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摘要!本文基于逆转录环介导恒温扩增 %GH1.FZS'技术建立葫芦科作物中黄瓜绿斑驳花叶病毒 %)\ZZa'免
核酸提取的可视化快速检测方法!根据)\ZZa全基因组序列#筛选保守区域并设计特异性GH1.FZS检测引
物!通过荧光扩增方法 %加,'H/1&'和可视化方法 %加钙黄绿素'#开展GH1.ZFS特异性"灵敏度和重现性试验
分析!结果表明#优化筛选的引物组可以特异性地检测)\ZZa#检测灵敏度达到*R!#w#"%:9,#.#组内和组间变
异系数均小于+W#重现性好!对瓜类作物田间种苗"植株叶片及市售种子等#"%份样品进行检测及一致性分析#
表明该方法与基于GbF提取GH1.FZS"荧光GH1CS)G及免疫测试条检测结果之间的-3DD3值均为#R"%#"##

&+W置信区间'#具有很好的一致性!基于免核酸提取的可视化GH1.FZS快检方法成为适合现场快速检测的理
想选择#对于)\ZZa危害葫芦科作物的田间监测以及疫情防控具有广泛的推广应用前景!
关键词!黄瓜绿斑驳花叶病毒$!逆转录环介导恒温扩增%GH1.FZS'$!可视化$!免核酸提取
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!!黄瓜绿斑驳花叶病毒病是一种毁灭性的植物病
害&#'%主要危害黄瓜)西葫芦)西瓜和甜瓜等葫芦科

作物%导致叶片斑驳)果实变形和植株发育迟缓%产
量显著下降&!'%严重威胁着葫芦科作物的生产&%'(
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#&%+年%英国F48<L7OP=&*'首次报道黄瓜绿斑驳

花叶病毒 !?>?>2M;O9O;;827PP5;27<34?T4O><%

)\ZZa"在黄瓜上的危害%此后%该病毒陆续传播
到加拿大&+')美国&$')波兰&I')西班牙&J')印度&&')巴
基斯坦&#"')日本&##')韩国&#!')缅甸&#%'等!"多个国家
和地区(!""%年我国首次在广西观赏南瓜上发现
该病毒&#*'%之后又陆续在广东)湖南)江苏)海南)辽
宁等地发现疫情&#+#$'(该病毒已被许多国家和地区
列为重点关注的检疫性有害生物()\ZZa的主
要传播途径是机械传播%以及植物花粉及种子传
播&#I#J'(葫芦科作物是世界上最重要的食用植物之
一%也是最重要的园艺植物之一&#&'%更是农民增收
的重要作物&!"'(从)\ZZa传播状况来看%实施
作物田间监测%极早发现)及时阻断感染源%对于葫
芦科作物的健康培育极其重要(

基于聚合酶链式反应!S)G"的诊断方法已广泛
应用于)\ZZa检测%具有较高的灵敏度和特异
性&!#!!'()=;8等&!%'报道的0#IZ38实时荧光GH1
CS)G方法检测)\ZZa%已成为)\ZZa检疫鉴
定方法的国家标准&!*'(实时荧光GH1CS)G需要专
业化的设备%不适合在资源有限的实验室及现场应
用(,=389等&!+'和H7OO;等&!$'报道免疫血清学方

法包括抗原包被酶联免疫吸附试验 !F)S1
0.Q,F")免疫捕获逆转录聚合酶链式反应 !Q)1GH1
S)G")双抗夹心酶联免疫吸附测定 !YF,10.Q,F"
等可以检测)\ZZa%然而%免疫血清学方法依赖
于抗体制备或商业化免疫测试盒%检测成本高%并且
研究表明 GH1CS)G 检测灵敏度比免疫测定高

#""""倍&!$'(近几年%不需要复杂仪器设备的恒温
扩增技术发展迅速%已被广泛用于各种植物病原体
的检测&!I!J'(.4等&!&'报道GH1.FZS方法可快速
检测)\ZZa%但需要核酸提取以及用于荧光扩增
曲线观察的实时荧光分析仪()\ZZa侵染植物
造成的病情呈逐年加重趋势%目前尚缺乏简单)可靠
和灵敏度高的适合现场快速检测的有效方法%对作
物开展田间监测仍然面临巨大挑战(

本文基于GH1.FZS技术%以)\ZZa的移动
蛋白基因保守区为靶标%设计筛选+组引物%利用钙
黄绿素为荧光显色指示剂%建立了一种免核酸提取
的可视化GH1.FZS快速检测方法%无需昂贵的仪
器设备%使用简便的恒温器%便可在%"248内实现
肉眼可见的精准检测%具有广泛的田间监测推广应

用前景(

*!材料与方法

*+*!试验材料

*@*@*!试材

)\ZZa阳性西瓜叶片样品)黄瓜花叶病毒
!?>?>2M;O27<34?T4O><%)Za"阳性烟草叶片样
品)甜 瓜 黄 斑 病 毒 !2;578B;557L <D7PT4O><%

Z',a"阳性西瓜叶片样品由厦门海关技术中心提
供#小西葫芦黄花叶病毒!A>??=484B;557L27<34?T41
O><%X'Za"阳性叶片样品 !)!%"""购于F9643
!美国"公司(实际测试样品%包括收集于辽宁省营
口市某西瓜种苗基地)大连市金普新区某企业出口
葫芦科植物制种基地的田间西瓜幼苗疑似感病样品

%+份)黄瓜幼苗及植株叶片监测样品*"份%以及在
辽宁地区收集和采购的黄瓜种子样品%份)西葫芦
种子样品!+份(

*@*@,!主要试剂与仪器
基因组GbF提取试剂 !)76;b7R&I$$"%裂解

试剂 !)76;b7R&#J!"%宝生物工程 !大连"有限公
司#GbF恒温扩增试剂和,'H/1&荧光染料%广州
双螺旋基因技术有限公司#荧光目视检测试剂 !钙
黄绿素%,.S!!#"%荣研生物科技 !中国"有限公司#
超微量分光光度计 !Z4?O7YO7D"%上海宝予德科学
仪器有限公司#实时荧光S)G仪 !)(]&$"%EQ/1Y.
公司(

*+,!方法

*@,@*!样品处理及基因组GbF提取
取待测植物组织在研钵中加入液氮进行研磨(

取研磨后的试材#"29加入#""#.的裂解液中%振
荡混合%&+u煮沸#"248##!"""O*248离心!248%
取上清液%直接用于GH1.FZS反应(同时%采用
植物基因组GbF提取试剂盒提取样品总GbF%与
直接煮沸裂解方法进行比较%以评价免核酸提取直
接用于GH1.FZS的效果(采用超微量分光光度
计测定直接煮沸裂解所获得的上清液和试剂盒提取

的基因组GbF的吸收值%并计算E!$"*E!J"比值的

核酸纯度和浓度(

*@,@,!引物设计
选取\;8E38N上公布的!!个)\ZZa分离

物基因信息 !表#"%使用软件YbF<P3O对!!个

)\ZZa分离物进行)\ZZa全基因组靶序列

++$!+



!"!%

相似性比对分析%筛选高度保守的基因序列用来
设计引物(采用.FZSSO42;O0̂D57O;O+软件设
计+组引物 !表!"%每组有+"$条引物%包括!
个外引物 !/(和/E")!个内引物 !Q(和QE"和#

个或!个环引物 !.E和*或.("%并使用 SO42;O
M53<P!=PPD$#LLL@8?M4@852@84=@97T*P775<*DO42;O1
M53<P*"进行评估(引物均由宝生物工程!大连"有限
公司合成(

表*!选取T"AV2AX中,,个MTEEU分离物信息表

1234"*!1B",,$&742<"&7>MTEEU$A>76=2<$7A&"4"8<"9>67=T"AV2AX
序号

b7@
分离物名称

Q<753P;
\;8M38N登录号

\;8E38N3??;<<47887@
来源

,7>O?;57?3P478
采集年份

)755;?P478B;3O
# \Y.X Z-&%%!J$R# 中国广东 !"#J
! bH ZV*!I!I&R# 澳大利亚 !"#*
% )\"%J ZV!I#**%R# 中国 !"#I
* )\"%$ ZV!I#**#R# 加拿大 !"#$
+ )\"%" ZV!I#*%+R# 希腊 !"""
$ )\"!& ZV!I#*%*R# 希腊 !"""
I )\"!I ZV!I#*%!R# 法国 !"#*
J )\"#I ZV!I#*!!R# 泰国 !"#$
& )\"#+ ZV!I#*!#R# 荷兰 !"#$
#" )\"#% ZV!I#*#&R# 荷兰 !"#$
## )\""$ ZV!I#*#!R# 以色列 !"#+
#! )\""* ZV!I#*#"R# 美国 !"#*
#% /bI Z(+#"*$&R# 加拿大 !""&
#* /b$ Z(+#"*$JR# 加拿大 !""&
#+ /b* Z(+#"*$$R# 加拿大 !""&
#$ /b% Z(+#"*$+R# 加拿大 !""&
#I D]H# -'I+%&!&R# 中国河南 !"##
#J ;UH -'I+%&!JR# 中国河南 !"##
#& )!J*G -'I+%&!IR# 中国河南 !"##
!" b̀ -G!%!+I#R# 中国 !"#+
!# U a"#++#R# 不详 !"#+
!! Y'#% -ZJI%IJ&R# 中国浙江 !"#%

表,!本研究设计的!1QIHE5检测MTEEU引物序列信息

1234",!G"P;"A8"7>!1QIHE5@6$="6&>76MTEEU$A<B$&&<;9?
分组

\O7>D
引物

SO42;O
序列!+x1%x"
,;C>;8?;

位置!8P"
S7<4P478

第#组
\O7>D#

)\ZZa1/(# H\H)FF\HH\HH\)\H\\ +#+Js+#I+
)\ZZa1/E# FF)F\F\FFHH)\)\\F) +%+&s+%*!
)\ZZa1Q(# F)\HH))FHF)F))F\FFF))F\FH)HHF)FFFF)F))HHHFH\H)F +#++s+!"*
)\ZZa1QE# HF\\\\H\\H\)HF)H\HH\\FFFFHHH\)FHFHF\HH)))H)H +%*Js+%"+
)\ZZa1.E# \))F\FH)\)\\FHHHH)F) +&+#s+&$&

第!组
\O7>D!

)\ZZa1/(! )HHFHHH))FHHHF)H)\F)\FH *J$Js*J&"
)\ZZa1/E! \F\)FF)HHFH)\F)))F +"I*s+"+I
)\ZZa1Q(! \\)\)HHFH)F)H)FFFHF)HHF)F\)FFH))F)\FFHHFHHH))H *J$*s*&##
)\ZZa1QE! F\FH\H)H)HFF\HFF\\H\H)F\HF\F\FHHHH\F)FFF)HH)H)F\ +"J+s+"%*
)\ZZa1.(! F)H\)FF)))))F\)FHH *&!&s*&#!

第%组
\O7>D%

)\ZZa1/(% F\HFH))H\FHFHF)F\\)HF) *$!Js*$*&
)\ZZa1/E% FF)H))H)FF)FH\)H)FH *J!%s*J"+
)\ZZa1Q(% HH)))\)F\FF\HFF))FHF)HH)H\))FF))HH\HHH\\FF *$!*s*$$I
)\ZZa1QE% F))FH\))FF)\\)H\HFHH)))HF)FF\F)H)HHFHHF))H *J!%s*IJ!
)\ZZa1.(% H)\\FFFF\HHH)\))H)FFFF *$J&s*$$J

+$$!+
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续表,!1234",$M7A<$A;"9%
分组

\O7>D
引物

SO42;O
序列!+x1%x"
,;C>;8?;

位置!8P"
S7<4P478

第*组
\O7>D*

)\ZZa1/(* \))FF))HH\HHH\\FFHH *$+#s*$$&

)\ZZa1/E* H)\F\HFFFH\\FFFHFF\)F) *JJ$s*J$+

)\ZZa1Q(* ))\HH\\)FH\\H\FFHHFHFHF)H\F\\)\FFF)HHHH))\F *$*$s*$J&

)\ZZa1QE* HFF\F\H)HH\HF\\\HFH\F\)FHFH\F\)FF)\H)\F\\F +%J*s+%*%

)\ZZa1.(* ))\)F\FF\HFF))FHF)HH)HH *I#!s*$&"
第+组
\O7>D+

)\ZZa1/(+ FHH)F))FH\))FF)\\ *I!%s*I%&

)\ZZa1/E+ \)FH))HH\H\H)FF))F +!&*s+!II

)\ZZa1Q(+ )\H\\FHH\)FH)\H)\F\HFF\HFH\F\)FH\HH\F\\F\HH *II*s*J!%

)\ZZa1QE+ ))H)\H\))H\H)FF\HH\H\\HF)\HH))FHF)F))F\ +!$*s+!!$

)\ZZa1.(+ \F\)FF)\H)\F\\F\F\ *J*&s*J%!

)\ZZa1.E+ H\)\H\\H\HH\FH)HHF)F +#$&s+#JJ

*@,@-!GH1.FZS反应

GH1.FZS反应体系为!wGZ反应液#!R+#.%

E<PYbF聚合酶#R"#.%FZa酶"R!#.%,'H/1&
荧光 染 料 "R+ #. !或 可 视 化 的 钙 黄 绿 素

#R"#."%引物#R"#. !内引物终浓度"R*"
#R$#275*.%外引物终浓度"R#""R!#275*.%环
引物终浓度"R#""RJ#275*."%裂解上清液或提
取的植物基因组GbF!#.%超纯水补齐至总体
积!+#.(

通过实时荧光S)G仪或者.FZS实时浊度
仪观察荧光扩增曲线 !加 ,'H/1&"$将上述

!+#.反应液管置于仪器中%设置反应条件为

$%u#248作为#个循环%于$%u#248处收集
荧光信号%*+个循环%反应结束后分析荧光扩增
曲线结果(

通过可视化观察扩增产物的颜色变化 !加钙黄
绿素"$将上述!+#.反应液管置于恒温加热器

$%u保温%"248%&+u!248!或者冰上#"248"终
止反应%然后在紫外光下 !波长%+""%I"82"观察
呈现浑浊绿色荧光为阳性结果%无浑浊则为阴性
结果(

*@,@.!特异性分析
为评价本研究所建立的可视化GH1.FZS检

测)\ZZa的特异性%使用黄瓜花叶病毒 !)Za")
甜瓜黄斑病毒 !Z',a")小西葫芦黄花叶病毒
!X'Za"基因组GbF进行评估(采用健康番茄种
子作为阴性对照%超纯水作为空白对照(

*@,@/!灵敏度分析
使用超微量分光光度计测定)\ZZa阳性叶

片样品免核酸提取的裂解上清液浓度%将阳性叶片

样品提取液分别按照#"倍稀释成以下系列浓度$

*R!#w#"I)*R!#w#"$)*R!#w#"+)*R!#w#"*)*R!#
w#"%)*R!#w#"!)*R!#w#"#)*R!#w#"":9*#.(每
个浓度至少重复%次%使用超纯水和健康植物总

GbF作为阴性对照%按照GH1.FZS反应检测过
程%确定本方法的灵敏度(

*@,@0!重现性分析
分别取等量的%份)\ZZa阳性叶片样品%

采用同一批次裂解试剂和同一批次GbF恒温扩
增试剂进行免核酸提取的荧光GH1.FZS试验%记
录<%值%计算标准偏差 !,Y"和组内变异系数
!)a"(另取等量的%份)\ZZa阳性叶片样品%
采用%组不同批次的裂解试剂和GbF恒温扩增试
剂进行同样的试验%记录<%值%计算标准偏差
!,Y"和组间变异系数 !)a"(每组测试至少重复

%次(

*@,@N!实际样品中的检测应用
为了评估免核酸提取GH1.FZS分析在实际

样品检测中的适用性%本研究在!"#&年+月到!"!"
年#"月期间在辽宁地区收集了#"%份样品%包括田
间西瓜幼苗疑似感病样品%+份)黄瓜幼苗及植株叶
片监测样品*"份%以及收集和采购黄瓜种子样品%
份)西葫芦种子样品!+份(采用基于免核酸提取的
可视化GH1.FZS方法进行检测%同时采用基于

GbF提取的GH1.FZS)\E*H!J"I#1!"##标准中
荧光GH1CS)G方法&!*')免疫试纸条&!*'进行比对验

证(使用QEZ,S,,,P3P4<P4?<分析软件对检测结果
进行一致性检验!-3DD3系数"来分析本研究建立的
基于免核酸提取GH1.FZS方法与上述其他方法
的检测结果之间的一致程度(

+I$!+
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,!结果与分析

,+*!!1QIHE5引物的优化筛选结果
通过GH1.FZS荧光扩增曲线分析 !加,'1

H/1&"%本研究设计的+组)\ZZa检测引物 !表

!"的筛选结果表明%第#)!)%)*)+组引物检测

)\ZZa阳性样品分别在*I)!$)!")J248和#$
248时出现扩增曲线(前*组阴性对照均无扩增曲
线%但第+组在反应%#248时阴性对照出现扩增曲
线(由此可见%本研究所设计的第*组引物检测

)\ZZa的所需时间最短%扩增效率最高(因此%
选择第*组引物用于后续试验(

,+,!植物组织免核酸提取液的测定分析及比较
结果

,@,@*!免核酸提取液的纯度测定及比较结果
选取感染)\ZZa的西瓜叶片样品%分别采用

免核酸提取处理样品及试剂盒提取基因组GbF%经
超微量分光光度计测定吸光度值并计算浓度(采取
直接煮沸裂解方法获取的上清液的E!$"*E!J"为

#R&#t"R"+%采取试剂盒提取基因组GbF的E!$"*

E!J"为#R*It"R"+%!种方法所获得的基因组提取
液均能满足正常的核酸检测需求(

图*!免核酸提取法$H%和试剂盒法$V%的

!1QIHE5荧光扩增曲线结果

L$:+*!1B"6"&;4<&7>!1QIHE5>4;76"&8"A8"2=@4$>$82<$7A
8;6#">76A;84"$828$9>6"""F<628<$7A$H%2A9X$<$V%

,@,@,!免核酸提取液的GH1.FZS分析及比较
结果

!!通过GH1.FZS荧光扩增曲线 !加,'H/1&"
和紫外光下观察产物颜色浊度变化 !加钙黄绿素"
来分析#R!R#节所述!种方法所获得的基因组提取
液的检测效果(GH1.FZS荧光扩增 !加,'H/1&"
曲线分析结果如图#所示%通过紫外光下观察产物
颜色浊度变化 !加钙黄绿素"结果如图!所示(由

图#和图!结果可见%采用!种不同方法的基因组
提取液%经GH1.FZS扩增均能检出典型的阳性荧
光扩增曲线 !图#"#通过紫外光下观察产物颜色浊
度变化 !加钙黄绿素"%也均可以产生典型的浑浊绿
色荧光的阳性结果 !图!"(综合分析%免核酸提取
方法可以达到与商业化试剂盒提取基因组的同等检

测效果%能够满足可视化GH1.FZS检测植物组织
中的)\ZZa(

图,!免核酸提取法$H%和试剂盒法$V%的紫外光下
可视化!1QIHE5检测结果

L$:+,!1B"6"&;4<&7>#$&;24!1QIHE59"<"8<$7A>76A;84"$8
28$9>6"""F<628<$7A$H%2A9X$<$V%;A9"6DU4$:B<

!

图-!!1QIHE5检测MTEEU的特异性荧光扩增曲线结果

L$:+-!1B"&@"8$>$8$<?<"&<6"&;4<&7>!1QIHE5>4;76"&8"A8"
="<B79>76<B"9"<"8<$7A7>MTEEU

,+-!特异性检测结果
采用优化筛选后的GH1.FZS引物 !第*组引

物"进行特异性试验%对)\ZZa)黄瓜花叶病毒
!)Za")甜瓜黄斑病毒 !Z',a")小西葫芦黄花叶
病毒 !X'Za"的基因组GbF进行GH1.FZS分
析%分别通过荧光扩增曲线 !加,'H/1&"和紫外光
下观察扩增产物的颜色变化 !加钙黄绿素"%分析检
测特异性(由图%可见%经GH1.FZS检测 !加

,'H/1&"%仅)\ZZa检出典型阳性的荧光扩增曲
线%其他样品均为阴性(由图*可见%经GH1.FZS
检测 !加钙黄绿素"%紫外光下扩增产物的颜色浊度
变化%仅观察到)\ZZa呈现出阳性的浑浊荧光结
果%其他样品均为阴性(可见%本研究设计的第*组

+J$!+
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)\ZZa引物具有良好的特异性%可以特异性检测
植物组织中感染的)\ZZa(

图.!紫外光下可视化观察MTEEU的特异性检测结果

L$:+.!1B"&@"8$>$8$<?6"&;4<&7>#$&;24!1QIHE5="<B79
>76<B"9"<"8<$7A7>MTEEU;A9"6DU4$:B<

!

图/!!1QIHE5检测MTEEU的灵敏度荧光扩增
曲线结果 $2%及线性分析图 $3%

L$:+/!1B"&"A&$<$#$<?6"&;4<&7>!1QIHE5>4;76"&8"A8"
2=@4$>$82<$7A8;6#"$2%>769"<"8<$7A7>MTEEU2A9

4$A"262A24?&$&$3%

,+.!灵敏度检测结果
取)\ZZa免核酸提取液J个不同浓度的#"

倍稀释液作为模板%进行GH1.FZS检测%分别通
过荧光扩增曲线 !加,'H/1&"和紫外光下观察扩
增产物的颜色变化 !加钙黄绿素"%分析检测灵敏
度%结果如图+和图$所示(由图+3可见%当

)\ZZa免核酸提取液浓度在*R!#w#"%:9*#.及

以上时%均出现典型的阳性荧光扩增曲线%经线性曲
线分析 !图+M"%拟合度G!v"R&&&%%线性关系良
好(由图$可见%在紫外光下也观察到上述相同浓
度的)\ZZa免核酸提取液呈现典型的阳性浑浊
绿色荧光%结果非常稳定(综上结果%本研究建立的
基于免核酸提取可视化GH1.FZS方法检测植物
中)\ZZa灵敏度达到*R!#w#"%:9*#.(

图0!紫外光下可视化!1QIHE5检测MTEEU的灵敏度结果

L$:+0!1B"&"A&$<$#$<?6"&;4<&7>#$&;24!1QIHE5
>76<B"9"<"8<$7A7>MTEEU;A9"6DU4$:B<

!
,+/!重现性分析

重现性试验进行组内和组间变异试验分析结果

如表%所示(组内变异试验结果显示%GH1.FZS
荧光扩增曲线 !加,'H/1&"检测)\ZZa的变异
系数在"R%!W"!R+#W之间#组间变异试验结果显
示%该方法的变异系数在#R"JW"!R$&W之间(由
此可见%无论组内还是组间%变异系数均小于+W%
表明本研究所建立的方法具有很好的重现性和稳

定性(

表-!!1QIHE5检测MTEEU的重现性试验结果*%

1234"-!1B"6"@679;8$3$4$<?6"&;4<&7>!1QIHE5>76
<B"9"<"8<$7A7>MTEEU

组别

\O7>D
<%

变异系数*W
)a

组内!Q8PO319O7>D IR$Jt"R"! "R%!
JR+$t"R!! !R+#
IR%It"R"% "R**

组间!Q8P;O19O7>D JR&%t"R!* !R$I
&RJ+t"R## #R"J
&R!%t"R!+ !R$&

!#"表中<%数据为平均值t标准差(
<%T35;48P=;P3M5;3O;2;38t,Y@

,+0!在实际样品中的检测应用

!"#&年+月到!"!"年#"月期间%收集辽宁省
营口市某西瓜种苗基地)大连市金普新区某企业出

+&$!+
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口葫芦科植物制种基地的田间西瓜幼苗疑似样品

%+份)黄瓜幼苗及植株叶片*"份监测样品#并在辽
宁地区收集和采购黄瓜种子样品%份)西葫芦种子
样品!+份(经检测 !表*"%采用本研究建立的基于
免核酸提取的可视化GH1.FZS方法检出+份西瓜
幼苗疑似样品)!份西葫芦种子样品为)\ZZa阳
性结果%与其他方法进行验证比对%基于实际样品检
测的一致性分析表明%本研究建立的方法与基于

GbF提取的GH1.FZS)荧光GH1CS)G)免疫试纸

条之间的-3DD3值均为#R"!#"#%&+W置信区
间"(表明本研究建立的基于免核酸提取的可视化

GH1.FZS方法在检测实际样品中的)\ZZa时
与基于核酸提取的GH1.FZS方法)实时荧光GH1
CS)G方法及免疫试纸条检测方法具有良好的一致
性(从对西瓜幼苗叶片样品和市售种子的检测结果
发现)\ZZa感染依然存在暴发的隐患%有新突发
疫点的潜在可能性%开展瓜类作物及种苗)种子田间
监测仍然非常重要(

表.!采用.种方法对实际样品的MTEEU检测比对

1234".!MTEEU9"<"8<$7A6"&;4<&7>>7;6="<B79&7A28<;24&2=@4"&

样品

,32D5;

样品数*份
,32D5;
<4A;

)\ZZa阳性结果数量*份!S7<4P4T;<32D5;8>2M;O7:)\ZZa

基于免核酸

提取的可视化

GH1.FZS方法
a4<>35GH1.FZS
7:8>?5;4?3?46
:O;;;̂PO3?P478

基于GbF
提取的GH1
.FZS方法
GH1.FZS
7:GbF

实时荧光

定量GH1S)G
方法

GH1CS)G

免疫试

纸条方法

Q22>87?=1
O723P79O31
D=4?<PO4D

-3DD3
系数

-3DD3

黄瓜幼苗及叶片!)>?>2M;O<;;654893865;3: *" " " " " #R"!#"
#%&+W置
信区间"

西瓜幼苗!U3P;O2;578<;;65489 %+ + + + +
黄瓜种子!)>?>2M;O<;;6 % " " " "
西葫芦种子!X>??=484<;;6 !+ ! ! ! !
合计!H7P35 #"% I I I I

-!结论与讨论

古勤生等&%"'根据近几年来对于西瓜病毒病害

的跟踪监测%推测几乎所有嫁接西瓜产区都存在
)\ZZa发生或暴发的隐患(建立低成本的可视
化的植物中)\ZZa快速检测方法开展田间现场
检测%可以及时有效地防止)\ZZa传播危害%具
有很重要的现实意义(

本研究基于 GH1.FZS 技术%设计筛选了
)\ZZa最佳引物%摸索了植物组织免核酸提取的
前处理%建立了一种基于免核酸提取的可视化快速
检测植物中)\ZZa方法%组内和组间变异系数均
小于+W%方法稳定(本方法的检测灵敏度可以达
到*R!#w#"%:9*#.%且不需要昂贵的荧光检测设备
以及复杂的试验操作过程(经实际样品的比对验
证%与采用基于 GbF 提取的 GH1.FZS检测及
\E*H!J"I#国家标准实时荧光GH1CS)G的检测
结果相一致%可以实现对田间作物及其种子中微量
)\ZZa感染样品的现场检测%具有很好的推广应
用价值(未来可以在植株)叶片)种子等不同感染基
体的检测灵敏度上做进一步的深入研究%为制定合
理的取样批次)制备试样批次提供理论基础%更有效

地服务于)\ZZa防控的快速检测仍然是研究人
员需要不断努力的方向(
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