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通过引物筛选和体系优化建立了葡萄卷叶伴随病毒
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染料法实时荧光定量
ZEXQFZ

检测技术$该技术标准曲线扩增效率为
45787̀

%决定系数为
58RRR

%

最低检出限可达
45

d#稀释梯度%是常规
ZEXQFZ

的
455

倍$对不同季节和不同部位葡萄样品的检出率普遍高于常

规
ZEXQFZ

$春夏秋季样品检出率分别为
"6̀
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:R̀

和
:"̀

%比常规
ZEXQFZ

检出率分别高
!7̀

'

7:̀

和
46̀

$

冬季休眠枝条检出率最高!

455̀

#%与常规
ZEXQFZ

相同$夏季老叶柄和卷须'秋季和冬季枝条等样品检测效果最

好%检出率均为
455̀

$对来自我国
46

个省
#:

个品种的
44"

份田间葡萄样品检测结果表明%

h

ZEXQFZ

共检测到
45

个样品为阳性%检出率略高于常规
ZEXQFZ
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葡萄卷叶病是一种世界性病毒病害$也是我国

葡萄上的主要病害$由多种葡萄卷叶伴随病毒
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#引起$其

中
B<Z/\X7

和
B<Z/\X#

是我国葡萄卷叶病的主

要病原%
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属于长线病毒科
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长线病毒属
A#&)+$'&-,'()

$为
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病毒$基因
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期 任芳等!葡萄卷叶伴随病毒
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实时荧光定量
ZEXQFZ

技术的检测应用

组全长
4"8;O2

$包含
R

个
UZCJ

$分别编码一个大

的多聚蛋白,
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FQ
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和
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等蛋白&
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B<Z/\X7

除了引起葡萄卷叶病外$还

可导致嫁接不亲和,部分品种嫁接后死亡和幼树/速

衰0等症给葡萄生产造成很大危害&

!;

'

%除我国外$

B<Z/\X7

在美国,意大利等多个国家普遍发生$且

分为多个变异组群$不同分离物间遗传变异性较

大&

#

$

"

'

$给病毒检测和防控带来很大困难%病毒检测

是葡萄病毒病防控的关键环节$实时荧光定量
ZEX

QFZ

"

h

ZEXQFZ

#检测技术特异性强,灵敏度高$在

世界上已经应用多年&

;

$
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$但我国还未见
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ZEXQFZ

检测技术的相关研究报道%本实验室前

期建立的葡萄病毒
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技术$检测特异性好且灵敏度高$灵敏度

可达到常规
ZEXQFZ

的
455

倍以上&

R

'

$表明该技术

在葡萄病毒检测中具有较好应用前景%因此本研究

建立并优化了
B<Z/\X7

的
h

ZEXQFZ

检测技术体

系$并将其应用到不同季节和不同部位葡萄样品的

检测中$以期为丰富
B<Z/\X7

检测手段,提高病毒

检测效率打下基础%

$
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材料与方法

$%$

!

材料

本研究以辽宁省兴城市中国农业科学院果树研

究所国家落叶果树脱毒中心毒源保存圃采集的感染

B<Z/\X7

的葡萄样品"表
7

#以及来自我国不同葡萄

产区的田间葡萄样品"表
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#为试材%
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主要仪器和试剂

本研究所用实时荧光定量
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载体,胶回

收试剂盒购自北京艾德莱生物有限公司%
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总
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提取及反转录

取葡萄样品约
:5G

K

$采用吸附柱法&

45

'提取总

ZAT

$

d:5c

保存%采用反转录试剂盒"
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转录方法合成
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引物筛选及克隆验证

根据文献报道选择
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7Z
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'和
Q4R
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-C!
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Q7!

h

-Z

&
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'等
#

对引物作为本研究

B<Z/\X7

实时荧光定量
QFZ

候选引物"表
4

#%分

别采用常规
ZEXQFZ

和
h

ZEXQFZ

对引物特异性及

扩增效果进行比较%

h

ZEXQFZ

反应体系
4#

$

<

$含

7j*SYZB300.
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QFZ>%I"87;

$
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,正反向引物

各
587;

$

<
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D$QF

水
;87;

$

<

和
&DAT4

$

<

%反

应条件!

R;c

预变性
#G%.

+

R;c4;J

$

;:c4;J

$

67c75J

$

!5

个循环$熔解曲线分析温度
"5

#

R;c

$每
;J

增加
58;c

%以扩增曲线
A

B

值"扩增

产物荧光信号达到设定阈值所经过的循环次数#

(

#5

且熔解曲线为单一峰时判定为阳性%根据常规

ZEXQFZ

和
h

ZEXQFZ

扩增效果选择
4

对引物作为

本研究
h

ZEXQFZ

检测引物$将所选引物
QFZ

扩增

产物割胶回收纯化$连接
H

EUQUXET

载体并转化

大肠杆菌
DW;
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$挑取阳性克隆送北京诺赛基因组

研究中心进行测序$序列比对分析验证引物正

确性%

表
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用于筛选的
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引物序列
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Q3%G03./G0

引物序列"
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目标基因
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体系优化及标准曲线构建

以
45

d4倍稀释的
&DAT

作为模板$在
;!85

#

"!85c

退火温度梯度下进行
h

ZEXQFZ

扩增选择最

佳退火温度+采用
455

,

755

,

#55

,

!55.G(+

(

<

和

*

4:4
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引物浓度进行
h

ZEXQFZ

扩增选择最佳

引物浓度%在最佳退火温度和引物浓度下$以
4

#

45

d6梯度稀释的
&DAT

为模板进行
h

ZEXQFZ

标准

曲线构建%

$%/

!

I

,<K*+,

技术的检测及应用

$8/8$

!

特异性检测和灵敏度比较

分别采集感染了葡萄病毒
TN'/

1

$-,5$-,'()

>

"

B\T

#,葡萄病毒
YN'/

1

$-,5$-,'()L

"

B\Y

#,葡

萄病毒
$N'/
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$-,5$-,'()9
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B\$
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B<Z/\X4

,

B<X

Z/\X7

,

B<Z/\X#

,

B<Z/\X!

,葡萄扇叶病毒
N'/
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$7
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/5#$/
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BC<\

#,葡萄斑点病毒
N'/

1

$7

-,5$
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BCO\

#和沙地葡萄茎痘病毒
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$-,5$'(
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1
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BZ*Q/\

#的葡萄样品用于
h

ZEXQFZ

特异性检测%

以
B<Z/\X7

阳性样品
4

#

45

d6梯度稀释的
&DAT

为模板$分别进行常规
ZEXQFZ

和
h

ZEXQFZ

检测$

比较检测灵敏度%

$8/8&

!

田间葡萄样品检测

选择感染
B<Z/\X7

的
!

个品种".赤霞珠-.红

地球-.克瑞森无核-和.品丽珠-#

"

株葡萄植株$分

别在春夏秋季采集上部"枝条顶端嫩梢从上往下第

7

,

#

片叶#嫩叶,嫩叶柄,下部"枝条基部自下往上

第
7

,

#

片叶#老叶,老叶柄,卷须和枝条等
"

个部位

样品$冬季采集休眠枝条$共
44!

个样品"表
7

#$分

别进行常规
ZEXQFZ

和
h

ZEXQFZ

检测%并收集来

自我国
46

个省
#:

个品种的
44"

份田间葡萄样品

"表
#

#$分别采用常规
ZEXQFZ

和
h

ZEXQFZ

进行

检测%

&

!

结果与分析

&%$

!

引物筛选及克隆验证

选择
4"

个感染
B<Z/\X7

的葡萄样品采用
#

对

引物进行常规
ZEXQFZ

检测%电泳结果表明$引物

4R:C

(

7R5Z

仅有
6

个样品扩增到目的条带$且目的

条带与引物二聚体区分不明显+引物
B<Z/\X7C

(

7Z

有
4

个样品未扩增到目的条带$且有
!

个样品条

带较弱+引物
Q4R

h

-C!

(

Q7!

h

-Z

扩增效果最好$

4"

个

样品全为阳性且特异性好"图
4

#%

同时将上述样品进行
h

ZEXQFZ

检测$结果表明

引物
4R:C

(

7R5Z

仅
"

个样品为阳性+引物
B<Z/\X

7C

(

7Z4"

个样品均获得扩增曲线$为阳性$但阴性对

照也有扩增曲线$表明该引物特异性较差$易导致样

品假阳性产生+引物
Q4R

h

-C!

(

Q7!

h

-Z

检测
4"

个样品

全为阳性$且健康对照为阴性$特异性较好%

综上$常规
ZEXQFZ

和
h

ZEXQFZ

扩增效果最

好的引物均为
Q4R

h

-C!

(

Q7!

h

-Z

%将引物
Q4R

h

-C!

(

Q7!

h

-Z

扩增
"

个阳性样品的扩增产物回收克隆并

测序$共获得
"

个克隆序列$经
AFY@Y<T*E

分析

及
DAT*-/3

软件比对$所获得
"

个克隆序列分为两

组$其中
4

组包含
#

个克隆序列$与已报道的
B<X

Z/\X7QA

"

TC5#R75!

#及
4!B!"#

"

>W:4!;54

#等多

个分离物目标片段序列一致$同源性为
455̀

%另

一组
#

个克隆序列则与
B<Z/\X7ZB

"登录号

TC#4!5"4

#及
47B!457

"

>W:4!;55

#等分离物对应

片段序列一致$同源性为
455̀

%表明本研究所选

引物扩增片段与
B<Z/\X7

目的片段正确匹配$可用

于下一步
B<Z/\X7

h

ZEXQFZ

检测%

图
$
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不同
ZG,5\K&

引物
,<K*+,

扩增结果

:7

;

%$

!

,96F4@A8,<K*+,8A15?

=

4787>5@7ACP7@2

D788919C@ZG,5\K&

=

17?91

=

5716

!

&%&

!

I

,<K*+,

体系优化及标准曲线构建

不同退火温度下$相同样品
A

B

值差异较小

"

74b;"

#

748::

#$

;"85c

和
;68Rc

两个温度的相对荧光

强度最强$选择
;:c

作为本研究
B<Z/\X7

最佳退火温

度%不同引物浓度下$

#55.G(+

(

<

和
!55.G(+

(

<

时
A

B

值和相对荧光强度相近且优于其余
#

个浓度$但

#55.G(+

(

<

扩增阴性对照
A

B

值更低$因此选择

#55.G(+

(

<

作为本研究
B<Z/\X7

最佳引物浓度%

在最佳退火温度和引物浓度条件下扩增梯度稀

释样品并构建标准曲线%结果表明$

4

#

45

d!倍稀释

*

7:4

*
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卷第
#

期 任芳等!葡萄卷叶伴随病毒
7

实时荧光定量
ZEXQFZ

技术的检测应用

样品扩增曲线呈梯度分布$标准曲线
A

B

值与模板浓

度线性关系良好$扩增效率和决定系数均较高"

9l

45787̀

$

.

7

l58RRR

#"图
7

#%

&%)

!

I

,<K*+,

检测特异性及灵敏度

用建立的
h

ZEXQFZ

方法检测分别感染
B<X

Z/\X7

和其他
R

种葡萄病毒的样品$只有
B<Z/\X7

感染样品为阳性$

A

B

值
4R844

$熔解曲线为单一峰$

其余样品为阴性$表明其可特异性检测
B<Z/\X7

%

检测梯度稀释的
B<Z/\X7

阳性样品时$常规
ZEX

QFZ

最低只能检测
45

d4倍稀释样品$而
h

ZEXQFZ

检测
45

d#倍稀释样品时
A

B

值仍小于
#5

$为阳性$检

测灵敏度可达普通
ZEXQFZ

的
455

倍"图
#

#%

图
&

!

ZG,5\K&

I

,<K*+,

标准曲线

:7

;

%&0@5CD51D>F1B9A8ZG,5\K&

I

,<K*+,?9@2AD

!

图
)

!

不同稀释梯度葡萄样品
I

,<K*+,

#

5

$和常规
,<K*+,

#

E

$检测灵敏度

:7

;

%)

!

09C67@7B7@

3

A8

I

,<K*+,

#

5

$

5CD>ACB9C@7AC54,<K*+,

#

E

$

D9@9>@7ACA8

;

15

=

9B7C965?

=

4965@D788919C@D74F@9D

;

15D79C@

!

&%-

!

不同季节和不同部位葡萄样品检测

h

ZEXQFZ

和常规
ZEXQFZ

两种方法对感染

B<Z/\X7

的
"

株葡萄植株不同季节和部位共
44!

个样品"表
7

#检测结果及各季节和各部位样品平均

检出率"图
!

#对比结果表明$两种方法对冬季休眠

枝条检测效果相当且检出率最高"均为
455̀

#$对

其余各季节和部位样品
h

ZEXQFZ

检出率均高于常

规
ZEXQFZ

%尤其是对春季样品$

ZEXQFZ

检出率

很低$而
h

ZEXQFZ

检出率可达
"6̀

$比常规
ZEX

QFZ

提高了
!7

百分点%

h

ZEXQFZ

对夏季和秋季

样品检测效果相当$检出率达
:R̀

和
:"̀

$分别比

常规
ZEXQFZ

高
7:

百分点和
46

百分点%不同部

位样品比较$

h

ZEXQFZ

对老叶,老叶柄,卷须和枝

条样品检出率相当"

:#̀

#

::̀

#$嫩叶检出率最

低$但所有部位样品检出率均高于常规
ZEXQFZ

"图
!

#%综合比较各季节各部位样品检测效果$

h

ZEXQFZ

对夏季老叶柄,卷须,秋季枝条和冬季休

眠枝条检出率最高$均达
455̀

$其次为夏季和秋

季其余部位样品及春季老叶样品$检出率均为

:#̀

"表
7

#%

表
&

!

不同季节和不同部位葡萄样品中
ZG,5\K&

的常规
,<K*+,

和
I

,<K*+,

检测结果$

$

<5E49&

!

!9@9>@7AC196F4@6A8

;

15

=

9B7C965?

=

49681A?D788919C@6956AC65CD

=

A67@7AC6E

3

,<K*+,5CD

I

,<K*+,

方法

>0-'(L

品种

FM+-%N/3

春
*

H

3%.

K

T Y F D $ [

夏
*MGG03

T Y F D $ [

秋
TM-MG.

T Y F D $ [

冬
?%.-03

[

h

ZEXQFZ

赤霞珠
F/203.0-*/MN%

K

.(. d d d d d d d d f f f f f f f f f f f

红地球
X4Z0LB+(20X4 d f f f d f f f f f f f f f f f f f f

红地球
X7Z0LB+(20X7 d d f d f d f f d f f f d d d d f f f

红地球
X#Z0LB+(20X# f f f f f f f f f f f f f f f f f f f

克瑞森无核
F3%GJ(.*00L+0JJ f f f f f f f f f f f d f f f f f f f

品丽珠
F/203.0-C3/.& f f f f f f f f f f f f f f f f d f f

检出率(
`D0-0&-%(.3/-0 ;5 "6 :# "6 "6 "6 :# :# :# 455455 :# :# :# :# :# :# 455 455
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续表
&

!

<5E49&

#

+AC@7CF9D

$

方法

>0-'(L

品种

FM+-%N/3

春
*

H

3%.

K

T Y F D $ [

夏
*MGG03

T Y F D $ [

秋
TM-MG.

T Y F D $ [

冬
?%.-03

[

ZEXQFZ

赤霞珠
F/203.0-*/MN%

K

.(. d d d f d f d d f f f f f f f f f f f

红地球
X4Z0LB+(20X4 d d d d d d d f d f f f f f f f f f f

红地球
X7Z0LB+(20X7 d d d d d f f f d f d f f d d d f f f

红地球
X#Z0LB+(20X# d d d d d d d d f f f f d f d f f f f

克瑞森无核
F3%GJ(.*00L+0JJ d d d d d d d d d d d d d f f d f f f

品丽珠
F/203.0-C3/.& f f f f f f f f f f f f d f f d d d f

检出率(
`D0-0&-%(.3/-0 46 46 46 ## 46 ;5 ## ;5 ;5 :# "6 :# ;5 :# "6 ;5 :# :# 455
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图
-

!

I

,<K*+,

和
,<K*+,

检测不同季节#

5

$和不同部位#

E

$葡萄样品中
ZG,5\K&

的平均检出率

:7

;

%-

!

!9@9>@7AC15@9A8ZG,5\K&7C

;

15

=

9B7C965?

=

49681A?D788919C@6956AC6

#

5

$

5CD

D788919C@

=

A67@7AC6

#

E

$

E

3I

,<K*+,5CD,<K*+,

!

&%.

!

不同产区葡萄田间样品检测

对来自
46

个省不同产区
#:

个品种的
44"

份田

间葡萄样品"表
#

#分别进行了常规
ZEXQFZ

和

h

ZEXQFZ

检测$常规
ZEXQFZ

有
:

个样品检测为阳

性$检出率
"8R̀

$

h

ZEXQFZ

共检测到
45

个样品为

阳性$其中包括常规
ZEXQFZ

检测为阳性的
:

个样

品$

h

ZEXQFZ

检出率
:8"̀

$略高于常规
ZEXQFZ

%

)

!

讨论

本研究根据文献报道的引物筛选及体系优化建

立了
B<Z/\X7

的
h

ZEXQFZ

检测技术$检测灵敏度

可达常规
ZEXQFZ

的
455

倍$与本实验室建立的

B\T

&

R

'等葡萄病毒
h

ZEXQFZ

检测灵敏度相当$并

且采用减半反应体系
4#

$

<

$降低了试剂耗材等检

测成本%为了检验该技术的实际应用效果$我们对

不同季节,不同部位以及不同产区不同品种的葡萄

样品进行了检测%结果表明$

B<Z/\X7

h

ZEXQFZ

检测技术极大地提高了对不同季节或部位样品的检

测效果$春夏秋季样品检出率比常规
ZEXQFZ

提高

了
46

#

!7

百分点$对不同部位的样品检出率比常规

ZEXQFZ

提高了
R

#

#R

百分点%对来自我国辽宁,山

东,河北等
46

个省
#:

个品种的
44"

个田间葡萄样品

检测结果也表明$其与常规
ZEXQFZ

检测结果基本一

致且检出率更高%同时$研究结果还可为选择
B<X

Z/\X7

检测或脱毒的最佳取样时间或部位提供参考

依据$在一定程度上提高病毒检测准确率$减少漏检

情况的发生$如夏季老叶柄,卷须,秋季枝条和冬季休

眠枝条检测效果最好$检出率均达
455̀

$其次为春

季老叶和夏秋季其余部位样品%与之相反$在选择

材料用于葡萄病毒脱除时$则可选择春季幼嫩组织

以提高脱毒效率%不同葡萄病毒在不同季节或部位

葡萄样品中的检测效果也有所不同$如
B\T

在不

同季节间检出率差异较明显$大多部位在春夏季较

低$在秋冬季较高&

R

'

$而本研究采用
h

ZEXQFZ

检测

B<Z/\X7

$检出率除春季外$其余季节间无明显差异$

与
B<Z/\X#

夏季浓度最高$生长季末期检出率较高等

*

!:4

*
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卷第
#

期 任芳等!葡萄卷叶伴随病毒
7

实时荧光定量
ZEXQFZ

技术的检测应用

特征较一致&

44

'

%

B<Z/\X7

各部位间检出率差异也

较小$但嫩叶检出率较低这一点与
B\T

一致$与

BC<\

不同&

47

'

%影响不同病毒和不同葡萄样品检

测效果的因素目前尚不清楚$是否与病毒种类有关

以及是否与病毒在寄主体内的时空分布规律呈正相

关等有待于下一步研究%
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