
第三部分 病毒及病毒病害

应用reai
一

ti m e R T- Pc R 技术监测柑橘衰退病毒弱毒株在甜橙中

的时序变化

邹勤
’

,

2
,

周彦
“

,

刘永清
’

,

“
,

周常勇
‘

,

2 ’
1

李中安
2

(1
.

西南大学植物保护学院
,

重庆 40 07 16 ;2
.

中国农业科学院柑桔研究所
,

重庆 40 0 7 12)

摘要
:

本研究以柑橘 18s rR N A 及 n 口d5 基因为内参基因
,

应用 : ea l
一

ti m e R T- PCR 技术
,

对柑橘衰退病毒 (CT V )

弱毒株嫁接接种到甜橙后 6 个月内 c T v p Z, 基因的时序变化进行监测
。

结果显示
:

不同 C T V 毒源 p Z, 基因表

达量存在差异
,

并且随着时间和季节推移
,

其表达量也会出现波动
。

关键词
:
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;

含量变化
:

na ds 内参基因
; : ea l
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由柑橘衰退病毒 (Ci trus
tr istez

a virus
,

c Tv ) 引起的柑橘衰退病是世界范围内一种重要的

植物病害
,

在我国分布也极为普遍
。

目前对该病的防治措施主要是依赖弱毒株交叉保护(M SCP)

来降低病害损失[’
,

2]
。

CT V 主要的检测方法为指示植物鉴定
,

血清学检测和 R T- PCR 的方法
。
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续建立了 c Tv 的实时荧光定量 RT- Pc R 检测体系卜51
,

但该技术还未运用于研究 cTv 在寄主中

的时序变化
。

本研究建立了以 185 rR N A 及柑橘 na ds 基因为内参基因的荧光定量检测体系
,

采

用相对定量的方法
,

监测了 6 个月内 c TV p ZJ 基因的相对表达量
。

其动态变化规律将为研究

CT V 侵染机制
、

病毒与寄主互作及弱毒株交叉保护提供理论基础
。

1 材料与方法

1
.

1 毒源及植物材料

CT V 弱毒株 CTl l 和 PB 61 以及脱毒锦橙实生苗等所用试材均由中国农业科学院柑桔研究

所国家柑橘苗木脱毒中心提供
。

其中 PB 61 由澳大利亚 SM灯 实验室的 Pat ri ci a B ar kl ey 教授赠

送
。

1
.

2 毒源接种及核酸提取

2 00 8 年 9 月将两个 CTV 弱毒株通过嫁接分别接种于一年生无毒锦橙实生苗
,

放置于防虫

网室保存
。

在嫁接接种后第 1
,

2
,

3
,

5 和第 6 个月
,

按照周常勇等[6] 的方法用一次性刀片取植

株顶部皮和叶各 5一 10 m g 用于抽提核酸
。

1
.

3 r e a 卜t im e RT一PCR

引物序列见表 1
。

表 1 本试验所用的 3 对引物

引物 序列 (5 气3
,

) 片段大小 (bp )

Y 4 17 ] A CCG CA CTA ACG CC CTT C

Y3 CA G CA CA 门{CCAA ATCAG TCAA G 183

n ad 5F18 ] G AT G CT TCT TG G G G CTT CTT G T T

n ad 5R G CG G AJ CCT CG G ACA I’A rAT G A 115

1 85 rR N AF191 A ATT G T TG G T CTF CA A CG A G G A A

18 5 rR N A R AA A G G G CA G G G A CG I⋯A G TCA A 74

采用两步法 RT- PCR
,

5闪反转录体系为
:

取 1闪总 RN A 作模板
,

加入 1
.

5闪灭菌水
,

95 ℃

4 m in 解链
,

然后进行反转录
。

解链模板 2
.

5林l
,

ddH ZO 0
.

7 3林l
,

10
mrn

o
比 dN Tp o

.

l肚l
,

5 ‘昨B uffe r

l林l
,

lop耐林1 R ev erse 引物 0
.

25林l
,

RN
A s in 0

.

2林l及 R Ta se 0
.

22林l
。

在 4 2 oC 条件下反转录 30 m in
,

反转录完后将 cD N A 放于
一

20 ℃保存备用
。

185 rR N A 的 cD NA 稀释 10 倍后再作为模板
。

构建体系时
,

首先对各基因的退火温度进行优化
:

从 50 一65 ℃进行温度梯度 PCR
,

选择 公

值最小
,

扩增曲线最好的一个温度
。

然后对引物浓度从 50一500n M 进行了优化
,

减少非特异扩

增对结果的干扰
。

最后确定了各基因的反应体系
。

p CR 反应体系为 2 5林l
。

C T V 及 185 r

RN A 的反应成分包括 ddH ZO 9
.

5林l
,

Z x SY B R G re e n
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S u Pe
rm ix (B io

一
ra d) 12

95℃
,

10 5 ;

引物 l林l
,

60 ℃ 15 5

5林l
,

10p耐肚l正反引物各 0
.

5林l
,

e o N A Z林l
。

扩增程序为
: 9 5 oC 3 m in ;

72 ℃ 205
,

40 个循环
,

在 72 ℃采集荧光信号
。

na ds 的反应体系为
:
Fo rw 盯d

R ev er se 引物 1
.

5贝
,

退火温度为 55 ℃
,

其他条件与前面的相同
。

每个样品 2 个技术

重复
。

re a l
一

tim e p CR 在 ieye le iQ (B io
一

R ad ) 上进行
。

1
.

4 标准曲线建立及数据分析

建立标准曲线
,

验证各个基因的扩增效率的方法
:

用 d dH ZO 对 PCR 产物进行 10 倍梯度稀

释
,

将稀释为 10一至 10
一

’“的 7 个梯度分别作为模板进行扩增
,

最后软件则会计算出扩增效率
。

荧光闽值统一设为 30 0
,

测得的阂值循环数 (thre
shh o kl c yc le

,

Ct 值) 经 Bi 。
一

R ad 的 iQ S 软

件自动计算相对表达量并生成柱形图
,

其计算相对定量是根据 Pfa m 法[l ”]
。

2 结果与分析

2
.

1 扩增效率及特异性

Y 3
,

Y4 引物的扩增效率见图 l (A
,

B )
,

熔解曲线见图 l (C )
,

仅有单一峰说明该体系仅

扩增单一 目标产物
,

而阴性对照没有较高的峰
,

所以确定该体系为 CTV 的最终检测体系
。

图 1 Y 3Y 4 引物的扩增效率图及熔解曲线图
A

,

B : PCR 产物 10 倍梯度稀释的扩增曲线及标准曲线 ; C :

熔解曲线图

以 PCR 产物或 。D N A 进行梯度稀释
,

验证了各基因的扩增效率一致
,

都在 90 %一 100 %之间
,

所以可以进行相对定量的分析
。

2
.

2 内参基因的稳定性

分析 re al
一

tim e R T- PCR 的结果时
,

为了验证两个内参基因的稳定性
,

对其相对表达量进行

了比较
。

以 185 rR N A 为内参基因分析了 na ds 的相对表达量
,

结果见图 2
。

两个内参基因的表

达基本上稳定
,

但是有少数样品之间两个内参基因的相对表达量不一致
。
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图2 n a d s 的相对表达t (以 18 S r R N A 为内参基因)

图中 a 表示样品组织为皮
,

b 为叶
。

2
.

3 应用
r e a l一t im e R卜pCR监测 CTV 在甜橙中的时序变化

分别以植株嫁接接种第一个月时皮中 CT V p ZJ 的基因量为对照 (即相对表达量为 l)
,

后面

各处理的表达量以对照的倍数表示的方式
,

对不同 CT V 分离株在甜橙中的变化趋势进行监测
。

结果发现
,

不同CT V 毒源p Z, 基因表达量存在差异
,

通常植株皮内CT V p Z, 基因的表达量高于

叶
,

并且随着时间和季节推移
,

其表达量也会出现波动(图 3)
。

A B

图 3 rea l
一

ti m e R T- PC R 监测各植株内 6 个月的C T V 表达量

图中 a 表示样品组织为皮
,

b 为叶
。

A
:

植株 T S; B: 植株 TI O

3 讨 论

本研究 : ea l
一

ti m e R T- PCR 的数据分析采用相对定量的方法
,

以表达相对恒定的管家基因作

为标准来检测 目的基因表达量的差异
。

管家基因可作为内源性对照补偿待测样本的体积变异
、

核酸抽提过程中造成细胞起始数不同及 R N A 抽提效率不同
,

均一化样品
;
也可以反映反应体

系内是否存在 Pc R 扩增的影响因素
。

根据 Li va k K J等【川采用的 FQ
一

RT- Pc R 的相对定量 2
一

Mct

方法
,

只要目的基因和内参基因的扩增片段不大 (70 一30 0bP )
,

扩增效率基本一致
,

且接近 100 %

扩增 (90 % 一 110 % )
,

就可 以采用比较 △Ct 方法比较目的基因在不同条件的表达差异
。

本研究测

得的 Ct 值经 Bi o
一

R ad 的 iQ S 软件自动计算相对表达量并生成柱形图
,

其计算相对定量是根据

Pfa m 法l8]
,

在进行比较 △Ct 时
,

将 目的基因和参考基因的实际扩增效率纳入其中
,

从而消除了

茹
龚
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二者扩增效率的差异对结果产生的误差
。

选择稳定表达的内参基因是进行相对定量分析的关键
。

对于研究病毒在植物中的表达量
,

185 rR NA 在不同的环境条件下或者病毒侵染前后表现很好的稳定性
,

且表达量很高
,

为了保证

其浓度在 :ea l
一

tim e

RT- Pc R 的动态范围
,

需将 c D N A 稀释十倍作为模板【
’2]

。

由于没有任何基因

在不同组织或各种实验处理条件下其表达量维持恒定
,

所以要想得到准确的检测结果
,

必须使

用多个参考基因来进行均一化处理
,

消除参考基因表达量差异对结果的影响
。

本试验的另外一

个内参基因
。a

ds 的特点是仅扩增剪接后的 m R NA [8]
,

能减少假阴性的可能
。

本试验表明两个内

参基因的表达基本上稳定
。

na ds 基因在一些文献中被用作多重 PCR 的内参基因
。

应用 re al
一

ti m e R T- PCR 监测 CTV 时
,

结果表明 2 个弱毒株的CP 基因在甜橙中表达的高

峰期是先后不等的
,

植株间存在差异
。

前人的研究表明病毒的含量变化有明显对数增长期
、

稳

定期和回落期[l’]
。

本研究也发现随着时间和季节推移
,

c Tv 的 cP 量会经历上升
、

下降和回升

的过程
。

由于本研究暂时做的重复株树较少
,

且取样时植株顶部皮和叶前后老嫩程度不太一致
,

所以结果有一定的波动
。

Ru iz
一

R ul z 等人 l’] 的研究表明同一植株不同的组织病毒含量相比
,

皮比

叶高
,

本研究中皮多数比叶高
,

但也有少数叶比皮高
。

后续研究可以加大重复株数和缩短前期

检测的时间间隔
。

CT V 因其为害的普遍性和严重性
,

引起了国内外众多的研究
。

本研究构建的体系及发现的

弱毒株消长规律将为进一步开展弱毒株交叉保护等相关研究提供一定的理论基础
。

参考文献

【l] 周常勇
.

我国柑橘衰退病的发生概况与展望
.

第一次全国植物病毒与病毒病防治研究学术讨论会论文集

[C」
.

北京 :中国农业科技出版社
,

19 97
.

182
一

187

降] 周彦
.

弱毒株交叉保护防治柑桔衰退病毒研究[D]
.

重庆
:

西南大学博士学位论文
,

2 007
.

15
一

20

[3] SaP on ari M
,

Manj un at h K
,

Yo ko m i R K
.

Q uan tita tiv e de te e tio n o f C itr’U
s tr istez a viru s in eitTU

s an d aPhids by

re al
一
tim e re ve rs e tran seri p tio n 一

p CR (Ta qM a n (R )) [月
.

Jo urn
alo f Vi ro lo g iea lM e th o ds,

20 08
,

14 7 (l): 4 3
一

53

【4] Ru iz
一

Ru iz S
,

M o ren o P, G u e rr i J
, e t al

.

A re al
一
tim e R下PCR a ssay fo r de te etio n an d ab so lu te qu an titat io n o f

Citr’U
s tr iste z a v iru s in d iffe re n t Plan t tis su e s [J]

.

Jo u m al o f Vi ro lo g ie alM eth o d s,

2 00 7
,

14 5 : 96
一

10 5

[5] Be
rto lin i E

,

M o re n o A
,

CaP o 招 N
, e t al

.

Quan tita tive de tec tion o fC itru s tri stez a v iru s in Plan t tiss u e s an d sin g le

aP hid s by re a l
一
tim e R {Y- PC R 【J]

.

E u ro Pean Jo确
a lo fPlan tPath

o lo gy, 20 08
,

12 0 (2 ): 177
一

188

[6] 周常勇
,

D eb o rall H
,

R aeh a e lC
, e t a l

一种微量快速抽提柑桔衰退病毒(C T V )核酸应用于 R T- p CR 扩增的方

法[J]
.

福建农业大学学报
,

2 00 1
,

3 0( 增刊): 20 0

[7 l 于庆涛
.

检测 C T V 的实时荧光 RT-
q PC R 技术研发与应用 [Dl

.

重庆
:
西南大学硕士学位论文

,

20 08
.

18
,

34

[SJ M e n z el W, Je lkln ann W, M a is s E
.

D ete e tio n o f fo u r aP Ple v iru se s by m u ltiPle x R T- PC R a s say s w ith

c o a m plifi c at io n o f pla n t m RN A as in tern a l e o n tro l [J]
.

Vi ro l
.

M e th o d s ,

20 02
,

9 9(l/ 2)
,

8 1
一

92



中国植物病理学会 20 09 年学术年会论文集

!9」 Brun
n e r A M

,

竹ko vle v I A
,

S tr a u ss 5 H
.

Va lidat in g in te rn al c o n tr o ls fo r qu an tita tive Plan t g en e ex Pre ssio n

stu die s 【Jl
.

BMC Plan t B io l
,

20 04
,

4 : 14

[ 10』Pfa ffi M W. A n ew m ath
em a tie al m o de l fo r r ela tive q uan tifi eat io n in re al

一
tim e R T- PCR [Jl

.

N u eleie A c id s

R e se ar eh
,

20 0 1
,

29 (9): 2 002
一

20 0 7

【1 1」L ivak K J
,

Se

llln itt g e n T D
.

A n alysis o fre la tive g en e e x Pre ssio n dat a u sin g re al
一
tim e qu an titat ive PCR an d th e

2(
一

D elta D elta C(T))M eth o d [J]
.

M e th o d s,

20 0 1
,

25 :4 02
一

40 8

【121 Jain M
,

Nijhaw an A
,

Ty a g iA K
, e t al

.

Va lid at io n o f ho u sek e ePin g g e n es a s in tern al e o n tr o l fo r stu dyin g g e n e

e x Pre ssio n in ri c e by qu an tita tive r eal
一

tim e PCR [Jl
.

B io ehem ie al an d B io Physieal R ese
are h Co

mm un ieat io n s ,

2 00 6
,

34 5(2 ): 64 6
一

6 5 1

【13」FU T Z
,

G A O Y S
,

CHEN J 5
.

Te mP
o ra l ehan g e o f Cu e u m b e r m o sa ie v irs in sys te m ie in fe e ted to m at o se ed lin g s

(in Chin e se)【J]
.

A CTA PHYTO PA I,HO LOG ICA SIN ICA
,

2 00 6
,

36 (4 ): 35 9
一

3 65

3 82


