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分子生物学技术在马铃薯病毒检测中的应用

吴兴泉�陈士华�吴祖建�林奇英�谢联辉
（福建农林大学植物病毒研究所�福州�350002）

摘　要：直接应用于马铃薯病毒检测的分子生物学技术主要有：RT-PCR 检测技术、指示分子-
NASBA检测技术、核酸杂交检测技术三大类�以 RT-PCR技术应用最为广泛。另外病毒外壳蛋白基
因的克隆与表达、DNA介导的抗体制备及病毒单链抗体片段筛选等技术在马铃薯病毒免疫学检测技
术中也有成功的应用�并解决了传统免疫学方法难以解决的抗原制备问题�使后者更具应用前景。
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　　 马铃薯病毒病是马铃薯上非常重要的一类病

害�分布于世界各马铃薯种植区。可导致马铃薯退
化�降低产量�严重时减产可达80％以上。是当
前马铃薯生产中的主要限制因子。在我国由北向南
马铃薯带毒率逐渐增高�造成我国中部和南部地区
不能自行留种�必须从北部发病轻的地区调种�造
成巨大的经济损失。可侵染马铃薯的病毒种类繁
多�以马铃薯命名的病毒就多达16种［1］。其中最
重要的有马铃薯卷叶病毒 （Potato Leafroll Virus�
PLRV ）、马铃薯 Y 病毒 （Potato Virus Y�PVY）、
马铃薯 X病毒 （Potato Virus X�PVX）、马铃薯 A
病毒 （Potato Virus A�PVA）、马铃薯 S 病毒
（Potato Virus S�PVS）、马铃薯 M 病毒 （Potato
Virus M�PVM） 等。在田间�很多马铃薯病毒病
表现的症状相似�而对于同一种病毒病在不同条件
下的症状又会出现很大变异�给这类病害的田间诊
断带来很大困难。建立快速、准确的马铃薯病毒检
测技术是保证种薯安全调运和种薯成功脱毒的关

键�具有重要的现实意义。随着分子生物学技术的
发展�很多试验技术日趋成熟�为马铃薯病毒的快
速、准确检测提供了有用的工具。下面对近年来分
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子生物学技术在马铃薯病毒检测技术中的应用情况

做一评述。
1　马铃薯病毒分子检测技术

直接应用于马铃薯病毒检测的分子生物学技术

有反转录－聚合酶链式反应 （Reverse transcription-
polymerase chain reaction�RT-PCR） 技术、核酸杂
交 （Nucleic acid hybridization） 技术、指示分子－
核酸序列扩增 （Molecular Beacon-Nucleic acid se-
quence based amplification�NASBA） 技术等。

病毒 RNA 的成功提取是运用这些技术的前
提。目前病毒 RNA 提取方法主要有两类：一是先
提纯病毒�再从提纯病毒中提取病毒 RNA；二是
直接提取带毒寄主植物总 RNA作为病毒 RNA。随
着研究的深入�病毒 RNA 提取技术也在不断改
进［2�3］。有研究发现植物组织中的酚类物质对 RT-
PCR有抑制作用�所以在提取植物 RNA 时�很多
步骤都用来去除酚类物质。Singh 等［4］最新研究证
实在 RNA提取缓冲液中加亚硫酸钠可改进核酸提
取质量�而且在提取液中不需使用蛋白酶 K�从而
降低了费用。
1∙1　RT-PCR检测技术

RT-PCR检测技术在马铃薯病毒分子检测技术
中应用最广。RT-PCR 检测技术具有简单、快速、
灵敏、特异性强、重复性好等优点�仅用微量感病
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组织汁液即可灵敏地检测到病毒的存在。此类技术
不仅可以在基因水平上为植物病毒的检测提供更灵

敏的手段�而且可与核酸序列分析结合�检测基因
序列的分子变异�分析病毒株系间的序列同源性�
比较亲缘关系�为病毒的鉴定提供可靠依据。目前
该项 技 术 已 分 别 应 用 于 PVY ［5］、PVA ［2�6］、
PLRV ［3］、PVS、PVX ［7］等的病毒的检测中。

合理的引物设计是成功应用该项技术的关键。
如对某种病毒进行检测�所选病毒基因组中的靶序
列应为该种病毒的特异保守序列�对于株系间分子
变异大的病毒尤应注意。如对同种病毒的不同株系
进行检测�则应选择该株系的特异序列区进行引物
设计［8］。

在田间�马铃薯病毒常常复合侵染�为实现对
同一样品多种病毒检测的同时检测�先后建立了
duplex-RT-PCR ［9］、 M-RT-PCR ［7�10］、 CF-RT-
PCR ［11］等技术。m-RT-PCR 技术与常规方法的主
要区别在于： （1） 以 oligo （dT） 或随机引物作为
公共引物进行反转录［7］。 （2） PCR 反应体系中使
用多对病毒特异性引物�同时扩增多种病毒各自不
同的特定基因片段�且各扩增片段间大小各不相
同；（3） 凝胶电泳检测时根据电泳条带的多少和大
小即可判断病毒的种类�实现对多种病毒的同时检
测。CF-RT-PCR技术中使用的各病毒特异性引物
分别采用不同的荧光染料标记�不同病毒的 PCR
产物释放的荧光颜色不同�根据荧光颜色来判断样
品中病毒的种类和多少。

免疫捕捉-RT-PCR （IC-RT-PCR） 检测技术是
免疫学技术与 RT-PCR 技术相结合建立起来的检
测技术［12］。该技术不需进行病毒 RNA的抽提�操
作更容易�并且在不破坏病毒粒体的情况下�既可
实现病毒的检测。该方法中的病毒特异性抗体可用
依赖于 dsRNA 的单克隆抗体替代�为不具备病毒
特异性抗体或采用免疫学技术很难检测的病毒提供

了一个可行的检测方法。其灵敏度与典型的 RT-
PCR检测技术相同。
1∙2　指示分子 NASBA技术

NASBA技术是以 RNA 转录为基础的等温扩
增方法 （图1）�适用于 RNA分子的扩增�一般可
通过分子杂交判断扩增结果。此方法在有双链
DNA存在的情况下也可实现对单链 RNA的特异扩
增�具有高度的特异性�目前已成为医学上检测

RNA病毒的首选方法。

图1　NASBA法扩增 RNA的基本原理
指示分子是一条寡聚核苷酸链�具有茎环结构�

其环部包含被检样品靶核苷酸序列的互补序列；茎
部为双链结构�一条臂的末端用的荧光染料报告子
（Reporter） 标记�另一臂的末端连接无荧光的淬灭
子 （Quencher）。在未杂交状态下�报告子与淬灭子
结合�报告子中的能量转移到淬灭子上以热能的形
式释放出来�因此不发荧光；当指示分子与靶核苷
酸杂交后发生构象变化�报告子与淬灭子分离而释
放荧光。所以通过荧光的有无即可判断检测结果
（图2）。Gionata等［13］设计合成了与 PLRV特定 RNA
序列互补的指示分子�并应用于 PLRV RNA 的
NASBA扩增反应中�结果发现在阳性反应中�随时
间的延长荧光强度呈指数曲线形式增加�而在阴性
反应中荧光强度无变化。另外样品中病毒 RNA含量
高时�反应过程中荧光强度增加的速度快�反之则
慢。因此利用此技术不但可实现病毒的检测�而且
可对样品中病毒浓度进行分析。此技术检测灵敏度
与 Northern blots相同近几年来该技术已被广泛用于
马铃薯病毒检测中�并得到不断改进。目前利用该
技术可以对多种不同病毒和同种病毒的多个不同株

系进行同时检测［14～15］。Leone利用免疫捕捉技术对
PLRV进行纯化后�利用此项技术也实现了对 PLRV
的特异性检测�并证明其灵敏度与常规指示分子-
NASBA技术相同［16］。
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图2　指示分子检测核酸的原理
1∙3　核酸杂交检测技术

根据互补的核酸单链可以相互结合的原理�将
一段病毒核酸单链以某种方式加以标记�制成探
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。NASH 检测技术
通常采用地高辛 （DIG） 标记的病毒特异性探针直
接对待测样品 RNA进行检测。研究表明 NASH检
测技术比 ELISA 法更灵敏�更可靠�适于检测大
量样品。对病毒或类病毒的侵染诊断更为有用�但
其灵敏度和特异性较 RT-PCR 差［17�18］。PCR 微量
板杂交检测技术是 RT-PCR 技术与核酸杂交技术
相结合建立起的一种病毒检测手段。其基本原理是
通过 RT-PCR 扩增病毒特定基因片段�再利用地
高辛标记的 cDNA 探针杂交对 RT-PCR 产物进行
检测�利用带有探针的杂交核酸指示病毒的存在。
有研究表明 RT-PCR产物稀释100～125倍后进行
杂交反应�检测效果最好。该技术的灵敏度较高�
是 ELISA的104倍�特异性也比普通 PCR 强。近
期研究发现核酸杂交检测技术中所用探针越大�灵
敏度越高［19～20］。
2　分子生物学技术在病毒免疫学检测技术
中的应用

　　目前免疫学技术在马铃薯病毒检测中应用最广

泛。快速制备大量的高纯度的抗血清是该项技术成
功应用的关键。传统生物学中以提纯病毒粒体为抗
原制备抗血清�此方法存在很多弊端�如一些病毒
在寄主体内含量较低�难以提纯获得足够的抗原；

还有一些病毒分离提纯困难不易得到纯化的病毒粒

子�以此为抗原制备的抗血清含有寄主蛋白抗体�
检测时会产生假阳性反应�很难准确判断反应结
果。近年来�随着分子生物学技术的发展�新技术
不断产生并应用于病毒特异性抗血清的制备中�给
马铃薯病毒免疫学检测技术的发展带来新的曙光。

有研究表明通过基因工程技术克隆病毒外壳蛋

白基因�并使其在原核细胞中表达�以表达产物作
为抗原可制备得到高特异性抗血清。此方法克服了
以提纯病毒为抗原制备抗血清时的种种弊端�所构
建的工程菌株可在冰箱中长期保存�根据需要可随
时诱导基因表达产生足够的抗原用于抗血清的制

备［21］。
Wolff 等报道将提纯的 DNA 质粒注射到小鼠

体内可导致报告基因的大量表达［22］。进一步研究
发现含编码病毒蛋白基因的 DNA 质粒可诱导动物
产生免疫反应并可用于制备该蛋白的特异性抗血

清［23］。目前已知外源 DNA可诱导小鼠、家兔等多
种动物产生免疫反应�可用于诱导免疫反应的
DNA 有多种类型：如裸 DNA、DNA-脂复合物、
DNA包被的金粒子等；免疫动物时可采用肌肉注
射、静脉注射、皮下注射、烟雾处理等多种形式。
Hinrichs［24］等利用此技术制备了 PVY P1和 TMV
CP 的抗血清。结果表明含 PVY P1基因的质粒可
诱导动物产生 P1蛋白的特异性抗血清�但抗体浓
度较低�而 TMV CP 基因却可快速诱导动物产生
高抗体浓度的抗血清�原因可能是 TMV CP 基因
中包含特效免疫序列 （Immunostimulatory DNA se-
quences�ISS）［25］。有报道认为在利用DNA介导的
抗血清制备技术时将 DNA 与高效表达载体连接或
在 DNA序列中引入 ISS 可增强免疫反应�提高抗
血清效价；改肌肉注射为静脉注射或皮下注射也可
增强免疫反应［26］。该技术具有以下优点： （1） 不
需提纯蛋白质�节省时间和人力；（2） 避免了蛋白
质提纯时的改变和抗原决定簇的的丢失；（3） 可减
少对动物产生的伤害［27］。但目前该项技术还需进
一步研究完善。

使用抗菌素展示库 （phage display library） 技
术可筛选得到几乎任何抗原的抗体片段［28］。Harp-
er等［29］利用此技术筛选得到了 PLRV 的单链 Fv
抗体片段 （ single chain Fv antibody fragment�
scFv）。核苷酸序列分析表明此 scFv 片段属于人类

·177·分子生物学技术在马铃薯病毒检测中的应用－－－吴兴泉�陈士华�吴祖建等



V （H） 3基因组。将此基因克隆并诱导表达�所
产生的 scFv-碱性磷酸酶融合蛋白可直接用于
PLRV 的检测。目前类似的研究很多�但筛选得到
的抗体片段仅具有中等亲和力。有证据表明通过增
加抗菌素库的差异性可直接筛选得到具有高亲和力

的抗体片段［30］。Vaughan［31］发现再筛选过程中通
过调控抗原包被条件或使溶液中形成抗菌素-抗原
复合物也可筛选得到具高亲和力的抗体片段。依据
上述研究结果 Boonham ［32］等改进筛选技术得到了
具有高亲和力且具株系特异性的 PVYO 抗体片段。
目前此项技术已逐渐成为免疫学研究中的热点。
3　讨论与展望

马铃薯病毒检测技术经历了传统生物学检测技

术、免疫学检测技术和分子生物学检测技术三个阶
段。传统生物学检测技术准确、直观、易于操作�
但耗时长�已不能适应生产需要。免疫学检测技术
快速、灵敏�适用于大量样品的检测�但传统免疫
学技术中在抗血清的制备上还有很多不足。随着分
子生物学技术的不断发展�一些技术应用到马铃薯
病毒检测中将是必然趋势。随着 RT-PCR 技术及
相应仪器的普及�RT-PCR技术在马铃薯病毒检查
中的应用也越来越多�是目前应用最广泛、也将是
最有前途的一项分子检测技术。

分子生物学技术与免疫学技术的结合推动了两

种技术的共同发展�这种结合也将是未来发展的方
向。免疫捕捉技术在 RT-PCR 检测技术和指示分
子-NASBA检测技术中的应用�使得在不需提纯病
毒 RNA的情况下�既可完成对病毒的检测。利用
病毒外壳蛋白基因的克隆与表达大量生产高纯度抗

原�解决了传统免疫学技术中的难以解决的抗原制
备问题。DNA介导的抗血清制备技术无须蛋白提
纯既可实现抗体的制备�而单链抗体制备技术无须
免疫动物�直接通过单链抗体片段的筛选及抗体基
因克隆及表达既可完成抗血清的制备。这些分子生
物学技术在抗体制备中的应用为免疫学技术的发展

扫清了障碍。
分子生物学技术在马铃薯病毒检测实践中的应

用�已使得马铃薯病毒的鉴定技术发生了革命性的
变化�也体现了植物病理学向分子水平发展的客观
必然。尽管在检测过程中还存在着诸如检测费用
高�对操作手段和实验仪器要求高�不易推广等缺

陷�但随着人们认识事物的深入、知识积累的增
多�这些问题都将逐步得到解决。
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