
书书书

环 境 昆 虫 学 报 Journal of Environmental Entomology，May 2016，38 ( 3) : 565 － 571 ISSN 1674-0858

doi: 10. 3969 / j. issn. 1674 － 0858. 2016. 03. 17

烟粉虱体内木尔坦棉花曲叶病毒的
LAMP 快速检测技术
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摘要: 木尔坦棉花曲叶病毒 ( Cotton leaf curl Multan virus，CLCuMuV) 是引起世界范围内棉花曲叶病流行的主要病

原之一，目前已入侵我国广东、广西、海南、福建、云南等地区。该病害由烟粉虱传播，随着烟粉虱扩散范围增

加、危害不断加重，棉花曲叶病对我国棉花生产的潜在危害也日益增加。加强该病毒传播介体携带病毒的快速、
特异性检测技术研发，对该病害的有效检疫与防控具有重要意义。本研究基于木尔坦棉花曲叶病毒 ( CLCuMuV)

的基因序列设计出 LAMP 检测 4 条特异性引物，建立 LAMP 扩增体系并优化扩增条件，扩增试验证明引物组合的特

异性高，LAMP 检测所需时间短，仅 29 min 即可定性检测 CLCuMuV 扩增产物; 该方法较普通 PCＲ 的扩增灵敏度

高，可用于检测 1 头烟粉虱体内是否携带 CLCuMuV，简便易行，只通过颜色变绿或浊度变浑浊即可定性判断。建

立的 LAMP 检测技术可被用于苗木上烟粉虱携带 CLCuMuV 的早期检测，为介体昆虫带毒的检疫监测提供一种快

速、准确和易操作的新技术。
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Detection of Cotton leaf curl Multan virus in the adult body of the whitefly
Bemisia tabaci using LAMP technique
CHEN Ting，QI Guo-Jun，ZHAO Ｒui，HE Zi-Fu* ，LU Li-Hua* ( Guangdong Provincial Key Laboratory
of High Technology for Plant Protection，Plant Protection Ｒesearch Institute，Guangdong Academy of
Agricultural Sciences，Guangzhou 510640，China)

Abstract: Cotton leaf curl Multan virus ( CLCuMuV) ，transmitting by the silver leaf whitefly complex of
Bemisia tabaci，has caused cotton curve leaf disease in the regions of Pakistan and India since 1997． The
infested Hibiscus rose-sinensis and other host plants in the Hibisceae tribe of the family Malvaceae，were
found in the region of South China. The disease was predicted to pose potential threat to cotton production
in China once the whitefly complex as its vector disperse more widely. It is important and necessary to
develop a quick，practicable tool for detecting CLCuMuV presence in the whitefly body to efficiently prevent
the virus from spread. Based on the conservative sequence of CLCuMuV，4 primers specific to CLCuMuV
were designed and used in detection of the Begomovirus in a body of whitefly adult using Loop-Mediated
Isothermal Amplification ( LAMP) ． The reaction system for CLCuMuV detection in the infested whitely body
was set up and optimized. The LAMP technique was used to determine CLCuMuV incident in a whitefly
body within a short time of 29 min and the turbidity and green color could be oserved as indicators for
CLCuMuV present in the whitefly body. The consequences showed the tool is of specific and sensitive for
CLCuMuV detection in the whitefly．
Key wods: Cotton leaf curl Multan virus; Bemisia tabaci; LAMP; detection
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棉花曲叶病 ( Cotton leaf curl Multan Disease)

是世界棉花上的一种毁灭性病害，已在南亚、非

洲的棉花产区流行成灾并造成了巨大的经济损失

( Nateshan et al. ，1996; Briddon，2003 ) ; 而木尔

坦棉 花 曲 叶 病 毒 ( Cotton leaf curl Multan virus，
CLCuMuV) 是 引 起 该 病 害 大 流 行 的 主 要 病 毒

( Zhou et al. ，1998; Briddon ＆ Markham，2000;

Mansoor et al. ，2003 ) 。此后相继在广东、广西、
海南、福建、云南和江苏等省 ( 自治区) 发现其

侵染朱槿 Hibiscus rosa-sinensis ( 毛明杰等，2008;

林 林 等， 2011; 章 松 柏 等， 2013; 张 晖 等，

2015 ) 、黄 秋 葵 Abelmoschus esculentus ( 董 迪 等，

2010) 、垂花悬铃花 Malvaviscus arboreus ( 汤亚飞

等，2013) 、棉花 Gossypium hirsutum ( Cai et al. ，

2010; 汤 亚 飞 等， 2015 ) 及 红 麻 Hibiscus
cannabinus ( 待发表) 等植物。

木尔坦 棉 花 曲 叶 病 毒 由 烟 粉 虱 携 带 并 传 播

( Harrison et al. ，1997 ) 。目前，其传播介体—烟

粉虱在我国南、北方普遍发生 ( 罗晨和张芝利，

2000; 郭荣，2005) ，如果烟粉虱将木尔坦棉花曲

叶病毒从发生区传带到长江流域、黄河流域和西

北内陆的棉花主产区，该病害将对我国棉花生产

造成严重威胁 ( 何自福等，2010 ) 。尽管我国三大

棉花主产区尚无棉花曲叶病毒侵染棉花的报道，

但华南地 区 已 有 该 病 害 在 棉 田 零 星 发 生 的 报 道

( Cai et al. ，2010; 汤亚飞等，2015 ) 。因此，除

了加强华南地区园艺花卉植物外运的检疫防控外，

还应加强转运苗木上烟粉虱是否携带 CLCuMuV 的

检测监测，其中建立快速、高效、灵敏度高和特

异性强的检测技术对有效防止该病毒的传播与扩

散具有重要意义。
环 介 导 等 温 扩 增 技 术 ( Loop-Mediated

Isothermal Amplification，LAMP) 是于 2000 年发明

的一种全新的核酸恒温扩增技术 ( Notomi et al. ，

2000) 。该技术是利用目的序列设计 2 对特异引

物，可在具有链置换活性的 DNA 聚合酶作用下，

实现 高 效 扩 增 ( 闻 伟 刚 等，2010; 刘 洪 义 等，

2015) 。LAMP 具有操作简单、快速、灵敏度高等

优点，已经应用于检测花椰菜花叶病毒 ( 孙敏等，

2010 ) 、日 本 红 薯 花 叶 病 毒 ( Fukuta et al. ，

2003) 、马铃 薯 病 毒 ( Nie，2005 ) 等 植 物 病 毒。
但目前用于检测植株体内的 CLCuMuV 方法仍然是

血清学检测、纳米磁珠荧光 PCＲ 检测 ( 张永江等，

2013) 、实时荧光 PCＲ 法特异性检测及普通 PCＲ
法等 ( 张卫东等，2015) ; 虽然已有检测烟粉虱体

内的瓜类褪绿黄化病毒的报道，但方法并不详尽

( 梁相志等，2012 ) ，尚未有利用 LAMP 检测烟粉

虱体内 CLCuMuV 的相关研究，为此，本研究在根

据 CLCuMuV 特异序列设计 LAMP 引物的基础上，

建立检测 1 头烟粉虱体内携带 CLCuMuV 的 LAMP
检测方法，以期为该病毒的检疫和快速检测提供

一种新技术，为预防 CLCuMuV 在我国更大范围的

传播扩散提供快速检测技术。

1 材料与方法

1. 1 材料、试剂与仪器

毒源: 棉花曲叶病病株为 CLCuMuV 及其 β 卫

星分子侵染性克隆接种的发病植株 ( 汤亚飞等，

2015) ，台湾番茄曲叶病病株为台湾番茄曲叶病毒

( Tomato leaf curl Taiwan virus，ToLCTWV) 侵染性

克隆接种的发病植株，病株均置于室温的防虫笼

内保存作为毒源。
烟粉虱供试虫源与饲养: 烟粉虱 Middle East-

Asia Minor ( 简称 MEAM1，原称 B 型烟粉虱) 隐

种供试虫源采自茄子植株，在 25℃ － 28℃、光周

期 L ∶ D = 16 h ∶ 8 h 条件下的棉花植株上饲养，用

自制 接 虫 袋 ( 尺 寸 为 12 cm × 12 cm， 袋 网 为

120 目) 分别将 1 － 2 周虫龄的 MEAM1 烟粉虱成

虫接种到毒源棉花、蕃茄病株上部叶片，获毒饲

育 48 h 后收集，单头用于检测，未饲毒 MEAM1
烟粉虱为阴性对照。

Loopamp DNA 扩 增 反 应 试 剂 盒 ( SLP204 ) 、
Loopamp FD 荧光检测试剂购自北京蓝谱生物科技

有限公司; DNA 提取试剂盒 ( DP304-03 ) 购自天

根生物技术有限公司; LAMP 引物及普通 PCＲ 引

物由生工生物工程股份有限公司合成; 无水乙醇、
纯水等为常规分析纯试剂。

利用 LA-320C 实时浊度仪 ( Eiken Chemical 公

司，日本) ，在恒温条件下，将扩增和检测两个环

节同步完成。
1. 2 引物设计

根据 GenBank 中已登录木尔坦棉花曲叶病毒

序列 ( GenBank 登陆号为: KP762786) ，利用 Blast
进行同源性比较，在序列的保守区，使用 Primer
Express 4. 0 设计 F3、B3、FIP ( F1c + TTTT + F2) 、
BIP ( B1c + TTTT + B2) 4 条引物。同时，设计正

向引物 5'-TCCAGATGTCCGCACAAATA-3'和反向引

物 5'-AACCAGGTCAGCACATTTCC-3'，用于CLCuMV
的 PCＲ 检测 ( 扩增目的条带大小为 492 bp) 。
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表 1 CLCuMuV 的 LAMP 引物序列表

Table 1 The primers designed for LAMP of CLCuMuV in the adult body of Bemisia tabaci

引物 Primer 序列 Sequence

F3 5'-GAAAACACTTGTGCAGTCC-3'

B3 5'-AGAGTAGATCTTGAATGCGG-3'

FIP 5'-GCCACTTCAACCGTCCATTCATAGTTGAACTGGATTCGGATC-3'

BIP 5'-CCTCCCAGATATATGCGCCATTCATCAACTGCCACAACCATG-3'

1. 3 核酸提取

取 1 头烟粉虱成虫，用 DP304-03 DNA 快速提

取试剂盒提取样品总 DNA，具体操作按试剂盒说

明进行。
1. 4 LAMP 体系的建立及设计

1. 4. 1 LAMP 体系

按照 SLP204 Loopamp DNA 扩增反应试剂盒说

明制定 LAMP 反应体系。试验反应体系为 25 μL，

其包括: 反应缓冲液 12. 5 μL，Bst 聚合酶 1 μL，

40 pmol /μL 引物 FIP 1 μL，40 pmol /μL 引物 BIP
1 μL，5 pmol /μL 引物 F3 1 μL，5 pmol /μL 引物

B3 1 μL，DNA 模板 6 μL ( 浓度为 11. 4 ng /μL) ，

去离子水 1. 5 μL，Loopamp FD 试剂 1 μL。
LAMP 扩增产物结果观察: ( 1 ) 实时扩增曲

线: 在扩增时，如果有扩增产物出现，反应液会

出现混浊，用 LA-320C 实时浊度仪会检测到液体

的浊度，获得信号，并以扩增曲线给出结果。 ( 2)

染料颜色 反 应: 在 LAMP 反 应 体 系 中 加 入 1 μL
Loopamp FD 试剂，反应结束后，可通过肉眼观察

到阳性反应变绿色浑浊，阴性反应颜色不变。
1. 4. 2 CLCuMuV 的 LAMP 检测最佳反应温度

设反应温度梯度为 61℃、63℃、65℃和 67℃，

反应时间 60 min。扩增反应在实时浊度仪上进行，

根据 60 min 内出现扩增曲线的最短时间确定最佳

反应温度。
1. 4. 3 CLCuMuV 的 LAMP 特异性

对已饲毒 CLCuMuV、ToLCTWV 和对照 ( 未饲

毒) 烟粉虱各 1 头提取 DNA，然后以 CLCuMuV 的

FIP、BIP、F3 和 B3 引 物 组 合 为 以 上 模 板 进 行

LAMP 反应，以水为空白对照，用 BC 表示。在反

应体系中加入 1 μL Loopamp FD 荧光检测试剂，验

证 LAMP 引物的特异性。
1. 4. 4 LAMP 检测最低检出的 CLCuMuV 浓度

将饲 毒 CLCuMuV 1 头 烟 粉 虱 总 DNA 模 板

11. 4 ng /μL，分别取 3 μL、4 μL、5 μL、6 μL 和

7 μL 为反应模板量，其相应量为分别 34. 2 ng /μL、
45. 6 ng /μL、57 ng /μL、68. 4 ng /μL 和 79. 8 ng /μL，

进行 LAMP 和普通 PCＲ 检测，并比较反应结果。

2 结果与分析

2. 1 CLCuMV 的 LAMP 检测最佳反应温度

以饲毒 CLCuMuV 的 1 头烟粉虱总 DNA 为模

板，进 行 LAMP 反 应，实 时 浊 度 仪 输 出 61℃、
63℃、65℃和 67℃ 的扩增时间曲线 ( 图 1A) 。结

果表明，在 4 个供试温度中，随着扩增时间的延

长，只有 65℃ LAMP 反应液在 29 min 始现浑浊，

其浊度随时间的延长逐渐增高，60 min 时，其浊

度达 0. 6 ( 图 1A) 。颜色反应结果表明，在 4 个温

度中，只有 65℃ 的反应液变浑浊并呈绿色，呈阳

性反应，其它 3 个温度的反应液无颜色变化，即

阴 性 反 应 ( 图 1B ) 。说 明 进 行 烟 粉 虱 体 内

CLCuMuV 的 LAMP 检测的最佳温度为 65℃。
2. 2 CLCuMuV 的 LAMP 反应特异性分析

用 2 对 CLCuMuV 引物对饲毒 CLCuMuV 的烟

粉虱 DNA 进行 LAMP 扩增，以饲毒 ToLCTWV 烟

粉虱 DNA 为对照，以纯水为模板做为空白对照。
设 LAMP 反应温度为 65 ℃、测定时间 60 min。结

果表明，在 3 个供试烟粉虱 DNA 处理中，随着扩

增时间的延长，在含有饲毒 CLCuMuV 的烟粉虱的

LAMP 反应管中 29 min 始现浑浊，而且其浊度随

时间增加而逐渐增高 ( 图 2A) 。颜色反应结果表

明，携带 CLCuMuV 的烟粉虱个体的反应液变浑浊

并呈绿色，而携带 ToLCTWV 的烟粉虱个体的反应

液及空白对照反应液无颜色变化 ( 图 2B) 。上述

扩增曲线与颜色反应结果一致，说明以 CLCuMuV
设计的 FIP、BIP、F3 和 B3 引物组合，可被有效

地用于烟粉虱个体是否含有 CLCuMuV 的 LAMP 检

测，而且这种检测对 CLCuMuV 具有特异性。
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图 1 烟粉虱体内 CLCuMuV 的 LAMP 检测最佳温度

Fig. 1 The temperature optimization for LAMP of CLCuMuV in a body of the whitefly adult
注: A，扩增曲线; B，染料颜色反应。Note: A，Amplification curve; B，Visual inspection.

图 2 基于 CLCuMuV 特异性引物的含有 CLCuMuV、ToLCTWV 和未饲毒烟粉虱成虫个体 LAMP 反应

Fig. 2 CLCuMuV － specific LAMP of CLCuMuV，ToLCTWV in the body of whitefly adult
注: A，扩增曲线; B，染料颜色反应; 1，含 CLCuMuV 的烟粉虱个体 DNA; 2，含 ToLCTWV 的烟粉虱 DNA; 3，健康

烟粉虱 DNA; 4，水。Note: A，Amplification curve; B，Visual inspection; 1，DNA of a whitefly feeding CLCuMuV; 2，DNA
of a whitefly feeding ToLCTWV; 3，DNA of a healthy whitefly; 4，No DNA template．

2. 3 CLCuMuV 的 LAMP 最低检出浓度

以 1 头有 CLCuMuV 的烟粉虱个体总 DNA 为

供试母液，以 3 μL、4 μL、5 μL、6 μL 和 7 μL 模

板为 LAMP 和 普 通 PCＲ 的 反 应 量 ( 图 3A、B、
C) 。在以上 5 个 LAMP 反应中，只有 6 μL 和 7 μL
DNA 模板的 LAMP 反应液有实时扩 增 曲 线 产 生

( 图 3A ) ，在 27 min，反应液 出 现 浑 浊; 60 min
时，这两个 LAMP 反应液的浊度达 0. 67 和 0. 57，

LAMP 颜色反应表明，60 min 时，6 μL 和 7 μL 的

反应液出现明显浑浊并呈绿色 ( 图 3B) 。5 μL 及

以下 模 板 量 的 反 应 液 没 变 混 浊， 可 以 判 定

CLCuMuV-LAMP 的最低检出浓度为 68. 4 ng /μL。
分别以 3 μL、4 μL、5 μL、6 μL 和 7 μL DNA

母液为反应模板量进行 CLCuMV 普通 PCＲ 检测，

电泳结果显示，空白对照中无目标条带出现，添

加 3 μL、4 μL、5 μL、6 μL 和 7 μL DNA 模板的

PCＲ 扩增中均有出现 492 bp 目标条带，但其扩增

量极低 ( 图 3C) ，均不能为准确判断 CLCuMV 有

无提供清楚条带。结果说明，在 DNA 模板浓度相

同时，LAMP 检测的灵敏度较普通 PCＲ 的要高。

3 结论与讨论

目前，环介导等温扩增技术已被广泛用于人

类、畜 禽 的 病 原 病 毒 快 速 检 测 ( Dinh et al. ，

2011; 张永乐，2011; 原冬伟等，2013 ) ，也被用

于家蚕 及 蜜 蜂 的 病 原 病 毒 的 检 测 ( 唐 芬 芬 等，

2013; 庄明亮等，2014 ) ，以及植物病毒的快速检

测 ( 秦文韬等，2013) 。双生病毒是由烟粉虱传播

的一类植物病毒，植株体内的双生病毒检测方法
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图 3 LAMP 和 PCＲ 检测 CLCuMuV 的灵敏度

Fig. 3 Comparison of sensitivity for CLCuMV detection in a whitefly body using LAMP and PCＲ
注: A，扩增曲线; B，颜色反应; C，PCＲ 扩增; M，DL2000 DNA marker; 1 － 5，7 μL、6 μL、5 μL、4
μL、3 μL CLCuMuV 饲毒烟粉虱 DNA 模板; 6，无 DNA 模板。Note: A，Amplification curve; B，Visual
inspection; C，Agarose gel electrophoresis of PCＲ products; M，DL2000 DNA marker; 1 － 5: 7 μL，6 μL，5 μL，

4 μL，and 3 μL DNA of a whitefly feeding CLCuMV; 6，No DNA template．

有血清学检测、纳米磁珠荧光 PCＲ 检测、实时荧

光 PCＲ 法 特 异 性 检 测 及 普 通 PCＲ ( 张 永 江 等，

2013; 张卫东等，2015) 。基于木尔坦棉花曲叶病

毒 ( CLCuMuV) 基因序列，设计出用于 LAMP 检

测的 4 条特异性引物，然后建立了木尔坦棉花曲

叶病毒 LAMP 扩增体系并优化其扩增温度，最佳

反应温度为 65℃ ; 当以饲毒 ToLCTWV 烟粉虱为对

照双生病毒时，设计出的引物组合特异性高，可

以鉴定出 1 头烟粉虱是否含有 CLCuMuV; 建立的

CLCuMuV-LAMP 方法可将检测时间短至 29 min，

较普通 PCＲ 反应扩增时间减少了 1 /2，而且其检

测灵敏度高，最低检测浓度为 68. 4 ng /μL，而 PCＲ
的检测最低浓度 79. 8 ng /μL 以上。此外，LAMP
快速 检 测 不 仅 可 检 测 1 头 烟 粉 虱 是 否 携 带

CLCuMuV; 而且操作方便，用水浴锅保证 65℃ 恒

温即可对供试样本进行扩增; 另外，利用样本反

应液的颜色就可直接判断虫体是否含有 CLCuMuV
病毒，或者用 LA-320C 实时浊度仪检测反应液的

浑浊度，判定烟粉虱成虫是否携带 CLCuMuV 病

毒。由此可知，本研究提出的木尔坦棉花曲叶病

毒 LAMP 检测技术为烟粉虱携带 CLCuMuV 的早期

检测提供了快速、简便的检测手段，该技术的应

用将对有效防止该病毒的传播与扩散具有积极的

作用。
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