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摘要　建立了聚合酶链式反应(PCR)扩增技术检测香蕉组织和单头蚜虫内的香蕉束顶病毒

(BBTV),并报道了 BBTV 免疫捕捉 PCR(IC-PCR)和直接结合 PCR(DB-PCR)检测方法.IC-PCR

和 DB-PCR分别能从 4μg 和 0.4 mg 香蕉叶组织中检测到 BBTV.
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　　香蕉束顶病是世界香蕉生产上的一种危害十分严重的病害(Dale , 1987).在我国 ,此病在

50年代开始发生 ,现在南方各省香蕉产区发生流行.一般发病率为 20%～ 30%,重者达 70%

～ 80%,以致蕉园毁灭.香蕉束顶病主要是通过吸芽和组培苗带毒 ,以及香蕉交脉蚜(Pentalo-

nia nigroneryosa)来传播.

香蕉束顶病病原病毒(Banana bunchy top virus , BBTV)是单链环状 DNA病毒.虽然从 1920

年就开始展开对此病毒的研究 ,但由于香蕉植株体内病毒浓度极低 ,到 1988年才得以提纯到

病毒 ,病毒粒体球状 ,d 为 18 ～ 20 nm(Wu et al , 1990a).BBTV基因组至少含有 6个 DNA 组份

(Burns et al , 1995).

当前 ,防治 BBTV的方法是种植无毒香蕉苗和及时铲除田间病株.该方法的成功与否完

全有赖于建立灵敏 、快速和可靠的病毒检测方法.这些检测方法对于 BBTV的流行研究也是

必需的.目前 ,检测 BBTV的方法有 BBTV 特异性多抗和单抗(Thomas et al , 1991;Wu et al ,

1990b;孙茂林等 ,1992;张海保等 ,1995)、聚合酶链式反应(PCR)(Xie et al , 1995)、放射性 DNA

探针(Harding et al , 1991)和非放射性 DNA探针(Xie et al , 1995).本文则报道 BBTV的免疫捕

捉PCR(Immunocapture-PCR , IC-PCR)和直接结合 PCR(Direct-binding PCR , DB-PCR)检测技

术的建立.

1　材料与方法

1.1　引物设计

根据已报道的 BBTV DNA组份 III的核苷酸序列(Burns et al , 1995),设计了扩增外壳蛋白

基因的两端引物 CPL(5' -CATCGACCATGGCTAGGTATCCGAAGGG-3' )和 CPR(5' -CTCTC-

CATGGCGTGTTGTATGTTATTTGG-3' ).

1.2　总核酸的提取

用CTAB方法(Doyle et al , 1990)提取香蕉叶和香蕉交脉蚜的总核酸.对于植物材料 ,大
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约 80mg 的叶主脉组织用 0.3mL CTAB缓冲液(Xie et al , 1995)在研钵中研磨.对于蚜虫材料 ,

单个蚜虫用50μL CTAB缓冲液用玻璃棒在1.5 mL 离心管中研磨.研磨液在60 ℃水浴中孵育

1 h ,然后用等体积的饱和酚 氯仿 异戊醇(25∶24∶1)抽提.离心后的上清液用氯仿 异戊醇

(24∶1)再抽提 1次.总 DNA用乙醇回收 ,并溶解在 100 μL TE 缓冲液(10 mmol L Tris-HCl , 1

mmol L EDTA , pH8.0)中.

1.3　PCR扩增反应

在0.5 mL PCR反应管中 ,加入反应缓冲液(10 mmol L Tris-HCl , pH9.0 , 50 mmol L KCl , φ

为 0.1%Triton X-100), 2mmol L MgCl2 , 0.2mmol L dATP 、dGTP 、dCTP 、dTTP ,0.3μmol L CPL和

CPR引物和 2.5 u Taq DNA聚合酶(Promega).每个 PCR反应用1μL的 DNA样品 , 反应总体积

为50μL , 加50μL 矿物油覆盖 , 在Perkin-Elmer CetusGeneAmp TM PCR E480上扩增.其扩增程

序为:94 ℃, 4 min;※94 ℃, 1 min;58 ℃,1 min;72 ℃, 1 min ,35个循环※72 ℃, 10 min.PCR

扩增后 ,进行 10 g L琼脂糖凝胶电泳 , 检查扩增结果.

1.4　免疫捕捉 PCR(Immunocapture-PCR , IC-PCR)

参照 Rowhani等(1995)报道的方法进行.取大约 80 mg 的香蕉叶脉组织 , 置于 1 mL 研磨

缓冲液(ELISA洗涕缓冲液+10 g L NaDIECA).研磨后用 10 000 r min离心 10 min ,上清液即为

检测用的病叶粗汁液 , 对照为同法制备的健康叶粗汁液 .在 0.5 mL PCR管中加入 50 μL

BBTV单抗(1 mg L)(用ELISA包被缓冲液稀释), 在37 ℃下孵育1 h , 倒尽包被液 , 用 PBST洗

3次.然后 ,加入 50 μL 1∶10
n

稀释度的香蕉叶粗汁液(用 PBST 进行稀释), 在 37 ℃下孵育 1

h.用 PBST 洗 4次 ,然后直接在管中进行 PCR反应(方法同 1.3).

1.5　直接结合 PCR(Direct-binding PCR , DB-PCR)

除了香蕉叶粗汁液是加在没有包被 BBTV单抗的0.5mL反应管中外 , 其它步骤同 IC-PCR.

2　结果

2.1　PCR、IC-PCR和 DB-PCR检测灵敏

度的比较

　　利用同一感病香蕉叶脉组织提取总

DNA和制备粗汁液 , 分别进行 3种检测方法

(PCR , IC-PCR和 DB-PCR)的灵敏度比
较.总 DNA 和病叶粗汁液分别进行一系列

10倍释稀 , 3 次重复.试验结果表明 ,当用
PCR检测总 DNA时 , PCR产物(589 bp)可以
从稀释到 10

-4
(相当于 80 ng 的叶组织)的总

DNA扩增出来(图 1).当用 IC-PCR和DB-
PCR检测病粗汁液时 , 589 bp DNA片段分别

可从稀释 10
-3
(相当于 4 μg 的叶组织)和

10
-1
相当于 400 μg 的叶组织)的粗汁液中扩

增出来(图 2).这表明上述 3 种方法都可用

于检测BBTV , 而且PCR法比 IC-PCR和DB

-PCR法分别灵敏 50 倍和 5 000 倍 , IC-
PCR又比DB-PCR灵敏 100倍.

　　M:DNA 分子量标准(从上到下依次为1 353 、1 078 、872、603、310、281 、

271 、234 bp);1～ 7:稀释度分别为 100 ～ 106(分别相当于 800 、80 、8 μg ,

800 、80、8 、0.8 ng蕉叶组织)感染 BBTV 蕉叶总 DNA 的扩增产物;8:阴

性对照(从健康叶片抽提的DNA)

　　图 1　香蕉组织 BBTV PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电

泳分析
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2.2 　用 PCR检测单头蚜虫

PCR方法也用来从单头香蕉蚜虫中检测 BBTV.用 CTAB法从单头蚜虫中提取总 DNA.大

小为 589 bp的DNA产物可从带毒蚜虫中提取的总 DNA 中扩增出来 , 而且可从稀释 10倍的

DNA样品中扩增出来 , 但不能从无毒蚜虫的DNA中扩增出来(图3).

　　M:DNA分子量标准(从上到下依次为1 353、1 078、872、603、310、281、

271、234 bp);1～ 6:分别为叶片粗汁液稀释度100 ～ 105 的扩增产物;

7:阴性对照(健康叶片粗汁液);8:阴性对照(水)

图 2 　IC-PCR(A)和 DB-PCR(B)扩增产物

的琼脂糖凝胶电泳分析

　　M:DNA分子量标准(从上到下依次为 1 353 、1 078、872 、603、

310、281、271、234 bp);1 ～ 4:稀释度分别为 100 ～ 103 带毒蕉蚜

总 DNA的扩增产物;5:阴性对照(从无毒蕉蚜抽提的 DNA);6:

阴性对照(水)

　　图 3　介体蚜虫 BBTV PCR扩增产物的琼脂糖

凝胶电泳分析

3　讨论

PCR扩增技术是植物病毒的最有效和灵敏的检测方法 , 并已经得到广泛的应用(Hadidi et

al , 1995).标准 PCR技术在常规诊断中的主要限制因素是高质量的核酸模板的制备.大多数
核酸提取方法都不能完全除掉来自植物组织的多糖和多酚类化合物 ,而这些物质对随后的
PCR或反转录PCR扩增反应有直接的抑制作用(Demeke et al , 1992;Henson et al , 1993).免疫捕

捉PCR(ICP-CR)技术则可解决这个问题(Wetzel et al , 1992).而对于检测不能制备出抗血清
的病毒 ,则发展建立了直接结合PCR(DB-PCR)(Rowhani et al , 1995).

本研究中所建立的 3种检测方法都能灵敏和专化地检测感病香蕉样品的 BBTV.PCR是最
灵敏的方法 , 它能检测出仅相当于 80 ng 香蕉组织的 BBTV , 也能检测单头带毒蚜虫的 BBTV.

这和 Xie等(1995)的研究结果一致.当用 IC-PCR和 DB-PCR检测香蕉病粗汁液时 , 它们分
别可从稀释 10

-3
(相当于 4 μg的叶组织)和 10

-1
(相当于 400μg的叶组织)的粗汁液中扩增出

产来.Xie等(1995)报道用 ELISA检测 BBTV的灵敏度为 1∶250(相当于 0.4 mg叶组织).因此 ,
本研究所建立的 IC-PCR法的灵敏度比 ELISA高 100倍 ,DB-PCR的与 ELISA相当.

本研究中所建立的 3种检测方法有不同的特点 ,在实际应用中应根据不同的要求和条件 ,

采用相应的检测方法.虽然 IC-PCR的灵敏度比 PCR稍低 , 但由于它省去了总 DNA 提取步
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骤 , 既省时又简单方便 , 还免去接触苯酚和氯仿等有毒物质 , 因此 , 可用于大量样品 ,如香蕉

种苗 BBTV的常规检测.而田间病害的常规诊断则可用灵敏度稍低但更简单的DB-PCR方法.
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Detection of Banana Bunchy Top Virus by Polymerase

Chain Reaction Assays
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Abstract　A polymerase chain reaction(PCR)assay was developped for the detection of banana bunchy

top virus in banana samples and single aphid.Sensitive , rapid , and reliable immunocapture PCR(IC-

PCR)and direct-binding PCR(DB-PCR)assays were reported for the first time to detect BBTV.It was

detected from dilutions equivalent to 4μg and 0.4 mg of banana materials by IC-PCR and DB-PCR , re-

spectively.
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