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1　前　言
马铃薯纺锤块茎类病毒 （Potato Spindle Tuber

Viroid�简称 PSTVd） 是引起马铃薯纺锤块茎病的
原因�该病害发现于1922年�但直到1967年及以
后的研究中才发现该病由一种叫类病毒的病原引起

的。分布十分广泛�是危害我国北方马铃薯生产的
重要病害之一�严重影响马铃薯的质量和产量�一
般弱系可造成减产20％～35％�强系可达60％。
对其检测有指标植物方法 （利用指示植物鲁格斯番
茄 Rutgers�新莨蓿等）�在我国�目前较常用的检
测方法为聚丙烯酰胺凝胶电泳法�而随着分子生物
学的发展�杂交技术已广泛应用于核酸分析中�核
酸斑点杂交法 （NASH） 作为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�它的应用已扩大到病毒检测�本
文就利用荧光标记探针�通过斑点杂交非放射性检
测 PSTVd方法做一些详细的介绍。
2　NASH方法的原理

核酸斑点杂交技术最初用于在液体内形成

RNA和 DNA的杂交分子。现在�将含有核酸的溶
液 （如感染了病毒和类病毒的提取液） 点在硝化纤
维素膜上�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 DNA 重组体方
法。和探针一起孵育之后�在膜上的核酸形成杂交
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分子�探针可用放射自显影检测出来。
所有已知的生物和许多病毒的遗传材料是

DNA�但大量病毒 （包括类病毒 PSTVd） 的遗传
材料是 RNA。核酸的变性和解链是两条链分离的
过程。在适当的条件下这种变性是可逆的�而复性
是用来描述两条分离的互补链恢复为碱基配对的双

螺旋链的能力�这个过程经扩展可使任何两个互补
核酸退火。当不同来源的核酸退火时�反应被称为
杂交。

两段核酸序列之间的互补程度将决定形成的杂

交分子的特异性。因此�在部分病毒和类病毒核酸
与它的互补链之间形成的杂交分子的特异性最大�
而在这样的核酸和其它病毒株系互补链之间形成的

杂交分子特异性较低。因为两个无关的病毒 （类病
毒） 核酸通常具有最多的不同序列�一条它们的互
补链将无法与其它的病毒核酸退火�从而无法形成
杂交分子。
3　试验方法
3∙1　样品制备
3∙1∙1　叶、芽样品

采集样品于塑料袋中�加入适量提取缓冲液
（1∙0ml／0∙5g组织） 研样 （提取缓冲液为37％甲
醛�10×SSC）�然后移入 Eppendof 管�加入等量
苯酚／氯仿 （各1／2体积）�混匀�12000rpm 离心
5min。吸取4μl上清液于尼龙杂交膜上将点样膜
置于80℃烘烤1h或用紫外交联仪处理5min。
3∙1∙2　种子样品

取足量种子 （约50粒） 放入试管中蒸馏水浸
泡过夜�倒掉蒸馏水�在研钵中加0∙5μl 提取缓
冲液研样�研液倒入 Eppendof 管中�加入等量苯
酚／氯仿各1／2体积�混匀12000rpm 离心5min�
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吸取4μl 上清液于尼龙杂交膜上�并将点样膜置
于80℃烘烤1h或用紫外交联仪处理5min。
3∙2　预杂交和杂交

点样膜装入杂交塑料袋中�加入所需体积的杂
交缓冲液 （5XSSC�1／20封膜液�0∙1％／SDS�
5％ （W／V） 硫酸葡聚糖0∙15ml／cm2杂交膜） 至
60℃。注入盛有点样膜的塑料袋中�恒温预杂交
1h。然后将探针移入 Eppendof 管 （2μ／ml杂交缓
冲液）。不足20μl�则用蒸馏水调至该体积�沸煮
使之变性�5min后置于冰上骤冷。将变性探针注
入预杂交缓冲液中 （不要加在膜上）�密封塑料袋�
混匀�60℃轻缓振荡杂交1h。
3∙3　漂洗、封闭和抗体孵育
3∙3∙1　漂洗

将洗液Ⅰ （1XSSC�0∙1％ （w／v） SDS） 预热
60℃�放入点样膜 （2～5ml 洗液／cm2杂交膜）�
恒温轻缓振荡15min�在上述温度下进行第二次
漂洗5min�再使用预热的洗液Ⅱ （0∙5×SSC�
0∙1 （w／v） SDS）。
3∙3∙2　封闭

室温下将点样膜在封闭缓冲液 （1ml／cm2杂
交膜） 中孵育1h�封闭液按1∶10稀释液 （100
mM Tris-HCl�300mMNaCl�pH9∙5） 稀释。
3∙3∙3　抗体孵育

用现配的0∙5％BSA稀释缓冲液稀释抗荧光素
碱性磷酸酶酶标抗体至500倍�将点样膜放在稀释
后的酶标抗体溶液中 （0∙3ml／cm2杂交膜） 于室
温下轻振1h。

3∙3∙4　最后漂洗
室温下�用0∙3％ （w／v） 吐温浸泡10min�

轻轻振荡洗脱没有结合的抗体�重复3次。
3∙4　信号产生和检测
3∙4∙1　信号产生

去掉膜上多余洗液�向膜上加底物 CDP-Star
（30～40μl／cm2杂交膜）�静置5min。揭起杂交膜
除去多余底物�夹在显影夹 （2层透明的较硬塑料
板中） 滚压挤出多余底物和气泡�用热塑封口器密
封�在暗室内 （15W 以下的红灯） 将 Kodak×－
OMAT×AR－2胶片放在点样膜上�可夹在二个
硬纸板中间�曝光1h。取出胶片在 Kodak 显影液
中浸2min取出用清水冲洗后�放入 Kodak定影液
中处理2min�用水冲洗后凉干或烘干。
3∙4∙2　结果判读

在柯达胶片上有明显黑色圆斑的为阳性反应�
没有现象的为阴性反应。
4　核酸杂交方法的优点

①省时。通常一个实验可在1d 完成�每次检
测可根据自己的需要确定检测样品的数�最多一次
可测上百个样品。

②灵敏度高。NASH可检测少至0∙33pg的类病毒。
③简单方便。可进行异地取样�在样品提取上

也可直接用样品的汁液点在杂交膜上�在没有条件
做此实验的地方�可以进行远地方取样�然后邮寄
运输到有条件的单位进行检测。

④检测样品可长期保存在杂交膜上。
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