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皱木复合病在世界范围内普遍发生，是引起葡

萄木质部畸形的一类病害的统称，在沙地葡萄、Ko-

ber5BB和LN33品种上表现茎痘、茎沟和栓皮等症

状，其中葡萄病毒A（Grapevine virus A，GVA）与Ko-

ber5BB 品种上出现茎沟症状有关，而葡萄病毒 B

（Grapevine virus B，GVB）与LN33品种上出现栓皮症

状有关。GVA 和 GVB 属葡萄病毒属，主要通过嫁

接和粉蚧传播，建立快速、准确、高效的检测技术对

其防控具有重要意义。本研究在分析前人检测方法

的基础上，设计GVA和GVB的巢式扩增引物，建立

巢式RT-PCR检测方法，以期为该病毒的分子鉴定、

脱毒检测等提供技术支持。

1 材料与方法

1.1 材料

供试毒源及植物：感染 GVA 和 GVB 的葡萄样

品于 2017年采自中国农业科学院果树研究所国家

落叶果树脱毒中心保存圃。供检样品为在辽宁省、

山东省等地随机采集的60份感病葡萄样品。

试剂及仪器：rTaq DNA聚合酶、dNTPs、克隆载

体pMD18-T和大肠杆菌Escherichia coli DH5α感受

态细胞，宝生物工程（大连）有限公司；莫洛尼鼠白血

病病毒（Maloney-murine leukemia virus，M-MLV），普

洛麦格（北京）生物技术有限公司；其它试剂均为国

产分析纯。S1000 型 PCR 仪，美国 Bio-Rad 公司；

DS-11超微量紫外可见分光光度计，美国Denovix公司。

1.2 方法

引物的筛选及鉴定：根据 Osman & Rowhani

（2006）的 GVA 和 GVB 检测引物，在内部分别设计

巢式引物 GVA-F2（5 ′ -ACTCTCTTCGGGTACATC-

GCCTTGGTC - 3 ′）/R2（5 ′ - GCGAAAGGCTCGCA-

CATCTGCCT-3 ′）和 GVB-F2（5 ′ -GTGCGGCTAA-

ACGAAGGGCTACTC-3 ′）/R2（5 ′ -AACAACGATT-

GGTACTCAGGCTTCC-3 ′），引物委托生工生物工

程（上海）股份有限公司合成。将片段克隆转化，送

北京诺赛基因组研究中心有限公司测序，采用

DNAMAN 6.0在NCBI数据库进行BLAST比对。

总RNA提取：参照Foissac et al.（2001）方法略有

修改。称取0.1 g样品，加入1 mL提取缓冲液研磨；

取500 μL匀浆液，加入到150 μL 10%月桂酰基肌氨

酸钠溶液中。

巢式反转录-聚合酶链式反应（reverse tran-

scription-polymerase chain reaction，RT-PCR）扩增及

条件优化：利用反转录酶M-MLV反转录合成cDNA。

第1次常规PCR反应体系：cDNA 2 μL、10×RCR Buf-

fer 2.5 μL、2.5 mmol/L dNTPs 0.5 μL、10 mmol/L 同

源和互补引物各 0.5 μL、5 U/μL rTaq DNA 聚合酶

0.2 μL，用 ddH2O 定容至 25 μL。扩增程序：95℃预

变性 3 min；94℃变性 30 s，57℃退火 40 s，72℃延伸

40 s，共 35个循环；72℃延伸 7 min。第 2次扩增以

第1次PCR扩增产物为模板，用量为1 μL，其它试剂

及用量同第1次扩增，其中10 mmol/L浓度引物设置

0.1、0.3、0.5 μL三个用量。扩增程序中退火温度设

置55、57、59、61℃，其它同上。

巢式引物灵敏度的测定及检测效果比较：先测

定总 RNA 的 A260 nm/A280 nm比值和浓度，将总 RNA 浓

度用无菌水按 10 倍梯度稀释至 1、10-1、10-2、10-3、

10-4、10-5、10-6、10-7、10-8倍，再进行巢式RT-PCR。利

用常规PCR和巢式RT-PCR分别对采集的60份葡萄
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样品枝条韧皮部进行检测，比较2种方法对GVA和

GVB的检出率。

2 结果与分析

2.1 GVA和GVB巢式引物的特异性

GVA和GVB巢式引物均能从葡萄病毒阳性样

品 扩 增 出 清 晰 条 带 。 获 得 的 序 列（登 录 号

MH350849 和 MH350850）均为目标基因序列。其

中，扩增片段在GVA和GVB基因组的位置分别为

6 654~6 874 nt和7 111~7 338 nt。

2.2 GVA和GVB引物用量和退火温度的优化

GVA 引物 GVA-F2/R2 用量 0.3 μL、退火温度

59℃或 61℃时，扩增效果最佳（图 1-A）；GVB 引物

GVB-F2/R2用量 0.3 μL或 0.5 μL、4个退火温度下，

均有较好的扩增效果（图1-B）。

图1 巢式PCR扩增GVA（A）和GVB（B）引物用量

和退火温度的优化

Fig. 1 Optimization of the annealing temperature and concen-

tration of primer for nested RT-PCR of GVA（A）and GVB（B）

M：DNA marker D2000；CK：阴性对照；图A中1、3、5

的葡萄品种为奇妙无核，2、4、6的葡萄品种为红地球；图B

中 1、3、5的葡萄品种为蛇龙珠，2、4、6的葡萄品种为霞多

丽；1 和 2，3 和 4，5 和 6 引物用量为 0.5，0.3 和 0.1 μL。M：

DNA marker D2000；CK：negative control；1，3，5 in Fig. A：

Fantasy Seedless grape；2，4，6：Red Globe grape；1，3，5 in

Fig. B：Cabernet Gernischt grape；2，4，6：Chardonnay grape；

dosage of primer for 1 and 2，3 and 4，5 and 6 are 0.5，0.3，

0.1 μL，respectively.

2.3 巢式引物的灵敏度测定

样品总 RNA 的 A260 nm/A280 nm 平均值为 2.06，平

均浓度为 107.77 ng/μL。模板稀释至 10-3 倍时，

GVB-F2/R2条带的亮度开始降低，当稀释至 10-7倍

时，则不能扩增出条带；而在此浓度下，GVA-F2/R2

仍能扩增出目标带（图2）。

图2 GVA和GVB巢式引物GVA-F2/R2（A）

和GVB-F2/R2（B）的扩增电泳图

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis of nested primer GVA-F2/

R2（A）and GVB-F2/R2（B）of GVA and GVB

CK：阴性对照；1~9：模板的稀释倍数分别为 1、10-1、

10-2、10-3、10-4、10-5、10-6、10-7、10-8。CK：Negative control；

1-9：the dilution multiple of templates are 1，10-1，10-2，10-3，

10-4，10-5，10-6，10-7，10-8，respectively.

2.4 2种病毒常规PCR和巢式RT-PCR检测效果比较

利用引物GVA-F1/R1时，GVA和GVB的常规

PCR 检出率分别为 10.0%和 3.3%；利用引物 GVA-

F2/R2 时，GVA 和 GVB 的常规 PCR 检出率分别为

8.0%和 3.3%；GVA 和 GVB 的巢式 RT-PCR 检出率

分别为23.3%和20.0%，较常规PCR检出率高。

3 讨论

近年来，巢式 RT-PCR 技术越来越多地被应用

到果树病毒的快速检测中（周彦等，2016）。本研究

根据已有的GVA和GVB检测引物设计了巢式检测

引物，通过引物筛选、反应条件优化及检测灵敏度测

定，建立了 2种病毒的巢式RT-PCR检测体系，二者

检测的灵敏性均明显高于常规RT-PCR。本方法操

作简单、特异性强、灵敏度高、重复性好，为2种病毒

的快速检验和防控研究提供了有力的支持。
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