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香蕉束顶病（::;<）是香蕉植株的一种毁灭性病害，正在世界（包括中国）的许多香蕉种植区蔓
延［"$A］。其病原物为香蕉束顶病毒（:.B.B.:-BCD/;&E%F,-G，::;%），被列为我国第三类检疫对象。
目前生产上主要采用培育脱毒组培苗来防治::;<的发生，因此建立一种能快速、灵敏、特异地检测

::;%的方法就显得很重要。国内现在大多采用HIJK6方法，但其灵敏度不够高，且需要制备特异性强
的抗血清，否则较易出现假阳性。参照漳州分离物::;%基因组!，"、#编码区的<06序列，分别设
计一对引物，建立了一种通过=>?特异地扩增编码::;%外壳蛋白、复制起始蛋白和运动蛋白部分序
列的::;%检测方法。该方法也适用于我国其它地区香蕉植株或香蕉组培苗中::;%的检测。

! 材料和方法

!"! 植物材料
具典型香蕉束顶病症状的香蕉植株采自漳洲地区，无::;%感染的香蕉组织取自无::;%的香蕉

组培苗。

!"# 植物组织总$%&的提取

!"#"! >;6:法：按文献［9］方法进行。

!"#"# 碱法：取"$$#$LM植物组织，加入"$$%I$N4L&’／I的0.OP，充分研磨后，9$$$,／LFB离心

4LFB，上清液稀释"$倍后备用。

!"’ 工具酶、试剂和序列测定

;.Q<06聚合酶和<06R*’HST,.CTF&B1FT购自K.BM&B公司；U0;=G购自VK:公司；ERHW5;载体
购自=,&L*M.公司。序列由:F&6GF.上海博亚生物技术有限公司测定。其它试剂均为国产试剂。

!"( 引物设计及)*+扩增

!"("! 根据已克隆的漳州分离物::;%5<065!外壳蛋白编码区的<06序列设计一对引物=,FL*,7"：

4X6;>66R66R6RR>RRR;;R7X，和=,FL*,7#：4X;>666>6;R6;6;R;66;;>7X，以便克隆出

::;%5<065!的外壳蛋白部分编码区序列。=>?扩增条件为：（"）3!Y!LFB，（#）3!Y4$G，49Y4$G，

A#Y4$G，总共74个循环，（7）A#Y 延伸"$LFB。

!"("# 根据已克隆的漳州分离物::;%5<065"运动蛋白的编码区的<06序列设计一对引物：



!"#$%"&’：()*++*+,+,*,,,-,+++*.)和!"#$%"&/：(),---**-*,-*--**--,.)以便克隆出

00-1234+2!运动蛋白的部分编码区序列。!*5扩增条件为：（’）6&7&$#8，（/）6&7.9:，;(7.9:，

</7.9:，总共.(个循环，（.）</7 延伸’9$#8。

!"#"$ 根据已克隆的漳州分离物00-1234+2=编码..>3?的34+序列，设计了一对引物!"#$%"’’：

()*-**+-,,*,*,+-+-,-,,-.)和!"#$%"’/：()++,,++,--+,**+--+.)，以便克隆出00-12
34+2=复制启始蛋白部分编码区序列。!*5扩增条件为：（’）6&7&$#8，（/）6&7’$#8，;@7’$#8，</7
’$#8，总共.(个循环，（.）</7 延伸’9$#8。

!"% 克隆和测序
用34+,%ABCD"?ED#F8G#D回收特异的!*5产物，与H,BI2-载体连接后转化!"#$%&JI’96，经

!*5扩增和酶切检测，挑选出阳性克隆并测序。

& 结果和讨论

&"! ’()扩增及序列分析
采用*-+0法，分别从感染和无00-1感染的香蕉植株组织提取总34+，并以此为模板，根据上述

!*5扩增条件进行扩增。同时分别以含有外壳蛋白编码区全序列的质粒HKG*!、含有运动蛋白编码区
全序列的质粒H&99及含有复制启始蛋白编码区全序列的质粒H01’的!*5扩增做为阳性对照。引物

!.’和!./的!*5扩增结果见图’?。引物!&’和!&/的!*5扩增结果见图’L。引物!’’和!’/的

!*5扩增结果见图’E。从图示中可以看出：以无00-1感染的香蕉植株组织总34+为模板未见有特
异的扩增产物，只有以00-1感染的香蕉植株组织的总34+为模板时才有特异的扩增产物。

图’? 引物!.’和!./的!*5扩增结果 图’L 引物!&’和!&/的!*5扩增结果

图’E 引物!’’和!’/的!*5扩增结果

’MI?">%"；/M00-1感染的香蕉植株组织总34+为模板的!*5结果；.N无00-1感染的香蕉植

株组织总34+为模板的!*5结果；&N阳性质粒（’?：HKG*!；’L：H&99；’E：H01’）的!*5结果M
用引物!.’和!./，!*5扩增出约&@6LH的特异的34+片段，克隆后测序，其序列如图/所示。其

序列与漳州分离物00-1234+2"的外壳蛋白编码区序列（将另文发表）第/(LH到(’.LH之间序列完全
一致。用引物!&’和!&/，!*5扩增出约./.LH的特异的34+片段，克隆后测序，其序列如图.所示。
其序列与漳州分离物00-1234+2!编码’(N(>3蛋白质的序列（将另文发表）第’’LH到...LH之间序
列完全一致。用引物!’’和!’/，!*5扩增出约@’9LH的特异的34+片段，克隆后测序，其序列如图&
所示。其序列与漳州分离物00-1234+2#编码..>3蛋白质其核苷酸序列［<］第’9.LH到6’/LH之间序
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列完全一致。结果表明用本文所述的!"#方法检测$$%&的特异性极强。
碱法提取’()的!"#扩增结果与"%)$法提取’()的!"#扩增结果相同。对"%)$法及碱法

提取的’()进行*+，*++，*+++，*++++倍稀释时，三对引物都能扩增出各自特异的条带，但随着模板

’()的稀释倍数增大，!"#产量依次变少，往往造成电泳时成带虚弱，易造成假阴性。因此建议!"#
扩增时，取模板’()*!,或稀释*+倍后取*!,作模板。此外，提取’()时选用香蕉植株材料的生理
状况和感病程度也影响提取的’()中$$%&-’()的含量，所以进行!"#扩增时模板’()的量可酌
情做适当的调整。

图. 引物!/*和!/.扩增出特异’()片段的序列

图/ 引物!0*和!0.扩增出特异’()片段的序列

图0 引物!**和!*.扩增出特异’()片段的序列

虽然上述!"#扩增所用的模板是漳州地区感染$$%&的香蕉植株组织提取的’()，但是我们
建立的!"#检测方法具有比较广泛的使用范围。将已克隆的漳州分离物$$%&-’()-"、$$%&-’()-
#及$$%&-’()-$的编码区序列和1234536中的其它分离物的$$%&-’()-"和$$%&-’()-#及

$$%&-’()-$的编码区序列用’357859进行比较，结果表明：设计的!/*，!/.引物同样适用于亚洲亚组
的中国（广东和台湾）、菲律宾、越南的$$%&分离物以及南太平洋亚组的澳大利亚、斐济、布隆迪的

$$%&分离物。引物!0*，!0.也适用于亚洲亚组中国广东$$%&分离物和南太平洋亚组的澳大利亚
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!!"#分离物。引物$%%，$%&也能适用于亚洲亚组中国（广东和台湾）的!!"#分离物和南太平洋亚组
的澳大利亚!!"#分离物。

!"! #$%检测方法与其它方法的比较
以核酸杂交为基础的植物病毒检测需要标记探针，而标记的探针一般不宜长期使用，这种方法操作

复杂，费时费力不适用于大批量的田间检测。同位素标记探针虽然灵敏度高，但是对人体造成的危害及

对环境造成的污染不容忽视。如采用非同位素标记，其灵敏度又不及同位素标记。’()*+检测方法需
要制备特异性强的抗血清，然而!!"#尚无繁殖寄主，从感病香蕉组织中提取又因香蕉组织易氧化及病
毒含量低等问题使纯化的!!"#往往混杂寄主成分，且得到的病毒数量较少，因此不易制备特异性强的
抗血清，特异性不够强的抗血清将导致检测时易出现假阳性。此外，’()*+检测方法的灵敏度只能达到

,-级水平。而选用$./扩增检测方法时，合成的引物可长期使用，灵敏度能达到0-级水平，而且特异
性强，所用的植物材料极少，取材量少也更适合于检测脱毒组培苗。
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