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病毒病的危害对马铃薯产量和品质构成较严重的影响
。

2 003 年初广东省阳东县 田

间约 7 0 % 的植株呈现典型的马铃薯卷叶病毒 ( oP at ot le a fr o l l vi ru s ,

P LR V )病症状
。

为此
,

笔者对其病原进行了分子鉴定
,

并建立 了一步 RT
一

Pc R 检测技术
。

1 材料与方法

1
.

1 样品采集与制备
:
采集表现典型卷叶症状的病株上部初卷叶片 50 m g

,

用 UM Q
一

or 柱

式 irT oz l 总 RN A 抽提试剂盒 (上海生工生物工程技术服务有限公司 )抽提叶组织总 RN A
,

溶于 5 0林 L 无 R N A 酶污染的双蒸水中
,

以健康无症植株叶片为对照
。

1
.

2 PC R 引物设计及最佳引物对筛选
:
根据 G en Ban k 报道的 PL RV 基因组序列

,

在其 C P

基因两侧设计 l 对引物 p l ( 5
` 一 e e te gt t a e a t e aa e e gg a 一

3
’ , 一 14 1

一
12 3 位 )

、

p Z
( 5

` 一

铭 t t e t
ggt

-

ct ct gt cc et
一

3
` , + 8 16 一 十

79 9 位 )
,

用于 R T
一

P C R 扩增
,

通过产物克隆和序列分析对病原病毒

鉴定
。

在明确阳东县 P L RV 分离物 C P 基因序列之后
,

再以其为依据设计检测引物 P
, _ ,

( 5
` 一

g a gt te a g e e a
gt ggt

t a t g
一

3
` ,

+ 9 2 一 + 10 9 位 )
、

p
Z _ ,

( 5
` 一

g g a a e t t gt t g a e gt a g g a e 一

3
’ ,

+ 4 5 1 一 + 4 3 2

位 )
。

上述 4 条引物经组合形成 4 个引物对
,

从中筛选出 1 个最佳引物对
,

用于病毒检测
。

1
.

3 一步 R T
一

PC R 反应
、

产物 电泳
、

回收及克隆测序
:
采用宝生物工程 (大连 )有限公司的

一步法 R T
一

PC R 试剂盒
,

反应体系参照试剂盒说明
。

反应程序为
:
47 ℃反转录 30 m in ; 94 ℃

Zm in : 9 4 ℃ 0
,

s m i n ,

5 5℃ 0
.

s m i n ,

7 2℃ l
.

s m i n ,

3 0 个循环 ; 7 2℃ I O m i n 。

扩增产物经 1
.

2 %

琼脂糖凝胶电泳
,

U V P 凝胶成像系统观察和照相
。

采用 U M Q
一

or 柱式通用 D N A 纯化试

剂盒 (上海生工生物工程技术服务有限公司 )切胶 回收目的 DN A 分子
。

回收 DN A 分子

克隆于 p M D 18
一

T 载体
,

双脱氧链末端终止法对重组质粒进行双向测序 ( 由宝生物工程

(大连 )有限公司完成 )
。

1
.

4 待检测种薯的处理
: 马铃薯种薯 (荷兰 巧 号 ) 由阳东县农业局提供

。

用自来水洗净
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种薯块茎
,

按芽眼切成适度大小的薯块
,

每个种薯取 1 个薯块
,

播种于磁盘里河沙中
,

置于

光照培养箱
,

每天光照 1h2
,

28 ℃保湿培养
,

约 2 周后马铃薯幼苗长出 3 一 4 片叶
,

取幼嫩

的平展叶片进行病毒检测
。

2 结果与分析

2
.

1 病叶总 RN A 一步 R T
一

P C R 扩增

以表现卷叶症状病叶组织总 R NA 抽提液为模板
,

采用引物对 P
, 一 P

Z ,

进行一步 RT
-

P C R 扩增
。

在 3 次试验中
,

共计 巧 个病叶样品均获得约 9 6 0 b p 的 DN A 电泳条带
,

不同样

品电泳带存在强弱差异
,

可能与抽提质量有关
。

健康对照样品无任何扩增电泳带
。

2
.

2 RT
一

PC R 产物克隆测序及序列比较

测序结果表明
,

RT
一

P C R 扩增产物序列全长 960 b p
,

其中第 142
一 14 4 位为翻译起始密

码 A TG
,

第 7 67
一 7 69 位为翻译终止密码 T A G

,

构成一个 6 2 7 b p 的开读框
。

与 G en B an k 中

已报道的基因序列进行比较
,

显示该开读框序列与世界各地已报道的 PL R V 各株系或分

离物的 C P 基因高度同源
:
与法国 N io r

株系及中国河北张家 口分离物完全相同 ;与中国内

蒙古分离物
、

福建分离物
、

加拿大分离物
、

古巴 C U 87 株系及津巴布韦 iz m l3 株系的同源

率均为 99 % 以上 ;与苏格兰 V4 株系
、

澳大利亚分离物及南非分离物同源率分别为 98 %
、

9 7 % 和 9 6%
。

由此
,

鉴定阳东县马铃薯病毒病的主要病原为 P LR V
。

2
.

3 R T
一

P C R 检测 P LR V 最佳引物对 筛选

所设计的 4 对引物都能在一步 R T
一

P C R 中扩增出预期大小的 目的片段
,

但引物对

P
; _ ; 一 P

Z

及 P
, 一
几 的扩增产物量太少

,

易受样品质量影响 ; 引物对 P
; _ , 一 P Z _ ,

出现一些

较弱的非特异扩增产物 ;而引物对 P , 一 P
Z _ ,

扩增产物电泳带最为单一
、

明亮
,

为检测最佳

引物对
。

结果显示
,

P l 一 P Z _ ,
检测 P LR V 的灵敏度为 10

一 ’
总 R N A 抽提液

。

2
.

4 种薯样品病毒检测

采用引物对 P
, 一 P Z _ 1 ,

对供检测的 30 个样品进行一步 R T
一

P C R
,

结果有 18 个样品获

得目的扩增片段
,

即在 60 % 的种薯中检测到 P LR V
。

3 讨论

基因序列分析揭示
,

阳东县 PL RV C P 基因与法国 N io r
株系

、

我国河北张家 口分离物

完全相同
,

由此可以推导 P LR V 可能是通过种薯从法 国 (或欧洲其他国家 ) 传人我国河

北
,

再由河北传人广东阳东县
。

经查询得知该县种薯 (荷兰 巧 号 )确系自河北引人
,

河北

的种薯来源未作进一步查询
。

马铃薯在种植生长过程中会受到多种病毒的侵染
,

在种薯的脱毒生产及调运过程中
,

进行病毒检测是十分必要的
。

常用的血清学检测方法存在一些不足之处
,

如高效价的特

异性抗血清难以制备
、

贮运条件要求严格等
。

分子检测方法不但更加快捷
、

特异性更强
、

灵敏度更高
,

而且检测试剂易得
、

通用性强
、

成本亦不高
。

P LR V 在寄主体内含量极低且

仅分布于韧皮部
,

发展分子检测技术尤显重要
。

本研究在操作过程中全部采用 国产试剂

盒
,

大大降低了检测成本
。

R毛 P C R 在近年来越来越趋向于采用一步法进行反应
。

与两

步法相 比
,

既简化了操作程序
、

降低了样品交叉污染的可能性
,

又降低了成本
,

为开发同时

检测多种病毒的多重 R T
一

P C R 创造了有利条件
。


