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Abstract:Abstract: Potato virus X (PVX), potato virus M (PVM) and potato virus A (PVA) are important viruses which can cause

potato seed degeneration and sometimes complex infection. Therefore, it is very important to establish a fast and exact

detection system. In this research, specific primer for each virus was identified by reading both Chinese and English

literatures, and evaluation and selection. Then, a stable RT-PCR reaction system was established through optimized density

of Mg2+, dNTPs and Taq DNA polymerase and the expected fragments of 711 bp (PVX), 520 bp (PVM) and 273 bp (PVA) were

successfully amplified. This system and DAS-ELISA method were simultaneously used to detect 150 potato field samples,

and the results were the same. The triplex RT-PCR system is more sensitive and specific, and could be used to detect potato

field samples.
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摘 要：马铃薯X病毒（PVX）、马铃薯M病毒（PVM）和马铃薯A病毒（PVA）是导致马铃薯种薯退化的重要病

毒，有时复合侵染，因此建立快速、准确检测体系尤为重要。试验从中、英文文献中查找引物，通过筛选和综合评

价，每种病毒确定1对特异性引物，再通过对PCR部分Mg2+、dNTPs、TaqDNA聚合酶浓度梯度优化，最终建立了稳

定的三重RT-PCR反应体系，得到长度分别为711、520、273 bp的特异性条带。应用该体系和DAS-ELISA方法同时

对田间150份马铃薯毒源样品进行检测，两种方法检测结果吻合，三重RT-PCR体系的灵敏度更高、特异性更强，

可以用于马铃薯田间样品检测。
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中国各马铃薯主产区均有病毒病的发生 [1- 5]，

目前，已报道的侵染马铃薯的病毒及类病毒有 40
余种[6,7]，但发生率较高、危害较严重的病毒只有几

种 ， 如 马 铃 薯 卷 叶 病 毒（Potato leaf roll virus，
PLRV）、马铃薯 Y 病毒（Potato virus Y，PVY）、马

铃薯 S 病毒（Potato virus S，PVS）、马铃薯 X 病毒

（Potato virus X，PVX）、马铃薯M 病毒（Potato virus
M，PVM）和马铃薯 A 病毒（Potato virus A，PVA）[8]，

它们广泛分布于各马铃薯种植区，在田间经常复

合侵染，导致马铃薯产量降低、品质下降[9]。
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目前，主要使用马铃薯脱毒种薯来降低病毒病的

发生比率，为保障种薯质量，病毒检测应贯穿于整个

脱毒种薯的生产过程，为了能准确、高效、特异性强

地检测多种病毒，需要建立经济、高效的多重RT-PCR
分子检测体系，以保障马铃薯脱毒种薯的质量。

本研究通过对PVX、PVM和PVA多对引物的综合

评价与筛选，再通过对PCR部分各试剂用量进行优

化，最终建立了这三种病毒的三重RT-PCR检测体系。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 毒源材料

毒源材料于2012~2014年分别采自内蒙古、黑龙

江、甘肃等马铃薯主产区。应用血清学DAS-ELISA
方法检测有PVX、PVM和PVA的样品于-20 ℃保存

备用。健康植株（阴性对照）和病毒阳性对照由黑龙

江省农业科学院植物脱毒苗木研究所提供。

1.1.2 试验试剂

Trizol 购自 Invitrogen 公司；M-MLV 反转录酶

购 自 Promeger 公 司 ； RNA 酶 抑 制 剂 、 dNTPs、
TaqDNA聚合酶、pMD18-T购自TaKaRa公司；B型

小量 DNA 片段快速回收试剂盒和 B 型质粒小样快

速提取试剂盒均购自北京博大泰克生物基因技术有

限责任公司；大肠杆菌Escherichia coli GM109由本

实验室保存；其他药品为国产分析纯；引物合成及

序列测定委托北京赛百盛公司合成。

1.2 试验方法

1.2.1 引物的筛选

从中、英文文献中查找多对引物，分别筛选出

在 CP 保守区的引物，然后用 Primer Premier 5.0 软

件进行评价，再对每种病毒的多对引物进行单重

RT-PCR扩增，筛选出扩增效果好的引物。再筛选

PVX、PVM 和 PVA 引物 Tm 值较一致且兼容性较

好、同时三重RT-PCR体系目的条带能有效区分开

的引物，最终每种病毒筛选一对特异性引物（表1）。

1.2.2 总RNA提取

分别称取0.05~0.10 g感病植株和健康植株的叶

片，按照Trizol使用说明书提取总RNA。沉淀溶解

病毒
Virus
PVX [10]

PVM [11]

PVA

引物
Primer
PVX-F
PVX-R
PVM-F
PVM-R
PVA-F
PVA-R

引物序列（5'-3'）
Primer sequences（5'-3'）

ATGTCAGCACCAGCTAGCA
TGGTGGTGGTAGAGTGACAA
ACATCTGAGGACATGATGCGC
TGAGCTCGGGACCATTCATAC
GATGTCGATTTAGGTACTGCTG
TCCATTCTCAATGCACCATAC

PCR扩增片段长度（bp）
Fragment length of PCR amplification

711

520

273

表1 病毒特异性引物

Table 1 Specific primers of viruses

注：PVA引物由加拿大食品检验机构的徐慧民老师提供。

Note: The primer of PVA was provided by Huimin Xu from Canadian Food Inspection Agency.
于 40 μL 经 DEPC 处 理 的 ddH2O 中 ， 即 得 到 总

RNA，-70 ℃保存备用。

1.2.3 单重RT-PCR
反转录体系：取 2.5 μL RNA，65 ℃ 8 min预变

性，冰上放置2 min；再加入5 × RT buffer 1 μL，dNTPs
（各 2.5 mmol/L）1 μL，下游引物（100 ng/μL）0.5 μL，

RNase Inhibitor 5 U，M-MLV反转录酶100 U，用ddH2O
补足至10 μL，混匀，短暂离心。反应程序：42℃反应

1 h，92℃灭活2 min，-20℃保存待用。

PCR反应体系：取 2 μL cDNA，再加入 1.5 μL
MgCl2（25 mmol/L），10 × PCR buffer 2.5 μL，dNTPs

（各 2.5 mmol/L）0.5 μL，上、下游引物（100 ng/μL）

各 0.5 μL，TaqDNA聚合酶 0.625 U，ddH2O补足至

总体系为25 μL。

PCR反应程序：92 ℃预变性 5 min；92 ℃变性

30 s，55.5 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，循环 30
次；72 ℃延伸7 min。取5 μL PCR产物用1.4%琼脂

糖凝胶电泳分析实验结果。

1.2.4 三重RT-PCR
反转录体系：取有 PVX、PVM 和 PVA 病毒的

RNA 2.5 μL，65 ℃ 8 min预变性，冰上放置2 min；

再加入 5 × RT buffer 1 μL，dNTPs（各 2.5 mmol/L）
1 μL，三种病毒下游引物（100 ng/μL）各 0.5 μL，

RNase Inhibitor 5 U，M-MLV 反转录酶 100 U，用
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表2 RNA的紫外吸收值

Table 2 Ultraviolet absorption value of RNA

样品编号Sample number
1
2
3
4

OD260nm

1.385
3.545
2.578
1.456

OD280nm

0.759
1.870
1.401
0.814

OD260nm/ OD280nm

1.82
1.89
1.84
1.80

注：OD260nm－260nm处紫外吸收值；OD280nm－280nm处紫外吸收值。

Note: OD260nm－ultraviolet absorption value of 260 nm; OD280nm－

ultraviolet absorption value of 280 nm.

ddH2O补足至10 μL，混匀，短暂离心。反应程序：

42 ℃反应1 h，92 ℃灭活2 min，-20 ℃保存待用。

PCR 反应体系：取 cDNA 2 μL，三种病毒上、

下 游 引 物（100 ng/μL）各 0.5 μL， 加 入 10 × PCR
buffer 2.5 μL。并对 Mg2+、dNTPs、TaqDNA 聚合酶

浓度进行优化，Mg2+浓度在1.0~3.0 mmol/L，dNTPs
浓度在 0.08～0.4 mmol/L，TaqDNA 聚合酶浓度在

0.01～0.05 U/μL。

PCR反应程序：92 ℃预变性 5 min；92 ℃变性

30 s，55.5 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，循环 30
次；72 ℃延伸7 min。取5 μL PCR产物经1.4%琼脂

糖凝胶电泳分析比较。

1.2.5 PCR产物的克隆与序列测定

将 PVX、PVM 和 PVA 三种病毒的 RT-PCR 产

物纯化后分别连接到 pMD18-T 载体上，转化到

GM109 感受态细胞中，挑取的抗性单菌落扩繁

后，试剂盒提取质粒，再应用Eco R I和 Sal I对重

组质粒进行酶切鉴定。目的片段进行测定，采用

DNAman软件进行序列分析。

2 结果与分析

2.1 病毒总RNA质量的检测结果

为保障多重RT-PCR检测结果准确，必须使用

纯度较高、完整性较好的 RNA。本试验提取的总

RNA OD260/OD280比值在 1.80~1.89范围内（表 2），表

明植物组织中的酚类化合物、多糖和蛋白质等杂质已

基本去除，总RNA纯度较理想，可用于后续研究。

在凝胶中可见28 s和18 s两条清晰的条带（图1），

说明本方法提取的总RNA未降解。

2.2 PVX、PVM和 PVA三重RT-PCR检测体系

的建立

分别以感染 PVX、PVM 和 PVA 病毒的马铃薯

叶片总RNA为模板进行单重RT-PCR扩增，从图2
可 以 看 出 ， 泳 道 4、3、2 分 别 得 到 长 度 为 711、

520、273 bp的3条特异性条带。

以感染三种病毒的马铃薯叶片总 RNA 为模

板 ， 进 行 三 重 RT- PCR 扩 增 ， 通 过 对 Mg2 + 、

dNTPs、TaqDNA 聚合酶浓度梯度进行优化后，当

Mg2+浓度在 2.6 mmol/L、dNTPs 浓度在 0.1 mmol/L、

TaqDNA聚合酶浓度在0.03 U/μL时，三重RT-PCR
扩增效果最佳。从图 2可看出，泳道 5同时扩增得

到三种病毒的特异性条带，而阴性对照无此条带。

2.3 PCR产物的序列测定与分析

将 PVX、PVM 和 PVA 病毒 RT-PCR 扩增产物

1 2 3 4

28 s

18 s

1：1号样品；2：2号样品；3：3号样品；4：4号样品

1: number one sample; 2: number two sample; 3: number three sam⁃
ple; 4: number four sample

图1 总RNA电泳

Figure 1 Gel electrophoresis of the total RNA

1 000 bp

500 bp400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

—711 bp
—520 bp

—273 bp

M：100 bp marker；1：阴性对照；2：PVA样品；3：PVM样

品；4： PVX样品；5：PVX+PVM+PVA样品

M: 100 bp marker; 1: negative control; 2: sample of PVA; 3: sample
of PVM; 4: sample of PVX; 5: sample of PVX+PVM+PVA

图2 PVX、PVM和PVA三重RT-PCR检测体系建立

Figure 2 Triplex RT-PCR detection system
establishment of PVX, PVM and PVA

M 1 2 3 4 5
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纯化后，克隆到 pMD18-T 载体上。重组质粒的插

入 片 段 的 测 序 结 果 经 DNAman 软 件 分 析 显 示 ，

PVX、PVM 和 PVA 扩增产物均与预期片段大小相

同，与Genbank上相应病毒序列同源性均在 98.7%
以上，证明三重RT-PCR检测结果准确。

2.4 应用三重RT-PCR检测体系与DAS-ELISA
方法同时对马铃薯田间样品进行检测

为验证三重RT-PCR检测体系的准确性与稳定

性，应用该检测体系与血清学DAS-ELISA 方法对

来自内蒙古、黑龙江、陕西等主产区的150份马铃

薯田间样品进行 PVX、PVM 和 PVA 三种病毒的检

测。RT-PCR检测结果与DAS-ELISA吻合，表3是

从中选择13个有代表性的样品的比较结果。

2.4.1 三重RT-PCR体系对马铃薯田间样品的检测

结果

有代表性的 13份马铃薯田间病叶的检测结果

如图3所示，PVX的检出率较高，PVA的检出率较

低，且5个样品为复合侵染。

2.4.2 三重 RT-PCR 与 DAS-ELISA 方法检测结果

比较分析

从表3可以看出，13份样品的RT-PCR检测结

果与DAS-ELISA 检测结果完全吻合。从而可以看

出，本试验建立的三重RT-PCR检测体系的准确性

很高，稳定性很强。

表3 三重RT-PCR与DAS-ELISA方法检测结果比较

Table 3 Comparison of detection results between triplex RT-PCR and DAS-ELISA methods

样品编号

Sample number
1（阴性对照）（Negative control）
2（阳性对照）（Positive control）

3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

RT-PCR检测结果 Detection result of RT-PCR
PVX
-
+
+
+
+
+
-
-
-
+
+
+
+
-
-

PVM
-
+
-
-
-
+
-
+
+
+
-
+
-
+
+

PVA
-
+
+
-
-
-
+
-
+
-
-
+
-
-
-

DAS-ELISA检测结果 Detection result of DAS-ELISA
PVX

0.051（-）
1.230（+）
1.120（+）
1.969（+）
1.878（+）
1.792（+）
0.046（-）
0.048（-）
0.059（-）
1.845（+）
1.986（+）
0.681（+）
2.013（+）
0.063（-）
0.059（-）

PVM
0.058（-）
1.123（+）
0.043（-）
0.056（-）
0.058（-）
1.562（+）
0.042（-）
2.564（+）
0.191（+）
1.523（+）
0.061（-）
0.139（+）
0.052（-）
2.413（+）
2.456（+）

PVA
0.048（-）
1.656（+）
1.546（+）
0.049（-）
0.054（-）
0.056（-）
2.012（+）
0.049（-）
1.486（+）
0.065（-）
0.053（-）
0.452（+）
0.061（-）
0.058（-）
0.046（-）

注：检测结果为阳性用“+”表示；检测结果为阴性用“-”表示；DAS-ELISA检测结果大于2倍阴性对照为阳性，小于2倍阴性对照为阴性。

Note: "+" was used when the detection result was positive; "-" was used when the detection result was negative. The detection result of DAS-ELISA was consid⁃
ered positive if it was two times negative control; the detection result of DAS-ELISA was considered negative if it was within two times negative control.

M：100 bp marker；1：阴性对照；2：阳性对照；3～15：马铃薯田间样品

M: 100 bp marker; 1: negative control; 2: positive control; 3-15: potato sample in field
图3 应用三重RT-PCR对马铃薯田间样品的检测结果

Figure 3 Detection results of potato field samples using triplex RT-PCR

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

711 bp
520 bp
273 bp
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3 讨 论

目前，中国主要使用脱毒种薯来降低病毒病的

发生比率，然而茎尖脱毒是否彻底，种薯生产过程

中是否再感染病毒等都会对生产造成严重影响。因

此，在整个过程中必须选择准确、快速的检测技术

对病毒进行检测，才能保障种薯质量。

血清学DAS-ELISA方法是目前病毒检测最常用

的一种方法，可对大规模样品进行检测，而且操作

简单，易于学习，但此方法不适用于病毒浓度较低

的马铃薯脱毒试管苗及休眠薯块的检测。马铃薯试

管苗是各级种薯的源头，需要配套更灵敏的检测技

术，以保障彻底脱毒。而RT-PCR分子检测技术以

其灵敏度高、特异性强等优点可以弥补DAS-ELISA
检测方法的不足。近年来，该技术在很多领域的病

毒检测上都得到了应用，如樊荣辉等[12]建立了小苍

兰３种病毒多重RT-PCR检测体系，陈红霞等[13]对

３种苹果潜隐性病毒一步多重RT-PCR检测体系进

行优化等。本研究针对马铃薯田间较易发生的

PVX、PVM和PVA病毒建立了三重RT-PCR体系。

要想应用三重RT-PCR体系对三种病毒同时进

行有效检测，其中，引物的选择对试验的成败起着

关键的作用 [14]，既要避免三对引物之间的相互影

响，又要使每对引物都具有特异性，以达到最佳组

合，基于此，本研究PVX、PVM和PVA分别查找3
对、3对和4对引物。每种病毒首先筛选出在其不同

分离物CP保守区的引物，然后用Primer Premier 5.0
软件进行综合评价，PVX筛选出2对，PVM筛选出3
对，PVA筛选出3对，再用单重RT-PCR对每种病

毒的多对引物进行验证，PVX筛选出 1对，PVM筛

选出2对，PVA筛选出2对，最后考虑建立三重RT-
PCR检测体系，目的条带要有效区分开，Tm值较一

致且互相兼容的引物，最终每种病毒筛选到一对特

异性引物。

三重RT-PCR检测体系除了引物选择非常重要

外，PCR反应体系也非常重要，本研究对PCR部分

Mg2+、dNTPs、TaqDNA聚合酶浓度梯度进行优化，

当Mg2+浓度在 2.6 mmol/L、dNTPs浓度在 0.1 mmol/
L 、TaqDNA聚合酶浓度在0.03 U/μL时，三重PCR
体系达到检测稳定且节约成本的目的。应用该体系

对来自中国马铃薯主产区的 150份样品进行检测，

检测结果与DAS-ELISA吻合，表3是从中选择13个

有代表性的样品进行比较，从结果可以看出，当样

品12 PVM的DAS-ELISA检测结果比较接近临界值

时，RT-PCR更能体现检测结果的准确性，因此，

当对脱毒试管苗等病毒含量较低的样品进行检测时

一定要同时进行RT-PCR试验。

该三重RT-PCR检测体系的建立，突破以往只应

用于研究领域，完全可以对脱毒试管苗和田间样品进

行有效检测，由于三重体系，不但可以降低检测成

本，而且也可以提高检测效率，弥补现有检测技术的

不足，为马铃薯脱毒种薯的推广普及保驾护航。
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