
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
　　ｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０２２，２３（５）：２５８６．

［１２］王铁固，马　娟，张怀胜，等．玉米雄穗主轴长度和分枝数的主

基因＋多基因遗传分析［Ｊ］．核农学报，２０１２，２６（２）：２８０－

２８７．　

［１３］ＭｏｃｋＪＪ，ＳｃｈｕｅｔｚＳＨ．Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅｏｆｔａｓｓｅｌｂｒａｎｃｈｎｕｍｂｅｒｉｎ

Ｍａｉｚｅ１［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ，１９７４，１４（６）：８８５－８８８．

［１４］陈俊宇，卢　峰，陈婉莹，等．玉米生育期相关性状 ＱＴＬ定位

［Ｊ］．江苏农业科学，２０２２，５０（８）：６３－６８．

［１５］刘欢欢，王　艳，陈婉莹，等．玉米穗位叶快速叶绿素荧光参数

及产量相关性状 ＱＴＬ定位［Ｊ］．分子植物育种，２０２２，２０（６）：

１８７２－１８８２．

［１６］ＷａｎｇＤＦ，ＰｏｒｔｉｓＡＲ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｏｘｉｄｉｚｅｄｌａｒｇｅ

ｉｓｏｆｏｒｍｏｆｒｉｂｕｌｏｓｅ－１，５－ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ／ｏｘｙｇｅｎａｓｅ

（ｒｕｂｉｓｃｏ）ａｃｔｉｖａｓｅｔｏＡＤＰｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｓｄｕｅｔｏａｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎｉｔｓｃａｒｂｏｘｙｌｅｘｔｅｎｓｉｏｎａｎｄｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｏｃｋｅｔ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００６，２８１（３５）：２５２４１－２５２４９．

［１７］ＭｃＣｏｕｃｈＳＲ，ＣｈｏＹ Ｇ，ＹａｎｏＭ，ｅｔａｌ．ＲｅｐｏｒｔｏｎＱＴＬ

ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ［Ｊ］．ＲｉｃｅＧｅｎｅｔｉｃｓＮｅｗｓｌｅｔｔｅｒ，１９９７，１４：１１－１３

［１８］刘军霞，何小娟，刘婷婷．不同环境下玉米雄穗分枝数和主轴长

的ＱＴＬ分析［Ｊ］．分子植物育种，２０１８，１６（１０）：３２１９－３２２６．

［１９］陈正杰．玉米雄穗分枝数目数量遗传分析及ＱＴＬ定位［Ｄ］．雅

安：四川农业大学，２０１４．

［２０］高　晶，李海灵，田　然，等．玉米雄穗相关性状ＱＴＬ分析［Ｊ］．

玉米科学，２０２２，３０（２）：３５－４１，５０．

［２１］白成银．玉米雄穗分枝数的 ＱＴＬ定位［Ｄ］．雅安：四川农业大

学，２０１３．

宋起萱，浦艳飞，余蓉培，等．蝴蝶兰建兰花叶病毒和齿兰环斑病毒的实时荧光定量ＰＣＲ检测［Ｊ］．江苏农业科学，２０２３，５１（１５）：２１－２８．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２３．１５．００４

蝴蝶兰建兰花叶病毒和齿兰环斑病毒

的实时荧光定量 ＰＣＲ检测
宋起萱１，浦艳飞１，余蓉培２，３，瞿素萍２，３，杨春梅２，３，吴丽芳２，３，汪国鲜２，３，阮继伟２，３

（１．云南大学资源植物研究院，云南昆明６５０５０４；２．云南省农业科学院花卉研究所／国家观赏园艺工程技术研究中心，云南昆明 ６５０２０５；
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　　摘要：建兰花叶病毒（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称 ＣｙｍＭＶ）和齿兰环斑病毒（Ｏｄｏｎｔｏｇｌｏｓｓｕｍｒｉｎｇｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，简称
ＯＲＳＶ）是蝴蝶兰生产中的主要病毒病害，建立稳定、灵敏的检测体系是进行病毒早期检测和脱毒技术研究的前提。
本研究首先对ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ的外壳蛋白（ｃｏａｔｐｒｏｔｅｉｎ，简称ＣＰ）基因片段进行克隆和序列比对，随后设计特异性引
物，分别构建２种病毒的ＲＴ－ｑＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，简称ＲＴ－ｑＰＣ）检测体系，并对云南地区２０份样品进
行检测。研究结果显示，ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶＣＰ基因序列与其他地区分离物中这２种病毒的核苷酸序列相似性分别为
９７．９２％～９８．６６％和９９．１２％～９９．５６％，其ＣＰ基因序列具有保守性。ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ在 ＲＴ－ｑＰＣＲ体系中最低检
出浓度分别为３０．９、３５．０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，灵敏度较ＲＴ－ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，简称 ＲＴ－ＰＣＲ）
提高１０倍。利用ＲＴ－ｑＰＣＲ体系对２０份温室样品进行检测，ＣｙｍＭＶ阳性率为１００％，ＯＲＳＶ阳性率为９０％，阳性率
均高于ＲＴ－ＰＣＲ检测结果。本研究构建的ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶＲＴ－ｑＰＣＲ检测体系将为蝴蝶兰病毒病早期监测和脱毒
种苗的培育奠定基础。
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　　蝴蝶兰（Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓｓｐｐ．）是一种原产于热带 亚热带地区的附生兰科植物，形态高雅、花期较长，

是世界重要的花卉种类之一［１－２］。商品销售的蝴蝶

兰多采用组织培养方法繁殖，长期无性繁殖使得病

毒积累严重。目前，能够感染兰花的病毒有５０多
种，其中，建兰花叶病毒（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简
称ＣｙｍＭＶ）和齿兰环斑病毒（Ｏｄｏｎｔｏｇｌｏｓｓｕｍｒｉｎｇｓｐｏｔ
ｖｉｒｕｓ，简称ＯＲＳＶ）是兰花中感染较为严重和普遍的
２种病毒［３－４］。蝴蝶兰植株感染 ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ
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后，叶片分别会出现黄色环斑和条纹花斑，花朵出

现褪色，使观赏价值极大降低，造成巨大经济损失，

严重制约了我国蝴蝶兰产业的发展［５］。因此，亟待

建立快速准确的 ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ检测体系，为蝴
蝶兰带病毒植株的早期鉴定以及种苗脱毒体系的

构建提供可靠的技术保障。

ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ是正义单链 ＲＮＡ病毒［（＋）
ｓｓＲＮＡ］［３］。 ＣｙｍＭＶ 隶 属 于 线 形 病 毒 科

（Ｆｌｅｘｉｖｉｒｉｄａｅ）马铃薯 Ｘ病毒属（Ｐｏｔｅｘｖｉｒｕｓ），病毒粒
体由外壳蛋白和正义单链ＲＮＡ基因组组成，基因组
全长６．３ｋｂ，包含５个开放阅读框（ＯＲＦ），ＯＲＦ５编
码２４ｋｕ外壳蛋白［６－８］。ＯＲＳＶ隶属于烟草花叶病
毒属（Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ），直杆状颗粒，病毒粒体分散在
细胞质内呈晶格排列，基因组全长６６１８ｂｐ，具有５
个ＯＲＦ，ＯＲＦ５编码１８ｋｕ外壳蛋白［３，９－１０］。

目前，ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ的检测方法主要有电镜
法、血清学方法和分子生物学方法［１１－１２］。其中，分

子生物学方法是从核酸水平来检测病毒，可以进行

大批量的样品检测，具有灵敏度高、特异性强、检测

速度快、操作简便等优点［１１］。实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，简称
ＲＴ－ｑＰＣＲ）是分子生物学检测法中一种高效、稳
定、准确的检测技术，它是在 ＰＣＲ反应体系中加入
荧光基团，利用荧光信号积累实时监测整个ＰＣＲ进
程，最终通过标准曲线可对未知模板进行准确定量

分析［１３］。灵敏度是 ＲＴ－ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，简称 ＲＴ－ＰＣＲ）的 １０～
１０００倍［１４－１７］。该技术在蔬菜、花卉、果树等园艺

植物病毒检测中有广泛应用［１８－２１］。但目前对于蝴

蝶兰ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ的 ＲＴ－ｑＰＣＲ检测方法尚缺
乏深入报道。

本研究分别对ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ外壳蛋白（ｃｏａｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ，简称 ＣＰ）编码基因设计特异性引物，克隆
ＣＰ基因片段序列，构建 ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ质粒标准
品，进而分别建立ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ的ＲＴ－ｑＰＣＲ检
测体系，并应用于云南温室栽培蝴蝶兰的 ＣｙｍＭＶ
和ＯＲＳＶ检测。该体系将为蝴蝶兰规模化生产中
ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ准确高效检测提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　植物材料
使用云南省农业科学研究院花卉研究所九溪

基地保存的ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ感病植株作为植物材

料，于２０２２年３月在云南省花卉育种重点实验室进
行ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ的外壳蛋白基因片段克隆。用
于检测的温室植株亦种植于云南省农业科学院花

卉研究所九溪基地。

１．２　总ＲＮＡ提取与反转录
使用艾德莱生物的多糖多酚复杂植物 ＲＮＡ快

速提取试剂盒进行蝴蝶兰叶片总 ＲＮＡ提取。用
ＮＤ２０００－超微量紫外可见光分光光度计测定 ＲＮＡ
浓度、Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ，用１％琼脂糖凝胶电泳检测所提
ＲＮＡ的完整性。

使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＩＶ１ｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｍｉｘ试剂盒（ＴａＫａＲａ）对ＲＮＡ进行反转录，在ＲＮａｓｅ
Ｆｒｅｅ管中加入２μＬ模板 ＲＮＡ、２μＬＰｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔＩＶ
ｃＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓＭｉｘ、６μＬｄｄＨ２Ｏ配制混合液。混合
液在４２℃孵育２０ｍｉｎ后，７０℃孵育１５ｍｉｎ，得到
ｃＤＮＡ溶液保存于 －２０℃冰箱中，可用于 ＰＣＲ和
ＲＴ－ｑＰＣＲ。
１．３　ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ的 ＣＰ基因片段克隆与序列
分析

在ＮＣＢＩ上查找ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ的ＣＰ基因序
列，使用ＮＣＢＩ的Ｐｒｉｍｅｒ－ＢＬＡＳＴ设计引物（表１），
并由北京擎科生物科技有限公司进行引物合成。

以感染ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ植株的ｃＤＮＡ为模板，使用
诺唯赞ＧｒｅｅｎＴａｑＭｉｘ试剂盒和表１中的引物对ＣＰ
基因片段克隆。反应体系如下：０．５μＬ模板ｃＤＮＡ，
上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５μＬ，５μＬＧｒｅｅｎ
ＴａｑＭｉｘ，３．５μＬｄｄＨ２Ｏ。反应条件为：９５℃预变性
３ｍｉｎ；９５℃ 变性１５ｓ，５７℃退火１５ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，进行３５个循环；最后 ７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ
产物用１％琼脂糖凝胶电泳进行检测。测序结果使
用ＤＮＡＭＡＮ软件进行序列分析。

表１　ＣｙｍＭＶ与ＯＲＳＶ的ＣＰ基因片段克隆引物

引物名称
引物序列

（５′→３′）
引物长度

（ｂｐ）
产物长度

（ｂｐ）

ＣｙｍＭＶ－Ｆ ＣＣＧＧＴＣＡＣＣＴＣＡＴＣＡＡＴＣＧＣＣＡ ２２ ５３４
ＣｙｍＭＶ－Ｒ ＴＧＣＡＧＧＣＡＧＡＧＣＡＴＡＧＡＧＧＧＴＧ ２２

ＯＲＳＶ－Ｆ ＧＣＴＴＧＧＧＣＴＧＡＣＣＣＣＡＡＴＴＣＡＣＴ ２３ ２３５
ＯＲＳＶ－Ｒ ＧＧＡＴＴＣＴＧＣＧＧＡＴＴＴＴＣＴＡＣＣＴＣＧ ２４

１．４　质粒标准品制备
将ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ的 ＣＰ基因片段克隆得到

的ＰＣＲ产物使用全式金公司的 ＥａｓｙＰｕｒｅ Ｑｕｉｃｋ
ＧｅｌＥｘｔｒａｔｉｏｎＫｉｔ进行切胶回收并纯化。将回收纯化
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后的产物与ｐＥＡＳＹ －Ｔ３ＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ进行载体连
接，随后转化到 Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１ＰｈａｇｅＲｅｓｉｓｔａｎｔ感受态
细胞中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养１ｈ后，将菌液均匀涂
于含有５０ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素 ＬＢ平板上，３７℃倒置
培养１２ｈ，随后挑取单菌落于５０ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素
ＬＢ液体培养基中扩大培养。将得到的菌液进行
ＰＣＲ，产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测鉴定，选取条
带明亮且正确的菌液送至北京擎科生物科技有限

公司进行测序。

选择测序结果正确的菌液，使用全式金公司

ＥａｓｙＰｕｒｅ ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＰｒｅｐＫｉｔ分别提取质粒，并
放置于－２０℃保存，将其作为 ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ质
粒标准品使用。运用公式 Ｃ＝Ａ×１０－９×Ｂ－１×
６．０２×１０２３（Ａ为质粒浓度，ｎｇ／μＬ；Ｂ为质粒ＤＮＡ分
子量；Ｃ为质粒标准品浓度，ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；６．０２×１０２３

为摩尔分子数）计算出 ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ质粒标准
品浓度分别为 ３．０９×１０１１、３．５０×１０１１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。
１．５　ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ实时荧光定量 ＰＣＲ检测体
系的构建

１．５．１　引物设计　根据ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ的ＣＰ基
因克隆片段测序结果，使用 ＮＣＢＩ上的 Ｐｒｉｍｅｒ－
ＢＬＡＳＴ分别设计ＲＴ－ｑＰＣＲ引物（表２），引物由北
京擎科生物科技有限公司进行合成。

表２　ＣｙｍＭＶ与ＯＲＳＶ实时荧光定量ＰＣＲ检测的引物序列

引物名称
引物序列

（５′→３′）
引物长度

（ｂｐ）
产物长度

（ｂｐ）

ＣｙｍＭＶ－ｑＦ ＧＴＧＧＴＧＴＧＧＡＡＴＣＴＧＡＴＧＣＴＧＧ ２２ １１４
ＣｙｍＭＶ－ｑＲ ＧＧＡＡＴＣＧＡＣＧＧＣＡＴＣＧＡＡＧＡＡＧ ２２

ＯＲＳＶ－ｑＦ ＧＣＴＣＧＡＡＣＡＡＣＴＧＴＴＣＡＡＣＡＧＣ ２２ １２２
ＯＲＳＶ－ｑＲ ＧＧＡＴＣＴＡＡＴＡＴＡＧＧＡＴＣＡＴＡＧＣＧ ２３

１．５．２　ＲＴ－ｑＰＣＲ反应体系构建　采用ＴａＫａＲａ公
司的ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）
进行ＲＴ－ｑＰＣＲ，反应体系为：２．０μＬ模板 ｃＤＮＡ，
上、下游引物各１．０μＬ，１２．５μＬＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑⅡ，８．５μＬｄｄＨ２Ｏ。反应条件为：９５℃ ３０ｓ；
９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环；９５℃１０ｓ。熔解曲
线分析温度范围为６５～９５℃。反应在ＣＦ－Ｘ９６荧
光定量ＰＣＲ仪上进行。
１．５．３　建立标准曲线　将 ＣｙｍＭＶ与 ＯＲＳＶ质粒
标准品用 ＴａＫａＲａ的 ＥＡＳＹＤｉｌｕｔｉｏｎ稀释液按１０倍
梯度逐级稀释，形成终浓度为 １０５～１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ
的５个梯度，分别进行ＲＴ－ｑＰＣＲ反应，每个浓度梯

度设置３次重复，并根据结果计算得到标准曲线。
１．５．４　灵敏度检测　按 １０倍梯度对 ＣｙｍＭＶ与
ＯＲＳＶ质粒标准品进行稀释，终浓度分别为３０９×
１００～３．０９×１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ和 ３．５０×１００～３．５０×
１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，随后以稀释后各梯度质粒标准品为
模板，分别对２种病毒进行ＲＴ－ＰＣＲ和 ＲＴ－ｑＰＣＲ
检测，比较２种方法的灵敏度。ＲＴ－ＰＣＲ检测所用
的引物和反应体系参照“１．３”节中ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ
的ＣＰ基因片段克隆方法。
１．６　温室样品检测

对种植于云南省农业科学院花卉研究所九溪

基地的 ＬＬ２９、初恋、大辣椒和蓝宝石等４个蝴蝶兰
品种，每个品种５株，共２０份样品，分别提取叶片总
ＲＮＡ，采用 ＲＴ－ＰＣＲ和 ＲＴ－ｑＰＣＲ体系进行
ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ病毒检测。

２　结果与分析

２．１　ＣｙｍＭＶ、ＯＲＳＶ的 ＣＰ基因片段克隆及序列
分析

本研究以感染 ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ蝴蝶兰植株的
ｃＤＮＡ为模板，使用表 １中引物分别对 ＣｙｍＭＶ和
ＯＲＳＶ的ＣＰ基因片段进行克隆，所使用的引物特异
性较好，获得了目的片段条带（图１）。经测序获得
５３４ｂｐＣｙｍＭＶ的 ＣＰ基因片段序列，以及 ２３５ｂｐ
ＯＲＳＶ的ＣＰ基因片段序列。

　　利用ＤＮＡＭＡＮ软件对克隆到的 ＣｙｍＭＶＣＰ基
因片段序列进行分析，结果（图 ２）显示，本研究
ＣｙｍＭＶ的ＣＰ基因片段序列与已登录的ＣｙｍＭＶ的
ＣＰ基因相应序列（ＧｅｎＢａｎｋ：Ｕ６２９６３．１）有１２个核
苷酸差异，１个氨基酸差异，核苷酸相似性为
９８２１％，氨基酸相似性为 ９９．５５％，表明克隆出的
目的条带正确。与其他地区分离物中 ＣｙｍＭＶ的
ＣＰ基 因 （巴 西 ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＸ９６０７３７．１；河 南
ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＵ８７３０００；云南 ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＭ０５５６４０．２；
西藏ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＰ１３７３６８．１）进行比对分析，结果显
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示，本研究ＣｙｍＭＶＣＰ基因片段序列与上述地区分
离物中 ＣｙｍＭＶＣＰ基因序列核苷酸相似性为
９７９２％ ～９８．６６％，氨基酸相似性为 ９５．５２％ ～
９９５５％，表明来自不同地区分离物中的ＣｙｍＭＶＣＰ
基因序列存在保守性。

　　本研究克隆获得的 ＯＲＳＶＣＰ基因片段序列与
已登录的 ＯＲＳＶ的 ＣＰ基因相应序列（ＧｅｎＢａｎｋ：
ＡＪ６０６１０５．１）有７个核苷酸差异，５个氨基酸差异，
核苷酸相似性为 ９８．５３％，氨基酸相似性为
９６８４％，表明克隆出的目的条带正确（图３）。与广
州 （ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＦ８３６０７９．１）、印 度 （ＧｅｎＢａｎｋ：
ＭＮ０２７９１９．１）、贵州（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＦ２２５４７１．１）、台湾
（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＦ４５５２７４．１）等其他地区分离物中的
ＯＲＳＶＣＰ基因相应序列的核苷酸相似性为９９．１２％～
９９．５６％，氨基酸相似性为９８．７３％ ～９９．３７％，表明
来自不同地区分离物中的 ＯＲＳＶＣＰ基因序列存在
保守性。

２．２　ＲＴ－ｑＰＣＲ标准曲线的建立
本研究首先对 ＲＴ－ｑＰＣＲ引物特异性进行分

析，结果表明，表 １中引物用于蝴蝶兰 ＣｙｍＭＶ和
ＯＲＳＶＣＰ基因序列ＲＴ－ｑＰＣＲ检测时，熔解曲线为
单一峰，引物特异性较好（图４－Ａ、图４－Ｂ）。

质粒标准品以１０倍梯度逐级稀释后，ＣｙｍＭＶ
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选取３．０９×１０５～３．０９×１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ等５个浓度
的质粒标准品为模板，ＯＲＳＶ选取 ３．５０×１０５～
３．５０×１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ等５个浓度的质粒标准品为模
板，分别建立ＲＴ－ｑＰＣＲ标准曲线。结果表明，２种
病毒质粒模板浓度的对数值与循环定量（Ｃｑ）值呈
现良好的线性关系，ＣｙｍＭＶ的标准曲线为 ｙ＝

－３．４５９ｘ＋４３．９８，ｒ２ ＝０．９９９，扩增效率（Ｅ）为
９４６％（图 ５－Ａ）；ＯＲＳＶ的标准曲线为 ｙ＝
－３．４２７ｘ＋４８．４２，ｒ２＝０．９８４１，扩增效率为９５８％
（图５－Ｂ），其中，ｙ均为Ｃｑ值，ｘ为模板浓度（Ｃ）的
对数值（ｌｇＣ＝ｘ）。该标准曲线可用于后期病毒浓
度的计算。

２．３　ＲＴ－ｑＰＣＲ和ＲＴ－ＰＣＲ灵敏度的比较
将母液浓度为３．０９×１０１１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的ＣｙｍＭＶ

质粒标准品和３．５０×１０１１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的 ＯＲＳＶ质粒
标准品分别按１０倍等比稀释，以终浓度为３．０９×

１００～３．０９×１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的ＣｙｍＭＶ质粒标准品和
３．５０×１００～３．５０×１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的 ＯＲＳＶ质粒标
准品为模板，进行实时荧光定量 ＰＣＲ检测和普通
ＲＴ－ＰＣＲ检测。结果如图６、图７所示，ＲＴ－ＰＣＲ
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能检测出的 ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ最低浓度分别为
３．０９×１０２、３．５０×１０２ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；ＲＴ－ｑＰＣＲ能检测
出的ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ最低浓度分别为３．０９×１０、
３．５０×１０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。实时荧光定量 ＰＣＲ比普通
ＰＣＲ检测的灵敏度提高１０倍。
２．４　蝴蝶兰温室栽培植株ＣｙｍＭＶ及ＯＲＳＶ检测

同时采用 ＲＴ－ＰＣＲ和 ＲＴ－ｑＰＣＲ２种方法对
ＬＬ２９、初恋、大辣椒和蓝宝石等４个蝴蝶兰品种进
行ＣｙｍＭＶ与 ＯＲＳＶ检测，检测结果如表 ３所示，２

种检测方法对病毒检测的灵敏度存在差异。对２０
份样本的 ＲＴ－ＰＣＲ结果显示，１５份样品携带
ＣｙｍＭＶ，６份样品携带ＯＲＳＶ，阳性率分别为７５％和
３０％。ＲＴ－ｑＰＣＲ结果则显示，２０份样品均携带
ＣｙｍＭＶ，阳性率为１００％，病毒含量在３．７５×１０１～
１．４７×１０１１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ之间；１８份样品携带 ＯＲＳＶ，
阳性率为 ９０％，病毒含量在 ９．７９×１０２～８．１６×
１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ之间，蓝宝石中有２株不携带 ＯＳＲＶ。
总体上看，ＲＴ－ｑＰＣＲ检测的灵敏性更高。

表３　采用ＲＴ－ＰＣＲ和ＲＴ－ｑＰＣＲ对温室栽培蝴蝶兰样品进行ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ检测的结果

样品
ＣｙｍＭＶ ＯＲＳＶ

Ｃｑ值 病毒含量（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ） ＲＴ－ＰＣＲ检测结果 Ｃｑ值 病毒含量（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ） ＲＴ－ＰＣＲ检测结果

ＬＬ２９－１ ９．４ ９．９１×１０９ ＋ ３５．８２ ４．７５×１０３ －

ＬＬ２９－２ ２９．３１ １．７４×１０４ ＋ ３４．９７ ８．４１×１０３ －

ＬＬ２９－３ ２７．６４ ５．２８×１０４ ＋ ３３．９９ １．６２×１０４ －

ＬＬ２９－４ ２２．２１ １．９６×１０６ ＋ ３２．２７ ５．１６×１０４ ＋

ＬＬ２９－５ ２３．９７ ６．０８×１０５ ＋ ３４．１８ １．４３×１０４ －

初恋１ ６．５５ ６．６１×１０１０ ＋ １８．０２ ７．４３×１０８ ＋

初恋２ ６．７７ ５．７１×１０１０ ＋ ２０．２ １．７２×１０８ ＋

初恋３ ８．６１ １．６８×１０１０ ＋ １７．８８ ８．１６×１０８ ＋

初恋４ ５．７９ １．１０×１０１１ ＋ １９．４７ ２．８０×１０８ ＋

初恋５ ５．３５ １．４７×１０１１ ＋ １８．１１ ６．９９×１０８ ＋

大辣椒１ ３３．８８ ８．２９×１０２ ＋ ３４．９４ ８．５８×１０３ －

大辣椒２ ３３．７５ ９．０４×１０２ ＋ ３５．０７ ７．８６×１０３ －

大辣椒３ ３４．１４ ６．９８×１０２ ＋ ３５．４８ ５．９７×１０３ －

大辣椒４ ３４．４０ ５．８７×１０２ ＋ ３４．７７ ９．６２×１０３ －

大辣椒５ ３８．０５ ５．１７×１０１ － ３８．１７ ９．７９×１０２ －

蓝宝石１ ３６．６０ １．３６×１０２ － Ｎ／Ａ －

蓝宝石２ ３８．５３ ３．７５×１０１ － ３８．０６ １．０５×１０３ －

蓝宝石３ ３７．５９ ７．０２×１０１ － ３７．７３ １．３２×１０３ －

蓝宝石４ ３６．６２ １．３４×１０２ － ３７．２９ １．７７×１０３ －

蓝宝石５ ３４．２５ ６．４８×１０２ ＋ Ｎ／Ａ －

　　注：“＋”表示ＲＴ－ＰＣＲ检测结果为阳性；“－”表示ＲＴ－ＰＣＲ检测结果为阴性；Ｎ／Ａ表示未检测到病毒。
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尽管温室栽培的蝴蝶兰样品普遍携带 ＣｙｍＭＶ与
ＯＲＳＶ，但是从病毒拷贝数来看，不同的品种携带病
毒的情况不同，大辣椒和蓝宝石携带 ＣｙｍＭＶ与
ＯＲＳＶ的情况较轻，而初恋携带病毒的情况较为严
重，且ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ复合感染的情况较为严重。

３　讨论与结论

本研究从蝴蝶兰感病植株中克隆得到 ＣｙｍＭＶ
和ＯＲＳＶ的 ＣＰ基因片段。测序后将所得 ＣｙｍＭＶ
ＣＰ基因序列与其他地区ＣｙｍＭＶ分离物ＣＰ基因序
列进行比对，得到核苷酸序列与氨基酸序列相似性

分别为 ９７．９２％ ～９８．６６％和 ９５．５２％ ～９９．５５％。
与此相似，ＣｙｍＭＶ广东分离物与３０个其他地区的
ＣｙｍＭＶ分离物比对，核苷酸序列与氨基酸序列相似
性分 别 为 ８９．７３％ ～９８．６６％ 和 ９７．３１％ ～
１００００％［２２］。Ｒａｏ等通过多序列比较，发现 ８９个
ＣｙｍＭＶＣＰ序列核苷酸与氨基酸相似性分别为
８４６％～１００．００％和８９．５％～１００．００％［２３］，本研究

结果与之相似。本研究中 ＯＲＳＶＣＰ基因片段测序
后与其他地区 ＯＲＳＶ分离物序列进行对比，得到核
苷酸序列与氨基酸序列相似性分别为 ９９．１２％ ～
９９．５６％和９８．７３％～９９．３７％。与此相似，ＯＲＳＶ广
东分离物与３７个其他地区的ＯＲＳＶ分离物比对，核
苷酸序列与氨基酸序列相似性分别为 ９６．６５％ ～
１００．００％和９３．６７％～１００．００％［２２］。吴伟文等所得

ＯＲＳＶ江苏分离物与１４１个其他地区 ＯＲＳＶ分离物
ＣＰ基因核苷酸序列相似性在９４％以上［２４］，本研究

结果与之相似。由此可见，ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ的 ＣＰ
基因核苷酸序列及编码蛋白氨基酸序列在来自不

同地区的分离物间存在保守性，这 ２种病毒的 ＣＰ
基因片段可作为模板，构建稳定的病毒检测体系，

用于检测不同地区的蝴蝶兰植株。

灵敏度是影响病毒早期诊断的关键因素［２５］。

本研究构建的 ＲＴ－ｑＰＣＲ检测体系能检测出
ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ的最低浓度分别为 ３．０９×１０、
３．５０×１０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。与此相似，溧芳等在使用
ＲＴ－ｑＰＣＲ对河南蝴蝶兰的检测中，可检测出
ＣｙｍＭＶ最低浓度为２．６６×１０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ［２６］。宋蒙
等在百合中使用 ＲＴ－ｑＰＣＲ检测车前草花叶病毒
（Ｐｌａｎｔａｇｏａｓｉａｔｉｃａｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称 ＰｌＡＭＶ），可检
出最低浓度为 １．３×１０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ［２７］，本研究结果
与之类似，检测下限均处于 １０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ数量级。
然而，Ｅｕｎ等以ＴａｑＭａｎ探针为检测体系中的荧光

指示剂，使用 ＲＴ－ｑＰＣＲ对兰科植物中 ＣｙｍＭＶ和
ＯＲＳＶ进行检测，可检测出ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ最低为
１０４ｃｏｐｉｅｓ［２８］，本研究结果与之存在差异，这可能是
检测体系中所用荧光指示剂不同导致的。在本研

究中，ＲＴ－ｑＰＣＲ对ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ检测的灵敏性
较 ＲＴ－ＰＣＲ提高 １０倍，这与使用 ＲＴ－ＰＣＲ和
ＲＴ－ｑＰＣＲ检测西瓜种子中黄瓜绿斑驳花叶病毒
（ｃｕｃｕｍｂｅｒｇｒｅｅｎｍｏｔｔｌｅｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＣＧＭＭＶ）的灵
敏度比较结果［１４］相同。然而，使用 ＲＴ－ｑＰＣＲ对百
合中ＰｌＡＭＶ检测灵敏度较 ＲＴ－ＰＣＲ高１００倍［２７］，

灵敏性略高于本研究，这可能是因为本研究的ＲＴ－
ＰＣＲ扩增效率较高。

ＣｙｍＭＶ和ＯＲＳＶ是兰科植物病毒中危害最严
重的 ２种病毒，且二者经常复合侵染兰科植
物［２９－３０］。本研究对２０份云南地区温室栽培的蝴蝶
兰样品进行检测，ＣｙｍＭＶ阳性率为１００％，ＯＲＳＶ阳
性率为９０％，２种病毒复合感染阳性率为９０％，蝴
蝶兰携带病毒较多，复合感染的情况较为普遍。与

此相似，柳爱春等采用酶联免疫吸附剂测定

（ＥＬＩＳＡ）检测法对浙江地区蝴蝶兰进行检测，
ＣｙｍＭＶ阳性率为７０％，ＯＲＳＶ病毒阳性率为６０％，２
种病毒复合感染率为５６．７％，表明这２种病毒对浙
江省蝴蝶兰侵染率较高［３１］。与本研究不同，谢林娜

等采用ＥＬＩＳＡ检测法对来自广东、江苏省大型蝴蝶
兰生产基地的 ４５个蝴蝶兰样品进行检测发现
ＣｙｍＭＶ阳性率为 ２０．０％，ＯＲＳＶ病毒阳性率为
７１１％，２种病毒复合感染阳性率为１７８％［３２］。周

国辉等采用双重 ＲＴ－ＰＣＲ对广东顺德１５３份兰花
样品进行检测，ＣｙｍＭＶ阳性率为４９７％，ＯＲＳＶ病
毒阳性率为 ３４．０％，２种病毒复合感染率为
１３％［３３］。本研究结果与上述研究存在差异，这可

能与不同地区蝴蝶兰品种和栽培环境差异以及检

测方法灵敏度不同有关。

综上所述，蝴蝶兰受 ＣｙｍＭＶ和 ＯＲＳＶ危害较
为普遍，未来需进一步开展种苗脱毒技术研究以此

推动蝴蝶兰产业健康发展。
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