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摘要：为准确检测侵染马铃薯核心种苗和种薯的苜蓿花叶病毒（alfalfa mosaic virus，AMV），以

AMV 马铃薯分离株为阳性材料，建立 AMV RNA 1、RNA 2 和 RNA 3 的反转录-聚合酶链式反应

（reverse transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR）和基于EvaGreen及TaqMan探针的反转录

实时荧光定量PCR（reverse transcription real-time fluorescent quantitative PCR，RT-qPCR）检测技术，

比较 3 种方法的检测灵敏度，并测定不同马铃薯品种 6 种组织和桃蚜 Myzus persicae、蓟马体内

AMV RNA 1、RNA 2 和 RNA 3 的含量。结果表明：建立的 TaqMan 探针 RT-qPCR 法对 RNA 1 和

RNA 2的检测灵敏度分别为1.45×101 copies/μL和1.46×101 copies/μL，分别是EvaGreen RT-qPCR法

和RT-PCR法的10倍；建立的TaqMan探针RT-qPCR法对RNA 3的检测灵敏度与EvaGreen RT-qPCR

法相同，为1.15×102 copies/μL，是RT-PCR法的10倍。丽薯15号6种组织中AMV RNA 1、RNA 2和

RNA 3 的含量为 3.04×106~1.67×108 copies/μL，以叶片中病毒平均含量最高；中薯 21 号 6 种组织中

AMV RNA 1、RNA 2和RNA 3的含量为2.94×102~4.78×108 copies/μL，未发现明显分布规律。蓟马

体内 AMV RNA 1、RNA 2 和 RNA 3 的含量分别为 8.64×104~4.76×107、2.13×103~1.50×105 和 8.08×

103~4.96×105 copies/μL，RNA 1 的含量高于 RNA 2 和 RNA 3。桃蚜体内 AMV RNA 1、RNA 2 和

RNA 3 的含量分别为 4.71×103~3.44×104、2.22×102~1.32×105和 5.41×101~8.08×102 copies/μL，RNA 3

的含量最低。表明RT-PCR法、TaqMan探针RT-qPCR法和EvaGreen RT-qPCR法均可有效扩增马铃

薯6种组织和2种昆虫中的AMV。

关键词：苜蓿花叶病毒；TaqMan探针RT-qPCR；EvaGreen RT-qPCR；RT-PCR；马铃薯

Development and application of RT-PCR and RT-qPCR for detection

of alfalfa mosaic virus

Gao Yanling1,2 Fan Guoquan2 Cheng Shengqun1 Zhang Wei2 Qiu Cailing2 Shen Yu2

Nie Xianzhou3 Bai Yanju2* Lü Wenhe1*

（1. College of Agriculture, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, Heilongjiang Province, China; 2. Industrial

Crops Institute, Heilongjiang Academy of Agricultural Sciences, Harbin 150086, Heilongjiang Province, China;

3. Fredericton Research and Development Centre, Agriculture and Agri-Food Canada,

Fredericton E3B4Z7, New Brunswick, Canada）

Abstract: In order to detect alfalfa mosaic virus (AMV) infecting plantlets in vitro and seed potatoes ac‐

基金项目：财政部和农业农村部国家现代农业产业技术体系（CARS-09-P16），黑龙江省农业科学院院级课题（2018YYYF022），黑龙江省

农业科学院农业科技创新跨越工程（HNK2019CX19-06）

* 通信作者（Authors for correspondence），E-mail：yanjubai@163.com，luwenhe60@163.com

收稿日期：2021-01-29



516 植 物 保 护 学 报 49卷

目前，马铃薯为我国第4大粮食作物，种植面积

（4 218 188 hm2）和总产量（78 236 596 000 kg）居世

界首位，但平均单产仅为 18 547 kg/hm2，为荷兰的

43.46%、美国的 36.52%（FAOSTAT，2020）。其产量

与种薯质量密切相关，而病毒是降低种薯质量的关

键因素之一。迄今为止，危害马铃薯的病毒超过

40 种 ，其中苜蓿花叶病毒（alfalfa mosaic virus，

AMV）在 亚 洲（Komuro et al.，1964；Park et al.，

2018）、欧洲（Gibbs & Tinsley，1961；Parrella et al.，

2000）、北美洲（Rahman & Peaden 1993；Shah et al.，

2006）、南美洲（Trucco et al.，2014）、大洋洲（Hajimo‐

rad & Francki，1988）和非洲（Abdel Aleem et al.，

2018）广泛分布。20 世纪 70 到 80 年代，AMV 在我

国内蒙古、黑龙江、山东和甘肃等省区马铃薯田均有

发生（张鹤龄和郭素华，1983；李芝芳，2004），之后在

辣椒、番茄（田如燕等，1989；冯兰香和杨翠荣，

1991）、三叶草（魏宁生和李毅，1987；金磊磊等，

2015）、苜蓿（文朝慧和南志标，2015；张芯伪，2016）、

薄荷草（Li et al.，2019）、绞股蓝（Song et al.，2019）和

田间杂草乌蔹莓、爵床、婆婆纳（Gao et al.，2020）上

均有发生。

AMV 属于雀麦花叶病毒科 Bromoviridae 苜蓿

花叶病毒属Alfamovirus，为正义单链RNA病毒，具

有三分体基因组和1个亚基因组，RNA 1长3 643 nt，

RNA 2长 2 593 nt，RNA 3长 2 038 nt（Parrella et al.，

2010）。AMV通过自然侵染和人工接种可危害70科

600种植物（Bol，2008），马铃薯为AMV天然寄主之

一，感病后叶片表现亮黄色花叶或斑驳，减产约20%

（Porter，1931），敏感品种块茎内部产生褐色坏死

（Nie et al.，2020）。AMV可通过15种蚜虫以非持久

性方式传播（Bol，2003），美国大豆上 AMV 的发生

率高主要是由于大豆蚜 Aphis glycines 带毒率高

（Hill et al.，2001；Clark & Perry，2002；Wang & Ghab‐

rial，2002）。澳大利亚豆科牧草上AMV的发生与苜

蓿斑蚜 Therioaphis trifolii、蓝苜蓿蚜 Acyrthosiphon

kondoi和豌豆蚜Acyrthosiphon pisum种群引入有关

（Hajimorad & Francki，1988）。AMV亦可通过马铃

薯种薯（张鹤龄和郭素华，1983；Nie et al.，2020）和

苜蓿（文朝慧等，2018）、大豆（He et al.，2010）等无性

繁殖材料或种子传播。由于苜蓿是多年生植物，当

马铃薯田靠近苜蓿田或前茬为苜蓿时，马铃薯易感

染 AMV 并出现较高的发病率（张鹤龄和郭素华，

1983）。Abdalla et al.（2020）在苜蓿田附近的昆诺

藜、田旋花和黄花菊等 7种田间杂草和其他栽培作

物中均检测到 AMV，认为在不同作物生长季间，

AMV通过虫媒介体等在苜蓿、杂草和其他作物之间

传播，促进了AMV的传播和流行。

迄今为止，国际上通用的马铃薯病毒病防治方

法是对种薯进行全程质量检测，生产并种植脱毒种

薯（白艳菊等，2006；Halterman et al.，2012；申宇等，

curately, the reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), EvaGreen and TaqMan probe

reverse transcription real-time fluorescent quantitative PCR (RT-qPCR) were developed to detect AMV

RNA 1, RNA 2, and RNA 3. The sensitivities of three methods were compared, and the contents of

AMV RNA 1, RNA 2, and RNA 3 in six potato tissues of different potato varieties, aphids, and thrips

were determined. The sensitivities of TaqMan probe RT-qPCR for RNA 1 and RNA 2 were 1.45×101 and

1.46×101 copies/μL recombinant plasmids, respectively, which were ten times those of EvaGreen RT-qP‐

CR and RT-PCR methods. The sensitivity of TaqMan probe RT-qPCR for RNA 3 was the same as that

of EvaGreen RT-qPCR, which was 1.15×102 copies/μL, ten times that of RT-PCR. The concentrations of

RNA 1, RNA 2, and RNA 3 in six tissues of Lishu 15 were 3.04×106-1.67×108 copies/μL, with the aver‐

age virus content highest in the leaves; but in Zhongshu 21, the contents of AMV RNA 1, RNA 2, and

RNA 3 were 2.94×102-4.78×108 copies/μL, and no clear distribution pattern was found. The concentra‐

tions of AMV RNA 1, RNA 2, and RNA 3 in thrips were 8.64×104-4.76×107, 2.13×103-1.50×105, and

8.08×103-4.96×105 copies/μL, respectively, with the content of RNA 1 being relatively higher than that

of RNA 2 and RNA 3. The concentrations of AMV RNA 1, RNA 2, and RNA 3 in Myzus persicae were

4.71×103-3.44×104, 2.22×102-1.32×105, and 5.41×101-8.08×102 copies/μL, respectively, with RNA 3

content lowest. These results indicated that AMV in six potato tissues and two insect species could be

amplified effectively by RT-PCR, TaqMan probe and EvaGreen RT-qPCR.
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2014），AMV为英国、欧盟国家和中国等制定的马铃

薯种苗标准中必须检测的参数。目前AMV检测技

术主要有指示植物法（Panter et al.，2012）、双抗体夹

心酶联免疫吸附测定（double antibody sandwich en‐

zyme-linked immunosorbent assay，DAS-ELISA）法

（Hajimorad & Francki，1988；He et al.，2011）、核酸斑

点杂交法（Alhudaib，2019）、逆转录-聚合酶链反应

（reverse transcription-polymerase chain reaction，RT-

PCR）检测 AMV RNA 3（Xu & Nie，2006）及三重

RT-PCR 法检测 AMV RNA 2、马铃薯 Y 病毒（potato

virus Y，PVY）、马铃薯卷叶病毒（potato leafroll vi‐

rus，PLRV）等（Abdel Aleem et al.，2018）。其中，

ELISA 法和核酸斑点杂交法适用于大批量样品检

测，RT-PCR法灵敏度较高，适用于检测病毒浓度较

低的样品（Alhudaib，2019）。实时荧光定量PCR（re‐

al-time fluorescent quantitative PCR，qPCR）和反转

录实时荧光定量 PCR（reverse transcription real-time

fluorescent quantitative PCR，RT-qPCR）技术自发展

以来，由于其灵敏、准确、快速等特点，已广泛应用于

感染人类、动物（黄小武等，2020）和植物的微生物检

测工作中，包括病毒（王瑛丽等，2019）、类病毒（郗娜

娜等，2020）、细菌（卢美欢等，2019）、真菌（雷翠云

等，2019）、植原体（王柱华等，2021）和线虫（宋志强

等，2013）等，也可用于检测介体蚜虫体内的植物病

毒（刘永清等，2010；韩树鑫等，2016）。目前应用较广

的是基于 TaqMan 探针和 SYBR Green 或 EvaGreen

等荧光染料的RT-qPCR法，如采用染料RT-qPCR法

检测柑橘黄化脉明病毒（citrus yellow vein clearing

virus，CYVCV）（宋震等，2017）和采用 SYBR Green

qPCR法检测番茄煤污假尾孢Pseudocercospora fuli‐

gena（康华军等，2019）时的灵敏度分别是普通PCR

法的100倍和1 000倍。本研究拟建立针对AMV的

EvaGreen RT-qPCR、TaqMan 探针 RT-qPCR 和 RT-

PCR检测技术，比较三者的检测灵敏度及实际应用

效果，以期为种薯产业待茎尖剥离的候选块茎、种苗

和各级种薯的检测与定量提供技术支持。

1 材料与方法

1.1 材料

供试 AMV 毒源、健康植物及昆虫：感 AMV 阳

性马铃薯植株 GS 252、GS 367、GS 515、GS 516、

HLJ 430和NX 7采自黑龙江省、甘肃省和宁夏回族

自治区马铃薯田，健康马铃薯试管苗G 0由黑龙江

省农业科学院经济作物研究所保存并提供。3头桃

蚜Myzus persicae和5头蓟马采自感染AMV的马铃

薯植株。马铃薯品种丽薯 15 号和中薯 21 号的原

原种购于马铃薯种薯生产企业。马铃薯感AMV阳

性植株 GS 515 种植于温室中备用，丽薯 15 号和中

薯21号原原种与其隔离种植，每个品种6株，待株高

长至 15~20 cm时供试。温室内温度 18~24℃、光照

16 h/黑暗8 h。

试剂及仪器：Taq DNA聚合酶、2×PCR Premix、

RNA 酶抑制剂、dNTP、随机引物 pd（N）9、100 bp

DNA Ladder，宝生物工程（大连）有限公司；M-MLV

反转录酶，普洛麦格（北京）生物技术有限公司；

TRIzol试剂，美国 Invitrogen公司；质粒小提试剂盒、

无DNA/RNA酶去离子水，天根生化科技（北京）有

限公司；EvaGreen 核酸染料，美国 Biotium 公司；

pEASY-T 5 Zero 克隆试剂盒，北京全式金生工技术

有限公司；其他试剂均为国产分析纯。Roche Light‐

Cycler® 480实时荧光PCR仪，美国罗氏生物技术公

司；NANODROP 1 000 紫外分光光度计，赛默飞世

尔科技（中国）有限公司；TP 600 PCR仪，日本TaKa‐

Ra公司；DYY-2C型双稳定时电泳仪，北京六一生物

科技有限公司；AlphaImager HP凝胶成像系统，美国

ProteinSimple公司。

1.2 方法

1.2.1 引物、探针设计与筛选

从 NCBI 网站 GenBank 数据库中下载 AMV 的

RNA 1、RNA 2 和 RNA 3 全序列，应用 BioEdit 7.1.3

软件分别比对后选择保守区域，依据AMV Manfredi

分离株 RNA 1（KC881008）、RNA 2（KC881009）和

RNA 3（KC881010）序列为模板，应用Primer Premier

5.0 软件设计 RNA 1、RNA 2 和 RNA 3 的 RT-PCR、

EvaGreen RT-qPCR引物和TaqMan探针RT-qPCR引

物以及探针（表 1），所有引物和探针均由生工生物

工程（上海）股份有限公司合成。

1.2.2 RNA提取与RT-PCR、RT-qPCR检测体系建立

切取阴性对照健康马铃薯试管苗G 0的茎叶组

织和感染 AMV 的阳性马铃薯植株 GS 515 及 HLJ

430的叶片组织各 100 mg，置于-20℃预冷研钵中，

加入液氮研磨后迅速转入 1.5 mL 离心管中，加入

1 mL TRIzol 试剂，按照说明书提取植物总 RNA，

溶于 30 μL 无 DNA/RNA 酶去离子水中。并将无

DNA/RNA 酶去离子水设为空白对照。取 4 μL 无

DNA/RNA酶去离子水和 4 μL植物总RNA，分别加

入1 μL随机引物pd（N）9、用无DNA/RNA酶去离子

水补至 10 μL，70℃预变性 5 min，冰上放置 2 min。
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依次加入 5×反转录缓冲液 5 μL、10 mmol/L dNTP

1.25 μL、40 U/μL RNA 酶抑制剂 0.5 μL、200 U/μL

M-MLV 反转录酶 1 μL、无 DNA/RNA 酶去离子水

7.25 μL。反转录程序：37℃延伸 1 h，70℃变性

10 min，4℃冷却 2 min。将反转录合成的 cDNA 作

为模板进行 PCR 扩增。25 μL PCR 反应体系：2×

PCR Premix 12.5 μL、10 μmol/L上下游引物（表1）各

0.5 μL、cDNA 2 μL，用无 DNA/RNA 酶去离子水补

足至25 μL。反应程序：95℃预变性3 min；95℃变性

20 s，52℃退火 20 s，72℃延伸 30 s，共 35 个循环；

72℃终延伸 10 min。取 5 μL PCR产物进行 1.2%琼

脂糖凝胶电泳，EB染色，凝胶成像系统观察样品是

否出现目的条带，如果出现目的条带说明样品中含

有AMV，未出现则说明样品中不含AMV。

表1 苜蓿花叶病毒RT-PCR、EvaGreen RT-qPCR引物和TaqMan探针RT-qPCR法引物和探针

Table 1 Primers for RT-PCR and EvaGreen RT-qPCR, and primers and probes for TaqMan probe RT-qPCR of alfalfa mosaic virus

引物名称
Primer
name

1-970 F

1-1290 R

2-812 F
2-1054 R

3-1749 F

3-1957 R

3-1522 F

3-1629 R

1-970 F

P 1

1-1102 R

2-812 F

P 2

2-1006 R

3-1749 F
P 3

3-1957 R

序列（5ʹ-3）́
Sequence (5ʹ-3ʹ)

CGAATCGAACGTAAGCAA

ATGATTCGTTGAAGAAGATAA

ATGAAGCCGTCATATCAGGT
TCAGATCGATTCGACATGGA

TACCGATTCAACGAAGTTT

TATCAGGAGCGAATAGGACT

GTCTCACTGATGACGTGACG

CAAACCCGAACTTCTCATT

CGAATCGAACGTAAGCAA

5ʹ-CY5-TTTGTCCCCAAGATGCCACAYTC-
C-3ʹ-BHQ-X
CCATTTGTCCTTTGACTCTATT

ATGAAGCCGTCATATCAGGT

5ʹ-HEX-TCAGGTAATGATTGGATGACGTT-
GG-3ʹ-BHQ1
CAACCCATTCTTGAAAATACTT

TACCGATTCAACGAAGTTT
5ʹ-6-FAM-AGCAGGGCCCCTCCGCAG-3ʹ-BHQ1

TATCAGGAGCGAATAGGACT

引物长度
Primer

length/bp

18

21

20
20

19

20

20

19

18

25

22

20

24

22

19
18

20

引物位置
Primer
location

RNA 1, 970-987

RNA 1, 1 270-1 290

RNA 2, 812-831
RNA 2, 1 035-1 054

RNA 3, 1 749-1 767

RNA 3, 1 938-1 957

RNA 3, 1 522-1 541

RNA 3, 1 611-1 629

RNA 1, 970-987

RNA 1, 1 033-1 057

RNA 1, 1 081-1 102

RNA 2, 812-831

RNA 2, 826-851

RNA 2, 985-1 006

RNA 3, 1 749-1 767
RNA 3, 1 793-1 811

RNA 3, 1 938-1 957

片段长度
Amplicon
length/bp

321

243

209

108

133

195

209

熔解温度
Melting
tempera‐
ture/℃

77.1

85.2

/

86.0

/

/

/

检测方法
Detection

method

RT-PCR,
EvaGreen
RT-qPCR

RT-PCR,
EvaGreen
RT-qPCR

RT-PCR

EvaGreen
RT-qPCR

TaqMan探针
RT-qPCR
TaqMan probe
RT-qPCR

TaqMan探针
RT-qPCR
TaqMan probe
RT-qPCR

TaqMan探针
RT-qPCR
TaqMan probe
RT-qPCR

引物和探针参考序列为AMV分离株Manfredi的RNA 1（KC881008）、RNA 2（KC881009）和 RNA 3（KC881010）。The ref‐

erence sequences of primers and probes were RNA 1 (KC881008), RNA 2 (KC881009) and RNA 3 (KC881010) of Manfredi isolates

of AMV.

20 μL EvaGreen qPCR 反应体系：10×PCR 缓

冲 液（含 Mg2+）2 μL、2.5 mmol/L dNTP 0.8 μL、

10 μmol/L 上下游引物各 0.4 μL、EvaGreen 1 μL、

5 U/μL Taq 酶 0.12 μL、cDNA 2 μL，用无 DNA/RNA

酶去离子水补足至 20 μL。反应程序：95℃预变性

3 min；95℃变性 25 s，52℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，

采集荧光信号；45个循环，60~97℃分析熔解曲线，

40℃冷却。观察样品在目标熔解温度是否出现特异

熔解峰，如果出现说明样品中含有AMV，未出现则

说明样品中不含AMV。

20 μL TaqMan 探针 qPCR 反应体系：10×PCR

缓冲液（含 Mg2+）2 μL、2.5 mmol/L dNTP 0.8 μL、

10 μmol/L 上下游引物和探针各 0.4 μL、5 U/μL Taq

酶0.12 μL、cDNA 2 μL，用无DNA/RNA酶去离子水

补足至20 μL。反应程序：95℃预变性3 min；95℃变

性 25 s，52℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，采集荧光信

号；45个循环，40℃冷却。观察样品是否出现扩增

曲线，如果出现说明样品中含有AMV，未出现则说

明样品中不含AMV。

1.2.3 标准品制备和3种方法检测灵敏度测定

制备AMV RNA 1、RNA 2和RNA 3重组质粒标

准品以测定 3 种方法检测灵敏度并建立 EvaGreen
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RT-qPCR法和TaqMan探针RT-qPCR法的标准曲线。

应用引物组 1-970 F/1-1290 R、2-812 F/2-1054 R、

3-1749 F/3-1957 R（RNA 3 的 RT-PCR 法和 TaqMan

探针 RT-qPCR 法）和 3-1522 F/3-1629 R（RNA 3 的

EvaGreen RT-qPCR法）对AMV阳性样品GS 515进

行 RT-PCR 扩增，得到 RNA 1、RNA 2 和 2 个 RNA 3

的扩增产物，分别与pEASY-T 5 Zero载体连接，转化

到大肠杆菌Escherichia coli Trans 1-T1感受态细胞

中，应用RT-PCR法鉴定阳性克隆子，利用质粒小提

试剂盒提取重组质粒并测序，采用紫外分光光度计

测定各重组质粒浓度，计算单位体积重组质粒拷贝

数。质粒拷贝数=6.02×1023×质粒浓度/（载体长度+片

段长度）×660，式中 6.02×1023为阿佛伽德罗常数，使

用的克隆载体碱基对数为3 955 bp。获得的RNA 1和

RNA 2重组质粒拷贝数分别为 1.45×1010 copies/μL、

1.46×1010 copies/μL，RNA 3的2个重组质粒浓度均用

无DNA/RNA酶去离子水调整到1.15×1010 copies/μL。

重组质粒按照拷贝数进行 10倍梯度稀释作为标准

品，分别获得1.45×100~1.45×109 copies/μL的RNA 1、

1.46×100~1.46×109 copies/μL 的 RNA 2 和 1.15×100~

1.15×109 copies/μL 的 RNA 3 的梯度稀释液，分别

进行 EvaGreen qPCR、TaqMan探针 qPCR和 PCR扩

增，以无DNA/RNA酶去离子水为空白对照，反应体

系和程序同1.2.2，每个标准品和空白对照3次重复，

以测试3种方法的检测灵敏度。

1.2.4 2种RT-qPCR法标准曲线的建立

为建立 EvaGreen RT-qPCR 法和 TaqMan 探针

RT-qPCR法的标准曲线，应用浓度分别为1.45×101 ~

1.45×109 copies/μL、1.46×101~1.46×109 copies/μL、

1.15×101~1.15×109 copies/μL的AMV RNA 1、RNA 2

和 RNA 3 重组质粒标准品进行 EvaGreen qPCR 和

TaqMan 探针 qPCR 扩增，反应体系和程序同 1.2.2，

每个标准品 3 次重复。以拷贝数对数值为 x 轴，循

环阈值（cycle threshold，Ct）为 y 轴，分别构建 AMV

RNA 1、RNA 2和RNA 3的EvaGreen RT-qPCR法和

TaqMan探针RT-qPCR法标准曲线。

1.2.5 所建3种方法对田间采集样品的检测效果

为测定马铃薯组织中的AMV含量，在 3株（编

号为35-1、35-2和35-3）马铃薯品种丽薯15号和3株

（编号为50-1、50-2和50-3）中薯21号株高15~20 cm

时，选取植株上部2片叶片，撒上21 μm金刚砂。取

感染AMV的叶片置于研钵中，按照植物叶片∶磷酸

缓冲液质量体积比1∶10的比例加入磷酸盐缓冲液，

研磨后转入EP管中，2 000 r/min离心2 min，获得的

上清液即为病毒溶液，用移液器吸取150 μL病毒溶

液放在撒有金刚砂的叶片上，戴一次性手套用手指

摩擦 3~5次，10 min后清水冲洗叶片。每个品种设

置 3株作为阴性对照，仅接种磷酸盐缓冲液。接种

后植株放置在温度18~24℃、光照16 h/黑暗8 h的温

室中培养，90 d 后采集接种 AMV 马铃薯植株的叶

片、叶柄、茎、匍匐茎、块茎和根各100 mg，应用TRIzol

法提取植物总RNA，应用紫外分光光度计测定RNA

浓度，用无DNA/RNA酶去离子水稀释至100 ng/μL。

应用TaqMan探针RT-qPCR法测定马铃薯 6种组织

中AMV RNA 1、RNA 2和RNA 3的含量，每个样品

3次重复，反应体系和程序同1.2.2。

为测定单头蓟马和桃蚜体内的 AMV 含量，将

采集的 3 头桃蚜和 5 头蓟马分别置于 1.5 mL EP 管

中，加入 100 μL TRIzol试剂，用玻璃研棒在离心管

内分别将蚜虫和蓟马虫体研碎，按照TRIzol试剂说

明书进行操作，最后用10 μL无DNA/RNA酶去离子

水溶解RNA，应用紫外分光光度计测定RNA浓度。

应用 TaqMan 探针 RT-qPCR 法测定 AMV RNA 1、

RNA 2和RNA 3的含量，每个样品3次重复，反应体

系和程序同1.2.2。

为验证RT-PCR、EvaGreen RT-qPCR和TaqMan

探针RT-qPCR法检测体系的适用性，应用TRIzol法

按照说明书提取采自甘肃省、黑龙江省和宁夏回族

自治区马铃薯田的 6株感AMV阳性马铃薯植株的

总 RNA，提取方法同 1.2.2，分别应用上述所建 3 种

方法进行检测，反应体系和程序同1.2.2。

2 结果与分析

2.1 AMV RT-PCR和RT-qPCR检测体系的建立

RT-PCR检测体系：利用引物组1-970 F/1-1290 R、

2-812 F/2-1054 R 和 3-1749 F/3-1957 R 分别扩增

AMV RNA 1、RNA 2和RNA 3后，阳性样品GS 515

和 HLJ 430 中的扩增片段长度均依次为 321 bp（图

1-A）、243 bp（图1-B）和209 bp（图1-C），长度与目的

片段相符，阴性对照马铃薯健康试管苗G 0样品和

空白对照未扩增出目的条带，表明所建 RT-PCR 检

测体系特异性良好。

EvaGreen RT-qPCR 检测体系：利用引物组

1-970 F/1-1290 R、2-812 F/2-1054 R 和 3-1522 F/

3-1629 R扩增AMV RNA 1、RNA 2和RNA 3后，通

过熔解曲线分析发现，阳性样品GS 515和HLJ 430

的RNA 1、RNA 2目的片段熔解温度均分别为 77℃

（图 1-D）和 84℃（图 1-E）；阳性样品 GS 515 和 HLJ
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430 的 RNA 3 目的片段熔解温度则不同，分别为

86℃和87℃（图1-F）。阴性对照和空白对照在上述

熔解温度未出现熔解峰，表明所建EvaGreen RT-qP‐

CR检测体系特异性良好。

TaqMan 探针 RT-qPCR 检测体系：利用引物组

1-970 F/1-1102 R和探针P1、引物组2-812 F/2-1006 R

和探针 P2、引物组 3-1749 F/3-1957 R 和探针 P3 的

RT-qPCR 扩增结果显示，阳性样品 GS 515 和 HLJ

430的RNA 1（图1-G）、RNA 2（图1-H）和RNA 3（图

1-I）均出现扩增曲线，而阴性对照和空白对照未出

现扩增曲线，表明所建TaqMan 探针 RT-qPCR 检测

体系特异性良好。

M：100 bp DNA ladder；1：GS 515；2：HLJ 430；3：阴性对照；4：空白对照。M: 100 bp DNA ladder; 1: GS 515; 2: HLJ

430; 3: negative control; 4: blank control.

图1 苜蓿花叶病毒RNA 1、RNA 2和RNA 3的RT-PCR法（A~C）、EvaGreen RT-qPCR法（D~F）

和TaqMan探针RT-qPCR法（G~I）检测结果

Fig. 1 RT-PCR (A-C), EvaGreen RT-qPCR (D-F), and TaqMan probe RT-qPCR (G-I) detection results of

alfalfa mosaic virus RNA 1, RNA 2, and RNA 3

2.2 所建3种方法的检测灵敏度

对 AMV 的 RNA 1、RNA 2 和 RNA 3 重组质粒

标准品进行PCR扩增得到321、243和209 bp目的条

带的最低浓度依次为 1.45×102 copies/μL（图 2-A）、

1.46×102 copies/μL（图2-B）和1.15×103 copies/μL（图

2-C），为RT-PCR法的最低检出限。

对AMV RNA 1、RNA 2和RNA 3的重组质粒标

准品进行EvaGreen qPCR扩增，3次重复均得到特异

性熔解峰最低浓度依次为 1.45×102 copies/μL（图 2-

D）、1.46×102 copies/μL（图2-E）和1.15×102 copies/μL

（图2-F），为EvaGreen RT-qPCR法的最低检出限。

对AMV RNA 1、RNA 2和RNA 3的重组质粒标

准品进行TaqMan探针qPCR扩增后，3次重复得到扩

增曲线的最低浓度依次为 1.45×101 copies/μL（图 2-

G）、1.46×101 copies/μL（图2-H）和1.15×102 copies/μL

（图2-I），为TaqMan探针RT-qPCR法的最低检出限。

此外，对RNA 2重组质粒标准品 1.46×100 copies/μL

以及 RNA 3 重组质粒标准品 1.15×101 copies/μL扩

增后，3个重复中有 2个得到扩增曲线，表明RNA 2

和 RNA 3 存在 66.67%的可能性分别扩增到 1.46×

100 copies/μL和1.15×101 copies/μL的重组质粒。

2.3 2种RT-qPCR法标准曲线的建立

采用EvaGreen RT-qPCR法建立AMV的标准曲

线。当 AMV RNA 1、RNA 2 和 RNA 3 的重组质粒

浓度分别在 1.45×103~1.45×109 copies/μL、1.46×103~

1.46×109 copies/μL 和 1.15×104~1.15×109 copies/μL

之间时，Ct值与重组质粒拷贝数对数之间呈现良好

的线性关系，其中RNA 1的标准曲线为 y=-3.816x+

41.93，R2=0.993（图 3-A）；RNA 2 的标准曲线为

y=-3.786x+41.41，R2=0.998（图 3-B）；RNA 3 的标准
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曲线为y=-3.752x+41.54，R2=0.998（图3-C）。

采用 TaqMan 探针 RT-qPCR 法建立 AMV 的标

准曲线。当AMV RNA 1、RNA 2和RNA 3重组质粒

分别在1.45×101~1.45×109 copies/μL、1.46×101~1.46×

109 copies/μL 和 1.15×101~1.15×109 copies/μL 之间

时，Ct值与RNA重组质粒拷贝数对数之间呈现良好

的线性关系，其中RNA 1的标准曲线为 y=-3.566x+

40.160，R2=0.993（图 3-D）；RNA 2 的标准曲线为

y=-3.490x+40.28，R2=0.998（图 3-E）；RNA 3 的标准

曲线为 y=-3.692x+42.36，R2=0.993（图 3-F）。表明

TaqMan探针RT-qPCR法与EvaGreen RT-qPCR法相

比更适用于测定病毒含量较低的样品。

M：100 bp DNA ladder；A、D、G：1~10分别为 1.45×109、1.45×108、1.45×107、1.45×106、1.45×105、1.45×104、1.45×103、1.45×

102、1.45×101、1.45×100 copies/μL 质粒；B、E、H：1~10 分别为 1.46×109、1.46×108、1.46×107、1.46×106、1.46×105、1.46×104、

1.46×103、1.46×102、1.46×101、1.46×100 copies/μL 质粒；C、F、I：1~10 分别为 1.15×109、1.15×108、1.15×107、1.15×106、1.15×

105、1.15×104、1.15×103、1.15×102、1.15×101、1.15×100 copies/μL 质粒；11：空白对照。M: 100 bp DNA ladder; A, D, G: 1-
10 are 1.45×109, 1.45×108, 1.45×107, 1.45×106, 1.45×105, 1.45×104, 1.45×103, 1.45×102, 1.45×101, 1.45×100 copies/μL plas‐

mids, respectively; B, E, H: 1-10 are 1.46×109, 1.46×108, 1.46×107, 1.46×106, 1.46×105, 1.46×104, 1.46×103, 1.46×102, 1.46×

101, 1.46×100 copies/μL plasmids, respectively; C, F, I: 1-10 are 1.15×109, 1.15×108, 1.15×107, 1.15×106, 1.15×105, 1.15×104,

1.15×103, 1.15×102, 1.15×101, 1.15×100 copies/μL plasmids; 11: blank control.

图2 苜蓿花叶病毒RNA 1、RNA 2和RNA 3的RT-PCR法（A~C）、EvaGreen RT-qPCR法（D~F）

和TaqMan探针RT-qPCR法（G~I）检测灵敏度

Fig. 2 Detection sensitivities of alfalfa mosaic virus RNA 1, RNA 2, and RNA 3 using RT-PCR (A-C), EvaGreen RT-qPCR (D-F),

and TaqMan probe RT-qPCR (G-I)

2.4 所建3种检测方法的实际应用效果

3株丽薯15号（编号为35-1、35-2和35-3）和3株

中薯21号（编号为50-1、50-2和50-3）的叶片、叶柄、

茎、匍匐茎、块茎和根中 AMV RNA 1、RNA 2 和

RNA 3的含量相差不大（图 4）。3株丽薯 15号 6种

组织中AMV RNA 1、RNA 2和RNA 3含量在 3.04×

106~1.67×108 copies/μL 之间，其中叶片中为 1.13×

107~1.67×108 copies/μL，叶 柄 中 为 5.21×106~5.58×

107 copies/μL，茎中为 9.35×106~7.67×107 copies/μL，

匍匐茎中为 3.04×106~1.17×108 copies/μL，根中为

9.00×106~1.12×108 copies/μL，休眠块茎中为 3.07×

106~7.30×107 copies/μL。3株马铃薯不同组织中AMV

平均含量由高到低依次为叶片（7.98×107 copies/μL）、

匍匐茎（4.10×107 copies/μL）、根（4.06×107 copies/μL）、

茎（3.61×107 copies/μL）、块茎（3.12×107 copies/μL）

和叶柄（2.39×107 copies/μL）。

马铃薯品种中薯21号3株植株6种组织中AMV

RNA 1、RNA 2 和 RNA 3 的含量为 2.94×102~4.78×

108 copies/μL，差异较大。其中马铃薯植株50-1的6种

组织中 AMV 含量为 1.21×106~4.78×108 copies/μL；

但植株 50-2块茎中AMV的含量仅为 2.94~4.54×102

copies/μL，其他 5 种组织中 AMV 的含量在 1.23×

107~3.04×108 copies/μL之间，叶片中AMV含量是块

茎中 AMV含量的 27 000 倍以上；而植株 50-3 则相



反，块茎中 AMV 的含量最高，为 1.01×108~2.10×

108 copies/μL，其他 5 种组织中 AMV 的含量仅为

2.07×103~1.08×105 copies/μL，块茎中AMV含量是其

他5种组织中AMV含量的935倍以上。

图3 苜蓿花叶病毒RNA 1、RNA 2和RNA 3的EvaGreen RT-qPCR法（A~C）和TaqMan探针RT-qPCR法（D~F）标准曲线

Fig. 3 Standard curves for detection of alfalfa mosaic virus RNA 1, RNA 2, and RNA 3 using EvaGreen RT-qPCR (A-C)

and TaqMan probe RT-qPCR (D-F) methods

图4 苜蓿花叶病毒RNA 1、RNA 2和RNA 3在2个马铃薯品种6种组织中的含量

Fig. 4 Concentrations of alfalfa mosaic virus RNA 1, RNA 2, and RNA 3 in six samples from two potato varieties

图中数据为平均数±标准差。35-1、35-2、35-3：马铃薯品种丽薯 15号 3个样品；50-1、50-2、50-3：马铃薯品种中薯 21号

3个样品。Data are mean±SD. 35-1, 35-2, 35-3: Three samples of potato variety Lishu 15; 50-1, 50-2, 50-3: three samples of potato

variety Zhongshu 21.

5 头蓟马和 2 头蚜虫体内均含有 AMV，蚜虫

体内 AMV 的含量为 5.41×101~1.32×105 copies/μL，

其中RNA 1和RNA 2的含量分别为 4.71×103~3.44×

104 copies/μL和2.22×102~1.32×105 copies/μL，RNA 3

含量最低，为 5.41×101~8.08×102 copies/μL；蓟马体

内AMV的含量为2.13×103~4.76×107 copies/μL，其中

RNA 1的含量最高，为8.64×104~4.76×107 copies/μL，

RNA 2和RNA 3的含量较低，分别为2.13×103~1.50×

105 copies/μL和8.08×103~4.96×105 copies/μL（图5）。

采自甘肃省、宁夏回族自治区和黑龙江省的6个

感染 AMV 马铃薯样品经 RT-PCR 法检测均得到特

异性条带，经EvaGreen RT-qPCR法检测均得到特异

性熔解峰，经 TaqMan 探针 RT-qPCR 法检测均得到

扩增曲线，表明所建3种方法对3个来源的AMV分

离株均可有效检出。

3 讨论

AMV、马铃薯奥古巴花叶病毒（potato aucuba

mosaic virus，PAMV）和马铃薯帚顶病毒（potato

mop-top virus，PMTV）侵染马铃薯均可引起叶片黄

斑花叶症状，而且 AMV 引起的植株症状会随气温

升高而减轻乃至消失，当气候条件适合时症状再次

出现（Gibbs & Tinsley，1961），此外，应用 ELISA 法

检测大豆AMV发生情况时发现检测结果与植株症
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状关系不大（He et al.，2011）。因此，不宜依据马铃

薯发病症状目测 AMV 发生情况，应建立准确、灵

敏、快速的分子检测技术，这对于马铃薯核心种苗、

各级种薯中AMV的检测非常重要。

图5 苜蓿花叶病毒RNA 1、RNA 2及RNA 3在蚜虫

和蓟马体内的含量

Fig. 5 Concentrations of alfalfa mosaic virus RNA1, RNA 2,

and RNA 3 in aphids and thrips

图中数据为平均数±标准差。Data are mean±SD.

TaqMan 探针 RT-qPCR 法需设计引物和探针，

而染料RT-qPCR法和RT-PCR法仅需设计引物。在

方法选择上，首先要考虑病毒核酸序列的变异程

度，核酸序列变异较大的病毒，染料 RT-qPCR 和

RT-PCR检测体系可减少探针这个变量，降低探针区

域核酸序列变异引起的漏检。对于核酸序列变异较

小的病毒，可供选择的保守区域较多，这3种方法均

可。其次，染料RT-qPCR法常存在引物二聚体的扩

增信号，为避免其对结果判定的影响，可通过分析熔

解曲线并依据在目的片段熔解温度出现的熔解峰来

判定检测结果，病毒的不同株系/基因型间的序列差

异使其熔解温度不同，可用来区分病毒的不同株系

和基因型。如马铃薯S病毒（potato virus S，PVS）具

有丰富的遗传多样性（Duan et al.，2018），可应用染

料 RT-qPCR 法鉴定 PVSA和 PVSO株系（程胜群等，

2020）。AMV 具有一定的遗传多样性（Bergua et

al.，2014；Nie et al.，2020），本研究中AMV RNA 3的

EvaGreen RT-qPCR 检测结果也表明阳性样品 GS

515 和 HLJ 430 目的片段核酸序列存在较大差异。

本试验结果表明 3 种方法均可有效检测采自甘肃

省、宁夏回族自治区和黑龙江省的AMV分离株，表

明这3种方法均适用于AMV的检测工作。

本研究建立的 TaqMan 探针 RT-qPCR 法检测

AMV RNA 1和RNA 2的检测灵敏度为101 copies/μL

重组质粒，与 PVY TaqMan 探针 RT-qPCR 法（Dai et

al.，2012）检测灵敏度为同一数量级，而RNA 3检出限

为 1.15×102 copies/μL重组质粒，可能与引物 3-1749

F/3-1957 R的扩增效率比引物 3-1522 F/3-1629 R低

有关。EvaGreen RT-qPCR法对AMV RNA 1、RNA 2

和RNA 3的检测灵敏度与SYBR Green RT-qPCR法

对 PVY（Hühnlein et al.，2013）和柑橘叶斑驳病毒

（citrus leaf blotch virus，CLBV）（刘欢等，2019）的检

测灵敏度及 SYBR Green qPCR 法对柑橘褪绿矮缩

病毒（citrus chlorotic dwarf-associated virus，CCDaV）

（王瑛丽等，2019）和番茄煤污假尾孢的（康华军等，

2019）的检测灵敏度一致，均为102 copies/μL重组质

粒。探针 RT-qPCR 法对 PVY（Klerks et al.，2001；

Agindotan et al.，2007）、柑橘衰退病毒（citrus tristeza

virus，CTV）（Saponari et al.，2008）以及SYBR Green

RT-qPCR 法对 CLBV（刘欢等，2019）的检测灵敏度

是常规RT-PCR法的100倍，SYBR Green qPCR法对

CCDaV（王瑛丽等，2019）和番茄煤污假尾孢的检测

灵敏度分别是 PCR 法的 100 倍和 1 000 倍（康华军

等，2019）。但是本研究中 EvaGreen RT-qPCR 法与

RT-PCR 法对 AMV RNA 1 和 RNA 2 的检测灵敏度

相同，TaqMan 探针 RT-qPCR 法的检测灵敏度仅为

上述 2 种方法的 10 倍；TaqMan 探针 RT-qPCR 法和

EvaGreen RT-qPCR法对AMV RNA 3的检测灵敏度

相同，为RT-PCR法的10倍，说明RT-PCR法对AMV

RNA 1、RNA 2和RNA 3的检测灵敏度比较高，可能

与目的片段较短、引物扩增效率较高有关。

本研究结果显示，采用 TaqMan 探针 RT-qPCR

法检测AMV RNA 1、RNA 2和RNA 3的标准曲线在

101~109 copies/μL时，Ct值与重组质粒拷贝数对数存

在良好的线性关系；而 EvaGreen RT-qPCR 法检测

RNA 1 和 RNA 2 含量在 103~109 copies/μL、检测

RNA 3含量在 104~109 copies/μL时有良好的线性关

系，与刘欢等（2019）采用 SYBR Green RT-qPCR 法

检测CLBV的标准曲线在 103~109 copies/μL时有良

好的线性关系的结论相似。可能与低浓度重组质粒

扩增时出现了引物二聚体扩增信号有关，干扰了病

毒RNA定量分析，导致染料RT-qPCR法无法准确测

定低浓度样品中的病毒含量。在测定不同组织中病

原物时，SYBR Green RT-qPCR 法可检测到猕猴桃

休眠枝条和叶片 2 种组织中的 CLBV（刘欢等，

2019）；RT-qPCR法可检测到苹果树枝皮、果实和根

3种组织中的苹果锈果类病毒（apple scar skin viroid，

ASSVd）（郗娜娜等，2020）；EvaGreen RT-qPCR法可

准确检测出马铃薯叶片、叶柄、茎、根和休眠块茎



5 种组织中的 PVS（程胜群等，2020）。本研究建立

的TaqMan探针RT-qPCR法能够检测到马铃薯叶片、

叶柄、茎、匍匐茎、根和休眠块茎6种组织中的AMV，

各组织中RNA 1、RNA 2和RNA 3的含量相对稳定，

6 种组织均可用于 AMV 的检测。3 株丽薯 15 号和

中薯 21 号（50-1）6 种组织中 AMV 的含量为 106~

108 copies/μL，与程胜群等（2020）报道马铃薯5种组

织中PVS含量相似，但中薯 21号（50-2）休眠块茎中

AMV含量仅为102 copies/μL，其他 5种组织中AMV

含量在107~108 copies/μL之间；上述5个植株叶片中

AMV含量除丽薯15号植株35-1的RNA 2和RNA 3

以外均高于块茎，与Kogovšek et al.（2011）检测感染

PVY马铃薯植株叶片和块茎时发现块茎中PVY浓

度常低于叶片的结论一致，Nie & Singh（2001）也发

现应用RT-PCR法检测马铃薯品种夏波蒂叶片和块

茎样品时，叶片样品的检测结果比块茎样品更可

靠。在果树枝干嫁接接种ASSVd后，ASSVd先在接

种枝中增殖，然后向根部转移（郗娜娜等，2020），那

么在马铃薯上部叶片接种AMV后是否需要一定的

时间转移到块茎中尚需进一步研究。此外，马铃薯

品种中薯 21号植株 50-3中AMV含量则相反，块茎

中含量较高，为 108 copies/μL，其他 5种组织中含量

为103~104 copies/μL，可能与样品采集时50-3植株已

经黄化有关。因此，AMV含量在3株中薯21号间差

异较大，可能与植株和块茎成熟度不一致有关。

蚜虫是传播PVY、AMV和PLRV等病毒的重要

介体，应用 RT-PCR 法可检测到单头蚜虫体内大麦

黄矮病毒（barley yellow dwarf virus，BYDV）（成卓

敏等，1992）、CTV（刘永清等，2010）和 PLRV（韩树

鑫等，2016）。本研究在单头蚜虫体内检测到AMV。

在提取蚜虫总RNA时，韩树鑫等（2016）将蚜虫用液

氮冷冻并粉碎后应用TRIzol法提取，而本研究未使

用液氮，直接将蚜虫置于装有TRIzol试剂的EP管中

研磨，操作更简单。经测定单头桃蚜体内 AMV

RNA 1 含量为 4.74×103~2.42×104 copies/μL，Sapo‐

nari et al.（2008）测定棉蚜Aphis gossypii获毒48 h后

CTV含量为 1.2×104~1.3×107 copies/μL，病毒含量有

差异可能与蚜虫及病毒种类不同有关。此外，蚜虫

体内 AMV RNA 3 含量最低，表明 RNA 1 和 RNA 2

更适合用于AMV检测。蓟马是为害马铃薯生产的

重要昆虫之一，云南省马铃薯田发现 13种蓟马（杜

霞等，2020）。已报道15种蓟马能传播植物病毒，是

番茄斑萎病毒属 Tospovirus、等轴不稳环斑病毒属

Ilarvirus、香石竹斑驳病毒属Carmovirus、南方菜豆

花叶病毒属 Sobemovirus 和玉米褪绿斑驳病毒属

Machlomovirus的18种病毒的传播媒介（谢永辉等，

2013）。目前，虽然未见蓟马传播 AMV 的报道，但

Li et al.（2021）应用转录组测序技术在蓟马体内检

测到了 AMV，本研究应用 RT-qPCR 法从单头蓟马

体内也检测到了AMV，为进一步研究AMV的传播

介体提供了参考依据。此外，蓟马体内AMV RNA 1

含量明显高于RNA 2和RNA 3，更适用于携带AMV

样品的检测。AMV RNA 1和RNA 2分别编码复制

酶基因的 2 个亚基 P1 和 P2，RNA 3 编码运动蛋白

（movement protein，MP）和衣壳蛋白（coat protein，

CP），但CP蛋白由亚基因组RNA 4翻译而来（Bol，

2008）。P1包含C端螺旋酶结构域和N端甲基转移

酶结构域，在RNA包装和负链RNA合成中起作用

（Vlot et al.，2002），P2含聚合酶结构域，MP蛋白与

病毒细胞间运动有关，CP蛋白与病毒粒子形成、正

链RNA的积累、复制、翻译以及运动等（Bol，2005；

Krab et al.，2005）相关。那么，AMV 中 RNA 1 含量

明显高于RNA 2和RNA 3是否预示着AMV在蓟马

体内存在复制等活动尚需进一步研究。

马铃薯 6 种组织中和蓟马体内 AMV RNA 1、

RNA 2和RNA 3的含量以及蚜虫体内AMV RNA 1

和RNA 2的含量均高于TaqMan探针RT-qPCR法和

EvaGreen RT-qPCR法对AMV的检出限，因此这2种

方法适用于检测上述样品。此外，马铃薯 6种组织

中以及蓟马和蚜虫体内AMV RNA 1、RNA 2的含量

高于 RT-PCR 法对 AMV 的检出限，因此 RT-PCR 法

也可用于检测上述样品。部分马铃薯休眠块茎样品

中AMV含量低于RT-PCR法对 RNA 3的检出限，因

此RT-PCR法不适合检测马铃薯休眠块茎中的AMV

RNA 3，但可用来检测其他 5 种马铃薯组织及蓟马

体内的 AMV RNA 3。总之，本研究所建 RT-PCR、

EvaGreen RT-qPCR和TaqMan探针RT-qPCR这 3种

方法均可用于检测马铃薯组织中以及蓟马和蚜虫体

内的AMV。
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