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摘要: 根据马铃薯纺锤块茎类病毒( PST Vd)基因序列设计合成引物, 以感病组织和健康组织总 RNA 为模板, 经 RT�

PCR 法扩增出全长的 cDNA片段,结果从感病组织中扩增出与预期的 360 bp 大小的目标片段,而健康组织无此扩增

产物; 将其克隆到质粒 pGEM�T 载体上, 进行全序列分析。结果表明, 与国内外的报道相比较, 核苷酸同源率高达

98%以上。PCR产物克隆作为 RT�PCR反应的阳性对照, 解决了毒源保存和传播的问题, 为进一步进行抗 PSTVd 基

因工程研究打下了良好基础。
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Abstract:A pair of primers w ere designed and synthesized based on PSTVd gene. T he excepted size 360bp

w as amplified by RT�PCR from the infected samples, w hile no amplif ied products w ere obtained from the
healthy t issue samples. The unique amplif ied product w as then cloned into the pGEM�T vector and sequenced.
Comparison of the civ il and foreign nucleotide sequence show ed that the homology are 98% . Acting as the posi�
t ive control of RT�PCR, the clone of PCR product helped resolve the problem of storing the viroid source and
prevent ing it from spreading. This paved a path for breeding the t ransgenic potato resistant to PST Vd.
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� � 在马铃薯生产中, 普遍存在的病毒和类病毒有

几十种[ 1] , 其中马铃薯纺锤块茎类病毒 ( Potato

Spindle Tuber Viriod, PSTVd)是在生长季节里唯一

在高温和强光照环境下感染马铃薯的类病毒, 是引

起马铃薯品种退化和产量降低的主要病害之一。

PST Vd具有高度的侵染性, 极易通过接触、农具、衣

物和切刀等进行汁液传播。PSTVd发现于美国新

西兰州,后在加拿大、阿根廷、前苏联、波兰和保加利

亚等地均有发现[ 2]。我省马铃薯病毒病毒发生最

普遍的是PVY, PVX, PLRV和 PSTVd,而且多数是

复合侵染, PSTVd在我国北方马铃薯主产区严重危

害马铃薯生产和实生种子的品质, 是我国种薯生产

中急待解决的问题[ 3]。

有效控制类病毒病害需要一种快速、准确、灵敏

的检测方法,由于类病毒没有蛋白质外壳,不具有抗

原性,故不能用血清学方法检测。常用的检测方法
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有生物学接种、电镜观察、往返聚丙烯酰胺凝胶电泳

( Return�PAGE )、分子杂交以及 RT�PCR 检测
等[ 4~ 6]。由于生物接种、电镜观察的准确性不高,

而往返电泳法操作技术复杂、不易掌握,在许多情况

下难以进行准确可靠的诊断, 因此利用分子杂交和

PCR检测技术越来越受欢迎。本试验以患病马铃

薯叶片为研究材料, 进行 PST Vd 的 RT�PCR 检测
技术体系研究, 以期摸索出 PST Vd的快速、准确、

灵敏的检测方法,为马铃薯种薯生产工厂化无病毒

检测提供技术支持和依据。

1 � 材料和方法

1�1 � 材料
1�1�1� 供试植物 � 患病的马铃薯植株的叶片由河
北科润农业技术有限公司提供。

1�1�2 � 菌株和质粒 � 克隆载体 pGEM�T easy vec�
tor kit 购自 Promega 公司, 受体大肠杆菌 ( Es�
cher ichia col i )DH 5�由本实验室保存。

1�1�3 � 生化和分子生物学试剂 � RNA 酶抑制剂
(Rnasin)、DNA 回收试剂盒购自 Takara 公司, M -

MLV 反转录酶购自 Progmega公司, T aq DNA 聚合

酶、dNT P等购自鼎国生物技术有限公司,抗生素氨

苄青霉素及 X�gal等购自华美生物工程公司。其他
化学试剂购自北京化学试剂公司。

1�1�4� 引物设计 � 根据报道的 PST Vd 基因序列

设计合成一对引物[ 7] , 5�端同源引物 5H�5��AT C
CCC GGG GAA ACC T GG AGC GAA C- 3�, 3�端互
补引物3C�5��CCC TGA AGC GCT CCT CCG AG-
3�。

1�2 � 方法
1�2�1 � PSTVd 抽提 � 按参考文献提供的方法进
行[ 8] ,略有改动。称取 0. 2 g 马铃薯病株的病叶组

织,迅速在液氮中研磨成粉末,然后加入 2倍体积的

LiCl提取缓冲液 ( 50 mmol/ L LiCl , 1% SDS, 10

mmol/ L EDTA, 100 mmol/ L Tris�Cl, 1% �- 疏基

乙醇) ,研磨成匀浆组织, 加入等体积的水饱和苯酚

( pH 8. 0)混匀,移入 1. 5 mL 微量离心管中,室温振

荡悬浮 5 min, 12 000 r/ min 4 � 离心 12 min(以下

同) , 上清加等体积的水饱和苯酚�氯仿�异戊醇( 25�

24�1) , 振荡混匀, 离心, 上清用 0. 1 倍体积的 3

mol/ L NaAc( pH 5. 2)和等体积的异丙醇沉淀, - 20

� 下静置 30 min后离心, 沉淀用70%的乙醇洗涤离

心,然后用 2 mol/ L LiCl溶解, 4 � 过夜后离心 15

min,沉淀用适量的 DEPC处理的无菌水悬浮。

1�2�2 � cDNA的合成及 PCR扩增 � 以提纯的病毒

总RNA 为模板, 在互补引物 3 C 的引导下, 合成

PSTVd的 cDNA第 1链。在0. 2 mL 的微量离心管

中加入以下试剂: RNA 样品 5 �L, 20 �mol/ L 3C 2

�L,补 4 �L 灭菌重蒸水, 88 � 下变性 10 m in,冰上
冷却 3 m in;置于 37 � ,保温 20 min; 然后加入以下

试剂: 5 �第 1链缓冲液 4 �L, 10 mmol/ L dNTPs 2

�L, RNasin 抑制剂 0. 5 �L, M�MLV 反转录酶 1

�L, 补足灭菌重蒸水到 20 �L, 混匀后42 � 下温育1
h,即合成了 PSTVd RNA的 cDNA 第 1链。

PCR扩增在 25 �L 反应体系中进行。反应体

系中含 3 �L cDNA 反应物, 2. 5 �L 10 � PCR
buffer, 2 �L dNT Ps (每份 2. 5 mmol/ L ) , 1 �L PCR

引物 ( 25 �mol/ L ) , 15. 8 �L 无菌水, 0. 7 �L Taq

DNA 聚合酶 ( 5 u / �L)。扩增反应条件为: 94 �

变性 4 m in; 94 � , 45 s, 60 � , 45 s, 72 � , 45 s, 5个
循环; 94 � , 45 s, 56 � , 45 s, 72 � , 45 s, 34 个循

环; 72 � 延伸 10 min。取3 �L PCR产物经 5% 的

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行银染检测。

1�2�3 � PCR 产物的克隆及序列测定 � 所涉及的有
关分子生物学内容见 Sambrook 的方法[ 9]。PCR扩

增产物经 DNA 回收试剂盒从琼脂糖凝胶中回收,

回收 PCR 产物和质粒 pGEM�T 载体进行连接, 将
连接产物转化大肠杆菌 DH5�感受态细胞, 涂布在

LB固体培养基 (含氨苄青霉素 100 �g / mL, X -

gal) , 进行蓝白斑和细菌 PCR法筛选阳性克隆 , 随

机筛选 1, 2个含重组质粒的阳性克隆进行序列分

析,由宝生物 T aKaRa 工程大连有限公司进行。

2 � 结果与分析

2�1 � PSTVd PCR检测

从感染 PST Vd 的马铃薯病叶组织中提取核

酸,设计合成 PSTVd基因的特异性引物, 经 RT -

PCR扩增后,将扩增产物进行 5%的非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳进行银染检测, 得到一条大小约 360

bp的特异 DNA片段,与预期设计的 PSTVd的全长

基因片段大小一致(图 1)。

2�2 � PCR产物的克隆及序列分析
将 PCR 产物克隆, 进行序列分析, 结果表明

DNA片段大小为 360 bp,与 PSTVd大小一致,说明

我们所克隆的分离物基因为 PSTVd基因。与国内

外报道的 PSTVd 基因序列相比较, 核苷酸的同源

率为 98% 以上, 说明所检测的病原为 PSTVd(图
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2)。

M. 200 bp Maker( 1 400, 1 200, 1 000, 800, 600, 400, 200 bp) ;

1, 2, 3. PSTVd PCR产物; 4. 健康对照; 5.空白对照

图 1� 5%的聚丙烯酰胺凝胶电泳 RT- PCR检测结果

� 1 � CGGAACTAAA CTCGTGGTTC CTGTGGTTCA CACCTGACGC TCCTGAGCAG

51 � AAAAGAAAAA �AGAAGGCGGC � �TCGGAGGAGC � �GCTTCAGGGA TCCCCGGGGA

101 AACCTGGAGC GAACTGGCAA �AAAAGGACGG �TGGGGAGTGC CCAGCGGCCG

151 ACAGGAGTAA TTCCCGCCGA AACAGGGTTT TCACCCTTCC TTTCTTCGGG

201 TGTCCTTCCT CGCGCCCGCA GGACCACCCC TCGCCCCCTT TGCGCTGTCG

251 CTTCGGCTAC TACCCGGTGG AAACAACTGA AGCTCCCGAG AACCGCTTTT

301 TCTCTATCTT ACTTGCTTCG GGGCGAGGGT GTTTAGCCCT TGGAACCGCA

351 G T T G G TTCCT

图 2� PSTVd基因序列

3 � 讨论

马铃薯是一类经济价值很高的作物,由于病毒

病的危害造成良种退化、产量下降,严重制约着优质

马铃薯的生产与出口, 由于尚无有效药剂防除的病

毒病,使用无毒种苗、及早清除带毒材料是防止病毒

病危害的主要措施,培育抗病品种和脱毒种苗是减

轻病毒病害、提高马铃薯产量和品质的重要措施, 而

建立起快速、准确、灵敏、特异的病毒检测方法是保

证脱毒效果和无病毒种苗生产的关键环节,在脱毒种

薯和种苗产业中占有极其重要的地位。由于 PSTVd

不能用常规的高温脱毒法脱除[ 10] ,在培育脱毒种苗

时,首先要对待脱毒的种薯进行 PSTVd检测,选择

无 PSTVd的材料进行常规病毒脱毒研究。类病毒

不具有免疫原性, 因此不能用检测其他病毒的血清

学方法来检测,所以 PCR法成为检测类病毒的理想

方法。本文采用的 RT�PCR 法, 具有特异性强、灵
敏度高、所需样品量少等优点, 该方法的确立对于

PSTVd的病害防治和检测有重要意义,更便于普及

应用。
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