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　　摘　要:以健康昆诺阿藜叶片和受 ASGV侵染的昆诺阿藜叶片为试材 ,利用 Trizol 试剂提取

植物总RNA ,将实时荧光 RT-PCR体系的主要成分设定梯度 ,根据每个成分的变化引起的(Rn值

和Ct值的差异 ,探讨苹果茎沟病毒实时荧光 RT-PCR技术中反应体系的主要成分对扩增结果的

影响。最终确定了 RT-PCR反应体系的最佳条件为:25μL 体系中 ,Mg2+浓度为3.5 mM ,引物浓

度为0.6μM ,探针浓度为 0.6μM ,总 RNA含量为 20 ng 。利用此反应体系进行扩增 , ■Rn值比

未优化时高出一个数量级 ,表明该体系适合ASGV实时荧光 RT-PCR检测分析。
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　　苹果茎沟病毒为发形病毒属(Capillovirus)的代表

种 ,分布于所有苹果种植地区[ 1] ,在世界各地普遍流行 ,

是果树上的一种重要潜隐病毒[ 2] 。该病毒除危害苹果 、

梨外 ,还可危害百合 、柑桔等[ 1 ,3] 。

目前检测该病毒的方法有生物学鉴定 、血清学检测

和逆转录-聚合酶链式反应(RT-PCR)技术 、免疫捕捉

RT-PCR(IC RT-PCR)技术等。生物学鉴定方法耗工费

时。血清学方法虽然简单易行 ,但由于该病毒粒体富于

柔性 ,颗粒之间相互盘绕 ,很难制备出高质量的血清 ,且

该病毒在果树体内含量较低 ,易出现漏检现象
[ 2, 4]

。RT-

PCR技术和 IC RT-PCR技术需进行 PCR后处理 ,易发

生交叉污染 ,造成假阳性现象
[ 5-11]

。

近年来开发的 TaqMan 探针实时荧光 RT-PCR技

术为果树病毒的检测提供了新方法 ,该技术是在常规

RT-PCR反应体系中添加了1条 TaqMan探针。探针的

5′端含有报告荧光基团 ,3′端含有荧光的猝灭基团。探

针完整时 ,报告基团发射的荧光信号被猝灭基团吸收 ,

进行 PCR扩增时 , TaqDNA 聚合酶的 5′-3′外切酶活性

将探针酶切降解 ,使报告荧光基团和猝灭荧光基团分

离 ,发出荧光信号 ,从而使荧光信号的累积与 PCR产物

形成完全同步[ 12] 。目前国外已成功应用了该技术检测

了苹果茎痘病毒(ASPV)、苹果褪绿叶斑病毒

(ACLSV)[ 13-14] 。该研究通过多次试验优化了 ASGV的

实时荧光 RT-PCR反应体系 ,以期为该病毒的检测提供

技术支持。

1　材料与方法
1.1　材料

1.1.1　毒源　感染 ASGV 库尔勒香梨分离物(KRL-1)

的昆诺阿藜叶片 ,保存于-80℃冰箱中。

1.1.2　主要试剂和仪器　Trizol Reagent 购自 Invitro-

gen公司 ,MgCl2等购自上海 Promega公司 , Ready-to-Go

RT-PCR Beads 购自 Amersham Biosciences公司;ABI-

PRISM 7700扩增仪购自 ABI公司 ,DU 640核酸蛋白分

析仪购自 BECKMAN 公司 ,台式冷冻离心机购自

BECKMAN公司。

1.1.3　引物和探针　表 1为引物和探针序列[ 15] ,由上

海基康公司合成。

　　表1　　实时荧光 RT-PCR的引物和探针

　　Table 1 Primers and probe used for real time f luorescent RT-PCR

名称

Name

序列

Sequence(5′※3′)

添加号

Accession No.

产物大小

Product size/ bp

ASG-Pf(forward) GAGTTTGGAAGACGTGCTTCA D14995 165

ASG-Pr(reverse) TTGCAGAGAAGAAGGTAAAGCTC

MGB-ASG(forward) CCACCGGGTAGGAGT

　　注:探针MGB-ASG 5′端含有 FAM报告荧光染料, 3′端含有不发荧光的淬灭基团并具有MGB

分子。Probe with 6-carboxyfluorescein(FAM)as the reporter dye covalently attached at the 5′end , a

non-fluorescent quencher and the MGB moiety at the 3′end.

1.2　方法

1.2.1　总 RNA的提取　分别对健康昆诺阿藜叶片和

受ASGV侵染的昆诺阿藜叶片 ,使用 Trizol Reagent进

行植物总 RNA的提取 ,具体操作如下:取叶片加液氮研

磨成粉末并迅速移入 1.5 mL 离心管中 ,加入 1 mL

Trizol Reagent ,颠倒混匀 ,2 ～ 8℃12 000 g ,离心 10 min;

取上清 ,15 ～ 30℃,放置5 min;加入0.2mL氯仿 ,用手剧
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烈震荡(勿旋涡振荡),约 15 s;15 ～ 30℃,放置 2 ～ 3 min;

2 ～ 8℃,12 000 g ,离心 15 min;小心吸取约为 600μL 的

上层水相 ,勿扰动中间相和下层相;加 500 μL 异丙醇混

合上清液 ,15 ～ 30℃,放置 10 min;2 ～ 8℃,12 000 g ,离心

10 min;去除上清液 ,沉淀中加入 1 mL 75%乙醇 ,洗涤;

2 ～ 8℃,7 500 g ,离心5 min;去除上清液 ,沉淀自然干燥

后 ,将其溶于 30 ～ 50μL无 RNase的水中。用核酸蛋白

分析仪测OD260及 OD280 ,计算核酸的浓度和纯度。

1.2.2　探针适用性检测　以总 RNA为模板 ,进行实时

荧光 RT-PCR 反应 , 即在 25 μL 反应体系中加入

18.75μL DEPC 处理水 , 0.25 μL 引物 ASG-Pf (20

μmol/L),0.25μL引物 ASG-Pr(20μmol/L),0.5 μL探

针 MGB-ASG(10 μmol/L),半粒 Ready-to-Go RT-PCR

Beads ,200 ng 总 RNA。反应程序为:42℃30 min , 95℃

5 min;然后95℃15 s ,60℃1 min ,共 40个循环。

1.2.3　实时荧光 RT-PCR反应体系中 Mg
2+
浓度优化

　在1.2.2体系中其它成分浓度不变 ,加入镁离子 ,使其

浓度从1.5 mM 至4.5 mM 以0.5 mM 递增。反应条件

同 1.2.2。

1.2.4　实时荧光 RT-PCR反应体系中引物浓度优化　

在 1.2.2体系中其它成分浓度不变 ,固定优化后的镁离

子终浓度 ,将引物浓度从 0.2μM至 0.7 μM 以 0.1 μM

递增。反应条件同 1.2.2。

1.2.5　实时荧光 RT-PCR反应体系中探针浓度优化　

在1.2.2体系中其它成分浓度不变 ,固定优化后的镁离

子和引物终浓度 ,将探针浓度从 0.1μM 至 0.8μM 以

0.1μM递增。反应条件同 1.2.2。

1.2.6　实时荧光 RT-PCR反应体系中总 RNA量的优

化　在1.2.2体系中其它成分浓度不变 ,固定优化后的

镁离子 、引物及探针终浓度 ,用 DEPC 处理水稀释总

RNA ,在25μL反应体系中 ,总 RNA分别为 200 、20、2 、

0.2 、0.02 、0.002 ng ,进行实时荧光 RT-PCR检测 ,其体

系与条件同 1.2.2。

1.2.7利用优化后的体系进行实时荧光 RT-PCR反应　

在1.2.2体系中其它成分浓度不变 ,固定优化后的镁离

子、引物 、探针终浓度及总RNA的量。反应条件同1.2.2。

2　结果与分析
2.1　探针适用性检测

由图1可知 ,以表现症状的昆诺阿藜叶片总 RNA

为模板 ,通过实时荧光 RT-PCR检测 ,可观察到荧光强

度变化 ,而健康对照的荧光强度没有变化。

2.2　实时荧光 RT-PCR反应体系中Mg2+浓度优化

此步骤的目的是确定能获得最大■Rn 值的最佳

Mg2+浓度。由图2可知 , ■Rn扩增曲线先随 Mg2+浓度

的增加而升高 ,当它的浓度为 3.5 mM 时 , ■Rn值达最

大 ,后随 Mg2+浓度增加而降低 ,经过 3次重复试验 ,确

定最佳镁离子终浓度为3.5 mM 。

图1　实时荧光 RT-PCR扩增(■Rn荧光信号的增加值)

Fig.1　Amplification plot real-time f luorescent RT-PCR

(■Rn:Increased value of fluorescence sigmals)

图 2 镁离子浓度的优化(■Rn荧光信号的增加值)

Fig.2　Mg2+concentration opt imization

(■Rn:Increased value of fluorescence sigmals)

2.3　实时荧光 RT-PCR反应体系中引物浓度优化

此步骤的目的是确定能获得最大(Rn值的最低引

物浓度。由图 3可知 , ■Rn扩增曲线先随引物浓度的

增加而升高 ,当它的浓度为0.6μM 时 , ■Rn值达最大 ,

后随引物浓度增加而降低。经过3次重复试验 ,最后确

定 0.6μM 为引物最佳浓度。

2.4　实时荧光 RT-PCR反应体系中探针浓度优化

此步骤的目的是确定能获得最大■Rn值的最适探

针浓度。由图 4可知 ,当探针浓度为 0.8μM 时 , ■Rn

值不是最大的 ,而在浓度为 0.6 μM时达到最大 ,后随探

针浓度增加而降低。经过 3次重复试验 ,选定 0.6 μM

为最佳探针浓度。

2.5　实时荧光 RT-PCR反应体系中总 RNA量的优化

由图5可知 , ■Rn扩增曲线先随模板量的增加而
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升高 ,当总 RNA为 20 ng 时 , ■Rn值达最大 ,后随模板

量增加而降低。经过 3次重复试验 ,最后确定 20 ng 为

最佳模板量。由此可知 ,并不是模板浓度越高 ,扩增效

率就越高;模板浓度越高 ,可检测到荧光增加信号所进

行的PCR循环数越少 ,当模板浓度为零时 ,即使PCR循

环数达到最大(40个循环),也检测不到荧光增加信号。

图 3　引物浓度的优化(■Rn 荧光信号的增加值)

Fig.3　Primers concentration optimizat ion

(■Rn:Increased value of fluorescence sigmals)

图4　探针浓度的优化(■Rn荧光信号的增加值)

Fig.4　Probe concent ration optimization

(■Rn:Increased value of fluorescence sigmals)

2.6　利用优化后的体系进行实时荧光 RT-PCR反应

由图6可知 ,以表现症状的昆诺藜叶片总 RNA为

模板 ,利用优化后的体系 ,通过实时荧光 RT-PCR检测

可观察到明显的荧光强度变化 ,其■Rn值比优化体系

前高出一个数量级 ,而健康对照检测不到荧光信号。

图 5　总 RNA 量的优化(■Rn荧光信号的增加值)

Fig.5　Total RNA concent ration optimization

(■Rn:Increased value of fluorescent signals)

图 6　利用最优反应体系进行实时荧光 RT-PCR扩增

(■Rn荧光信号的增加值)

　　Fig.6 Amplificat ion plot of real-time f luorescent RT-PCR using

the optimal reaction system(■Rn:Increased value of f luorescent signals)

3　讨论
该研究利用荧光探针实时监测目的基因的扩增 ,实

现 RT-PCR扩增与探针检测同时进行 ,整个检测过程完

全闭管 ,不需 PCR后处理 ,消除了 PCR产物的污染 ,解

决了ASGV以往检测方法存在的不足之处 ,具有较好的
应用前景。PCR体系中Mg2+会影响反应的效率 ,所有

的热稳定DNA聚合酶都要求有游离的二价阳离子 ,通

常 Mg2+用于激活。由于 dNTP与寡核苷酸结合 Mg2+ ,

因而反应体系中阳离子的摩尔浓度必须超过 dNTP 和

引物来源的磷酸盐基团的摩尔浓度。近年来已有一些

报道 ,适当增加镁离子的浓度至 4.5 mM 或 6 mM可减

少非特异性引导 ,也有一些相反的报道。因此镁离子的

最佳浓度必须结合不同的引物与模板用经验方法通过

预试验予以确定[ 16] 。通过梯度试验确定 ,Mg2+浓度为

3.5 mM时能达到最佳扩增效果。标准 PCR反应每条

引物的典型浓度是 0.1 ～ 0.5μM ,这个浓度对扩增 1kb

DNA片段的少于 30个循环的 PCR反应是绰绰有余的。

更高浓度的引物可能会引发错配 ,导致非特异性扩

增
[ 16]
。该试验结果表明 ,引物最优浓度为 0.6μM ,比标

准PCR典型浓度稍高 ,这可能是由于 RT-PCR反应中
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的 RT 反应消耗了部分引物 ,且试验中 PCR反应循环数

较多所致。模板梯度试验结果显示 ,并不是模板浓度越

高 ,扩增效率就越高 ,过高的 RNA量中含有的杂质会影

响 RT-PCR的效率。综上所述 ,该研究最终确定了 AS-

GV的实时荧光 RT-PCR最佳反应条件为:25 μL 体系

中 ,Mg2+浓度为3.5 mM ,引物浓度为0.6μM ,探针浓度

为 0.6μM ,总 RNA含量为 20 ng 。利用此反应体系进

行扩增 , ■Rn值比未优化时高出一个数量级 ,表明该体

系适合ASGV实时荧光 RT-PCR检测分析 ,为该病毒的

检测提供了技术支持。
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Optimization of Real-time Fluorescent RT-PCR Reaction

System of Apple Stem Grooving Virus
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Abstract:Total RNA of the health leaves and the leaves infected by ASGV was extraction by Trizol reagent.Every factor

of real-time fluorescent RT-PCR had different concentrations and its variation changed the result of ■Rn and Ct.Then

the factors affecting the real-time fluorescent RT-PCR results of ASGV were studied.The results showed that the best

reaction system w as:3.5 mM of Mg2+ , 0.6μM of either primer ,0.6μM probe , and 20 ng total RNA in 25μL reaction

mix ture.■Rn was ten times as high using above optimal real-time fluorescent RT-PCR system than original system.

This indicated this system w as suitable for detection of ASGV.

Key words:Apple stem grooving virus(ASGV);Real-time f luorescent RT-PCR;Optimization
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