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番茄褪绿病毒
;(*$&(%5.('(1+18+'/1

!

[FŶ

#引起番茄褪绿病毒病$给番茄生产造成严重危害%开发快速

准确的检测方法对该病害的防控具有重要意义%利用番茄褪绿病毒外壳蛋白!

Y7

#基因序列$设计特异性引物$建

立了
[FŶ

的重组酶聚合酶等温扩增!

ND/F+R,-L0D

J

FK

S

+DNL0DL+

J

K,Q,/LI,F-

$

U72

#检测方法$同时分析了该方法的

灵敏度和特异性%结果表明$建立的
[FŶ=U72

方法在
.$i

恒温下
!&+,-

可从
[FŶ

阳性的番茄样品中扩增出

)!"R

J

的特异性条带%扩增时间短$对设备要求低$且与番茄其他病毒无交叉反应$特异性好$灵敏度可达到
7YU

方法的
%&

倍$适用于
[FŶ

的快速检测%

关键词
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!
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番茄褪绿病毒
;(*$&(%5.('(1+18+'/1

'

[FŶ

(是

一种由烟粉虱传播的病毒"由其引起的番茄褪绿病毒

病在我国迅速蔓延"且逐年加重$番茄褪绿病毒属于

长线形病毒科
2.(1&)'(8+'+7$)

毛线病毒属
2'+,+8+'4

/1

*

%

+

$

[FŶ

可以侵染茄科&菊科&藜科&苋科&番杏

科&夹竹桃科及白花丹科等科的多种植物*

)

+

"其中以

茄科寄主最多"如!番茄*

.

+

&甜椒*

!

+

&马铃薯*

*

+等$

被病毒侵染后植株下部叶片叶脉间慢慢褪绿或黄

化"然后逐渐蔓延至上部叶片"叶脉逐渐变成深绿

色"染病叶片增厚变脆"植株长势也变弱"病症与生

理性缺素症或营养元素缺乏相似*

"

+

$目前"番茄褪

绿病毒病已经成为我国番茄生产中一种毁灭性的病

害"严重威胁着我国番茄产业的健康发展$

目前"检测番茄褪绿病毒主要采用
U[=7YU

技

术*

<

+

"而血清学检测方法应用得较少*

$

+

$分子生物学

检测主要是通过病毒的核酸来检测病毒"它比血清学

方法灵敏度高"能检测到更低数量级的病毒"特异性

强&操作简便&可用于大量样品检测$

7YU

技术目前

已经成为一种广泛采用的病毒检测方法"但该技术对

仪器的依赖度高"完成扩增过程需要精密的温度循环
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卷第
!

期 宋建等!一种基于
U72

的番茄褪绿病毒检测方法

仪器"加之成本高&耗时长"使其应用大多限制于条件

完善的实验室内"难以广泛应用于现场检测$

近年来"等温核酸扩增技术的出现解决了
7YU

技术的局限性"该技术降低了对仪器的要求"缩短了

反应时间"因而日益受到关注$重组酶聚合酶扩增

技术'

U72

(是一种等温核酸扩增技术"可在常温下

进行反应"具有反应快&灵敏度高&特异性强&操作简

便等优点$目前
U72

技术在医学病原物的快速诊断

中得到了一些应用*

#%&

+

"农业领域中主要用于转基因

作物的检测*

%%%)

+

"用于植物病毒检测的报道较少$番

茄褪绿病毒病是近年来番茄上最严重的病害之一"准

确&快速地检测其病原对于病害防治至关重要$本研

究建立了基于
U72

检测番茄褪绿病毒的方法"以期

为基层单位提供一种简便适用的快速检测方法$

!

!

材料与方法

!"!

!

材料

感染番茄褪绿病毒
;(*$&(%5.('(1+18+'/1

'

[FŶ

(&番茄黄化曲叶病毒
;(*$&(

0

)..(H.)$

:

%/'.8+'/1

'

[(>Ŷ

(&番茄花叶病毒
;(*$&(*(1$+%

8+'/1

'

[FV^

(&黄瓜花叶病毒
2/%/*?)'*(1$+%8+4

'/1

'

YV^

(&烟草花叶病毒
;(?$%%(*(1$+%8+'/1

'

[V^

(的番茄叶片采自天津市西青区第六埠温室"

阴性对照为脱毒番茄苗"样品经
7YU

检测和序列测

定确认后
g$&i

冻干保存$

!"$

!

方法

!8$8!

!

总
UH2

提取及
/@H2

的合成

采用植物总
UH2

提取试剂盒'

[LZLUL

(提取

番茄叶片的总
UH2

$用反转录试剂盒'

7N,+D6/N,

J

I

U[=7YUZ,I

"

[LZLUL

(将提取的总
UH2

反转录合

成
/@H2

"于
g)&i

保存备用$

!8$8$

!

引物设计

根据已发表的
[FŶ

外壳蛋白'

Y7

(基因的保守

序列设计番茄褪绿病毒的
U72

检测引物'表
%

($

表
!

!

设计的
KBF

引物

)3?-+!

!

B2'7+2,402KBF3,,3

A

引物

7N,+DN

序列'

*o=.o

(

6D

e

?D-/D

\% _2[[[_2[222[_2__[[2_2YYY2222[_

U% Y_[[[Y[[[[Y2[22_[2__[[Y_2_2[22

U) _2[Y2[Y[_2_2[2[[22[Y22Y_22YY2[

\. 2[Y2[[[2Y22[[Y222Y2[__Y_[2[[2Y

U. Y2[22_[2__[[Y_2_2[22_[[_2[Y2[Y

\! [_[[_22YYY__2[2Y[2[[22[[2[22Y_

!8$8%

!

U72

反应

以
%8)8%

合成的
/@H2

为模板"利用设计的

U72

引物进行扩增"以脱毒番茄苗叶片
/@H2

为

阴性对照$

U72

扩增体系'

*&

$

>

(!向
&8)+>

[b,0I2+

J

反应管'

[b,0I2+

J

5L0,/a,I0

"

[b,0I

(中

加入
UD'

S

ONLI,F-5?QQDN)#8*

$

>

"正&反向引物'终

浓度为
&8!

$

+FK

#

>

(各
)8*

$

>

"模板
/@H2.

$

>

"

去离子水
%&

$

>

"最后再加入
)$&++FK

#

>

醋酸镁溶

液
)8*

$

>

$将
U72

扩增体系混合充分后置于
.$i

的金属浴上反应
!&+,-

$反应结束后"利用纯化试

剂盒'

@H2\NL

E

+D-I7?N,Q,/LI,F-Z,I

"

[LZLUL

(对

扩增产物进行回收纯化$

!8$89

!

常规
7YU

7YU

反应体系'

)*

$

>

(!

/@H2)8*

$

>

"

%&47YU

R?QQDN

'含
V

E

)j

(

)8*

$

>

&去离子水
%!

$

>

&

%&

$

+FK

#

>

上&下游引物各
)8*

$

>

&

%&++FK

#

>OH[70&8*

$

>

&

*C

#

$

>;$

@

@H2

聚合酶
&;*

$

>

$反应程序!

#!i

预变

性
*+,-

%

#!i

变性
.&0

"

"&i

复性
.&0

"

<)i

延伸
.&0

"

.*

个循环%

<)i

延伸
%&+,-

"反应结束后于
!i

保存$

!8$8#

!

电泳

取
U72

或
7YU

反应产物
*

$

>

于
%8)1

琼脂糖凝

胶电泳
)&+,-

"然后通过凝胶成像系统观察电泳结果$

$

!

结果与分析

$"!

!

引物的筛选

分别利用引物对
\%

#

U%

&

\%

#

U)

&

\%

#

U.

&

\.

#

U%

&

\.

#

U.

&

\!

#

U%

&

\!

#

U)

&

\!

#

U.

进行扩增"产物片段的

大小分别为
)!"

&

%%*

&

%)*

&

%.&

&

%*&

&

#)

&

%%)

&

!!&R

J

$

从图
%

中可以看出各对引物都扩增出目标片段"但

\%

#

U)

&

\%

#

U.

&

\!

#

U%

&

\!

#

U)!

对引物的扩增产物

不够清晰"

\!

#

U.

除了扩增出目的条带"还有非特异

性条带产生"而
\.

#

U%

&

\.

#

U.

在后续试验中重复性

不够好"因此最终选定引物组合
\%

#

U%

作为检测

引物$

图
!

!

KBF

引物扩增检测结果

&'

(

"!

!

F7

;

-'4'.3/'012+,6-/04KBF

;

2'7+2

;

3'2,

!

)

#"%

)
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$"$
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KBF

检测方法的灵敏度

将带毒植株的
/@H2

进行
%&

倍梯度稀释"浓

度分别为
%&&

&

%&

&

%

&

&8%

&

&8&%

&

&8&&%-

E

#

$

>

"按照

%;);.

所示的反应体系进行
U72

灵敏度试验"同

时参考已经报道的
[FŶ

检测引物
Y7=\

#

Y7=U

*

%.

+

'扩增产物长度为
$!&R

J

(进行
7YU

灵敏度试验"

比较两种方法的检测灵敏度$结果表明"

U72

法

的检测灵敏度为
%-

E

#

$

>

'图
)L

("

7YU

法的检测灵

敏度为
%&-

E

#

$

>

'图
)R

("

U72

法的灵敏度要优于

7YU

法$

图
$

!

KBF

法和
BLK

法灵敏度检测结果

&'

(

"$

!

@+1,'/'8'/

A

/+,/2+,6-/,04KBF315BLK7+/*05,

!

$"%

!

KBF

检测方法的特异性

按照
%8)8.

的
U72

反应体系"检测番茄褪绿病

毒&番茄黄化曲叶病毒&番茄花叶病毒&黄瓜花叶病

毒&烟草花叶病毒共
*

种病毒的
/@H2

"同时以脱毒

番茄苗的
/@H2

为阴性对照"评价所建立的
U72

检测方法的特异性$从图
.

中可以看出只有感染番

茄褪绿病毒的番茄叶片对应的
U72

反应扩增出了

目的条带"感染其他种对照病毒的番茄叶片均未扩

增出条带"由此证明本试验的
U72

引物特异性高"

可有效检测番茄褪绿病毒$

图
%

!

KBF

法检测番茄褪绿病毒的特异性

&'

(

"%

!

@

;

+.'4'.'/

A

/+,/2+,6-/,04KBF402)0LM

%

!

讨论

本研究建立了一种番茄褪绿病毒的
U72

检测

方法"可以在
.$i

等温条件并且在
!&+,-

内完成目

标
/@H2

的快速扩增"可特异性检测番茄褪绿病毒"

其他
!

种植物病毒的检测结果均为阴性"

U72

法检

测番茄褪绿病毒的灵敏度优于常规
7YU

法"缩短了

反应时间"也不需要昂贵的仪器"可在简易实验室和

田间完成快速检测"为番茄褪绿病毒病的诊断和预

警提供了一种高效简便的技术方法"在植物病毒快

速检测方面具有一定的实践意义$

U72

对引物有严格要求"用于扩增反应的引

物一般由
.&

!

.*

个核苷酸组成"这种较长的引物

与模板序列互补性好"使扩增获得的产物特异性更

高$

U72

引物的设计没有特殊的方法"只能通过

筛选较好的引物进行下一步试验$此外
U72

对仪

器设备的要求较低"不需要
7YU

仪"反应可以通过

水浴锅或小型金属浴完成"如果配合琼脂糖凝胶电

泳或小型便携式设备"短时间内即可获得检测结

果"适合基层单位的快速检测"具有广泛的应用
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"在嗜食

作物不充足的情况下"草地贪夜蛾可能会转移到非

嗜食植物上继续取食"此时田间非作物生境可能成

为草地贪夜蛾的临时避难场所"其中的杂草等非作

物植物也可成为草地贪夜蛾临时产卵和取食的对

象$目前"关于草地贪夜蛾对于杂草的取食和产卵

偏好性的差异机制还未见详细报道"对此进行进一

步探索有利于未来对其进行有效的防控$
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