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聚丙烯酰胺凝胶电泳方法检测马铃薯类病毒技术的改进

李学湛�吕典秋�何云霞�白艳菊�张儒喜�朱　财
（黑龙江省农业科学院生物技术研究中心�哈尔滨150086）

摘　要：利用往复聚丙烯胺凝胶电泳方法进行类病毒的检测�通过对电泳技术的改进和使用液氮
研磨、加入皂土等方法改变核酸的提取�使该方法在检测灵敏性、准确性、操作性和可行性上都得到
了提高�更有益于该技术的普及。
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1　前　言
马铃薯纺锤块茎类病毒是发现最早的植物类病

毒�它是一种不含蛋白外壳的 RNA 分子�可通过
多种途径传播侵染。目前�对这种类病毒还没有治
疗的办法�唯一的途径就是根除侵染的病株。因
此�有效的控制这种类病毒就需要一种快速、准
确、灵敏、低价�便于操作和判断�并且对人无危
害的检测方法。自从1964年�Raymer等人［1］发现
番茄可以作为马铃薯纺锤块茎类病毒的指示植物以

来�这方面的工作飞速发展�但由于利用番茄接种
鉴定病毒需要5～7个星期和较高温条件�又由于
PSTVd弱系在番茄上发病比较轻微�不易鉴别�
所以准确性不是很高。一些学者如 Schumana 等［2］

对比了聚丙烯酰胺凝胶电泳和番茄生物鉴定

PSTVd的准确性�结果表明聚丙烯酰胺凝胶电泳
比番茄生物鉴定快速、准确。因此�自从 Morris
等人［3］首次把聚丙烯酰胺凝胶电泳法用于马铃薯
纺锤块茎类病毒鉴定以来�聚丙烯酰胺凝胶技术已
成为广大学者研究类病毒所普遍采用的方法。随着
人们对类病毒结构的深入研究�这项技术逐渐完善
起来。目前较通用的方法为往复双向聚丙烯酰胺凝
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胶电泳［4�5］�通过割胶、利用脲和高温进行变
性［6�7］�用苯酚进行提取。随着分子生物学的发
展�核酸斑点杂交技术 （NASH） 被应用到类病毒
检测方面�cDNA 探针和分子杂交技术灵敏可靠�
但是有放射性�需要较高水平的技术人员和较好的
实验条件和设备才能完成�不便于推广应用�并且
NASH方法不能区分 PSTVd强系和弱系。
本实验通过对聚丙烯酰胺电泳技术的改进�不

采取割胶的方式�只利用加热�同样取得了较好的
实验效果。
2　材料与方法
2∙1　材料

取自本单位茎尖脱毒的试管苗40份。
2∙2　方法

采用改进后的往复聚丙烯酰胺凝胶电泳方法进

行检测。
2∙2∙1　核酸的提取

取试管苗植株3cm 长�放在研钵中�液氮研
碎。加1ml缓冲液 （0∙53M NH4OH�0∙013MED-
TA�用 Tris调 pH70�4m LiCl）�再加入 l％皂土
和1ml0∙05M Tris溶液饱和酚 （含0∙1g8-羟基喹
啉）�在整个提取过程中�保持样品温度4～5℃�
然后放入离心管中�在4℃下离心15min�7∙710g�
取上层核酸液加入2倍体积的乙醇�在－20℃放置
30min�然后每个样品中加入20μl的4M 醋酸钠�
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通过离心收集沉淀。在空气中自然干燥�加入高盐
缓冲 液 100μl （40m Mthis�20mMNaAc�2m
MEDTA）�然后�将核酸放入冰箱冷冻保存或直
接用来电泳。
2∙2∙2　电泳 （使用 Hoefer 公司的 SE-600电泳设
备）

在提取的核酸溶液中加入40％蔗糖和10μl溶
有1％的二甲苯兰和1％溴酚兰指示剂。
2∙2∙3　制板上样

将电泳槽固定好�用封口胶 （l％琼脂） 封好�
倒入制好的胶液 （5％丙烯酰胺�0125％的 N�
N’-亚甲基双丙烯酰胺14×16×0∙15cm）。每个
样品孔加入核酸样品15μl。
2∙2∙4　双向电泳

第一次电泳电泳液为1×TBE�电压100V�
电流25mA�电极为从正极到负极�电泳时间为4
hr�电泳在常温下进行�当二甲苯兰指示剂跑到胶
板与琼脂糖封口的交接处时�停止电泳。

第二次电泳�调换电泳电极�电泳温度为65
～70℃�在恒温箱中进行�电泳电压为200V�电
流为75mA�电泳时间为1∙5hr。
2∙2∙5　结果判读

将凝胶放入倒有200 ml 固定液 （10％乙醇�
0∙5％乙酸） 的塑料盘中�振荡10min�倒掉固定
液�加入200ml染色液 （0∙15％～0∙2％硝酸银溶
液）�染色15min�将硝酸银倒回瓶中�用蒸馏水
漂洗4次�每次15 s�再加入200 ml 显影液
（0∙4M NaOH�2∙3 mM 硼氢化钠�0∙4％甲醛）
轻轻振荡�直到显出清晰的核酸带为止�倒掉显影
液�用自来水洗涤凝胶�加入0∙75％碳酸钠溶液
增色�然后将凝胶铺在玻璃板上�进行观察。
2∙2∙6　利用 R．P Sing ［5］h T．J．Morris［6］等人原
有的聚丙烯酰胺电泳方法检测

对40个样品进行检测�比较改进后的电泳方
法的灵敏性和准确性。
3　结果与结论

改进后的方法与 Singh等人的方法不同之处有
如下几点：

a．在核酸提取上�我们采取了液氨研磨样品�
在冷冻的情况下可抑制 Rnase等活性。

b．加入少量皂土螯合剂�可使 RNA 酶活性
失活�保护 RNA。

c．加大上样量�Singh 等人的上样品为6μl�
改进后方法的上样量为15μl。

d．在电泳时�Singh 等人在第一次电泳时用 l
×TBE�在第二次电泳时采用1∶8稀释后的电泳
缓冲液�而我们在二次电泳中均采用 l×TBE 的电
泳缓冲液�不需更换电泳液。因此�使步骤更简
单。

e．另外�在第二次电泳中以往的方法需要恒
温水浴设备或进行割胶�较麻烦�改进后的方法在
恒温箱中进行�不需要恒温水浴等设备�这样可降
低对实验设备的要求。

通过对两种检测方法的比较�可以看出�改进
后的方法检测的结果和原方法一致�在40个样品
中�发现4个阳性反应�其中3个为弱系�l 个为
强系。而改进后的方法在核酸带的颜色上比原方法
更加清晰�原方法的4个阳性反应中�有一个样品
核酸带较模糊。

因此�通过本实验�我们认为改进后的方法在
灵敏度�操作性和可行性上均好于以往的检测方
法�更便于普及应用。
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