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菊花是一种重要的花卉和药用植物，受到病害

侵染时，其会失去观赏价值。目前我国报道的侵染

菊花的病毒种类主要有菊花 B 病毒（Chrysanthe-

mum virus B，CVB）、番茄不孕病毒（Tomato aspermy

virus，TAV）、烟草花叶病毒（Tobacco mosaic virus，

TMV）、黄 瓜 花 叶 病 毒（Cucumber mosaic virus，

CMV）等。近年来，在北京市菊花产区发现，部分菊

花植株有被番茄斑萎病毒（Tomato spotted wilt vi-

rus，TSWV）侵染的疑似症状。为确定该产区菊花

是否受到TSWV 危害，利用TSWV的特异抗体和引

物，采用双夹心酶联免疫吸附测定（double antibody

sandwich assay，DAS-ELISA）方法和反转录PCR（re-

verse transcription-PCR，RT-PCR）技术对采自北京市

顺义区的13份菊花样品进行检测，建立了适宜的反

应体系和扩增程序，以期为TSWV的防控提供技术

支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

供试样品：2017 年在北京市顺义区菊花栽培基

地发现菊花植株上出现矮化、褪绿和萎蔫等症状，采

集了 13 份菊花植株样品，其中 5份幼苗，8份成苗，

品种包括黄丹特、领英、绿宝石、马蒂斯、斯翠莎、科

斯泰利、罗伊斯、丹特瑞德斯特，于-20℃冰箱保存。

试剂及仪器：TSWV阳性样品和DAS-ELISA检

测试剂盒，美国ACD公司；RNeasy Plant Mini Kit核

酸提取试剂盒，德国QIAGEN公司；PrimeScript One

Step RT-PCR Kit 核酸扩增试剂盒，日本 TaKaRa 公

司；V063-R1-TSWV 特异性抗体，美国 ACD 公司。

Multiskan FC 酶标仪，美国 Thermo Scientific 公司；

Smart Cycler PCR 仪，美国Cephid公司。

1.2 方法

TSWV 特异引物：TSWV-Cpo-F（5'-ATGTCTA-

AGGTTAAGCTCACTA-3'）/TSWV-Cpo-R（5'-AGA-

AGTTCTGCGAGTTTTGC-3'）（孙淼等，2017）；L1-

TSWV（5'-AATTGCCTTGCAACCAATTC-3'）/L2-T-

SWV（5'-ATCAGTCGAAATGGTCGGCA-3'）（Stanko-

vić et al.，2013），由上海英骏生物技术有限公司合成。

DAS-ELISA：利用TSWV特异性抗体对13份菊

花样品进行DAS-ELISA检测；将菊花样品研磨并加

入抽提缓冲液，样品重量与抽提缓冲液体积比为1∶

10。在酶联板上设定待检样品孔和对照孔，感染

TSWV植物材料作为阳性对照，健康植物材料作为

阴性对照，抽提缓冲液作为空白对照。操作步骤参

照试剂盒说明书，当样品吸光值 OD405 nm>2 倍阴性

OD405 nm时，样品被判定为阳性，否则为阴性。

RT-PCR：选取 DAS-ELISA 检测呈阳性的菊花

样品进行TSWV鉴定。将待测菊花样品研磨后，取

100 mg按照试剂盒说明书提取总RNA。RT-PCR反

应程序：50℃预热 30 min；94℃预变性 2 min；94℃

变性 30 s；55℃退火 30 s；72℃延伸 30 s；返回第 3步

共40个循环。2%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物。

序列比对与系统进化分析：扩增产物送上海英

骏生物技术有限公司克隆测序，所得序列利用Co-

donCode 软件进行装配；利用MEGA 6.0软件基于邻

接法构建系统发育树并进行聚类分析，自展检验重

复1 000次。
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2 结果与分析

2.1 DAS-ELISA检测结果

在 13份菊花样品中 8份样品被检测为阳性，阳

性样品均为菊花成苗，5份样品被检测为阴性，阴性

样品均为菊花幼苗。

2.2 RT-PCR 鉴定结果

利用 Cpo-F/Cpo-R 引物和 L1/L2 引物对 DAS-

ELISA阳性样品进行RT-PCR 鉴定，结果显示黄丹

特、领英、绿宝石、马蒂斯菊花品种分别能扩增出

750、270 bp特异性片段，阴性对照均无条带（图1）。

2.3 序列比对与系统进化分析

将L1/L2引物扩增的产物进行克隆测序，序列

长度为 277 bp。序列比对结果显示，顺义区菊花分

离物与TSWV核酸序列有较高的相似性，其与Gen-

Bank 中 1个中国和 11个国外分离物的序列相似性

为 96%~98%，与俄罗斯莴苣 Lactuca sativa 分离物

（JX452818.1）的相似性最高，为98%（图2）。

图1 2对特异引物对4种菊花样品的RT-PCR扩增结果

Fig. 1 RT-PCR analysis of four species of chrysanthemum

samples with two pairs of specific primers

M：DNA2000 DNA marker；1~4 为黄丹特、领英、绿宝

石、马蒂斯的Cpo-F/Cpo-R扩增产物；5~8为黄丹特、领英、

绿宝石、马蒂斯的L1/L2扩增产物；9：阴性对照；10：空白

对照。M：DL2000 DNA marker；1-4：amplification of Yel-

low Dante，LinkedIn，Emerald，Matisse with Cpo-F / Cpo - R

primer；5-8：amplification of Yellow Dante，LinkedIn，Emer-

ald，Matisse with L1/L2 primers；9：negative control；10：wa-

ter control.

图2 基于邻接法的北京市顺义区菊花分离物与其它TSWV分离物的系统进化树

Fig. 2 Phylogenetic tree of chrysanthemum isolated from Shunyi District, Beijing City and other TSWV isolates

based on neighbor-joining method

3 讨论

TSWV是一种分布广泛的植物病毒，近些年我

国多次出现其侵染番茄、青椒等农作物的报道（李洁

等，2017）。TSWV寄主种类繁多，基因变异速率快，

血清学方法难以对其病毒株系进行准确鉴定。本研

究利用 2对特异性引物，通过基因序列比较对侵染

北京市顺义区菊花的病原分离物进行了鉴定。目前

国内鲜有TSWV侵染菊花的报道，该病毒的来源地

以及传播途径还需深入追溯探讨。
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