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摘 要：番茄环斑病毒（D&EF%）是我国对外检疫一类有害生物，目前国内尚无存在的报道。
G0E技术是一种快速灵敏的植物病毒检测方法，但核酸内的聚合酶抑制物会导致漏检现象，
而只通过凝胶电泳进行结果判定会出现假阳性，这两方面限制了 G0E技术在对外检疫中的
应用。利用共价结合在 G0E管壁上的引物特异性杂交诱捕核酸粗提液中的靶标核酸，洗掉
杂质及抑制物质，在同一管内作 ED/G0E，凝胶电泳检测液相产物的同时对固相产物进行杂交
检测，提高了结果的可靠性及灵敏度。利用所建立的 H0/ED/G0E/2IJF)成功地从法国进口葡
萄苗中检出 D&EF%。本方法还可用于其他植物病毒及转基因产品的检测。
关键词：番茄环斑病毒，植物检疫，杂交诱捕 G0E
中图分类号：F!"#K= 文献标识码：) 文章编号：$$$=/L#$>（#$$"）$#/$=?!/$L

番茄环斑病毒（D&34M& +,;N8*&M O,+78，D&EF%）广泛分布于欧美及大洋洲，能侵染葡萄、
桃、苹果、樱桃、番茄及烟草等 =1$多种作物，引起多种病害，严重时导致绝产［=，#］。D&EF%
为豇豆花叶病毒科线虫传多面体病毒属的成员，主要通过嫁接传播，远距离传播主要靠种

子苗木等［"］。目前国内尚无存在的报道，但它适生于我国大部分地区，自然寄主遍及全

国，且许多为重要的经济作物。一旦传入，可导致严重的经济损失，因此 D&EF%被我国列
为一类检疫有害生物，实施严格检疫。

反转录聚合酶链式反应（EAOA+8A M+4;8<+,*M,&;/*’&P3A+48A <64,; +A4<M,&;，ED/G0E ）是一
种快速灵敏的核酸检测方法，被广泛应用于植物病毒的检测［! Q L］。但 ED/G0E有时会出现
漏检和假阳性现象，降低了检测的可靠性。国外有报道利用杂交诱捕 G0E（H0/G0E）检测
粪便中的病原微生物，取得良好效果［?］。在建立的杂交诱捕反转录 G0E 酶联免疫法
（HPR+,S,54M,&; <4*M7+A ED/G0E/2IJF)，H0/ED/G0E/2IJF)）中，利用共价结合在 G0E管壁上
的引物进行特异性核酸诱捕，去除了核酸粗提液中的杂质及聚合酶抑制物，避免了 ED/
G0E的漏检问题；凝胶电泳检测液相产物的同时对固相产物进行杂交检测，有效避免了假
阳性现象。

, 材料和方法

,-, 实验材料
带毒番杏由动植物检疫实验所提供，带毒苹果、葡萄、李、樱桃、普通烟、桃由法国进口



苗木中截获，健康样品采自北京郊区。

!"# 引物及探针的设计
根据 !"#$% #&’(复制酶基因 ) 个株系序列保守区，利用 *+,-.+ /01 设计引物及探

针。

!#23：/425675665886876685576575294
!#2#：/4287758776687675756686294
探针：/4:;< 2768576658866865576875878657685294

!"$ 诱捕用 %&’管的包被
向杂交诱捕管（由动植物检疫实验所研制）中加入 (11!=包被缓冲液（(11--">?= /4端

氨基化 !#2#，(1--">?= @:A，(11--">?= 甲基咪唑 *B C01），/1D密封温育 /E。洗液
（(11--">?= !+,F2BA> *BC0/，(/1--">?= &6A>，10(G!H..I2J1）洗管 9次，然后用无菌水洗 9
次，)D保存备用。
!"( 植物材料总 ’)*提取

10J K 10/5 植物材料加液氮研磨至粉末，按 (5 L J-= 的比例悬浮于 #&’ 抽提液
（(--">?= @:!’，(G$:$，10JG巯基乙醇），混匀，J倍体积的水饱和酚?氯仿?异戊醇（J/ L J)
L(）抽提 9次，无水乙醇沉淀，室温干燥，溶于 (11!=无菌水中，M J1D保存。
!"+ 总 ’)*的诱捕
取酚?氯仿?异戊醇抽提 (次后的上清液 /1 K (11!=，加入到包被有反向引物的杂交诱捕

管中，C1D /-,I，)/D保温 91-,I，$!@（J1--">?= !+,F2A> *BN01，(11 --">?= &6A>，( --">?=
@:!’）洗 J次后直接在该管内作 #!2OA#。
!", ’-.%&’
每管加入 (1 P QRSS.+ /!=（含 J/--">?= T5J U），(1--">?= V&!O (!=，J1!-">?= !#23 (!=，

J1!-">?= !#2# (!=，#&’ J!=，36F8 !6W酶 JX，T2T=% J11X，#&’F,I )1X，加水至 /1!=，矿物
油 J滴。反转录及扩增条件为：)ND 91-,I，Y)D(1-,I，Y)D 91F，/)D91F，CJD(-,I 9/个
循环；CJD N-,I。
!"/ 液相产物的电泳检测及固相产物的杂交检测
取液相产物 N!=于 (11%电压下 (0/G琼脂糖凝胶电泳 )1-,I，@Z染色，在紫外观察仪

上观察结果。弃液相产物，新配变性液（10J-">?= &6[B，10(G!H..I M J1）洗管 9次，然后
洗液（同上）洗 9次，加入 (11!=杂交液（/1I-">?= :,52*+"Q.，/ P $$A，10(G!H..I2J1，10/G
Z>"7\>,I5 #.65.I8），/1D密封温育 J1-,I，弃杂交液；10/ P $$A，10(G!H..I2J1洗 9次，每次
浸 9 -,I；加入 (11!= 稀释的 ’I8,2:,52’O，/1D密封温育 (E，洗液洗后 (11!=显色液（10(G
O&OO，( -">?=二乙醇胺 *BY0N，(--">?= T5A>J），室温显色 91-,I，用酶标仪在 )1/I-下测

!" 值。扣除空白本底值，高于 (01为阳性，低于 10J为阴性。
!"0 测序验证
液相产物回收后克隆到 OT:(N2!载体上，送至上海基康生物技术公司测序，测序结

果与 <.IZ6I\中 !"#$% #&’(复制酶基因序列比较。
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! 结果

!"# $%&’($
用苯酚法同时提取带毒番杏、樱桃、葡萄、苹果、烟草、桃 !种材料总 "#$后进行 "%&

’("，电泳结果显示：在 ))*+,左右有特异性扩增带，与预期扩增的 ))*+,片段大小吻合。
而在阳性苹果材料中却未扩增出预期条带，樱桃扩增条带模糊，结果难以判定（见图 -）。
!"! $)*诱捕条件的优化
在 ’%(&.// ’("仪上同时进行不同温度

梯度的 "#$诱捕，0%1洗后进行 "%&’("，电
泳结果显示，在 )/2、)32、3/2、332、!/2
都能得到清晰的电泳条带，肉眼看不出差别

（见图 .），本实验中，诱捕探针的 !4 值为
!/2，即使比 !4值低 ./2时诱捕，亦扩增出
清晰的电泳条带，说明在 )/2 5 !/2之间的
在任何温度，该探针都能得到好的诱捕效果。

但诱捕温度与诱捕探针的 !4值相关，不同
探针的诱捕温度有所差别。在 3/2温度下
作诱捕时间实验，-/ 5 !/467都能得到清晰电
泳条带（未附电泳照片）。

!"+ 正反向引物浓度比对电泳和杂交信号
的影响

诱捕引物作为反向引物参与 ’("扩增，
液相中反向引物浓度低时有利于固相产物的

扩增。正反向引物浓度比设为 - 8-、) 8-、9 8-、
-!8-，正向引物浓度为 /:)!4;<=>，从电泳图
看出：引物浓度比为 - 8 -、) 8 -、9 8 - 时电泳条
带均十分清晰，而 -! 8 - 则条带模糊，观察固
相产物的杂交信号，9 8 -时杂交信号最高，达
到 -:*9，其余处理的杂交信号强度都低于该
值。因此，正反向引物浓度比为 9 8 - 时既能
得到清晰的电泳条带，又能得到最高的固相

产物杂交信号（见图 ?及表 -）。

图 # $%&’($检测 %,$-.
@6AB- %;"0C DEFEGF6;7 +H "%&’("

-B #EI JEK<K7D L,67KGM；.B (MENNH；?B ONK,E

) B %;+KGG;；3B $,,<E；!B ’EKGM；P B #EAKF6QEB

图 ! 诱捕温度对诱捕后扩增效果的影响
@6AB. %ME ERREGF ;R MH+N6D6JKF6;7 GK,FSNE FE4,ENKFSNE

F; ’(" K4,<6R6GKF6;7

表 # 不同正反向引物浓度比对杂交信号强度数影响
%K+<E - %ME MH+N6D6JKF6;7 L6A7K< I6FM D6RRENE7F G;7GE7FNKF6;7 NKF6; +EFIEE7 R;NIKND K7D NEQENLE ,N64EN

(;7GE7FNKF6;7 NKF6; - 8- ) 8- 9 8- -! 8- (;7FN;<

"#)/3 -:3. -:P. -:*9 -:39 /:-!

#;FE：%ME KQENKAE QK<SE ;R FMNEE NE,EKFLB
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!"# $%&’($与)(&$%&’($&*+,-.检测的
相对灵敏度比较

取 !"#$ 带有 %&’()的番杏叶片的 ’*+
抽提上清液，用健康番杏叶片的 ’*+抽提上
清稀释，然后对稀释液进行杂交诱捕 ,-’.
/01(+检测，当稀释到 !" """ 倍时，相当于
!"!$材料还能得到较强的的杂交信号（扣除
空白本底值为 !2"3），而用同样方法稀释后
提取 ’*+ 进行 ’%.,-’ 电泳检测，当稀释
! """倍时还能看到电泳条带，而稀释!" """
倍时，即使扩增 4" 个循环，也几乎看不到电
泳条带，因此，5-.’%.,-’./01(+ 比 ’%.,-’
灵敏度大约高一个数量级（见表 6）。

图 / 不同引物浓度比对扩增的影响
78$9: %;< <==<>? &= ?;< >&@><@?AB?8&@ AB?8& C<?D<<@

=&ADBAE B@E A<F<AG< HA8#<A

%;< AB?8& C<?D<<@ =&ADBAE B@E A<F<AG< HA8#<A

&= @I#C<A !、6、: B@E 4 8G ! J!、4J!、3J! B@E

!K J! ’<GH<>?8F<LM；N9O*+ #BAP<A 9

表 ! )(&$%&’($&*+,-.检测的相对灵敏度
%BCL< 6 %;< A<LB?8F< G<@G8?8F8?M &= 5-.’%.,-’./01(+

O8LI?8&@ ?8#<G ! Q !" Q !"" Q !""" Q !"""" Q -&@?A&L

!"4"R !2S3 !2SK !236 !2RS !264 "2!K

TIG?8=8>B?8&@ !236 !23" !2KK !24: !2"3

*&?<：%;< BF<AB$< FBLI< &= ?;A<< A<H<B?G9

!"0 实际检测应用
利用 5-.’%.,-’./01(+对保存在温室

中的法国进口葡萄苗进行 %&’() 检测，
,-’液相产物电泳，结果如图 4，6、4及阴性
材料未扩增出任何条带，:、R、K、U四株扩增
出清晰的电泳条带，显示阳性结果。对固相

产物产物在同一管内作杂交检测，杂交结果

同电泳结果完全一致，:、R、K、U四株的杂交
信号很高，扣除空白对照值后均高于 !2"，
证明 4株为带 %&’()葡萄，而 6、4及阴性材
料只能得到很低的本底信号，均低于 "26。
（见图 4及表 :）。

图 # )(&$%&’($&*+,-.检测法国进口葡萄苗
78$94 %&’() E<?<>?8&@ CM 5-.’%.,-’./01(+

=A&# 8#H&A?<E $ABH<

! 9 ,&G8?8F<；6、:、4、R、K、U9 (8V 8#H&A?<E $ABH<G

3 9 *<$B?8F<；N9O*+ #BAP<A 9

表 / 固相产物的杂交检测
%BCL< : %;< A<GIL? &= ;MCA8E8WB?8&@ E<?<>?8&@

*&9 ! 6 : 4 R K U *<$B?8F< -&@?A&L
!"4"R 62"4 "2:" !23S "26: 62!K !2SS !2S6 "26! "2!S

TIG?8=8>B?8&@ !23R "2!! !2U" "2"4 !2SU !23" !2U: "2"6
-&@>LIG8&@ X Y X Y X X X Y

*&?<：%;< BF<AB$< FBLI< &= ?;A<< A<H<B?G9
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!"# 测序验证
测序结果同 !"#$%#& 中的 ’()*+ ),-.复制酶基因比较，结果显示，扩增序列同葡萄

黄脉株系的同源性最高，达 /01，证明了扩增结果的正确性及 234)’453)4678*-检测结
果的可靠性。

$ 讨 论

本实验设计了 ’()*+杂交诱捕 )’453)4678*-的引物探针，并优化了参数，建立起了
一套 ’()*+快速灵敏可靠的检测体系。本实验室还将该技术应用于其他植物病毒如
’9+、39+ *:9+及转基因产品（!9;<）的检测，并取得了良好的效果。

53)扩增技术是植物病毒检测中最有效和最灵敏的方法，并得到了广泛应用，常规
53)技术在诊断中的主要限制因素是需要高质量的核酸，大多数核酸提取方法都不能完
全去除来自植物组织尤其是木本植物的多糖及酚类化合物，而这些物质对随后的 53)或
)’453)有抑制作用，易造成漏检现象。本方法利用诱捕引物特异性诱捕核酸粗提液中的
靶标片段，很好的解决了核酸纯化难的问题。诱捕引物是共价交链在管壁上的，所以可以

经受住 53) => ? @>个热循环而不脱落，这是优于链亲和素非特异性捕诱之处。
53)技术检测病毒的另一个问题是结果判定的假阳性现象，本方法利用固相产物的

杂交检测有效避免了这一现象，并提高了检测灵敏度。实时荧光 53)在植物病原菌检测
中有其独特优势，荧光探针直接在 53)反应中杂交，快速、灵敏、结果可靠且无遗留污染，
国外已有很多报道［/］。但仪器昂贵，目前国内还难以普及，将核酸诱捕与实时荧光 53)
结合是一种很有应用前景的病毒检测方法。
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欢迎订阅《微生物学报》

《微生物学报》（双月刊）创刊于 +9QS年，是我国微生物学领域唯一的综合性学报级期刊和国家自然
科学核心期刊。主要报道我国普通微生物学，工业、农业、医学和兽医微生物学，病毒学，免疫学以及生

物工程等方面的研究成果和科研进展。

,88S年本刊全新改版，更换了彩色封面，由原来的 +,T页扩增到 +UU页，发表周期缩短，内容更加丰
富详实。欢迎广大读者到邮局或直接与本刊编辑部联系购买，每册定价 ,T元，全年 +VT元，我们将按期
免费邮寄。

另，本刊编辑部现存有少量过期期刊，如有需要者可直接与编辑部联系，每册定价 ,8元，款到即免
费寄上。（请在汇款单上注明所购刊物的年代、卷、期和数量）

邮购地址：+888T8 北京海淀中关村 中国科学院微生物研究所内
《微生物学报》编辑部
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