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　　摘要：利用ＣＴＡＢ缓冲液提取苹果叶片粗提液，以苹果茎痘病毒（ＡＳＰＶ）的抗血清包被薄壁管，捕获感病叶片粗提
液中的ＡＳＰＶ病毒粒子；最终进行 ＲＴ－ＰＣＲ反应扩增 ＡＳＰＶ特异片段，建立了利用免疫捕获 ＲＴ－ＰＣＲ（ＩＣ－ＲＴ－
ＰＣＲ）技术检测ＡＳＰＶ的技术体系。结果显示，ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ可有效检测ＡＳＰＶ，且对栽培苹果、海棠、杏、毛樱桃样品
的检测皆有效。ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ无需提取 ＲＮＡ，只需叶片粗提液，步骤简单；ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ技术受叶片中杂质影响较
小，可有效检测不同植物样品中的ＡＳＰＶ，具有重要应用价值。
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　　苹果茎痘病毒（ａｐｐｌｅｓｔｅｍｐｉｔｔｉｎｇｖｉｒｕｓ，ＡＳＰＶ）是一种严
重危害果树生产的潜隐性病毒，主要侵染苹果和梨，从而导致

苹果和梨产量降低、品质变差［１］。ＡＳＰＶ最早于１９５４年在美
国森林苹果（Ｍａｌｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ）上被发现［１］，目前在世界各地广

泛分布。ＡＳＰＶ在一些敏感的砧木和栽培品种上症状较明
显，主要表现为叶片反卷、木质部茎痘斑、果实凹陷、叶偏上性

生长等［２］。为了进一步控制病毒危害，迫切需要灵敏、快速

的病毒检测技术，因此本研究探索了用于检测 ＡＳＰＶ的 ＩＣ－
ＲＴ－ＰＣＲ技术。生物学方法是最传统的植物病毒检测方法，
主要是将病毒转移到木本或草本指示植物上，通过病毒在敏

感的指示植物上显示一些典型症状来确定病毒的存在。刘福

昌等利用生物学方法对我国苹果、梨受 ＡＳＰＶ感染情况进行
了大规模的病毒筛查，结果显示该方法可有效鉴定 ＡＳＰＶ，其
缺点是周期长、易受季节和环境等因素影响［３］。基于基因组

学的发展，国内外研究人员已获得ＡＳＰＶ的基因组序列［４］，以

此为基础，并进一步开始探索利用 ＰＣＲ技术进行病毒检测。
早在１９９８年Ｎｅｍｃｈｉｎｏｖ等即开始探索利用ＲＴ－ＰＣＲ技术检
测ＡＳＰＶ并取得了成功［５］。我国从２０世纪末开始了苹果病
毒的ＲＴ－ＰＣＲ检测研究，侯义龙等首先探索建立了ＡＳＰＶ的
ＲＴ－ＰＣＲ检测体系，并对一些田间样本进行了小规模检
测［４，６］。ＲＴ－ＰＣＲ技术的缺点在于其稳定性较差，提取高质
量苹果、梨核酸较难，而核酸中的杂质影响 ＤＮＡ聚合酶的稳
定性，因而有较多ＰＣＲ检测结果不稳定的报道［７］。为了提高

ＰＣＲ反应的稳定性，一些基于ＰＣＲ技术的新技术被开发并不
断完善。免疫捕获 ＲＴ－ＰＣＲ（ｉｍｍｕｎｏｃａｐｔｕｒｅＲＴ－ＰＣＲ，
ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ）是近年来新发展起来的一种联合血清学和分
子生物学方法的检测技术。ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ首先利用抗血清
捕获病毒粒子，再进行 ＲＴ－ＰＣＲ反应，解决了因病毒含量和

核酸纯度低影响扩增的问题。基于ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ的优势，本
研究探索利用ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ技术检测 ＡＳＰＶ，从而希望获得
一种可有效检测ＡＳＰＶ的技术体系。

１　材料与方法

１．１　植物材料
苹果植株购自浙江，海棠和杏样品取自吉林九台。３５株

毛樱桃样品取自黑龙江省哈尔滨市，其中２０株取自东北林业
大学校园，其他为哈尔滨街边绿化苗木。

１．２　引物
引物ＡＳＰＶ１、ＡＳＰＶ２序列分别为：５′－ＧＡＧＣＴＣＡＴＡＧＧＴ

ＧＣＧＴＴＣＡＡＴＣＡＴ－３′、５′－ＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＴＣＣＴＧＡＴＧＧＡＴＡ
ＡＡ－３′，由ＴａＫａＲａ公司合成。
１．３　总ＲＮＡ提取

取新鲜的植物叶片约０．０５ｇ，在液氮中迅速研磨，转入至
１．５ｍＬ离心管中，再向离心管中加入４９０μＬＣＴＡＢ缓冲液和
１０μＬβ－巯基乙醇，至振荡器上混匀，６５℃恒温水浴１０ｍｉｎ，
其间上下颠倒离心管使混合溶液混匀；加入与混合液等体积

的三氯甲烷／异戊醇（体积比为 ２４∶１），颠倒至均匀，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ；弃沉淀，抽取上清液转移至新的
１．５ｍＬ离心管中，再次加入与上清液等体积的三氯甲烷／异
戊醇（２４∶１），混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；弃沉淀，抽取上
清至已加入２倍体积的无水乙醇的１．５ｍＬ离心管中，混匀，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；弃上清，加入３００μＬＴＥ溶解沉淀，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；弃沉淀，吸上清液至新的１．５ｍＬ离
心管中，加入１／１０体积的醋酸钠（ＮａＡｃ，ｐＨ值＝５．２）、３倍体
积的无水乙醇，混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；弃上清，加入
５０μＬ去离子水溶解，低温保存。
１．４　ＲＴ－ＰＣＲ

ＲＴ－ＰＣＲ反应体系参见文献［４］。
１．５　ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ

ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ是多抗血清吸附法和 ＲＴ－ＰＣＲ法的结
合，具体步骤如下：（１）在０．５ｍＬＰＣＲ管中加入２００μＬ的碳
酸盐缓冲溶液（ｐＨ值 ＝９．６）稀释的抗血清（稀释 １００倍），
３７℃ 孵育２ｈ，弃包被液。（２）加入２００μＬＰＢＳＴ洗管，弃洗
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液，重复２次。（３）加入２００μＬ感病植物叶片汁液的上清液
［０．２ｇ感病鲜叶 ＋２ｍＬ０．０２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值 ＝
７２），６０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ］，４℃过夜。（４）弃抗原液，加
入２００μＬＰＢＳＴ洗涤３次，每次洗涤３ｍｉｎ，去离子水洗涤１
次，短暂离心，用移液器吸去离心管底部的余液。（５）直接在
吸附了植物病毒的ＰＣＲ管中进行反转录，体系２０μＬ（Ｂｕｆｆｅｒ
５μＬ、反转录酶５Ｕ、ＲＮａｓｉｎ４０Ｕ、２０μｍｏｌ／Ｌ随机引物１μＬ、
１０μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ），４２℃ 反应１ｈ，之后进行ＰＣＲ反应。

２　结果与分析

２．１　ＲＴ－ＰＣＲ及克隆测序
以苹果叶片为试材，采用改进的 ＣＴＡＢ法提取苹果总

ＲＮＡ，以其为模板，应用 ＡＳＰＶ特异性引物对 ＡＳＰＶ１／ＡＳＰＶ２，
通过ＲＴ－ＰＣＲ反应扩增 ＡＳＰＶ的特异性片段。经过优化反
应体系，扩增出预期大小为２６４ｂｐ的特异性条带（图１）。

　　利用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒对特异片段进行回收、克隆、
测序，获得了２６４ｂｐ的ＡＳＰＶ特异序列。将获得的测序结果
利用网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）上的 ＢＬＡＳＴ工具
在ＧｅｎＢａｎｋ中进行检索。结果表明，该序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中
ＡＳＰＶ其他分离物的同源性为７９％ ～９３％，同源性最低的为
收录号为 ＨＱ３３９９５７的法国分离物 ＳＢ１２４５２和收录号为
ＡＦ０５７０３５的美国分离物 ＡＬＶ等；与收录号为 ＦＪ６１９１８４的中
国分离物１６１５的同源性最高，达到９３％。
２．２　ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ结果

以苹果叶片为试材，以ＣＴＡＢ缓冲液提取叶片粗提液，探
索建立ＡＳＰＶ的ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ检测技术体系。以ＡＳＰＶ的抗
血清包被薄壁管，捕获感病叶片粗提液中的ＡＳＰＶ病毒粒子，
利用ＡＳＰＶ特异性引物，先采用 ＲＴ－ＰＣＲ法进行病毒 ＲＮＡ
的反转录，再进行ＰＣＲ扩增，最终扩增出 ＡＳＰＶ的特异片段，
该方法可有效检测ＡＳＰＶ，且对栽培苹果、海棠、杏、樱桃样品
的检测皆有效（图２）。利用ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ检测技术体系，共
对８个栽培苹果样品、１个杏样品、１个海棠样品、３５个毛樱
桃样品进行了病毒检测，结果显示，苹果、杏、海棠样品皆受

ＡＳＰＶ感染，１９个毛樱桃样品受ＡＳＰＶ感染。

３　讨论

当前植物病毒检测方法主要为血清学方法及 ＲＴ－ＰＣＲ
为主的分子生物学方法。由于血清学检测方法灵敏度不高，

因此不适合检测病毒含量低的植物；而ＲＴ－ＰＣＲ虽然灵敏度
较高，但极易出现假阳性。ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ具有上述２种方法
的优点，利用抗血清特异性结合病毒粒子，再通过 ＰＣＲ扩增
提高灵敏度。许多植物叶片中多酚及多糖类物质较多，提取

高质量ＲＮＡ较困难；提取产物中容易残留杂质，这些杂质很

难除去，抑制了后续的 ＲＴ－ＰＣＲ反应［７］。ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ无
需提取ＲＮＡ，仅需病毒叶片的粗提液，极大地简化了操作步
骤，也使得ＰＣＲ反应可以不受多酚和多糖影响，从而使检测
结果相对准确。

尽管ＩＣ－ＰＣＲ需要抗血清与免疫捕获步骤，但对苹果、
草莓、樱桃等难以分离优质核酸树种的病毒检测有独特的优

势。ＩＣ－ＰＣＲ技术已被用于检测苹果褪绿叶斑病毒（ａｐｐｌｅ
ｃｈｌｏｒｏｔｉｃｌｅａｆｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，ＡＣＬＳＶ）、草莓潜隐型环斑病毒（ｓｔｒａｗ
ｂｅｒｒｙｌａｔｅｎｔｒｉｎｇｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，ＳＬＲＳＶ）、葡萄卷叶伴随病毒１（ｇｒａ
ｐｅｖｉｎｅｌｅａｆｒｏｌｌ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ１，ＧＬＲａＶ－１）、草莓轻型黄边
病毒（ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｉｌｄｙｅｌｌｏｗｅｄｇｅｖｉｒｕｓ，ＳＭＹＥＶ）等病毒［８］。在

检测ＳＭＹＥＶ的研究中，常规 ＰＣＲ无扩增产物，而 ＩＣ－ＲＴ－
ＰＣＲ对不同的引物都可以很好地扩增［９］。

ＡＳＰＶ在我国危害较严重，植株带毒率普遍较高。刘福
昌等报道我国的渤海湾、黄河故道和西北高原苹果主产区主

栽苹果品种和营养系矮生砧木普遍受 ＡＳＰＶ、ＡＣＬＳＶ、ＡＳＧＶ
的侵染，其中ＡＳＰＶ带毒率普遍高于５０％，金冠、元帅苹果品
种的带毒率则高于８０％［３］。王国平等研究结果表明，我国北

方梨产区主栽品种上 ＡＳＰＶ的平均带毒率为６１．８％［１０］。近

年来，利用分子生物学技术检测 ＡＳＰＶ的带毒率差异较大
（２６．３％～８６．５％）［６，１１－１２］，但多数带毒率较高。本研究中的
带毒率也较高，可能与 ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ检测灵敏度较高有关，
也可能本研究中选取的试材较特殊且总体样本量较小。关于

ＡＳＰＶ感染杏的相关报道较少，已有报道中ＡＳＰＶ主要侵染苹
果和梨，ＡＳＰＶ自然寄主是森林苹果、三叶海棠（Ｍａｌｕｓｓｉｅｂｏｌｄ
ｉｉ）、梨属（Ｐｙｒｕｓ）植物及花楸属（Ｓｏｒｂｕｓ）植物，近年来也有侵
染毛樱桃和的报道［１３－１４］，因而下一步有必要对大量杏样

本进行大规模筛查。此外，本研究也发现了大量 ＡＳＰＶ与
ＡＳＧＶ、ＡＣＬＳＶ混合感染的情况，说明当前苹果３种潜隐病毒
的危害较严重。综合分析来看，尽管我国自２０世纪９０年代
初就开始了脱毒研究，但当前ＡＳＰＶ感染率未见明显降低，说
明控制该病毒的传播和扩散仍较重要，有必要进一步加强病

毒检测研究，严格无病毒苗木繁育管理。

４　结论

本研究建立了利用 ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ技术检测 ＡＳＰＶ的技
术体系，对栽培苹果、海棠、杏、毛樱桃样品皆可有效检测。

ＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ无需提取ＲＮＡ，只需病毒叶片的粗提液，步骤
简单，适用于果树病毒检测。
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　　摘要：利用添加了ＲＮａｓｅＡ的１Ｘｃｒａｃｋｉｎｇｂｕｆｆｅｒ直接裂解细菌增强观测效果，排除ＲＮＡ干扰，通过琼脂糖凝胶电
泳与空载体质粒进行比较，建立一种高通量快速鉴定重组子的方法。该方法方便易行，大大提高了工作效率。
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　　在分子生物学研究中，筛选阳性重组质粒ＤＮＡ是非常重
要的步骤之一，由于受连接效率、转化效率等多种因素的制

约，筛选阳性重组子成为一项十分繁琐复杂的工作。蓝白斑

筛选（ＬａｃＺ的 ａ互补）通过颜色反应区分阴阳性克隆，出现
假阳性概率较高；ＰＣＲ法鉴定重组克隆［１］需事先设计相应引

物，限制性内切酶酶切鉴定法［２］需提取质粒 ＤＮＡ，反应所需
材料成本较高，需要时间长。近几年人们建立了一些快速鉴

定重组质粒的方法，但有的需要使用苯酚／氯仿／异戊醇（体
积比２５∶２４∶１）［３］等毒性较高的材料，有的裂解缓冲液成分
复杂［４－５］，有的需要昂贵的试剂盒［６］，而利用１％ＳＤＳ一步裂
解法［７］获取质粒ＤＮＡ的方法则需要较长的摇菌或培养转化
平板的时间。笔者在科研实践中不断地总结了很多筛选方

法，从传统的碱裂解质粒 ＤＮＡ的原理出发，逐步建立了一种
更为简捷快速且成本低廉的重组子鉴定方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　质粒和菌株　大肠埃希菌 ＪＭ１０９和 Ｔ－ｓｉｍｐｌｅ载体
以及转化平板由笔者所在实验室保存提供。克隆片段为

５６０ｂｐ的猪２型圆环病毒核衣壳蛋白基因部分片段，由笔者
所在实验室扩增得到。

１．１．２　试剂　１Ｘｃｒａｃｋｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（１．０ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，１％ＳＤＳ）为自行配置，ＲＮＡｓｅＡ（１０ｍｇ／ｍＬ），氨苄青霉
素（１００ｍｇ／ｍＬ）。Ｔｒｉｓ碱、ＥＤＴＡ和冰乙酸等试剂购自上海生
工生物工程技术服务有限公司。

１．１．３　培养基　ＬＢ液体培养基：１０ｇ胰蛋白胨，５ｇ酵母提
取物，１０ｇＮａＣｌ，１０００ｍＬ蒸馏水，高压灭菌。ＬＢ固体培养
基：１５ｇ琼脂糖，１０００ｍＬＬＢ液体培养基，高压灭菌（配制培
养基所用制剂购自上海生工生物工程技术服务有限公司）。
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