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　　摘要：为了给马铃薯Ｖ病毒提供快速灵敏的检测技术以防止其传播扩散，根据其外壳蛋白基因核苷酸保守序列
设计引物和ＴａｑＭａｎ探针，通过特异性及灵敏度试验建立该病毒的实时荧光ＲＴ－ＰＣＲ检测方法。该方法检测灵敏度
高，至少可检测到３６ｐｇ／μＬ的总ＲＮＡ；对马铃薯Ｖ病毒、马铃薯Ｙ病毒、马铃薯Ａ病毒、李痘病毒及马铃薯Ｘ病毒具
有良好的特异性。该方法快速、灵敏、无需任何ＰＣＲ后处理且交叉污染风险小，可用于马铃薯Ｖ病毒的快速检测。
　　关键词：马铃薯Ｖ病毒；实时荧光ＲＴ－ＰＣＲ方法；检测
　　中图分类号：Ｓ４３５．３２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）０６－００３６－０２

收稿日期：２０１２－１２－０４
基金项目：科技部质检公益性行业科研专项（编号：２０１０１０２５６）
作者简介：张永江（１９７７—），男，山东潍坊人，博士，副研究员，从事植
物检疫工作。Ｔｅｌ：（０１０）８５３９３９４４；Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｙｊｐｖｉ＠ｙｅａｈ．ｎｅｔ。

　　马铃薯Ｖ病毒为马铃薯 Ｙ病毒科马铃薯 Ｙ病毒属成
员［１］。目前，该病毒主要分布在欧洲的法国、德国、荷兰、爱

尔兰、英国以及南美洲的玻利维亚高原和秘鲁等地区，自然寄

主包括马铃薯（Ｓｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍ）和番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕ
ｌｅｎｔｕｍ），可通过机械接种、嫁接及蚜虫传播［２－３］，受侵染马铃

薯表现轻或较重的花叶、叶背生绿斑或环，部分叶脉坏死，对

马铃薯的生产构成严重威胁［４］，被我国政府列为进境检疫性

有害生物。随着马铃薯产业的不断发展，我国已成为世界上

第一大马铃薯生产国，在生产和科研中引进相关繁殖材料的

频率越来越高，该病毒随之传入的可能性也越来越大，因此需

要建立快速灵敏的检测技术来加强检疫，以防止该病毒的传

入扩散。马铃薯Ｖ病毒可通过生物学接种方法进行检测，如
接种在番茄、德氏烟（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｄｅｂｎｅｙｉ）或马铃薯野生种 Ａ
上，可分别产生系统脉明、褪绿斑、花叶或环斑及系统坏死的

症状，可通过商业化的抗体进行血清学（ＥＬＩＳＡ）方法检测。
在测定基因组序列后［５］，Ｃａｒｌ设计了一对寡核苷酸引物用于
ＲＴ－ＰＣＲ检测马铃薯 Ｖ病毒［６］。刘梅等则研究了一种双启

动寡核苷酸引物（ｄｕａｌｐｒｉｍｉｎｇｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＤＰＯ）技术，可
同时检测包括马铃薯 Ｖ病毒在内的５种马铃薯病毒［７］。近

年来，出现的实时荧光ＲＴ－ＰＣＲ（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔＰＣＲ）
技术是在ＰＣＲ反应过程中加入荧光基团，利用荧光信号的积
累实时检测ＰＣＲ产物的生成，从而判断是否存在目标物的技
术。该技术灵敏快速、实时、无交叉污染且不需要进行电泳检

测，因此被迅速应用于植物病毒和类病毒如黄瓜绿斑驳花叶

病毒［８］、李痘病毒［９］、香石竹环斑病毒［１０］、玉米褪绿斑驳病

毒［１１］、啤酒花潜隐类病毒［１２］、菜豆荚斑驳病毒［１３］、小麦线条

花叶病毒［１４］、苹果茎沟病毒［１５］及辣椒轻斑驳病毒［１６］等的检

测鉴定；但目前还没有关于该方法检测马铃薯 Ｖ病毒的报
道，因此，本研究以马铃薯 Ｖ病毒外壳蛋白基因的保守序列
设计特异性引物和探针，通过试验建立马铃薯 Ｖ病毒的实时
荧光ＲＴ－ＰＣＲ检测技术，以便为马铃薯繁殖材料的快速检测

提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试材料　马铃薯 Ｖ病毒、马铃薯 Ｙ病毒、马铃薯 Ａ
病毒、李痘病毒及马铃薯 Ｘ病毒阳性材料由中国检验检疫科
学研究院植物检疫研究所实验室保存。

１．１．２　试剂与仪器　Ｍ－ＭＬＶ及ＲＮａｓｉｎ为普洛麦格（北京）
生物技术有限公司的产品；核酸提取试剂盒购自北京百泰克

生物技术有限公司；ＧｏｌｄＳｔａｒＴａｑＭａｎＭｉｘｔｕｒｅ试剂盒购自北京
康为世纪生物科技有限公司；ＯｎｅＳｔｅｐＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ－ＰＣＲ
Ｋｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）为 ＴａＫａＲａ产品；荧光定量 ＰＣＲ仪为
ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ型。
１．１．３　引物与探针　ＴａｑＭａｎ探针和引物根据马铃薯Ｖ病毒
外壳蛋白基因保守序列设计，由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，扩增产
物长度约为１６４ｂｐ，序列如下：马铃薯 Ｖ病毒 Ｆ：５′－ＣＧＧ
ＴＡＴＧＧＴＴＴＧＧＴＧＡＧＡＡＡＴＴＴＧＣ－３′，马 铃 薯 Ｖ病 毒 Ｒ：
５′－ＡＣＣＡＴＣＣＡＡＴＣＣＡＡＡＣＡＡＧＣＧＡＧＴ－３′，马铃薯 Ｖ病毒
Ｐ：５′ＦＡＭ－ＴＣＣＣＧＣＡＣＡＴＣＣＧＴＣＣＧＡＧＣＡＣ－ＴＡＭＲＡ－３′。
１．２　试验方法
１．２．１　核酸提取　分别称取马铃薯Ｖ病毒、马铃薯Ｙ病毒、
马铃薯Ａ病毒、李痘病毒及马铃薯Ｘ病毒的阳性材料０．１ｇ，
用核酸提取试剂盒提取样品总ＲＮＡ，具体操作按说明进行。
１．２．２　普通ＲＴ－ＰＣＲ检测　取马铃薯Ｖ病毒的总ＲＮＡ，按
５１～５７倍梯度稀释后用作模板进行普通 ＲＴ－ＰＣＲ灵敏度试
验。反转录（ＲＴ）反应如下所示：０．２ｍＬＰＣＲ管中加入１Ｌ总
ＲＮＡ、１Ｌ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ、１０ＬＤＥＰＣ－Ｈ２Ｏ、２Ｌ
１０μｍｏｌ／Ｌ马铃薯 Ｖ病毒 Ｒ，７０℃保温 ５ｍｉｎ，冰上放置
５ｍｉｎ；再加入 ４Ｌ５×ｂｕｆｆｅｒ、１Ｌ４０Ｕ／μＬＲＮａｓｉｎ、１Ｌ
２００Ｕ／μＬＭ－ＭＬＶ，４２℃保温１ｈ，得到 ｃＤＮＡ后用作 ＰＣＲ
的模板。ＰＣＲ反应体系如下所示：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）
２μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ０．６μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ马铃薯 Ｖ
病毒 Ｆ及１０μｍｏｌ／Ｌ马铃薯 Ｖ病毒 Ｒ各０．５μＬ，２Ｕ／μＬＴａｑ
酶１μＬ，模板２μＬ和ＤＥＰＣ－Ｈ２Ｏ１３．４μＬ。ＰＣＲ反应程序：
９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环；
７２℃ ８ｍｉｎ。反应结束后用１％琼脂糖凝胶电泳进行检测，
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根据不同浓度稀释样品目的条带判断该方法检测的灵敏度。

１．２．３　实时荧光ＲＴ－ＰＣＲ检测　以５种病毒的总 ＲＮＡ为
模板进行特异性试验。取马铃薯Ｖ病毒的总ＲＮＡ，按５１～５７

梯度稀释后用作模板进行灵敏度试验。反应体系：２×Ｏｎｅ
ＳｔｅｐＲＴ－ＰＣＲＢｕｆｆｅｒⅢ １０μＬ，５Ｕ／μＬＥｘＴａｑＨＳ（ＴａＫａＲａ）
０．４μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅡ ０．４μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅ
ＤｙｅⅡ（５０×）０．４μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ马铃薯 Ｖ病毒 Ｆ及
１０μｍｏｌ／Ｌ马铃薯 Ｖ病毒 Ｒ各０．４μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ马铃薯 Ｖ
病毒 Ｐ０．６μＬ，模板２μＬ，ＤＥＰＣ－Ｈ２Ｏ补至２０μＬ。反应程
序：４２℃１０ｍｉｎ；９５℃１０ｓ；９５℃１０ｓ，６２℃６０ｓ，４０个循环。
反应结束后，由荧光定量 ＰＣＲ仪自带软件对结果进行分析，
根据５种病毒能否生成扩增曲线判断该方法的特异性；根据
不同浓度稀释样品检测的ＣＴ判断该方法检测的灵敏度。

２　结果与分析

２．１　实时荧光ＲＴ－ＰＣＲ特异性试验
图１表明，只有马铃薯Ｖ病毒的模板能够扩增出典型的

曲线，其ＣＴ为１８，而其他４种参试病毒的模板均无典型扩增
曲线，结果与预期相符，说明引物与荧光探针对马铃薯 Ｖ病
毒具有良好的特异性。图２也显示，只有马铃薯 Ｖ病毒的模
板可以扩增出１６４ｂｐ的特异性条带，而其他４种病毒的模板
和空白对照中均未有扩增产物，进一步说明本研究设计的引

物与荧光探针对马铃薯Ｖ病毒具有非常好的特异性。

２．２　实时荧光ＲＴ－ＰＣＲ灵敏度试验
由图３可知，按５１～５７倍稀释后的马铃薯Ｖ病毒样品经

实时荧光ＲＴ－ＰＣＲ检测得到 ＣＴ，分别是 １５８、１７９、２０４、
２２７、２４９、２７６、３０，所对应的总 ＲＮＡ浓度分别是５６５、１１３、
２２．６、４．５、０．９、０．１８、０．０３６ｎｇ／μＬ。普通 ＲＴ－ＰＣＲ产物经

１％琼脂糖凝胶电泳监测结果（图４）显示，５１～５７倍稀释梯度
的样本均可扩增出约１６４ｂｐ的目的条带（图２－Ｂ），与实时
荧光ＲＴ－ＰＣＲ扩增曲线结果（图 ３）一致。说明实时荧光
ＲＴ－ＰＣＲ至少可检测到浓度为３６ｐｇ／μＬ的总ＲＮＡ。

３　结论与讨论

马铃薯Ｖ病毒为我国进境检疫对象，由于其可通过种薯
等繁殖材料进行远距离传播，在田间则可通过蚜虫进行非持

久性传毒扩散，因此对马铃薯的生产威胁很大。为了提高马

铃薯繁殖材料中该病毒的检出率，本研究根据马铃薯 Ｖ病毒
外壳蛋白基因区域编码序列，设计特异性 ＴａｑＭａｎ荧光探针，
建立了该病毒的实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ检测方法。为了评估该
方法的特异性，笔者选择了均可侵染马铃薯的５种病毒（马
铃薯Ｖ病毒、马铃薯Ｙ病毒、马铃薯Ａ病毒、李痘病毒及马铃
薯Ｘ病毒），同时进行荧光 ＲＴ－ＰＣＲ检测，结果表明只有感
染马铃薯Ｖ病毒的样本呈阳性，而其他４种病毒都没有检测
信号，说明设计的探针具有很好的特异性。实时荧光 ＲＴ－
ＰＣＲ技术具有很高的灵敏度，可检测到４０～５０拷贝的病毒
ＲＮＡ［８，１７］。本研究中建立的方法至少可检测到 ３６ｐｇ／μＬ总
ＲＮＡ，具有较高的灵敏度；同时实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ方法具有
快速的特点，可以大大缩短检测时间，对马铃薯 Ｖ病毒实现
灵敏快速的检测，满足检验检疫的需要，从而防止该病毒的传

入扩散，进而保护我国的马铃薯生产。
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棉花病毒诱导基因沉默体系构建
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　　摘要：探索了病毒诱导基因沉默载体在棉花上的应用，由烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）改造的ｐＴＶ００载体，构建了棉花标
记ＰＤＳ基因病毒诱导基因沉默的载体，成功建立了棉花病毒诱导基因沉默体系。
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　　病毒诱导基因沉默（ＶＩＧＳ）技术是指携带一段目标基因
表达序列的重组病毒侵染植物，引起植物内同源基因沉默进

而发生表型变异，通过表型变异进行基因功能分析的方

法［１－２］。该技术具有快速、高通量分析植物基因功能的优点。

ＰＤＳ即八氢番茄红素脱氢酶，是类胡卜素合成所必需的
酶，具有保护叶绿素免受光漂白的作用，而 ＰＤＳ基因发生沉
默，植物就会表现出光漂白症状。ＰＤＳ表型变异易于辨别，因
此ＰＤＳ基因成为ＶＩＧＳ体系评价的参照基因。最早ＰＤＳ基因
构建的ＶＩＧＳ载体是由烟草花叶病毒（ＴＭＶ）发展的，Ｋｕｍａｇａｉ
等成功构建了 ＴＭＶ－ＰＤＳ沉默载体，侵染本氏烟后诱导了
ＰＤＳ基因的沉默［３］。并由烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）发展的载
体［４］，诱导基因沉默的效率、持久性都比较好，并且只引起温

和的病症，而且能侵染分生组织和花。随后病毒载体快速发

展，研究者根据病原－寄主植物相互作用的依赖性等特点，已
经在一些植物和病毒之间成功构建了 ＶＩＧＳ病毒载体，Ｔｕｒ
ｎａｇｅ等利用大白菜曲叶病毒（ＣＢＬＣＶ）在模式植物拟南芥上
建立了 ＶＩＧＳ体系［５］；Ｈｏｌｚｂｅｒｇ等利用大麦条纹花叶病毒
（ＢＳＭＶ）首次在单子叶植物大麦上成功抑制了ＰＤＳ基因的表
达［６］；Ｊｏｈｎ等首次报道利用棉花皱叶病毒（ｃｏｔｔｏｎｌｅａｆｃｒｕｍｐｌｅ
ｖｉｒｕｓ，ＣＬＣｒＶ）改造成ＶＩＧＳ病毒载体［７］。目前ＶＩＧＳ技术已广
泛用于植物功能基因的研究［７］。

利用ＰＤＳ作为标记基因，进行棉花病毒载体诱导基因沉
默（ＶＩＧＳ）体系的构建，建立了以烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）为基础
改造的ｐＴＶ００载体的棉花ＰＤＳ基因的沉默体系，为棉花基因
功能验证打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料
棉花材料：中棉所 ４１、中棉所 ２４。载体：该 ｐＴＶ００、

ｐＢＩＮＴＲＡ６（ＴＲＶ病毒改造）载体由 ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣａｍｂｒｉｄｇｅ的
ＤａｖｉｄＢａｕｌｃｏｍｂｅ惠赠。
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