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摘要　本文比较了ＲＴＰＣＲ和ｄｏｔＥＬＩＳＡ两种方法对单头灰飞虱携带水稻条纹病毒（犚犻犮犲狊狋狉犻狆犲狏犻狉狌狊，ＲＳＶ）的检

出率、检测灵敏度和检测成本。结果表明，两种方法均能检测到单头灰飞虱体内的ＲＳＶ，ＲＴＰＣＲ检测单头灰飞虱

体内ＲＳＶ的阳性检出率比ｄｏｔＥＬＩＳＡ方法低１１．７９％～１５．７７％，但ＲＴＰＣＲ的检测灵敏度比ｄｏｔＥＬＩＳＡ高１０

倍，ＲＴＰＣＲ技术的检测成本比ｄｏｔＥＬＩＳＡ的高。结果暗示，对于单头介体昆虫中的病毒检测，ＲＴＰＣＲ技术的检

出率不一定比ｄｏｔＥＬＩＳＡ的高。综合考虑后，如对室外大批量灰飞虱进行带毒率检测时可采用ｄｏｔＥＬＩＳＡ方法，

如需准确分析单头灰飞虱体内ＲＳＶ时可采用ＲＴＰＣＲ方法。

关键词　水稻条纹病毒；　灰飞虱；　ＲＴＰＣＲ；　ｄｏｔＥＬＩＳＡ；　检测
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　　水稻条纹病毒（犚犻犮犲狊狋狉犻狆犲狏犻狉狌狊，ＲＳＶ）引起水

稻条纹叶枯病，自然界中可以由灰飞虱（犔犪狅犱犲犾

狆犺犪狓狊狋狉犻犪狋犲犾犾狌狊）、白脊飞虱（犝狀犽犪狀狅犱犲狊狊犪狆狆狅狉狅

狀犪）、白带飞虱（犝．犪犾犫犻犳犪狊犮犻犪）和白条飞虱（犜犲狉

狋犺狉狅狀犪犾犫狅狏犻狋狋犪狋狌犿）传播，但主要依靠灰飞虱以持久

方式经卵传给后代［１］。水稻是ＲＳＶ最主要的寄主，

受侵染的水稻最典型的外部症状为出现褪绿的条纹

斑点或斑块，一般最早出现在嫩叶，根据具体表现症
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状可以分为卷叶型和展叶型两类。水稻条纹叶枯病

最早于１８９７年在日本关东地区发生，随后在俄罗

斯、朝鲜、韩国、前苏联和乌克兰相继发生［２］。我国

自１９６３年首次在江苏南部地区发生后，该病迅速扩

及到１８个省（市、自治区）的广大稻区，并在江苏、安

徽、河南、山东、云南、北京、上海、台湾等地暴发流

行，病情严重的稻区甚至颗粒无收。自２００６年以

来，通过选育抗病品种、加强病害的预测预报、合理

用药等综合治理措施，该病害发生面积已大幅下

降［３］，但是全国各地仍时有发生，因此对该病进行早

期预测预报及有效防控仍很有必要。

灰飞虱的带毒率与水稻条纹叶枯病的发生关系

密切，快速、准确地检测灰飞虱体内的ＲＳＶ对水稻

条纹叶枯病的预测预报和防治具有重要意义。要准

确探明田间灰飞虱的带毒率，需要对大量单头灰飞

虱携带ＲＳＶ情况进行检测。ＲＳＶ的检测方法有许

多，包括 ＥＬＩＳＡ、ＤＩＢＡ、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ、

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交等
［４６］，其中ＲＴＰＣＲ具有灵敏度高、

特异性强、准确性好等特点。ｄｏｔＥＬＩＳＡ除具有灵敏

度高、特异性强等特点外，还具有成本低的优势，适于

大批量样品检测，且不需要特殊仪器设备，操作简便，

结果判定简单易行，因此被广泛应用于灰飞虱体内

ＲＮＡ病毒的检测
［７９］。虽然目前利用ＲＴＰＣＲ和

ｄｏｔＥＬＩＳＡ检测灰飞虱体内水稻病毒的报道有不少，

但尚未见比较这两种方法检测单头灰飞虱体内ＲＳＶ的

相关报道。本文比较了两种方法对单头灰飞虱体内

ＲＳＶ的检出率、检测灵敏度和检测成本等，以期为单头

灰飞虱体内ＲＳＶ以及其他虫传病毒的检测提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料

可能携带水稻条纹病毒的灰飞虱高龄若虫和成

虫，在温室用‘武育粳３号’饲养。

１．２　试验试剂

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液，百泰克公司的ＴＲＩ

ｐｕｒｅ总ＲＮＡ提取试剂，ＴａＫａＲａ公司的 Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＭＭＬＶＲＮａｓｅＨ
－反转录试剂盒，

Ｔｉａｎｇｅｎ公司的犜犪狇ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ试剂盒，美国

ＫＰＬ公司的辣根过氧化物酶标记羊抗鼠ＩｇＧ二抗，

Ｓｉｇｍａ公司的ＴＭＢ显色液，美国ＰＡＬＬ公司的硝

酸纤维素滤膜。ＲＳＶ单克隆抗体由浙江大学周雪

平教授惠赠。

１．３　试验方法

１．３．１　样品准备

在比较两种方法的检出率时，设置了两个处理，

处理１：同一头灰飞虱，用ＰＢＳ研磨后将上清液分成

两部分，一部分直接用于ｄｏｔＥＬＩＳＡ检测，另一部分

提ＲＮＡ后进行ＲＴＰＣＲ检测，该处理设置３组重复，

分别检测灰飞虱２０、３０、２０头。处理２：不同的单头灰

飞虱分别进行ＲＴＰＣＲ和ｄｏｔＥＬＩＳＡ检测，均各自设

置２组重复，分别检测灰飞虱３４、７２头。

１．３．２　单头灰飞虱体内ＲＳＶ的ＲＴＰＣＲ检测

根据已报道的ＲＳＶＲＮＡ４序列，设计特异性

ＲＳＶ 检测引物 （ＲＮＡ４ｄＦ１：５′ＡＣＡＣＡＡＡＧＴＣ

ＣＡＧＧＧＣＡＴＴＴ３′，ＲＮＡ４ｄＲ１：５′ＣＡＣＡＣＡＡ

ＧＡＡＧＧＴＣＡＡＣＣＣＡＡＡＣ３′）。利用 ＴＲＩｐｕｒｅ试

剂提取单头灰飞虱上清液中的总ＲＮＡ，取１μＬ总

ＲＮＡ用ｄｄＨ２Ｏ按１０
０、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、

１０－６倍进行系列稀释，然后分别按照ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅＭＭＬＶＲＮａｓｅＨ
－反转录试剂盒和犜犪狇

ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ试剂盒说明书进行ＲＴＰＣＲ扩增。

１．３．３　单头灰飞虱体内ＲＳＶ的ｄｏｔＥＬＩＳＡ检测

ｄｏｔＥＬＩＳＡ采用Ｘｉｅ等
［１０］的方法，略有改动。

取１μＬ用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液研磨单头灰飞虱

后的上清液，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ进行１００、１０－１、１０－２、

１０－３、１０－４、１０－５、１０－６系列稀释；取２μＬ稀释液点到

ＮＣ膜上，室温干燥；用５％脱脂奶粉室温封闭６０ｍｉｎ，

用含５％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ缓冲液按１∶８０００稀释ＲＳＶ

单克隆抗体，将抗体与ＮＣ膜在室温孵育６０ｍｉｎ；洗膜

后与用含５％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ缓冲液按１∶１００００的

比例稀释辣根过氧化物酶标记羊抗鼠ＩｇＧ二抗室温

孵育６０ｍｉｎ；洗膜后用ＴＭＢ底物显色液显色，待ＮＣ

膜上的阳性样品呈现明显蓝色而阴性对照未显色时

弃显色液终止反应，记录结果并照相保存。

２　结果与分析

２．１　犚犜犘犆犚和犱狅狋犈犔犐犛犃方法对单头灰飞虱体

内犚犛犞的检出率

　　处理１中，ＲＴＰＣＲ的ＲＳＶ平均阳性检出率为

５５．５６％，ｄｏｔＥＬＩＳＡ 的 ＲＳＶ 平均阳性检出率为

６７．３５％，ＲＴＰＣＲ的ＲＳＶ平均阳性检出率比ｄｏｔ

ＥＬＩＳＡ方法低１１．７９％。处理２中，ＲＴＰＣＲ和

ｄｏｔＥＬＩＳＡ的ＲＳＶ平均阳性检出率分别为２７．８２％

和４３．５９％，前者阳性检出率比后者低１５．７７％。无
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论是同一头灰飞虱同时进行ＲＴＰＣＲ检测和ｄｏｔ

ＥＬＩＳＡ检测，还是不同的单头灰飞虱分别进行ｄｏｔ

ＥＬＩＳＡ和ＲＴＰＣＲ检测，ＲＴＰＣＲ的ＲＳＶ阳性检

出率都比ｄｏｔＥＬＩＳＡ的低（表１）。

表１　犚犜犘犆犚和犱狅狋犈犔犐犛犃对单头灰飞虱体内犚犛犞的检出率１
）

犜犪犫犾犲１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳犚犛犞犻狀犻狀犱犻狏犻犱狌犪犾犛犅犘犎狊犫狔犚犜犘犆犚犪狀犱犱狅狋犈犔犐犛犃

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

样品数／头

Ｓａｍｐｌｅ

ＲＴＰＣＲ

检出数／头

Ｎｕｍｂｅｒ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ

检出率／％

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

平均检出率／％

Ａｖｅｒａｇｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ｄｏｔＥＬＩＳＡ

检出数／头

Ｎｕｍｂｅｒ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ

检出率／％

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

平均检出率／％

Ａｖｅｒａｇｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅ

处理１

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ１

２０ １１ ５５．００

３０ ２０ ６６．６７

２０ ９ ４５．００

５５．５６

１９ ９５．００

１６ ５５．３３

１２ ５１．７２

６７．３５

处理２

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ２

３４ ９ ２６．４７

７２ ２１ ２９．１７
２７．８２

－ －

－ －
－

３４ － －

７２ － －
－

１５ ４４．１２

３１ ４３．０６
４３．５９

　１）处理１：随机采集的同一头灰飞虱既进行ＲＴＰＣＲ检测又进行ｄｏｔＥＬＩＳＡ检测；处理２：随机采集的不同的单头灰飞虱，一半进行ＲＴＰＣＲ
检测，另一半进行ｄｏｔＥＬＩＳＡ检测。

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ１：ＲＳＶｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｂｙｂｏｔｈＲＴＰＣＲａｎｄｄｏｔＥＬＩＳＡｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌＳＢＰＨ；Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ２：ＲＳＶｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲｏｒｄｏｔＥＬＩＳＡｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｉｖｉｄｕａｌＳＢＰＨｓ．

２．２　犚犜犘犆犚和犱狅狋犈犔犐犛犃对单头灰飞虱体内

犚犛犞的检测灵敏度

　　取一头灰飞虱用ＰＢＳ缓冲液充分研磨后得到

上清液，一部分上清液用ＰＢＳ按１０×梯度进行稀释

后用于ｄｏｔＥＬＩＳＡ 检测，稀释倍数为１００、１０－１、

１０－２、１０－３、１０－４、１０－５和１０－６，随着稀释倍数增大，

阳性显色逐渐减弱，稀释至１０－２后便不再显色（图

１），即ｄｏｔＥＬＩＳＡ方法可以检测到ＲＳＶ的最大稀释

倍数为原液的１００倍。另一部分上清液提ＲＮＡ后

用ｄｄＨ２Ｏ按１０×梯度进行稀释后用于ＲＴＰＣＲ检

测，稀释倍数为１００、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５和

１０－６，随着稀释倍数增大，目标条带逐渐减弱，稀释

至１０－３后便检测不到目标条带（图２），即ＲＴＰＣＲ

方法可以检测到ＲＳＶ的最大稀释倍数为原ＲＮＡ

浓度的１０００倍。

图１　犇狅狋犈犔犐犛犃对单头灰飞虱体内犚犛犞的检测灵敏度

犉犻犵．１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犳狅狉犚犛犞犻狀犻狀犱犻狏犻犱狌犪犾

犛犅犘犎狊犫狔犱狅狋犈犔犐犛犃

２．３　犚犜犘犆犚和犱狅狋犈犔犐犛犃对单头灰飞虱体内

犚犛犞的检测成本比较

　　对单头灰飞虱进行ＲＴＰＣＲ检测时，如果选用

较为便宜的ＴＲＩｐｕｒｅ总ＲＮＡ提取试剂、ＴａＫａＲａＲｅ

ｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＭＭＬＶ反转录试剂盒和天根犜犪狇

ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ试剂盒等，折算后检测１个样品的主

要试剂、耗材成本约为２０～３０元；对单头灰飞虱进行

ｄｏｔＥＬＩＳＡ检测时，需用到硝酸纤维素滤膜、ＲＳＶ单

克隆抗体、辣根过氧化物酶标记羊抗鼠ＩｇＧ二抗和

ＴＭＢ显色液，折算后检测１个样品的试、耗材成本约

为８～１０元，约是ＲＴＰＣＲ检测成本的１／３。由此可

见ＲＴＰＣＲ检测成本比ｄｏｔＥＬＩＳＡ高许多。

图２　犚犜犘犆犚对单头灰飞虱体内犚犛犞的检测灵敏度

犉犻犵．２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犳狅狉犚犛犞犻狀

犻狀犱犻狏犻犱狌犪犾犛犅犘犎狊犫狔犚犜犘犆犚

３　讨论

刘珊珊等［１１］、马占鸿等［１２］的研究结果表明ＲＴ
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ＰＣＲ检测灵敏度比ｄｏｔＥＬＩＳＡ的高，因此我们起初

也一直认为ＲＴＰＣＲ的检出率应该比ｄｏｔＥＬＩＳＡ

的高，但是经过多次试验，结果都是ＲＴＰＣＲ的阳

性检出率比ｄｏｔＥＬＩＳＡ的低，且存在ＲＴＰＣＲ检测

为阳性的样品 ｄｏｔＥＬＩＳＡ 检测却为阴性、ｄｏｔ

ＥＬＩＳＡ检测为阳性的样品ＲＴＰＣＲ检测为阴性的

现象。针对ＲＴＰＣＲ和ｄｏｔＥＬＩＳＡ阳性检出率不

一致的现象，我们分别用ＴＲＩｐｕｒｅ、ＲＮＡｉｓｏ和Ｔｒ

ｉｚｏｌ３种ＲＮＡ提取试剂分别对单头灰飞虱的ＲＮＡ

进行提取，发现３种试剂的提取效果差异不大，结果

依然是ＲＴＰＣＲ的阳性检出率比ｄｏｔＥＬＩＳＡ的低，

说明ＲＮＡ的提取试剂不是造成ＲＴＰＣＲ检出率比

ｄｏｔＥＬＩＳＡ低的主要原因。另外对两种方法检测结

果出现双向差异的这些样品进行１０、５０、１００、２００倍

稀释后再检测，发现结果仍然是ＲＴＰＣＲ的阳性检

出率比ｄｏｔＥＬＩＳＡ的低。于是我们用ＩＣＲＴＰＣＲ

对这些样品进行验证，结果显示ＲＴＰＣＲ和ＩＣＲＴ

ＰＣＲ的检测结果基本一致，且ＩＣＲＴＰＣＲ阳性检

出率比ＲＴＰＣＲ提高８％左右，依然存在部分阳性

结果与ｄｏｔＥＬＩＳＡ不吻合的现象。

饶黎霞等［１３］的研究结果也表明，分别用ＲＴ

ＰＣＲ和ｄｏｔＥＬＩＳＡ检测水稻上的南方水稻矮缩病

毒、水稻矮缩病毒和水稻齿叶矮缩病毒时，从检出率

看，两种方法的吻合率并不完全一致，并因病毒而

异。另外嵇朝球等［１４］、杨杰等［１５］认为ｄｏｔＥＬＩＳＡ

是在蛋白质水平上检测有无病毒的外壳蛋白，这种

检测法受到基因表达和环境条件等因素的影响，检

测结果假阳性较高，导致ｄｏｔＥＬＩＳＡ的检出率要高

许多。另外在开展ＲＴＰＣＲ检测前需要对单头灰

飞虱进行ＲＮＡ提取，因虫体很小，很容易在提取过

程中发生ＲＮＡ的降解及丢失，导致ＲＴＰＣＲ的检

出率要低一些，这些可能都是导致在对大批量单头

灰飞虱进行检测时很难做到两种方法的检测结果完

全吻合的原因。

在使用成本及实用性方面，ＲＴＰＣＲ方法所使

用的仪器和试剂成本较高，需要专业人员进行操作，

不利于大批量的样品检测。ｄｏｔＥＬＩＳＡ方法的成本

相对较低，灵敏度高、特异性强，不需要特殊仪器设

备，适用于大批量的单头灰飞虱样品检测，但可能存

在假阳性现象。总的来说在进行田间大批量灰飞虱

带毒率的检测时，ｄｏｔＥＬＩＳＡ方法是一个不错的选

择，而需要准确分析单头灰飞虱体内ＲＳＶ时，选择

ＲＴＰＣＲ方法较好，各单位可根据自己的条件及具

体情况来选择检测技术［１６］。
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