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摘 要: 根据马铃薯 S 病毒( PVS) 的外壳蛋白基因序列 , 设计合成了一对寡核苷酸引物。以感染 PVS 的马铃

薯组织和健康的组织为材料 , 对提取植物总 RNA 的两种方法进行了比较 , 并对总 RNA 的提取方法进行改进 , 获

得了纯度较高 , 完整性较好的总 RNA。以此为模板 , 进行 cDNA 合成及 PCR 扩增 , 从感病组织扩增得到一段长

度约 642 bp 的特异 PCR 扩增产物 , 与理论设计的外壳蛋白基因大小一致 , 而健康组织无此扩增产物。从而建立

了检测 PVS 快速灵敏简便的新方法 , 在基因水平上为 PVS 的检测提供了新手段。
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马铃薯病毒 是危害马铃 薯生产的一 类主要病

害 , 常引起马铃薯退化 , 一般使马铃薯减产 20%~

50%, 严重时达 80%以上[1], 严重制约了马铃薯的

生产。马铃薯 S 病毒( PVS) 是影响马铃薯产量和品

质的主要病毒之一, 分布广泛, 在世界各马铃薯种

植区均有发生。PVS 单独侵染时不表现症状, 一般

可使马铃薯减产 10%~20%[1]。在田间 PVS 经常与

其他病毒混合侵染 , 当与马铃薯 X 病毒或马铃薯

M 病毒混合侵染时 , 可减产 20%~30%[2]。由于其

症 状 潜 隐 难 以 辨 认 , 目 前 主 要 采 用 指 示 植 物 和

ELISA 等方法进行检测[3]。指示植物法耗时长 , 对

症 状 的 观 察 需 要 很 多 经 验 的 积 累 , 因 此 其 中 以

ELISA 应用最广 [4]。ELISA 可以在短时间内检测大

量样品, 但存在着假阳性或假阴性现象, 而且只是

检测了病毒的外壳蛋白( CP) , 其遗传信息 量只占

整个病毒遗传信息量的 5%~10%, 无法区分因 CP

基因有一定同源性的病毒类型[5]。

随 着 分 子 生 物 学 的 发 展 , 聚 合 酶 链 式 反 应

( PCR) 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 检 测 出 植 物 组 织 中 含 量 极 低 的 病 毒

RNA[ 6- 7 ], 为 植 物 病 毒 检 测 提 供 了 更 有 效 的 手 段 。

本 文 比 较 了 2 种 总 RNA 提 取 方 法 及 PVS 的 RT-

PCR 检测, 旨在建立检测 PVS 有效、快速的方法。

1 材料与方法

1.1 材 料

感染有 PVS 的马铃薯试管苗由黑龙江省农业

科学院克山马铃薯研究所提供。脱毒试管苗由甘肃

省作物遗传改良与种质创新重点实验室提供。

1.2 方 法

1.2.1 植物总 RNA 提取

以感染 PVS 马铃薯植株的叶片和健康叶片为

材料 , 采用 TRIZOL 试剂法和 LiCl 法 [8- 9 ]提取植物

总 RNA。

1.2.1.1 TRIZOL 试剂法

TRIZOL 试剂法提取 RNA 的具体方法如下: 称

取 100 mg 样品, 迅速在液氮中研磨成粉末,然后加

入 1.0 mL TRIZOL 研磨成匀浆组织; 倒入 1.5 mL 离

心管中, 室温放置 5 min, 4℃下 12000 r·min-1, 离

心 10 min; 取上清至一新离心管中, 加氯仿 0.2 mL,

混匀( 用手剧烈摇晃 15 s) , 室温静置 2~3 min, 4℃下

12 000 r·min- 1 离心 15 min; 取最上层( 0.5~0.6 mL)

至一新离心管中, 加入异丙醇 0.5 mL, 混匀, 室温

静置 10 min, 4℃下 12 000 r·min- 1 离心 10 min; 取
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图 2 TRIZOL 试剂法提取总 RNA 电泳结果

28 S
18 S

5 S

沉淀, 加 75%乙醇 1.0 mL, 涡旋 30 s, 4℃下 7 500

r·min- 1 离心 5 min; 取沉淀, 置真空或空气中 5~10

min, 干燥 RNA 沉淀 , 加 DEPC 处理的无菌水( 或

其他, 如水, TE 等) 15 μL, - 20℃保存备用。

1.2.1.2 LiCl 法

LiCl 法略有改动, 具体方法如下: 称取 200 mg

样品, 迅速在液氮中研磨成粉末, 然后加入 0.5 mL

80 ℃预 热 的 LiCl 提 取 缓 冲 液( 100 mmol·L- 1 LiCl,

1 % SDS, 100 mmol·L- 1 EDTA, 100 mmol·L- 1 Tris·

Cl, 1 % "- 巯基乙醇 , 3 % PVP) , 研磨成匀浆组

织 , 加入等体积的水饱和苯酚( pH =8.0) , 室温振

荡悬浮后加入 1.5 mL 离心管 中 , 4 ℃下 12 000 r·

min- 1 离心 15 min( 以下同) , 上清液加等体积的苯

酚 ∶氯仿 ∶异戊醇( 25 ∶24 ∶1) , 振荡混匀 , 离心 ,

上清液用 2 倍体积的乙醇和 10 %的 3 mol·L- 1 NaAc

( pH=5.2) 沉淀, - 20℃下 1 h 后离心沉淀用 70 %的

乙醇洗涤离心, 然后用 3 mol·L- 1 LiCl 溶解 , - 20℃

过夜后离心 10 min, 沉淀于室温下充分干燥后, 溶

于 30 μL DEPC 处理的无菌水中, - 20℃保存备用。

1.2.2 PVS 外壳蛋白基因特异引物的合成

对已报道[10-13 ]的 PVS 的外壳蛋白基因序列软件

进行比较, 利用 Primer 引物设计软件, 在其同源区

设计一对引物。5′端引物: 5′- ATGGGTGATTCAAC-

GAAGAAGCTG- 3′, 3′端 引 物 : 5′- GCTTGCGAC-

CTTGCAAAATAGCAC- 3′, 由上海生物工程公司合

成。预计 PVS 两引物间序列长 642 bp。

1.2.3 cDNA 的合成

以总 RNA 为模板, 在引物 S2 的引导下, 合成

PVS 的 cDNA 第一链。反应 体系组成为 : 总 RNA

2.0 μL, 引 物 S2( 10 μmol·L-1) 1.0 μL, dNTPs( 10

mmol·L -1) 2.0 μL, Rever Tra Ace 1.0 μL, RNase

Inhibitor 1.0 μL, 5 ×RT buffer 4.0 μL, 灭菌重蒸水

9.0 μL。混合均匀后, 将上述反应体系按如下程序

运 行 : 30℃, 10 min; 42℃, 20 min; 99℃, 5

min; 4℃, 5 min; 瞬时离心。

1.2.4 PCR 扩增

PCR 扩增在 25 μL 反应 体系中进行 。反应体

系 中 含 2.0 μL cDNA 反 应 物 , 1.0 μL 引 物 S1( 10

μmol·L- 1) , 1.0 μL 引物 S2( 10 μmol·L- 1) , 2.0 μL

dNTPs( 10 mmol·L- 1) , 2.0 μL 10 ×PCR buffer, 2.0

μL MgCl2( 25 mmol·L- 1) , 0.5 μL Taq DNA 聚 合 酶

( 5 U·μL- 1) , 14.5 μL 灭菌重蒸水。扩增反应条件

为: 94℃, 3.5 min; 94℃, 40 s; 54℃, 40 s; 72℃,

1.5 min, 30 个循环 ; 72℃, 10 min。取 5 μL PCR

产物进行 1 % 的琼脂糖凝胶电泳, 经溴化乙锭染色

5 min, 然后在紫外灯下观察结果, 照相。

2 结果与分析

2.1 不同提取方法总 RNA 质量比较

总 RNA 的 完 整 性 , 对 病 毒 RNA 的 逆 转 录 和

PCR 过程有很大影响。本试验采用 2 种方法提 取

植 物 的 总 RNA , 在 RNA 提 取 过 程 中 , 发 现 用

TRIZOL 试剂法处理样品的各级沉淀物呈现明显褐

色 , 说明其中有多酚等杂质污染 ; 用 LiCl 法则无

此现象, 最终的 RNA 沉淀呈半透明状。

LiCl 法 和 TRIZOL 试 剂 法 提 取 得 到 的 总 RNA

在琼脂糖凝胶上的电泳结果分别见图 1、图 2。从

图 1 中可以看出 , 用 LiCl 法提取的总 RNA 电泳后

可 见 3 条 较 清 晰 的 条 带 , 它 们 分 别 是 28S rRNA、

18S rRNA 和 5S rRNA。从图 2 中可以看出 , TRI-

ZOL 试剂 法提取的总 RNA 电泳后 , 条 带不 清 晰 ,

泳道中背景较 深 , 说明 RNA 有一 定程度的降 解 ,

有杂质未除去, 纯度较差。

图 1 LiCl 法提取总 RNA 电泳结果
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利用紫外分光光度计分别测定 230 nm、260 nm、

和 280 nm 的 OD 值, 计算 A260/A230、A260/A280 及 RNA

产率, 数据统计见表 1。由表 1 中可以看出, LiCl 法

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 中没有蛋白质及其他有机溶剂

的污染 ; 而 TRIZOL 试剂法提取总 RNA 的 A260/A230

值小于 2.0, A260/A280 值小于 1.8, 说明 TRIZOL 试剂

法提取的总 RNA 的质量较差。从表中还可以看出,

LiCl 法提取的总 RNA 产率明显高于 TRIZOL 试剂法。

以上实验结果表明 , LiCl 法提取 RNA 样品纯度较

高、完整性较好, 与 TRIZOL 试剂法相比是较理想的

提取马铃薯叶片组织总 RNA 方法。

2.2 PVS 的 RT- PCR 的检测结果

以提取的 RNA 为 模板 , 经 RT- PCR 扩 增 后 ,

在琼脂糖凝胶电泳中呈现出条带, 与预期的 642 bp

的扩增产物大小一致, 而以马铃薯无毒苗的扩增产

物 作 对 照 , 未 得 到 任 何 扩 增 产 物( 图 3) 。 用 RT-

PCR 检测 PVS 特异性强 , 重复性好 , 并能准确地

检测到目 的片段的存 在 , 从而建立 了有效的 PVS

的 RT- PCR 检测技术。

3 讨 论

从感病组织中提取高质量的 RNA 是进行 RT-

PCR 检测的前提 , 本研究采取 直接提取 感染病毒

的植物总 RNA 的方 法 , 与传统的 先提纯病毒 粒 ,

然后酶解植物病毒的外壳蛋白获得 RNA 的方法相

比[14], 具有快速简单、灵敏有效的优点。

用 TRIZOL 试剂法和 LiCl 法提取马铃薯组织总

RNA 时发现, TRIZOL 试剂法的各级沉淀物明显呈

现褐色, LiCl 法无此现象, 由于高等植物组织中富

含酚类化合物, 在匀浆的时候极易被氧化成褐色的

醌类化合物, 它可以与 RNA 结合形成褐色复合物,

从而导致 RNA 完全丧失生物学活性[15]。可见 TRI-

ZOL 试剂法不能有效地去除样品中的多酚等物质 ,

而且 RNA 降解严重 ; 而改进的 LiCl 法试剂中含有

的 !- 巯基乙醇和 PVP 两种抗氧化剂 , 可有效防止

酚类化合物的氧化 , 而且 LiCl 可特异性地沉淀出

核酸中的 RNA。从而保证了病毒 RNA 具有较好的

完整性。

TRIZOL 法由于操作简单 , 所需试剂少 , 适于

小样品提取等优点受到欢迎。然而在实验过程中发

现用 LiCl 法提取总 RNA 实验结果稳定 , 从经济角

度考虑 , 该方法所用试剂可自己配制 , 方法灵活 ,

价格较 TRIZOL 试剂便宜, 成本低。

目前发表的 关于植物 RNA 提 取 的 文 献 很 多 ,

但 不 同 植 物 或 同 一 植 物 的 不 同 种 往 往 因 种 属 差

异 , 材料内含物组分及含量有很 大不同 , 而 需要

采用不同的 RNA 提取方法[16 ]。通过对比两种提取

马 铃 薯 总 RNA 的 方 法 , 发 现 LiCl 法 更 有 效 , 更

经济。

PVS 等植物病毒, 在植物体内含量低, 而且常

发生隐症现象 , 用常规检测方法 , 如指示植物法、

ELISA 等方法有可能出现漏检现象, 而 RT- PCR 技

术具有特异性强、灵敏 度高、所需样 品量少等优

点 , 是 PVS 诊断、检测的较好方法 , 可以为一些

难检测植物病毒所借鉴。随着 PCR 仪等相应仪器

的普及 , RT- PCR 技术在马铃薯病毒检测中 的应

用也越来越多,而且该方法简单、快速、重复性好 ,

整个实验不费时, 是目前应用最广泛也将是最有前

途的一项分子检测技术, 为脱毒种薯和种苗的检测

和鉴定提供了更为快速灵敏简便的检测手段, 具有

极其重要的理论意义和应用价值。

注 : RNA 的产率以 OD260nm 的度数 计 算 , 公 式 如 下 : RNA 产

率=OD260nm×40( μg·g- 1) ×稀释倍数×RNA 溶解体积/样品重量。

表 1 提取马铃薯总 RNA 的紫外吸收结果

方法 A230 A260 A280 A260/A230 A260/A280 产率( "g·g- 1)

LiCl 0.17 0.39 0.20 2.30 1.95 234.00

TROIZOL 0.15 0.26 0.16 1.73 1.63 156.00

M 1 2

1200 bp
900 bp
700 bp
500 bp
200 bp

100 bp

624 bp

图 3 PVS 的 RT- PCR 检测结果
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Detection of Potato Virus S by Reverse Transcr iption-
polymerase Chain Amplification

Wu Liping1, 2, Wang Di1, 2, Si Huaijun2, 3, Wang Huajun1, 2, Lu Ping1, 2, Jia Xiaoying1, 2

( 1. Agricultural College, Gansu Agricultural University, Lanzhou, Gansu 730070, China;

2. Gansu Key Laboratory of Crop Genetic Improvement and Germplasm Enhancement , Lanzhou, Gansu 730070, China;

3. Life Science and Technology College, Gansu Agricultural University, Lanzhou, Gansu 730070, China )

Abstract: A pair of DNA primers were designed and synthesized based on the nucleotide sequence of the

coat protein (CP) gene of potato virus S (PVS). Two methods were compared for isolation of total RNA from virus-

infected and healthy potato tissue. The total RNA with high purity and quality was obtained using the improved

method. The RNA could be used for cDNA synthesis and polymerase chain reaction (PCR). A specific PCR

fragments about 642 bp was obtained, which was same as the length of PVS CP gene, while no amplified products

were obtained from the healthy tissue samples. The experiment established a rapid, sensitive and simple means for

PVS detection and provided a new method for PVS detection at the level of gene.

Key Words: potato virus S (PVS); RT- PCR; virus detection
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