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小麦线条花叶病毒!
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"是我国进境植物检疫性有害生物#
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年
9

月秦皇岛海关利用反转录
:;<
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"和双抗体夹心酶联免疫吸附法!

>?6'&@A6?

"$从加拿大进口的大麦中检出
5678

#同时利用实时荧光

定量
:;<

!

<B)+C*(B<='

D

:;<

"和序列比对分析方法进行了验证#这是我国首次在进境加拿大大麦中截获
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小麦线条花叶病毒
+,(#%-%&(#./'-#*)0*&1-

!
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$是马铃薯
H

病毒科
!'%

2

0*&*3#(

"小麦花

叶病毒属
4&*%*/'0*&1-

成员%

#

&

"是我国进境植物检

疫性有害生物'

!"

世纪
!"

年代"该病毒首次发生

于美国中部平原地区%

!

&

"后蔓延至澳大利亚(加拿

大(乌克兰等国家或地区%

0

&

'小麦线条花叶病毒可

侵染小麦(燕麦(大麦及部分玉米品种%

4

&

"引起寄主

植物严重花叶和矮化"最高可引起减产
#""I

'该

病毒容易通过汁液摩擦方式近距离扩散"并能通过

带病种子的调运远距离传播"传毒介体为小麦卷叶

螨
5)(&*#%'-*),(""#

%

9

&

'

#%$!

年该病毒曾在我国新

疆(甘肃局部地区发生过"之后未见报道%

/J

&

'由于

该病毒的自然寄主小麦为我国的主要粮食作物"一

旦扩散"必将会对我国的农业生产和生态环境安全

造成巨大威胁"因此需加强该病毒的检疫'

!"#$

年

9

月"我们通过血清学(分子生物学检测法"从一批

加拿大进口的大麦中检出小麦线条花叶病毒'

$

!

材料与方法

$%$

!

主要试剂与仪器

小麦线条花叶病毒的阳性标准物质和
5678

的双抗体夹心酶联!

>?6'&@A6?

$检测试剂盒购自

美国
?

K

L*)

公司'荧光探针与引物(

MNB6CB

O

<='

:;<P*C

!

:BQRB2C<B)+=*(B

"

<<"/4?

$(

MNB6CB

O

<=':;<P*C

!

<<"99?

$购自
=)P)<)

公司'实时荧

光
:;<

仪为
?SA6CB

O

3NB

O

+TU

'普通
:;<

仪为

?SA%J""

'

:;<

产物送至北京擎科新业生物技术

公司进行测序'病毒
<V?

提取试剂盒!

<V90

$购

自艾德莱公司'

73LB+4""#:

电泳仪购自
@*RB

=B2-N3+3

K

*BU

公司"

VTWBN*TU

凝胶成像系统购自

6

.

N

K

BNB

公司'

7T+C*UX)N?U2BNC

酶标仪购自
=-BQ(3

62*BNC*R*2

公司'
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检测

将大麦种子研磨成粉"取
#""(

K

用于
>?6'

&@A6?

检测"测试方法参照试剂盒说明书'每个样

品设两个平行'在酶标仪上直接读取
M>

4"9

"当样品

M>

4"9

#

!Y

阴性
M>

4"9

时"样品被判定为阳性"即携

带有病毒"否则判为阴性'

$%,

!

病毒
-.'

提取及
-/)01-

检测

取
#""(

K

磨碎的大麦粉"按照病毒
<V?

提取试

剂盒操作说明书提取病毒
<V?
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扩增体系

参照
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O
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说明书"反应体系为)
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#上下
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#最后加入
!

"

@<V?

模板"总体积

9"

"

@

'每个样品设
0

个平行"并设置阴性对照与空

白对照'反应程序为)

9"\0"(*N

#

%4\!(*N

#

%4\

0"U

"

9$\0"U

"

J!\!"U

"共
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个循环#

J!\9(*N

#

4\

保存'

:;<

产物通过
!I

琼脂糖凝胶电泳检测'

$%2

!

实时荧光
-/)

3
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检测

实时荧光
<='

D

:;<

扩增体系参照
MNB6CB

O

<=':;<P*C
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:BQRB2C<B)+=*(B

$说明书"反应体系
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"
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"
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(B7*[
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"14

"
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#最后加入
!

"

@<V?

模板"总体积
!"

"

@

'每

个样品设
0

个平行"并设置阴性对照与空白对照'

反应程序为)

4!\#9(*N

"

%9\#"U

#然后
%9\9U

"

/"\!"U

"共
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个循环'实时荧光
<='

D

:;<

利用

荧光定量
:;<

仪自带的软件进行结果分析"根据阴

性对照结果设定阈值线"扩增曲线及样品
7%

值由软

件自动生成'

$%4

!

序列分析

利用
>V?6C)Q

分析软件对测定的
:;<

序列进

行装配#序列同源性比较分析采用
S@?6=

!

S)U*2

@32)+?+*

K

N(BNC6B)Q2-=33+U

$工具!

-CC

O

)

$

,,,1

N2G*1N+(1N*-1

K

3_

*

G+)UC

*$#序列多重比对采用

;+TUCBQ]

#系统进化树分析采用
7&W?91"

软件"

通过邻接法!

V̀

$构建系统发育树作聚类分析"

S33C'

UCQ)

O

自展检验重复
#"""

次'

$%5

!

引物与探针序列

引物与探针序列见表
#

'

表
$

!

检测
6(78

的引物与探针

/9:;<$

!

0=>?<=@9AB

C

=D:<@ED=B<F<GF>DADE6(78

引物

:Q*(BQ

引物序列!

9a'0a

$

:Q*(BQUB

D

TBN2B

扩增产物*
G

O

?(

O

+*23N

用途

Û)

K

B

5678';:'b9J# ??;?;;=WW?=????W?WW;?=

J""

%

$

&

;:

K

BNBRQ)

K

(BNC2+3N*N

K

678';:'#!/J< ??;;;?;?;?=?W;=?;;??W

5678'b! ;W?;??=;?W;??W?W?;;?

#%"

%

%

&

<=':;<

5678'<! =W?WW?=;W;=W=W===;?W

5678'b WW;;WW=W=W;=??W;?=

5678'< W;?;;W;W;?=W?=W?? /"

%

#"

& 实时荧光
<='

D

:;<

5678': b?7';??=?==W=WW;?W;W=W='7WS

&

!

结果与分析

&%$

!

!'()*+#('

检测结果

经
>?6'&@A6?

分析发现"大麦两个平行样品

M>

4"9

均值为
"10%0

"阳性对照
M>

4"9

为
"1//0

"阴性对

照
M>

4"9

为
"1##0

"空白对照
M>

4"9

为
"1"%9

!表
!

$'大

麦样品
M>

4"9

%

!Y

阴性对照
M>

4"9

"因此大麦样品

检测为阳性"即携带小麦线条花叶病毒'

&%&

!

-/)01-

检测结果

大麦
0

个平行样品的总
<V?

用
5678'b!

*

<!

引

物扩增均得到约
#%"G

O

的特异性片段"片段大小与阳

性对照一致"而阴性对照和空白对照均未出现特异性

条带!图
#

$'我们将此毒株命名为
5678';)N"#

'

表
&

!

大麦样品中
6(78

的
!'()*+#('

检测结果

/9:;<&

!

!<F<GF>DA=<@H;F@DE!'()*+#('ED=

6(78>A:9=;<

I

@9?

C

;<@

样品
6)(

O

+B M>

4"9

大麦
'#S)Q+B

.

'# "104!

大麦
'!S)Q+B

.

'! "1444

阳性对照
:3U*C*_B23NCQ3+ "1//0

阴性对照
VB

K

)C*_B23NCQ3+ "1##0

提取缓冲液
&[CQ)2C*3NGTRRBQ "1"%9

+

//!

+
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卷第
/

期 柳吉芹等)加拿大进口大麦中小麦线条花叶病毒检疫鉴定

图
$

!

进口大麦样品中
6(78

的
-/)01-

电泳图

J>

K

%$

!

*;<GF=D

C

L<=D

K

=9?DE-/)01-9?

C

;>E>G9F>DA

C

=DBHGF@DE6(78E=D?>?

C

D=F<B:9=;<

I

&%,

!

实时荧光
-/)

3

01-

检测结果

实时荧光
<='

D

:;<

分析发现"大麦
0

个平行

样品均有典型的扩增曲线"

7%

均值为
0!14#

"阳性

对照
7%

值为
!$1"#

"阴性对照和空白对照均无扩

增!图
!

$"该结果进一步证实该批大麦样品含有小

麦线条花叶病毒'

&%2

!

10

基因克隆

利用特异性引物
5678';:'b9J#

*

5678';:'

#!/J<

对
;:

基因片段进行
:;<

扩增"得到约
J""G

O

的特异性条带"而阴性对照和空白对照均无扩增

!图
0

$'

图
&

!

进口大麦样品中
6(78

的实时荧光
-/)

3

01-

扩增结果

J>

K

%&

!

-<@H;FDE=<9;F>?<E;HD=<@G<AG<-/)

3

01-9?

C

;>E>G9F>DADE6(78E=D?>?

C

D=F<B:9=;<

I

图
,

!

6(7810

基因片段电泳图

J>

K

%,

!

*;<GF=D

C

L<=D

K

=9?DE10

K

<A<DE6(78

E=9

K

?<AF9?

C

;>E>G9F>DA

&%4

!

序列比对与系统进化分析

将上述约
J""G

O

的扩增产物测序并进行
V;SA

S@?6=

比对分析"发现
5678';)N"#

与美国已发生的

小麦线条花叶病毒相似度最高'从数据库中下载与其

相似度较高的
5678

序列"以燕麦坏死斑驳病毒
8#%

$()&'%*)/'%%"(0*&1-

!

MV78

$作为外群"构建系统发育

树!图
4

$'系统发育图显示)本次从加拿大进口大麦中

检出的
5678';)N"#

与美国分离株
;M$J

(

:89J

聚为

#

支"其相似度达
%%I

#与美国分离株
6*NLB

.

$#

(加拿大

分离株
AZ;

聚为第
!

支"相似度为
%$I

#与美国分离株

7MV%/

(

5?%%

(阿根廷分离株
?Q

K

!

聚为第
0

支"相似

度为
%JI

#与伊朗分离株
AQ)N

聚为第
4

支"相似度为

%9I

#与捷克分离株
;FB2-

(德国分离株
Z3

.

(

(法国分

离株
7)Q()

K

NB

聚为第
9

支"相似度为
%0I

%

%4I

#

+

J/!

+
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与墨西哥分离株
&AS)C)N0

亲缘关系较远"后者独自

聚为一个分支'此外"

MV78

!

?H0JJ%0$

$作为外群

与
5678';)N"#

的亲缘关系更远'

!""!

年
6CBN

K

BQ

等基于
5678;:

全长基因!

#!/JG

O

$构建系统进化

树"发现
5678

可分为
?

(

S

(

;

(

>4

个不同的簇%

##

&

"

5678';)N"#

属于
>

簇'

图
2

!

基于
6(7810

基因序列构建的系统发育树

J>

K

%2

!

0L

I

;D

K

<A<F>GF=<<DE6(78:9@<BDAGD9F

C

=DF<>A

K

<A<H@>A

K

FL<A<>

K

L:D=)

M

D>A>A

K

?<FLDB

,

!

讨论

为确保检测结果的准确性"我们采用了
<='

:;<

(实时荧光
<='

D

:;<

和
>?6'&@A6?

三种方法

进行鉴定"并通过对
5678;:

基因片段的测序与

比对分析"最终证实加拿大进境的大麦中含有小麦

线条花叶病毒'本研究基于
;:

基因片段构建的系

统进化树与
6CBN

K

BQ

等基于
;:

全长基因构建的系

统树基本一致%

##

&

"表明该片段具有足够的多态性和

进化特征'加拿大进境的大麦中检测到的小麦线条

花叶病毒与美国分离株相似度最高"而与加拿大分

离株相似度略低"这可能与两个国家之间的种子调

运密切相关'该批疫麦
#%%%4C

"拟作啤酒原料'目

前世界上还没有有效的化学药剂以及种子处理技术

来防治小麦线条花叶病毒和小麦卷叶螨'为防止疫

情扩散"秦皇岛海关加强监管"对该批大麦储存场

所"卸货(运输过程"加工工艺(下脚料处理等环节进

行风险评估#制定专项监管方案"防止接卸(储存(加

工过程中疫情扩散#监督货物存放"避免交叉污染#

及时对下脚料(成品及生产用水实施无害化处理'
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