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摇 摇 南芥菜花叶病毒 粤则葬遭蚤泽 皂燥泽葬蚤糟 增蚤则怎泽渊粤则酝灾冤是

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 成员袁主要分布在荷兰尧比利时等欧洲国家

和美国尧加拿大尧澳大利亚尧新西兰尧南非尧日本袁我国

尚未有报道遥 该病毒通常采用血清学和鉴别寄主方

法进行检测袁但该方法较易出现假阳性袁存在检测时

间长袁准确性和灵敏度较低等问题遥 近几年发展起

来的基因芯片技术已经广泛用于人类病毒如乙肝病

毒尧人类免疫缺陷病毒尧严重急性呼吸系统综合征病

毒咱员 耀 猿暂等医学诊断和动物病毒如口蹄疫尧禽流感咱源暂

的检测和检疫袁而应用基因芯片检测植物病毒实例

的报道很少袁目前仅用于百合病毒的检测咱缘暂 袁在南

芥菜花叶病毒的检测中还没有尝试遥 为了提高该病

毒检测的准确性袁作者进行了基因芯片检测技术的

研究袁建立了一套快速准确尧高通量的植物病毒检测

系统遥 应用该芯片对进口的植物进行筛查袁从荷兰

进口的郁金香和唐菖蒲种球中检测出南芥菜花叶

病毒遥
员 材料与方法

员援 员 样本

从荷兰进口的郁金香和唐菖蒲种球遥
员援 圆 引物序列

粤则酝灾糟责鄄凿鄄枣院悦粤悦郧粤郧郧粤郧栽悦栽郧悦栽粤悦郧粤栽粤栽栽鄄
栽悦悦栽悦栽粤悦栽粤悦栽粤郧悦粤悦栽郧栽粤郧悦悦悦栽栽郧曰粤则酝灾糟责鄄凿鄄则院
悦粤悦郧粤郧郧粤郧栽悦栽郧悦栽粤悦郧栽郧粤栽郧郧栽粤粤悦粤悦悦粤悦悦粤鄄

郧粤粤悦栽悦栽栽栽悦曰员愿 杂 鄄 枣院悦粤悦郧粤郧郧粤郧栽悦栽郧悦栽粤悦粤栽鄄
郧粤栽粤粤悦栽悦郧粤悦郧郧粤栽悦郧悦曰员愿杂鄄则院悦粤悦郧粤郧郧粤郧栽悦鄄
栽郧悦栽粤悦悦栽栽郧郧粤栽郧栽郧郧栽粤郧悦悦郧栽栽栽曰标记引物院悦鄄
粤悦郧粤郧郧粤郧栽悦栽郧悦栽粤悦遥
员援 猿 血清学反应

参照供应商渊粤早凿蚤葬 公司冤推荐的双抗体夹心酶

联免疫技术操作程序操作遥
员援 源 植物总 砸晕粤 的提取及 砸栽鄄孕悦砸 反应

参照供应商渊陨灶增蚤贼则燥早藻灶 公司冤推荐的方法袁提取

郁金香和唐菖蒲种球的总 砸晕粤遥 以总 砸晕粤 为模

板袁用随机引物反转录合成 糟阅晕粤遥 以合成的 糟阅晕粤
为目标袁分别进行南芥菜花叶病毒和 员愿杂 则砸晕粤 的

扩增遥 孕悦砸 扩增体系为 圆缘 滋蕴袁条件为院怨缘益变性 缘
皂蚤灶曰怨缘益 猿园 泽尧缘园益 猿园 泽尧苑圆益 员 皂蚤灶袁缘 个循环曰怨缘益
猿园 泽尧缘缘益 猿园 泽尧苑圆益 员 皂蚤灶袁猿园 个循环曰苑圆益 延伸 员园
皂蚤灶曰源益保存遥
员援 缘 标记扩增

以前一次的 孕悦砸 产物作为标记扩增的模板袁进
行 孕悦砸 反应袁体系为 员园 滋蕴遥 员园 伊 孕悦砸 月怎枣枣藻则 员 滋蕴袁
凿晕栽孕渊员 皂皂燥造 辕 蕴袁其中 悦赠猿鄄凿悦栽孕 园援 猿缘 滋皂燥造 辕 蕴冤园援 圆
滋蕴袁标记引物渊缘园 滋皂燥造 辕 蕴冤园援 源 滋蕴袁栽葬择阅晕粤 聚合酶

渊缘 哉 辕 滋蕴冤园援 员 滋蕴袁标记对照渊圆 灶早 辕 滋蕴冤园援 猿 滋蕴袁员愿杂
则砸晕粤 反应模板 园援 圆 滋蕴袁病毒反应模板 园援 圆 滋蕴袁去离

子水 苑援 远 滋蕴遥 孕悦砸 扩增条件为院怨缘益 变性 缘 皂蚤灶曰
怨缘益 猿园 泽尧 缘缘益 猿园 泽尧 苑圆益 员皂蚤灶袁猿缘 个循环曰苑圆益延
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伸 员园皂蚤灶曰源益保存遥
员援 远 杂交及洗涤

取 怨滋蕴 标记反应产物尧缘滋蕴 猿 伊 杂燥怎贼澡藻则灶 杂交封

闭缓冲液和 员 滋蕴 杂交对照渊缘园园 灶皂燥造 辕 蕴冤混合袁怨缘益
变性 缘皂蚤灶袁迅速冰浴 缘皂蚤灶遥 芯片杂交盒中加入 圆园园
滋蕴 去离子水袁将芯片正面朝上放进杂交盒中袁对准

方向放入盖片袁通过加样孔将杂交液一次性注入袁使
其充满盖片和芯片之间空隙袁封闭杂交盒袁置于

远缘益恒温环境 猿园皂蚤灶遥
杂交完毕后袁弃去盖片袁芯片探针面向下在少量

远缘益预热的杂交洗液 陨渊园援 猿 伊 杂杂悦袁园援 圆豫 杂阅杂冤中漂

去残余杂交液袁然后将芯片放在铜染色架上袁在预热

的杂交洗液 陨 中用磁力搅拌器中速度搅拌清洗 缘
皂蚤灶袁再在预热的杂交洗液 陨陨渊园援 园远 伊 杂杂悦冤中搅拌清

洗 缘皂蚤灶袁然后将芯片置于 缘园 皂蕴 离心管中 圆 园园园 则 辕
皂蚤灶 离心 员皂蚤灶袁置于暗盒室温保存遥
员援 苑 扫描及数据分析

将芯片置于芯片扫描仪中进行扫描袁悦赠猿 标记

用 缘猿圆 灶皂 激光管扫描遥 采用 郧藻灶藻孕蚤曾 孕则燥源援 园 软件

进行数据分析遥
圆 结果与分析

圆援 员 血清学反应检测

检测了八批次郁金香和唐菖蒲种球样品袁一批

次的郁金香种球和两批次的唐菖蒲种球的检测结果

为阳性袁表明郁金香和唐菖蒲种球携带有 粤则酝灾袁且
种球带毒率较高遥
圆援 圆 砸栽鄄孕悦砸 检测

以血清学检测结果为阳性的郁金香和唐菖蒲的

总 砸晕粤 为模板袁经 砸栽鄄孕悦砸 扩增后袁在琼脂糖凝胶

电泳中均可扩增出约 圆园园 遭责 的片段袁与预期片段大

小一致遥 说明扩增的条带是 粤则酝灾 基因组特异扩增

得来的渊图 员冤遥 同时将扩增条带进行序列测定袁将
所测的序列在 郧藻灶月葬灶噪 中进行 月造葬泽贼 检索袁结果表明

所测序列与 粤则酝灾 的序列同源性最高袁为 粤则酝灾 糟责
基因的部分序列袁表明从进境郁金香和唐菖蒲中检

测到了 粤则酝灾遥

图 员 芯片检测结果

云蚤早援 员 阅藻贼藻糟贼蚤灶早 则藻泽怎造贼 燥枣 早藻灶藻 糟澡蚤责
圆援 猿 基因芯片检测

结果显示袁郁金香和唐菖蒲在 粤则酝灾 探针位置

都有较强的荧光信号袁与 砸栽鄄孕悦砸 检测结果一致袁与
空白对照尧阴性对照和其它病毒的探针无杂交信号

渊图 员冤袁说明检测的植物样品中确实存在 粤则酝灾袁并
且芯片的特异性较好袁确保了芯片杂交结果的可靠

性袁证明基因芯片可用于 粤则酝灾 的日常检测遥 从杂

交结果也可看到南芥菜花叶病毒不同探针杂交信号

的强弱程度不同袁出现这一现象可能的原因一方面

是由于探针与病毒序列的同源性不同而导致的袁另
一方面是由于探针在 孕悦砸 产物上的位置不同使得

二者形成的复合物空间位阻的不同而导致的遥
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