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Abstract:Abstract: At present, return-polyacrylamide gel electrophoresis (R-PAGE) is a commonly used method for potato

spindle tuber viroid (PSTVd) detection in China. But, there are some drawbacks in this technique, such as low sensitivity and

poor repeatability. In response to the problems mentioned above, some technical points were pointed out based on the

author's experience for PSTVd detection: (1) optimization of plant growth environments and proper sampling; (2) increasing

the concentration and quality of RNA in the gel; (3) the control of temperature and time in reverse electrophoresis; and (4)

replacing the staining solution timely.
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摘 要：目前国内普遍采用的往返电泳法是检测马铃薯类病毒的主要方法之一，但该方法存在灵敏度低，重复

性差等问题。因此，针对上述问题总结出一些技术要点：（1）保证植物生长环境及正确取样；（2）提高凝胶中RNA的

浓度和质量；（3）控制好反向电泳的温度和时间；（4）及时更换染色液。

关键词：往返电泳；马铃薯类病毒；技术要点

利用往返电泳法(R-PAGE)检测马铃薯纺锤块茎类病毒技术要点——邱彩玲

马铃薯纺锤块茎类病毒（Potato spindle tuber
viroid, PSTVd）是第一个发现的类病毒，其病原

是一种比一般病毒小得多的低分子量物质 [1, 2]，

具有高度的侵染性，极易通过接触、农具、衣

物和切刀等进行汁液传播，也可通过花粉和子房传

到种子中。据报道，PSTVd 还可以通过某些昆虫传

播，如: 绿盲蝽蟓、蚱蜢和马铃薯甲虫等，传播途

径十分广泛。PSTVd 强系可引起减产 60%，弱系

减产 20%~35% ，造成较大经济损失 [3]。马铃薯

纺锤块茎类病毒是威胁中国马铃薯生产的重要

病害，该病害在中国从南到北均有发生，并呈

逐年上升趋势，在北部的马铃薯主产区严重危

害马铃薯生产和实生种子的品质，是种薯生产

和实生种子利用中亟待解决的问题 [4]。

往返电泳（R-PAGE）技术的原理及方法是：类

病毒分子在自然和变性条件下电泳迁移率存在明

显不同，变性所引起类病毒核酸的环状结构使其

电泳迁移率明显慢于相同分子量的其它线性RNA
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分子，第一次电泳在非变性条件下，类病毒RNA
的棒状核酸同寄主核酸分离出来, 第二次电泳是在

变性条件下变换电极，此时，类病毒核酸由棒状

变成单链环状，比同样大小的核酸迁移慢，因

此，类病毒RNA 会产生一条明显的带，据此，结

合可靠灵敏的银染色技术测定类病毒。R-PAGE的

优点是操作简单，要求的实验条件比较简单，一

般的实验室都能满足，可以普遍采用。然而，

R-PAGE 方法的灵敏度不及 NASH 和 RT-PCR 法，

并且重复性不好，因此，笔者通过一系列的方法

对该技术进行了改进，以期提高 R-PAGE 的灵敏

度和重复性，确保检测结果的准确可靠。

1 保证植物生长环境及正确取样

由于马铃薯类病毒受温度和光照的影响，因

此，试管苗和温室中种植的植株的生长环境应不

低于 18℃（最好高于 20℃），并至少每天 16 h 光

照，试管苗应在培养 4~6 周后，茎高达到 5 cm 后

取样，整株取样。作为阴性对照的试管苗应在温

室种植一段时间后，使之生长充分，于开花前取

样，应取顶部充分展开的叶片[5]。

2 提高凝胶中RNA的浓度和质量

2.1 确保RNA提取质量

在日常工作中总结出以下几点：（1）在RNA提

取过程中，加入液氮可以迅速使细胞裂解，充分

释放出RNA，从而提高RNA提取效率；（2）操作尽

可能在冰上进行，速度要快，尽量减少RNA提取

的时间；（3）对试验中涉及的器皿、耗材等进行处

理，避免RNA酶降解。虽然PSTVd的结构比较稳

定，与一般的RNA相比不易降解，但严格的操作

对于确保试验成功仍然是必不可少的重要环节。

2.2 提高RNA浓度

不言而喻，回溶溶液的多少直接影响着样品

中RNA的浓度，因此，在许可的范围内减少回溶

溶液可以提高 RNA 浓度，提高检测效率。另外，

使用大量样品提取RNA也可以取得很好的效果。

2.3 增加上样量

凝胶中RNA的总量越多，就越容易检测到含

量较低的马铃薯类病毒，提高检测的效果。因

此，在适当范围内，应尽可能多的加入待检RNA
样品，以提高检测的效率。

3 控制好反向电泳的温度和时间

由于类病毒在自然条件下呈棒状高度配对的

状态，而在高温（70~80℃）条件下变性，由棒状变

成环状，致使在丙烯酰胺中的迁移率减慢，从而

通过两次电泳将类病毒的核酸带与寄主中的其他

核酸分离出来。因此，必须严格控制反向电泳的

温度，避免类病毒复性或变性不充分，使反向电

泳的类病毒迁移率增加，与寄主核酸区分不明

显，影响检测效率；然而，温度也不能过高，否

则高温对凝胶有损害，使凝胶变形，影响马铃薯

类病毒的检测。

4 及时更换染色液

为了AgNO3染色液可以重复利用，降低成本、

减少工作量，一般都重复使用，但不宜使用的次

数过多，否则随着AgNO3浓度的降低，染色效果会

下降，甚至可以出现假阴性，因此，当AgNO3溶液

中出现较多的沉淀时，应适时更换染色液，以确

保染色效果，使阳性样品清晰的显示出来。

由于马铃薯类病毒可以通过接触、昆虫、种

子等多种途径传播，因此，该病害必须要严格控

制，严把种薯关。另外，由于目前没有有效的方

法脱除，且不能通过药剂防治，因此，预防马铃

薯类病毒是马铃薯生产中亟待解决的大问题，而

目前解决的办法只有严格检测才能从根本上控制

该病害。所以，马铃薯纺锤块茎类病毒病的检测

技术对于中国脱毒种薯生产、马铃薯产业的发展

都至关重要。
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