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准确
、

简易的检测马铃薯纺锤块茎类病毒

的双向聚丙烯酸胺凝胶电泳技术

姜成模 金顺福 崔哲官 崔永一

�延边州农业科学研究所 龙并市 ������

马铃薯纺锤块茎类病毒 ������� ����
�

��� ����� ������
�

����一��是危害我国马

铃薯生产的重要病害之一
，

一般减产 ���

一 ���
，

有的品种 由于薯形畸变
、

龟裂
，

几乎完全失掉商品价值
。

对类病毒病害的防

治主要靠早期诊断
，

即生产马铃薯原原种用

的基础试管苗要定期检测其带类病毒的状

况
，

肯定不带类病毒后
，

才能用于生产原原

种� 准备脱除病毒的品种材料
，

则首先要检

测筛选出无类病毒的植株或块茎
，

然后再行

脱毒
�

马铃薯纺锤块茎类病毒是共价闭合的环

状核糖核酸分子
，

在天然状态下为类似于棒

状的结构
，

而在变性过程中成为打开的环状

分子
�

这种环状分子在 ��的聚丙烯酞胺凝

胶中的迁移率比相同分子量的寄主线状核酸

分子慢得多
，

利用这一性质
，

在变性条件下

电泳可将类病毒核酸和寄主核酸在凝胶中分

开
，

染色后识别
，

达到检测鉴定类病毒的口

的
�

����
·

年 ����� ����� 〔 ’〕 基于上述原理

建 立 了 双 向 聚 丙 烯 酸 胺 凝 胶 电 泳 法

����������������������������� ����������

检测类病毒的技术
�

���� 年他又建立了往

复 聚 丙 烯 酞 胺 凝 胶 电 泳 法 ������

��一����������� ������������������� 检 测

类病毒技术 ���
�

我们在使用 国产普通 电泳仪 ����一

��� �� 型
，

最高电压 ���伏
，

最大电流 ���

毫安�和电泳槽 ����一����� 或 ��型夹芯

式电泳槽�
，

用往复电泳法检测类病毒试验

过程中发现�

�
�

凝胶板上的类病毒核酸带扩散
，

着

色浅
，

不易辩认结果
，

检测结果的重复性也

不好
，

尤其是类病毒含量低的样品
，

检测的

重复性更低
。

�
�

第二向电泳时
，

由于其电极缓冲液

要保持 ��一��℃ 的高温
，

用水浴或其它方

法加温时
，

电泳槽常漏水
，

使用几次以后电

泳槽常变形损坏
�

因此
，

在使用国产普通电泳设备的条件

下
，

提高检测类病毒电泳方法的灵敏度和使

其适于常规大量样品的检测
，

仍是急需解决

的问题
。

材料与方法

�
�

� 对比试验三种检测类病毒凝胶电泳法

的灵敏度

这三种方法是 �

�
�

往复 聚丙烯酸胺凝胶 电泳法 � 用

��丙烯酸胺
、

�
�

����亚甲基双丙烯酞胺凝

胶
�

用 提 取 缓 冲 液 ��
�

��� �����
，

���� ����
，

用 ���� 调 为 ���
�

�
，
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�� �����和水饱和酚提取类病毒
�

第一向

电泳 �从负极到正极�在常温下进行
�

用

仆� 缓 冲液 ����� ����
，
���� 硼 酸

，

�
�

��� ����
，
���

�

�� 作 电极缓 冲液
�

当二甲苯兰示踪染料泳到凝胶板底部边缘时

停止电泳
�

第二向电泳 �从正极到负极�在

��℃温度条件下进行
。

用 ������缓冲液

作电极缓冲液
�

当二甲苯兰带走到凝胶板顶

部时停止电泳 �第二向电泳的时间可与第一

向电泳相同�
。

用银染法染色凝胶板
。

�
�

双向聚丙烯酞胺凝胶电泳法 � 第一向

电泳用 ��丙烯酞胺
、

�
�

����亚甲基双丙烯

酞胺凝胶
，

在室温条件下电泳� 第二向电泳

在凝胶中加 �� 脉
，

即所谓变性胶
，

在 ��℃

温度条件下进行
�

用 ���缓冲液作电极缓冲

液
�

具体做法是
，

当浪酚兰示踪染料泳出胶

板 �指应用 ���一�� 型电泳槽�
，

此时二甲

苯兰染料正处于凝胶板中部
，

切下二甲苯兰

带并把它移到胶板底部
，

然后灌人含 �� 脉

的变性胶
，

聚合后开始从正极到负极的第二

向电泳
�

其它如核酸提取
，

加样
，

电泳时间

和胶板染色等都与往复电泳法相同
�

�
�

简易双 向聚丙烯酸胺凝胶电泳法 �

本法与方法 �基本相 同
�

不同之处是当二

甲苯染料带正处于凝胶板中部时
，

停止电

泳
，

切下二甲苯兰带并把它移到胶板底部
，

灌人含 �� 脉的变性胶
，

把胶板装人电泳槽

开始从正极到负极电泳
，

当二甲苯兰带泳进

新灌的变性胶中以后
，

拆下凝胶板
，

放人温

度为 ��℃ 的水浴中处理 �� 分钟
�

然后把胶

板装进电泳槽
，

在室温条件下进行第二向电

泳
。

�� 本试验应用的冷刻酸提取方法及电泳操作

程序
�

�

核 酸提取 � �
�

�一 �
�

�克组织 �叶

片
、

块茎或试管苗�加 �
�

�� 毫升提取缓冲

液和 �毫升水饱和酚
，

研磨
�

离心后约吸取

出 �
�

��毫升上清液
，

加 �滴 �� 乙酸钠溶

液和 �
�

�毫升 ���乙醇
，

在一��℃条件下至

少放置 �� 分钟 以沉淀核酸
�

离心 收集核

酸
，

待乙醇控干和挥发后
，

加人 �� 微升样

品缓冲液 �含 ���丙三醇的 ��� 缓冲液�

和 �滴 】�二 甲苯兰溶液
�

上样量为 �微

升
�

�
�

电泳 � 用 ���一�����型夹芯式电泳

槽 �北京六一仪器厂生产�
�

这一型式电泳

槽胶板宽 ��
�

�厘米
，

长 �� 厘米
，

有 �� 条

泳道
�

用于简易双向电泳法检则时
，

第一向

电泳当二甲苯兰带走下 �厘米时 �从样品凹

下边缘算起
，

约需 �� 分钟�
，

拆下凝胶板
，

切下二甲苯兰带并把它移到胶板下边缘
，

灌

人含 �� 脉的变性胶
，

开始从正极到负极电

泳
，

当二甲苯兰带已泳进新灌的变性胶后
，

拆下胶板并把胶板放到 ��℃ 的水浴中处理

�� 分钟
，

然后把胶板装进电泳槽
，

进行第

二向电泳
，

电泳达到 ���分钟
，

停止电泳
，

用银染法染色凝胶板
�

用双向凝胶电泳法检测类病毒时
，

操作

程序和上述方法相似
，

在灌进含有 �� 脉的

变性胶后
，

在 “ ℃温度条件下
，

进行从正

极到负极的第二向电泳
，

电泳达到 ��� 分钟

时
，

停止电泳
�

用 ���一�一��型 电泳槽进行往复电

泳时
，

可把上槽的玻璃板从上边截短 �厘

米
，

保持上槽一面玻璃板为 �� 厘米长
，

这

样第一
、

二向电泳的时间都约需 ��� 分钟
�

电泳时的电流量为每厘米宽胶板 �
�

�毫

安
，

即每块胶板需要 �� 毫安
�

�
�

� 对比检测用的类病毒毒源和其它对比

检测材料
�

�

类病毒毒源 � 当地麻土豆 的试管

苗
，

用 �������型电泳仪和 �����型电泳

槽
，

用往复电泳法经多次检则始终为阳性
，

每次检测用它作阳性对照
�

�
�

本实验室保存的几个马铃薯品种的

试管苗
，

田间植株及其生产的块茎
�
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�� 聚丙烯酞肢凝胶板上类病毒带相对浓 苗脱毒用的母薯
，

都事先用往复电泳法检测

度的估价
‘

证实为不带类病毒的块茎
�

组织培养脱毒后

类病毒浓度低 � 以
“
�

”

表示
，

类病毒带 再次用三种凝胶电泳法对比检测
�

并对比三

的宽度约为 �毫米
，

黄褐色
�

种凝胶电泳法检测类病毒的效果
�

其结果见

类病毒浓度中等� 以
“
十�

”

表示
，

类病 表 �
�

毒带的宽在 �一 �毫米之间
，

褐色
�

从表 �的结果可以看出
，

双向电泳法和

类病毒浓度高� 以
‘ 十�十

，

表示
，

类病毒 简易双向甩泳法在检测效果和检测灵敏度方

带的宽度大于 �毫米
，

深褐色
�

面都优于往复电泳法
�

从三种方法检测类病

毒毒源所反映出的类病毒相对浓度表现
，

也

� 试验结果
�

充分说明了这一点
�

�
�

�
�

� 三种电泳法检测植株
、

块茎的对比

��� 三种聚丙烯酞胺凝胶电泳法检测类病 在 田间种植了 功株类病毒毒源植株
，

毒效果的对比 于苗期和开花期用三种电泳法对比检测了叶

�
�

�
�

� 检测 茎尖剥 离培养的脱毒苗的带类 片� 在块茎直径达 �厘米和收获期
，

用三种

病毒状况
�

电泳 法 对 比检测 了块 茎
�

检 测 结果 见

共检测十批次 ��仓管诱管苗
�

这些试管 表 �
�

表 � 用三种凝胶电泳法对比检测脱毒试管苗带类病毒状况的结果

检 测 结 果 往复电泳法 双向电泳法 简易双向电泳法

检测样品数

阳性样品数

阳性样品数占检测样品数的�

毒源对照的类病毒相对浓度

�
�

�

十

表 � 用三种凝胶电泳法对比检测植株和块茎的结果

检 测 结 果 往复电泳法 双向电泳法 简易双向电泳法

阳性植株数�检测植株数

类病毒相对浓度

阳性植株数�检测植株数

类病毒相对浓度

阳性块茎数 �检测块茎数

类病毒才日对浓度

阳性块茎数�检测块茎数

类病毒相对浓度

���� �����

苗期植株

��� ��

�����

十��

�����

十�十

��� ��

���

�����

琦弓汗

�����

开花期植株

�� �� �����
�厘米块茎

���� �����

收获期块茎

从表 �中三种电泳法检测类病毒的结果

看出
，

在检测已知的类病毒毒源及其生产的

块茎时
，

往复电泳法检测出的植株和块茎的

阳性数比双向电泳法和简易双向电泳法检测

出的阳性数都低
，

而且既使用往复电泳法检

测确认为阳性
，

但其类病毒带表现扩散
，

色

�

泽淡
，

表明类病毒的相对浓度也低
�

值得指

出的是
，

用往复电泳法检测确认为阳性
、

而

类病毒相对浓度较低的结果 �十�
，

对于经

验少的操作人员来说
，

一般是难以辩认的
�

��� 对比往复电泳法
、

双向电泳法和简易

双向电泳法检测类病毒的灵敏度
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从上述结果已经看出
，

双向电泳法和简

易双向电泳法检测类病毒的灵敏度比往复电

泳法高
，

但是高到如何程度呢� 我们把用往

复电泳法检测确认为阳性的类病毒毒源样品

�类病毒相对浓度为十�
，

用二倍稀释法一直

稀释到 �����
�

然后用双向电泳法和简易

双向电泳法检测
，

以确定两种电泳法检测类

病毒的灵敏度
�

结果见表 �
。

表 � 双向电泳法和简易双向电泳法

检浏类病毒的灵敏度

� 结 论

用往复电泳法检

测类病毒湘�对浓

度为
‘

�’ 的毒
葱的稀释度

双向电泳法 简易双向电泳法

一一什杆什
��

一一一����什
�

����
，���…

� ���

����

从表 �看出
，

往复电泳法对双向电泳法

说来是一种改进
，

但却导致检测类病毒灵敏

度的明显降低
。

还有一个共同的缺点
，

即二

者的第二向电泳都是在高温下进行
，

这就常

使电泳槽变形损坏
�

改进的简易双向电泳法

检测类病毒的灵敏度与双向电泳法基本一

致
，

而且促进类病毒变性的高温处理是在电

泳槽外单独进行的
，

这就避免了损坏电泳

槽
，

也便于试验操作
�

往复电泳法第一
、

二

向电泳都分别需要 ��� 分钟
，

凝胶长度为

�� 厘米
，

从样品凹下边缘算起
，

用简易双

向电泳法检测类病毒
，

在第一向电泳 �� 分

钟时切 下二 甲苯 兰带
，

灌变性胶
，

再用

��℃ 溢度处理胶板 �� 分钟
，

所有这些操作

需要 ��分钟
，

花在第一向电泳的时间与往

复电泳法相同
�

我们这些试验结果和 �����

所报道的初步试验结果是一致的
�

�
�

在应用普通电泳仪
、

电泳槽和离心

机的条件下
，

用往复电泳法
、

双向电泳法和

简易双向电泳法对比检测了类病毒毒源
、

试

管苗
、

田间植株和块茎等供试材料共 �� 批

次看出
，

简易电泳法检测类病毒的灵敏度比

往复电泳法高 �� 倍
，

甚至取一段 �厘米

长
、

重 ��微克的试管苗嫩茎进行检测也可

获得准确的结果
，

而且检测结果易于辩认
，

检测所需的时间和往复电泳法相同
，

是一种

灵敏度高
、

快速
，

效果好的检测马铃薯纺锤

块茎类病毒的聚丙烯酞胺凝胶电泳法
�

�
�

往复电泳法和双向电泳法的第二向

电泳都需要在高温条件下进行
，

这常使电泳

槽漏水而不便于操作
，

并在使用几次后使电

泳槽变形损坏� 而简易电泳法促使类病毒变

性的高温处理步骤是在电泳槽外
一

单独处理凝

胶板
，

因而不会损坏电泳槽
。

并使整个电泳

程序趋于简易
�

�
�

木实验所使用的仪器全部是国产普

通型号仪器
。

因此
，

简易双向聚丙烯酸胺凝

胶电泳法是一种适于我国农业科研机构检测

类病毒的准确
、

快速和简易的方法
�
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