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应用 Real-Time RT-PCR 鉴定 2 个水稻品种(品系)

对水稻条纹病毒的抗性差异

杨金广，方振兴，张孟倩，徐 飞，王文婷，谢荔岩，林奇英，吴祖建，谢联辉
(福建省植物病毒学重点实验室，福建农林大学植物病毒研究所，福建福州 350002)

摘要:应用 Real-time RT-PCR 检测了水稻条纹病毒(Rice stπipe virus , RSV) 在 2 种水稻品种(品系)武育梗 3 号和

KT95-418 的悬浮细胞内复制变化和相对含量的差异，结合传统生物学接种试验，确定了这 2 个品种(品系)对 RSV

抗性的差异-结果表明，RSV 在武育梗 3 号的悬浮细胞内 24 h 达到复制高峰，病毒含量为侵染初期的 7.46 倍.而

在 KT95-418 的悬浮细胞内，RSV 达到复制高峰需要 36 h，病毒含量为侵染初期的 4.51 倍-利用病毒生物学接种的

方法，武育梗 3 号发病率达 9 1. 7% ，而 KT95-418 仅为 36.0%. 由此可见，KT95-418 较武育梗 3 号对 RSV 具有较高

的抗病性-因此， Real-tíme RT-PCR 方法与传统生物学接种试验方法相比，具有更高的准确性和灵敏性，可以作为

传统品种抗病性鉴定的验证手段-
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Detection on Different Resistance of Two Rice Varieties 
Against Rice s的fpe virus in Real-Time RT-PCR 

YANG Jir卜guang ， FANG Zhen-xi吨， ZHANG Meng叩an ， XU Fei , WANG Wen-ting , 

XIE Li-yan , LIN Qi-yi吨， WU Zu才ian ， XIE Lian-hui 

( Key Lab of Plant Virology of Fujían Province Institute of Plant Virology , Fujian Agriculture 

and Forest University , Fuzhou 350∞2 ， China) 

Abstract: The different resistance against Rice stripe virus (RSV) between rice Wuyujing 3 and KT95-

418 was investigated by detecting the replication cycle and relative amount of RSV in two varieties rice 

suspension cells by using Real-time RT-PCR assay and conventional RSV infected assay. The results 

showed 出at it needed 24 and 36 h when RSV replication reached its peak in rice suspension cells of 

Wuyujing 3 and KT95-418 respectively , and at their peaks , the amount of RSV increased 7.46 and 4.51 

times respectively. The infected incidences of Wuyujing 3 and KT95-418 were 91. 7% and 36.0% by 

conventional RSV infected method. It was showed that KT95-418 had higher resistance against RSV than 

Wuyujing 3. In comparison with conventional RSV infected methods , Real-time RT -PCR assay was more 

accurate and sensitive , and would be used to validate the result of conventional RSV infected assay. 
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水稻条纹病毒(Rice stπ:pe virus , RSV) 是由灰飞

虱 Laodelphax striatellu.s 以持久方式传播的植物病
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毒[!J 该病毒引起的水稻条纹叶枯病是我国温带和

亚热带稻区的主要病害[2J 从 1999 年以来，该病害
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在江苏、安徽、浙江、河南、山东、辽宁、云南、北京和

上海等地流行暴发，给当地稻米生产造成巨大损失，

引起社会的广泛关注川.感病品种的大面积栽培是

造成该病害大规模暴发流行的主要因素之→.因此，

筛选和培育抗病品种是解决该病害危害最为经济有

效的措施.当前，在品种抗病性筛选中，多采用田间

小区试验和实验室的病毒生物学接种试验，这些方

法均费时费力，并且因传播介体灰飞虱传毒效率的

差异，易造成较大的试验结果误差.笔者所在实验室

己筛选出 2 个水稻品种(品系)武育梗 3 号和 KT95-

418 对 RSV 的抗性存在显著差异.其中 KT95-418 是

从武育梗 3 号高发病田间筛选出的单株抗病植株，

推测可能为武育梗 3 号感病品种变异而来的抗病新

品系.田间小区试验和实验室传统生物学接种试验

均显示 KT95-418 较武育梗 3 号对 RSV 具有较高的

抗病性.为进一步验证病毒生物学接种的试验结果，

本研究通过 Real-Time RT-PCR 检测 RSV 在这 2 个

水稻品种(品系)悬浮细胞内复制情况的变化，以期

从细胞水平揭示两者对 RSV 的抗性差异，来探讨两

者抗性差异的原因.

1 材料与方法

(R == AlG) 汀'端引物 CP2为: 5' -CATCA TICACTC­

CTICCAAATAACY-3'(Y == C/T). 水稻真核延伸因

子基因 (eukaryotic elongation factor l-alpha gene , eEF­

la) 作为内参基因[7J ， 5' 端引物 EPl 为 5'­

TITCACTCTIGGTGTGAAGCAGAT -3' 川'端引物 EP2

为 :5'-GACπCCπCACGAπ寸CATCGTAA-3'.

1μg 总 RNA 与 1μL 3'端引物 (10 pmollL) 混合

后，于 70 "c处理 10 min ，再按照 TaKaRa 公司的 Ex­

scr刷四 RT reagent Kit 试剂盒说明书进行 cDNA 第一

链的合成. 1μL cDNA 用于 Real-Time PCR 检测，

PCR 在 50μL 反应体系中，在 48 孔 MiniOpticon™ 
System (Bio-Rad , USA )进行以下反应. 95 "c预变

性lO s 后，进行 45 个循环(每个循环为 95 "c变性

6 s ,62 "c退火 20 s). 然后进行融解曲线制作.

Real-Time RT-PCR 扩增产物的特异性均通过 10

g1L 琼脂糖凝胶电泳和每个基因的融解曲线进行鉴

定.利用一系列 4 倍稀释的 cDNA 作为模板进行 Re­

al-Time RT-PCR 灵敏性检测和标准曲线构建.根据

参比基因对所有样品进行归一化处理(初始 RNA 量

校正) ，然后确定每个目的基因在不同样品中的相对

表达量.每个试验样品重复检测 3 次，并至少进行 2

次生物试验重复.

1. 1 材料
2 结果与分析

水稻品种武育梗 3 号和水稻新品系 KT95-418 ，

福建省植物病毒学重点实验室保存 2.1 武育梗 3 号和 K1弓子418 的病毒生物学特征

毒源分别采自江苏洪泽( HZ) 和云南楚雄(CX) 武育梗 3 号和 KT95-418 二叶期水稻幼苗接种

水稻田间呈典型水稻条纹叶枯病症状的病株，经 RT- RSV 后， 10 -20 d 内表现症状，2 个品种(品系)发病

PCR 鉴定后，保存于水稻(台中 1 号)植株上.发病 症状元明显差异，发病后期(接种后 30 d) 病株均枯

病株用于水稻条纹病毒 (Rice stπþe virus , RSV )提

纯[4] RSV 经灰飞虱 Laodelphax stnatellus 高效传毒

于二叶期水稻幼苗，并在 28 "c、 14 h 光照110 h 黑

暗、防虫条件下培养， 10 d 后，观察待试植株症状发

生，30 d 后，统计发病结果， 3 次重复，接种总株数武

育梗 3 号为 192 株、K币5-418 为 186 株.以发病率

表示其抗病性的差异，其差异显著性通过 t 检验进行

分析

1. 2 水宿悬浮细胞培养与 RSV 僵染

参照 Yang 等[5] 的方法-

1. 3 Real-Time RT-PCR 检测

取植物样品 0.1 g ，用 1 mL TRIZOL 试剂(In­

vitrogen , USA) 提取总 RNA，方法按产品说明进行.

应用 PerlPrimer 软件进行 Real-Time PCR 引物设

计[6J 为保证所设计引物特异性，所选引物均在

GenB沮Bar址数据库Blast 程序下进行比较分析，以避免

与水稻基因组序列同源 RSV CP 基因保守区域 5'

端引物 CPl 为: 5' -RTTGACAGACATACCAGCCAG-3' 

死.但武育梗 3 号发病率为 9 1. 7% ，而 KT95-418 发

病率仅为 36.0%. 通过 t 检验分析发现 P 为

o. ∞005 ，说明武育梗 3 号和 KT95-418 对 RSV 的抗

病性存在明显差异(P < 0.05) ， KT95-418 品系较武

育梗 3 号对 RSV 具有较高的抗性.

2.2 水稻悬浮细胞内 RSV CP 基因的扩增及标准曲

线的建立

通过采用特异性引物 CPl/CP2对水稻病株和

RSV 侵染后的水稻悬浮细胞进行 Real-time RT-PCR 

检测，均能检测到条带单一、大小为 243 bp 的 PCR

产物.以同体积的 PEG 介导液处理的健康水稻悬浮

细胞为对照样品，经 Real-Time RT-PCR 分析后，未发

现特异性的荧光信号，说明该对引物特异性强，适合

SYBR Green 染料法的 Real-Time RT-PCR 检测.将

CP 基因 cDNA 进行4 倍稀释5 个梯度，得到 CP 基因

的标准曲线方程为 y = - O. 252 2X + 6. 04 ，相关系数

(R 2
) =0.996 (图 1) ，表明该引物对检测 RSV CP 基

因具有较高的灵敏性.
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图 1 RSV CP 基因的扩增曲线与标准曲线

Fig. 1 Amplication curve and strandard cu凹巳 of RSV CP gene 

2.3 武育梗 3 号和 KT95-418 悬浮细胞内 CP 基因

表达差异的分析

RSV 侵染水稻悬浑细胞后 6 h，开始对细胞内

RSV CP 基因的相对表达量进行分析.结果(图 2)表

明， RSV 侵染武育梗 3 号悬浑细胞 24 h 达到复制高

峰， CP 基因相对表达量是侵染后 6 h 的 7.46 倍.而

在 KT95-418 悬浑细胞中，RSV 侵染 36 h 后才能达到

复制高峰，CP 相对含量仅为侵染初期的 4.51 倍.由

此可见， RSV 在 KT95- 418 悬汗细胞中复制受阻，

KT95-418 表现出更高的抗性.
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图 2 RSV 在武育梗 3 号和 KT95-418 悬浮细胞中的复制变

化与相对含量变化

Fig. 2 The change of RSV replicatÍon and relative amount in rice 

suspension cells of Wuyujing 3 and KT95-418 

3 讨论

基于 SYBR Green 染料法的 Real-Time RT-PCR 

检测中引物设计是 PCR 扩增获得成功的关键之一.

引物首先要求对被检测基因具有很高的特异性，所

设计引物的被扩增片段通常介于 80 - 300 bp 之间，

片段越小定量扩增结果就越精确[8] 本研究所选择

的扩增片段为 243 坤，且扩增产物单一，在无病毒侵

染的水稻悬浑细胞内，没有检测到任何扩增信号和

PCR 产物.这说明 CPl/CP2对 RSV 检测具有很高

的特异性.为了有效地检测 RSV CP 基因，笔者对

GenBank 中已有的 RSV CP 基因进行了分析比较，选

择 CP 最保守区域进行引物设计，以保证所设计引物

能够扩增出目前已知的所有 RSV 分离物.

当前，由 RSV 引起的水稻条纹叶枯病是我国梗

稻种植区最主要病毒病，种植抗病品种是防治该病

害最为经济有效的措跑.因此，抗病品种的筛选和培

育成为目前的主要任务.但在传统的抗病品种筛选

中，多采用传统病毒生物学接种方法，此方法需要饲

养大量的传播介体灰飞虱，而对其饲毒、传毒、观察

病害发生情况等，均需要大量的人力和较长的周期.

同时，由于灰飞虱不同群体间存在着传毒效率的差

异[9] 且灰飞虱传毒具有间歇性，这些特点均易造成

较大的实验误差，需要大量的重复试验来进行验证.

本研究利用 RSV 侵染水稻悬浮细胞体系，通过 Real­

Time RT-PCR 检测 RSV CP 基因在奇主细胞内表达

含量的变化，结合传统的品种抗病性检测的结果来

分析比较寄主抗病性的差异 i支方法可以快速、灵

敏、准确地鉴定出 2 种及 2 种以上品种的抗性差异，

为抗病品种鉴定和抗性种质资源的筛选提供了准确
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可靠的方法.但该方法的弊端是，在检测鉴定过程

中，水稻悬浮细胞培养需要严格地无菌操作和专业

无菌实验室，同时 Real-Time RT-PCR 则需要精密、昂

贵的仪器和复杂的操作程序以及繁琐的分析过程.

这些很难在基层得以普及，目前只能适合在实验室

中对传统的生物学鉴定的结果进行必要的验证和补

充.因此，目前传统生物学接种试验和田间小区试验

暂时依然是验证品种抗病性差异的主要技术手段.
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