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应用实时荧光RT-PCR检测柑橘黄化脉明病毒 
陈洪明 1，周  彦 1，王雪峰 1，周常勇 1，杨秀燕 2，李中安 1,* 
（1 西南大学/中国农业科学院柑桔研究所，国家柑桔工程技术研究中心，重庆 400712；2 安岳县柠檬科学技术研究

所，四川安岳 642300） 

摘  要：为更快速准确检测柑橘黄化脉明病毒（Citrus yellow vein clearing virus，CYVCV），根据病

毒外壳蛋白基因的保守序列设计特异性引物，通过体系优化得到最佳反应条件，建立基于 SYBR GreenⅠ

的 CYVCV 实时荧光 RT-PCR 检测方法。该方法可特异性检测 CYVCV，而测试的柑橘衰退病毒、碎叶病

毒等 5 种柑橘病毒均不能检测出。灵敏度较普通 RT-PCR 提高了 100 倍，标准曲线循环阈值与模板浓度呈

良好的线性关系，扩增效率和相关性系数分别为 102%和 0.999。对田间样品的检测结果表明，建立的实

时荧光 RT-PCR 适用于检测不同柑橘品种中 CYVCV 的含量。 

关键词：柑橘；柑橘黄化脉明病毒；实时荧光 RT-PCR；检测；应用 

中图分类号：S 666         文献标志码：A         文章编号：0513-353X（2016）01-0168-07 

  

Detection of Citrus yellow vein clearing virus Based on a Real-time RT-PCR 
Approach   

CHEN Hong-ming1，ZHOU Yan1，WANG Xue-feng1，ZHOU Chang-yong1，YANG Xiu-yan2，and LI 

Zhong-an1,*    

（1Citrus Research Institute，Southwest University，Chinese Academy of Agricultural Sciences，National Citrus Engineering 
Research Center，Chongqing 400712，China；

 2Lemon Science and Technology Institute，Anyue，Sichuan 642300，China） 

Abstract：To develop a rapid and reliable detection method，a real-time RT-PCR system based on 

SYBR GreenⅠwas established by using a pair of specific primers designed from conserved coat protein 

gene of Citrus yellow vein clearing virus（CYVCV）. The sensitivity，specificity and applicability of the 

system were evaluated accordingly. The results showed that amplicons were produced from CYVCV 

isolates，whereas no amplicons from non-CYVCV citrus virus samples including Citrus tristeza virus 

（CTV）and Citrus tatter leaf virus（CTLV）were obtained. The sensitivity of the real-time RT-PCR was 

100-fold higher than that of conventional RT-PCR. An excellent linear correlation（R2 = 0.999）obtained 

from two standard curves of cRNA and the amplification efficiency was 102%. The data from field citrus 

samples detection showed that the real-time RT-PCR system could be used to determine the concentration 

of CYVCV in the different citrus species. 
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柑橘黄化脉明病是由柑橘黄化脉明病毒（Citrus yellow vein clearing virus，CYVCV）引起的一

种柑橘病毒病，该病最早于 1988 年发现于巴基斯坦的柠檬和酸橙（Catara et al.，1988，1993），随

后在土耳其和印度也有报道（Ahlawat，1997；Önelge，2002；Alshami et al.，2003）。2009 年在中

国云南瑞丽的柠檬上也发现了该病（Chen et al.，2014）。植株发病后，春梢和秋梢叶片脉明黄化，

并伴随皱缩、反卷，叶背水浸状等症状，树势减弱，产量大幅下降。2011 年在重庆、四川安岳柠檬

上调查中也发现少量带病植株。随着黄脉病的发生范围不断扩大，给柠檬产业带来极大的损失。 

CYVCV 属于 α线性病毒科（Alphaflexiviridae）柑橘病毒属（Mandarivirus）（Loconsole et al.，

2012），是一种嫁接传染性病害（Grimaldi & Catara，1996）。此外目前已知绣线菊蚜（Aphis spiraecola 

Patch）和豆蚜（A. craccivora Koch）能够在柠檬和豆科作物间传播 CYVCV（Önelge et al.，2011）。

尚未发现该病能通过种子传播的证据（Zhou et al.，2015）。 

目前尚缺乏防治柑橘黄化脉明病的有效药剂，种植无病毒苗木和加强病毒检测是防治该病的重

要途径，因此建立快速、灵敏的病毒检测技术是当前柑橘黄化脉明病防治的首要任务。近年来，陈

洪明等（2015）和宾羽等（2015）相继建立的 RT-PCR 和 DTBIA 检测方法，缩短了 CYVCV 的检测

时间，但是在对大量 CYVCV 疑似样品进行检测时发现，上述检测方法在灵敏度和检测范围上还存

在不足。实时荧光 RT-PCR 技术因具有快速、灵敏度高、特异性强、适用范围广等优点，特别可以

进行病毒的定量检测，近年来被广泛运用于植物病毒的检测。为此，本研究建立了一种以 SYBR Green

Ⅰ为基础的 CYVCV 实时荧光 RT-PCR 检测方法，以期满足当前生产中 CYVCV 检测的需要。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料及核酸提取 

CYVCV 毒源植株由云南瑞丽具有柑橘黄化脉明病典型症状的尤里克柠檬枝条嫁接繁殖而成，

阴性对照为脱毒尤里克柠檬，鳞皮病毒（Citrus psorosis virus，CPV）、柑橘裂皮病类病毒（Citrus 

exocortis viroid，CEVd）、柑橘衰退病毒（Citrus tristeza virus，CTV）、温州蜜柑萎缩病毒（Satsuma 

dwarf virus，SDV）和柑橘碎叶病毒（Citrus tatter leaf virus，CTLV）的阳性样品和健康对照样品均

由西南大学柑桔研究所国家柑橘苗木脱毒中心提供。 

2014 年 4—10 月采集 CYVCV 毒源植株和健康植株叶片，取 50 ~ 100 mg 待测样品的叶片，按

照 RNAiso plus 试剂（TaKaRa，中国）说明书的方法提取毒源植株的总 RNA，2%琼脂凝胶电泳检

测 RNA 完整性，用 SmartSpecTM Plus 分光光度计（Bio-Rad，美国）测定浓度和纯度，以 A260/A280 = 

1.9 ~ 2.1 的总 RNA 作为实时荧光 RT-PCR 的模板，并在–80 ℃下保存备用材料及其处理。 

1.2  RT-PCR扩增与克隆鉴定 

根据 NCBI 中 CYVCV（JX040635,1）保守的外壳蛋白基因为靶标，利用 Oligo 7 软件设计实时

特异性引物，上游引物 CY4（5′-TCCAACTCACAAACCCAGTG-3′）和下游引物 CY5（5′-ATGGGCTC 

TTGGTTTTCCTT-3′）。预期扩增片段长度为 174 bp。并用 NCBI 的 Primer-BLAST 进行比对，保证

引物的特异性。 

5 μL 反转录体系中包含总 RNA 1 μL，10 μmol · L-1 dNTP 0.4 μL，5× RT buffer 1 μL，下游引物

（10 μmol · L-1）0.1 μL，RNasin 0.1 μL，RTase 0.1 μL，ddH2O 2.3 μL。反转录条件为：42 ℃反转录

20 min，94 ℃ 1 min。 
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反转录结束后以 5 μL cDNA为模板进行 25 μL的 PCR反应，反应体系：ddH2O 17.4 μL，10× buffer

（Mg2+）2.5 μL，下游引物 0.4 μL，上游引物 0.5 μL，Ex-Taq 酶（5 U · μL-1）0.2 μL。扩增程序：95 ℃ 

4 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，35 个循环；然后 72 ℃延伸 5 min。 

PCR 产物纯化后与 pGEM-T EASY 载体（Promega，美国）连接，转化感受态细胞 JM-109，并

接种于含有氨苄西林的 LB 培养基平板，37 ℃过夜培养，挑取阳性单斑送广州英骏公司测序。 

1.3  标准品cRNA的制备 

采用上述反应条件，将 T7 启动子修饰后的 CY4/5 用于扩增总 RNA。扩增产物纯化后，用 T7

体外转录试剂盒（TOYOBO，日本）转录合成 cRNA。获得的 cRNA 经 RNase-Free DNaseⅠ（Promega，

美国）纯化后，用分光光度计测定其纯度和浓度，同时参考 Fronhoffs 等（2002）的方法计算获得的

cRNA 的拷贝数为 5 × 1013 · μL-1。 

1.4  实时荧光RT-PCR条件的优化及体系的确定 

1.4.1  退火温度的优化 

将标准品 cRNA 用 EASY Dilution（TaKaRa，中国）按 10 倍梯度稀释成拷贝 1 × 105 · μL-1 后为

模板，引物终浓度为 300 nmol · L-1，分别检测退火温度从 52 ~ 62 ℃时荧光信号的变化，选取 Ct 值

最小且扩增曲线最好时的退火温度。 

1.4.2  引物浓度的优化 

以 1 × 101 ~ 1 × 108 · μL-1 拷贝浓度的 cRNA 为模板，设定不同引物浓度（500、400、300、200、

100 nmol · L-1）进行实时荧光 RT-PCR，观察扩增效率和溶解曲线。 

1.4.3  标准曲线的建立 

将标准品 cRNA 按 10 倍梯度稀释为 1 × 102 ~ 1 × 109 · μL-1 拷贝 10 个梯度后作模板，在优化条

件下进行荧光 PCR 检测，每一浓度设定 3 个技术重复，同时设定阴性对照、空白对照和阳性对照。

反应体系含 SYBR GreenⅠ的 GoTaq qPCR Master Mix（Promega，美国）12.5 μL，10 μmol · L-1 下游

引物 0.4 μL，上游引物 0.5 μL，CXR Refernce Dye 0.25 μL，加 ddH2O 配至 25 μL。反应条件：95 ℃

预变性 30 s。95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 15 s，40 个循环。iCyler IQTM实时 PCR 仪（Bio-Rad，美

国）自动生成标准曲线。 

1.5  实时荧光RT-PCR反应体系的验证 

1.5.1  特异性试验 

分别提取感染了 CTV、CTLV、CEVd、SDV 和 CPV 阳性柑桔叶片样品的总 RNA，用于实时

RT-PCR 的特异性检测。 

1.5.2  灵敏度比较 

以 10 倍梯度稀释获得的 1 × 101 ~ 1 × 108 · μL-1 拷贝 cRNA 为模板分别进行常规 RT-PCR 和实时

荧光定量 RT-PCR，比较其灵敏度。 

1.5.3  重复性试验 

以 10 倍梯度的 1 × 104 ~ 1 × 108 系列浓度的标准品 DNA 为模板，每个稀释度 3 次重复，进行实

时荧光 RT-PCR，计算 Ct 值、标准差（SD）和变异系数（CV）。 
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1.6  田间样品检测 

2015 年 5—7 月，随机采集来自云南、四川和重庆的柠檬、甜橙、杂柑、椪柑、温州蜜柑等叶

片样品各 10 个，共计 50 个。其中 5 个柠檬样品，1 个温州蜜柑样品和 1 个杂柑样品表现出典型的

柑橘黄化脉明病症状，其余均未现症。按照 1.1 的方法提取总 RNA，每个样品设 3 个技术重复和 3

个生物学重复。采用上述建立的实时 RT-PCR 进行检测，并以柑橘 FBOX 基因作为内参基因（Mafra 

et al.，2012）对检测结果进行校正。 

仪器附带软件根据设定参数自动计算出 Ct 值，设 Ct 值最高样品中 CYVCV 的含量为 1，实时

RT-PCR 采用 2-ΔΔCt 法进行相对含量计算。获得的总 RNA 同时也用 Chen 等（2014）的方法进行常规

RT-PCR 检测。 

2  结果与分析 

图 1  目标片段 RT-PCR 琼脂糖凝胶电泳图 

M：100 bp marker；1 ~ 7：阳性对照；8：阴性对照；9：水对照。

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of RT-PCR product 

M：100 bp marker. 1–7：Positive control； 

8：Negative control；9：Water control. 

2.1  RT-PCR扩增与克隆鉴定 

以感染 CYVCV 植株的总 RNA 为模板，用

CY4/5 引物进行 RT-PCR 扩增，扩增产物经 2%

的琼脂糖凝胶电泳，阳性对照均能扩增出 1 条大

小为 174 bp 的特异性条带，阴性对照无特异性

扩增（图 1）。 

将检测阳性的 PCR 产物克隆后送英骏公司

测序，序列在 NCBI 经 Blast 分析，与 CYVCV

云南分离株（KJ859679）相应序列的同源性为

100%，由此确定扩增片段的正确性。 

2.2  实时荧光RT-PCR条件的优化和反应体系的确定 

2.2.1  退火温度 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  引物浓度为 200 nmol · L-1 时的标准曲线 

Fig. 2  The standard curve at primer 

concentration of 200 nmol · L-1 

以 1 × 105 · μL-1 拷贝的 cRNA 为模板，退

火温度从 52 ~ 62 ℃进行实时荧光温度梯度

RT-PCR。结果显示，当退火温度在 60 ℃时，

相对荧光强度最高，且 Ct 值最小，此温度时的

熔解曲线为单一峰。 

因此，选择 60 ℃作为该体系的退火温度。 

2.2.2  引物浓度 

用 500、400、300、200、100 nmol · L-1 浓

度的引物进行实时荧光 RT-PCR，比较相对荧光

强度和 Ct 值大小。 

当引物浓度为 200 nmol · L-1 时，相对荧光

强度最高，Ct 值最小，且在反应条件下的扩增

效率为 102%，R2 = 0.999（图 2）。 

因此，选择 200 nmol · L-1 为本体系引物浓度。 
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2.3  实时荧光RT-PCR反应体系的验证 2.3  实时荧光RT-PCR反应体系的验证 

2.3.1  特异性 2.3.1  特异性 

用本研究建立的实时 RT-PCR 方法检测感染了 CTV、CTLV、SDV、CEVd、CPV 和 CYVCV 的

样品时只有 CYVCV 样品的荧光信号有增加，其他样品均无增加（图 3），表明该体系可特异检测

CYVCV。 

用本研究建立的实时 RT-PCR 方法检测感染了 CTV、CTLV、SDV、CEVd、CPV 和 CYVCV 的

样品时只有 CYVCV 样品的荧光信号有增加，其他样品均无增加（图 3），表明该体系可特异检测

CYVCV。 

2.3.2  灵敏度比较 2.3.2  灵敏度比较 

以 10 倍梯度稀释获得的 1 × 101 ~ 1 × 108 · μL-1 拷贝 cRNA 为模板分别进行实时荧光 RT-PCR 和

常规 RT-PCR 检测发现，实时荧光 RT-PCR 能检测到 1 × 101 · μL-1 拷贝的 cRNA（图 4），而普通 PCR

只能检测到 1 × 103 · μL-1 拷贝的 cRNA，表明实时 RT-PCR 检测灵敏度较 RT-PCR 提高了 100 倍。 

以 10 倍梯度稀释获得的 1 × 101 ~ 1 × 108 · μL-1 拷贝 cRNA 为模板分别进行实时荧光 RT-PCR 和

常规 RT-PCR 检测发现，实时荧光 RT-PCR 能检测到 1 × 101 · μL-1 拷贝的 cRNA（图 4），而普通 PCR

只能检测到 1 × 103 · μL-1 拷贝的 cRNA，表明实时 RT-PCR 检测灵敏度较 RT-PCR 提高了 100 倍。 

2.3.3  重复性检测结果 2.3.3  重复性检测结果 

据扩增曲线及统计学分析结果各梯度组内重复检测的变异系数最大为 0.62%，表明该方法具有 据扩增曲线及统计学分析结果各梯度组内重复检测的变异系数最大为 0.62%，表明该方法具有 

较好的组内重复性；组间重复性试验各梯度的变异系数最大为 3.16%，表明该方法具有较好的组间

重复性。 

较好的组内重复性；组间重复性试验各梯度的变异系数最大为 3.16%，表明该方法具有较好的组间

重复性。 

  

 
图 4  不同浓度 cRNA 的实时荧光 RT-PCR 扩增曲线 

Fig. 4  Amplification plots of real-time RT-PCR using cRNA 

samples at different diluted concentrations 

1–8：1.0 × 108–1.0 × 101 copies · μL-1. 

图 3  实时荧光 RT-PCR 方法特异性检测 

Fig. 3  The specificity test of real-time RT- PCR 

 

2.4  田间样品检测 

运用实时 RT-PCR 对来自云南、四川和重庆的 50 个样品进行检测，结果显示除 7 个表现典型黄

脉病症状的样品均检测出 CYVCV 外，还从 5 个未现症的样品（1 个温州蜜柑、1 个甜橙、1 个椪柑

和 2 个柠檬样品）中也检测出了 CYVCV。普通 RT-PCR 的检测结果与实时 RT-PCR 一致。此外以柑

橘 FBOX 基因作为内参，以 Ct 值最小的 CYVCV 样品的含量为 1 进行校正后发现，上述 12 个阳性

样品中 CYVCV 的含量存在差异，显症的柠檬中 CYVCV 的相对含量最高，来自未显症的温州蜜柑

CYVCV 的相对含量较低。 

3  讨论 

鉴于目前还缺乏对 CYVCV 序列保守性的系统研究，因此本研究中选择在植物病毒中均比较保

守的外壳蛋白基因作为靶标来设计引物，由此建立的实时荧光 RT-PCR 检测方法可特异性检测



陈洪明，周  彦，王雪峰，周常勇，杨秀燕，李中安. 
应用实时荧光 RT-PCR 检测柑橘黄化脉明病毒. 
园艺学报，2016，43 (1)：168–174.                                                                                     173 

CYVCV。该检测方法在以 cRNA 作为标准品时相关性系数为 0.999，扩增相率为 102%，且 Ct 值与

其拷贝数显示出良好的线性关系，这表明该体系具有较好的检测效率，真实可靠。此外，经以梯度

稀释标准样品重复检测，结果表明该实时 PCR 方法的灵敏度较 RT-PCR 提高了 100 倍。实时 RT-PCR

在本研究中所表现出的灵敏度与其在检测其他柑橘病毒病时相似，如目前已建立的 CTV、CTLV 和

SDV 实时 RT-PCR 方法其灵敏度均较普通 RT-PCR 提高了 100 倍（Ruiz-Ruiz et al.，2007；刘科宏 等

2009，2013）。 

在对 50 份田间样品进行重复检测时发现，本试验建立的实时荧光 RT-PCR 检测体系与普通 PCR

检测结果具有一致性，都能检测出 CYVCV。但前者能准确检测植株中 CYVCV 的含量，且更适用

于对极微量病毒的检测。此外，运用实时荧光 RT-PCR 方法对 5—7 月采集的田间样品检测结果表明，

该方法检测的样品采集不受高温季节的限制，因此实时 PCR 检测方法对于不同来源柑橘样品检测结

果具有更高的准确性。该技术的建立为柑橘黄脉病的早期监测、预警以及有效防控提供了重要的技

术保障。 

本研究中有 5 个未显症样品均被检出为阳性，一方面可能与柑橘品种的敏感性有关，如椪柑常

带毒但不显症（陈洪明 等，2015）；另外也可能与采集样品时的温度有关，如柠檬对 CYVCV 非常

敏感，尤其在 18 ~ 24 ℃时会表现明显的症状。此外，本研究中显症柠檬中 CYVCV 的含量高于不

显症温州蜜柑阳性样品中的含量，这是否是造成植株表现症状的原因还有待进行进一步的研究。 
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