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摘要 ：建立了榆{I!l番术 瓜环斑病 毒 (PRV)的 免礁捕 捉一PCR(IC—PCR)法、E1 ISA—PCR法 f̈巢式一 

PCR法，它 们分别能从 lO 、lI】 千̈ 10 稀释度的番术 瓜叶粗 汁液(所含鲜 叶组织 的量分别 0 5 

ug、0．5 ng和 5×10 ng)‘l 榆删出 PRV。 

关键调：番木瓜环斑病毒：鲍疫捕捉一PCR法 - -s 一rc 法；粜式一rc 法 皇 【J摄 
文章编号 ：1003—5125f2000)04—0367一{16 

多聚酶链式反应(PCR)技术 已广泛应用于检测植物病 毒_l】。对于 RNA病毒，则用反转 

录一PCR(RT—PCR)法 j。 已报道 RT—PCR法比 ELISA法更 灵敏¨J。PCR技术在常规诊断中 

所存在的问题是纯化核酸。大多数核酸抽提程序不能除去植物的多糖或多酚化合物，而这些 

物质对 PCR扩增反 应有抑制作用_I J。Jenson发展了免疫捕捉一PCR(Immunocapture—PcR． 

IC-PCR)技术，可以减轻 PCR抑制物在检测甲型肝炎病毒的抑制效果l5}。后来 IC—PCR法也 

应用来检iI!I植物病 毒 。对于那些很难制备抗血清 的病 毒．又发展和应用 了直接结合 PCR 

(Direct Binding—PCR，DB—PCR)技术⋯。但 如应用巢式 引物进 行第 二次 PCR(即巢式一PCR 

法)，则可大大提高检测灵敏度_8 J。另外，还有用 ELISA—PCR法来定量测定 mRNA的表达 1。 

我们 已报道 了检测番术瓜环斑病 毒(Papaya ringspot virus，PRV)̈ 。。的 RT-PcR、1C-Pu 

和 DB-PCR方法⋯ 。RT PCR法能从稀释度为 l0 的 RNA抽提物 (相当于 0．05 g的番木瓜 

叶组织)中扩增 出目的产物，IC—PCR和 DB-PCR法分别能从 lO 和 l0 稀释度的粗汁液(分 

别相 当于 0．5．ug和 5／xg的番木瓜叶组织)中检测出 PRV。本文继续撤道用免疫捕捉一PCR、巢 

式一PCR和 ELISA-PCR法检测 PRV的研究结果。 

1 材料和方法 

i l 植物材辩 

感染 了 PRV的番木瓜辅叶呆自温窜 。 

1．2 R'Ir-PCR引物的设 计 

根据 PRVaAI末系棱行陵 列。。 ，蹬计丁 【 甜 l物 PRV100(5"-CATCCCATGGC{X；AA'VFA{ rAGTGq’A 

CCAT-3 ．相对应f棱 仟陵 列，9 174 9 193)和 l 科 I物 PRV101(5 ．(1’( ’CCATGGAGAACTCAACAAA{‘A 

CAAG-3 ． i核苷酸序列 10 130．10 149 r 补) -阿十 l物的 5 端 加 r 十 ”【限制性酶切 点． 俺址行 
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克隆之 用。根据同样 的核苷 酸序列 ．同时设 计了 另一对巢 式一PCR 引物 PRV200(5'-ATAGAGATGTcAAT． 

GTGGG．3 ，相对应于核苷酸序列 9 411-9 430)和 PRV201(5'-TGTACCTCTCAGTAGCATTT-3 ，相对应于核 

苷酸序列 9 721．9 740)。 

1．3 免疫捕捉 PCR【lmmuaoeapture-PcR．IC．PcR)法 

IC-PCR法按照 肖火根等(1999)Eli 的方法 进行 。取约 0 1 g番木瓜病 叶组织，置于 1m1 研瞎缓 冲蒋(50 

mmol／I 柠檬酸钠．pH8 3，20mmol／I NaDIECA，2％PVP．40K)。研瞎后 10000 r／rnin离 心 10 nfin，上清液 即 

为检测用的病叶粗汁液，对照为 同法制各的健康 叶粗汁液。在 0．5m1 PCR管中 加入 50 I．PRV抗 血清(1 

g／m1 )(用 E1 ISA包被缓坤液稀释 )．在 37℃下孵育 1 h，倒尽包被液 ．用 PBST洗 3次，加入 5【l u】 1：10“稀 

释度的番木瓜叶租 汁液(用 PBST进行稀释)．在 37℃下孵育 1 h。用 PBST洗 4次．然后直接在行中进行 RT． 

PCR反 应 。 

第一链的 cDNA合 成是在 20 I 反应体积 中进行，其中含 有 5眦T 1 MeO2．50 mmol／I K(3．10 mmol／1 

"Iris—HO (pH8．O)．1 mn~／I dNTPs，1 U／ RNasin(Promega)，2 5 U／ L MMLV (Mon(mey Murine I,eukaemia 

Virus)(Pro'nega)，15口【rd罄Primer101。反转录反应条件是 ：42℃ 30rain．99℃ 5 min，4℃ 5 rain 然后加入 80 

PCR反应 缓冲液 (10 mmd／L"Iris·HC]．pm ．0，50 rnn~／I KO．0．1％ Triton X—100，2mind／I_№  ．15 

p【ld Ⅱ 100和 2．5个单位 1l啄 DNA聚合酶)。反应 总体积 为 1∞ L，加 50 L矿物油覆盖 ． PerkiwElmer 

Cet~ pTM PCR E480上扩增。其扩增程序为 ：94℃ 4mia，94℃ 1rain，58℃ 1min．72℃ 2minn，35个 

循环，72℃ 10min。RT-PCR扩增后．进 行 1．2％琼脂糖凝胶 电泳，检查扩增结果。 

1，4 巢式 PCR {N~tcd pca)法 

第一次 PCR扩增 (IC-PCR)是 用外部 引物(PRV100和 PRV101)进 行 的，25个循 环；然 后 用 内部 引物 

(PRV200和 PRV201)再进行一次 PCR扩增 取 1 I 第一次 PCR扩增产物．加入到新配制 的 50 I PCR反 

应混合物，退火温度 为 6O℃，3O个循环。然后进行 1．2％琼脂糖凝胶电泳．检查扩增结果 

1．5 ELISA-PER法 

在酶标反应板 中加入 5O L(100 ／mI．，用 0．1×PBS稀释 )链亲和索溶液 (streptavidin)．在 4℃下过夜 

用水冲洗反 应板 2次 后．再用 100 I A缓 冲液 (在 1×PBS中加 入 0 1 mo[／[ Tris．HCI．pH7 5和 0，05％ 

Tween．20)洗 1次。然后加入封闭缓 坤液 [在 A缓冲液 中加入牛血清白蛋白(2．5mg／m1 )和 ~[mon spermDNA 

(100“g／“L)．室温下放置 1 h。再用 A埋 坤液洗 2次。不 同样品的 PCR产物用 0．75 pmol爿-物 索化 引物 

(PRVB，5'-XATAGAGATGTCAATGTTGGG．3 ．X．biotin)在 50 L的 l×杂 交缓 冲液 (6×标准 拧檬酸盐 )中 

捕捉．在 99℃下加热 5min，然后在冰上玲 却。样品分别加入到包被好的反应板 中，井在常温下 摇床上孵育 

1 h。用 A缓冲液洗板 3次，加入 0 2 pmol的 在 3 端 标记 了地高辛 的巢式 引物 (PRVD．5'-AAGAGAAATGC． 

TACTGAGAGI ．3 ，l，digoxigenin)。这一步骤是在 5O 的 1×杂交液 中进行，在 37℃下反应 1 h。用 A缓冲 

液洗板 3次，加入 5O“L碱性 磷酸醋酶标记的地高辛 Fab抗体 (Boehringer Mannheim)(工 作浓度 为 1：3000)， 

37℃下孵育 45min。用 A缓坤液 洗板 3次，加 入 50 L p．硝基酚磷酸 (1mg／m1 ，用 l0retool／I 二 乙胺，pH 

9．8，配制)。在室温 下孵育后，用 BioRad 450酶标仪测定 405 nm的 OD值。 

1，6 DAS-ELISA法 

样品的制备同 IC-PCR法 。双抗 体夹心 ELISA(DAS-EI ISA)法按 Clark＆ Adams(1977)” 方法 进行。 

用 BioRad 450酶标仪测定 在 405兀m的读数。 

2 结果 

2．1 IC．PCR、巢式。PCR、ELISA．PCR和 ELISA法检测 PRV的灵敏度的比较 

对 IC．PCR、巢式．PCR、ELISA．PCR和 ELISA法检测 PRV的灵敏度进行了比较。番木瓜 

叶粗汁液经 10倍的梯度 稀释后，分别用 IC-PCR、巢式．PCR、ELISA-PCR和 ELISA法进行测 
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定 。结 果表 明(见 图 1和 表 1)，IC—PCR和ELISA法 都 能从 10 稀释度 的粗 汁 液 (相 当于 

衰 l IC-PCR 翼式．PCR ELISA．PCR和 ELISA法检测 PRV曼蕾度的比较 

Table 1 Sensitivity of]C-PCR．Nested PCR．El ISA-PCR．and EL[SA for the det~tion of PRV 

0．5 g的番木瓜叶组织)中检测出PRV．ELISA·PCR法则能从 10。稀释摩的粗汁液(相当于 

0 5 ng的番木瓜叶组织)中检测出 PRV，而巢式一PCR法则能从 10。 稀释度 的粗汁液(相当于 

5×10一 ng的番木 瓜叶组织)中检测出 PRV。这 表明 ELISA-PCR法的灵敏度 比 IC PCR和 

ELISA法的高出 l0 倍，而巢式一PCR法的灵敏度又比 ELISA-PCR法的高出 l0 倍： 

圉 1 巢式．PCR法扩 增产物的琼脂糖凝胶电泳分析 

M：DNA分子量标准 I 8：分别为叶片粗汁液稀释度 10～-10。。‘的 N~ted．PCR扩增产物 ；9：阴性对jlc{(术) 

Fig 1 Ag⋯ e gel electrophorotie analysis of n~ted-PCR for the detection of PRV 

1．ane M ：DNA marker；hne I-8：nested-PCR u fIg 10一 (1ane 1)to 10-16(hne H)dilutions 

of Ieaf ext~ct：lane 9 "r coatml 

2．2 用 ELISA、IC．PCR、ELISA．PCR和巢式．PCR法监测 PRV在番木瓜檀株上的侵染动态 

为了证实 ELISA-PCR和巢式一PCR的高灵敏度和测试它们在 PRV 常规检测 中的作 用， 

我们对 ELISA、IC—PCR、ELISA-PCR和巢式一PCR法监测 PRV在番木瓜植株上的增殖动态进 

行了研 究和 比较 在番 木 瓜苗上接种 PRV后 第 3、6、8、10、l2和 15 d分 别采 样，然后 用 

ELISA、IC-PCR、ELISA—PCR和 Nested—PCR法进行测定。试验重复 3次。 

试验 3次的结果都很相似 (表 2)。番木 瓜苗在接 种 PRV 后 II d表 现症 状；ELISA、IC— 

PCR和 ELISA-PcR法可以在接种后第 8天检测到 PRV．比症状表现提前 3 d，并且 ELISA— 

PCR法可 在 ELISA和 IC．PCR法不能检测到病毒的叶片上检测出 PRV．如在接种后 15 d， 

ELISA．PCR法可以在 L4、L5、L6、L7和 L8叶片中检 测出 PRV．而 ELISA和 IDPCR法只能 

从 L7和 L8叶片中检测到 PRV。但是，巢式 PCR则能在接种后第 3天就在接种叶上检测出 
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PRV。这表 明 IC-PCR和 ELISA 法都 能 从未 显症 的 染病番 木瓜植 株 上检 测 到 PRV．但 

ELISA-PCR法的灵敏度又高于 IC-PCR和 ELISA法，而巢式 PCR法的检测灵敏 度则又高于 

ELISA PCR法。 

寰 ： 甩 ELL~A Ic．PeR Euŝ -PeR和蔓式-PcR法盔剽 PRv在番丰瓜檀株上 的侵肇动志 

Ttl~e 2 ionlterlng of PRV refection on papaya pltnt~ EI．1sA．IC-PCR．E1 ISA—P【lR and N~ted PCR 

。 

。 。c 

5 

注：*lj接种叶；--在接种后 1I天症状出现在植株的第 g叶 =⋯ n轰示没有商定 

Notes：t lj '-舾 d irLoculatt~ l忸 I． t The$ymP佃n 叩 1．8 1衄f appeared at I 1 days after m uht吣n 

* * niTd ● nott ted． 

3 讨 论 

本研究表明，在 IC-PCR法的基础上用巢式引物再进行一次 PCR，即巢式 PCR法，可 以极 

大地提高检测灵敏度。在对不同稀释度的感染 PRV 的病叶粗汁液进行检测时，巢式 PCR法 

的灵敏度比 IC-PCR法的高 lO 倍。在监测 PRV在番本瓜植抹上的侵染动态时，IC-PCR法 

可以在接种后第 8天检测到 PRV．而巢式 PCR法在接种 后第 3天就能在接种 叶上检测 到 

PRV。当然，此时接种叶上的 PRV不一定是新生的 PRV。病毒何时复制和运转 尚待进 一步 

研究。 

由于 P【=R方法的灵敏度也依赖于扩增产物最后检测技术的灵敏度。PCR扩增 的 DNA 

通常是 由用澳化乙锭染色的琼脂糖凝胶电泳分析．或用专化性探针。如32p标记探针lI 或地 

高辛标记探针【l副的 Southern或斑点杂交方法．或用 ELISAf 。本试验结果表明，ELISA-PCR 

J j J j 上 J j 上 j 上 J j J 上 J 
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法的灵敏度比 IC-PCR法的高 1 000倍。在监测 PRV在番木瓜植株上的侵染动态时，ELISA- 

PCR法也表现出比 IC-PCR法和 ELISA法更高的灵敏度。ELISA法可以用于测定病毒外壳 

蛋白的表达量，ELISA-PCR法则可以用于定量测定病毒 RNA增殖水平 ．还可以用于转基因植 

物中该基因的转录水平的j昊I定。 

对于大量样品的常规检测，ELISA法是最方便和实用的方法 。但 IC-PCR、E L】sA．PCR和 

巢式 PCR法在 PRV的流行 、弱株系的应用 、分子生物学和基因工程抗病性研究方面有特殊的 

作用。交互保护作用和转外壳蛋 白基因的转基因番木瓜 品系 已成功地用来防治番木瓜环斑 

病_l 。对于这些防治方法．很难用 ELISA法来监测弱株 系保护的番木瓜植株和外壳蛋白转 

基因番术瓜植株的病 毒感染情况，但 I~PCR，ELISA-PCR和巢式 PCR法则是可靠和灵敏的 

检测方法。 
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Detection of Papaya Ringspot Virus by Imm uno-capture PCR， 

Nested-PCR and ELISA·PCR Assays 

XIAO Huo-gen‘．HU Jin-Sheng2
， FAN Huai—zhong 

(1ab Plant Virology．South China Agric Univ．Guang'zhou 510642．China) 

(脚  ofPlant Pathology．Univ ofHa~oaif，HI 96822，U．S．A．) 

Abstract}Sensitive，rapid，and reliabIe immuno—capture PCR (IC-PCR)．ELISA．PCR and Nest． 

ed—PC R assays were developed for the first time tO detect PRV．It was detected from dilutions of 

1O一。1O一 and 10一“(equivalent tO 0．5 ug．0．5 ng and 5×10一。ng of papaya leaf tissues)by 

IC．PCR。ELISA．PCR and Nested．PC R．respectively． 

Key words： Papaya ring'spot virus； Reverse transcription-PCR； Immunocapture．．PCR； Nested．． 

PCR：ELISA_PCR 
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