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2 种水稻矮缩病毒一步检测方法的建立
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摘要 水稻黑条矮缩病毒 (RBSDV)和南方水稻黑条矮缩病毒 (SRBSDV)是引起水稻矮缩病的2种主要病

毒,这2种病毒病在田间危害症状较相似,难以准确鉴定。为建立这2种病毒的一步快速检测方法,从混合引物

配比、退火温度2个方面优化了反应体系与反应程序,并用这2类病毒的总RNA进行了RT-PCR验证,最终建

立了准确、灵敏、快速的一步检测方法。利用建立的方法对从江西省大余县和南昌县采集的水稻矮缩病毒叶片

样品进行检测。结果表明:大余县10份样品均为南方水稻黑条矮缩病毒(SRBSDV),检出率为100%;南昌县

10份样品中有7份样品检出南方水稻黑条矮缩病毒(SRBSDV),检出率为70%,另外3份样品检出水稻黑条矮

缩病毒(RBSDV),检出率为30%。

关键词 水稻黑条矮缩病毒;南方水稻黑条矮缩病毒;RT-PCR;一步检测方法

中图分类号 S435.111.4+9  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2012)03-0337-04

收稿日期:2011-08-03
基金项目:国家公益性行业(农业)科研专项(201003031)和江西省科技支撑重点项目(2010BNA03500)
杨迎青,博士,助理研究员.研究方向:植物病理学与分子生物学.E-mail:yyq8295@163.com
通讯作者:李湘民,博士,研究员.研究方向:植物病理学与分子生物学.E-mail:xmli1025@yahoo.com.cn

  水稻黑条矮缩病毒(riceblack-streakeddwarf
virus,RBSDV)主要由灰飞虱以持久性方式传播,
自然寄主包括玉米、水稻和小麦等禾本科作物[1-2]。
南方水稻黑条矮缩病毒(southernriceblack-streak-
eddwarfvirus,SRBSDV)主要由白背飞虱带毒传

播,是造成越南北部和我国南方等省区水稻矮缩病

的主要病毒[3-5]。近年来,在我国江西、湖南、广东、
海南等省,由标准水稻黑条矮缩病毒(RBSDV)和南

方水稻黑条矮缩病毒(SRBSDV)引起的水稻矮缩病

发生日趋严重[6]。
关于2种病毒检测方法的报道较多[7-16]。这2

种水稻病毒病在田间的危害症状较相似,难以准确

鉴定和区分,目前尚无同时检测这2种病毒的快速

鉴定方法。笔者改进了这2种病毒分2次鉴定的传

统检测方法,建立一步检测这2种病毒的快速鉴定

方法,并利用建立的检测方法对江西省大余县和南

昌县的水稻矮缩病毒进行鉴定,旨在快速鉴定水稻

黑条矮缩病毒和南方水稻黑条矮缩病毒,为有效防

治水稻矮缩病提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 标准样品

标准水稻黑条矮缩病毒(RBSDV)和南方水稻

黑条矮缩病毒(SRBSDV)的TotalRNA由笔者所

在实验室提供。
1.2 主要试剂

TotalRNA提取试剂盒购自美国 OMEGA公

司;RT-PCR试剂盒购自大连宝生物公司;其他常

用试剂均为国产分析纯。
1.3 RT-PCR 检测

水稻黑条矮缩病毒(RBSDV)检测引物参照章

松柏等[13]的引物S9F/R(S9F:5′-GGAATTCAT-
GGCAGACCAAGAGCGGGGAG-3′;S9R:5′-CG
CGGATCCTCAAACGTCCAATTTCAAGG-3′);
方水稻黑条矮缩病毒(SRBSDV)检 测 引 物 参 照

王强[14] 的 引 物 S10-oF/R(S10-oF:5′-CGCGT-
CATCTCAAACTACAG-3′;S10-oR:5′-TTTGT-
CAGCATCTAAAGCGC-3′);RT-PCR 按 照 试 剂

盒说明书的标准程序进行。
1.4 2 种病毒一步检测的方法

将S9F/R 与 S10-oF/R2对引物 按 照1∶1
(5μmol∶5μmol)、1∶2(5μmol∶10μmol)和2∶1
(10μmol∶5μmol)的比例进行系列组合,采用

53℃的退火温度,按照试剂盒说明书的标准程序进

行One-stepRT-PCR,筛选最佳的引物混合配比。
同时,根据原引物的退火温度,将混合扩增体系的退
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火温度分别设置为52、53、54℃,按照筛选的最佳引

物配比配制反应体系,按试剂盒说明书的标准程序

进行One-stepRT-PCR,以筛选最佳的退火温度。
1.5 检测方法的验证

用建立的方法对笔者所在实验室保存的RBS-
DV和SRBSDV标准样品的TotalRNA进行RT-
PCR扩增,验证一步检测方法的准确性与灵敏性。
1.6 样品的采集与鉴定

选择江西省大余县和南昌县水稻矮缩病发病较

重的10块稻田,每块田采集10份样品,用建立的一

步检测方法对样品进行病毒检测与鉴定。

2 结果与分析

2.1 一步检测方法的建立

检测结果表明:将S9F/R与S0-oF/R2对引物

按1∶1(5μmol∶5μmol)的比例配制反应体系比

较适合2对引物的双重RT-PCR扩增;采用53℃
的退火温度进行2对引物的双重RT-PCR,可以取

得较佳的扩增效果。因此,试验采用S9F/R与S10-
oF/R2对引物按1∶1(5μmol∶5μmol)的比例配

比,采用53℃的退火温度进行2对引物的双重RT-
PCR扩增。反应体系和扩增条件的详细操作按照

试剂盒说明书的标准方法进行。
2.2 检测方法验证的效果

标准病毒样品的检测结果如图1所示。由图1
可知,2个水稻黑条矮缩病毒(RBSDV)标准样品均

能扩增出1.1kb左右的条带,2个南方水稻黑条矮

缩病毒(SRBSDV)标准样品均能扩增出600bp左

右的条带。

 M:DL2000DNAmarker;1,4:标准水稻黑条矮缩病毒样

品;2,3:标准南方水稻黑条矮缩病毒样品;5:双蒸水。1,4:

StandardRBSDVsamples;2,3:StandardSRBSDVsamples;

5:ddH2O.

图1 标准病毒RNA样品的RT-PCR扩增

Fig.1 RT-PCRofstandardvirusRNAsamples

2.3 江西省水稻病毒样品的初步鉴定

江西省大余县10份水稻病毒样品的RT-PCR
鉴定结果如图2所示,检测结果表明,大余县10份

样品均为南方水稻黑条矮缩病毒(SRBSDV),检出

率为100%;南昌县10份样品中的RT-PCR鉴定结

果如图3所示,检测结果表明:10份样品中有7份

样品检出南方水稻黑条矮缩病毒(SRBSDV),检出

率为70%,另外3份样品检出水稻黑条矮缩病毒

(RBSDV),检出率为30%。

3 讨 论

近年来,水稻矮缩病在我国南方很多省份都有

发生,而且有逐渐加重、不断蔓延的趋势。水稻黑条

矮缩 病 毒 (RBSDV)和 南 方 水 稻 黑 条 矮 缩 病 毒

(SRBSDV)是引起水稻矮缩病的2种主要病毒。这

2种病毒病在田间危害症状较相似,难以准确鉴定

和区分,因此,分子检测在这2种病毒的鉴定中具有

重要意义。
许多学者已将 RT-PCR、SDS-PAGE、斑点杂

交、ID-ELISA、Western杂交、免疫学检测和序列比

对等技术应用于水稻黑条矮缩病毒 (RBSDV)和南

方水 稻 黑 条 矮 缩 病 毒 (SRBSDV)的 检 测[8-16]。

Isogai等[7]用 Western杂交技术检测了RBDSV的

结构蛋白,用免疫学技术检测了RBDSV的非结构

性蛋白。王朝辉等[9]报道了RT-PCR、斑点杂交法

和SDS-PAGE3种检测RBSDV的方法,并发展了

直接捕获RT-PCR(directbindingRT-PCR)和印

迹杂交(squashblot)法从单头灰飞虱体内检测

RBSDV的方法。吕永平等[10]和周倩等[15]分别报

道了用RT-PCR检测RBSDV和SRBSDV的方法。

Wang等[11]建立了一种用ID-ELISA对RBSDV进

行鉴定的方法。杨杰等[12]通过RT-PCR产物序列

测定与比对,将供测样品鉴定为RBSDV。章松柏

等[13]用 RT-PCR和SDS-PAGE2种方法检测了

RBSDV。这些报道多局限于单种病毒的检测性。
在RBSDV检测方面,SDS-PAGE方法检测病毒需

要大量的病叶,工作量较大,对于少量的病叶和单头

介体及大批量的样品并不适用[8,13,16];印迹杂交、

ID-ELISA和 Western杂交等技术,操作较为繁琐,
费用也较高[8-9,11];RT-PCR需要的样品少,适合飞

虱带毒和大批量样品的检测,具有灵敏、快速的优

势。在SRBSDV检测方面,周倩等[15]建立了该病

毒的RT-PCR快速鉴定方法。
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  M:DL2000DNAmarker;1:双蒸水;2:标准水稻黑条矮缩病毒样品;3:标准南方水稻黑条矮缩病毒样品;4~13:大余县水稻

病毒样品。1:ddH2O;2:StandardRBSDVsample;3:StandardSRBSDVsample;4-13:RicevirussamplesfromDayuCounty.

图2 大余县水稻病毒样品的鉴定

Fig.2 IdentificationofricevirussamplesfromDayuCounty

  M:DL2000DNAmarker;1~10:南昌县水稻病毒样品;11:标准南方水稻黑条矮缩病毒样品;12:标准水稻黑条矮缩病毒样

品;13:双蒸水。1-10:Ricevirussamplesfrom NanchangCounty;11:StandardSRBSDVsample;12:StandardRBSDVsample;

13:ddH2O.

图3 南昌县水稻病毒样品的鉴定

Fig.3 IdentificationofricevirussamplesfromNanchangCounty

笔者建立的水稻黑条矮缩病毒 (RBSDV)和南

方水稻黑条矮缩病毒 (SRBSDV)一步快速检测的

方法,可以减小实际检测的工作量,提高检测效率,
节省检测成本,改进了以往通过2次试验分别检测

这2种病毒的方法,在检测方法的改良方面具有应

用价值。
为进一步明确水稻矮缩病在江西省的发生和分

布情况,本试验还对采自大余县和南昌县的水稻矮

缩病样品进行了初步鉴定。结果表明:大余县水稻

矮缩病主要是由南方水稻黑条矮缩病毒(SRBSDV)
引起的;南昌县水稻矮缩病是由南方水稻黑条矮缩

病毒(SRBSDV)与水稻黑条矮缩病毒 (RBSDV)共
同引起的,但以南方水稻黑条矮缩病毒(SRBSDV)
为主。
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Abstract Riceblack-streakeddwarfvirus(RBSDV)andsouthernriceblack-streakeddwarfvirus
(SRBSDV)arethemainviruseswhichbringricedwarf.However,thesymptomsofthesetwoviruses
arehighlysimilaranditisdifficulttodistinguishthemonlybyfieldobservation.Toconstructafastde-
tectionmethodofthesetwoviruses,thePCRreactionsystemandprogramwereoptimizedfromtwoas-
pects,ie.themixingratiosofmixedprimersandtheannealingtemperature.Finally,anexact,sensitive
andfastone-stepdetectionmethodwasfound.Atthesametime,thericedwarfvirussamplesfrom
DayuCountyandNanchangCountyinJiangxiProvinceweredetectedwiththismethod,andtheresults
revealedthatallofthe10samplesfromDayuCountywereidentifiedassouthernriceblack-streaked
dwarfviruswithadetectionratioof100%,7outof10samplesfromNanchangCountywereidentified
assouthernriceblack-streakeddwarfviruswithadetectionratioof70%,and3outof10samplesfrom
NanchangCountywereidentifiedasriceblack-streakeddwarfviruswithadetectionratioof30%.

Keywords riceblack-streakeddwarfvirus;southernriceblack-streakeddwarfvirus;RT-PCR;

one-stepdetectionmethod

(责任编辑:陈红叶)

043


