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术只能检测一种病毒棳费时费力棳近年来发展起来
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斊旈旂灡棽暋斚旔旚旈旐旈旡斸旚旈旓旑旓旀旔旘旈旐斿旘斻旓旑斻斿旘旚旘斸旚旈旓旑旓旀旚旇斿斾旛旚旈旔旍斿旞
斠斣灢斝斆斠

注椇斖 为 斖斸旘旊斿旘斈斕棽棸棸棸椈泳道棻暙椂为斢斝斊斖斨 和斢斝斆斢斨引

物浓度组合 棬分 别是 棸灡棻椇棸灡棽椈棸灡棽椇棸灡棿椈棸灡棿椇棸灡棿椈棸灡棿椇
棻灡棽椈棸灡椂椇棻灡棸椈棸灡椂椇棸灡棾毺旐旓旍暏斕棴棻棭暎

退火温度在椀棸暙椂棸曟的扩增效果都比较好棳
均可以扩增出目的条带 棬图棾棭棳综合考虑选择最

佳退火温度为椀椂曟暎
综上棳建立了双 重 斠斣灢斝斆斠 反应体系 为 棽椀

毺斕椇棽灡棸毺斕斻斈斘斄棳棸灡棿毺斕斢斝斊斖斨 引 物棳棻灡棽
毺斕斢斝斆斢斨 引 物棳棸灡棾棸毺斕 斉旞 酶 棬椀 斦暏
毺斕棴棻棭棳棽灡棸毺斕斾斘斣斝 棬棽灡椀旐旐旓旍暏斕棴棻棭棳棽灡椀毺斕
棻棸暳 斝斆斠斺旛旀旀斿旘棳斾斾斎棽斚 补足棽椀毺斕暎斝斆斠 扩增

参数为椇椆棿曟预变性椀旐旈旑椈椆棿曟变性棾棸旙棳椀椂曟
退火棾棸旙棳椃棽曟延伸棻旐旈旑棳斝斆斠 循环棾棸次椈最

后椃棽曟延伸棻棸旐旈旑棳棿曟保存暎

图棾暋双重斠斣灢斝斆斠退火温度优化

斊旈旂灡棾暋斚旔旚旈旐旈旡斸旚旈旓旑旓旀斸旑旑斿斸旍旚斿旐旔斿旘斸旚旛旘斿
注椇斖 为 斖斸旘旊斿旘斈斕棽棸棸棸椈泳道 棻暙椂为退火温度 棬分 别为

椀棸曟暍椀棽曟暍椀棿曟暍椀椂曟暍椀椄曟暍椂棸曟棭暎

棽灡棾暋双重斠斣灢斝斆斠与单一斠斣灢斝斆斠扩增效果比较

以斢斝斊斖斨和斢斝斆斢斨棽种病毒的反转录产物

作为斝斆斠 反应的模板棳利用建立的双重 斠斣灢斝斆斠
检测体系棳进行双重 斠斣灢斝斆斠 扩增分别得到大小

为棿椂棻斺旔和棾棸棿斺旔的棽条特异条带 棬图棿棭棳结果

显示双重与单一 斠斣灢斝斆斠扩增结果一致暎

图棿暋甘薯棽个病毒单重和双重斠斣灢斝斆斠扩增结果

斊旈旂灡棿暋斈斿旚斿斻旚旈旓旑旓旀旚旝旓旜旈旘旛旙斿旙旈旑旙旝斿斿旚旔旓旚斸旚旓斺旟旙旈旑旂旍斿旓旘
斾旛旔旍斿旞斠斣灢斝斆斠

注椇斖 为 斖斸旘旊斿旘斈斕棽棸棸棸 棳泳 道 棻 为 斢斝斊斖斨棳泳 道 棽 为

斢斝斆斢斨棳泳道棾为 斢斝斊斖斨暍斢斝斆斢斨组合棳泳道棿为阴性对照暎

棽灡棿暋灵敏度检测分析

将总 斠斘斄 进行棻棸倍梯度浓度稀释棳采用双

重 斠斣灢斝斆斠法检测棽种病毒的灵敏度暎由图椀可

以看出棳当总 斠斘斄棻棸倍梯度稀释至棻棸棴棿其反转

录的产物棳可以扩增出目的片段暎说明斢斝斊斖斨和

斢斝斆斢斨的检测灵敏度相当于棻棸棴棿毺斕的模板斠斘斄暎

椂棻棻棻 福建农业学报 第棽椆卷



图椀暋双重斠斣灢斝斆斠灵敏度分析

斊旈旂灡椀暋斢斿旑旙旈旚旈旜旈旚旟旓旀斾旛旔旍斿旞斠斣灢斝斆斠
注椇斖 为斈斕棽棸棸棸斈斘斄旐斸旘旊斿旘椈泳道棻暙椂为总斠斘斄稀释棻棸棸暍
棻棸棻暍棻棸棽暍棻棸棾暍棻棸棿暍棻棸椀倍斝斆斠扩增条带暎

棽灡椀暋斝斆斠产物序列分析

双重 斠斣灢斝斆斠 扩 增 产 物 经 回 收 纯 化 后 与

旔斖斈棻椄灢斣旜斿斻旚旓旘连接棳连接后挑取阳性克隆质粒

并进行测序暎测序结果表明棳斢斝斊斖斨 和 斢斝斆斢斨
序列分别由棾棸棿和棿椂棻个核苷酸组成棳与预期扩增

片段大小相符暎所得序列与 斍斿旑斅斸旑旊中其他分离

的核苷酸序列同源性达到 椆棾棩 以上棳扩增结果

可靠暎
棾暋讨论与结论

本研究建立的双重 斠斣灢斝斆斠 检测体系棳能够

同时检测甘薯羽状斑驳病毒和甘薯褪绿矮化病毒棳
检测灵敏度高棳省时省力棳大大降低了检测成本棳
为检测田间受侵染的甘薯植株和室内组培苗提供了

有利的技术支撑暎
引物设计和退火温度是影响 斠斣灢斝斆斠 扩增的

关键因素暎其中引物设计是 斠斣灢斝斆斠 最重要的一

环棳范旭东等椲椆椵的研究认为棳引物的设计要求特异

性强棳各个引物的退火温度应尽量相近暎本研究根

据棽种病毒保守区序列设计的引物棳选择退火温度

接近棳且扩增的目的片段大小有明显差异棳易于区

分的引物对作为单重和双重 斠斣灢斝斆斠 的引物棳保

证了引物具有较高特异性暎甘薯受到 斢斝斊斖斨 和

斢斝斆斢斨棽种病毒共同侵染时棳斢斝斆斢斨 的含量基本

不变或者变化不明显棳斢斝斊斖斨 的含量会增加椂棸棸

倍比其单独侵染甘薯时的含量椲棻棸椵棳因此本研究在

双重斠斣灢斝斆斠检测斢斝斊斖斨和斢斝斆斢斨棽种病毒时棳
适当地提高了斢斝斆斢斨 引物的浓度棳取得了较好的

扩增效果暎
由于能侵染甘薯的病毒种类较多棳田间常常出

现多种病毒复合侵染棳给田间症状识别带来一定的

困难棳因此建立能同时检测其他几种主要病毒的多

重的斝斆斠检测体系还需进一步的研究和验证暎
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