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=

&="

!

多重
W[DdXW

多重
W[DdXW

反应体系为#将
[VB

,

XVB

,

[*VBI

种病毒的
W06

!

[VB

,

XVB

和
[*VB

分

离物均来自陕西周至县"等量混合后(取
#

&

^

加入

W[

反应管中(同时加入
W-,A)Ld+:L4+&

&

^

(其他

条件与单重
W[DdXW

相同)

dXW

过程中(

/+

C

F06

聚合酶设
%=%$

(

%=%!

(

%=%M

(

%=%E

(

%=&%

和
%=&$

9

$

&

^M

个处理'

A0[d5

浓度设
%=&$

(

%=&M

(

%=$%

(

%=$!

(

%=$E

和
%=I$LL).

$

^M

个处理'

V

P

$S浓度设

&=$

(

&=M

(

$=%

(

$=!

(

$=E

和
I=$LL).

$

^M

个处理'退

火温度分别选择
!E

(

"%

(

"$

(

"!

(

"M

和
"Ee

'延伸时

间分别设
$%

(

I%

(

!%

(

"%

(

M%

和
'%5

'循环次数选择

$%

(

$"

(

I%

(

I"

(

!%

和
!"

个循环)然后分别在上述条

件下进行多重
W[DdXW

优化)

&=M

!

dXW

产物测序

利用
F06

纯化回收试剂盒对多重
W[DdXW

产

物进行回收纯化(将回收产物与
C

N@VD[ @-5

<

B4?1)+

进行连接(采用
X-X.

$

法制备大肠杆菌

(V&%#

感受态细胞(将连接体系转入大肠杆菌

(V&%#

(阳性克隆采用菌液
dXW

进行鉴定筛选后(

提取质粒送至上海桑尼测序公司测序)

&='

!

W[DdXW

灵敏度测定

将各病毒
W06

和混合
W06

依次稀释
&%

&

!

&%

M 倍(分别利用单重
W[DdXW

和多重
W[DdXW

进

行检测(确定该体系的灵敏度)

$

!

结果与分析

$=&

!

病毒总
W06

提取质量检测

用
T:)̀).@c1+-?1:),W4-

P

4,1

试剂可以从大白

菜叶片上提取到高质量的
W06

(对
W06

进行琼脂

糖凝胶电泳检测(可见
$E>

和
&E>$

条清晰的条带(

且
$E>

条带亮度高于
&E>

)提取
W06

的
GF

$M%

$

GF

$E%

值均在
&=E

!

$=%

(

W06

质量浓度为
!"%

!

"%%

,

P

$

&

^

(说明提取的
W06

质量和纯度良好(可用于

后续试验)

$=$

!

单重
W[DdXW

电泳检测

由图
&

可见(以
[*VB

,

[VB

和
XVBI

种病

毒
?F06

为
dXW

反应模板(经
dXW

扩增分别得到

大小为
$$E

(

I%"

和
!M%a

C

的
I

条特异性条带)

V=F06 V-+K4+&

'

&=

健康大白菜'

$

!

!=

依次为
[*VB

,

[VB

,

XVB

V=F06 V-+K4+&

'

&=Z4-.12

<

X2:,454?-aa-

P

4

'

$O!=[*VB

(

[VB

(

XVB

(

)+A4+.

<

图
&

!

I

种大白菜病毒的单重
dXW

检测

8:

P

=&

!

>:,

P

.4dXWA414?1:),)/12+44X2:,454?-aa-

P

4;:+*545

$=I

!

多重
W[DdXW

检测

$=I=&

!

引物浓度对扩增效果的影响
!

将
I

对引物

等量加入多重
dXW

体系中(终浓度为
%=!

&

L).

$

^

(

退火温度
"&e

(结果显示
[VB

和
XVB

条带清晰

明亮(而
[*VB

条带亮度较弱)将
[VB

和
XVB

引物浓度降至
%=I

&

L).

$

^

(保持
[*VB

引物浓度
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不变(结果显示
[VB

和
XVB

条带亮度无明显变

化(但
[*VB

条带亮度有所加强)优化后
I

对引物

的浓度比为
[*VBl[VBlXVBg&=Il&l&

)

多重
dXW

要求在同一体系中同时扩增多个基因片

段(引物之间相互竞争会影响
dXW

效果(因此各引

物浓度非常关键(比例不当可能导致扩增效率差异

较大(影响检测结果)

$=I=$

!

多重
W[DdXW

反应体系的优化
!

为摸索出

经济,高效的反应体系(本研究依次对
/+

C

F06

聚

合酶,

A0[d5

和
V

P

$S浓度进行优化)当
/+

C

F06

聚合酶浓度为
%=&$9

$

&

^

时(

I

条特异性条带最为

清晰!图
$D6

"'在
A0[d5

浓度为
%=$!LL).

$

^

时(

各条带亮度最优!图
$DT

"'当
V

P

$S 浓度为
$=%

LL).

$

^

时(即可同时扩增出
I

条特异性条带(但

V

P

$S浓度为
$=ELL).

$

^

时各条带最清晰!图
$D

X

")因此反应体系各参数最终确定为#

/+

C

F06

聚合酶浓度为
%=&$ 9

$

&

^

(

A0[d5

浓度为
%=$!

LL).

$

^

(

V

P

$S浓度为
$=ELL).

$

^

)

6=/+

C

F06

聚合酶!

&=

健康大白菜'

$

!

'=%=%$

(

%=%!

(

%=%M

(

%=%E

(

%=&%

和
%=&$9

$

&

^

"'

T=A0[d5

!

&=

健康大白菜'

$

!

'=%=&$

(

%=&M

(

%=$%

(

%=$!

(

%=$E

和
%=I$LL).

$

^

"'

X=V

P

$S

!

&=

健康大白菜'

$

!

'=&=$

(

&=M

(

$=%

(

$=!

(

$=E

和
I=$LL).

$

^

"'

V=F06 V-+K4+&

'

6=/+

C

F06

C

).

<

L4+-54

!

&=Z4-12

<

X2:,454?-aa-

P

4

'

$O'

#

%=%$

(

%=%!

(

%=%M

(

%=%E

(

%=&%-,A%=&$9

$

&

^

"'

T=A0[d5

!

&=Z4-12

<

X2:,454?-aa-

P

4

'

$O'=%=&$

(

%=&M

(

%=$%

(

%=$!

(

%=$E-,A%=I$LL).

$

^

"'

X=V

P

$S

!

&=Z4-12

<

X2:,454?-aa-

P

4

'

$O'=&=$

(

&=M

(

$=%

(

$=!

(

$=E-,AI=$LL).

$

^

"'

V=F06 V-+K4+&

图
$

!

反应体系参数对多重
W[DdXW

的影响

8:

P

=$

!

@//4?15)/124?),?4,1+-1:),)/+4-?1:),?)L

C

),4,15),L*.1:

C

.4cW[DdXW

$=I=I

!

多重
W[DdXW

扩增条件的优化
!

对多重

W[DdXW

的退火温度,延伸时间和循环次数进行优

化(结果显示#退火温度为
!Ee

时(

XVB

条带很亮(

但
[VB

和
[*VB

条带亮度较低'当退火温度为
"E

e

时(

[VB

条带很亮(

XVB

和
[*VB

条带亮度

低'而在退火温度为
"$e

时(各条带亮度均一,清晰

!图
ID6

")延伸时间在
$%

!

'%5

均能扩增出目标条

带(但超过
I%5

时各条带亮度无差别!图
IDT

")循

环次数低于
$"

时(几乎不出现目标条带(当循环次

数高于
I%

时均能扩增到
I

条特异性条带(且当循环

次数为
I%

时(各条带最为清晰!图
IDX

")因此(多

重
W[DdXW

的扩增条件最终确定为#退火温度
"$

e

(延伸时间
I%5

(循环次数
I%

次)

6=

退火温度!

&=

健康大白菜'

$

!

'=!E

(

"%

(

"$

(

"!

(

"M

和
"Ee

"'

T=

延伸时间!

&=

健康大白菜'

$

!

'=$%

(

I%

(

!%

(

"%

(

M%

和
'%5

"'

X=

循环次数!

&=

健康大白菜'

$

!

'=$%

(

$"

(

I%

(

I"

(

!%

和
!"

次"'

V=F06 V-+K4+&

6=6,,4-.:,

P

14L

C

4+-1*+4

!

&=Z4-.12

<

X2:,454?-aa-

P

4

'

$O'=!E

(

"%

(

"$

(

"!

(

"M-,A"Ee

"'

T=@c14,5:),1:L4

!

&=Z4-.12

<

X2:,454?-aa-

P

4

'

$O'=$%

(

I%

(

!%

(

"%

(

M%-,A'%5

"'

X=X

<

?.4,*La4+5

!

&=Z4-.12

<

X2:,454?-aa-

P

4

'

$O'=$%

(

$"

(

I%

(

I"

(

!%-,A!"?

<

?.45

"'

V=F06 V-+K4+&

图
I

!

不同扩增条件对多重
W[DdXW

的影响

8:

P

=I

!

@//4?15)/A://4+4,1-L

C

.:/:?-1:),

C

-+-L414+5),L*.1:

C

.4cW[DdXW

$=!

!

dXW

产物序列分析

用
F06

纯化回收试剂盒回收多重
W[DdXW

扩

增的
[*VB

,

[VB

和
XVB

条带(并与
C

N@VD[

@-5

<

B4?1)+

进行连接(挑取阳性克隆(采用菌液

dXW

进行鉴定筛选后(提取质粒测序)测序结果表

明#

[*VB

,

[VB

和
XVB

扩增产物分别由
$$E

(
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I%"

和
!M%

个核苷酸组成(与设计的
dXW

产物大小

相同)序列同源性分析结果表明(扩增得到的序列与

参考序列的同源率分别达
&%%R

(

##=M%R

和
##="%R

(

从而保证了该多重
W[DdXW

检测体系的准确性)

V=F06 V-+K4+F̂ $%%%

'

&%

%

!

&%

M

=

稀释倍数

V=F06 V-+K4+F̂ $%%%

'

&%

%

O&%

M

=F:.*1:),+-1:)

图
!

!

单重
W[DdXW

和多重
W[DdXW

检测灵敏度的测定

8:

P

=!

!

[2454,5:1:;:1

<

)/5W[DdXW-,ALW[DdXW

$="

!

多重
W[DdXW

灵敏度测定

用
T:)̀).@c1+-?1:),W4-

P

4,1

提取得到的
W06

质量浓度为
!"%

!

"%%,

P

$

&

^

)灵敏度测定结果显

示(单重
W[DdXW

方法能检测出
[*VB

,

[VB

和

XVB

的最大
W06

稀释倍数是
&%

" 倍!图
!D6

,

T

,

X

"(最低
W06

检测质量浓度为
"

CP

$

&

^

(优化后的

多重
W[DdXW

检测灵敏度已经非常接近单重
W[D

dXW

!图
!DF

")

$=M

!

田间大白菜病样
[*VB

,

[VB

和
XVB

的检测

对
$%&"

年来自陕西周至,扶风,武功及甘肃秦

州,麦积等地区的大白菜病毒病样品进行
[*VB

,

[VB

及
XVB

检测(

W[DdXW

检测结果!图
"

"显

示#

[*VB

,

[VB

和
XVB

在田间均有发生(多重

W[DdXW

和单重
W[DdXW

检测结果的正确率为

&%%R

(充分证明了该多重
W[DdXW

检测的实用性

和检测结果的准确性)

V=F06 V-+K4+&

'

&

健康大白菜'

$

!

$I=

感病大白菜

V=F06 V-+K4+&

'

&=Z4-12

<

X2:,454?-aa-

P

4

'

$O$I=H,/4?14AX2:,454?-aa-

P

4

图
"

!

田间大白菜病毒样品单重和多重
W[DdXW

检测结果的比较

8:

P

="

!

X)L

C

-+:5),)/5d[DdXW-,ALW[DdXWA414?1:),/)+/:4.AX2:,454?-aa-

P

4;:+*545
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I

!

讨
!

论

多重
W[DdXW

继承了单重
W[DdXW

反应的优

点(能在一个
dXW

反应中同时扩增出多个核酸片

段(节省了模板,时间和费用(在复合病毒检测方面

具有显著优势(应用前景非常广阔)但多重
W[D

dXW

要求在同一体系中进行多位点特异性扩增(是

单重
W[DdXW

基础上的改进和完善(并不是单重

W[DdXW

的简单混合(需要反复试验(才能建立最适

宜的反应体系和反应条件%

&!D&"

&

)本研究从影响多重

W[DdXW

的引物浓度,

V

P

$S浓度,

/+

C

F06

聚合酶

浓度,

A0[d5

浓度,退火温度等方面进行优化(结果

发现
/+

C

F06

聚合酶浓度和
A0[d5

浓度对多重

W[DdXW

影响较小(退火温度对多重
W[DdXW

有较

大影响(设置不当会导致某些目标条带模糊或不出

现)本试验利用
d+:L4+d+4L:4+"=%

对每种病毒设

计了多对特异性检测引物(从中筛选出退火温度较

为一致的检测引物(确保了同一退火温度下各引物

能与模板正确结合)此外(引物的设计也是影响多

重
W[DdXW

扩增效果的关键因素%

&MD&E

&

(植物病毒

Xd

基因具有高度保守性(针对
I

种病毒各自保守的

Xd

基因序列设计引物(保证了
dXW

的特异性%

&#

&

)

选择适当大小的
F06

扩增片段也非常重要(

多重
W[DdXW

结果会出现多个目标条带(为便于区

分扩增产物的电泳条带(相邻条带之间应该有一定

距离且要有指示条带作为参照)本研究指示条带选

择
V-+K4+&

!

&%%

(

$%%

(

I%%

(

!%%

(

"%%

(

M%%a

C

"(目标

条带长度为
$%%

!

I%%a

C

(

I%%

!

!%%a

C

和
!%%

!

"%%

a

C

(使得多重
dXW

结果一目了然(容易辨认特异性

条带所对应的病毒)

本试验通过灵敏度测定发现(多重
W[DdXW

灵

敏度非常接近单重
W[DdXW

(分析原因可能是由于

引物之间存在竞争性(也可能与引物的特异性有关(

多重
W[DdXW

检测中引物所面对的是所有模板的

竞争而不是只有一种%

$%

&

)因此(其检测灵敏度较单

重
W[DdXW

略有降低(但是检测结果完全在可信范

围之内)

!

!

结
!

论

本研究对田间大白菜病毒种类进行了调查(发

现侵染大白菜的主要病毒有
[*VB

,

[VB

和
XVB

I

种(因此建立了同时检测该
I

种大白菜病毒的多

重
W[DdXW

体系(最终反应体系和参数为#

A0[d5

浓度
%=$!LL).

$

^

(

V

P

$S 浓度
$=ELL).

$

^

(

/+

C

F06

聚合酶浓度
%=&$9

$

&

^

(退火温度
"$e

(延伸

时间
I%5

(循环次数
I%

次(在此条件下能在一个体

系中同时检测到
[*VB

,

[VB

和
XVBI

种病毒(

且最低
W06

检测的质量浓度为
"

CP

$

&

^

(检测灵敏

度非常接近单重
W[DdXW

(可应用于室内和田间大

白菜病毒病复合侵染的同步检测(对生产实践和病

害预测预报有重要意义)
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