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马铃薯
+'"#$3-%3C(&'/3-

是世界第四大粮食

作物'
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+病毒病是引起马铃薯退化的主要原因+马

铃薯卷叶病毒
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X;_S

"是目

前严重影响马铃薯产量与品质的主要病毒之一%给

马铃薯产业造成巨大损失'
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+病毒检测是马铃薯病

毒病害防治&预测预报&脱毒种薯!苗"培育等过程中

的一个重要环节+
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同步性等优点%但存在仪器昂贵&成本高&专业性强%

技术难度大和成本高问题%难以在生产实际中推广应

用+环介导等温核酸扩增!
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_L-;@WX

体系

中的反应温度和引物浓度等条件进行优化+设置反

应温度
+"

&

++

&

7"

&

7!8+

&

7+

&

B"D

%

W

6

!o浓度
#

&

!

&

&

&

7

&

'//:2

,

;

%

JPO015P

浓度
"

&

"8&

&

"8'

&

#8"

&

#8!//:2

,

;

%

[NO%8"?,@

聚合酶!

'd

,

$

;

"加入量
"8#

&

"8%

&

"8+

&

"8B+

&

#8"

&

#8+

&

!8"

$

;

%

Q,LXN

加入量
"8&

&

"Z'

&

#Z"

&

#8!

&

#8&

&

#87

$

;

等!

#"//:2

,

;Q@LX

&

Q*LX

和
QULX

%

%"//:2

,

;QdLX

"#

d,U

浓度!

!d

,

$

;

"%加入量

"8+

&

"8B+

&

#8"

&

#8!+

&

#8+

$

;

%

=([_U>PP5

*

!

!"]

"

加入量
"8+

&

#8"

&

#8+

&

!8"

$

;

%

#"]

E

>1/P>/1a

!

'

$

/:2

,

;)bX

,

[bX

#

!

$

/:2

,

;)%

,

[%

#

7

$

/:2

,

;

;)

,

;_

"加入量
#8"

&

#8+

&

!8"

&

!8+

&

%8"

&

%8+

&

&8"

$

;

%反

应时间根据实时荧光
X*_

的扩增曲线进行判断+

为了及时发现
_L-;@WX

试验过程中的气溶胶污

染%设置不加
_,@

模板对照!

5:OP/

E

20OP9:5O>:2

%

,L*

"和阴性对照!

5P

6

0O1eP9:5O>:2

"+

i

X*_

测定

反应条件和主要组分不同梯度的
4%

值变化%结合琼

脂糖凝胶电泳扩增条带分析%确定不同因子的最佳

条件或浓度+

$8588

!

_L-;@WX

反应体系验证

对优化的
_L-;@WX

反应体系%采用
_L-X*_

进行平行比对验证%

_L-X*_

检测按标准
=,

,

L

!7!B-!"#"

'

#&

(的改进方法进行+结果判读$

_L-X*_

扩增产物采用琼脂糖凝胶电泳分析+

_L-;@WX

扩

增产物!

#

"反应结束后%取产物
+

$

;

用
!C

琼脂糖凝

胶电泳分析#!

!

"加入
#

$

;#"""]=([_U>PP5

*

%振

荡混匀%直接目视观察结果%或者加入
#

$

;+"]

=([_U>PP5

*

%振荡混匀%紫外线下观察结果+

5

!

结果与分析

5%$

!

引物筛选

用
_L-;@WX

基本反应体系!各组分参考数值

范围取中值"%对设计的
&

组引物!

X#

#

X&

"进行筛

选%反应产物琼脂糖凝胶电泳检测结果显示%

&

组引

物均能扩增出条带%其中
X%

组扩增条带亮度最好%

故选用
X%

组作为体系优化的引物!图
#

"+

图
$

!

TG>Q>&FGOZT

不同引物组扩增结果电泳分析

J,

B

%$

!

K)*A20/

4

+/0*3,3'-')

@

3,3/.>&FGOZT'1

4

),.,*D

4

0/D?A23,-D,..*0*-2

4

0,1*03*23./0TG>Q

5%5

!

反应温度优化

利用筛选获得的引物组%设置
7

个反应温度梯

度
+"

&

++

&

7"

&

7!8+

&

7+

&

B"D

%

,L*

对照和阴性对照温

度
7!8+D

+结果显示该引物的反应温度条件较为宽

松%温度
++

#

7+D

均有扩增条带%

7"

#

7+D

扩增条带

亮度清晰%试验体系反应温度确定为
7!D

!图
!

"+

-

#7!

-



!"#$

图
5

!

TG>Q>&FGOZT

反应温度优化

J,

B

%5

!

"

4

2,1,V'2,/-/.0*'A2,/-2*1

4

*0'2?0*./0TG>Q>&FGOZT

!

5%6

!

Z

B

5̂ 浓度优化

设置
W

6

!o浓度
+

个梯度
#

&

!

&

&

&

7

&

'//:2

,

;

进行试验%

,L*

对照和阴性对照
W

6

!o 浓度为

&//:2

,

;

+结果显示
_L-;@WX

反应在
W

6

!o浓度为

!

#

'//:2

,

;&

个反应条件下均有扩增%

W

6

!o浓度

大于
&//:2

,

;

%瀑布状条带清晰明显!图
%

"%扩增

曲线的
4%

值随
W

6

!o浓度变化呈先降后升的趋势%

W

6

!o浓度为
&//:2

,

;

时%

4%

值最低!表
!

"+因此%

_L-;@WX

检测
W

6

!o浓度采用
&//:2

,

;

+

图
6

!

TG>Q>&FGOZTZ

B

5̂ 反应浓度优化

J,

B

%6

!

W/-A*-20'2,/-/

4

2,1,V'2,/-/.Z

B

5̂

./0TG>Q>&FGOZT

!

5%7

!

U*2',-*

浓度优化

分别设置
+

个
JPO015P

浓度梯度
"

&

"8&

&

"8'

&

#8"

&

#8!//:2

,

;

%

,L*

对照和阴性对照的
JPO015P

浓度为
"8'//:2

,

;

+结果显示%

_L-;@WX

反应在

JPO015P

浓度为
"

#

#8!//:2

,

;+

个浓度梯度下均有

扩增%随
JPO015P

浓度的变化%瀑布状条带变化不明显

!图
&

"%

JPO015P

浓度为
"//:2

,

;

时%扩增曲线
4%

值

最小!表
!

"+因此%

JPO015P

的最佳浓度为
"//:2

,

;

+

图
7

!

TG>Q>&FGOZT(*2',-*

反应浓度优化

J,

B

%7

!

W/-A*-20'2,/-/

4

2,1,V'2,/-/.(*2',-*./0

TG>Q>&FGOZT

!

5%8

!

DP&T3

浓度优化

设置
7

个
Q,LXN

!

Q@LX

&

QULX

和
Q*LX#"//:2

,

;

P09A

%

QdLX%"//:2

,

;

"浓度梯度%加入量分别为

"8&

&

"8'

&

#8"

&

#8!

&

#8&

&

#87

$

;

%

,L*

对照和阴性对

照的加入量为
#8"

$

;

+结果显示%

Q,LXN

加入量在

"8&

#

#87

$

;

均有扩增%加入量
#8"

$

;

时%扩增条

带最亮!图
+

"+扩增反应的
4%

值随
Q,LXN

加入量

呈先降后升的趋势%

Q,LXN

加入量为
#8"

$

;

时
4%

值最小!表
!

"+因此%

_L-;@WX

检测时
Q,LXN

加

入量采用
#8"

$

;

!对应浓度
Q@LX

&

QULX

和
Q*LX

"8&//:2

,

;

%

QdLX#8!//:2

,

;

"+

图
8

!

TG>Q>&FGOZTDP&T3

反应浓度优化

J,

B

%8

!

W/-A*-20'2,/-/

4

2,1,V'2,/-/.DP&T3./0

TG>Q>&FGOZT

-

!7!

-
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卷第
7

期 高彦萍等$马铃薯卷叶病毒
X;_S_L-;@WX

检测方法优化

5%9

!

U326%=!PO

聚合酶浓度优化

设置
[NO%8"?,@

聚合酶!

'd

,

$

;

"加入量为

"8#

&

"8%

&

"8+

&

"8B+

&

#8"

&

#8+

&

!8"

$

;

%

,L*

对照和

阴性对照的加入量为
#8"

$

;

+结果显示%酶的加入

量越多%凝胶电泳的瀑布状条带越明显+酶的加入

量为
"8#

#

"8+

$

;

时%有较弱的扩增%

4%

值较大#当

酶的加入量为
"8B+

#

!8"

$

;

时%

4%

值随酶加入量

增大而减小%酶的加入量
!8"

$

;

时%

4%

值最小!表

!

"+因此%选择
[=L%8"?,@

聚合酶!

'd

,

$

;

"的

加入量为
!8"

$

;

!对应浓度为
"87&d

,

$

;

"+

5%:

!

NP\

浓度优化

d,U

!

!d

,

$

;

"%设置
7

种不同的浓度梯度%加

入量分别为
"8+

&

"8B+

&

#8"

&

#8!+

&

#8+

$

;

%

,L*

对照

和阴性对照的加入量为
#8"

$

;

+结果显示%

d,U

加入量在
"8+

#

#8!+

$

;

有扩增%

#8+

$

;

无扩增%在

"8+

#

#8!+

$

;

%

4%

值随
d,U

加入量增加呈先降后

升的趋势%

d,U

加入量为
#

$

;

时
4%

值最低!表
!

"%

因此%

_L-;@WX

检测时
d,U

加入量为
#

$

;

+

5%;

!

SIU>\0**-

!

浓度优化

设置
&

个
=([_U>PP5

*

!

!"]

"浓度%加入量

分别为
"8+

&

#8"

&

#8+

&

!8"

$

;

%

,L*

对照和阴性对照

的加入量为
#8"

$

;

+结果显示%

=([_U>PP5

*

加

入量在
"8+

#

!8"

$

;

时均有扩增#

4%

值随
=([_

U>PP5

*

加入量的增加并无显著降低%表明染料浓

度在一定范围内对
_L-;@WX

扩增反应无显著影

响%加入量
#

$

;

时
4%

值相对较低!表
!

"+因此%

_L-;@WX

检测时
=([_U>PP5

*

加入量为
#

$

;

+

5%<

!

T0,1*01,R

浓度筛选

设置
B

组
E

>1/P>/1a

!

#"]

%

'

$

/:2

,

;)bX

,

[bX

%

!

$

/:2

,

;)%

,

[%

%

7

$

/:2

,

;;)

,

;_

"浓度%加入量分别

为
#8"

&

#8+

&

!8"

&

!8+

&

%8"

&

%8+

&

&8"

$

;

%阴性对照加入

!Z+

$

;

+结果显示%

E

>1/P>/1a

加入量在
#8"

#

&8"

$

;

时均有扩增%在
!8+

#

&8"

$

;

时扩增效率较高%但扩增

4%

值差别不大%表明
E

>1/P>/1a

加入量在超过
!8+

$

;

时达到饱和!表
!

"+由于
E

>1/P>/1a

加入量为
!8+

$

;

时
4%

值相对最小%因此%

_L-;@WX

检测时
E

>1/P>

/1a

加入量为
!8+

$

;

!

"8'

$

/:2

,

;X;_S-)bX

,

[bX

%

"Z!

$

/:2

,

;X;_S-)%

,

[%

%

"Z7

$

/:2

,

;X;_S-;)

,

;[

"+

表
5

!

不同因素的不同浓度处理及其对应的
-"

值

&'()*5

!

>*3

4

/-3*3/.2+*-"E')?*32/D,..*0*-220*'21*-23/.1?)2,

4

)*.'A2/03,-2+*TG>Q>&FGOZT0*'A2,/-3

@

32*1

W

6

!o

,

//:2

-

;

K#

4%

[PO015P

,

//:2

-

;

K#

4%

Q,LXN

,

$

;

4%

[NO%8"

,

d

-

$

;

K#

4% d,U

,

$

; 4%

=([_

U>PP5b

,

$

;

4%

X>1/P>

/1a

,

$

;

4%

# %#8#! " !%8&' "8& %78$7 "8#" %78B' "8+" %'8#! "8+ %"877 #8" %78+&

! !78!+ "8& !78"" "8' !$8&! "8%" %+87& "8B+ %+8%7 #8" !B8#& #8+ %%8%+

& !B8!+ "8' !&8&+ #8" !78&! "8+" !B8+& #8"" !78!! #8+ %"8!7 !8" %"8$!

7 %!8&% #8" !+8$7 #8! !'87! "8B+ !78&& #8!+ %"8&# !8" %"8%# !8+ !&8$7

' %'8'! #8! !+8'! #8& %+8++ #8"" !+8++ #8+" %78'B K K %8" !78B'

K K K K #87

*

%' #8+" !%8%! K K K K %8+ !78'7

K K K K K K !8"" !!8%7 K K K K &8" !78""

5%$=

!

>&FGOZT

反应体系验证

对上述优化后的
_L-;@WX

反应体系采用
_L-

X*_

进行平行比对验证+结果表明$

_L-;@WX

检

测结果与
_L-X*_

一致!图
70

#

J

"+

_L-;@WX

反

应产物中加入高浓度!

#"""]

"

=([_U>PP5

*

后%

阳性产物颜色变为绿色%

,L*

和阴性对照产物颜色

为褐色%加入低浓度!

+"]

"

=([_U>PP5

*

后%紫外线

下!笔式紫外灯"阳性样品发出强荧光%

,L*

和阴性

对照没有荧光!图
79

#

Q

"+因此%

_L-;@WX

检测可

通过肉眼观察直接判断结果%较
_L-X*_

简单容易+

图
9

!

>&FGOZT

反应体系验证

J,

B

%9

!

Q'),D'2,/-/.2+*TG>Q>&FGOZT0*'A2,/-3

@

32*1(

@

>&FTW>

-

%7!

-



!"#$

6

!

结论与讨论

本研究基于
X;_S*X

基因序列%设置了
&

组

;@WX

引物%筛选出最佳引物组
X%

%对反应条件及主

要组分%包括反应温度&

W

6

!o

&

JPO015P

&

[NO%8"?,@

聚合酶&

Q,LXN

&

d,U

&

=([_U>PP5

*

和引物组合

等的浓度%采用单因素变化法进行了筛选优化+从

结果看出%对
X;_S_L-;@WX

检测影响较明显的因子

有引物及其浓度&

W

6

!o浓度&

[NO%8"?,@

聚合酶浓

度&

Q,LXN

浓度和
d,U

浓度%影响较小的因子是

=([_U>PP5

*

浓度和反应温度+最佳引物组为
X%

%在

!+

$

;

反应体系中$

E

>1/P>/1a

的最佳加入量为
!8+

$

;

!

X;_S-)bX

,

[bX

&

X;_S-)%

,

[%

和
X;_S-;)

,

;[

的终

浓度分别为
"8'

$

/:2

,

;

&

"8!

$

/:2

,

;

和
"87

$

/:2

,

;

"%

W

6

!o的最佳终浓度为
&//:2

,

;

%

[NO%8"?,@

聚合酶

!

'd

,

$

;

"的最佳加入量为
!

$

;

%

Q,LXN

!

Q@LX

&

QULX

&

Q*LX

各
"8&//:2

,

;

%

QdLX#8!//:2

,

;

"%

d,U

!

!d

,

$

;

"的最佳用量均是
#

$

;

%

=([_U>PP5

*

!

!"]

"加入量为
#8"

$

;

%反应温度是
7!D

+

目前多种植物的病毒检测采用了便捷%快速&高

效的
_L-;@WX

技术%如柑橘衰退病毒'

#%

(

%葡萄
@

病毒&潜隐环斑病毒和轻型黄边病毒'

#'!"

(

%辣椒黄脉

病毒'

!#

(

%水稻多种病毒'

#&

%

!!

(等+本研究实现了对马

铃薯卷叶病毒
_L-;@WX

检测方法的全面优化%对

优化的检测方法采用了
_L-X*_

标准检测方法进

行平行比对验证%二者检测结果一致+而且%

_L-

;@WX

检测可通过肉眼观察直接判断结果!可视化

判读结果"%较
_L-X*_

简单容易%可满足科研&基

层单位和简陋现场等对该病毒检测的需要+

_L-;@WX

技术采用
7

条引物扩增%有极高的

特异性%但试验中也存在假阳性现象+主要由于其

具有高的灵敏性%能检测到空气中的阳性气溶胶微

粒造成'

!!!%

(

+在同一地方长期操作%易在空气中形

成气溶胶%操作过程中若样品混有阳性的气溶胶颗

粒就易污染+本试验总结前人试验经验%严格操作

规范%不同操作分区进行%反应液分装备用%保持实

验室空气清洁%勤换手套和实验服%做到了有效避免

气溶胶污染的发生+同时%每次试验设计空白对照

和阴性对照%以便及时发现气溶胶假阳性污染和及

时采取防污染措施+试验中需要开盖操作%操作周

围空气中可能易形成阳性气溶胶%造成试验交叉污

染#生产检测实践中%将可视化试剂
#

$

;=([_

U>PP5

*

在反应前滴加到
X*_

管盖子内侧顶部%反

应结束后振荡
%N

%瞬时离心
+N

%然后观察结果%这

样可以避免因开盖引起的气溶胶交叉污染%从而避

免结果判读的假阳性+
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引起的甜瓜突然枯萎显示出较好

的田间防效%咯菌腈
KBOEFDWDGFB

高剂量使用时也有

防效"但对甜瓜有药害%氟啶胺
KBOÂFGA)

(这是发现

的第一种能够抑制黑点根腐病的杀菌剂"自
$%%%

年

以来一直在以色列使用)防效不佳&

&%

'

#

意大利的
9B?AGEJF

等研究发现!利用茉莉酸甲酯

(

=?79

)诱导甜瓜对
;#1#8

"

#()82+8

根腐和倒秧的抗

性(浸泡种子和叶面施用)"可降低病害的严重度&

&&

'

#

突尼斯的
4(DO)A

等的研究结果显示!绿色木

霉
B(-20#%'(/)6-(-%'

和哈茨木霉
BM0)(=-)1+/

对
;M2)11#1?)55+8

菌丝生长的抑制率超过
'%.

%盆

栽试验中可明显降低发病率和病情指数"具有病害

防治的潜能&

&$

'

#

西北地区是我国甜瓜优势主产区之一"

$%&&

年播

种面积为
+C*+

万
()

$

"产量约为
$#"C'

万
@

"分别占

全国甜瓜总播种面积和产量的
$&C&.

和
$%o+.

&

&*

'

#

在栽培方式改变$品种更迭以及全球变暖等因素的影

响下"甜瓜病害也发生了重要变化&

&!

'

#

在西北甜瓜产区中"有部分区域是甜瓜黑点根

腐病的适生区"建议相关部门尽早组织展开病害发

生情况调查"并针对病害发生区的自然条件和栽培

模式开展病害综合防治技术研究"以保障和促进西

北地区甜瓜产业的健康发展#
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