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摘要:类病毒是一类无外壳蛋白 、能在受侵染寄主植物中自我复制的环状单链 RNA 小分子。文中

概述了目前检测类病毒的几种方法 。
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　　类病毒是一类无外壳蛋白 、能在受侵染寄主植

物中自我复制的环状单链 RNA 小分子 ,由 246 ～

399个核苷酸组成
[ 1]
。到目前为止 ,类病毒只在高

等植物中发现 ,能侵染柑橘 、苹果 、葡萄 、菊花 、啤酒

花等多种植物 ,并造成严重损失 。不同类病毒的寄

主范围不同 ,如对马铃薯纺锤块茎类病毒(PSTVd)

敏感的寄主植物就数以百计 ,除茄科外 ,还有桔梗

科 、石竹科 、菊科等 ,在美国有的地区马铃薯的感染

率达 100%,减产达 68.5%。我国北方地区的马铃

薯也出现了这种病毒病害 ,感染品种的发病率在

80%以上 ,减产 60%～ 70%。类病毒病与病毒病在

症状上没有明显的区别 ,病毒病的大多数典型症状

也可以由类病毒引起 ,包括矮化 、叶脉变色 、叶扭曲 、

叶局部褪绿或枯斑 、斑驳和整个植株死亡。类病毒

感染后潜伏期较长 ,并持续感染[ 2] 。类病毒的侵染

力强 ,可以通过摩擦接种传播 。多数类病毒靠无性

繁殖(如嫁接 、块茎繁殖)传播 ,有些可经种子或花粉

传播。一旦苗木 、块茎被类病毒污染 ,就增加了类病

毒蔓延的机率 ,给防治带来很大的困难。因此 ,及早

发现病株以控制类病毒病害的蔓延尤其重要。而要

达到此目的 ,建立灵敏 、快速 、准确检测类病毒的方

法至关重要 。以下将目前所采用的类病毒的检测方

法做简单叙述。

1　生物学检测

根据类病毒在指示植物上的特有症状来判断待

检类病毒的种类的生物学方法是一种敏感和方便的

方法 。通常采用汁液摩擦接种的方法接种指示植

物 。也可采用嫁接法使指示植物感病 。而用类病毒

核酸提取物接种指示植物可以提高症状出现比率和

加快症状的出现速度以及提高类病毒的侵染能力。
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纺锤块茎类病毒的指示植物以来 ,马铃薯类病毒的

研究工作有了快速的进展 。张少瑜
[ 4]
等利用桃实生

苗GF-305 对桃潜隐花叶类病毒进行鉴定 。但指

示植物法需要的时间长 ,不同类病毒在指示植物上

的症状表现有干扰作用 , 如柑橘裂皮类病毒

(CEVd)和 PSTVd的寄主范围几乎一样 ,并且它在

寄主上引起的症状很难区分。

2　电泳方法

自 Morris等人
[ 3]
首次把聚丙烯酰胺凝胶电泳

法用于马铃薯纺锤块茎类病毒鉴定以来 ,聚丙烯酰

胺凝胶电泳技术已成为广大学者研究类病毒所普遍

采用的方法。随着人们对类病毒结构的深入研究 ,

这项技术逐渐完善起来 。目前 ,较通用的方法为往

复双向聚丙烯酰胺凝胶电泳(return-PAGE),它是

基于类病毒环状分子的特性而设计的 ,类病毒分子

变性后 ,其电泳迁移率明显慢于相同分子量的其他

线性 RNA分子 。在第 1 向常规电泳中 ,所有核酸

分子按分子量大小在凝胶中分离开来 ,而寄主中的

小分子核酸如 tRNA已经跑到胶外。在第 2向变性

电泳中 ,类病毒环状分子与线状核酸分子分开 ,通过

银染可以获得能检测出 pg 水平的类病毒样品 。目

前 ,双向往复聚丙烯酰胺凝胶电泳法是检测类病毒

的主要方法。往复双向聚丙烯酰胺凝胶电泳还可以

用在类病毒分离物的鉴定上 。Singh R P
[ 5]
用此方

法分离了 PS TVd的 m 和 s分离物 。

3　分子生物学方法

3.1　RT-PCR方法

PCR是 Mullis等在 1985年发明的一种特异性

DNA 体外扩增技术。类病毒应用此方法检测时 ,需

要将 RNA反转录成 cDNA 再进行 PCR反应 ,此方

法称为 RT-PCR , RT-PCR的产物经琼脂糖凝胶

电泳看其是否有特异性扩增带及扩增带的碱基对的

数目 ,以此来判断待检测的样品是否为阳性。RT-

PCR电泳检测方法在植物类病毒的检测中显示出

快速 、灵敏 、特异性强的优点。胡勤学[ 6]参考国外柑

橘裂皮病类病毒分离物的序列设计并合成引物 ,首

次利用 RT-PCR扩增出我国柑橘裂皮病类病毒分

离物的特异的 DNA 片断 ,建立的 RT-PCR方法可

检测出约0.1 ng感病柑桔总核酸中的柑橘裂皮类病

毒。叶明
[ 7]
利用一步法 RT-PCR检测马铃薯纺锤

块茎类病毒并与传统 RT-PCR进行了比较 ,结果

显示 ,一步法 RT -PCR在检测灵敏度方面与传统

RT-PCR无明显差别 。与传统的 RT-PCR相比 ,

该方法还具有耗时短 、价格低的特点 。RT-PCR电

泳方法目前已经是一种非常成熟 、经常应用的方法 ,

但此方法如操作不当 ,则会导致交叉污染而出现假

阳性问题。其次 ,由于植物抽提物对酶的抑制作用

而会出现假阴性的结果 ,在实际操作中应引起注意 ,

且需要用其他方法来复合检测结果。

3.2　核酸杂交技术

核酸杂交方法是一种分子生物学的标准技术 ,

用于检测 DNA 或 RNA 分子的特定序列(靶序列)。

核酸斑点杂交技术是待检测的 DNA 或 RNA 先转

移并固定到硝酸纤维素或尼龙膜上 , DNA 或 RNA

探针用放射或非放射性物质标记 ,在膜上杂交时 ,探

针通过氢键与其互补的靶序列结合 ,洗去未结合的

游离探针后 ,经放射自显影或显色反应检测特异结

合的探针。 cRNA 探针和 cDNA 探针及合成的寡

核甘酸探针已被应用于类病毒的检测 。李世访
[ 8]

1995年对采用往返聚丙烯酰胺凝胶电泳和地高辛

标记的 DNA 和 RNA 探针方法鉴定啤酒花矮化类

病毒(Hop stunt v iroid)、柑橘裂皮类病毒(Citrus

E xocort is viroid)和苹果锈果类病毒(Ap ple S car

S kin v iroid)做了比较 ,结果显示:c-RNA 探针是 3

种方法中最敏感的 ,分别是 cDNA 探针方法和往返

电泳方法的 25 ～ 125 倍和 100 ～ 625 倍。白艳菊
[ 9]

等用荧光素标记的 PSTVd-cDNA 探针对大田马

铃薯试管苗进行检测 ,结果清晰 、重复性好 。核酸斑

点杂交方法检测类病毒具有快速 、准确 、特异性好 、

灵敏度高(据报道 ,其灵敏度为 0.33 pg)的特点 ,适

合大批量样品检测和异地取样。除核酸斑点杂交方

法外 ,组织印记杂交方法已被应用到马铃薯上的马

铃薯纺锤块茎类病毒 、苹果上的苹果锈果类病毒的

检测。这种方法简单 、快速 ,减少了核酸抽提的步

骤 ,但这种方法要求必须是新鲜的植物组织。

3.3　PCR微量板杂交法

此方法是由 Inouye和 Hondo
[ 10]
首先改进的一

种新的杂交方法 ,是 RT-PCR技术与核酸杂交技

术相结合建立起来的一种检测手段 ,该方法利用类

病毒特定基因片段的 RT-PCR产物与利用地高辛

(Dig)标记的 cDNA 或 cRNA 探针杂交 ,此杂交产

物再与酶标记的抗 Dig 抗体结合 ,然后通过加入酶

的底物生成有色物质再通过酶联仪读数来判断反应

结果 , 可检测出极微量的病原物 , 如 10fg 病毒

RNA ,灵敏度为 ELISA 的 10
4
倍 ,特异性比 RT -

PCR强 ,很适宜进出境植物苗木 、种子的检疫。Sai-
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to-N[ 11] 用此方法检测柑橘裂皮类病毒 ,结果显示 ,

此方法是一种快速和灵敏度高的检测柑橘裂皮类病

毒的方法 。

3.4　RT-PCR-ELISA方法检测类病毒

该方法是 RT -PCR与 ELISA 的联合应用 ,通

过 ELISA 的方法对 PCR产物进行检测 。在 PCR

扩增过程中掺入标记有地高辛的核苷酸 ,得到标记

了地高辛的 PCR产物。在进行 ELISA 检测时 ,将

PCR产物变性后与标记有生物素的探针杂交 ,探针

上生物素能被包被在酶联板上的链亲和素捕获(固

定 PCR产物),用缓冲液冲洗后 ,加入酶标抗地高辛

抗体 ,冲洗后形成复合物:链亲和素 —生物素 —核酸

探针 —PCR产物—地高辛 —抗地高辛抗体—酶 ,加

入底物显色观察 。该方法通过 ELISA 将信号进一

步放大 ,并有探针的特异性结合 ,较普通 PCR方法

的特异性和敏感性大大提高 ,适合微量抗原的检测 。

S hamloul-AM
[ 12]
用此方法检测 PS TV 和温带果树

类病毒 ,结果显示 , RT-PCR-ELISA 方法对 PCR

扩增产物的检测灵敏度至少是 RT -PCR电泳方法

的 100倍 。

以上叙述的是目前检测植物类病毒的几种方

法 ,每种方法都有其各自的特点 。实际应用中应根

据不同情况采取不同的方法。生物学检测操作比较

简单 ,但耗时长 ,有的类病毒不适合应用 ,有一定的

局限性;电泳方法对试验条件和技术要求较低 ,可操

作性强 ,且可区分类病毒的不同分离物 ,是目前普遍

采用的方法;RT -PCR电泳方法特异性强 、灵敏度

高 、快速 ,也是普遍应用的方法 ,但由于种种原因也

会出现假阳性和假阴性问题 ,在具体操作中应引起

足够的重视;核酸斑点杂交技术特异性强 、灵敏度

高 ,同时检测的样品量大 ,也是一种比较好的方法;

PCR微量板杂交技术 、RT -PCR-ELISA 方法的

特异性好 ,其灵敏度高于 RT -PCR电泳方法 ,但其

操作步骤较复杂 ,要求实验室有较好的条件。各个

实验室可根据试验目的 、检测目标等不同情况选择

应用 。随着生物科技的发展 ,还会有一些更好的检

测技术应用于类病毒的检测。
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