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　　摘要：以进境的菠菜种子为试验材料，采用特异性引物逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）检测鉴定菠菜潜隐病毒（ＳｐＬＶ），
并对扩增得到的特异性片段进行进一步测序验证。结果表明，采用的３对引物分别扩增得到了３种不同大小的特异
性片段，其中引物对ＳｐＬＶ－ＲＮＡ２－Ｆ／Ｒ扩增的ＲＮＡ２组分产物量最大，条带清晰，最适合日常 ＳｐＬＶ的检测鉴定，目
的条带测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ发布的菠菜潜隐病毒分离物的同源性为９７．８７％ ～１００．００％，进一步说明进境菠菜种子
感染了菠菜潜隐病毒。这是我国首次从进境菠菜种子上截获菠菜潜隐病毒。
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　　菠菜（ＳｐｉｎａｃｉａｏｌｅｒａｃｅａＬ．）是中国普遍栽培的
蔬菜之一。菠菜潜隐病毒（Ｓｐｉｎａｃｈｌａｔｅｎｔｖｉｒｕｓ，
ＳｐＬＶ）是菠菜上重要的种传病毒病害，曾用名为
ＧＥ３６，属雀麦花叶病毒科（Ｂｒｏｍｏｖｉｒｉｄａｅ）等轴不稳
环斑病毒属（Ｉｌａｒｖｉｒｕｓ）。ＳｐＬＶ基因组结构为单链正
义五分体 ＲＮＡ，必需有 ３个大的组分（ＲＮＡ１、
ＲＮＡ２、ＲＮＡ３）及１～２个小的组分（ＲＮＡ４、ＲＮＡ５）
或外壳蛋白一起才能完成侵染过程，主要侵染菠

菜、番茄、藜麦、甜菜、鸡冠花、黄瓜、克利夫兰烟、黏

毛烟、黄花烟、菜豆等，ＳｐＬＶ存活期长，至少可以在
菠菜、藜麦种子中存活５年，远距离传播主要依靠种
子［１－２］。ＳｐＬＶ目前主要分布在丹麦、芬兰、瑞典、挪
威、南斯拉夫、新西兰、克罗地亚、美国、日本等国家或

地区［３－６］，我国没有分布，也没有截获的任何报道。

本研究以进境的菠菜种子为材料，应用一步法逆

转录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）技术对ＳｐＬＶ进行检测鉴定。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
１．１．１　材料　受检材料为２０１９年３月广州海关检
验检疫技术中心植检室接收的进境的菠菜种子。

１．１．２　试剂　核酸提取试剂ＴＲＩｚｏｌ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司产品；ＲＴ－ＰＣＲ一步法试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｏｎｅ
ＳｔｅｐＲＴ－ＰＣＲＫｉｔ）、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２０００购自大连
ＴａＫａＲａ公司。
１．１．３　引物　ＳｐＬＶＲＮＡ１组分引物ＳｐＬＶ－ＲＮＡ１－
Ｆ／Ｒ序列：５′－ＴＧＴＧＧＡＴＴＧＧＴＧＧＴＴＧＧＡ－３′，５′－
ＣＴＴＧＣＴＴＧＡＧＧＡＧＡＧＡＴＧＴＴＧ－３′；ＲＮＡ２组分引物
ＳｐＬＶ－ＲＮＡ２－Ｆ／Ｒ序列：５′－ＧＡＡＣＣＡＣＣＧＡＡＡＣＣ
ＧＡＡＡ－３′，５′－ＣＣＡＣＣＴＣＡＡＣＡＣＣＡＧＴＣＡＴＡＧ－３′；
ＲＮＡ３组分引物ＳｐＬＶ－ＲＮＡ３－Ｆ／Ｒ序列：５′－ＧＣＣ
ＴＴＣＡＴＣＴＴＴＧＣＣＴＴＴＧ－３′，５′－ＣＡＴＴＴＣＡＴＣＴＧＣＧ
ＧＴＧＧＴ－３′；预期扩增产物大小分别为 ７２２、４３６、
２１３ｂｐ［４］，由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。
１．２　方法
１．２．１　样品 ＲＮＡ的提取　随机取样并称取５０ｇ
菠菜种子，研磨成粉末状，称取 ０．１ｇ移入灭菌的
２ｍＬ离心管中，加入１ｍＬ的ＴＲＩｚｏｌ试剂，剧烈振荡
摇匀，室温静置３ｍｉｎ；４℃、１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，取
上清；加入２００μＬ三氯甲烷，上下颠倒混匀，室温静
置３ｍｉｎ；４℃、１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，取上层水相；
加等体积的异丙醇，颠倒混匀；４℃、１２０００ｇ离心
１０ｍｉｎ，弃上清；加１ｍＬ７５％乙醇洗涤沉淀，４℃、７
５００ｇ离心 ５ｍｉｎ，弃乙醇；沉淀于室温下充分干燥
后，溶于 ５０μＬ无 ＲＮＡ酶的 ｄｄＨ２Ｏ，－２０℃保存
备用。

１．２．２　ＲＴ－ＰＣＲ扩增　利用一步法 ＲＴ－ＰＣＲ试
剂盒，针对ＳｐＬＶ的３个不同组分进行 ＲＴ－ＰＣＲ一
步法检测，扩增体系如下：ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＯｎｅＳｔｅｐ
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Ｂｕｆｆｅｒ２５μＬ，上下游引物各（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ１ＳｔｅｐＥｎｚｙｍｅＭｉｘ２μＬ，最后加 ＲＮａｓｅ
ＦｒｅｅＨ２Ｏ至总体积为５０μＬ。反应参数如下：５０℃
３０ｍｉｎ；９４℃ ２ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃
３０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。
１．２．３　ＰＣＲ产物的检测　ＲＴ－ＰＣＲ反应结束后，
取５μＬ扩增产物进行１％琼脂糖凝胶电泳检测并
记录结果。ＰＣＲ产物由广州天一辉远基因科技有
限公司纯化并测序。

２　结果与分析

２．１　ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果与分析
利用引物对ＳｐＬＶ－ＲＮＡ１－Ｆ／Ｒ、ＳｐＬＶ－ＲＮＡ２－

Ｆ／Ｒ、ＳｐＬＶ－ＲＮＡ３－Ｆ／Ｒ对菠菜种子中 ＳｐＬＶ的３
个组分进行一步法 ＲＴ－ＰＣＲ检测鉴定。结果显
示，从待检测样品中分别扩增出３条特异性条带，大
小分别为７２２、４３６、２１３ｂｐ，与预期片段大小相符（图
１），初步判断待测样品可能感染了ＳｐＬＶ，在底物和

引物浓度完全一致的情况下，获得的 ＲＮＡ２组分扩
增产物的浓度明显比ＲＮＡ１、ＲＮＡ３高。
２．２　序列分析

产物核苷酸序列测序拼接后可知，扩增的目的

片段大小分别为７２２、４３６、２１３ｂｐ，在美国国立生物
技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简称ＮＣＢＩ）网站进行核酸序列Ｂｌａｓｔ。结
果表明，其中７２２ｂｐ核苷酸片段与分离物ＳＲＰ０５９４２０
ＲＮＡ１组分（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＹ６９５０１２．１）核苷酸序
列的同源性为９９．７２％，与美国分离物（ＧｅｎＢａｎｋ登录
号：Ｕ９３１９２．１）核苷酸序列的同源性为９９．５８％，与番
茄分离物（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＤＱ４５７０００．１）核苷酸序
列的同源性为９７８７％；４３６ｂｐ核苷酸片段与分离
物 ＳＲＰ０５９４２０ ＲＮＡ２组 分 （ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号：
ＫＹ６９５０１３．１）核苷酸序列的同源性为１００．００％，与
美国分离物（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｕ９３１９３．１）核苷酸序
列的同源性为９９７７％；２１３ｂｐ核苷酸片段与分离
物 ＳＲＰ０５９４２０（ＫＹ６９５０１４．１）和 菠 菜 分 离 物
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｕ９３１９４．１）ＲＮＡ３组分核苷酸序
列同源性均为１００００％。进一步验证得出，３个不
同大小的 ＲＴ－ＰＣＲ产物均为ＳｐＬＶ的特异性产物。

３　结论与讨论

菠菜潜隐病毒为五分体病毒，本研究为确定

ＲＴ－ＰＣＲ扩增到的产物为目标病毒，利用特异性引

物对ＳｐＬＶ侵染所需要的３个组分（ＲＮＡ１、ＲＮＡ２、
ＲＮＡ３）分别进行扩增，在扩增条件完全一致的情况
下，引物对ＳｐＬＶ－ＲＮＡ２－Ｆ／Ｒ扩增的ＲＮＡ２组分产
物量最大，条带清晰，更适合日常ＳｐＬＶ的检测鉴定。

菠菜种子被植物病毒感染后，种子的品质下

降，发芽率降低，芽苗生长势减弱，更易被其他病害

侵染。ＳｐＬＶ随种子传毒的效率非常高，在藜麦和菠
菜上种传率超过５０％，在烟叶上超过９０％［１］。韩国

曾多次从输韩菠菜种子上截获 ＳｐＬＶ，并在２００７年
把该病毒列入输韩植物和植物产品检疫性有害生

物名录。此次在菠菜种子上截获菠菜潜隐病毒，保

护了我国蔬菜种植业的安全，为防止该病毒的传

入，广州海关对该批菠菜种子作退运处理。但是由

于有害生物分布的非均匀性以及种子带毒率的非

一致性，入境第一口岸能否检出有害生物以便识别

风险，这是一个概率事件，而不是百分之百能够检

出有害生物的必然事件。因此国外预检及入境后

的监管、监测及跟踪检疫更为重要。
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　　摘要：猕猴桃溃疡病是一种毁灭性细菌病害，严重危害猕猴桃产业。近年来，猕猴桃溃疡病在四川省危害程度不
断加剧，发生面积不断增加，对四川省猕猴桃生产造成重大损失。分析总结低温多雨是四川省猕猴桃溃疡病发生的主

要气象条件，并通过对四川省成都、巴中、广元、雅安、宜宾以及绵阳等地区的猕猴桃溃疡病发病情况和发病特点的调

查分析，发现品种、海拔和树龄与溃疡病的发生直接相关，表现为在被调查的４个品种中，红阳最感病，徐香最抗病；海
拔越高，溃疡病危害越严重；溃疡病发病程度随树龄的增加逐渐加重。在此基础上对猕猴桃溃疡病提出综合防治措施

建议，皆在为四川省猕猴桃产业提供服务。
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　　猕猴桃（Ａｃｔｉｎｉｄｉａ）是一种具有丰富营养价值的
新兴水果，富含氨基酸、维生素和矿物质等营养元

素，因此被誉为“维 Ｃ之冠”“水果之王”“人间仙
果”等。同时，猕猴桃在医学上具有很高的科研价

值，研究发现，猕猴桃根、鲜果中均可提取到有明显

抗肿瘤作用的成分。猕猴桃具有丰富的营养价值

和极高的经济价值，近年来我国猕猴桃产业得以快

速发展，目前我国猕猴桃年种植面积、产量均居世

界首位，且种植规模仍逐步扩大［１］。四川省具有最

为丰富的猕猴桃种质资源，同时也是栽培面积仅次

于陕西省的猕猴桃栽培大省，截至２０１２年全省栽培
面积达２．８８万ｈｍ２。随着栽培面积的不断扩大，在
引种、购苗和采粉过程中，由于缺乏合理布局规划

和严格的检疫措施，造成猕猴桃溃疡病严重发生，

对产业发展造成极大威胁［２］。猕猴桃溃疡病是一

种毁灭性细菌灾害，严重危害猕猴桃产业，近年来在

四川省危害程度不断加重，发生面积不断增加，对四

川省猕猴桃生产造成重大损失。为探究四川省猕猴

桃溃疡病的危害程度及发病原因，本研究就该病害的

发生情况进行调查调研并提出综合防治措施。

１　猕猴桃溃疡病危害症状和特点

１．１　危害症状
　　通过对四川省猕猴桃溃疡病发生状况调查发
现，该病主要危害植株叶片、花和枝干。发病初期

病斑皮层隆起，组织变软，病斑呈褐色并流胶。胶

液从主干伤口、芽眼等裂缝中流出，胶液初期为乳

白色蛋清状，后期胶液变成黄褐色，在与植株伤流
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