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提要 利用筒并引物 RT—PCR扩增技术，结合RT-PCR扩增片段 RFLP分析．对洋水仙141 病毒 

病样品进行分组检测。结果表明洋水仙植物上存在有孵种以上 PVY组病毒侵染。它们可能是 

TBV、NYSV、NSSV和 OnYDV等。 
t 

关键词 业讪4王 )，瑚 童!苎茎 塑 塑墼童垦皇，内切酶片段长度多态性 
据Brunt、Asje~等报道0 ]，在洋水仙(N．rc'~ns／,~eodomartn+．~s)寄主植物一卜可能存在有 

四种以 PVY组病毒单独或复合侵染 由于迄今为止仍投有从洋水仙上成功地分离、纯化到 

任何一种 PVY组病毒(Langeveld，未发表)，故 ELISA等血清学检测技术难以被广泛应用。 

随着 PVY组病 毒分子结构及其功能的研究不断深入“ ]，利用外壳蛋白氨基酸序列和 

编码外壳蛋白氨基酸序列基因的同源差异性可以作为诊断和鉴定 PVY组病毒的依据 一一。 

近两年来义发现 PVY组病毒的棱酸复制酶 (RNA Replicatase)功能基因也同样存在着类似的 

同源性 ．即存在有相当部分的保守序列r．间。Langeveld利用这两个结构基因的特异性和保守性 

设计出了适合 PvY病毒组的简并引物(Degenerate Primer)，并成功地应用于谈组成员郁金香 

和鸢尾等有关病毒的检测和分子生物学研究。 

本研究参考设计了三对简并gI物[s．r．83．利用逆转录和聚合酶链反应(PCR)以及 PCR扩增 

片段的内切酶片段长度多态性(Restriction Fragment Length Polymorphism，RFLP)，研究侵染 

洋水 的 PVY组病毒的分子生物学特性，并进行了有关鉴定 

材料与方法 

r 研究材料来薄 

¨十洋水仙带毒样品是 r957年起不同年代采集的。由荷兰鳞球茎研究tI 心(LBO)提供。编号分别为 N1， 

N 2，N ⋯ --N I 4 

2 简并引物的设计与合成 

PVY组专化性简并引物体系的描述详 览Larlgcveld，Dekker等文诲 奉研究试用的简并引物纽 

半立于 L994年J0．q 5日收到 ．]995年5月15日修回 

*奉研究是在荷兰藁帻大学生化系 s．A．L蛐Be 博士和 J．F．Pot教授 导下完成 
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U 34I／D341，U880，U1000／D1000在荷兰莱顿大学生化系 Appheal Bios~temDNA Syntheslz~上合成。苘并位 

点的核苷酸分男 由不同的 A、G、T、C组成。序列中的脱氧次黄苷(Deoxyinasing)是为有利提高蒋倍的耐并性。 

3 病毒=亘病毒接酸的翻备 

直接取1 00--200 mg病叶在蔽氮中研磨后转到Eppendorf管中，加A．500 1抽提缓冲蔽(0．35 mol／L甘氨 

酸，0．048 mol／L NaOH，0．34 mol，L NaCI，0．04 mol，L EDTA。4 St)S)和500 1冷酚，按氯 ，酚法 得到 

的水相加入 体积8moI，L LiCI。+4℃冰箱过夜后经离心，干燥得到总RNA含量为 B 1的水溶蔽。 

4 逆转录合成 (RT) ． 

4：逆转录合 成反应 为：1×PCR缓冲液(Kit，Gibco BRL)，1．G mmol／LMgCL2，1Gmmol／LDTT，0．2G 

mmol／L dNTP 。50 pmol，L F游引物D341或 D1000，n 24 mmol／L RNAsin，2 B蓓酣瓦RNA。lu MuMLV或 

lu AMV(Gibco，BRL)逆转录酶。总反应体积为25 。反应条件为42~C，60分钟。 

5 RCR扩增反应 ． ． 

直接从 RT反应液中取出l0 加入到们 1PCR扩增反应液中：1XPCR缓i中液，1．5mlTIOl几 MsClz，2O 

DmoI／L U341或 U880或 U1000。2．5uTaq聚台酶(Gibco，BRL)。加50 l矿物油后进行35次扩增循环。蓿环条 

件勾9d℃变性30秒，5{℃退火l2O秒，72℃延伸80秒，其中最后一次循环在72℃时延伸时间为5分钟。 

6 RT—PCR扩增片段大小分析 

取2O 1 RT-PCR扩增反应液进行1．5 晾脂糖(scak咖 )电泳(n 5 kLg／ml溴乙锭)或者经冻融法 纯化 

后再电泳 比较不同扩增 片段长度 

7 RT—PCR扩增片段的内切酶片段多态性(RFLP)甘析 

取等份2O 1 RT—PCR扩增反应液分别用1 0 u的Taq I，EcoR I，BamH I。Raa I等内切爵进行酶切 。琼 

脂糖电泳后计算酶切片段数量及分子量太小，从中选择具典型代表性结果的内切酶Rsa I。 

结 果 

1 寄 主症 状 

从小同年代采集样品的记录和病样症状表现。洋水仙病株症状基本表现为：植株生长势 

弱，鳞球茎产量逐年减少 。叶片症状为褪绿黄 包条斑或长椭园形病斑。严重者 叶片上痛斑册叶 

脉连接成片，部分形成穿孔或裂缝 。在花上有时表现轻微碎色。由此看出病株症状表现各异，类 

型较 多 。 ． 

2 简并引物核苷酸序列 

根据洋水仙可能带有的 PVY组病毒种类．参考已知32个 PVY病毒进化树 (Phylogenetle 

Tree)，本研究设计选择的三种简并 I物棱苷酸序列见表1。 

丧l 筒并引鞠帽 鬣碱基睁剐 

Tab]e 1 TⅡe Degenerate Pi-fJlfl~r seq r髓 of 0 onuele~ide 
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3 RT—PCR检测结果 

l 个洋水仙样品经过两对引物 U 880／D1000和 U880／D34l进行 PCR扩增，电泳检测结果 

见表2。当引物为 U 880／D1000时，样品 Nl、N2、N7、N8和 Nl1、Nl2都有明显的电泳带，其片段 

大 小为620 bp(见图1) N9、N10为阴性(结果图中未列)。当引物为 U880／D~41时，则只有 N1、 

N2、Nl1、Nl2有900 bp的电泳带出现 N 、N7、N8则没有扩增片段出现(见图2)。表2中 N 3、 

N 4、N5、N 6、Nl3、N14等6个样品 已由 Langeveld和 陈枝楠等以 U 341／D341一对引物进行研 

究，并已确认为郁金香碎色病毒(Tulip breaking virus，TBV)(尚未发表)。 

表2 不同样品 RT—PCR检刹结果 

Table 2 The De 吐i Re~utt of V耻 嘴 Sompl~ by l 一PCR 

+ 为阳性反应 Po~ilive Reaction 
“

一

”为阴性反应 Negative Reaction 

为其它 段 Ofl~cr Fragment 

图I 简并引物 U880／DJ 000 PCR扩增片段 

F蜒．1 The amplific~tion Fragments wilh Dege~ralo pruner U880／D]000 
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图2 简井 I物 U880／D34]PCR扩增片段 
F ．2 TheⅢ  Ii∞ Fragments With D~generale Prlmer U880／D341 

4 RT—PCR扩增片段内切醵片段长度多态性分析(RFLP) 

分析表2、图1和图2结果后 选择有代表性的三组样品 RT—PCR扩增片段620bp进行内切 

酶 Rsa I酶切 ，结果 见图3。从罔中看出 N1和N 2的 RT PCR扩增 片段 RFLP图谱是一致的，酶 

切后的两条带分别为375bp和1 70bp。虽然 N 7也是两条带，但其分子量分别为425bp和1 60bp。 

N 1 2为四条带 ．其分子量分别为425bp和l60bp 1 80bp之糊的三条带 三组样 品表现出三种不 

同的 RFLP图谱 。 

图3 PCR扩增片段 如a1爵切 图谱 
8 3 Restriction M~ppLng of PCR Amplification Fragment wit[1 Rsa 

讨 论 

Langeveld【束发表)、Brunt[5"干u AsjesE：-等认为洋水仙植物上存在有严重 的PVY组病毒侵 

染 也正因为从洋水仙 卜难于分离纯 化 PVY组病毒 ，故产生了应用简并引物 PCR技术结合 

RFLP分析快速 检测 PvY组病 毒的方法 ]。如利用分子克隆、DNA序列分析E ，则可对 

Pv Y组病毒的特性作进一步鉴定和研究 

本研 究选用的1 个样品是经过不同引物对组合多次 PCR检测后分组形成的(样品中排除 
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了其它 PVY复合侵染的样品)。从表2的检测结果看出l4十样品按 PCR反应的阴阳性可分为 

四十组 ，即 N1、N2、N11、N12为第一组 ；N 3、N4、N5、N6、Nl3、N14为第二组 ；N7、N8为第三组 

以及 N9、N10为第四组。除第二组样品另文待发表外，其它三组样品的研究结果从图 I、图2和 

图3分析 N1、N2和 Nl1、N12可能分别为不同的 PVY组病毒成员。图3的 RFLP图谱分析同时 

选用 N1和 N2两样品 目的在于验证 N1和 N2的一致性。而 N7和 N8，N儿和 N12只选用了其中 

的一十样品作代表 ，这样在研究材料中可以认为存在有四种 PVY组病毒成员侵染 。加上第二 

组样品已披认定为TBV，则实际上l4十样品材料中可能存在有五种PVY组病毒成员的侵染。 

这一结论与 Brunt、Langeveld和 Asjes等的观点一致 。 

据资料报道 ，在洋水佃 E可能存在盲洋水仙黄条病毒(NYSV)『3]，郁金香碎色病毒(TBV) 

(未发表 )，洋水仙银条斑病毒(NSSV)『I]，洋葱黄矮病毒(OnYDV)[ 等四种以上 PVY组病毒 

成员。本研究从现代分子生物学角度证实了这一推测。如何进一步对几种病毒定名，正着手从 

如下两十方面进行深入工作 ：一是利用可能有的标准 TBV、OnYDV和 PvY组组专化性血清 

进行检测；二是将特异性差异的RFLP多态性片段克隆后进行序列分析 ，从而完成洋水仙上感 

染 PVY组病毒成员的鉴定和分子生物学的研究。 
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The Prilim lnary Study on Narcissus Infected with PVY 

Group Viruses by Degenerate Prim er—PCR Techniques 

Chen Zhinall 

(She~zhen A nimal and Plant Quarantme Servi~e，舳  z ∞ 51801 O) 

M ore than four PVY group viruses were found to in fect Narcissus by the techniques of de— 

generate primer reverse tran scription (RT)polymcrase chain reaction(PCR)an d restriction frag— 

ment length polymorphism (RFLP)，they may be T BV，NYSV ．NSSV and OnYDV etc． 

Key words Narcissus．PVY Group，Degenerate primer，RT PCR ．RFLP 
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