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def: 马铃薯纺锤块茎类病毒( PSTVd) ; 检测; 防治

马铃薯纺锤块茎类病毒病( Potato spindle tuber

viroid, PSTVd) 是由类病毒( Viroid) 引起的病害。类

病毒是已知病原中最小的( 246~463 nt) 、单链高度

结构化的、缺少蛋白外壳的 RNA分子 , 能在受侵

染寄主植物中自我复制的环状 ssRNA 小分子。

Schultz 和 Folsom[1] 在关于此病报道中首次指出 ,

这种病具有传染性。Diener[2] 首次提出类病毒( Vi-

roid) 的概念。马铃薯纺锤块茎类病毒( PSTVd) 是危

害马铃薯产量和品质的主要病害。据报道 , PSTVd

强系减产可达 60%, 弱系减产约 20%~35% [3], 常

造成较大经济损失。马铃薯类病毒是马铃薯种薯检

疫规程中的主要检疫对象 , 具有广泛的传播途径 ,

是唯一不能通过茎尖剥离、组织培养汰除而必须通

过严格检测汰除的病害。

1 类病毒的鉴定

1.1 gh@Aij
自从马铃薯纺锤块茎类病毒被发现以来, 由于

缺少适宜的指示植物和鉴定方法, 因此和同一时期

发现的马铃薯病毒病相比 , 研究进展相当缓慢。
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Raymer 等[4]人发现番茄可以作为马铃薯纺锤块茎类

病毒的指示植物, 马铃薯类病毒的研究工作才突飞

猛进。但由于马铃薯类病毒弱系在番茄上不表现症

状, 所以鉴定准确率很低。Fernow[5]、崔荣昌[6]利用

番茄鉴定选育了一些马铃薯无性系 , 但 Fernow的

鉴定准确率只达到 13%, 随后他们建立了可以鉴定

PSTVd弱系的重复接种技术, 提高了番茄鉴定结果

的准确率。但利用番茄进行鉴定期间, 很难控制好

温室的温度和湿度。在温、湿度较好的温室中, 用

重复接种鉴定法可比较准确地鉴定样品是否带

PSTVd, 但在高温、低湿温室中 , 不接种的健康番

茄植株也常表现出类似于 PSTVd 症状的株型 , 严

重影响了番茄重复接种的鉴定结果 [6]。接过种的番

茄要保持在 10 764~21 525 m烛光连续光照 , 27~

31℃的温度和高于 60%相对湿度条件下 , 无论接种

PSTVd弱系或强系都可表现白化症状[7]。Singh等[8]发

现, 无论强系或弱系均能使天蓬子( Scopolia sinensis

Hemsl) 产生局部病斑, 但接过种的实生苗需要培育

在 3229~4306 m烛光、18~23℃、高于 60%的相对

湿度条件下, 植株要定期施肥。应用天蓬子作指示

植物存在问题是有时准确性低, 接种后并不产生局

部病斑[9]。Niblett 等[10]报道 , 菊花( Chrys- anthenum

morifolium) 是 PSTVd 强系和弱系的局部病斑寄主 ,

两个变株都可以产生褪绿斑点症状。

ASBVd接种在 Avocado 幼苗上需要 2 个月到 2

年的时间[11], PSTVd 接种在指示植物鲁特格番茄也

需要 2~4 个月左右时间 [7]。利用新莨菪( Scopdia

sinensis) , 强系需 7~10 d, 弱系需 10~15 d, 因而

长时间的接种过程和缺少合适的指示植物是限制生

物学检测方法的主要因素。

1.2 !"#$%&’()*+
Morris 等人 [9]首次把聚丙烯酰胺凝胶电泳法用

于鉴定被马铃薯纺锤块茎类病毒侵染块茎组织中 ,

通过染色使 PSTV- RNA显现可见的兰色区带。但

由于取样数量大, 测定步骤多, 还难以作为鉴定方

法供实践应用。Morris[9]等修改和简化了 1975 年提

出的方法 , 使之应用于 PSTVd 鉴定中 , 并对比了

聚丙烯酰胺电泳和番茄生物鉴定 PSTVd 的准确性 ,

研究结果表明, 聚丙烯酰胺凝胶电泳比番茄生物试

验快速、准确。此后, Schumacher 等[12]又将该方法

修改为往返电泳( Return- polyacrylamide gel elec-

trophoresis, R- PAGE) 。第一次电泳是在非变性条

件下 , 类病毒 RNA的环状核酸和线状核酸同寄主

核酸分离出来 , 第二次电泳是在变性条件下( 使用

沸煮的、低盐缓冲液) 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

些, 因此 , 类病毒 RNA会产生一明显的带。Singh

等 [13]利用 R- PAGE 方法检测休眠块茎 PSTVd 的强

系、弱系和中间株系 , 同年 Singh 还报道 , 用该方

法检测马铃薯实生苗中弱株系 PSTVd, 其检测灵敏

度达到利用核酸杂交技术反应的水平, 提取核酸的

稀释比率最高达 1∶256, PSTVd 块茎组织中的浓

度大约是地上部分的 10%[14]。R- PAGE 进行 PSTVd

检测的优点是灵敏度高、操作简便可靠。

从植物组织中提取 PSTVd- RNA是鉴定 PSTV

的关键步骤 , 目前有关类病毒的提取方法很多。

Morris 等 [9]的方法可靠 , 但使用 LiCl 透析较麻烦。

Schumacher 等[15]的提取方法较简单, 但加入提取缓

冲液量大 , 不易操作。吕典秋等[16]在 Palukuitis [17]、

Singh 等人 [18]的基础上加以改进 , 使提取缓冲液体

积减少 , 提取时加入少量氯仿、SDS、皂土 , 省去

了巯基乙醇, 并改变了试剂加入顺序, 减少了酚等

有害物质对人体的伤害。在加热变性过程中, 不使

用循环水浴, 改为在烘箱中进行, 使该方法对设备

要求更为简单, 便于普及和操作, 取得很好的提取

效果。利用改进的 R- PAGE 电泳方法检测样品 ,

可检测最低总核酸量为 13 ng, 但没有达到 Singh

和 Boucher[19]提出的灵敏度( 500 pg) 。R- PAGE也用

于检测类病毒的不同株系和交互保护研究中[20]。

崔荣昌[21]、李学湛等[22]也已采用往返电泳和银

染法成功鉴定马铃薯块茎、幼芽中的 PSTVd。

1.3 ,-./01*+
近些年 , 应用核酸斑点杂交( Nucleic acid spot

hybridization, NASH) 技术检测 DNA 或 RNA 片段

已得到广泛的应用。在类病毒检测上, 由于类病毒

自身结构特点 , 不可以利用 ELISA等免疫学方法

进行。所以核酸杂交方法在类病毒检测上显得尤为

重要。核酸杂交技术最初用于液体内形成 RNA或

DNA的杂交分子。将含有核酸的溶液 ( 如感染了

类病毒或病毒的提取液) 点在硝化纤维素膜上或尼

龙膜上, 然后将膜和探针溶液一起孵育。探针是用

纯化的病毒和类病毒核酸制备 , 并经标记的互补

DNA和 RNA, 可直接合成或采用重组体方法。和

探针一起孵育之后 , 在膜上的核酸形成杂交分子 ,
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探针可用放射性自显影检测出来。

核酸杂交的关键是标记核酸和标记物的选择。

通常 , 32P 用于核酸标记 [23~25], 但使用放射性标记

存在一些问题( 如对人的伤害 , 半衰期短 , 放射性

污染等) 。目前 , 不同的非放射性标记得到越来越

广泛的应用, 其中最多的为生物素、地高辛和荧光

素标记探针[26~28]。在生物素标记探针中 , 核酸用生

物素标记, 通过标记有碱性磷酸酶( AP) 的亲和素-

链亲和素检测。用地高辛标记的探针是通过抗地高

辛- - 碱性磷酸酶抗体的结合来检测。然后 , 通过

发光系统( 如 CDP- Star, Lumi- phos530e 等底物) 或

发色系统( 如 NBT/BCIP 等底物) 进行判断。据

Kanematsu 等 [29]报道 , 利用随机引物制备探针灵敏

度低于切口平移 , 而使用 PCR 扩增制备探针灵敏

度效果最好, 使用较小分子量的探针为模板[30]可能

引起较低的标记效率。利用化学颜色反应时使用

BSA产生较强的底色而用于化学发光反应时产生背

底颜色较浅。Roy等[31]报道 , 使用生物素标记探针

可检测几个 pg的 PSTVd, 但产生一些强的非特异

性信号。而使用放射性探针可检测的最小数量大约

为 0.5~20 pg[32]。Kanematsu 等 [29]比较 6 种非放射性

cDNA探针后发现 , 用切口平移和随机引物法标记

的生物素探针通过颜色反应可检测 20 pg 纯化

PSTVd, 通过发光反应可检测 2~20 pg, 地高辛标

记的可检测 200 pg, 而通过 PCR 合成的生物素

dUTP或 dATP探针的灵敏度为 0.2~2 pg。

在探针制备上有切口平移法、随机引物法、

PCR 扩增法。根据核酸性质 , 探针可分为 RNA探

针和 DNA探针, 根据信号产生方式又可分为化学发

光和化学颜色反应两种表达方式[29], 根据这些标记

物种类、反应灵敏度、准确性、经济适用等特点 ,

吕典秋[33]选用了 PCR扩增制备探针的方法, 通过生

物素标记作为探针 , 结果利用 NBT/BCIP 颜色反应

和 CDP- Star 底物荧光反应进行检测类病毒。利用

NBT/BCIP 作底物检测 PSTVd, 检出提纯的 PSTVd

最低量为 50 pg, 利用 CDP- Star 作底物时可检测最

低 PSTVd 量为 5 pg, 灵敏度是 NBT/BCIP的 10 倍 ,

是 R- PAGE方法的 260倍, 接近 Hadidi等[34]报道的

RT- PCR的检测 PSTVd灵敏度。

Sano等[35]证明, 在中央保守区合成的探针对同

一组类病毒有更广泛的专一性, 而在可变区的探针

对株系有专一性。然而专一性和灵敏性可通过

RNA探针得到提高[36], 对于 DNA探针来说 , RNA

探针有几点优点: RNA- DNA杂交比 DNA- DNA杂

交更稳定 ; 非专一性的接合探针可被 RNAse A酶

消化 , 该酶对单链 RNA有非常高的专化性。Can-

dresse等[37]报道, 生物素标记 cRNA探针比 32P标记

探针灵敏度低 15 倍 , 比 cRNA 探针低 6 倍。

Podleckis等[38]认为 , 地高辛标记的 cRNA探针检测

PSTVd或 ASSVd同 32P标记的有同样的灵敏度。

1.4 !"#$%&’( PCR)*+
随着 PCR 技术的产生 , RT- PCR 技术已越来

越多的用在 RNA病原鉴定上 [39]。PCR 是一种高专

一性、多功能的通过使用 Taq 酶或 pfu 聚合酶进行

扩增 DNA的方法。要扩增一特定的 DNA片段 , 需

要设计一对引物。扩增程序包括 : 目的片段的变

性、引物和其互补序列的退火及目的区域的延伸。

这三步在热循环仪中重复, 直至产生足够数量的产

物。反转录 PCR( RT- PCR) 已成功的用于检测

PSTVd [39, 40]。何小源等 [40]报道 , 用 RT- PCR 检测

PSTVd 可检出量为 0.15 pg, 灵敏度是 R- PAGE 的

5000 倍, 是 32P标记 cDNA探针杂交反应的 65 倍 ,

是 32P 标记 RNA 探针的 10 倍 , 可最低检出量为

0.15 pg。Hadidi 等 [39]报道 , 利用 RT- PCR 检测

ASSVd 可检测到 0.3 pg 总核酸量。使用 RT- PCR

可 检 测 不 同 的 株 系 , 如 GYSVd1 和 GYSUd2

( grapevine yellow speckled viroid) , 而在利用核酸

斑点杂交方法使用 cDNA探针不能检测出来[41]。尽

管核酸片段对于类病毒鉴定是可以肯定的, 但其应

用也有局限性。PCR技术可做为一个很好的补充。

利用 RT- PCR 技术可成功检测感染 PSTVd 马

铃薯块茎组织的核酸抽提液中的 PSTVd。该法不但

可增加检测速度, 且无需构建探针和分子杂交, 灵

敏度高, 样品用量少, 是核酸杂交检测技术很好的

补充, 但其操作需要一定技术, 有时易出现假阳性

反应, 且检测费用较高, 检测样品数量有限。

2 类病毒的防治

类病毒作为一种外来的自主复制的小分子核

酸, 通过干扰寄主代谢而引起症状。因此类病毒致

病有其不同特点 : 首先 , 易造成不显性感染 ; 其

次, 从侵染到发病潜伏期长; 第三, 类病毒具有极

高稳定性, 且传染性强, 极易机械传播; 第四, 不

同株系之间有干扰作用 , 即交叉保护作用 ; 第五 ,
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类病毒 RNA常和染色质结合 , 多分布于生长旺盛

的分生组织 , 造成系统侵染。这些特点使 PSTVd

不易诊断, 防治困难。

2.1 !" PSTVd#$%&’, )*+,-.
筛选无 PSTVd植株, 建立无 PSTVd的无性系,

借以汰除基础种薯和实生种子亲本的 PSTVd。该方

法是目前防治此病传播的切实可行途径。用已建立

的 R- PAGE 技术、NASH 技术准确检测存在的

PSTVd- RNA。在防治策略上 , 首先从所有主栽品

种的基础种薯中汰除 PSTVd, 并在种质资源评价、

育种亲本选择、品系鉴定中引进 PSTVd 检测措施

才能有效防治 PSTVd带来的经济损失。

2.2 /01-, )*/023
抗性育种是防治病毒病的一个重要方法。

Singh 和 Slack[42]对 81 个样品进行 PSTVd 弱系和强

系抗性试验 , 反应从无症状到明显症状有很大变

化 , 但没有发现过敏性植株, 因而使用抗性材料不

可行, 因为一旦侵染, 它将成为一个毒源起危害作

用。后来 , Singh[18]报道了两个对 PSTVd 汁叶接种

的有抗性的 S. berthaultii无性系材料。

2.3 4*56789:
核酶( ribozyme) 是能催化或特异切割 RNA的一

类小 RNA分子 , 通过对 mRNA的切割 , 具有抑制

基因表达作用, 因此成为控制病原物基因和其它有

害基因的有力手段。近年来, 国内外许多实验室利

用核酶控制 PSTVd 研究[43, 44], 应用植物基因工程技

术将核酶转入马铃薯 , 经抗性筛选获得抗 PSTVd

侵染的基因工程马铃薯[45]。

3 结 语

马铃薯纺锤块茎类病毒是危害我国马铃薯生产

和实生种子( TPS) 品质的重要病害 , 是我国种薯生

产和实生种子利用中急待解决的主要问题。在利用

抗性育种和基因工程育种没有得到很好应用的形式

下,通过严格鉴定汰除 PSTVd, 筛选无类病毒种薯

进行种薯生产, 建立严格科学的种薯生产体系是防

治该病的有效途径。目前, 在种薯生产上国外很多

国家和地区普遍采用核酸斑点杂交( NASH) 技术进

行类病毒的常规检测, 和其他检测技术相比, 该方

法具有一次性检测样品数量多, 检测灵敏度高等优

点, 适合于异地取样和大批量样品检测。在没有实

验条件的地方( 如田间等) , 可直接将样品点在膜

上, 样品可在膜上长期保存。目前, 我国已进行一

些相关检测技术的研究, 但还没有形成相关的检测

商品试剂盒。因此应尽快研制出使用方便、操作简

单的类病毒检测试剂盒, 以满足国内种薯生产检测

及科研的需要。
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