
马铃薯 A 病毒（Potato virus A，PVA），是导

致马铃薯病毒病发生的重要病毒之一，是 2007 年

《中华人民共和国进境植物检疫性有害生物名录》
中列出的检疫性病害，并受到进出口检验检疫部门

的严格监控。它广泛的分布于马铃薯种植区，致使

马铃薯种薯及商品薯质量退化，降低马铃薯产量[1]，

但中国马铃薯生产中该病毒并不常见。PVA病毒单

独侵染马铃薯，使马铃薯减产 20%~30%左右，它

与马铃薯其它病毒复合侵染可导致马铃薯减产

50%以上，给马铃薯生产造成了巨大损失。
目前，国际上检测 PVA 病毒的主要方法是基

于免疫学的“双抗体夹心-酶联免疫吸附”（DAS-
ELISA）法，该方法可有效检测出马铃薯块茎或植

株中是否含有 PVA 病毒[2]，但其缺点在于检测时间

长、精度底，同时季节性的不确定变化问题常阻碍

阳性与阴性样品的区分[3]，不适于大批量进出口的

马铃薯种薯质量检测及病毒含量低的样品检测。
随着分子生物学的发展，聚合酶链式反应即

PCR技术得到了迅速而广泛的应用。应用此项技术

检测植物病毒具有快速、灵敏、简便、特异性强等

优点，而且可以检测出植物组织中含量极低的病毒

RNA[4]。本研究在国内首次利用基于分子生物学的

RT-PCR 技术对 PVA 病毒进行检测，该方法的检

测灵敏度可达到 1 pg 的病毒核酸 ，并较“DAS-
ELISA”有更高的特异性及重复性，适宜于大量样

品检测。

1 材料与方法

1.1 材料

感染有 PVA、PVY、PVX、PVS 的马铃薯田检

样品由农业部脱毒马铃薯种薯质量监督检验测试中

心（哈尔滨）提供。脱毒试管苗由黑龙江省脱毒马铃

薯工程中心提供[5]。
1.2 主要试剂及耗材

TRIZOL 提取试剂盒 ，购自 Invitrogen 公司；

RT-PCR 试 剂 盒 ， 购 于 Promega 公 司 ； 2000 bp
DNA Marker、100 bp DNA Marker，购自宝生物工

程（大连）有限公司；其它试剂均为分析纯级。试验

过程中所用的试剂、枪头、离心管等须经高压蒸汽

灭菌，但不用 DEPC 处理[6]。
1.3 引物设计及合成

根据 Genebank 及已发表文章上的马铃薯 A 病

毒的基因序列 [7-8]，设计了 1 对引物。上游引物

PVAF：5′-CCA ACA CAG ACG CCC AAA AC-3′；
PVAR：5′-TCC TCG CCA GAA AAC ATC CC-3′，
其扩增长度为 834 bp。引物由上海生物工程公司合

成。
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摘 要：参考 GenBank 中马铃薯 A 病毒（potato virus A，PVA）的保守序列，利用 Primer 6.0 引物设计软件设计并

合成了一对特异性引物 PVAF、PVAR，以此引物利用 RT-PCR 方法对 PVA 保守序列基因进行了特异性扩增。结果表

明：引物 PVAF、PVAR 能从已知的感染 PVA 病毒的植株中扩增出 834 bp 的 cDNA 特异性片段；该 RT-PCR 的检测灵

敏度为 1 pg 的病毒核酸，特异性强，重复性好，可用于 PVA 病毒的快速检测。
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1.4 样品处理

称取 100 mg 样品叶片，迅速在液氮中研磨成

粉末[9]，然后加入 1.0 mL TRIZOL 研磨成匀浆组织。
1.5 RNA 提取及浓度测定

按 TRIZOL 说明书中的植物总 RNA 提取法提

取RNA，用无 RNase 的灭菌双蒸水溶解 RNA，分

装备用，-70℃冻存。
取 2 μL 回溶后 RNA，于 ND-1000 紫外分光

光度计下测定其浓度及纯度。
1.6 反转录（cDNA 合成）

采用 20 μL 体系，在 PCR 反应管中先加 1 μL
20 mmol·L-1 下游引物，2 μL 模板 RNA（RNA 浓度

1 μg·μL-1），用 95℃ 5 min，4℃ 10 min 处理后，

分别加入 4 μL 25 mmol·L-1 MgCl2，4 μL 5 × 反转

录 Buffer，2 μL 10 mmol·L-1 dNTP， 1 μL 反转录

酶，0.5 μL RNA 酶抑制剂（40 U），用无 RNase 灭

菌双蒸水调至总体积 20 μL，瞬时离心混匀。反应

程序：42℃ 60 min，95℃ 5 min，4℃ 10 min。
1.7 PCR 扩增

采用 25 μL 体系，在 PCR 反应管中加入 2 μL
cDNA，0.5μL20mmol·L-1上游引物，0.5μL20mmol·L-1

下游引物，2 μL 10 mmol·L-1 dNTP，2.5 μL 10 × PCR
Buffer，2.0 μL 25 mmol·L-1 MgCl2，0.5 μL rTaq DNA
聚合酶（5 U·μL-1），15 μL 灭菌双蒸水。

反应程序：

92℃ 2 min；92℃ 30 s，62℃ 30 s，72℃ 45 s，
4 个循环；92℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃ 45 s，5个循

环；92℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃ 45 s，9 个循环；

92℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 45 s，9 个循环；72℃
10 min，4℃ 10 min[10-12]。
1.8 PCR 产物鉴定

取 RT-PCR 产物 10 μL 在 1% 琼脂糖凝胶上

电泳，EB 染色后，在凝胶成像仪下拍照，与 DNA
Marker 比较，分析产物大小。
1.9 RT-PCR 特异性测定

将提取的各马铃薯病毒 RNA 及脱毒试管苗

RNA在同一条件下进行 RT-PCR，以评价该 RT-
PCR 的特异性。
1.10 RT-PCR 敏感性测定

将所提取的 PVA 病毒 RNA，作 10 倍梯度稀

释后进行 RT-PCR，测定其敏感性。

1.11 RT-PCR 重复性测定

用引物 PVAF、PVAR 对提取的各马铃薯病毒

RNA 及脱毒试管苗 RNA 样品分别进行 3 次 RT-
PCR 扩增。

2 结果与分析

2.1 RNA 浓度及纯度

利用 ND-1000 型紫外分光光度计分别测定所

提取 RNA 230 nm、260 nm 和 280 nm 的 OD 值，

计算 A260/A230、A260/A280 及 RNA 的浓度，数据统计

见表 1（该数据由 ND-1000 型紫外分光光度计自动

生成）。
由表 1 可以看出，提取总 RNA 的 A260/A230 值

介于 2.0~2.4 之间，说明盐类小分子的污染较少；

A260/A280 值 介 于 1.8~2.0 之 间 ， 说 明 所 提 取 的 总

RNA 中没有蛋白质及其它有机溶剂的污染。可以

说明所提取的 RNA 样品纯度较高、完整性较好。

2.2 RT-PCR 的特异性

用引物 PVAF 和 PVAR 从感染 PVA 病毒的马

铃薯样品和 PVA 阳性毒株中能扩增出一条 834 bp
的特异性片段，而不能从脱毒试管样品和感染了

PVY、PVX、PVS 病毒的样品中扩增出任何片段，

与试验预期结果一致（图 1）。
2.3 RT-PCR 的敏感性

用引物 PVAF 和 PVAR 对不同浓度的 PVA 核

酸进行 RT-PCR 扩增，结果表明，该 RT-PCR 能

检测出 1 pg 的病毒 RNA（图 2）。
2.4 RT-PCR 的重复性

将脱毒试管苗、PVY、PVX、PVS 及 PVA 病

毒 RNA 经过 3 次重复的 RT-PCR 检测，结果均一

致，表明该 RT-PCR 系统重复性好。

日期 时间

2008-12-12

2008-12-12

2008-12-12

2008-12-12

2008-12-12

9： 36

9： 38

9： 39

9： 41

9： 42

ng·μL-1

1868.78

523.61

1512.61

754.40

2284.21

A260

37.376

10.472

30.252

15.088

45.684

A280

18.456

5.371

14.535

7.296

23.274

A260/A230

2.07

2.08

2.04

2.00

2.07

A260/A280

1.93

1.95

1.98

1.97

1.96

表 1 提取马铃薯总 RNA 的紫外吸收结果
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3 讨 论

PCR 作为近年来发展起来的一种特异性扩增

DNA 或 RNA 片段的方法，因其具有快速、特异、
灵敏和简便的优点，已被广泛应用于植物病毒的

诊断和检测。
本试验应用 1 对特异性引物，对马铃薯 A 病

毒基因进行扩增，在国内尚属首次。试验结果显

示，从所提供的马铃薯 A 病毒阳性样品中可扩增

出 834 bp 的特异性片段，而从其它病毒的阳性样

品及脱毒试管苗中不能扩增出任何条带，表明这对

引物对 PVA 是特异的，该 RT-PCR 用于检测 PVA
病毒具有很强的特异性。

本试验建立的 RT-PCR 能检测出 1 pg 的 PVA
RNA，说明该方法用于检测 PVA 病毒具有很高的

敏感性。
基于本试验方法的特异性强及敏感性高的优

点，该方法将对马铃薯病毒快速检测试剂的研发奠

定基础，对马铃薯种薯质量的提高提供了前提保

障，也对马铃薯产业的健康发展提供技术支持。
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图 1 RT-PCR 特异性电泳图

1 2 3 4 5 6 7 8

←2000 bp
1500 bp→

1-DL100 bp Marker；2-脱毒试管苗；3-感染 PVY 马铃薯；

4-感染 PVX 马铃薯；5-感染 PVS 马铃薯；6-感染 PVA 马铃薯；

7-PVA 阳性毒株；8-DL2000Marker。

1000 bp→

500 bp→

←1000 bp
← 750 bp

← 250 bp

← 100 bp

← 500 bp

100 bp→

图 2 RT-PCR 敏感性电泳图

1 2 3 4 5

1-100 fg PVA RNA；2-1pg PVA RNA；3-10pg PVA RNA；

4-2μg PVA RNA；5-DL2000 Marker。

←2000 bp

←1000 bp
← 750 bp

← 250 bp
← 100 bp

← 500 bp
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糖尿病是继心血管疾病、癌症之后致残率、
致死率最高的第三大疾病。目前主要治疗方法多依

赖于胰岛素的使用，胰岛素主要通过化学提取和基

因工程等方法合成。化学提取法主要从猪、牛等动

物胰腺中提取，但产品纯度低，与人胰岛素天然构

象存在差异，有免疫原性，注射后易引发胰岛素过

敏、注射部位肌肉萎缩及胰岛素抗性等副作用，且

收率低、成本高，无法广泛应用于临床用药。此外

世界各国科学家们先后构建了大肠杆菌及酵母表达

系统，高效地 表达出具生 物活性 的 重 组 人 胰 岛

素 [ 1 -4 ]。其构象虽接近于人胰岛素的天然构象，但

大都需要经过体外加工，程序复杂，成本较高，活

性亦不及天然人胰岛素。本研究用马铃薯偏好的密
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摘 要：使用马铃薯的偏爱密码子设计合成人胰岛素原基因，以植物表达载体 pCAMBIA1301 为基础，构建由

patatin 启动子调控的人胰岛素原基因植物表达载体 p1301Ph，并将导入根癌农杆菌 LBA4404 中，经 PCR 鉴定证明，此

基因已整合到农杆菌 Ti 上。表达载体的建立为日后转基因工作奠定了基础。

关键词：patatin 启动子；人胰岛素原基因；植物表达载体

Detection of Potato Virus A by RT-PCR
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Abstract: A pair of primers PVAF and PVAR were designed according to the segmental nucleotide sequence
of conservative gene of potato virus A (PVA) in GenBank to amplify the gene from the healthy plants and the plants
which were infected with PVA, potato virus Y (PVY), potato virus X (PVX) and potato virus S (PVS), respectively.
Only one PVA specific 834 bp cDNA product was amplified from the plants which were infected with PVA, but not
from the others. The detectable viral dsRNA amount of this RT -PCR was 1 pg. This RT -PCR has the good
sensitivity and specialty. These results indicate that this RT-PCR could be used for rapid detection of the PVA
disease.
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