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摘要
!

异沙叶蝉可传播小麦矮缩病毒
M3$/+?:/'

*

-,'()

!

?D\

#和小麦黄条纹病毒
?'0/-

,

0++(PJ-3%/-0N%3MJ

!

?S*\

#两种病毒$本文根据
?D\

和
?S*\

的基因序列分别设计两种病毒的特异性引物对%以含有上述两种病

毒的异沙叶蝉样品总
ZAT

为模板%以随机引物为
#e

端通用引物反转录获得
&DAT

%然后在同一个
QFZ

反应体系

加入两对引物%分别得到与预期相符的
66#2

H

和
#772

H

扩增产物条带$通过对引物浓度'

LAEQ

和
3@/

B

用量以

及退火温度等条件进行优化%建立了能在同一异沙叶蝉体内检测
?D\

与
?S*\

两种小麦病毒的双重
ZEXQFZ

方

法$该双重
QFZ

方法特异性强'敏感性高%可以快速准确地在一个体系里同步检测介体昆虫体内的两种病毒%有效

地检测虫体内病毒带毒率%这些结果可为病毒预测预报和病害防治提供参考$
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异沙叶蝉
<)/44&+$++,D/#,$5()<%../0MJ

是一

种农业害虫$隶属于半翅目叶蝉科
F%&/L0++%L/0

沙叶

蝉属
<)/44&+$++,D

&

4

'

%它广泛分布于欧洲,非洲北

部,北美及亚洲中北部地区$同时也是我国西北,华



7575

北地区干旱,半干旱地区麦田叶蝉的优势种&

7#

'

%异

沙叶蝉不仅通过刺吸小麦,大麦等多种禾本科农作

物植株的茎,叶汁液对作物造成危害$更为重要的是

它在取食的同时可传播多种病毒%因此$异沙叶蝉

的大发生往往同时伴随着这些病毒病害的大面积流

行$其传播病毒造成的危害远大于直接取食$给粮食

作物生产带来了严重的损失%

由异沙叶蝉以持久性非增殖方式传播的小麦

矮缩病毒
M3$/+?:/'

*

-,'()

"

?D\

#属于双生病

毒科
N$4,5,-,',?/$

玉米线条病毒属
H/)+'$-,'()

的

成员之一$病毒全基因组由
76#R

#

76;5

个核苷

酸组成$为单链环状
DAT

病毒&

!;

'

%感染小麦矮

缩病毒的植株多表现严重矮化$分蘖增多$甚至无

法抽穗%小麦矮缩病是小麦生产上威胁性较大的

病害之一$在全世界小麦主产区特别是欧洲各国多

次流行造成小麦严重减产&

"

'

%此外$近年来发现异

沙叶蝉还能以持久性增殖方式传播小麦黄条纹病

毒
?'0/-

,

0++(PJ-3%/-0N%3MJ

"

?S*\

#%小麦黄条

纹病毒是
754"

年在陕西韩城田间发现的一种危害

小麦的负单链
ZAT

新病毒$该病毒基因组全长为

4!!:".-

$以/

AXQXQ#X>XBXQ"X<

0顺序依次编码

6

种结构蛋白$是弹状病毒科
.3/%?&-,',?/$

细胞

核弹状属病毒
K(;#$&'3/%?&-,'()

的暂定种&

6

'

%与

被小麦矮缩病毒侵染后产生的症状不同$感染小

麦黄条纹病毒的小麦无明显矮化$发病植株叶片

沿叶脉失绿,严重黄化$并从叶尖干枯开始逐渐

发展为整株叶片枯死%

?S*\

可侵染小麦,大麦

以及燕麦等多种麦类作物$是生产上一种潜在的

威胁%

带毒介体的病毒检测通常采用血清学和分子生

物学等手段&

:45

'

%血清学具有快速简便,高通量等

优点$但对抗体的特异性有较高要求%分子检测技

术因其快速,灵敏,特异,准确等优点被广泛应用于

带毒介体的快速检测和鉴定&

444#

'

%多重
QFZ

是一

种
QFZ

衍生方法$它的基本原理,反应试剂和操作

均与常规
QFZ

相同$区别在于多重
QFZ

体系中含

有
7

对或多对引物$分别扩增不同模板$可对多个靶

标进行同时检测%本研究针对异沙叶蝉体内携带的

?D\

和
?S*\

两种病毒设计特异性引物$优化反

应和扩增条件$建立了特异,高效的双重
QFZ

检测

体系$实现了同一虫体两种病毒的同步检测$为病毒

预测预报提供参考%

$

!

材料与方法

$%$

!

供试异沙叶蝉的来源与保存

异沙叶蝉采自陕西韩城普通小麦田块%经

QFZ

检测无毒的异沙叶蝉后代种群在健康小麦上

扣罩饲养繁殖%

?D\

和
?S*\

病毒分离物在小

麦品种.扬麦
47

-上经异沙叶蝉传毒繁殖$常年保存

在
77co4c

$

75555+I

的光照培养箱中%无毒异

沙叶蝉
7

龄若虫取食
?D\

和
?S*\

病毒毒株
!L

后转移到健康小麦上备用%

$%&

!

异沙叶蝉总
,'(

的提取

将单头新鲜或冰冻的异沙叶蝉放入
48;G<

离

心管中$用带有无线电动机的研杵"北京天根生化科

技有限公司#研磨数秒之后迅速转移入液氮中冷冻$

重复直至异沙叶蝉被充分研磨至粉末状$然后加入

755

$

<EZ@a(+

"

@.N%-3(

K

0.

$

=*T

#$剧烈摇晃混匀$

冰上静置
;G%.

+加入
!5

$

<

氯仿$用力摇
4;J

$冰上

静置
;G%.

+

!c

$

475553

(

G%.

离心
45G%.

+将上清

转入新的离心管加入与上清等体积的异丙醇$轻轻

颠倒混匀$冰上静置
45G%.

+

!c

$

475553

(

G%.

离

心
4;G%.

$去上清+加入
;55

$

<

预冷的
6;̀

乙醇

"灭菌的
D$QF

水配制#$洗涤沉淀%

!c

$

475553

(

G%.

离心
;G%.

$弃上清$重复上述洗涤步骤$以彻

底洗干净盐分+真空干燥后用
4;

$

<

灭菌的
D$QF

水溶解%

$%)

!

特异性引物的设计

比对
B0.Y/.O

中已报道的
?D\

"

B0.Y/.O.(8

V9;#"4#:

#和
?S*\

"

B0.Y/.O.(8>B"5!R75

#的

病毒全基因组序列$发现这两种病毒的序列全长

分别为
76;52

H

和
4!!:"2

H

$同源性极低%分别

根据两种病毒的外壳蛋白基因及部分上下游序列

区域$应用
Q3%G03Q30G%03"85

软件设计这两种病

毒的多对特异性检测引物$每对引物选择相似的退

火温度且不同的
QFZ

产物大小及避免二级结构和

引物之间的互作$经
ZEXQFZ

验证特异性最终选择

其中两对引物作为双重
ZEXQFZ

的引物$具体引物

信息如表
4

$引物由上海生工生物工程有限公司

合成%

*

"64

*
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卷第
#

期 杜真真等!双重
ZEXQFZ

法同步检测单头异沙叶蝉携带的两种小麦病毒

表
$

!

U!\

和
U]0\

的特异性检测引物

<5E49$

!

0

=

9>787>

=

17?9168A1U!\5CDU]0\D9@9>@7AC

引物名称
!

Q3%G03

序列 "

;eX#e

#

!

Q3%G03J0

h

M0.&0

退火温度(
c

!

T..0/+%.

K

-0G

H

03/-M30

产物大小(
2

H!

*%a0

?D\XC BETBBFBEEBFEEBBFEEBF ;; 66#

?D\XZ ETTEBEFBFFETEFEEBFFBEF

?S*\XC FTFFTTEFBBFTTEBTTBFTBE ;; #77

?S*\XZ TFEFFEBFETFEEBEEBTFFEBTT

$%-

!

单一
,<K*+,

检测体系

利用随机引物反转录合成
&DAT

%

&DAT

合成体

系总体积为
75

$

<

$其中样品
ZAT#

$

<

$

45

$

G(+

(

<

随

机引物"全式金生物有限公司#

4

$

<

$

D$QFW

7

U

"

$

<

$混匀后
R;c

变性
7

#

#G%.

$立即置于冰上

7G%.

+然后加入
78;GG(+

(

<LAEQJ7

$

<

$

;j >X

><\2M))03!

$

<

$

755=

(

$

< >X><\

反转录酶

"

Q3(G0

K

/

$

=*T

#

4

$

<

$

!5=

(

$

<ZZ@

"

E/V/Z/

#

5b;

$

<

$用
D$QFW

7

U

补足至
75

$

<

%混匀后$

#6c

孵育
4'

$

65c45G%.

$

d75c

保存%以合成的
&DX

AT

为模板$分别利用
?D\

和
?S*\

的特异性引

物进行扩增%

QFZ

体系!

&DAT#

$

<

$

7;GG(+

(

<

45jQFZ2M))03

"

>

K

7f

H

+MJ

#

78;

$

<

$

78;GG(+

(

<

LAEQJ7

$

<

$

45

$

G(+

(

<

上下游引物各
58;

$

<

$

;=

(

$

<3@/

B

"

E/V/Z/

#

584

$

<

$用超纯水补足至

7;

$

<

%扩增程序如下!

R!c#G%.

+

R!c#5J

$

;;c

!;J

和
67c;5J

$

#;

个循环+

67c45G%.

%

QFZ

产物

用
4̀

琼脂糖凝胶电泳检测%同时设置无毒异沙叶蝉

ZAT

为阴性对照%

$%.

!

双重
,<K*+,

体系的建立与优化

分别取单一
ZEXQFZ

检测结果为阳性的只携带

?D\

或
?S*\

的异沙叶蝉
ZAT

各
48;

$

<

或者是

同时携带两种病毒的异沙叶蝉
ZAT#

$

<

$利用
48!

中的方法合成
&DAT

%双重
ZEXQFZ

与单重
ZEXQFZ

体系的其他试剂成分和反应条件相同%以只携带

?D\

或
?S*\

的异沙叶蝉
ZAT

和无毒异沙叶蝉

ZAT

为对照%为了优化双重
ZEXQFZ

体系$以上述

合成的
&DAT

作为双重
QFZ

反应模板$对
3@/

B

,

LAEQJ

浓度以及退火温度进行优化$优化某一因子时

保持其他条件不变%

;=

(

$

<3@/

B

DAT

聚合酶设
5b4

,

587

,

58#

,

58!

$

<

和
58;

$

<;

个处理+

78;GG(+

(

<

LAEQJ

设
4

,

7

,

#

,

!

$

<

和
;

$

<;

个处理+退火温度

设
;4

,

;#

,

;;

,

;6c

和
;Rc;

个梯度%

$%/

!

双重
,<K*+,

的灵敏度测定

为检测双重
ZEXQFZ

体系的灵敏度$将浓度为

755.

K

(

$

<

的
&DAT

按
45

倍梯度进行系列稀释

"

45

d4

#

45

d!

#$再取
#

$

<&DAT

为模板按照优化后

的最佳条件分别进行
QFZ

扩增$通过观察电泳结果

分析双重
ZEXQFZ

检测的灵敏度%

$%H

!

双重
,<K*+,

的初步应用

从陕西韩城田间采集的
46

头异沙叶蝉$分别提取

全虫的总
ZAT

$采用优化的双重
ZEXQFZ

体系检测同

一头虫体里携带
?D\

或
?S*\

的情况%将获得的

?S*\

和
?D\

扩增产物通过纯化回收$连接到

H

$T*SXE;

载体上$导入到感受态细胞
E3/.JXE4

中$

将菌液
QFZ

扩增阳性的样品送上海生工生物有限

公司测序$并利用
\0&-(3AE

软件对得到的序列进

行比对分析%

&

!

结果与分析

&%$

!

双重
,<K*+,

检测体系的建立

用浓度
584

$

G(+

(

<

的
?D\

和
?S*\

两对特

异性引物分别对相应病毒的
&DAT

模板进行单一

ZEXQFZ

扩增$分别能够扩增出
66#2

H

和
#772

H

特

异性条带$符合设计目的条带大小%对引物浓度进

行了优化$确定了上述两对特异性引物在同一
QFZ

体系中最佳使用终浓度分别为
5847

$

G(+

(

<

和

5b5:

$

G(+

(

<

$即
?D\

与
?S*\

引物对的比例为

#p7

%按这个比例将两种引物加入到体系中$单独携

带
?S*\

或
?D\

的有毒虫及和同时携带
?S*\

和
?D\

的有毒虫的
ZAT

样品均能扩增出相应病

毒的特异性条带$且无非特异性条带$表明两对引物

有良好的兼容性"图
4

#%

图
$

!

双重
,<K*+,

体系两种病毒引物兼容性检测

:7

;

%$

!

+A?

=
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3
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=

17?9168A1

DF

=

49W,<K*+,A8U!\5CDU]0\
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7575

&%&

!

双重
,<K*+,

检测体系的优化

以
ZEXQFZ

产物为模板$对
LAEQ

*

$

3@/

B

以及

退火温度等因子进行进一步优化$确定
?D\

和

?S*\

双重
ZEXQFZ

检测体系最优的条件为!在总

体积
7;

$

<

的
QFZ

体系中含有
#

$

<&DAT

$

7

$

<

浓度为
78;GG(+

(

<

的
LAEQ

*

,

584

$

<3@/

B

"

;=

(

$

<

#以及浓度为
45

$

G(+

(

<?D\

,

?S*\

上下游引

物各
58#

$

<

和
587

$

<

%

QFZ

扩增反应条件为!

R!c#G%.

$

R!c#5J

,

;;c!;J

和
67c;5J

共
#;

个循环+

67c45G%.

"图
7

#%

图
&

!

双重
,<K*+,

反应体系的优化

:7

;

%&

!

"

=

@7?7̂5@7ACA8DF

=

49W,<K*+,195>@7AC6

3

6@9?

!

&%)

!

双重
,<K*+,

的灵敏度测定

为检测双重
ZEXQFZ

体系的灵敏度$将浓度为

755.

K

(

$

<

的
&DAT

按
45

倍系列稀释"

45

d4

#

45

d!

#$

结果表明双重
ZEXQFZ

的检测下限是
45

d7的
&DX

AT

$当稀释
455

倍时$双重检测体系中
?D\

的条

带比较模糊$而
?S*\

的条带依然清晰%当稀释了

4555

倍时没有
?D\

目的条带出现$结果如图
#

%

&%-

!

双重
,<K*+,

的初步应用

用优化好的双重
ZEXQFZ

体系对来自陕西韩

城的
46

头叶蝉样品进行检测$发现单头虫体里既有

?D\

或
?S*\

一种病毒单独存在的情况$也有这

两种病毒同时存在的情况"图
!

#%将从双重
ZEX

QFZ

体系中获得的其中
#

个
?S*\

和
?D\

扩增

产物分别通过克隆测序$序列比对表明扩增得到的

序列与参考序列一致性均超过了
RR̀

$证明了建立

的双重
ZEXQFZ

检测的可靠性%

图
)

!

双重
,<K*+,

灵敏度的检测
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!
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3
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=
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3
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!

图
-

!

陕西韩城地区异沙叶蝉田间样品的检测
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卷第
#

期 杜真真等!双重
ZEXQFZ

法同步检测单头异沙叶蝉携带的两种小麦病毒

)

!

讨论

在自然界中$寄主植物往往受到两种或两种以

上植物病毒的复合侵染$同一介体昆虫也可以传播

两种或两种以上不相关的植物病毒&

4!4;

'

$这给病

毒病害流行监测带来了一定的困难%

QFZ

方法具

有快速,特异,灵敏和重复性好的优点$但是单一

QFZ

方法用于多种病毒感染的田间样品鉴别诊断

时$不能一次达到目的$并且对样品需求量大$耗

时较长%近年来$基于
QFZ

技术建立的多重
QFZ

或
ZEXQFZ

检测方法已广泛应用到植物病毒的检

测中&

4"46

'

$亦被成功地应用于虫传植物病毒在介体

昆虫中的检测$例如在同一灰飞虱体内水稻条纹病

毒
.,;$)+',

1

$-,'()

"

Z*\

#和水稻黑条矮缩病毒

.,;$%#/;J7)+'$/J$??:/'

*

-,'()

"

ZY*D\

#两种病

毒的检测&

4:

'

%

?S*\

是近年来我国西北部麦区新发现的一

种可侵染麦类作物的植物弹状病毒%

?D\

的传毒

介体异沙叶蝉也是目前发现的可传播
?S*\

病毒

的唯一介体%异沙叶蝉的带毒虫量是这两种小麦病

害发生流行的关键因子$因此建立一种快速,灵敏检

测异沙叶蝉带毒率的方法十分必要%但异沙叶蝉体

型较小$成虫体长仅
#

#

!GG

$单独提取同一个体较

难满足
DAT

和
ZAT

的用量%虽然
?D\

是一种

DAT

病毒$但其转录过程产生的病毒
GZAT

可以作

为
ZEXQFZ

的模板&

4R75

'

%因此本研究提取异沙叶蝉

总
ZAT

$用随机引物进行反转录$一次性合成
&DAT

作为双重
ZEXQFZ

体系的模板$在同一个反应体系加

入兼容性好的两种病毒特异性引物对进行
QFZ

扩

增$组建了
?D\

与负单链
ZAT

病毒
?S*\

的同步

检测体系%本研究还对引物浓度,

LAEQJ

和
3@/

B

用量以及退火温度等条件进行了优化$发现两种引

物浓度配比以及
LAEQJ

的用量是该
ZEXQFZ

体系

的关键%建立的双重
ZEXQFZ

方法不仅可以应用

于同一异沙叶蝉体内快速同步检测
?S*\

和
?D\

两种小麦病毒$亦可用于麦类作物样品中这两种病

毒的检测$确认单一感染或混合感染$达到快速诊

断,鉴别的目的$比常规
QFZ

或
ZEXQFZ

方便快捷$

节约试剂和降低检测周期%因此$本方法的建立将

为异沙叶蝉带毒率的检测及田间小麦矮缩病毒病和

小麦黄条纹病毒病的流行监测提供技术支持$服务

于小麦虫传病毒病害的防治%
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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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