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葡萄病毒分子检测技术研究进展 
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摘  要：简述了葡萄病毒 RT-PCR、分子杂交、基因芯片、RT-LAMP 以及高通量测序等分子检测技

术的原理和特点，综述了近年来葡萄病毒分子检测所取得的进展，展望了今后研究的主要方向。  
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Progress on Molecular Detection of Grapevine Viruses  
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Abstract：In this paper，the molecular detection technologies used for grapevine viruses in recent 

years are outlined，which include RT-PCR，molecular hybridization，gene microarray，RT-LAMP and 

high-through sequence，and the achievements of those technologies in the detection of grapevine virus are 

summarized. Furthermore，the further research directions of molecular detection of grapevine viruses are 

also discussed. 
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葡萄病毒病是影响葡萄正常生长发育，导致产量下降和品质降低的重要因素之一。目前已发现

能够侵染葡萄的病毒多达 63 种（Martelli，2012），中国已报道了 11 种（范旭东 等，2012），包括 6

种葡萄卷叶伴随病毒 Grapevine leafroll-associated virus 1 ~ 5、7（GLRaV-1 ~ 5、7），3 种皱木复合相

关病毒 Grapevine rupestris stem pitting-associated virus（GRSPaV）、Grapevine virus A（GVA）、

Grapevine virus B，GVB），1 种线虫传多面体病毒 Grapevine fanleaf virus（GFLV）和葡萄斑点病毒

Grapevine fleck virus（GFkV）。 

葡萄病毒的检测工作不仅是无病毒苗木认证中的一项基础工作，也是防控葡萄病毒病的根本保

障。传统的生物学鉴定方法需要将待检样品嫁接到指示植物上，根据指示植物的症状表现来鉴定病

毒，该方法耗时过长，一般需要几个月到几年的时间（张尊平 等，2010），不能及时取得检测结果，

而且仅根据症状表现难以区分具体的病毒种类（如葡萄卷叶病毒等）。酶联免疫吸附法利用病毒抗体

与抗原特异性结合，通过化学显色来判断样品是否携带病毒，该方法需制备或购买病毒特异性抗体，

可用于检测大量样品，但其灵敏度低于分子检测方法（Ling et al.，2001）。近些年，葡萄病毒 
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的分子检测技术发展迅速，逐渐成为主流的检测方法。其中 PCR 法简便，快速，灵敏，是 常用的

方法，目前病毒的序列确定一般需要通过 PCR 扩增和测序来完成。为了进一步提高 PCR 的检测效

率和检测灵敏度，许多研究者建立了多重 PCR 和荧光定量 PCR 等方法。分子杂交在葡萄病毒检测

方面的应用不如 RT-PCR 法广泛，有少数葡萄病毒建立了分子杂交的方法，为分子杂交技术的进一

步应用打下基础。新的方法，包括基因芯片方法（Boonham et al.，2003）和反转录环介导恒温扩增

（Notomi et al.，2000），近几年也逐渐用于葡萄病毒的检测中。另外，高通量测序在病害诊断方面

的重要性日益凸显，不仅仅针对某种病原的检测，而是通过序列分析来发现所有潜在病原，在葡萄

病毒鉴定和发现新病毒方面已经得到一些应用（Giampetruzzi et al.，2012）。本文中就近年来葡萄病

毒分子检测技术方法的研究进展进行了综述，并展望了未来的发展方向。 

1  PCR 检测 

1.1  反转录 PCR（RT-PCR） 

反转录聚合酶链式反应（Reverse transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR）是一项常规

的检测技术，发明至今已有 30 多年。该方法以 RNA 为模板，在反转录酶的作用下合成 cDNA，再

将 cDNA 与特异引物、dNTPs、DNA 聚合酶等试剂混合，经过若干个加热变性、退火及延伸循环，

后完成 PCR 反应。由于 RT-PCR 法具有快速、灵敏的特点，已成为目前应用 广泛的分子检测手

段。然而，常规的 RT-PCR 检测效率及检测灵敏度还有进一步提高的空间，而且 PCR 产物需要开盖

进行电泳分析，在一定程度上增加了污染的可能性。 

目前，葡萄病毒 常用的分子检测方法仍是 RT-PCR 法。中国已报道的 11 种葡萄病毒都利用了

该法进行了检测（刘永清，2003；牛建新 等，2003；董雅凤 等，2007；杨发恒，2007；王建辉 等，

2008；杨相昆 等，2010；裴光前 等，2011），这些病毒均是通过 RT-PCR 法首次在国内发现并通过

PCR 产物克隆测序确定的。RNA 提取和引物的选择是决定葡萄病毒 RT-PCR 检测效果的两个重要因

素。由于葡萄组织富含多糖、多酚，不易提取到浓度和纯度较高的核酸，为此一些研究者建立了针

对葡萄组织特点的核酸提取方法，如改良 CTAB 法（Gambino et al.，2008）、二氧化硅吸附法（Foissac 

et al.，2001），商品化的 Qiagen RNeasy method 吸附柱法（MacKenzie et al.，1997）等，这些方法的

建立为 RT-PCR 等分子检测技术奠定了基础。另外，一些研究者采用探针或者杂交膜吸附 RNA 的方

式来代替 RNA 提取。例如，Fattouch 等（2001）利用固定在膜上的特异性探针来捕获葡萄扇叶病毒

RNA，然后进行 RT-PCR，其检测灵敏度是免疫捕获 RT-PCR 的 10 倍；Osman 和 Rowhani（2006）

直接将葡萄粗提汁液点在尼龙膜和 FAT 膜上，简单处理之后进行 RT-PCR，可对一些葡萄病毒进行

有效地检测，并且印在膜上的核酸可在室温或者 4 ℃保存较长时间，不用担心样品采集地到实验室

的运输问题。一些葡萄病毒基因序列变异较大，仅采用 1 对引物有时不能检测到病毒的所有变种，

为此，研究者需要设计多条引物或简并引物来解决这一问题。例如，Nolasco 等（2000）设计了用

于检测 GRSPaV 的 5 套引物，从中筛选出较好的引物，并指出所设计的引物中没有 1 对能够用于检

测到 GRSPaV 所有变种。Terlizzi 等（2011）设计的一套 GRSPaV 简并引物与 Nolasco 设计的 1 对引

物相比，具有更好的检测效果，能够检测到沙地葡萄茎痘病毒的新变种。 近，为了减少由于序列

变异而导致假阴性结果，Chooi 等（2013）设计了 GLRaV-3 不同变种的特异性引物，对这些引物进

行组合建立了多重 PCR 检测体系，可同时检测 GLRaV-3 的几个变种。另外，一些研究者根据同一

病毒属的基因保守区域设计简并引物，可用于检测同一类的葡萄病毒（Saldarelli et al.，1998；Digiaro 

et al.，2007）。Dovas 和 Katis（2003）针对葡萄病毒属、凹陷病毒属、长线性病毒属的基因特点分
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别设计了简并引物，这些简并引物含有与其他 4 种核苷配对的脱氧次黄苷（dI），该法可同时检测到

同一属的葡萄病毒基因。Maliogka 等（2008）基于 HSP70h 设计了葡萄卷叶病毒属的简并引物，该

方法先利用简并引物进行扩增，再采用特异引物进行巢式扩增，可检测该属所有的葡萄病毒。 

由于大部分葡萄病毒基因组存在较大的变异，为了防止漏检，针对某些病毒基因组的特点，设

计能够检测所有变种的特异引物、通用引物或者简并引物往往都是必要的。 

1.2  多重 RT-PCR 

多重 RT-PCR 是在单一 RT-PCR 基础上，将扩增多个基因的引物加入到同一反应体系中，同时

进行多个目的基因扩增的一种检测手段。此方法的建立，不仅需要对反应体系（包括试剂、PCR 程

序）进行优化，且更需要对引物组合进行优化（Henegariu et al.，1997）。多重 RT-PCR 引物的设计

需要借助电脑软件分析引物本身理论上的特异性以及可能的交叉反应，并且需要在实际的扩增反应

中加以验证。与单一 RT-PCR 相比，多重 RT-PCR 大大提高了工作效率，且节约了用工和材料成本，

但是多条引物之间竞争反应和交叉反应会导致扩增失败或者产生非特异条带，这是限制该法发展的

重要原因。目前，在植物病毒检测的运用上，一些研究者已建立了多重检测方法（Dai et al.，2012；

Yu et al.，2013），但是这些方法绝大部分只能检测 5 种或 5 种以下的病毒，能扩增 5 种病毒以上的

多重 RT-PCR 方法仍然很少见。 

葡萄病毒种类多，复合侵染普遍，多重 RT-PCR 是一个重要的检测方法。已有许多研究者利用

多重 RT-PCR 同时检测 2 种、3 种或者 4 种葡萄病毒（Minafra & Hadidi，1994；La Notte et al.，1997；

Nassuth et al.，2000；牛建新 等，2004；裴光前 等，2010；王建辉 等，2011；范旭东 等，2012）。

能够同时检测更多的葡萄病毒一直是多重 RT-PCR 追求的目标之一，目前已有能够同时检测 8 种

和 9 种葡萄病毒的多重 RT-PCR 的报道。Faggioli 和 La Starza（2006）研究建立了一管式同时检测

GLRaV-1、GLRaV-2、GLRaV-3、GFLV、ArMV、GFkV、GVA 和 GVB 等 8 种葡萄病毒的多重 RT-PCR

方法，且与 ELASA 方法相比有更高的灵敏度，被运用于大规模田间样品检测和苗木筛选检测。

Gambino 和 Gnbaudo（2006）首先对商业化的柱式提取 RNA 的方法进行了改进，增加了苯酚—氯

仿—异戊醇抽提步骤，建立了能同时检测 ArMV、GFLV、GVA、GVB、GRSPaV、GFkV、GLRaV-1 ~ 

3 等 9 种葡萄病毒和内参基因 18S rRNA 的多重 RT-PCR 方法，主要对 PCR 试剂浓度、引物、PCR

程序进行了优化，虽然与单一 PCR 相比灵敏度稍低，但大大提高了检测效率。采用多重 RT-PCR

和单一 RT-PCR 对大量田间样品的检测结果表明该法与单一 RT-PCR 结果一致，有较高的可靠性。 

目前，NEB、QIAGEN、TaKaRa 等许多公司均有多重 PCR 试剂盒，只需对引物进行优化即可

建立多重 RT-PCR 方法，但其在葡萄病毒检测中的应用还需要进一步研究开发，除了保证试剂和引

物适合于多重反应体系外，RNA 质量也不容忽视。 

1.3  荧光定量 PCR 

近年来实时定量 PCR 作为一种快速、敏感、简便的检测技术已广泛应用于生物学研究领域。

为常见的两种方法为 TaqMan 探针法和 SYBR GreenⅠ染料法，另有分子信标（molecular beacon）探

针（Tyagi & Krame，1996）和蝎型（Scorpion）探针（Thelwell et al.，2000）。基于 TaqMan 探针的

实时荧光 RT-PCR 是将 PCR 技术与荧光检测相结合的方法，其原理是使用能够特异结合 PCR 产物

并标记了荧光物质的探针，利用 Taq DNA 聚合酶 5′外切核酸酶活性在反应过程中将其降解，荧光基

团与淬灭基团远离发出荧光，从而实现对整个过程的监测（Heid et al.，1996）。使用探针法具有特

异性高，定量精准的特点，但其缺点是探针需要针对不同的模板特别设计和定制。SYBR GreenⅠ是

一种只与双链 DNA 小沟结合的染料。当它与 DNA 双链结合时发出绿色荧光，当 DNA 解链成为单
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链时荧光信号也随之减弱。SYBR GreenⅠ的优点是不需要设计特异性探针，具有简单、便宜、通用

性好的特点，缺点主要是由引物二聚体、单链二级结构以及错误的扩增产物引起的假阳性会影响定

量的精确性。总之，荧光定量 PCR 具有灵敏度高、可定量、能够实时监控、防污染等优点，克服了

RT-PCR 法存在的一些问题。但同时荧光定量 PCR 需要昂贵的仪器和耗材。而且荧光定量 PCR 在进

行较多个基因同时检测时有一定的难度，因为需要采用不同的荧光染料标记不同的探针，染料之间

会发生相互干扰。 

对于葡萄病毒的检测，只有少数研究者采用了染料法。例如，Beuve 等（2007）设计了扩增

GLRaV-2 的通用引物，并利用此引物建立了一步法 SYBR GreenⅠ实时定量 RT-PCR 法，灵敏度是

普通一步 RT-PCR 法的 125 倍。Stewart 等（2007）也设计了番茄环斑病毒（Tomato ringspot virus，

ToRSV）的新引物并建立了一步法 SYBR GreenⅠ实时定量 RT-PCR 法。而更多的研究者采用了

TaqMan 探针法，例如，Osman 等（2007）建立分别检测 GLRaV-1 ~ 5 和 9 的一步法 TaqMan 实时荧

光 RT-PCR 法，结果表明纯化的 RNA 和粗提液均能运用于实时 RT-PCR 检测，其检测灵敏度高于普

通的一步 RT-PCR。Osman 和 Rowhani（2008）又用同样的方法建立了分别检测 GRSPaV、GVA、

GVB 和 GVD 的 TaqMan 实时荧光 RT-PCR。卓娜等（2011）将纳米磁珠法提取 RNA 技术与实时荧

光 TaqMan 探针法相结合，建立了快速、准确、灵敏的检测 GFkV 的方法。Al Rwahnih 等（2012）

建立了葡萄卷叶病毒 7 的 TaqMan 法的实时荧光 RT-PCR 检测方法，基于 HSP70 基因设计的引物和

探针比基于 CP 基因的检测灵敏度更高。 近已有利用实时荧光 PCR 法进行多重葡萄病毒检测的报

道，López-Fabuel 等（2013）建立了一种可以同时检测 5 种葡萄病毒（GFLV、ArMV、GLRaV-1、

GLRaV-3 和 GFKV）的多重实时荧光定量 PCR 方法，该方法对每个特异性探针的 5′端采用不同染料

标记，可以在荧光定量 PCR 仪获得不同的检测信号，使同时检测多种病毒基因成为可能，而且具有

较高的灵敏度。 

目前，荧光定量 PCR 方法更多地用来进行单一病毒基因的检测。虽然已建立了同时检测 5 种葡

萄病毒的实时荧光 PCR 的方法，但体系的优化和探针染料的设计仍是难点，而且价格比较贵。 

2  分子杂交技术 

分子杂交技术是将核酸固定于固相支持物（一般为尼龙膜）上，通过与标记的特异性探针杂交，

洗去未结合的探针，通过结合探针上标记物的显色反应来判断检测结果。探针分为 RNA 探针和 DNA

探针。非同位素标记方法代替同位素标记方法，使得分子杂交技术有利于常规的病毒检测。非同位

素标记方法主要有生物素标记和地高辛标记。目前这两种方法在植物病毒检测中都比较常用。由于

大部分植物病毒的核酸组成为 RNA，而且 RNA 和 RNA 的结合比较稳定，增加了杂交的特异性和

灵敏度，因此在植物病毒检测上采用 RNA 探针比 DNA 探针效果更好（Zhang et al.，2011b）。RNA

探针的缺点是探针容易降解，对实验操作的要求较高。探针制备以及杂交过程操作较为复杂可能是

制约分子杂交技术在病毒检测中运用的主要原因。     

葡萄病毒检测上，早期一些研究者采用放射性的同位素制备的 cDNA 探针检测葡萄扇叶病毒

（Fuchs et al.，1991）和葡萄卷叶病毒–3（Saldarelli et al.，1994b；Habili et al.，1995）。后来，Saldarelli

等（1994a）采用地高辛标记探针检测 GLRaV、GVA 和 GVB，与以前的放射性同位素标记的方法

相比，检测效率一致，且避免了放射性的危害，但不能对葡萄的粗提汁液进行直接检测。Sabanadzovic

等（1996）建立了葡萄斑点病毒的 RNA 地高辛标记探针检测方法，尝试了用葡萄组织粗提液或组

织直接印迹到杂交膜上进行杂交，获得了成功。Kominek 和 Bryxiova（2005）利用建立的地高辛标

记 RNA 探针法检测了样品中的葡萄卷叶病毒–1，与酶联免疫吸附法和 RT-PCR 法相比，具有更高
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的检出率。Kominek 等（2008）建立了葡萄病毒 A 的 RNA 探针杂交检测的方法，该方法同样是用

地高辛标记，对来源于样品的 RNA，粗提液及组织印迹都能进行有效检测。 

分子杂交技术在葡萄病毒检测上应用较少，但也取得一定的进展，例如上述一些葡萄病毒

RNA 探针的制备，以及对粗提液直接印迹的检测方法的建立。另外，一些研究者利用分子杂交技

术检测离体梨植株的病毒分布（Wang et al.，2010），还有人利用通用的多聚探针来检测葡萄上的

4 种类病毒（Zhang et al.，2011b），为分子杂交技术在葡萄病毒检测中的应用展示了更广泛的研究

空间。 

3  基因芯片  

    基因芯片（又称 DNA 微阵列）的原型是 20 世纪 80 年代中期提出的，自它被运用于基因表达

研究以来（Schena et al.，1995），也逐渐用于病原的检测。基因芯片由包含多个探针的固体支持物

构成，这些固相支持物主要有杂交膜、玻片等。探针与标记的 DNA 或者 RNA 样品进行杂交，通过

检测杂交信号的强度及分布进行分析。探针的质量决定了检测效果，探针有寡核苷酸探针（20 ~ 70 

nt）和 cDNA 探针（100 ~ 500 nt）两种，cDNA 探针优点是合成简单便宜，灵敏度高，但是需要纯

化，且容易产生非特异反应；而寡聚核苷酸探针使微阵列检测具有更大的灵活性和特异性。目前这

两种探针均已用于植物病毒（Boonham et al.，2003）和类病毒（Zhang et al.，2013）的检测上。基

因芯片能够同时对多种病毒及其变种进行检测，具有强大的检测能力，但是目前芯片制作较为复杂，

一般不能重复使用，且价格相对较贵，其作为常规检测的应用并不常见。 

葡萄病毒的种类很多，且存在较多的变种，这可能是研究者考虑采用基因芯片进行葡萄病毒检

测的一个重要的原因。Osman 等（2008）基于 TaqMan 荧光定量技术建立了一种低密度阵列，可以

特异检测 13 种葡萄病毒和葡萄内参基因，具体方法是先将扩增病毒和内参基因的引物与 TaqMan 探

针混合点于 384 孔板的塑料表面并干化制成阵列，然后再对其进行荧光 PCR 扩增分析。该法在保留

了实时荧光定量 PCR 的灵敏度的同时，还具有一次快速检测多种病毒的特点。Abdullahi 和 Rott

（2009）建立了一种用于检测 6 种葡萄和其他果树病毒的抗体微阵列，该方法将抗体固定在膜上或

玻璃基片形成微阵列，然后将微阵列与包含抗原的样品进行结合，通过荧光信号扫描或者显色基质

的颜色观察判断结果，与常规的 ELISA 方法相比具有相似的灵敏性和特异性，在同时检测多种病毒

时有明显优势。Engel 等（2010）根据 44 种葡萄病毒基因组高度保守序列，以及同属病毒的特异区

域设计了 570 个探针，制成 DNA 微阵列。对葡萄样品中双链 RNA 进行随机引物 RT-PCR 和荧光染

料标记后，与该微阵列杂交，根据扫描信号判断该样品的带毒情况。利用该方法和常规 RT-PCR 法

同时对 10 种葡萄病毒进行检测，其检测结果一致，并且利用该微阵列首次在智利检测到葡萄卷叶病

毒–4、–7、–9。Abdullahi 等（2011）建立了无需 PCR 扩增而直接将 cDNA 标记便可与微阵列进

行杂交检测的方法，利用 Cy3 染料来标记胺修饰后的 cDNA 的方法可以很好地用来检测线虫传多面

体病毒属的一些葡萄病毒，但对其他病毒的检测需要用更灵敏的“3DNA”的标记方法。 近，

Thompson 等（2012）报道了检测葡萄卷叶病毒的微阵列方法，该方法先对总 RNA 进行随机引物

RT-PCR 扩增，然后进行染料标记、杂交。 

DNA 微阵列在同时检测大量病毒基因方面具有很大的应用潜力，但目前存在操作繁琐、费用

过高、芯片不能重复利用、污染等问题。这些问题的进一步解决，DNA 微阵列将发挥它的巨大作

用。 
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4  逆转录环介导恒温扩增技术 

逆转录环介导恒温扩增技术（RT-Loop-Mediated Isothermal Amplification，RT-LAMP）是 Notomi

等（2000）创立的一种新颖恒温核酸扩增方法，该方法利用特异识别靶序列上 6 个区域的 4 条引物

及具有链置换活性的 Bst DNA 聚合酶，在 60 ~ 65 ℃进行核酸的指数级扩增，其扩增效率可达到 

109 ~ 1010 个拷贝数量级，整个反应仅需 1 h（Notomi et al.，2000）。由于扩增产生的 DNA 量大且易

挥发，在检测时能够造成污染，因此可使用专用于 LAMP 的实时浊度仪或者试验过程进行严格分区

来避免。检测结果可以通过肉眼观察，琼脂糖电泳分析，也可直接加入 SYBR GreenⅠ染料观察。

为避免污染，研究者开发了不开盖的染料显色方法，如把 SYBR GreenⅠ加入 80#微晶石蜡内，反应

后溶解石蜡释放染料的方法（Tao et al.，2011），或者把 SYBR GreenⅠ反应前点于盖内，反应后离

心使之与反应后试剂接触显色的方法（Peng et al.，2012）。另外，一些研究者建立了反应前加入染

料的方法，即反应前加入钙黄绿素（Tomita et al.，2008），或者羟基萘酚蓝（HNB）染料（Goto et al.，

2009）。这些方法的建立使得 RT-LAMP 技术进一步得到了应用。许多植物病毒研究者已有研究表明

RT-LAMP 法具有高特异性、高灵敏度、操作简单的特点，与 RT-PCR 等其他检测方法相比，具有一

定的优越性（Liu et al.，2010；Zhao et al.，2010）。但该法目前仅限于单一病毒或单一病毒变种的检

测，虽已建立多种防止污染的方法，但对扩增产物的处理仍需小心，因为一旦造成污染，其检测结

果将不可靠。 

关于葡萄病毒 RT-LAMP 检测技术的研究报道较少。Pietersen 和 Walsh 等（2012）建立了葡萄

卷叶相关病毒 3 的 RT-LAMP 方法，该法以总 RNA 为模板，将反应试剂在 42 ℃孵育 10 min，然后

在 60 ℃恒温孵育 1 h，肉眼直接观察浊度判断反应结果，或者反应前加入 HNB 染料观察颜色变化

来直接判断结果。检测结果与巢式 PCR 结果相同，且具有简单、快速的特点，因此可以替代酶联检

测方法作为大量淘汰带毒植株的一种可行的方法。国内已建立了一种能够检测沙地葡萄茎痘相关病

毒的 RT-LAMP 方法，该法将提取的 RNA 加入到 LAMP 反应体系中，水浴 1 h，加入 SYBR GREEN

Ⅰ染料，便可根据颜色反应，观察样品中是否带有沙地葡萄茎痘病毒（范旭东 等，2013）。 

RT-LAMP 方法是一种新兴起的方法，优点比较明显，但是也存在一定局限性，比如很难用来做

多重检测，易污染等。但随着对葡萄 RNA 前处理的简化，该法不失为一种快速检测单一病毒的方

法。 

5  高通量测序 

高通量测序技术（High-throughput sequencing）能一次并行对几十万到几百万条 DNA 分子进行

序列测定，相对于 Sanger 测序方法，能将基因组测序时间缩短 1/100 ~ 1/1 000，且大大减少了基因

组测序的成本（Kircher & Kelso，2010），是对传统 Sanger 测序法一次革命性改变，因此在有些文献

中称其为下一代测序技术（next generation sequencing）。该技术使得对一个物种的转录组和基因组进

行全面细致的分析成为可能，所以又被称为深度测序（deep sequencing）。对植物组织进行高通量测

序，能够快速详细地获得其侵染的病原信息（Kreuze et al.，2009；Wu et al.，2010），因此逐渐用于

发现植物中可能造成危害的潜在病毒。具体方法为提取组织的总 RNA 或者病毒双链 RNA 进行深度

测序，分析来源于病毒的基因（Al Rwahnih et al.，2009；Coetzee et al.，2010），或者提取样品中的

小 RNA 进行高通量测序，分析其中来源于病毒的小 RNA 序列（Kreuze et al.，2009）。但目前该技

术的检测费用较高，获得数据的后续分析有一定难度，需要专门技术人员来进行，因此高通量测序

目前并不适合作为病毒常规的检测方法。 
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近几年，高通量测序在分析和发现葡萄危害的潜在病毒上得到一定的应用。Al Rwahnih等（2009）

通过 454 测序平台对表现西拉衰退症状的葡萄分别提取双链 RNA 和总 RNA 进行高通量测序，结果

发现提取双链 RNA 测序得到的病毒 RNA 序列远多于提取总 RNA 测序获得的，随后的分析发现了

与衰退相关的 1 种新的病毒，命名为葡萄西拉病毒 1（Grapevine syrah virus 1）。Zhang 等（2011a）

通过 Solexa-Illumina 测序平台对表现脉明和衰退症状的葡萄中的 dsRNA 后进行高通量测序，发现了

侵染葡萄的 DNA 病毒，命名为葡萄明脉病毒（Grapevine vein clearing virus，GVCV）。Giampetruzzi

等（2012）对表现褪绿斑、叶片畸形的灰比诺葡萄样品提取总的小 RNA 进行高通量测序，经过序

列拼接比对，除了发现一些常见病毒和类病毒外，还发现了 1 种新的病毒，命名为灰比诺葡萄病毒

（Grapevine pinot gris virus，GPGV）。Al Rwahnih 等（2013）通过 Illumina Genome Analyzer IIx 平

台对表现红斑症状的葡萄中的双链 RNA 进行高通量测序，结果发现了 1 种双生病毒，命名为葡萄

红斑病毒（Grapevine red blotch-associated virus，GRBaV）。 近，Poojari 等（2013）通过对样品总

RNA 高通量测序，发现 1 个可经过叶蝉传播的双生病毒，命名为葡萄红叶相关病毒（Grapevine 

redleaf-associated virus，GRLaV），该病毒与 GRBaV 具有较高的同源性。 

近几年，高通量测序技术之所以受到葡萄病毒专家的青睐，因为它可以对造成某一病害的所有

微生物信息进行分析，从而找出相关的致病因子，这对病害诊断来说无疑是一次革命，随着该技术

得普及，有望发现更多侵染葡萄的病毒。 

6  展望 

近几年葡萄病毒分子检测技术快速发展，无论是对常规方法的改进，还是新方法的创立，其

终目标都是为建立准确、快速、灵敏、高效的检测方法。综上所述，葡萄病毒的检测主要采用普通

的 RT-PCR 法，在对大量样品进行检测时显得费时费工，效率不高，而且有些病毒基因变异较大，

针对不同的病毒基因序列特点，往往需要设计不同的特异引物，使得检测工作更加繁重。虽有研究

者建立了几种病毒的多重 RT-PCR 方法，但由于葡萄病毒种类较多，其检测能力仍很有限。一些研

究者已开展研究能够提高灵敏度和检测通量的方法，包括荧光定量多重 PCR 法、RT-LAMP 法、基

因芯片及高通量测序。目前国内也仅建立葡萄斑点病毒的荧光定量 PCR 和沙地葡萄茎痘病毒的

RT-LAMP 法，而基因芯片和高通量测序技术在国内葡萄病毒研究中尚未见报道。因此，为进一步提

高葡萄病毒检测水平，今后可以从以下几个方面进行研究：（1）针对每种葡萄病毒的分子特性设计

出多条用于 RT-PCR 检测的引物，以便能够检测病毒所有的分离物。在单一 RT-PCR 的基础上，对

多个病毒引物进行组合，建立能够采用一步法检测更多病毒及其变种基因的多重 RT-PCR 检测体系，

从而提高对葡萄病毒检测效率。（2）为进一步提高检测的灵敏度，应完善葡萄病毒的荧光定量 PCR

检测方法。并且在单一病毒荧光定量 PCR 检测的基础上，研究建立能同时检测多种病毒的荧光定量

多重 PCR 检测方法。（3）分子杂交由于操作麻烦，在葡萄病毒检测中并不常用，但该法在同时对大

量样品检测时仍有一定的优势，且不需要 PCR 仪，随着研究的深入，杂交步骤的进一步简化可能使

得该法更好地运用。另外，葡萄病毒种类多，今后可以尝试设计 RNA 通用探针对同一类病毒进行

杂交检测。（4）针对许多基层单位缺乏 PCR 等专门的检测仪器，采用 RT-LAMP 法进行病毒的检测

可以弥补这一不足，而且 LAMP 方法对 RNA 纯度和浓度要求不高，在对单一病毒检测时，其速度、

灵敏度方法优于 PCR 方法。今后对 RT-LAMP 的研究，可以尝试建立以葡萄组织粗提液为模板的

RT-LAMP 法，以实现简单、快速的目的。（5）应展开基因芯片和高通量测序的相关研究。基因芯片

可以同时对多个基因进行检测，这样的能力是以往的任何检测技术很难做到的，非常适合样品中葡

萄病毒及其变种的全面检测。研制简便、便宜、可重复使用的基因芯片是今后芯片研究的努力方向。
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另外，对于表现明显病毒病症状且未知其病原的葡萄样品，可以采用高通量测序技术对这些样品进

行测序分析，从而发现其潜在的危害病毒。 后，应根据具体的实验的目的、实验条件及样品情况，

来选择合适的方法对样品进行病毒检测。 
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