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Common Test Methods for Potato Virus Detection
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Abstract: The common test methods for potato virus detection were reviewed, including host biology detection,
antiserological detection assay, electron microscopy, enzyme-linked immunosorbent assay and molecular biological detection
assay, with emphasis on the various RT-PCR methods of molecular biology methods. At the same time, the merit and demerit
were compared with different methods, concluding that the combination of traditional biological detection, immunological
detectionandmolecular biologydetection technologywouldbe themost cost-effectivemeans for detectionof plant viruses.
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摘 要：目前常用马铃薯病毒检测的方法，主要包括寄主生物学检测法、抗血清检测法、电子显微镜检测法、
酶联免疫检测法和分子生物学检测法。重点讨论了分子生物学方法中的各种 RT-PCR方法。同时对各种方法的优缺
点进行了比较，并总结出将传统生物学检测技术、免疫学检测技术和分子生物学检测技术相结合必将成为检测植物
病毒最经济有效的手段。
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马铃薯（Solanum tuberosum L.），是世界上种植

和食用国家最多的作物之一[1]。马铃薯是以无性繁殖

为主的作物，很容易感染病毒，当病毒侵入马铃薯

体内以后，主要通过改变马铃薯细胞的代谢途径，

使马铃薯正常的生理机能受到干扰和破坏，导致马

铃薯发生病毒病。马铃薯病毒病是影响马铃薯产量

和品质的主要病害，目前已报道的感染马铃薯的病

毒多达 35 种，类病毒 1 种，其中分布广泛、危害严

重的马铃薯病毒有马铃薯 X 病毒（PVX）、马铃薯 Y
病毒（PVY）、马铃薯 S 病毒（PVS）、马铃薯A 病毒

（PVA）、马铃薯卷叶病毒（PLRV）和马铃薯M 病毒

（PVM）等[2]。同时多种病毒可复合感染，加重了危害

程度。但是由于马铃薯病毒病缺乏有效的防治药剂，

病毒病可继代相传，从而导致种薯退化，商品薯降

低甚至绝产，造成严重的经济损失[3]。
自从植物发现病毒以来，国内外的科学家们都在

努力地寻找着适合某种病毒相对应的检测方法，随着

科学技术的进步，各种检测病毒的方法相继问世。

1 寄主生物学检测法

传统的生物学测定方法是以植物病毒在寄主上

的表观症状作为识别病害和检测病毒的基础。寄主

生物学检测法主要包括直观检测法和指示植物检测

法两种。
1.1 直观检测法

直观检测法是根据病毒在马铃薯植株上的表现

症状来判断感病情况，即根据植株茎叶是否表现出

某种病毒所特有的可见症状来确定病毒感染程度。
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1.2 指示植物检测法

指示植物检测法最早是由美国的病毒学家

Holmes[4]在 1929 年发现的。指示植物又称鉴别寄主，

指的是对某种或某些特定病毒非常敏感，被感染后

症状表现十分明显的植物。常用的几种马铃薯病毒

的指示植物[5]（见表 1）。

表 1 几种马铃薯病毒的指示植物及其感病症状

Table 1 Indicator plants and syptoms of some potato viruses

病毒种类 Virus 指示植物 Indicator plant 症状 Symptom

马铃薯 X 病毒（PVX）

马铃薯 S 病毒（PVS）

马铃薯 Y 病毒（PVY）

千日红，曼陀罗，辣椒，番茄，心叶烟

苋色藜，千日红，光曼陀罗，昆诺阿藜

野生马铃薯，洋酸菜，曼陀罗

脉间花叶

叶脉深陷粗缩

轻微花叶或粗缩，敏感品种坏死

从受检马铃薯植株上取下叶片或者其他组织并

研磨，通过摩擦或者媒介昆虫将汁液接种到寄主植

物上使其细胞受到侵染，经过一段时间后指示植物

即可表现症状，通过观察指示植物所表现出来的相

应症状来检测马铃薯内有无病毒以及带何种病毒。
2003年，吴凌娟等[6]用多种指示植物分离鉴定PVX，

结果表明千日红是一种很好的鉴定指示植物，因其

发病时间短,易观察。指示植物检测法对于大批马铃

薯试管苗生产的检测不适用，但在 PVX、PVY、
PVS 等病毒株系检测上用的比较多[7]，并广泛应用于

分子生物学或血清学检测之前的初步鉴定。
寄主生物学检测法是进行病毒检测常用的一种

方法，也是进行植物病毒诊断检测的重要依据。但

是，单独使用此法存在着一定的局限性，一方面有

些病毒在寄主植物上并不表现明显的可见症状，或

是只有经过相当长时间才能表现可见症状；另一方

面由于田间病毒病症状易受到病毒种类和株系、寄

主品种和生育期、气候及环境条件的影响而发生变

化。但是，作为认识植物病毒的基础，寄主反应的

生物学意义仍然无法替代。把病毒的寄主生物学方

法和分子生物学方法有效结合将为更好地认识植物

病毒提供新的研究系统[8]。

2 抗血清检测法

植物病毒是由核酸和蛋白质组成的核蛋白，因

而是一种较好的抗原，给动物注射后会产生抗体，

这种抗原和抗体结合会引起血清凝集或沉淀反应，

即抗原和抗体之间发生的高度专一的免疫反应，借

助这种反应就可用已知病毒的抗血清鉴定未知病毒

的种类。这个过程在很短时间内即可完成，因此病

毒的抗血清检测法既灵敏又快捷，是目前常用的一

种病毒检测方法。

3 电镜检测法

自从 Kausche 等[9]首次在电镜下看到烟草花叶病

毒（TMV）以后，电镜检测法已成为植物病毒研究必

不可少的常规手段之一。电镜技术是通过观察植物

病毒颗粒形态、大小、结构、内含体组成形状和亚

结构等方面的特征来确定病毒的存在和种类。现代

电镜的分辨率可达到 0.5 nm，因此利用电镜观察，

比生物学检测更直观，而且速度更快。目前运用的

电镜负染技术和超薄切片技术观察能够诊断和检测

植物病毒。超薄切片技术尤其对一些未知病毒，难

于提纯的病毒材料，负染技术不能解决的检测材料

都可进行，通过对组织细胞的直接观察而得到解决，

因此在病毒学检测和脱毒快繁的实际生产中均有着

特殊的重要性和不可取代的作用[10]。

4 酶联免疫吸附检测法

酶联免疫吸附法（Enzyme linked immunosorbent
assay, ELISA） 是把抗原-抗体的免疫反应与酶的催

化反应相互结合而发展起来的一种综合性技术。自

Casper[11]应用 ELISA 方法鉴定了 PLRV 病毒后,这一

技术在马铃薯病毒检测中得到了应用。经不断改进

和提高，目前已形成间接 ELISA、双抗体夹心法

（DAS-ELISA）、三抗体夹心法（TAS-ELISA）、异种

动物抗体夹心法、A 蛋白酶联法、点免疫结合技术

（Dot-ELISA, DIBA） 等多种测试方法 [12]。2000 年，

白艳菊等[13]通过改进应用快速 DAS-ELISA 法对5 种

马铃薯病毒 PVX、PVY、PVS、PVM、PLRV 同时检

测。2006 年，宋吉轩等[14]分别用改进 DAS-ELISA 法

和常规DAS-ELISA 法检测 PVX、PVY、PVS、PLRV
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4种马铃薯病毒，显示出直观、实用、快速、准确可

靠、灵敏度高等优点。目前 TAS-ELISA 技术应用于

马铃薯病毒检测的不多[1]。张仲凯等[15]用 TAS-ELISA
检测了马铃薯脱毒苗，并做了几种检测方法的比较，

结果表明 TAS-ELISA 的灵敏度远高于DAS-ELISA 的

灵敏度。2006年，刘成科等[16]用TAS-ELISA 检测了百

合无症病毒，其灵敏度也高于DAS-ELISA 和间接

ELISA。DIBA 既可采用直接ELISA，也可采用间接

ELISA进行检测，通常间接灵敏度要高于直接法。

5 分子生物学检测法

传统的生物学病毒检测法灵敏度低，且费时费

力，以病毒为基础的抗血清和酶联免疫检测法虽然

灵敏度有所提高，但仍不能很好地检测含量极少的

韧皮部病毒及休眠种薯中的病毒[17]。分子生物学检

测法从核酸水平检测病毒，因而灵敏度高、特异性

强，能克服血清学及其他检测方法中的一些缺点，

可以进行大批量的样本检测，是目前发展最快、且

最有发展前景的病毒检测技术[18]。
5.1 反转录聚合酶链式反应（RT-PCR）检测法

PCR 是一种体外扩增 DNA 技术，常规 PCR 可

检测植物 DNA 病毒，RT-PCR 可检测植物 RNA 病

毒。大多数植物病毒为 RNA 病毒，需要将 RNA 反

转录成 cDNA 再进行 PCR 反应，此方法称为 RT-
PCR[1]检测法。2005 年，关翠萍等[19]用一步RT-PCR
法对马铃薯中的 PVX、PVY 和 PLRV 做了检测，由

此提出了马铃薯病毒一步法 RT-PCR 检测技术。袁

青等[20]用二重 RT-PCR 快速检测 PVY 和PLRV，PVX
和 PVA 的混合病毒，结果表明，此法适用于大量样

品的快速制备，并为马铃薯病毒病的早期诊断提供

了一定的依据。陈阳婷等[21]运用三重RT-PCR 快速检

测法对马铃薯中的多种复合感染病毒（PVX、PVS 和

PVA；PVX、PVS 和 PLRV；PVX、PVA 和PLRV；

PVS、PVA 和 PLRV） 进行检测，建立了三重 RT-
PCR 检测技术。代廷非[22]运用多重 RT-PCR 技术检

测了马铃薯的多种病毒。多重 RT-PCR 技术可同时

检测几种病毒，节约时间并提高了工作效率[23]。
5.2 指示分子 NASBA 检测法

该检测法是以 RNA 转录为基础的等温扩增法，

适用于 RNA 病毒的扩增，一般可通过分子杂交判断

扩增结果，也可在有双链 DNA 存在的情况下实现对

单链RNA 的特异扩增，具有高度的特异性[24]。目前

此法可以对多种不同类病毒甚至同一类病毒的不同

株系进行同时检测[25,26]。
5.3 核酸杂交检测技术

核酸杂交技术是指具有互补序列的两条单链

核酸分子在一定条件下按碱基互补配对原则退火

形成双链的过程。杂交的双方是待测核酸和已知

核酸序列，将已知核酸序列制成含有某种标记的

探针，再与互补的待测样品核酸杂交，带有探针

的杂交核酸能指示病原的存在。目前有核酸斑点

杂交技术（Nucleic acid spot hybridization, NASH）和

PCR 微量板杂交检测技术两种。1983 年，Maule 等[27]

报道了应用 NASH 检测病毒。1993 年，Querci[28]用
该方法成功的检测了 PVX 不同分离株系。但是

NASH 也存在一定的缺点，比如在检测大量样品时，

探针的分离比较困难。而且在检测休眠种薯中的病

毒时，检测灵敏度还不高，尤其对于 PVY 和PLRV
两种病毒[29]。

6 结 论

以上所归纳总结的几种方法都是马铃薯病毒检

测的常用方法，每种方法都有其各自的优缺点，如

传统生物学检测技术准确、直观、易于操作，但耗

时长，已经远不能适应生产的需要。抗血清检测法

快速、灵敏，适于大规模样品的检测，但是在抗血

清的制备上存在着很多不足。但在生产实践中，具

体使用哪一种检测方法就要根据病毒的不同类型，

技术掌握程度，设备等具体条件的不同，选择最适

宜的检测方法。
随着分子生物学技术的不断改进和完善及相关

仪器的普及推广，分子生物学的检测技术势在必行，

但是也存在着很多缺点，所以将传统生物学检测技

术、免疫学检测技术和分子生物学技术相结合必将

成为最经济有效的检测手段。
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公 示

2013 年中国马铃薯大会期间，中国作物学会马铃薯专业委员会决议通过新增补委员 15 人，团

体会员单位 1 个，现将名单公布如下：

新委员 15 人：陈勤（陕西）、罗文彬（福建）、张招娟（福建）、仲乃琴（北京）、夏精魁（黑龙江

企业）、张丽娟（黑龙江）、王中美（湖南）、郑太波（陕西）、宋玉合（内蒙古 企业）、王立军（内蒙古

企业）、张新永（云南）、王立春（黑龙江）、纳添仓（青海）、曹春梅 （内蒙古）、刘富强（内蒙古）。

新团体会员单位 1 个：西北农林科技大学马铃薯种质资源创新研究中心（陕西）。

中国作物学会马铃薯专业委员会

2013 年 7 月 16 日于重庆市巫溪县
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