有分布，是我

国农业生产上的主要害虫之一，多次造成灾害性危害。斜纹

夜蛾具有很强的繁殖力，平均每头雌虫可产卵８００粒左右［５］，

其幼虫共６个龄期，３龄后进食量大增，危害较大［６－７］。近年

来，斜纹夜蛾在各地发生的频率明显提高［８－９］，呈上升趋

势［１０］。化学农药的长期不合理使用，导致斜纹夜蛾的抗药性

逐渐增强，防治难度加大［１１－１２］。目前，斜纹夜蛾对有机磷、聚

酯等多种杀虫剂都产生了不同程度的抗药性［１１，１３－１４］。
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