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摘　要：快速、准确地定性或定量检测马铃薯植株中病毒、类病毒的种类和数量是有效地控制马
铃薯病毒病害的需要�也是马铃薯种薯品质的重要保证。本文就马铃薯病毒检测和病害早期诊断的分
子检测新技术的基本原理和研究进展作了较为详尽的介绍与评价。
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　　在马铃薯生产中�普遍存在的病毒和类病毒虽
然有十几种�但在我国广大马铃薯产区危害马铃薯
的五种主要病毒分别为马铃薯 X 病毒 （PVX）；马
铃薯 A病毒和 Y 病毒 （PVA�PVY）；马铃薯 S 病
毒 （PVS）�马铃薯卷叶病毒 （PLRV）；以及马铃
薯纺锤状块茎类病毒 （PSTVd）。因马铃薯栽培品
种的抗性差异�在不同地区几种马铃薯病毒病往往
混合发生�传统的常规生物学鉴定方法固然可靠�
但检测周期较长�费时费事；而以病毒包被蛋白抗
原及其用免疫动物制备的多克隆或单克隆抗体反应

为基础的血清学检测法�虽然提高了马铃薯病毒病
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检测的灵敏度和特异性�但对于某些含量极少的韧
皮部病毒仍显得不够灵敏�也存在操作步骤烦琐等
不足；近年来迅速发展的以病毒核酸为对象的分子
检测技术�以其快速、特异和灵敏性高的优点�在
包括马铃薯等植物种苗病毒病的鉴定中起着愈来愈

大的作用�为脱毒种苗和病毒的同期检测提供了新
的诊断工具。
1　常规的检测方法

马铃薯病毒的检测�最开始是通过观察植物症
状判断所带病毒种类�这样往往不准确。后来采用
指示植物法�但指示植物法历时长�并且要求严格
的环境条件［1］。免疫学检测法的发展则显著提高了
马铃薯病毒检测的精确度�其中包括 IG 指示试纸
法、免疫吸附电子显微术（ISEM）、ELISA法等［2］。
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ELISA是本世纪70年代发展起来的一项免疫酶法
与固相吸附相结合的免疫技术�自 Casper （1977）
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。其依据是产生一
个抗体-酶结合体�而这两种分子仍各自保留其本
身的特性�抗体附于抗原上�而酶则进行检测放大
和反应结果。ELISA 又分为双抗夹心法 （DAS-
ELISA） 和斑点免疫检测法 （Dot-ELISA 或 DIA）�
双抗夹心法 （DAS-ELISA） 在微量滴定板上进行
反应�它包括常规 DAS-ELISA 和快速 DAS-
ELISA。刘卫平等采用快速法检测了马铃薯 PVX、
PVY 病毒［3］�白艳菊等应用快速 DAS-ELISA同时
检测 PVX、PVY、PVS、PVM、PLRV5种马铃薯
病毒［4］�快速法比常规法操作简便�节省时间、
材料�重复性好�结果可靠。斑点免疫检测法
（Dot-ELISA或 DIA） 是以纤维素膜 （NCM） 为固
相载体�应用双抗体夹心法检测马铃薯病毒�其灵
敏度高于 DAS-ELISA。张国柱 （1991） 用 Dot-
ELISA对马铃薯主要病毒 PVX、PVY、PLRV 进
行了检测［5］�孟清等 （1993） 用这种方法检测了
马铃薯 PVX、PVY 和 PVS 病毒［6］。结果都表明�
Dot-ELISA 比 DAS-ELISA 灵敏度高�而且经济简
便�快速直观�是一种比较理想的检测方法。而近
年来发展的分子检测方法�如核酸斑点杂交技术和
RT-PCR�使马铃薯病毒检测的灵敏度和准确性又
提高了一大步。
2　核酸斑点杂交技术 （NASH）

核酸斑点杂交技术 （Nucleic Acid Spot Hy-
bridization�NASH） 是依据探针与病毒或类病毒核
酸相杂交的原理进行检测的�探针带有放射性或非
放射性标记。杂交在固体或液体支持物上进行�比
如硝化纤维素膜或尼龙膜�马铃薯病毒和类病毒的
检测�一般使用固体支持物硝化纤维素膜。典型的
NASH包括以下几个步骤：样品的制备和膜的准
备；样品固定和预杂交；洗去剩余的探针；放射自
显影。马铃薯病毒和类病毒属于正意单链 RNA�
在制备单链 cDNA 时�用依赖 RNA 的 DNA 聚合
酶将 RNA反转录为 cDNA�cDNA 插入细菌质粒�
克隆后可以得到大量的病毒或类病毒 cDNA 探针。
最初�分子探针使用放射性标记�后来在马铃薯
PSTVd和病毒检测中应用非放射性标记�使用非

放射性标记 （生物素或非生物素） 探针检测的灵敏
度相当于放射性探针标记。试验表明�DIG （地高
辛配基） 标记的 DNA 探针与 P32标记的探针具有
同样的灵敏度�但磺化生物素和过氧化物标记的探
针在检测 PVS、PVX、PVY 时灵敏度不高［7］。
DIG探针检测目的基因是依据抗 DIG 碱性磷酸酶
结合地高辛�水解特定的酶物质�产生有颜色或化
学发光物质［4］。
2∙1　马铃薯类病毒的核酸检测

核酸斑点杂交技术 （NASH） 最初由 Owens和
Diener （1981） 设计用于检测 PSTVd 的。类病毒
不具有外壳蛋白�不能用免疫学方法检测�用指示
植物检测�需要占用大面积温床�费力费时�而且
灵敏度也不高。80年代初期�Pfannenstiel （1980）
和 Morris （1978） 建立了检测类病毒的聚丙烯酰胺
凝胶电泳法�并用于筛选马铃薯核心种薯�但存在
灵敏度较低的缺点。此后�Schumacher （1986） 和
Singh （1987） 利用类病毒核酸在高温条件下变性、
迁移率变慢这一特点�建立了双向聚丙烯酰胺凝胶
电泳法�提高了鉴定类病毒的准确性。崔荣昌等
（1992） 用双向电泳法检测了 PSTVd ［8］。但这些方
法的灵敏度和精确性都远不及酸斑点杂交检测技

术。NASH是目前国际上较先进的一种检测方法�
它已被一些国家列为检测 PSTVd 的标准检测方
法。李学湛等应用 NASH 检测了马铃薯类病毒
（PSTVd）［9］�结果表明�NASH 法具有省时、灵
敏度高、简单方便、样品可以在杂交膜上长期保存
等优点。
2∙2　马铃薯病毒检测

现在�NASH 应用已扩大到病毒检测。Maule
（1983） 和 Baulcombe （1984） 报道了他们应用
NASH检测病毒。后来相继有报道用 NASH 方法
检测马铃薯 PVX、PVS、PLRV�但休眠种薯中的
病毒�检测灵敏度还不高�尤其对于 PVY 和
PLRV。与血清学相比�杂交分析的一个主要优点
在于它有可能使用全部或部分病毒基因组制备预定

特异性的探针�而血清学方法是基于检测病毒外壳
蛋白抗原决定基因�它的顺反子只代表了基因组的
一小部分。Querci等 （1993） 将特异性检测血清型
PVX-A （Andean） 或 PVX-O （普通系） 的两个核
酸探针连接在一起形成一个新探针�它能够用这两
种血清型中任何一种检测 PVX 的分离株系。在病
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毒检测中�影响到检测结果的有以下几个方面的因
素�首先是提取的病毒 RNA 的质量�其次是探针
的大小［10］。研究表明�从 PVYN 基因3＇端克隆的
0∙5、1∙2、2∙5和3∙25kb 的探针�其中3∙25kb
大小的探针的灵敏度足以检测到5pg RNA�对于
更小的探针如0∙25kb�则需要1000pg 或者更多
的 RNA�因此使用较大的探针可以提高灵敏度。
另外�Welnicki （1994） 用多重探针在西红柿、烟
草和马铃薯叶片上同时检测了马铃薯病毒 （PLRV
和 PVY） 和 PSTVd�试验中的分子探针用三种病
原菌的 cDNA片段克隆制成�探针用非放射性地高
辛标记�同时检测三种病原菌�但对于休眠种薯还
有一定的局限性。对于同步检测多种病毒或类病
毒�RT-PCR灵敏度较高。
3　聚合酶链式反应 （PCR）
3∙1　RT-PCR

聚合酶链式反应 （polymerase chain reaction
PCR） 是一种以指数形式扩增特定 DNA 序列的检
测方法。在检测病毒 RNA 时�通过反转录合成
cDNA�然后对 cDNA 进行扩增。RT-PCR （反转
录 PCR） 方法可以用于检测各种植物感染的类病
毒、病毒、植原体、细菌、真菌、线虫等。在马铃
薯病毒检测中�ELISA 相对 PCR 来说既耗时�又
不能检测休眠种薯所带的病毒�其灵敏度也大大低
于 PCR。对于某些病毒的检测�如 PLRV�由于
PLRV 局限于寄主的韧皮部中且浓度极低�应用
ELISA不足以用来对其进行可靠的病毒诊断、病
毒流行或病毒与寄主和蚜虫相互关系的研究。近年
来随着现代分子生物学技术的发展�聚合酶链式反
应已在植物病毒的检测上得到了迅速的推广应用�
采用 PCR法可检测出植物组织中含量极低的病毒
RNA�灵敏度高�特异性强�随着目前面市的自
动 PCR仪的推广�在不久的将来 PCR将成为植物
有害生物定量检测的首选技术。
3∙2　RT-PCR的影响因素

典型的 RT-PCR方法包括引物的设计与合成、
反向转录合成 cDNA、PCR反应混合液的配制、靶
核酸扩增、DNA 条带检测。RT-PCR 除了受提取
的核酸质量影响外�还受到提取物中多酚和多糖的
抑制［12］。研究表明�稀释核酸的浓度、改变核酸
抽提方案 （用异丙醇沉淀 RNA）、在 RT 阶段加入

PBS-Tween20可以消除抑制物质的影响［13］。也有
实验表明�在提取缓冲液中加入柠檬酸可以去除大
部分多酚�包括马铃薯病毒提取液中的氯原酸［14］。
另外一个影响 PVY 检测灵敏度的因素是扩增片段
的大小�从 PVYO 的5＇ 端编码序列�可以得到
1040、690、412、217bp 的扩增产物�从 PVYO
的3＇ 端编码序列�则可以得到1016、704、388、
249bp的扩增产物�这表明设计的引物不同其检
测灵敏度也有所不同［15］。1016bp 和1040bp 的引
物可以检测到1～10pg PVYO RNA�用扩增片段
为217和249bp 的引物则可以检测到1fg RNA�
在灵敏度上增加了103倍。这说明扩增片段较小�
灵敏度会较高［11］。
3∙3　检测蚜虫体内的 PVY 和 PLRV 病毒

两种最普遍病毒 （PLRV 和 PVY） 都是通过
蚜虫传播的。蚜虫从感染 PLRV 的植物上获毒后
（几分钟到几个小时）�便可终生带毒。Smith
（1993） 和 Hadid （1993） 用 NASH 和 RT-PCR 方
法检测了5～10头蚜虫携带的 PLRV ［16］。实验表
明�用 RT-PCR 方法�在带有马铃薯 PLRV 病毒
的植物上取食5min的蚜虫�有13％能检测出带有
PLRV 病毒；长期取食带 PLRV 植物的蚜虫�有
90％能检测出 PLRV 病毒。Singh 用 RT-PCR 方法
检测出和与29只不带毒的蚜虫混在一起的单只带
毒蚜虫�并可以从采集到的新鲜蚜虫、冰冻 （－
70℃） 存储的蚜虫或室温存储在70％酒精中长达6
年 的 蚜 虫 体 内 检 出 病 毒。这 些 蚜 虫 包 括
M∙persicae （桃蚜）�鼠李蚜 （ Aphis nasturtii） 和
马铃 薯 （ Macrosiphum eaphorbiae ） 蚜 虫。与
PLRV 相比�蚜虫对于 PVY 是非持久传毒的�通
过RT-PCR 方法表明�在控制条件下�40％的桃
蚜和15％的鼠李蚜带 PVY 后�可以检测出来。在
采集到的新鲜蚜虫或在70％酒精中储存45天的蚜
虫里也可以检测到 PVY 病毒［17］。
3∙4　RT-PCR的发展方向

利用 RT-PCR 检测马铃薯病毒、类病毒研究
进展很快。近年来�由一次只能检测一种病毒的
单一 RT-PCR 发展到可以同步检测两种至多种病
毒的单重、双重�甚至多重 RT-PCR�而且在试
验条件的优化方面也做了很大的改进。我国李浩
戈等用 RT-PCR 检测了马铃薯 Y 病毒［18］；吴志
明等用 RT-PCR 检测法快速检测了马铃薯卷叶病
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毒［19］�他们都是采用的单一 RT-PCR 法�随着
RT-PCR 技术的发展�后来又发展了双重、多重
PCR�这样就可以同时检测多种马铃薯病毒和类
病毒�从而节约了时间、资金�并提高了检测速
度和灵敏度。Nie 用寡核苷酸 （dt ） 作为公共引
物�同步检测了多种马铃薯病毒［21］；在实验条件
的优化方面�由经典的双酶两步 RT-PCR （不连
续）�即在试验中�反转录 （RT） 和 PCR 反应分
为两步完成�先反转录合成 cDNA�再用部分单
链 cDNA 作模板进行 PCR 扩增�向单酶一步 RT-
PCR （连续） 发展。一步 RT-PCR 将彼此分离的
RT 和 PCR 两个步骤合二为一�整个反应过程在
一个 PCR 管中进行。但需要对检测样品进行适当
的处理以去除不同样品中可能带有的抑制物。
Mallet 等 （1995） 就采用 AMV-RT 和 Taq DNA
聚合酶将一步 RT-PCR 和两步 RT-PCR 作了比
较�一步 RT-PCR 排除了在将 cDNA 转至 PCR 反
应混合体系过程中可能出现的交叉污染和体积变

化。简化的一步法还避免了逆转录酶反应结束阶
段的变性过程中可能出现的 cDNA 蒸发。现在�
马铃薯病毒、类病毒 RT-PCR 检测正在朝这方面
发展�从而为高通量、多靶标马铃薯病毒检测试
剂盒的研制奠定基础。
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