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马铃薯纺锤块茎类病毒 ������检测

方 法 的 研 究 进 展

赵 宁 王人元

�东北农学院�

马铃薯纺锤块茎病于����年已被发现
，

但其病原鉴定的研究进展十分 缓 慢
，
直 到

����年������
等首次发现该病由是马铃薯纺

锤块茎类病毒 ������� ��
、���� ����� ������

简称�����所致
。
���� 的寄主范围很广

，

但

绝大多数属于无应侵染
。

早期����的诊断

主要靠生物鉴定的方法进行
，
后来很多学者

试图利用血清学方法进行检测
，

但由于����

是 �个没有蛋白质衣壳的小分子量核酸
，
不

具抗原性
，

故不能制备其抗血清
。

� �����等

����年首次报道了用单向聚丙烯酚胺凝胶电

泳�������
�������� ������。 ，����������简称

����� 法检测����� �����等����年报道

了用互补 ��� 核酸杂交方法检 测 ����，

����年����������
�
等又报道了用反向聚丙烯

酚胺凝胶电泳法 ��一����� 检测����，
后来几位学者进一步完善了该 方 法

。

目前

�冬�� 的检河正向着快速
、 ·

准确和实用的方

间发展
，
现将各检测方法及其优缺点分述如

下
。

有明显的交互保护作用
，
提出通过重复接种

的方法
，
利用番茄可同时鉴定出 ���� 强系

和弱系来
。

具体方法见图 �

待鉴定材料

�
接种

爵茄

�
�周后

��
�
无症

�接搜系

�� 周后
��

� 、

�

定系‘
显�强

� 生物鉴定检测

������
等���选年首先发现 ���� 可在某

些番茄品种上产生明显的系统症状
，
提出可

用番茄品种�
������鉴定����

，
但仅 ����的

强系在番茄上表现出可见症状
，
弱系并无症

状
。
����������年根据����强弱系间存在

无症 显症
� ，
杏 杏
弱系 无����

图� 重复接种鉴定����

����� ����年发现食若��������� ������

����是 ���� 的一个估斑寄主
，
无论 强系和

弱系均可在其上产生局部枯斑 �强系 ����

天显症
，
弱系�� ���天显症�

，
但有时反应

不稳定
。

����� ����年报道
，
用一种野生马铃薯

�� 。 ������ �。 �
咖

。
触��’�的无性系 可 以鉴 定

����
，
该鉴定寄主的鉴定条 件 要 求 不 严

�温度�� ���
“
�

，
一般光照条件均可�

，
接

种后�� �议天表现明显症状 �叶上产生水浸

状斑点
，

叶柄坏死
，
最终垂叶坏死�

。
����

强弱系均可产生相同症状
，
而���

、
���和

���在其上均无症
。
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� 单向聚丙烯酸胺凝胶电泳检测

������ ����年首次利用单向����方法

检测����
，
但其提取����过程十分复杂

，

甲苯胺兰染色亦需时较长
，
完成 �次检测要

�天的时间才能完成
。

后 来 经 ������ 等 及

������������等改进
，
简化了 ���� 的提取过

程
，
并采用嗅化乙吮染 色

，
使全部检测可在

�天内完成
，
大大提高了检测效率

。

但由于

该方法的灵敏度不很高�检出����的最低浓

度为。 �

却���组织
，
而不同品种茎尖����含

量变化范围为 。 �

��� 。 �

刹夕���组织�常常发

生����漏检现象
。

����� ����年报道了一 个���� 电泳检

测的标准化程序
。
具体方法是

，
先将待检测

材料接种在番茄上
， �周后再进行单向����

检测
，
由于 ���� 在番茄上的浓度要比在马

铃薯上高得多
，
大大提高了检测的准确度

，

防止了漏检现象
。

核酸杂交检测����

按�
������等����年的方法进行

，

详见图

待测样

�样品缓冲液内匀浆
�低速离心
�

杏
上清液

����
�

硝化纤维素膜

�真空干燥����时
，
��

�
�

� 呈呈交
� ���一

����

冲洗缓冲液���
�
��充分冲洗掉未结合牡

专

放射自显影������小时
， 一��

“
��

图� 核 酸杂 交检测����程序

结果利用闪烁计数器进行定 性 定 量 分

析
，
显出黑 色点的为存在有放射性

� ��，
说

明检测到 ����
，
根据黑点的大小

，
可计算

����的含量
。

� 互补���核酸杂交检测

�����等 ����年 首次报道了应用互补

��� 核酸杂交方法检测 ����
，
从 而 使得

���� 的检测向着准确
、

定量
、

高灵敏度的

方向飞跃了一步
，
该方法检测 ���� 的最低

浓度可达��
�
盯�组织

。

具体方法如下
。

� �

����一���的提取

采取酚淬取
，
乙醇沉淀

，
最后凝胶电泳

的方法分离出����一���
。

�
。

合成����的互补��� ������

按 ��曲�等 ����年的方法进行
，

详见

周 �
。

����一���模板��
��������

�小牛胸腺吃吮为引物������
���

�酵母����为载体����
�����

�” �
一��助标记物或称探针

� 反向聚丙烯酚胺凝胶电泳检测

����������等����年首次报道了用 �一

���� 法检侧����
，
后来经过几位学者的

完善
，
使其成为一般实验室检测 ���� 的常

规方法
。

该方法的灵敏 度 很 高
，
可 检 测

出����的最低浓度为 ������组织
，
所需的

间时很短 ��天内即可完成�不需任何特殊

的仪器设备
，
并且可区分出 ���� 的强系与

弱系
，
还可检测单粒实生种 子内 的 ����

。

现将该方法详述如下
。

�
�

� 原理

��
������逆转录酶

否
，，�一 ��汉�

�
杏

克隆化�
������

图� ����互补 ���的合成

����为单链共价闭 合 的 环 状 ��� 分

子
，
由于其分子内高度的碱基配对

，

自然状态

下为近于棒状结构
，

但在变性过程中转变为

打开的环伏结构
，
两种构型在一定浓度的聚

丙烯酞胺凝胶中的电泳迁移率相差极大
。

寄

主核酸变性后均变为线状结构
，
而 ����的



马铃薯杂志
，
第�卷

，
第�期

， ����

环状结构的电泳迁移率比分子量相近的线状

结构慢得多
。

根据这一原理提出了 �一����

法鉴定 �弓��
，
即第一相 电泳在正常条件下

进行
，
第二相电泳在变性条件下进行

，
从而

使����明显区别于寄主核酸
。

�
，
� ��下�核酸的提取

按��七��
����� ����年的方法进行

，
详

见图 �
。

�
�

�克待测样

加�
�

���提取缓冲液

加�
�

�田�水饱合酚…
杏水

�
�

研碎
������二

，
��分

相

加 �倍冷乙醇

一��
��放置��分

������功
，
��分

醇冲洗�次

千燥

�����样品缓冲浓
，
�滴二甲笨兰标记染料

淀屹触抓郎
、
一儿

杏
样

图�

�
。
�

品

����核 酸的粗提取

电泳
正 问 宅泳 �第一相 �

���〕〕了了了

�����
万万万万万万于于于

���
丫丫

�������������
飞飞飞久久久

�
、、、、

���

灯灯灯灯灯灯灯灯灯灯灯灯灯灯灯灯
、 、、、、 一】】

书书书书书书书书一门门

曹曹曹
小小小小 ���

攀攀攀攀攀攀攀攀攀攀攀攀攀攀攀攀攀攀〕〕〕〕〕丫丫丫丫丫

�����〕〕〕〕〕〕〕〕〕次次次次次次次次次次次次次次次

泣泣泣泣泣泣泣泣泣泣泣泣泣泣泣

�����目昌爵爵
��� �

·

� 了了

不不
��� � � � � � � � �� � � � � � �

一门门

�

一切割胶的�一���� �按���
��������

����年的方法进行�

正向电泳
� 阴极东上

，
阳极在下

，
在室

温下进行电泳
，
采 明高浓度电泳 缓 冲 液 �

�
�

��������
，
�

�

��人侄硼酸
、

含�
�

���� ���

一五���
， ���

�

勿待嗅酚兰走至胶前沿
，
二

甲苯兰走至胶中间时停上电泳
，

沿二甲苯兰

染料带横切下 ���
�
宽的 � 个 胶 条 �见 图

��
，
将该胶条置于胶板槽底韶

，

重新潜胶
，

然后进行反向电泳
。

反向电泳
�
交换电极 �阳极在上

，
阴极

在下�
，
在��

”
�的变性条件下 电泳

，
采 用

低浓度电泳缓冲液 ����一�八 。 高浓度缓冲

液�
，
内含 ��腮或不含豚均可

。

待二甲苯

兰走至凝胶 ���处时停止电泳
，
经 染 色后

邵��远落后于寄主核酸的后面
。

�
。

不切割胶的 �一���� �按��蜡�等

���了年的方
�

法进行�

正向电泳�
条件同前正向电泳

，
只是待

二甲苯兰走至凝胶低部时才停止电泳
，
然后

进行反向电泳 �见图 ��
。

正向电泳 �弟一呀门�

反向电泳 ‘第二相 》

图 � 切 刽胶的反向电泳
注� ①二 甲笨兰� ②嗅酚兰� ③����。

反内电冰 �第二扣�

图 � 不 切割胶的反向电泳

庄
� ①二甲笨兰� ③����弱系� ⑧����强 系。
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反向电泳
�
阳极在上

，
阴极在下

，
采用

低浓度电泳缓冲液
。

先将下糟电泳缓冲液预

热至 �����
“
�

，
然后倒入下糟

，
再在 �� �

��
�

�恒温条件下反向电泳
，
待二甲苯 兰 走

至凝胶���处停止电泳
，
经染色后

，

����强

系落在最后
，
����弱系在强系前 �� ���

处
。

�
�

� 染色

�������等����年首次报道了可用银染

色法对电泳后凝胶中的多及砍酸进行染色
，

该方法的灵敏度要比常规的染 色方法高几个

倍
，
并且在 �小时内便可完成

，
目前已被广

泛采用
，
具体方法见表 � �按���

������
�
等

����年的方法进行�
。

表 � 银 染 色 法 步 骤

步 骤 溶 液 振 荡 时 间

固 定 ���乙醇
，
�

�

��乙酸溶液 ��分 钟

染 色 �
�

��� �����水洁浓 肠分 钟

漂 洗 蒸 馏 水 �次
，
��秒�次

显 影 �
�

��� ����‘ ，
����甲醛���� ����

，
溶于 �

�

��弓� ����溶液中�现用现配� 不超过��分钟

增 色 �
�

��� ��
���� �分 钟

染 色后 ���� 带染成黑 色
，
胶板染戍黄

棕 色
，
结果清晰易辨

。

� 对几种检测方法的评价

�
�

� 生物鉴定检测

生物鉴定准确可靠
，
但常需要特殊的条

件来保证
。
���� 接种番茄需要高温强光 照

的条件 ������
�

�
，
�������� � 而接种食

若则要低 温 弱 光 照 的 条 件 ������
”
�

，

�������
，

自然条件很难满足二者的要求 �

�
�

���，��������要求的条件虽不严
，
但 不 能

区分 ���� 的强系和弱系
。

生物鉴定费时费

力
，
需要一定的温 室 面 积

，
接 种 食 若 和

�
�

���伍������需要�周后才能得 到结果
，
而

番茄则至少要 �个月才能得到结果
，
因此大

量检测受到制约
。

�
�

� 单向����检测

简单的单向����检测虽速较快
，

但常

发生漏检现象
，
而标准的检测程序虽避免了

漏检现象
，

但仍由于����与寄 主 ��核酸的

电泳迁移率差异较小
，

有时不易正确判断结

果
，
另外该程序需要人工接种番茄

，
得到结

果至少要�周 以上的时间
，

使其效率大 大 降

低
。

单向����不能区分����强弱株系
，
因

此该方法的应用受到了限制
。

�

� 互补���核酸杂交检测

互补 ���核酸杂交检测具有很 高的灵

敏度和准确性
，
是几种检测方法中灵敏度最

高的 �种
，
同时可以进行株系签定

。

虽合成互

补���的过程十分复杂
，
需要昂贵的药品

、

特

殊的实验条件和受过专门训练的专业技术人

员
，
但合成后的检测过程并不很复杂

，

可同

时定量测定大量样品
。

但使用放射性物质需

要特殊的防护条件及实验室
，
因此该检测方

法的推广应用受到一定的限制
。

����年内蒙古大学的张鹤龄等又首次将

生物素标记的���� 探针检测技术 应 用 于

����的检测
，
其灵敏度与

“ “ �一
���� 探针

法检侧几乎相等
。

生物素标记的
����探针
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很稳定
，
在 一 �。 “

�条件下至少可贮存 �年
，

且不需要操作同位素所需的仪器 和 防 护 条

件
，

为推广应用带来方便
。

�
�

� 反向电泳检测

�一����俭 测 �了工� 的 灵 敏度虽不及
���� 核 酸杂交检测

，

泣性以检测出马铃薯

值株
、

块茎及实主种子内的 ����
。

该方法

简单易行
，

不需要特殊的仪器设各
，

操作人

员也不需要受专门的训练
，
俭测结果很容易

刘断
，
万全测的准确度很高

，
完成 �次检测仅

需要 �天时问
，

并可以进行较为 大 量 的 检

测
，
客易才庄广应用

。
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