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摘要院 烟草环斑病毒渊栽燥遭葬糟糟燥 则蚤灶早泽责燥贼 增蚤则怎泽袁 栽砸杂灾冤是我国公布的二类检疫危险性有害生物袁对农

业生产危害较大遥 受该病毒侵染的一些寄主植物出现隐症袁并伴随病毒浓度降低袁给检测工作造成

困难遥 根据 栽砸杂灾 外壳蛋白基因序列设计合成了一对引物及一条 酝郧月 探针袁优化了反应条件袁建
立了 栽砸杂灾 实时荧光 砸栽鄄孕悦砸 检测方法遥 该方法与常规的 阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 方法和 砸栽鄄孕悦砸 方法相比袁
灵敏度分别提高了 圆园园 倍和 源 倍袁并且对不同寄主上的 栽砸杂灾 均有较好的检测效果遥
关键词院 烟草环斑病毒曰 砸栽鄄孕悦砸

阅藻贼藻糟贼蚤燥灶 燥枣 栽燥遭葬糟糟燥 则蚤灶早泽责燥贼 增蚤则怎泽 遭赠 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸
再粤晕郧 宰藻蚤鄄凿燥灶早摇 在匀耘晕郧 再怎灶摇 悦匀耘晕 在澡蚤鄄灶葬灶摇 在匀粤晕郧 郧怎蚤鄄皂蚤灶早摇 宰哉 杂澡葬燥鄄躁蚤灶早

渊杂澡藻灶扎澡藻灶 耘灶贼则赠鄄藻曾蚤贼 陨灶泽责藻糟贼蚤燥灶 葬灶凿 匝怎葬则葬灶贼蚤灶藻 月怎则藻葬怎 燥枣 孕援 砸援 悦澡蚤灶葬袁
杂澡藻灶扎澡藻灶 缘员愿园园员袁 郧怎葬灶早凿燥灶早 孕则燥增蚤灶糟藻袁 悦澡蚤灶葬冤

粤遭泽贼则葬糟贼院 栽燥遭葬糟糟燥 则蚤灶早泽责燥贼 增蚤则怎泽 憎葬泽 凿葬灶早藻则燥怎泽 择怎葬则葬灶贼蚤灶藻 责藻泽贼 凿藻枣蚤灶藻凿 遭赠 孕援 砸援 悦澡蚤灶葬援 杂燥皂藻 澡燥泽贼泽 蚤灶鄄
枣藻糟贼藻凿 遭赠 贼澡藻 增蚤则怎泽 葬责责藻葬则藻凿 皂葬泽噪蚤灶早 泽赠皂责贼燥皂 憎蚤贼澡 造燥憎藻则 增蚤则怎泽 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶援 栽澡藻则藻枣燥则藻袁 蚤贼 蚤泽 凿蚤枣枣蚤糟怎造贼 枣燥则
贼澡藻 增蚤则怎泽 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶援 陨灶 贼澡藻 泽贼怎凿赠袁 葬糟糟燥则凿蚤灶早 贼燥 糟燥葬贼 责则燥贼藻蚤灶 早藻灶藻 泽藻择怎藻灶糟藻袁 葬 责葬蚤则 燥枣 责则蚤皂藻则泽 葬灶凿 葬 酝郧月
责则燥遭藻 憎藻则藻 凿藻泽蚤早灶藻凿援 栽澡藻 则藻葬糟贼蚤燥灶 糟燥灶凿蚤贼蚤燥灶 憎葬泽 燥责贼蚤皂蚤扎藻凿援 粤泽 葬 则藻泽怎造贼袁 贼澡藻 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 皂藻贼澡燥凿 燥枣 栽砸杂灾
遭赠 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 憎葬泽 藻泽贼葬遭造蚤泽澡藻凿援 栽澡蚤泽 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 皂藻贼澡燥凿 憎葬泽 圆园园 葬灶凿 源 贼蚤皂藻泽 皂燥则藻 泽藻灶泽蚤贼蚤增藻 贼澡葬灶
阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 葬灶凿 砸栽鄄孕悦砸 则藻泽责藻糟贼蚤增藻造赠袁 葬灶凿 泽怎蚤贼葬遭造藻 贼燥 凿藻贼藻糟贼 栽砸杂灾 枣则燥皂 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 澡燥泽贼 责造葬灶贼泽援
运藻赠 憎燥则凿泽院 栽燥遭葬糟糟燥 则蚤灶早泽责燥贼 增蚤则怎泽曰 砸栽鄄孕悦砸

摇 摇 烟草环斑病毒渊栽燥遭葬糟糟燥 则蚤灶早泽责燥贼 增蚤则怎泽袁栽砸杂灾冤为
我国公布的二类进境检疫有害生物袁是豇豆花叶病

毒科 悦燥皂燥增蚤则蚤凿葬藻 线虫传多面体病毒属 晕藻责燥增蚤则怎泽 的

成员袁病毒球形袁核酸类型为正单链 砸晕粤袁基因组有

砸晕粤鄄员 和 砸晕粤鄄圆 两个组分咱员暂 遥 该病毒分布于欧尧
亚尧美尧澳和非洲的 猿怨 个国家袁我国至今没有分布的

报道咱圆暂 遥 该病毒寄主范围广袁可侵染 缘源 科 圆源远 种植

物袁是侵染豆类尧瓜类尧花卉尧果树及经济作物的重要

致病病原咱猿袁源暂 遥
目前袁国内外普遍使用 耘蕴陨杂粤尧胶体金免疫层析

法和电化学酶联免疫分析法检测 栽砸杂灾遥 李明福

等咱缘暂研制开发 栽砸杂灾 阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 试剂盒用于日常检

疫遥 魏梅生等咱远暂 采用柠檬酸三钠还原法制备胶体

金颗粒袁标记 栽砸杂灾 的抗体袁制成免疫层析检测试纸

条遥 检测粗提纯病毒的灵敏度为 员 园园园灶早 辕 皂蕴袁病汁

液稀释 员园园园 倍后仍可快速检出遥 对大豆病种子尧烟
草冻干病叶等不同材料进行检测也有良好的效果遥
封立平等咱苑暂 将酶联免疫吸附技术同电化学检测结

合起来袁建立了电化学酶联免疫分析法检测 栽砸杂灾
提纯液袁检测的灵敏度为 员园 灶早 辕 皂蕴遥

根据 栽砸杂灾 砸晕粤鄄圆 组分上衣壳蛋白基因序列设

计引物袁以感染 栽砸杂灾 的普通烟总 砸晕粤 为模板袁采
用 砸栽鄄孕悦砸 方法检测 栽砸杂灾袁检测灵敏度比 阅粤杂鄄
耘蕴陨杂粤 方法有大幅度提高咱猿暂 遥 孔宝华等咱愿暂 根据

栽砸杂灾 外壳蛋白基因序列设计的引物 孕员尧孕圆袁分别用

感病及健康飞燕草组织总 砸晕粤 为模板袁进行 砸栽鄄孕悦砸
基金项目院国家质量监督检验检疫总局课题资助项目渊圆园园圆陨运员员猿冤
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检测袁从感病组织中扩增出了 远园园 遭责 的目的片段袁
而健康组织中无此扩增带袁从而建立了 砸栽鄄孕悦砸 检

测 栽砸杂灾 的方法遥
在前人研究的基础上袁作者综合利用了高灵敏

度的实时荧光 孕悦砸 仪和分子杂交技术的优点袁解决

栽砸杂灾 检测工作中由于隐症尧病毒浓度低和干扰物

质存在而影响检测结果的问题袁避免漏检情况的出

现袁使灵敏度尧准确性和稳定性等方面都有所提高遥
员 材料与方法

员援 员 材料

毒源院烟草环斑病毒尧南芥菜花叶病毒渊粤则葬遭蚤泽
皂燥泽葬蚤糟 增蚤则怎泽袁粤酝灾冤尧番茄环斑病毒渊栽燥皂葬贼燥 则蚤灶早泽责燥贼
增蚤则怎泽袁栽燥酝灾冤尧番茄黑环病毒渊栽燥皂葬贼燥 遭造葬糟噪 则蚤灶早 增蚤鄄
则怎泽袁栽月砸灾冤曰鉴别寄主院白肋烟 晕蚤糟燥贼蚤葬灶葬 贼葬遭葬糟怎皂 糟增援
宰澡蚤贼藻 月怎则造赠尧野孕蚤灶贼燥冶菜豆 孕澡葬泽藻燥造怎泽 增怎造早葬则蚤泽 糟增援 孕蚤灶鄄
贼燥尧长豇豆 灾蚤早灶葬 泽藻泽择怎蚤责藻凿葬造蚤泽尧黄瓜 悦怎糟怎皂蚤泽 泽葬贼蚤增怎泽曰
繁殖寄主院白肋烟尧番杏 栽藻贼则葬早燥灶蚤葬 藻曾责藻灶泽葬尧昆诺藜

悦澡藻灶燥责燥凿蚤怎皂 择怎蚤灶燥葬尧大豆 郧造赠糟蚤灶藻 皂葬曾遥 以上均由中

国检验检疫科学研究院动植物检疫研究所提供遥 仪

器及试剂院实时荧光 孕悦砸 仪为 粤月陨孕砸陨杂酝 苑苑园园 孕悦砸
扩增仪袁粤月陨 公司曰实时荧光 孕悦砸 所用试剂购自 粤月陨
公司遥
员援 圆 病毒接种及病毒粗提液的制备

取经 员圆员益蒸汽灭菌 猿园皂蚤灶 的营养土装入育苗

盆中袁播入种子袁当苗长出第 猿 片真叶时袁采用摩擦

接种法接种病毒于幼叶上遥
称取病毒侵染的白肋烟叶组织 园援 员早袁 加入抽提

缓冲液 员皂蕴袁经研磨尧离心后制成病毒粗提液遥
员援 猿 病毒的 阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 检测及植物病毒总 砸晕粤
的抽提

称取受病毒侵染的白肋烟叶组织 员园园 皂早袁 采用

粤早凿蚤葬 公司的 阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 检测试剂盒袁具体操作同

常规 阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 方法遥
采用加拿大 月月陨 公司生产的柱式 砸晕粤 抽提试

剂盒抽提 砸晕粤袁 随试剂盒附带 砸蕴栽尧砸宰尧砸孕耘 溶液遥
称取 园援 员 早 受 栽砸杂灾 侵染的白肋烟袁加入液氮研磨成

粉末袁加入 源缘园 滋蕴 砸蕴栽 溶液袁转移至 员援 缘 皂蕴 离心管

中袁在涡旋仪上充分混匀袁缘园益水浴 圆 皂蚤灶袁加入 远园
滋蕴 氯仿袁充分混匀 员缘 泽袁员园 园园园 早 离心 员园皂蚤灶袁小心吸

取上清液 猿园园 滋蕴袁加入 园援 缘 倍无水乙醇袁混合均

匀袁转移至砸晕粤抽提柱中袁再将柱放在收集管中袁
员园园园园 早 离心 员皂蚤灶袁弃滤液袁将柱重新放回同一收集

管袁向柱中加入 缘园园 滋蕴 砸宰 溶液袁员园 园园园 早 离心 员
皂蚤灶袁弃滤液遥 加入 缘园园滋蕴 砸孕耘 溶液袁员园园园园 早 离心 员
皂蚤灶袁弃滤液袁重复离心 员 次遥 将柱转移至一个 员援 缘
皂蕴 无 砸晕粤 酶的离心管中袁加入 缘园 滋蕴 无 砸晕粤 酶

凿凿匀圆韵 至柱膜中部袁缘园益孵育 圆 皂蚤灶袁员园 园园园 早 离心 员
皂蚤灶袁制得 砸晕粤袁置于 原苑园益冰箱备用遥
员援 源 引物尧探针设计及检测方法

引物与探针设计院目前已有 源 个 栽砸杂灾 分离物

渊粤云源远员员远猿袁 粤云源远员员远源袁 蕴园怨圆园缘袁 粤再猿远猿苑圆苑冤砸晕粤鄄圆
组分的衣壳蛋白基因序列在美国 晕悦月陨 核酸数据库

上公布袁通过 阅晕粤杂栽粤砸 软件对比分析袁发现衣壳蛋

白序列的保守性强袁在不同分离物间变化较小袁适合

设计 栽砸杂灾 实时荧光检测引物及 栽葬择 酝葬灶鄄酝郧月 探

针遥 引物和探针由上海基康生物技术有限公司合

成遥 其序列如下院上游引物 栽则泽增鄄云孕 缘忆鄄郧郧郧郧栽郧悦栽鄄
栽粤悦栽郧郧悦粤粤郧郧鄄猿忆曰 下 游 引 物 栽则泽增鄄砸孕 缘忆鄄郧悦粤悦鄄
悦粤郧悦郧栽粤粤郧粤粤悦悦悦粤粤鄄猿忆曰栽葬择 酝葬灶鄄酝郧月 探针 栽则泽增鄄
云粤酝 缘忆鄄云栽郧粤栽栽栽郧悦郧郧悦郧栽粤悦栽郧孕袁 分 别 对 应 于

砸晕粤鄄圆 组分的 员猿圆猿 耀员 猿源员尧员 猿怨源 耀员 源员猿尧员 猿缘苑 耀员 猿苑员
遭责 区段袁扩增产物大小 怨员 遭责遥

砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 反应体系及扩增程序院一步法

实时荧光 孕悦砸 缓冲液 缘滋蕴袁 砸晕葬泽藻 抑制剂 园援 圆缘滋蕴袁
下游引物 渊圆园 滋皂燥造 辕 蕴冤 园援 缘 滋蕴袁 栽葬择 酝葬灶 探针 渊员园
滋皂燥造 辕 蕴冤园援 圆 滋蕴遥 缘园益 猿园 皂蚤灶袁怨缘益 员园 皂蚤灶袁怨缘益 员缘
泽袁远园益 猿园 泽袁猿园 个循环遥
员援 缘 检测方法的适应性尧特异性

不同寄主中 栽砸杂灾 的检测院将 栽砸杂灾 接种在黄

瓜尧大豆尧长豇豆和白肋烟上袁苑 天后采用 砸栽鄄砸藻葬造鄄
贼蚤皂藻 孕悦砸 方法检测 栽砸杂灾袁比较在不同寄主中 栽砸杂灾
的检测结果遥

线虫传多面体病毒属四种病毒的检测比较院采
用 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 检测分别被 栽砸杂灾尧 栽燥砸杂灾尧
栽月砸灾 和 粤则酝灾 侵染的寄主袁比较其对 栽砸杂灾 检测的

特异性遥
员援 远 灵敏度比较

阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 检 测 方 法 的 灵 敏 度院 称 取 感 染

栽砸杂灾 的白肋烟叶片 园援 员 早袁 加病毒抽提缓冲液 员
皂蕴袁经研磨袁员 伊 员园源 早 离心 员园 皂蚤灶袁上清液即为浓度

为 员 伊 员园缘 滋早 叶组织 辕 皂蕴 的病毒粗提液遥 再用病毒

抽提缓冲液将上述病毒粗提液稀释至浓度分别为 员
伊 员园源尧 员 伊 员园猿尧员 伊 员园圆 和 员园 滋早 叶组织 辕 皂蕴 的病毒

粗提液袁并设阴性对照尧阳性对照袁每个浓度吸取

员园园 滋蕴 粗提液用于 阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 灵敏度检测遥

愿缘员 植摇 物摇 保摇 护摇 学摇 报 猿源 卷



摇 摇 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 检测方法的灵敏度院称取 园援 员
早 感病叶组织袁按 员援 远 方法抽提 砸晕粤袁溶于 缘园 滋蕴
凿凿匀圆韵 中遥 分别稀释为相当于从 缘 伊 员园缘尧缘 伊 员园源尧缘
伊 员园猿尧缘 伊 员园圆 和 缘园 责早 叶组织中抽提出 砸晕粤 的浓

度遥 并设置阴尧阳性对照遥
圆 结果与分析

圆援 员 不同寄主中 栽砸杂灾 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 检测

对感染 栽砸杂灾 后的白肋烟尧大豆尧黄瓜和长豇豆

进行检测袁结果表明 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 方法可以检

出不同寄主中的 栽砸杂灾袁不同寄主中 栽砸杂灾 浓度存在

差异袁浓度大小依次为白肋烟渊悦贼 越 员苑援 员怨冤尧大豆

渊 悦贼 越 圆园 援 怨猿冤 尧长豇豆渊 悦贼 越 圆圆 援 愿园冤 尧黄瓜渊 悦贼 越
圆缘援 远猿 冤渊图 员冤遥
圆援 圆 线虫传多面体病毒属四种病毒的检测比较

结果显示袁砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 对 栽砸杂灾 检测有特

异性渊悦贼 值 越 员缘援 员愿冤袁而对其它三种病毒没有特异

性渊图 圆冤遥

图 员 不同寄主中 栽砸杂灾 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 检测结果

云蚤早援 员 阅藻贼藻糟贼蚤灶早 则藻泽怎造贼 燥枣 栽燥遭葬糟糟燥 则蚤灶早泽责燥贼 增蚤则怎泽 遭赠 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸

图 圆 栽砸杂灾 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 检测方法的特异性

云蚤早援 圆 杂责藻糟蚤枣蚤糟蚤贼赠 燥枣 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 枣燥则 栽燥遭葬糟糟燥 则蚤灶早泽责燥贼 增蚤则怎泽 遭赠 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸
圆援 猿 灵敏度比较

圆援 猿援 员 阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 检测方法的灵敏度

分别吸取各浓度的病毒粗提液 员园园 滋蕴袁采用

阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 方法进行检测遥 其中袁浓度为每毫升 员
伊 员园缘尧员 伊 员园源尧 员 伊 员园猿尧员 伊 员园圆滋早 叶组织和阳性对

照的样品都有阳性反应渊韵阅源园缘 跃 园援 园员圆冤袁而 员园 滋早
叶组织 辕 皂蕴 的样品和阴性对照渊韵阅源园缘 越 园援 园园远冤渊表
员冤的反应为阴性袁表明 阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 检测方法的灵敏

度为 员园 滋早 叶组织遥
圆援 猿援 圆 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 检测方法的灵敏度

采用 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 方法袁对相当于从 缘 伊

员园缘尧缘 伊 员园源尧缘 伊 员园猿尧缘 伊 员园圆 和 缘园 责早 叶组织中抽提

出的 砸晕粤 进行检测袁其中 缘 伊 员园缘渊悦贼 值 越 圆员援 员圆冤尧缘
伊 员园源渊悦贼 值 越圆圆援 愿愿冤尧缘 伊 员园猿渊悦贼 值 越圆远援 园员冤和 缘园园
责早渊悦贼 值 越 圆苑援 缘远冤叶组织检测结果呈阳性反应袁而
缘园 责早 叶组织和阴性对照的检测结果呈阴性反应袁表
明 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 检测方法的灵敏度为 缘园园 责早 叶

组织渊图 猿冤遥
猿 讨论

阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 的灵敏度为 员 伊 员园缘 责早 叶组织 辕 皂蕴袁
砸栽鄄孕悦砸 检测方法的灵敏度为 圆 伊 员园猿 责早 叶组织咱怨暂 袁

怨缘员圆 期 杨伟东等院烟草环斑病毒 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 检测方法



表 员 阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 检测方法的灵敏度

栽葬遭造藻 员 杂藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 燥枣 阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤
项目

陨贼藻皂
病毒粗提液浓度 悦则怎凿 增蚤则葬造 藻曾贼则葬糟贼蚤燥灶 泽燥造怎贼蚤燥灶渊造藻葬枣 贼蚤泽泽怎藻 辕 皂蕴冤

员 伊 员园缘 滋早 员 伊 员园源 滋早 员 伊 员园猿 滋早 员 伊 员园圆 滋早 员园 滋早
阴性对照

晕藻早葬贼蚤增藻 糟燥灶贼则燥造
阳性对照

孕燥泽蚤贼蚤增藻 糟燥灶贼则燥造
韵阅源园缘 员援 猿圆员 园援 缘圆猿 园援 园怨远 园援 园缘圆 园援 园园怨 园援 园园远 员援 源猿远

反应类型 垣 垣 垣 垣 原 原 垣
砸藻葬糟贼蚤燥灶 贼赠责藻

摇 摇 注院 垣 阳性反应袁 原阴性反应遥 晕燥贼藻院 垣 责燥泽蚤贼蚤增藻袁 原 灶藻早葬贼蚤增藻援

图 猿 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 检测方法的灵敏度

云蚤早援 猿 杂藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 燥枣 贼澡藻 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 皂藻贼澡燥凿
而 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 方法检测 栽砸杂灾 的灵敏度为

缘园园 责早 叶组织袁即 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 检测方法的灵敏

度是 砸栽鄄孕悦砸 的 源 倍袁是 阅粤杂鄄耘蕴陨杂粤 方法的 圆园园 倍遥
另外袁砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 方法具有良好的稳定性和重

复性袁在多次重复试验中检测结果一致遥 基于 砸栽鄄
砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸 的这些优点袁该方法非常适合检测

栽砸杂灾 等病毒浓度较低的种子类货物遥
不同寄主中烟草环斑病毒含量的检测结果直接

反应各寄主中病毒含量的高低遥 砸栽鄄砸藻葬造贼蚤皂藻 孕悦砸
方法的检测结果表明袁白肋烟尧大豆尧长豇豆和黄瓜

中病毒浓度依次降低袁这与各寄主本身的症状反应

类型一致袁反映了寄主症状与病毒浓度之间的相关

关系袁在今后实际应用中具有广泛的用途遥 如在抗

病毒育种工作中袁可以定量的检测病毒浓度的高低袁
来选择培育抗病尧耐病品种遥 在检疫工作中袁特别是

针对一些限制非检疫性病毒病害袁如菜豆黄花叶病

毒尧黄瓜花叶病毒等的检测袁具有重要应用价值遥
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