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摘要
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苹果病毒病在世界各苹果产区广泛发生$危害严重$目前没有有效的防治药剂%苹果病毒具有潜隐危害&主

要以嫁接方式传播的特点%危险性高的类病毒侵染导致苹果果实几乎失去经济价值%苹果病毒的检测是防止其传

播和危害$繁育无病毒苗木和苹果树无毒化管理的一项关键技术%由于对病毒在苹果树体中的组织分布和浓度认

知不到位$苹果病毒检测中存在样品采集和检测方法的误区%本文根据课题组十年来开展苹果病毒检测和研究工

作的数据$简要概述了我国苹果病毒的发生危害特点$苹果病毒检测方法$详细给出了规范的样品采集&处理&总

&-.

提取&

&;F$%&

参数&检测引物&对照设置及检测结果判别的技术方法%
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苹果病毒病在世界各苹果产区广泛发生"具有

危害性强&传播扩散快的特点%病毒破坏和干扰果

树正常生理功能"导致树势减弱"产量降低"果实畸

形&着色不匀&品质下降"造成严重经济损失#

')

$

%国

外自
#(

世纪
!(

年代已开始了对苹果病毒病的调查

研究"目前多数苹果主要生产国基本上实现了苹果
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期 董云浩等!加强果树规范化采样和病毒检测"降低潜隐和危险性病毒对我国苹果产业的危害风险

的无毒化栽培#

!

$

%我国对苹果病毒病的研究起步较

晚"虽然目前基本明确了我国苹果主产区病毒病的

种类&分布"建立了病毒检测方法"但由于苹果病毒

在树体中的含量低"分布和浓度因季节和组织而异"

同时苹果病毒序列变异大"此外"检测中通常未设内

参基因做对照"导致检测假性率高"数据不一致"制

约了我国苹果病毒病可持续控制%

当前正值我国大面积推广矮砧密植苹果栽培方

式"其育苗过程中要通过两次嫁接来实现早结果和

早丰产%这种通过两次嫁接培育苹果苗的方法大大

增加了病毒传播和复合侵染的几率%同时由于新建

果园和需更新的果园面积大"苗木需求量巨大"市场

基本无秩序和无监管"使得矮砧苗病毒病问题愈发

严重"已危及我国苹果苗木的健康繁育"给我国苹果

安全生产带来了极大的风险%利用无病毒苗木和加

强病毒检测是目前控制苹果病毒病和防止其传播扩

散的有效途径"特别是对采穗母本树实施病毒检测"

是确保苹果苗木低毒化&无毒化和提升果品质量的

关键%

本文根据课题组十年来开展苹果病毒检测和研

究工作中取得的数据及发表的文章"首先概述了我

国苹果病毒的发生危害特点"列举了检测方法"然后

在整理&综合国内外研究建立的反转录)

&;

*

F$%&

检测苹果病毒技术的基础上"给出规范的从样品采

集&处理&总
&-.

提取&

&;F$%&

参数&检测引物&

对照设置到检测结果判别的技术方法"供苹果病毒

相关研究和育苗栽培生产中参考使用%

!

!

我国苹果病毒的种类及发生特点

根据对我国苹果主要产区)环渤海湾产区&黄土

高原产区&黄河故道产区和西南高地产区*病毒病多

年来的调查结果和病原检测结果进行分析"明确了

我国苹果上发生的病毒种类和特点%一是病毒种类

多%已明确的我国苹果上发生的主要病毒有
"

种"

分别是苹果褪绿叶斑病毒
+

##

)&./)414*2.)&%

B

"

#

4*

@21-"

)

.%3+\

*&苹果茎沟病毒
+

##

)&"*&5

(

144>

@20

(

@21-"

)

.+8\

*&苹果茎痘病毒
+

##

)&"*&5

#

2*>

*20

(

@21-"

)

.+$\

*&苹果坏死花叶病毒
.

JJ

QIBIMF

,KRDRPKRADMVD,@R

)

.

J

-6\

*&苹果锈果类病毒
+

#

>

#

)&".%1"=20@21423

)

.++\L

*和苹果凹果类病毒

+

##

)&325

#
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B

1-2*@21423

)

.4[\L

*

#

)

"
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$

%其中"

前三种)

.%3+\

&

.+8\

和
.+$\

*侵染苹果通常不

引起明显的症状"因此也称为潜隐病毒%

.

J

-6\

是最近鉴定的引起我国苹果花叶病的主要病毒#

/

$

-

.++\L

和
.4[\L

属于类病毒"虽然在苹果枝干和

叶片上不引起症状"但对苹果果实危害最大"

.++F

\L

引起苹果锈果病和花脸病"

.4[\L

引起苹果凹

果病"受危害的果实几乎丧失经济价值#

*

$

%二是发

生率高%

.%3+\

和
.+8\

的发生率均高于
"(d

"

一些果园达
'((d

"

.+$\

发生率一般在
#(d

以上"

相对较低-苹果花叶病发生率近年来明显增加"特别

是一些新发展的苹果生产区"发生率高于
)(d

#

*

$

%

三是复合侵染普遍%经检测"两种及更多种病毒复

合侵染的发生率为
"(d

%

'((d

"病毒复合侵染通

常产生协生作用"其危害比一种病毒单独侵染更加

严重"显著降低树势和缩短盛果期#

*

$

%四是苹果花

脸病&锈果病对我国苹果产业造成重大危险%近年

来富士苹果上发生的花脸病呈暴发趋势"特别是山

东和黄土高原产区"新树结果后即表现果实花脸症

状"调查发现发生率为
0d

%

'((d

"对我国苹果产

业危害和风险最大-虽然苹果凹果病目前仅在山东

和新疆发现"但潜在危害不容忽视#

*

$

%

8
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苹果病毒主要检测方法

苹果病毒检测有多种方法"如指示植物法"电子

显微镜技术"酶联免疫技术"分子生物学技术"以及

近年来用于病毒鉴定的深度测序技术#

1''

$

%分子生

物学技术通过检测病毒核酸来证实病毒的存在"其

灵敏度高"特异性强"检测快速"并可用于大量样品

的检测"适用范围广%目前"常用的分子生物学技术

包括核酸分子杂交技术&双链
&-.

电泳技术&

&;F

$%&

技术等"其中
&;F$%&

技术由于其准确度高&

操作性和实用性强"是目前适宜推广的苹果病毒检

测方法%

?

!

规范化的苹果样品采集和保存方法

不同生长期&不同组织中苹果病毒的含量差别

大"无论使用哪种检测方法"都应在适宜时间采集病

毒含量相对高的样品"并对样品进行恰当保存和运

输"以提高苹果病毒检测准确度和检测效率%

采样时期!春季
!

&

*

月份"苹果萌芽和新梢生长

期是各种病毒从根部移动到枝条并快速增殖的时

期"此时树体内病毒含量高"是采集苹果病毒检测样

品的最佳时期%

'

*"'

'
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组织类型和取样方法!苹果树不同组织内病毒

含量不同"为提高检测准确度"应选取病毒含量高的

组织进行取样%依据我们对多地多年苹果样品的选

取和检测"建议优先选取的苹果样品为嫩芽&花&韧

皮部组织和嫩叶%春季剪取生长旺盛的新梢或带花

的枝条"其他季节剪取两年生
'*

%

#(MP

长的枝条

或带有嫩叶的枝条用于剥取韧皮部组织%每株样品

标记序号&品种&地点&采集人&采集时间等信息"装

入塑料袋密封%苹果果皮中病毒含量高"也是一种

常选择的取样组织%发育成熟的叶片及老熟叶片中

病毒含量低"不建议采集%

取样数量!取样数量以检测目的而定"用于育苗

的采穗母本树"应逐一进行单株取样和检测-苗圃中

的幼苗或幼树建议按不小于
'd

或至少
)

株随机取

样"并标记取样株%

样品保存与运输!因离体组织中的核酸极易降

解"应尽快对样品进行检测%样品可在
!

%

'(e

下

保存
*

%

/L

%需长期保存时"将嫩芽&花&嫩叶&刮取

的韧皮部组织直接用液氮速冻后置于
f#(e

冰箱保

存
'

个月或置于
f0(e

冰箱保存半年%若需邮寄或

长途运输时"嫩梢和枝条用湿润的报纸或吸水纸包

住"或者用保鲜膜完全裹住"放在塑料袋中密封保湿

运输%收到样品后应立即开展检测或进行保存%

E

!

苹果病毒的
$)F"#$

检测技术

该技术包括苹果样品总
&-.

的提取和质量检

测&反转录&

$%&

和结果判别
!

个步骤%

E(!

!

苹果病毒
$)F"#$

检测方法使用的试剂与

设备

!!

试剂!

L-;$R

&

'%

A

4-.

&

6F63\

反转录酶&

&-.

酶抑制剂&琼脂糖&

'(g3KALDB

H

<@EEI,

&

4-.

6A,̀I,

%

设备!水浴锅&

$%&

仪&电泳仪及电泳槽&

SU(!+F

)%

型紫外凝胶成像仪%

E(8

!

苹果样品总
$=>

提取和质量检测

因苹果组织中多酚&多糖含量高"常规
;&:]KQ

提取法不适用"推荐使用二氧化硅吸附法提取总

&-.

"具体方法见备注
#

%也可以使用常规的

%;.<

提取法"这里不做详细介绍%

为保证检测准确度"应对总
&-.

的质量进行

检测!利用紫外分光光度计检测提取的总
&-.

纯

度和浓度%

74

#"(

(

74

#0(

在
'50

%

#5#

时"总
&-.

纯

度符合要求%浓度计算公式为
&-.

)

#

H

(

P3

*

h

74

#"(

值
g!(

%

E(?

!

反转录

通常采用随机六聚体引物进行反转录"以便用

于检测多种主要苹果病毒%仅需检测一种病毒时"

可以使用特异性反向引物)表
'

*进行反转录%具

体为!

在
'5*P3

离心管中加入苹果样品总
&-.)5*

#

3

&

随机引物)

'(

#

PKQ

(

3

*

(5*

#

3

&

7QD

H

KL;

)

'(

#

PKQ

(

3

*

(5*

#

3

&

*g6F63\<@EEI,!5(

#

3

&

L-;$R

)

'(PPKQ

(

3

*

'5(

#

3

&

&-.

酶抑制剂
(5*

#

3

&

6F63\

反转录酶

)

#((2

(

#

3

*

(5*

#

3

"加
49$%LLX

#

7

至
#(

#

3

"

!#e

反应
'O

"

M4-.

用于
$%&

或保存于
f#(e

备用%

E(E

!

"#$

鉴于苹果病毒的复合侵染普遍"这里给出了常

规
$%&

和多重
$%&

两种方法%常规
$%&

适用于

单独对每种苹果病毒进行检测"多重
$%&

检测方法

适用于同时检测多种苹果病毒%检测引物见表
'

%

鉴于
.++\L

和
.4[\L

同属于苹果锈果类病毒属

+

#

".%1@21423

"可使用该属的通用引物对
A

J

RMA,VD,F

KDLRF[

和
A

J

RMA,VD,KDLRF&

进行检测%

$%&

体系应

设置空白对照)超纯水*&阴性对照)健康或不带病毒

样品*&阳性对照)带有病毒的苹果组织材料*和内参

对照%推荐使用苹果
CD>'

!

基因作为内参)引物对

9[F'

!

F[

和
9[F'

!

F&

"详见表
'

*%

常规
$%&

!选用表
'

中所列每种病毒的特异引

物分别进行常规
$%&

%反应体系包括反转录产物

M4-.#5(

#

3

&

'(g$%& <@EEI,#5*

#

3

&

L-;$R

)

'(PPKQ

(

3

*

(5*

#

3

&正向引物)

#(

#

PKQ

(

3

*

(5*

#

3

&

反向引物)

#(

#

PKQ

(

3

*

(5*

#

3

&

'%

A

4-.

聚合酶

)

*2

(

#

3

*

(i#*

#

3

"加
LLX

#

7

至
#*

#

3

%

$%&

反应

条件为
1!e

预变性
)PDB

-

1!e

变性
)(R

"对应引物

适宜退火温度)表
'

*复性
!*R

"

/#e

对应延伸
'PDB

"

反应
)*

个循环-最后
/#e

延伸
'(PDB

%

多重
$%&

!反应体系为反转录产物
M4-.#5(

#

3

&

'(g$%&<@EEI,*5(

#

3

&

L-;$R

)

'(PPKQ

(

3

*

(5*

#

3

&

.%3+\F[

)

#(

#

PKQ

(

3

*

'5(

#

3

&

.%3+\F&

)

#(

#

PKQ

(

3

*

'5(

#

3

&

.+8\F['

)

#(

#

PKQ

(

3

*

'5(

#

3

&

.+8\F&'

)

#(

#

PKQ

(

3

*

'5(

#

3

&

.+$\F['

)

#(

#

PKQ

(

3

*

(5!

#

3

&

.+F

$\F&'

)

#(

#

PKQ

(

3

*

(5!

#

3

&

A

J

RMA,VD,KDLRF[

)

#(

#

PKQ

(

3

*

'

""'

'
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(5*

#

3

&

A

J

RMA,VD,KDLRF&

)

#(

#

PKQ

(

3

*

(5*

#

3

&

9[F'

!

F[

)

#(

#

PKQ

(

3

*

(5*

#

3

&

9[F'

!

F&

)

#(

#

PKQ

(

3

*

(5*

#

3

&

'%

A

4-.

聚合酶)

*2

(

#

3

*

(5*

#

3

"加
LLX

#

7

至
#*

#

3

%

$%&

反应条件为
1!e

预变性
)PDB

-

1!e

变性
)(R

"

*)e

复性
!*R

"

"0e

延伸
#PDB

"

)*

个循环-最后

/#e

延伸
'(PDB

%

表
!

!

用于苹果病毒检测的引物!

#

),G/+!

!

"5&-+56035;+2+12&3430,

..

/+-,

H

35I&576+6

引物名称

$,DPI,

序列)

*jF)j

*

+I

Y

@IBMI

目标片段(
N

J

;A,

H

IC

E,A

H

PIBC

退火温度(
e

.BBIAQDB

H

CIP

J

I,AC@,I

应用

.

JJ

QDMACDKB

.%3+\F[

#

'#

$

8.8.&;;;%.8;;;8%;68. /1! *) &;F$%&

和多重
&;F$%&

.%3+\F& .8;%;.%.88%;.;;;.;;.;..8;

.+8\F['

#

')

$

;88...%%8.88.;88.%.8 """ *1

多重
&;F$%&

.+8\F&' %;88;.%%%...%%%..8%%;;.8

.+8\F[#

#

'!

$

88..;;;%.%.%8.%;%%;..%%%;%% *(( *1 &;F$%&

.+8\F&# %%%8%;8;;88.;;;8.;.%.%%;%

.+$\F['

#

')

$

8..8;..;%8%.;%.;;%.% )!" **

多重
&;F$%&

.+$\F&' 8.;.;8;.%%;.;;8.;88;;;%

.+$\F[#

#

'*

$

;8%%;%...8;.%.%%%%;%.8; )'" *1 &;F$%&

.+$\F&# %8%%..8...;8%.%.8%

.

J

-6\F%$

)

k

*

#

"

$

.;88;8;8%..;%8%;8;%. "!( *( &;F$%&

.

J

-6\F%$

)

F

*

%.;%8.%%.;..88.;.;%.

A

J

RMA,VD,KDLRF[

#

'"

$

)

$<%\L'((%

*

.8.%%%;;%8;%8.%8.%8. ##( *0 &;F$%&

和多重
&;F$%&

A

J

RMA,VD,KDLRF&

)

$<%\L1!X

*

;8;%%%8%;.8;%8.8%88.

9[F'

!

F[

#

')

$

;%.;%.;8..%%.%%%%8 *#( *0 &;F$%&

和多重
&;F$%&

9[F'

!

F& %%;8;%%.8..%%%..;;%

.++\LFX

#

'/

$

%%88;8.8...88.8%;8%%.8%. ))) "/ &;F$%&

.++\LF% %%;;%8;%8.%8.%8.%.88;8.8

.4[\LF[

#

'0

$

8.88....%;%%8;8;88;;% #/! ** &;F$%&

.4[\LF& .8%;%%.%;%%%;8%%.8.%%

!

'

*

CD>'

!

为苹果内参基因%

CD>'

!

DR,IEI,IBMI

H

IBIR5

E(J

!

检测结果判别

$%&

反应结束后"取
*

%

'(

#

3

产物加入
4-.

上

样缓冲液"使用预先做好的
'd

%

'5#d

琼脂糖凝胶进

行电泳"

'#(

%

'*(\

电压电泳约
)(PDB

"用
(5*

#

H

(

P3

溴化乙锭或其他
4-.

染料染色
'(PDB

%在凝胶成

像仪中利用紫外光观察条带位置"如果出现与阳性

对照样品扩增的条带位置相同的预期特异性条带

)片段大小参考表
'

*"初步判断为阳性样品%如果

需要进一步确认"则将
$%&

产物直接进行测序或将

目标条带切胶纯化后测序%将测序获得的序列在

8IB<AB̀

网站)

OCC

J

!

$

WWW5BMND5BQP5BDO5

H

KV

(*

上进行
<3.+;B

比对"根据比对获得的序列相似度

最高的病毒确定是否为目标病毒%如果未观察到目

标条带"与阴性对照样品一样"则说明样品中不含有

待检病毒%

附录

'5

苹果组织总
&-.

的二氧化硅吸附提取法#

'1

$

操作步骤!

'

*用液氮预冷研钵"取约
(5'

H

植物组织)叶

片&韧皮部或果皮*放于研钵中研磨"将研磨后的粉

末转入
'5*P3

离心管中%

#

*向离心管中加入
'P3

研磨缓冲液和
'((

#

3

#d

偏重亚硫酸钠"振荡混匀%

)

*短暂离心"取
0((

#

3

匀浆转入事先加入
'*(

#

3

'(d

十二烷基肌氨酸钠的离心管中"

/(e

保温

'(PDB

)中间颠倒混匀
)

%

!

次*"冰上放置
*PDB

"

'#(((

H

离心
'(PDB

%

!

*取上清转入含有
'*(

#

3

无水乙醇&

)((

#

3

"PKQ

(

3

碘化钠&

)(

#

3'(d

二氧化硅悬浮液)

J

X

#5(

*的离心管中"室温振荡
#(PDB

%

*

*

"(((,

(

PDB

离心
'PDB

"弃去上清"加入
*((

#

3

清洗缓冲液振荡悬浮沉淀"

"(((,

(

PDB

离心
'PDB

%

"

*重复步骤)

*

*

'

至
#

次%

/

*将离心管反扣在纸巾上"用枪头吸掉管中残

'

/"'

'



#(#(

余的上清"室温下自然干燥
)

%

*PDB

"加入
0(

#

3

无

核酶的纯水"振荡悬浮"

/(e

保温
!PDB

%

0

*

')(((,

(

PDB

离心
)PDB

"吸取上清
"(

#

3

"

用于合成
M4-.

或保存
f0(e

%

试剂配制!

以下试剂均用无核酶的纯水或焦磷酸二乙酯

)

49$%

*处理的
LLX

#

7

水进行配制%

'(d

二氧化硅悬浮液!称取
+D7

#

微粒
#(

H

于

#((P3

无核酶的纯水中"摇匀"沉淀一昼夜-倒掉上

清"加水至
#((P3

"摇匀"沉淀
*O

-倒掉
'/"P3

上

清"留下
#!P3

粉浆用盐酸调节
J

Xh#5(

-高温高

压灭菌后分装于
'5*P3

离心管"

!e

保存%

#d

偏重亚硫酸钠!称取偏重亚硫酸钠
'

H

溶于

*(P3

水中"搅拌均匀"高温高压灭菌"

!e

保存%

'(d

十二烷基肌氨酸钠!称取十二烷基肌氨酸

钠
*

H

溶于
*(P3

水中"搅拌均匀"高温高压灭菌"

!e

保存%

"PKQ

(

3

碘化钠!称取
1(

H

碘化钠溶于
'((P3

水中"搅拌均匀"高温高压灭菌"

!e

保存%

研磨缓冲液!称取)异*硫氰酸胍
#)5"

H

"醋酸钠

)

-A.%

*

(50#

H

"

94;.(5)/

H

"醋酸钾)

>.%

*

!51

H

"

$\$F>)('5#*

H

溶于
*(P3

水中"搅拌混匀"高温

高压灭菌"冷却后
!e

保存"使用前加入适量
#d

偏

重亚硫酸钠%

清洗缓冲液!取
;,DR

碱
(5)(

H

溶于
'#*P3

水"

盐酸调节
J

Xh/5*

"称取
(5(!

H

94;.

"

(5/)

H

-A%Q

加入以上
;,DRFX%Q

中"加入无水乙醇
'#*P3

"定容至

#*(P3

"

!e

保存%
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