
　!"#$% &!'()*##+ ##- 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

实 验 方 法 与 技 术

犈狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犕犲狋犺狅犱牔犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔

收稿日期：　２０１５ １１０６　　　修订日期：　２０１５ １２ ２４
基金项目：　上海市科技兴农重点攻关项目［沪农科攻字（２０１２）第２ ８号］；上海出入境检验检疫局科研项目（ＨＫ００５ ２０１４）

 通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｙｕｃ＠ｓｈｃｉｑ．ｇｏｖ．ｃｎ

单管多重犚犜犘犆犚同时检测大豆种子中

三种检疫性植物病毒
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摘要　我国大豆年进口量持续增长，快速、准确地检测进境大豆种子中可能携带的病原物是防止检疫性有害生物入

境传播和扩散的有效手段。菜豆荚斑驳病毒（ＢＰＭＶ）、烟草环斑病毒（ＴＲＳＶ）和番茄环斑病毒（ＴｏＲＳＶ）均是被大

豆种子携带的检疫性有害生物。本研究建立了在单一ＰＣＲ管中同时检测这３种检疫性植物病毒及大豆内源基因

Ｂｄ３０Ｋ的多重ＲＴＰＣＲ方法。研究结果表明，所建立的多重ＲＴＰＣＲ方法具有较好的特异性和灵敏度，检测含

ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ和ＴｏＲＳＶＲＮＡ的最低浓度分别为０．４５、０．００９３和０．００４ｎｇ／μＬ，从大豆种子中同时检测３种病毒

的最低ＲＮＡ浓度为０．５８ｎｇ／μＬ。
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　　大豆是我国重要的经济作物，是日常食物和食

用油的重要原材料。由于国内大豆产量与实际消费

量之间存在很大差距，我国每年都从美国、巴西、阿

根廷等国进口大量大豆。大豆在生长过程中会遭受

多种真菌、细菌、病毒或线虫的侵染，其中菜豆荚斑

驳病毒（犅犲犪狀狆狅犱犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊，ＢＰＭＶ）、烟草环斑
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病毒（犜狅犫犪犮犮狅狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊，ＴＲＳＶ）和番茄环斑

病毒（犜狅犿犪狋狅狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊，ＴｏＲＳＶ）是在进境大

豆中经常检出的３种检疫性病毒
［１２］。据报道，

ＴｏＲＳＶ和ＴＲＳＶ大豆种传率可分别达到７６％和

４０％～１００％，ＢＰＭＶ种传率虽然较低（０．０１％～

０．０１３％）但经常种皮带毒
［３］。大豆遭病毒侵染后会

影响大豆的生长发育，严重时导致豆荚不发育或败

育、种子活力丧失，产量和品质严重下降。更为重要

的是，大豆易携带的检疫性病毒ＢＰＭＶ、ＴｏＲＳＶ和

ＴＲＳＶ寄主范围广泛，如果随国际贸易传入我国，不

仅会对我国大豆产业带来严重影响，也会对其他经

济、蔬菜或花卉作物造成严重威胁。建立准确、快速

和灵敏的病毒检测方法是防止检疫性病毒随大豆种

子贸易传入我国的有效手段。

ＲＴＰＣＲ技术是当前口岸检疫性病毒检测的重

要手段之一，具有准确、快速、灵敏、操作简单和经济

实用等优点。尽管已有利用多重ＰＣＲ技术对数种

植物病毒同时检测的研究报道［４６］，但这些研究所用

的试验样品多为感病叶片材料，在国内尚未见直接

从大豆种子中同时检测多种检疫性植物病毒的报

道。为了应对国际贸易中快速、准确地对多种检疫性

植物病毒同时检测的需要，我们开展了从大豆种子中

同时检测ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ和ＴｏＲＳＶ的检测方法研究，

同时为控制整个试验过程，我们设置了大豆内源基因

Ｂｄ３０Ｋ作为内控对照。本文报道单管多重ＲＴＰＣＲ

同时检测这３种检疫性植物病毒的方法。

１　材料和方法

１．１　供试材料

带有ＢＰＭＶ的大豆由上海出入境检验检疫局

口岸截获。ＴＲＳＶ和ＴｏＲＳＶ毒源由实验室保存，

在隔离检疫温室中将两种病毒分别接种大豆幼叶，

待其结籽后获得。南方菜豆花叶病毒（犛狅狌狋犺犲狉狀

犫犲犪狀犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＳＢＭＶ）和花生矮化病毒（犘犲犪狀狌狋

狊狋狌狀狋狏犻狉狌狊，ＰＳＶ）作为特异性对照，购自Ａｇｄｉａ公

司，于实验室－２０℃冰箱保存。

１．２　引物的设计

根据ＧｅｎＢａｎｋ发表的ＴＲＳＶ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＡＦ４６１１６３，ＡＹ３６３７２７，ＡＹ７８７７５６，Ｌ０９２０５，ＮＣ００５０９６）

和ＴｏＲＳＶ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＦ１３５４０７，ＡＢ４５１１８３，

ＦＪ５７７７９５，ＥＦ３７０２９９和ＮＣ００３８３９）ＣＰ基因的序列保守

区分别设计特异性引物，ＢＰＭＶ和大豆内源基因Ｂｄ

３０Ｋ的引物按照文献［７ ８］，均由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生

物技术有限公司合成。引物的序列及扩增片段的长

度见表１。

表１　检测犅犘犕犞、犜犚犛犞、犜狅犚犛犞和大豆内源基因

犅犱３０犓的引物序列及扩增长度

犜犪犫犾犲１　犛犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳

犅犘犕犞，犜犚犛犞，犜狅犚犛犞犪狀犱犅犱３０犓

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

扩增

长度／ｂｐ

Ｌｅｎｇｔｈ

ＢＰＭＶＦ ＣＴＧＣＴＧＡＴＧＴＴＣＴＴＧＣＡＡＡＧＣＧ
２７５

ＢＰＭＶ１Ｒ ＡＧＡＣＡＧＡＡＴＴＴＣＣＴＣＣＴＧＴＧＣＣＡＴ

ＴＲＳＶＦ２ ＧＡＴＧＣＡＡＡＧＡＡＡＧＧＡＡＡＧＣ
５８０

ＴＲＳＶＲ２ ＡＧＡＴＡＴＧＧＡＣＡＡＣＡＴＧＧＡＧＧ

ＴｏＲＳＶＲＮＡ１ＦＡＧＴＣＧＣＣＣＡＴＣＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧ
７９４

ＴｏＲＳＶＲＮＡＲ ＣＣＴＴＡＧＡＣＧＧＴＴＴＧＡＧＴＣＴＣＴＣ

Ｂｄ３０ＫＦ ＴＧＴＣＡＴＣＡＣＣＣＡＡＧＴＡＡＡＧＴＡＣＣＡ
１０４

Ｂｄ３０ＫＲ ＣＡＡＧＧＴＣＴＣＣＴＧＴＴＧＣＴＡＴＴＧＣ

１．３　犚犖犃提取

将携带ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ及健康的大豆种

子粉碎成大豆粉后，分别称取６０ｍｇ，利用Ｔｉａｎｇｅｎ公

司的 ＲＮＡｐｒｅｐ植物总 ＲＮＡ提取试剂盒提取总

ＲＮＡ，用于建立单个病毒及内源基因ＲＴＰＣＲ方法。

分别称取３０ｍｇ携带ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ

的大豆粉，两两混合后，利用 Ｔｉａｎｇｅｎ 公司的

ＲＮＡｐｒｅｐ植物总ＲＮＡ提取试剂盒提取总ＲＮＡ，用

于建立双重ＲＴＰＣＲ方法。

分别称取２０ｍｇ携带ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ

的大豆粉，三者混合后，利用 Ｔｉａｎｇｅｎ 公司的

ＲＮＡｐｒｅｐ植物总ＲＮＡ提取试剂盒提取总ＲＮＡ。

用于建立３种病毒的三重ＲＴＰＣＲ方法及３种病毒

和大豆内源基因Ｂｄ３０Ｋ的四重ＲＴＰＣＲ方法。

１．４　犮犇犖犃第一链的合成

单一反应ｃＤＮＡ的合成：每种病毒各自进行反转

录。反转录体系：２μＬ模板ＲＮＡ、１μＬＡＭＶ反转录酶

（１０Ｕ／μＬ，Ｐｒｏｍｅｇａ）、０．２５μＬＲＮａｓｅ抑制剂（４０Ｕ／μＬ，

Ｐｒｏｍｅｇａ）、０．５μＬ下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）、４μＬｄＮＴＰｓ（各

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）和５μＬ５×ＡＭＶｂｕｆｆｅｒ，加水补足２５μＬ。

双重和多重反应ｃＤＮＡ的合成：提取含混合病

毒样本的总ＲＮＡ，在单一管中进行反转录。反转录

体系同单一反应ｃＤＮＡ的合成，但需同时加入合成

相应病毒ｃＤＮＡ的下游引物。

１．５　犘犆犚检测

单一ＰＣＲ检测：分别完成３种病毒和内源基因

Ｂｄ３０Ｋ的ＰＣＲ检测。ＰＣＲ检测体系：ｃＤＮＡ１μＬ、１０
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×ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）３μＬ、ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏＬ／Ｌ）

４μＬ、上下游引物（２０μｍｏＬ／Ｌ）各０．２５μＬ、ｒ犜犪狇

０．２５μＬ，灭菌水补足３０μＬ。ＰＣＲ条件：９４℃预变

性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃复性４５ｓ，７２℃延伸

４５ｓ，３５个循环；７２℃７ｍｉｎ后保存于４℃。

双重和多重ＰＣＲ：在同一管中完成双重或多重

ＰＣＲ反应。其反应体系和条件基本同单一ＰＣＲ检

测，但在添加引物时，需同时加入扩增相应目的基因

的引物，如检测内源基因，其引物浓度为病毒引物浓

度的２倍。

１．６　引物的特异性试验

分别提取带有ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ的大豆粉总

ＲＮＡ，侵染大豆的ＳＢＭＶ、ＰＳＶ阳性对照ＲＮＡ，及健康

大豆种子的总ＲＮＡ，以ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ 及Ｂｄ

３０Ｋ引物分别进行扩增，检测４对引物的特异性。

１．７　犘犆犚检测灵敏度

将分别携带ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ 的大豆总

ＲＮＡ和健康的大豆总ＲＮＡ，利用分光光度计测定总

ＲＮＡ的浓度分别为０．０４５、０．０９３、０．００４和０．１９μｇ／

μＬ。将提取的总ＲＮＡ进行１０倍梯度稀释，用于单

一病毒ＲＴＰＣＲ灵敏度测定。

将同时含有３种病毒的大豆总ＲＮＡ（浓度为

０．０５８μｇ／μＬ）进行１０倍梯度稀释，用于四重ＲＴ

ＰＣＲ灵敏度测定。

２　结果与分析

２．１　犚犜犘犆犚检测的特异性

分别从携带ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ及健康的大

豆种子中提取总ＲＮＡ进行反转录后，以设计的特

异引物对其ＲＴＰＣＲ检测，结果均能扩增出预期大

小的ＤＮＡ条带，而从南方菜豆花叶病毒（图１）、花

生矮化病毒、健康大豆中未能扩增到病毒特异条带

（图片未显示），表明针对ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ设

计的引物特异性好。

图１　犅犘犕犞、犜犚犛犞、犜狅犚犛犞和犅犱３０犓引物特异性的检测

犉犻犵．１　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犅犘犕犞，

犜犚犛犞，犜狅犚犛犞犪狀犱犅犱３０犓犻狀狊狅狔犫犲犪狀狊犲犲犱狊

２．２　双重和多重犚犜犘犆犚检测结果

将携带ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ的大豆种子两

两混合和三者混合后提取总ＲＮＡ进行反转录，以

相应引物进行双重或多重ＰＣＲ反应，结果每个双重

ＲＴＰＣＲ反应都能扩增到２条预期大小的ＤＮＡ条

带（见图２ａ），在三重ＲＴＰＣＲ中均能扩增出３条预期

大小的ＤＮＡ条带（见图２ｂ），在四重ＲＴＰＣＲ中能扩

增出ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ和内源基因的特异性片

段（见图２ｃ）。多重ＲＴＰＣＲ均能扩增出目的片段，为

在实践中进行病毒的检测节省了成本和时间，同时以

内源基因作为参照，避免了假阴性结果的产生。

图２　两重、三重和四重犚犜犘犆犚的建立

犉犻犵．２　犇犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳犿狌犾狋犻狆犾犲狓犚犜犘犆犚

２．３　单一犚犜犘犆犚与多重犚犜犘犆犚灵敏度比较

将提取的含单一病毒的ＲＮＡ、混合病毒ＲＮＡ及

健康大豆ＲＮＡ按１０倍梯度稀释后反转录成ｃＤＮＡ进

行单一和多重ＲＴＰＣＲ灵敏度检测。结果表明随着
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ＲＮＡ含量的逐渐减少，扩增条带也越来越弱。当含有

ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ和Ｂｄ３０Ｋ的ＲＮＡ分别稀释至

１０－２、１０－４、１０－３和１０－２时，条带开始变弱（图３ａ～ｄ），即

单一ＲＴＰＣＲ检测ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ和Ｂｄ３０Ｋ

ＲＮＡ最低浓度分别是０．４５、０．００９３、０．００４和１．９ｎｇ／

μＬ。含有３种病毒及大豆内源基因的ＲＮＡ稀释低于

１０－２时，则只能扩增ＴＲＳＶ的特异性条带，及多重ＲＴ

ＰＣＲ检测的最低浓度为０．５８ｎｇ／μＬ（图３ｅ）。

图３　单一犚犜犘犆犚和多重犚犜犘犆犚检测灵敏度测定

犉犻犵．３　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳犱犲狋犲犮狋犻狅狀犳狅狉犅犘犕犞，犜犚犛犞，犜狅犚犛犞犪狀犱犅犱３０犓犫狔狊犻狀犵犾犲犚犜犘犆犚犪狀犱犿狌犾狋犻狆犾犲狓犚犜犘犆犚

３　讨论

此前针对大豆携带病毒的检测已有较多的分子

检测方法研究［９１０］，但大多是针对单一病毒研究建

立ＲＴＰＣＲ或实时荧光ＲＴＰＣＲ方法。进境大豆

主要是以种子的形式入境，所以针对种子建立快速、

灵敏的检测方法是既实现快速通关又防止检疫性有

害生物传播的有效途径。但由于病毒在种子中的含

量很低且分布不均匀，建立多重ＲＴＰＣＲ检测方法

需要从ＲＮＡ提取、引物配对筛选等方面进行优化。

同时在对样品的检测过程中，极有可能造成假阴性

的结果。因此我们在设计多重ＲＴＰＣＲ试验时，以

大豆的一个内源基因作为参照，以保证整个ＰＣＲ过

程正确，防止由于操作失误引起假阴性结果。

尽管多重实时荧光ＲＴＰＣＲ检测的灵敏度更

高，在医学检测上也有采用三重以上的实时荧光

ＲＴＰＣＲ方法
［１１１２］，此前我们也建立过双重实时荧

光ＲＴＰＣＲ方法，灵敏度高
［１３］，操作简便，但如果在

此试验中再增加一种病毒，其灵敏度会显著下降。

此外，多重实时荧光ＲＴＰＣＲ方法还需在探针上标

记不同的荧光集团，费用较高，保存期限短，因此采

用多重ＲＴＰＣＲ方法是一种满足口岸实际检测需求

的方法。本研究利用４对特异性引物，在一次ＲＴ

ＰＣＲ反应中扩增出病毒ＢＰＭＶ（２７５ｂｐ）、ＴＲＳＶ（５８０
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ｂｐ）、ＴｏＲＳＶ（７９４ｂｐ）及内源基因Ｂｄ３０Ｋ（１０４ｂｐ）的

特异性片段，建立了ＢＰＭＶ、ＴＲＳＶ、ＴｏＲＳＶ、Ｂｄ３０Ｋ

的四重ＰＣＲ检测方法，结果表明该方法的特异性和

灵敏度能达到检测要求，比单项检测减少了７０％左右

的时间和２／３左右的试剂，对这３种植物病毒的鉴别

诊断和混合感染检测具有重要的应用价值。
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