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,目的-在两步单重检测体系基础上*建立能同时检测苹果茎痘病毒!

5=XA

".苹果茎沟病毒!

5=[A

"

和苹果褪绿叶斑病毒!

5OW=A

"的一步三重检测体系*以简化苹果潜隐性病毒检测方法+,方法-以携带
5=XA

.

5=B

[A

.

5OW=A

的苹果优系5浓果
B#L

1组培苗为试材*比较一步单重.一步两重和一步三重
PYBXOPC

种检测体系的检测

效果*对一步三重检测法中的退火温度.反转录时间.延伸时间.循环数和引物加量进行优化*并用带毒情况不同的苹

果田间根茎叶.组培苗.脱毒苗对优化后的
PYBXOP

一步三重检测体系进行验证+,结果-一步单重
PYBXOP

体系一

次只能检测
%

种病毒*一步两重
PYBXOP

体系一次能同时检测
#

种病毒*一步三重
PYBXOP

体系一次能同时检测
C

种病毒+优化后的一步三重
PYBXOP

检测体系为#

L$d

反转录
#$K9+
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&!d

预变性
#$K9+
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&!d

变性
C$4

*

LC

&

LD

d

退火
C$4

*

"#d

延伸
C$4

*

C$

个循环*引物加量为各病毒上.下游引物!

%$

%

K(-

$

W

"各
%<$

%

W

*无需进行终延伸+优

化后的一步三重检测体系验证结果与两步单重检测结果一致*初步证明该检测体系合理+,结论-建立了苹果潜隐性

病毒一步三重检测体系*该体系能同时对苹果样品中
5=XA

.

5=[A

和
5OW=AC

种病毒进行检测+
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苹果是我国的第一大水果%

%

&

*据统计*

#$%"

年

我国苹果总产量约
!!L$<$

万
0

*占世界苹果总产量

的
LM<!\

%

#

&

*且在我国苹果种植面积还有扩大趋

势%

C

&

+随着种植面积扩大*苹果病毒通过嫁接途径

传播的范围也随之扩大%

!

&

+苹果病毒病是制约苹果

生产的重要生物因素*病毒侵入树体后在树体内迅

速增殖*使其终身带毒*不仅影响果树正常的生理代

谢和生长*而且会导致果实品质下降%

L

&和减产+

苹果病毒包括非潜隐病毒和潜隐病毒两大

类%

D

&

+非潜隐病毒感染的植株较少*一般为零星发

生*且症状明显易识别*危害较小)潜隐病毒侵染植

株后虽一般表现不出明显症状*但危害严重*且必须

通过相关的病毒检测才能明确树体的带毒状况+生

产上广泛分布的潜隐病毒主要有茎痘病毒!

5=B

XA

".苹果茎沟病毒!

5=[A

"和苹果褪绿叶斑病毒

!

5OW=A

"

%

"

&

+病毒病防治已经成为我国苹果产区

亟待解决的突出问题之一*目前生产上的主要手段

是培育和栽培无病毒苗木*而科学.适宜的病毒检测

技术是生产无病毒苗木的技术保障+

病毒检测技术有指示植物法.电子显微镜技术.

血清学方法和分子生物技术等*其中分子生物学技

术相对方便.快捷.准确+目前较好的分子生物学技

术是反转录聚合酶链反应!

PYBXOP

"+近年来*从

初期的多步一重
PYBXOP

发展到一步多重
PYB

XOP

%

M

&

*该技术更加快速.便捷.高效.准确+目前*

一步多重
PYBXOP

技术已被广泛应用于不同植物

病毒病检测%

&B%%

&

.人体病毒研究%

%#B%C

&

.其他动物病毒

研究%

%!B%"

&以及食品病毒检测中%

%M

&

*应用前景广阔+

但一步多重
PYBXOP

技术在不同植物种类上形成

的技术体系不同+5浓果
B#L

1是西北农林科技大学

培育的综合性状表现优良的苹果新优系*针对5浓

果
B#L

1需要建立一套潜隐性病毒检测技术体系+本

研究在课题组两步单重检测体系和前人一步多重检

测体系的基础上*进一步优化.简化了苹果病毒病检

测方法*使反应体系和反应程序更简便*以实现快

速.高效的目标+现将研究结果报道如下+

%

!

材料与方法

%<%

!

材料与试剂

试验材料5浓果
B#L

1苹果组培苗来自西北农林

科技大学黄土高原优质苹果生产技术研究团队*验

证材料为5中秋王1苹果未完全脱毒苗.完全脱毒苗

及西北农林科技大学白水苹果试验站5中秋王1和

5玉华早富1苹果组培苗及其根.茎.叶+

主要试剂为无水乙醇.核酸染料!智达康生物公

司".

P/5

试剂盒!

Y,R,P,

公司".

X*9K3=>*9

J

0

YZ

F+3=03

J

PYBXOP R90A3*<#

!

E

;

3X-)4

"试剂盒

!

Y,R,P,

公司".凝胶试剂盒!天根公司"+

5=XA

.

5=[A

和
5OW=AB%

的引物序列分别参考
Z3+U3-

等%

%&

&

.李文慧等%

#$

&的研究方法*

5OW=AB#

的引物序

列由中国农业大学周涛教授提供*以上
!

对引物均

由杨凌奥科公司合成*引物序列如表
%

所示+

表
%

!

PYBXOP

方法检测苹果病毒病的引物序列

Y,b-3%

!

X*9K3*4)43@.(*@303>09(+(.,

JJ

-3:9*)434b

;

PYBXOP

引物名称

/,K3(.

J

*9K3*

引物序列!

Lh

%

Ch

"

X*9K3*43

T

)3+>3

!

Lh

%

Ch

"

目标片段$
b

J

Y,*

`

3043

`

K3+0

退火温度$
d

5++3,-9+

`

03K

J
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5OW=AB%

7
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%&
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P
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方
!

法
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$浓果
B#L

%组培苗总
P/5

提取及
XOP

反应

!

5浓果
B#L

1组培苗总
P/5

提取采用
P/5

试剂盒

!

Y,R,P,

公司"说明书中的多糖多酚植物组织的裂

解步骤+用
/,+(E*(

J

#$$$

型超微量紫外分光光

度计测定所提取
P/5

的浓度及
FE

#D$

$

#M$

值+反应

体系#

X*9K3=>*9

J

0%=03

J

?+U

;

K3Z9a%<$

%

W

*

#]

F+3B=03

J

N)..3*

!

E

;

3X-)4

"

%#<L

%

W

*总
P/5%<$

%

W

*不同引物的上.下游引物!

%$

%

K(-

$

W

"各
%<$

%

W

*

P/,437*33@@V

#

F!<L

%

W

+反应程序#

L$d

反

转录
C$K9+

*

&!d

预变性
#K9+

)

&!d

变性
C$4

*

LL

d

退火
C$4

*

"#d

延伸
C$4

*

CL

个循环+

%<#<#

!

$浓果
B#L

%组培苗病毒一步三重检测体系中

引物组合的筛选
!

在
XOP

基本反应体系和程序的

基础上*首先对一步多重的引物组合进行筛选+组

合
%

#

5=XA

.

5=[A

.

5OW=AB%

)组合
#

#

5=XA

.

5=B

[A

.

5OW=AB#

+针对
#

个组合均设置
LC

*

L!

*

LL

*

LD

和
L"d

的退火温度*用同一株带
5=XA

.

5=[A

和

5OW=A

的5浓果
B#L

1苹果组培苗为材料*比较不同

引物组合的扩增效果+

%<#<C

!

$浓果
B#L

%组培苗病毒一步单重#一步两重

及一步三重
PYBXOP

检测
!

一步单重
PYBXOP

检

测是在
XOP

基本反应体系和程序的基础上*每个反

应体系中只加入
%

种病毒的上.下游引物*检测该体

系是否能够成功检测单一病毒+

一步两重
PYBXOP

检测是在
XOP

基本反应体

系和程序的基础上*每个反应体系中同时加入
#

种

病毒的上.下游引物*检测该体系是否能够成功检测

#

种复合病毒+

一步三重
PYBXOP

检测是在
XOP

基本反应体

系和程序的基础上*每个反应体系中同时加入
C

种

病毒的上.下游引物*检测该体系是否能够成功检测

C

种复合病毒+

%<#<!

!

C

种病毒基因的克隆及同源性比较
!

将经

核酸染料染色凝固后的
%L

`

$

W

琼脂糖凝胶放入
%]

YN?

缓冲液中*用得到的病毒
PYBXOP

反应产物点

样*每孔点样
"<$

%

W

*在
%L$A

恒压条件下电泳

#L

&

C$K9+

*通过凝胶成像系统拍照*观察照片得到

检测结果并记录+

将经核酸染料染色凝固后的
%L

`

$

W

琼脂糖凝

胶放入
%]YN?

缓冲液中*用得到的病毒
PYBXOP

反应产物点样*每孔点样
L$<$

%

W

*在
%L$A

恒压条

件下电泳
C$K9+

左右*通过紫外灯核对目标条带+

用凝胶试剂盒进行切胶回收!消毒切胶小刀"*然后

与
Y

载体连接后转化大肠杆菌株感受态细胞*通过

筛选蓝白斑*挑取白色的菌落进行培养+对经
XOP

鉴定证实插入片段正确的阳性菌落*由杨陵奥科公

司进行测序+将一步多重检测中各引物所得扩增片

段的测序结果与
[3+N,+I

数据库中已登录的
5=B

XA

!登 录 号
R7"CL%#L<%

".

5=[A

!登 录 号

RX""#DDD<%

"和
5OW=A

!登录号
'cC#$%$$<%

"核

苷酸序列进行同源性比较+

%<#<L

!

$浓果
B#L

%组培苗病毒一步三重检测体系的

优化
!

一步三重
PYBXOP

反应体系共
#L

%

W

#

X*9K3

=>*9

J

0%=03

J

?+U

;

K3 Z9a%<$

%

W

*

#]F+3B403

J

N)..3*

!

E

;

3X-)4

"

%#<L

%

W

*

C

种病毒上游和下游引

物各
%<$

%

W

*

Y3K

J

-,03P/5%<$

%

W

*用
P+,437*33

@V

#

F

补足
#L

%

W

+反应程序#

L$d

反转录
#$K9+

*

&!d

预变性
#K9+

)

&!d

变性
C$4

*

LLd

退火
C$4

*

"#d

延伸
C$4

*

C$

个循环+在进行以下各项条件优

化时*其他条件保持不变+

!

%

"退火温度+退火温度设置为
!M

&

DCd

*梯

度为
%d

*共
%D

个处理*以确定最佳退火温度+

!

#

"反转录时间+根据
X*9K3=>*9

J

0

YZ

F+3

=03

J

PYBXOP R90 A3*<#

!

E

;

3 X-)4

"试 剂 盒

!

Y,R,P,

公司"说明书及原多步单重检测中反转录

时间的要求*设置
%L

*

#$

*

#L

*

C$K9+!

个处理*从时

间及效果等方面确定最佳反转录时间+

!

C

"延伸时间+根据
X*9K3=>*9

J

0

YZ

F+3=03

J

PYBXOPR90A3*<#

!

E

;

3X-)4

"试剂盒!

Y,R,P,

公

司"说明书中
%Ib

$

K9+

的延伸速率*结合
5=XA

!

C"$b

J

".

5=[A

!

L#!b

J

".

5OW=A

!

D""b

J

"中的最

长目标片段以及所有片段总和的大小*设置
C$

*

!$

*

L$

*

"$

*

&$

*

%$$

*

%#$4"

个处理*从时间及效果等方

面确定最佳延伸时间+

!

!

"循环数+设置循环数为
#$

*

#L

*

C$

*

CL

*

!$

共

L

个处理*从时间及效果等方面确定最佳循环数+

!

L

"引物加量+依据范旭东等%

#%

&提出的引物量

与其片段长度成正比的原理*结合
X*9K3=>*9

J

0

YZ

F+3=03

J

PYBXOP R90A3*<#

!

E

;

3X-)4

"试剂盒

!

Y,R,P,

公司"说明书中的要求*对不同引物!

%$

%

K(-

$

W

"的加量进行筛选*以确定最适宜的引物加

量+不同引物加量组合如表
#

所示+

%<#<D

!

优化后一步三重检测体系检测准确性验证

!

为了验证该检测体系是否能准确检测苹果病毒

病*先用两步单重
PYBXOP

技术检测5中秋王1未完

全脱毒苗.完全脱毒苗和5玉华早富1.5中秋王1组培

苗及其根.茎.叶的带毒情况*结果如表
C

所示+
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表
#

!

5浓果
#L

1组培苗病毒一步三重
PYBXOP

检测中不同引物加量组合

Y,b-3#

!

O(Kb9+,09(+4(.

J

*9K3*4.(*(+3B403

J

0*9

J

-3PYBXOP(.:9*)4349+

5

/(+

`̀

)(B#L

1

,

JJ

-30944)3>)-0)*3@433@-9+

`

4

体积组合编号

A(-)K3>(Kb9+,09(+

+)Kb3*

5=XA

$

%

W 5=[A

$

%

W 5OW=AB%

$

%

W

体积组合编号

A(-)K3>(Kb9+,09(+

+)Kb3*

5=XA

$

%

W 5=[A

$

%

W 5OW=AB%

$

%

W

% $<" %<$ %<C D %<C %<$ $<"

# $<" %<C %<$ " $<" $<" $<"

C %<$ $<" %<C M %<$ %<$ %<$

! %<$ %<C $<" & %<C %<C %<C

L %<C $<" %<$

表
C

!

供检苹果材料携带
C

种潜隐性病毒的情况

Y,b-3C

!

Y1*33-,03+0:9*)434>,**93@b

;

,

JJ

-3K,03*9,-.(*03409+

`

序号
/)Kb3*

材料
Z,03*9,- 5=XA 5=[A 5OW=A

%

5中秋王1未完全脱毒苗

/(0>(K

J

-303-

;

:9*)4B.*33

J

-,+0-304(.

5

_1(+

T̀

9)2,+

`

1

S p S

#

5中秋王1完全脱毒苗

Y944)3>)-0)*3

J

-,+0-304(.

5

_1(+

T̀

9)2,+

`

1

S S S

C

5玉华早富1组培苗

Y944)3>)-0)*3

J

-,+0-304(.

5

Q)1),U,(.)

1

S p p

!

5中秋王1组培苗

Y944)3>)-0)*3

J

-,+0-304(.

5

_1(+

T̀

9)2,+

`

1

p p p

L

5中秋王1根
P((04(.

5

_1(+

T̀

9)2,+

`

1

p p p

D

5中秋王1茎
=03K4(.

5

_1(+

T̀

9)2,+

`

1

p p p

"

5中秋王1叶
W3,:34(.

5

_1(+

T̀

9)2,+

`

1

p p p

M

5玉华早富1根
P((04(.

5

Q)1),U,(.)

1

S p p

&

5玉华早富1茎
=03K4(.tQ)1),U,(.)t S p p

%$

5玉华早富1叶
W3,:34(.

5

Q)1),U,(.)

1

S p p

!!

注#

p

表示带毒*

S

表示不带毒+

/(03

#

p9+@9>,0342901:9*)4

*

S9+@9>,034+(:9*)4<

#

!

结果与分析

#<%

!

5浓果
B#L

1组培苗总
P/5

的提取

5浓果
B#L

1总
P/5

的 质 量 浓 度 为
%%#!<$

+

`

$

%

W

*

FE

#D$

$

#M$

值为
#<%#

*证明提取的
P/5

质量良

好*可用于后续试验+参考
P/5

试剂盒说明书中建

议的
L$

%

W

体系总
P/5

使用量在
%<$+

`

以下*并结

合本研究采用
#%

%

W

体系的实际情况*将所提取的

P/5

质量浓度稀释
!$$+

`

$

%

W

左右进行后续研究+

#<#

!

5浓果
B#L

1组培苗病毒一步三重检测体系中引

物组合的筛选

图
%B5

.图
%BN

分别为引物组合
%

!

5=XA

.

5=[A

.

5OW=AB%

"和组合
#

!

5=XA

.

5=[A

.

5OW=AB#

"的一步

三重
PYBXOP

电泳结果+由图
%BN

可知*在适宜退火

温度下*

5OW=AB#

的条带较
5=XA

和
5=[A

条带明

显浅*说明
5OW=AB#

引物浓度较低)而图
%B5

中*在

适宜退火温度下*

C

条目标条带可达到基本一致的亮

度*故选用引物组合
%

进行后续试验+

5<5=XA

.

5=[A

.

5OW=AB%

组合电泳结果)

N<5=XA

.

5=[A

.

5OW=AB#

组合电泳结果

Z<%$$$b

J

E/5 Z,*I3*

)

%

&

L<

退火温度依次为
LC

*

L!

*

LL

*

LD

*

L"d

)

5<5=XA

*

5=[A,+@5OW=AB%>(Kb9+,09(+3-3>0*(

J

1(*3494*34)-04

)

N<5=XA

*

5=[A,+@5OW=AB#>(Kb9+,09(+3-3>0*(

J

1(*3494*34)-04

Z<%$$$b

J

E/5 Z,I3*

)

%SL<5++3,-9+

`

03K

J

3*,0)*32,4LC

*

L!

*

LL

*

LD

*

,+@L"d

*

*34

J

3>09:3-

;

图
%

!

5浓果
#L

1组培苗病毒的一步三重
PYBXOP

检测体系中引物组合的筛选结果

79

`

<%

!

=>*33+9+

`

*34)-04(.

J

*9K3*>(Kb9+,09(+4(.(+3B403

J

0*9

J

-3PYBXOP9+0130944)3>)-0)*3

J

-,+0-304:9*)434(.

5

/(+

`̀

)(B#L

1

,

JJ

-3

#<C

!

5浓果
#L

1组培苗病毒一步单重#一步两重和

一步三重
PYBXOP

检测

一步单重检测体系可从携带
5=XA

.

5=[A

.

5OW=A

的苹果组培苗样品中分别成功扩增出对应

的特异性目标条带!图
#B5

"*一步两重检测体系则

可成功扩增出
#

个复合的特异性目标条带!图
#B

N

"*一步三重检测体系成功扩增出了
C

种病毒的特

异性目标条带!图
#BO

"+
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5<

一步单重
PYBXOP

)

N<

一步两重
PYBXOP

)

O<

一步三重
PYBXOP

%

&

D<

携带
5=XA

.

5=[A

.

5OW=A

的5浓果
#L

1组培苗)

Z<%$$$b

J

E/5 Z,*I3*

5<5K

J

-9.9>,09(+*34)-04(.(+3B403

J

49+

`

-3PYBXOP

)

N<5K

J

-9.9>,09(+*34)-04(.(+3B403

J

02(.(-@PYBXOP

)

O<5K

J

-9.9>,09(+*34)-04(.

(+3B403

J

0*9

J

-3PYBXOP

)

%SD

5

/(+

`̀

)(B#L

1

0944)3>)-0)*3433@-9+

`

4>,**

;

9+

`

5=XA

*

5=[A,+@5OW=A

)

Z<%$$$b

J

E/5 Z,*I3*

图
#

!

5浓果
#L

1苹果组培苗病毒一步单重.一步两重和一步三重
PYBXOP

检测结果

79

`

<#

!

E303>09(+*34)-04(.

J

-,+0-304:9*)4349+

5

/(+

`̀

)(B#L

1

,

JJ

-3433@-9+

`

4b

;

(+3B403

J

49+

`

-3PYBXOP

*

(+3B403

J

02(.(-@PYBXOP,+@(+3B403

J

0*9

J

-3PYBXOP

#<!

!

C

种病毒基因的克隆及同源性比较分析

!!

5=XA

.

5=[A

和
5OW=AB%

扩增片段与

[3+N,+I

数据库中对应病毒核苷酸序列的同源性

比较结果见图
C

+

5<5=XA

与
R7"CL%#L<%

比较结果)

N<5=[A

与
RX""#DDD<%

比较结果)

O<5OW=AB%

与
'cC#$%$$<%

比较结果

5<O(K

J

,*94(+(.5=XA,+@R7"CL%#L<%

)

N<O(K

J

,*94(+(.5=[A,+@RX""#DDD<%

)

O<O(K

J

,*94(+(.5OW=AB%,+@'cC#$%$$<%

图
C

!

5=XA

.

5=[A

和
5OW=AB%

扩增片段与
[3+N,+I

数据库中对应病毒核苷酸序列的同源性比较

79

`

<C

!

V(K(-(

;̀

>(K

J

,*94(+b30233+,K

J

-9.93@.*,

`

K3+04(.5=XA

*

5=[A,+@5OW=AB%:9*)434,+@

>(**34

J

(+@9+

`

+)>-3(09@343

T

)3+>349+[3+N,+I@,0,b,43
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!!

5=XA

.

5=[A

和
5OW=AB%C

对引物在原参考

文献中已被证明可成功检测对应病毒*本试验为进

一步验证
C

对引物在同一反应体系中仍可用来检测

C

种病毒*特进行了测序试验*将
5=XA

.

5=[A

.

5OW=AB%

引物的扩增片段序列与
[3+N,+I

数据库

中登 录 号 为
R7"CL%#L<%

!与
5=XA

对 应".

RX""#DDD<%

!与
5=[A

对应".

'cC#$%$$<%

!与

5OW=A

对应"的核苷酸序列进行同源性比较*相似

率分别为
&!\

*

&M\

和
&L\

!图
C

"*说明该一步三

重
PYBXOP

可以用来准确检测
5=XA

.

5=[A

.

5OW=AC

种病毒+

#<L

!

5浓果
#L

1组培苗病毒一步三重检测体系的优化

#<L<%

!

退火温度
!

由图
!

可见*退火温度为
!M

&

L#d

时*只有
5=XA

可成功扩增出目标条带*

5=B

[A

条带模糊*

5OW=A

则无目标条带)退火温度为

LC

&

LDd

时*

C

种病毒均可检测到明显的条带*但在

L"

&

L&d

有轻微的非特异性扩增)在退火温度为

D$

&

DCd

时*随着温度的升高*

5=[A

仍可成功扩

增到目标条带*但
5=XA

.

5OW=A

的目标条带逐渐

消失+故本试验认为退火温度选择
LC

&

LDd

较佳+

Z<%$$$b

J

E/5 Z,*I3*

)

%

&

%D<

退火温度依次为
!M

&

DCd

Z<%$$$b

J

E/5 Z,*I3*

)

%S%D<5++3,-9+

`

03K

J

3*,0)*32,4!MSDCd

*

*34

J

3>09:3-

;

图
!

!

5浓果
#L

1组培苗
5=XA

.

5=[A

和
5OW=A

一步三重检测体系中退火温度的优化

79

`

<!

!

F

J

09K9U,09(+(.,++3,-9+

`

03K

J

3*,0)*39+5=XA

*

5=[A,+@5OW=A(+3B403

J

0*9

J

-3@303>09(+4

;

403K

.(*

5

/(+

`̀

)(B#L

1

0944)3>)-0)*3

J

-,+0-304

#<L<#

!

反转录时间
!

试验设置了
%L

*

#$

*

#L

*

C$

K9+!

个不同的反转录时间处理*由图
L

可知*这
!

个处理均可成功扩增出
5=XA

.

5=[A

.

5OW=A

的

特异性目标条带+

!

个处理间比较*反转录
%LK9+

时的条带较
#$

*

#L

*

C$K9+

时略浅+所以*本试验认

为
#$

&

C$K9+

的反转录时间较好*基于时间效率考

虑*推荐反转录时间为
#$K9+

+

#<L<C

!

延伸时间
!

由图
D

可见*延伸时间为
C$

*

!$

*

L$4

时*

5=XA

.

5=[A

和
5OW=AC

种病毒均可

检测到明显的条带)之后随着延伸时间的延长*条带

逐渐模糊*甚至消失+因此认为
C$

&

L$4

的延伸时

间较好*出于时间效率考虑*推荐延伸时间为
C$4

+

%

&

!<

反转录时间依次为
%L

*

#$

*

#L

和
C$K9+

)

Z<%$$$b

J

E/5 Z,*I3*

%S!<P3:3*430*,+4>*9

J

09(+09K32,4%L

*

#$

*

#L,+@C$K9+

*

*34

J

3>09:3-

;

)

Z<%$$$b

J

E/5 Z,*I3*

图
L

!

5浓果
#L

1组培苗
5=XA

.

5=[A

和
5OW=A

的

一步三重检测体系中反转录时间的优化

79

`

<L

!

F

J

09K9U,09(+(.*3:3*430*,+4>*9

J

09(+09K3(.

5=XA

*

5=[A,+@5OW=A9+

5

+(+

`̀

)(B#L

1

0944)3>)-0)*34

;

403K

%

&

"<

延伸时间依次为
C$

*

!$

*

L$

*

"$

*

&$

*

%$$

*

%#$4

)

Z<%$$$b

J

E/5 Z,*I3*

%S"<?a03+49(+09K32,4C$

*

!$

*

L$

*

"$

*

&$

*

%$$

*

%#$4

*

*34

J

3>09:3-

;

)

Z<%$$$b

J

E/5 Z,*I3*

图
D

!

5浓果
#L

1组培苗中
5=XA

.

5=[A

和
5OW=A

的

一步三重检测体系中延伸时间的确定

79

`

<D

!

E303*K9+,09(+(.3a03+49(+09K3(.5=XA

*

5=[A,+@

5OW=A9+

5

+(+

`̀

)(B#L

1

0944)3>)-0)*34

;

403Kb

;

(+3403

J

0*9

J

-3@303>09(+4

;

403K
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#<L<!

!

循环数
!

由图
"

可见*循环数为
#$

时*

5=B

XA

未能正常扩增出目标片段)循环数为
#L

*

C$

和

CL

时*

C

种病毒均可成功检测*且无非特异性扩增*

但循环数为
#L

时*条带颜色较浅)循环数为
!$

时*

C

种病毒仍可成功检测*但有轻微的非特异性扩增+

因此*基于时间.效果和效率综合考虑*推荐循环数

为
C$

+

#<L<L

!

引物加量
!

由图
M

可见*

C

种引物加量组合

以表
#

中组合
%

*

C

*

L

*

M

的效果较好*

C

种病毒的目

标条带清晰且较亮*其余组合虽然也能扩增出目标

条带*但效果相对较差+试验证明组合
%

*

C

*

L

*

M

的

引物加量均可*但是考虑到操作的便捷性*优选组合

M

*即
5=XA%<$

%

W

*

5=[A%<$

%

W

*

5OW=AB%%<$

%

W

+

%

&

L<

循环数依次为
#$

*

#L

*

C$

*

CL

*

!$

)

Z<%$$$b

J

E/5 Z,*I3*
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J

E/5 Z,*I3*

图
"

!

5浓果
#L

1组培苗中
5=XA

.

5=[A

和
5OW=A

的

一步三重检测体系循环数的确定
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`
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E303*K9+,09(+(.>
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依次对应表
#

的引物组合编号)
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Z<%$$$b

J

E/5 Z,*I3*

图
M

!

5浓果
#L

1组培苗中
5=XA

.

5=[A

和
5OW=A

的一步

三重检测体系引物加量的优化

79

`

<M

!

F

J

09K9U,09(+(.

J
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*

5=[A,+@
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/(+
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0944)3>)-0)*34
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403K

#<D

!

优化一步三重检测体系的准确性验证

为了进一步验证优化后的一步三重检测体系检

测苹果潜隐性病毒的准确性*采用优化后的一步三

重检测体系对表
C

中供检苹果材料进行了潜隐性病

毒检测*结果见图
&

+由图
&

可见*优化后的一步三

重检测体系可准确检测到5中秋王1未完全脱毒苗带

有
5=[A

*5中秋王1完全脱毒苗不带毒*5中秋王1组

培苗及其根.茎.叶均带有
5=XA

.

5=[A

和
5OW=AC

种病毒*5玉华早富1组培苗及其根.茎.叶则均带有

5=[A

和
5OW=A#

种病毒*该检测结果与表
C

材料

的带毒状况完全一致+

%

&

%$<

供检苹果材料携带
C

种潜隐性病毒的情况)

Z<%#$$b

J

E/5 Z,*I3*

%S%$<Y1*33-,03+0:9*)434>,**93@b

;

,

JJ

-3K,03*9,-.(*03409+

`
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图
&

!

改进的一步三重
PYBXOP

法对供检苹果材料

带毒情况的验证

79
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J
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J
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J
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,
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!

讨
!

论

在筛选一步三重
PYBXOP

法的引物组合时*

5=XA

.

5=[A

.

5OW=AB#

引物组合未能很好地扩增

出
C

条目标条带*可能是这
C

对引物存在竞争性扩

增问题+在多重检测体系中*除了对引物有要求外*

对引物的目标片段长度.退火温度及碱基
[pO

含

量等也有要求*即不能造成引物间自身不匹配和竞

争性扩增+如陈红霞等%

##

&对苹果潜隐性病毒进行

两步多重检测时*就因为
5=XA

的目标片段与另一

引物目标片段长度相差太小*导致电泳时不易区分+

所以*在进行多重检测时*引物的选择非常重要+

在本试验中*优化后的一步三重
PYBXOP

法对

5=XA

.

5=[A

和
5OW=AC

种潜隐病毒检测时所需

反转录时间为
#$K9+

*比张强等%

#C

&检测脱苹果褪绿

叶斑病毒!

5OW=A

"所需反转录时间
%1

缩短了
!$

K9+

*比陈红霞等%

#!

&检测脱苹果潜隐性病毒所需反

转录时间
C$K9+

缩短了
%$K9+

+本研究不仅缩短

了反转录时间*而且检测体系的循环数也优化为
C$

次*与同样检测
C

种病毒的陈红霞等%

#!

&试验中的
CL

个循环相比减少了
L

个循环+本试验一步三重
PYB

XOP

中延伸时间为
C$4

*仅是朱海生等%

#L

&检测脱草

莓病毒.姚炳羽%

#D

&检测脱梨病毒所需时间的
%

$

C

+此

外*本研究检测体系中目标条带均小于
%$$$b

J

*不

需要终延伸也可以补齐所有
E/5

链*使其具有完

整的双链
E/5

*相对范旭东等%

#"

&

.

Q)

等%

#M

&

.李

科%

#&

&

.沈建国等%

C$

&不同时长的终延伸节省了检测时

间+
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本研究确定的引物加量试验结果与范旭东

等%

#%

&引物片段长度与加量成正比的研究结果不完

全一致*且陈红霞等%

#!

&在优化一步多重检测体系的

试验中也未得出范旭东等%

#%

&的结论*故引物片段长

度与其加量的关系仍需进一步验证+另外*本试验

优化后的检测体系也需大量检测样本来验证+以前

对大多数木本植物进行病毒检测时*都是每次只能

检测
%

种病毒*而本试验的一步三重检测是在一个

反应体系中同时加入
C

对引物*因此能同时扩增
C

个目的条带*也就是说能同时检测
C

种病毒*具有快

速.高效.节约成本等优点+这一方法在草本园艺植

物唐菖蒲和百合%

C%

&及马铃薯%

C#

&上已有应用+

!

!

结
!

论

本试验对一步三重
PYBXOP

的退火温度.反转

录时间.延伸时间.循环数.引物加量等共性指标进

行了优化*并用由两步单重
PYBXOP

检测法确定了

带毒情况的供检苹果材料进行验证*此外对
5=XA

.

5=[A

.

5OW=AB%

引物的扩增序列进行测序*表明

其与相应病毒的同源性均在
&!\

以上*证明本方法

确实可成功检测
5=XA

.

5=[A

和
5OW=AC

种苹

果潜隐性病毒+

优化一步三重
PYBXOP

反应程序#

L$d

反转

录
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*
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&
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个循环)引物

加量为各病毒上.下游引物!
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