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摘  要 : 建立马铃薯纺锤块茎类病毒属 (Pospiviroid) 类病毒有效的芯片筛查技术，对该属类病毒进行筛查。

分析了该属类病毒序列，得到 19 条具有属级鉴定特征的探针。这些探针符合 GC 含量在 40%与 60%之间、单

个核苷酸含量不大于 50%、无多于 4 个核苷酸的连续重复及不形成多于 6 个核苷酸的发卡结构的标准；将探

针点制到玻璃片基上制备芯片。芯片探针有效性实验结果表明，菊花矮化类病毒 (Chrysanthemum stunt viroid, 

CSVd) 及番茄雄性株类病毒 (Tomato planta macho viroid, TPMVd) 样品杂交可获得有效信号；灵敏度实验结

果表明，该芯片可检测到 200 pg/μL 的总 RNA。该芯片可用于 Pospiviroid 类病毒的筛查。 

关键词 : 马铃薯纺锤块茎类病毒属，属级探针，芯片，菊花矮化类病毒，番茄雄性株类病毒 
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nucleotide sequences from Pospiviroid viroid and designed 19 probes with genus identification characteristics. The 

standards of these probes included the characters of (i) a GC content between 40 and 60%, (ii) less than 50% of single 

nucleotide, (iii) less than 4 continuous mononucleotides, and (iv) less than 6 nucleotides in the inner hairpin. We 

synthesized microarrays by using these probes on glass slides. The validation results of microarray probes show effective 

signals from chrysanthemum stunt viroid and tomato planta macho viroid standard samples hybridization. The sensitivity 

results show that the microarray detected 200 pg/μL of total RNA. The microarray can be used to screen Pospiviroid viroid. 

Keywords:  Pospiviroid, genus level probe, microarray, chrysanthemum stunt viroid, tomato planta macho viroid 

马铃薯纺锤块茎类病毒属 (Pospiviroid) 属

于马铃薯纺锤块茎类病毒科 (Pospiviroidae)，根

据 国 际 病 毒 分 类 委 员 会  (International 

Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) 第九

次分类报告，该属包括菊花矮化类病毒 

(Chrysanthemum stunt viroid, CSVd)、柑橘裂皮

类病毒 (Citrus exocortis viroid, CEVd)、金鱼花

潜隐类病毒 (Columnea latent viroid, CLVd)、血

苋类病毒 1 (Iresine viroid 1, IrVd-1)、墨西哥心

叶茄类病毒 (Mexican papita viroid, MPVd)、马

铃薯纺锤块茎类病毒  (Potato spindle tuber 

viroid, PSTVd)、辣椒小果类病毒 (Pepper chat 

fruit viroid, PCFVd)、番茄顶缩类病毒 (Tomato 

apical stunt viroid, TASVd)、番茄褪绿矮缩类病

毒 (Tomato chlorotic dwarf viroid, TCDVd) 及

番茄雄性株类病毒 (Tomato planta macho viroid, 

TPMVd) 等 10种类病毒[1]。该属类病毒可侵染

马铃薯、番茄、菊花及柑橘等多种重要的经济

作物，并可通过种子及苗木迅速扩散传播，进

而导致严重的经济损失[2-6]。近年来，该属新的

类病毒种不断被鉴定，从 2007年的 8种 (CSVd、

CEVd、CLVd、IrVd-1、MPVd、PSTVd、TASVd

和 TCDVd) 增加到 2011 年的 10 种  (新增

PCFVd 和 TPMVd)；新的寄主也不断被报道，

如 TASVd在 2010–2012年间报道的新增寄主就

有 蓝 花 茄 Lycianthes rantonnetii 、 扭 管 花

Streptosolen jamesonii、木曼陀罗属 Brugmansia 

sp.、素馨叶白英 Solanum jasminoides及夜香树

属 Cestrum sp.等[7-9]；新发生的国家和地区也不

断增加，如 TASVd 的分布已从 2003 年首次报

道的突尼斯迅速扩散到了目前的奥地利、芬兰、

印度尼西亚、以色列、意大利、科特迪瓦、塞

内加尔、荷兰、比利时、德国、法国及斯洛文

尼亚[10-12]等国家。上述 3 种“新”情况表明，该

属类病毒发现及传播扩散速度较以往大大增

加，因而马铃薯等相关产业所面临的危险也将

大大增加。为了尽早检测到植物中的类病毒，

防止其传播扩散，需要有效的技术来作为支撑。 

现有的检测方法如指示植物法、聚丙烯酰

胺凝胶电泳法、核酸斑点杂交法及 RT-PCR法等

都是针对该属特定类病毒种的特异性检测技

术，在上述 3种“新”情况下，这些特异性检测技

术将会延缓发现新类病毒的速度，也会增大检

测的强度；同时，很多寄主受侵染后会无症状

表现，增加了特异性检测的难度，漏检的可能

性非常大。为了解决这个问题，可以采用广谱

性筛查技术。广谱性筛查技术 (Broad spectrum 

screening techniques, BSST) 是目前流行的一类

技术，如用于免疫学检测的属级抗体技术、用

于分子生物学检测的科或属级引物及属级兼容
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性探针芯片技术等。这类技术往往具备某类病

原物较高分类单元上的鉴定特征，因而具有较

高的兼容性，可以对科或属中变异大且变异位

点多的病原物进行鉴定；特别是对于科或属内

可能出现的新种，具有较强的发现能力；同时，

这类技术具有高通量的特点，一次样品反应可

检测到科或属内已知和未知的病原物；这些特

点使得该类技术可以大大提高新发病原物预报

式筛查的效率，从而提前发现可能的危险性病

原物，如 Zhang 等[13]建立的植物病毒属级寡核

苷酸芯片可以有效筛查到样品中的新病毒，表

明了这类筛查技术的实用性。 

为了弥补目前特异性检测技术的不足，提

高 3 种“新”情况下筛查马铃薯纺锤块茎类病毒

属类病毒的能力，本文开展了该属筛查芯片技

术的研究，着重解决具备属级鉴定特征芯片探

针的获得及其有效性验证的问题，初步建立了

该类病毒属属级水平上的筛查芯片体系。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

CSVd 及 TPMVd 阳性材料来自美国 ATCC 

(ATCC-PV-105，ATCC-45052)。 

9N 随机引物为 Invitrogen 公司产品；纳米

磁珠检测试剂盒来源由北京出入境检验检疫局

植物实验室提供；ExTaq DNA聚合酶、M-MLV

反转录酶、dNTPs、RNasin为大连 TaKaRa公司

产品；CbcScript酶为 AMBION公司产品；RNA

及 DNA纯化试剂盒购自 MN公司。 

1.2  RT-PCR 反应 

根据 NCBI中发表的序列，分别设计 CSVd

及 TPMVd的种简并性全长扩增引物如表 1。 

总 RNA 提取：称取 100 mg 样品置于研钵

中，加入适量的研磨液，用研磨棒充分研磨，

使样品均匀分散。将研磨后的样品转入离心管，

5 000 r/min离心 5 min。取 100 μL离心上清于

1.5 mL离心管中，再加入适量纳米磁珠和 1倍

体积的结合液，上下颠倒充分混匀，室温放置  

5 min。磁分离后弃上清，用 200 μL清洗液清洗

2−5次。加入 50 μL洗脱液，缓慢抽吸均匀，室

温放置 2−5 min后，磁分离，小心吸取上清液至

新的离心管中进行下游实验。 

反转录：体系 20 µL，DEPC-H2O 10 µL、

dNTPs 1 µL、下游引物 2 µL (20 µmol/L)、RNA

模板 1 µL (200 ng/μL)；70 ℃反应 5 min，冰上放

置 5 min；加入M-MLV酶 5×缓冲液 4 µL、M-MLV

酶 1 µL、RNA酶抑制剂 1 µL，42 ℃反应 1 h。 

PCR 扩增：即在 0.2 mL 的反应管中加入

cDNA产物 2 μL、上游引物 0.5 μL (20 µmol/L)、

下游引物 0.5 μL (20 µmol/L)、dNTPs 0.5 μL、Taq 

 
表 1  CSVd 和 TPMVd RT-PCR 引物 

Table 1  Primers used for RT-PCR of CSVd and TPMVd 

Primers name Primers sequences (5′–3′) Length (bp) Protocols 

CSVdf CGGGACTTACTTGTGGTTCC 

CSVdr AGGGAACAAAACTAAGGTTCCAC 
354 

94 , 5 min; 94 , 30 s, 55 , 30 s, ℃ ℃ ℃

72 , 30 s, 30 cycles; 72 , 8 min℃ ℃  

45052f GGATCCCCGGGGAAACCT 

45052r CTGAAGCGCTCCTTTGGC 
360 

94 , 5 min; 94 , 30 s, 58 , 30 s, ℃ ℃ ℃

72 , 30 s, 30 cycles; 72 , 8 min℃ ℃  
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酶 0.5 μL、PCR缓冲液 2 μL及DEPC-H2O 14 μL，

然后按照 PCR反应程序进行扩增，产物进行琼

脂糖凝胶电泳检测。 

1.3  芯片体系 

探针设计步骤如下： 

1) 从美国国立生物技术信息中心 (NCBI) 

及国际病毒学分类委员会(ICTV)数据库下载类

病毒属全基因组及核酸序列数据。 

2) 分别使用类病毒全基因组序列和全部核

酸序列设计探针。使用全部核酸序列时需进行

筛选，去除小于 250 bp长度的核酸序列。并使

用 NCBI 的 BLASTN 对核酸序列去冗余，即如

果某核酸序列 90%以上长度与其他序列有 95%

相似度，则删除此序列。 

3) 从 NCBI RefSeq 数据库下载全部植物

mRNA 序列数据、全部植物病毒基因组序列数

据，作为探针设计的特异性数据库。 

4) 使用 BLASTN联配类病毒属内序列，以

5个碱基作为间隔，连续提取所有 40 bp的核酸

序列，对选取的核酸序列进行筛选，标准为 GC

含量在 40%与 60%之间、单个核苷酸含量不大

于 50%、没有多于 4 个核苷酸的连续重复及不

形成多于 6个核苷酸的发卡结构。 

5) 使用BLASTN将通过步骤 4) 筛选的序列

与步骤 3) 得到的特异性数据库以及非此类病毒

属的其他所有植物类病毒核酸序列进行特异性比

对，筛选标准为联配序列长度乘以相似性小于  

25 bp，并且无 20 bp以上的完全吻合序列匹配。 

6) 使用 BLASTN 将通过步骤 5) 筛选的探

针序列与本类病毒属的所有类病毒序列进行比

对，比对标准为联配序列长度乘以相似性大于

34 bp，且有连续 15 bp的序列匹配。满足此标

准的序列，即为可以检测到相应类病毒的探针。 

7) 使用维也纳大学理论化学研究所

(Institute for Theoretical Chemistry, University of 

Vienna)开发的 RNAcofold 程序计算探针与相应

类病毒序列结合的自由能及自身形成RNA二级

结构的自由能。 

8) 将步骤 5) 得到的探针序列进行排序，排

序标准依次为探针对本类病毒属所有类病毒的

覆盖率、探针与本类病毒属序列结合总自由能、

探针与本类病毒属病毒序列结合总相似度、探

针与特异性数据库非特异结合相似度及探针形

成自身 RNA二级结构自由能。 

9) 将步骤 5) 得到的探针去冗余，去掉重复探

针，使得探针之间最大重复长度不超过 25 bp。重

复的探针依步骤 8) 的标准排序，只保留最佳的探

针。此步骤得到的探针即为非重复的特异性探针。 

10) 按步骤 8) 的标准对步骤 9) 得到的探

针进行排序，依排序结果依次选择探针，使本

类病毒属每个类病毒序列至少有 3个探针对应。

选择时，如果某些类病毒序列已经达到 3 个探

针对应，则对其他未被选择的探针的排序，优

先考虑对其他未达到 3 个探针对应的类病毒序

列的覆盖率，之后再按照步骤 8) 的标准进行排

序。如果经过步骤 9) 无法达到本类病毒属每个

类病毒序列至少 3 个探针对应的标准，则在步

骤 3) 降低序列保守性标准，重新设计，依此循

环直到所有类病毒序列都有 3个探针对应。如果

无法从保守区域设计探针，或类病毒属内序列无

保守区域，则使用所有类病毒序列全长序列设计

探针。探针设计标准与步骤 4) 到步骤 9) 相同。 

样品标记、芯片杂交与洗涤方法均按照文

献[14]的方法进行。芯片数据分析时，探针的信

号值为探针前景值的中位值减去背景值的中位

值。信噪比为图像对应点内所有信号值的中位
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值与背景值中位值的比值。样品中若至少一条

探针的信号值≥600且信噪比≥3，判为阳性 (为

Pospiviroid 类病毒侵染)；探针的信号值＜600

且信噪比＜2，判为阴性 (不为 Pospiviroid类病

毒侵染)；其余情况判为可疑，需重复验证。 

1.4  芯片探针有效性验证 

分别取 CSVd 及 TPMVd 的 PCR 扩增产物

按照 1.3的方法进行标记、杂交及检测，分析芯

片探针的有效性。 

1.5 芯片与 RT-PCR 灵敏度比较实验 

将 CSVd总 RNA (200 ng/μL) 进行 10倍梯

度稀释后用作模板，分别按照 1.2和 1.3的方法

进行芯片与 RT-PCR检测，比较两者的灵敏度。 

2  结果与分析 

2.1  探针设计与芯片制备 

采用生物信息学方法分析 Pospiviroid 类病

毒的核苷酸序列，根据设定的探针设计标准，

获得了 19条 40单体单元 (Monomerie unit, mer) 

的属级鉴定特征的寡核苷酸探针 (表 2)。将寡

核苷酸探针通过芯片点样仪点制到醛基基片上

制备芯片。每条探针重复 5次，矩阵为 10×12。

芯片包括 4个部分：芯片固定阳性质控 Hex，杂

交阳性质控 PC，杂交阴性质控 NC，其他位点

为检测探针 (图 1)。 

 
表 2  寡核苷酸探针 

Table 2  Nucleotide probes 

Probes No. Probes sequences (5′–3′) 

1 CGCTCTGGCTACTACCCGGTGGAAACAACTGTAGCTTGAA 

2 TCTTTGTTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCGTGGAAC 

3 TTCTCTCTGGAGACTACCCGGTGGACACTACTGAAGCTTT 

4 CCTGGTTGAGACAGGAGTAATCCCAGCTGAAACAGGGTTT 

5 AACAGGACCTGGTGTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACA 

6 TCGCCCGGAGCTTCTCTGTGCTTAATAGCCGGTGGATACA 

7 CGACCGGTGGCATCACCGAGTTTCGCTCAAACCTCAATCT 

8 ACCTTCTTTAGCACCGGGCCAGGGAGTTAGCCCTTGGAAC 

9 TCCTGGAGAGGTCTTCTGCCCTAGCCCGGTCTTCGAAGCT 

10 GGGTCTTGACCAGTGGCGAGCGCCCTGTTCAGATAGGAGT 

11 AAAGACCGGAGAACTCCACGCGGCGGAAGAAACAGGAGCT 

12 CCCTGTACACACCGCCCGTCACACCCTGGGAATAGGTTTC 

13 TCAGCATGCCGCGGTGAATATGTACCCGGGCCCTGTACAC 

14 GTTTCGCCCGAAGCATCGGACCAATGATCACCCATGACTT 

15 AGAACGGGAGAAGAAAGAGCAAGAGCGGTCTCAGGAGCCC 

16 TCTCGTGGTCGAGGGCGTTCGGATCATTCCAGACAGGTGT 

17 AAAGCCGGTCTCGGGAGCTTCACTTGGTTCCACCCGGTAA 

18 TTTCTTCGGGTTTCCTTCCTCAGTCGACCGGACCGCGTCG 

19 CCACAGGTACCACGAGTTTAGTTCCGAGGAACCTCTGCGG 
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图 1  芯片矩阵图 (10×12) 

Fig. 1  Microarray construction (10×12). 

2.2  探针有效性验证 

应用 CSVd及 TPMVd的样品对芯片探针进

行验证，杂交结果如图 2 及图 3 所示。图 2 中

1#、3#、9#探针及图 3中 1#、3#、4#、18#探针

的信号值均大于 600，信噪比均大于 3，达到阳

性结果判定的标准，说明本研究建立的芯片杂

交体系能够在样品检测中获得有效的探针信号

点，可以对样品中是否含有该属类病毒进行判

断。图 2中的 8#探针虽然具有肉眼可见的信号，

且其信噪比大于 3，但由于其信号值小于 600，

因而判为可疑点，在实际样品检测时需进行重

复检测 (表 3)。 

2.3  芯片灵敏度检测结果 

CSVd 总 RNA 按 101、102及 103梯度稀释

后进行 cDNA合成、Klenow酶标记和杂交，反

应结束后对芯片进行洗涤扫描。结果如图 4 所

示，其中对照 Hex、PC 和 NC 杂交符合预期效

果；而样品杂交结果则随着稀释梯度的增大，

探针信号强度越来越小；103稀释梯度仅有 9号

探针信号达到阳性探针判断的标准，因此所建

立的芯片的灵敏度阈值大约是 103。具体阳性探

针信号值及信噪比见表 4。 

2.4  RT-PCR 灵敏度检测结果 

CSVd 总 RNA 按 100、101、102及 103梯度

稀释后进行 RT-PCR检测，电泳结果表明可从阳

性材料中扩增出约 354 bp的特异性目标条带。

随着总 RNA稀释倍数的增大，可以观察到明显

的浓度梯度谱带，稀释梯度限点为 103 (图 5)。 

 

 
图 2  菊花矮化类病毒样品杂交 

Fig. 2  Hybridization using CSVd. 
 

 
 

图 3  番茄雄性株类病毒样品杂交 

Fig. 3  Hybridization using TPMVd. 
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表 3  芯片探针有效性验证结果 

Table 3  Results of microarray probes efficency validation 
Virus species CSVd TPMVd 

Probe No. 1# 3# 8# 9# 1# 3# 4# 18# 

Probe signal intensity 3 823 2 008 580 5 285 1 600 1 792 1 556 3 472 

Probe signal-to-noise ratio 13 8 3 19 6 7 7 14 

Results + + +/- + + + + + 
 

       
图 4  芯片灵敏度结果 

Fig. 4  Sensitivity test of microarray. 
 

表 4  芯片灵敏度结果 

Table 4  Results of microarray sensitivity 
RNA dilutions 101 102 103

Probe No. 1# 3# 8# 9# 1# 3# 8# 9# 9# 

Probe signal intensity 9 447 5 796 1 093 16 571 3 107 1 889 769 5 258 719 

Probe signal-to-noise ratio 27 16 5 50 29 21 12 75 13 

Results + + + + + + + + + 
 

 
图 5  RT-PCR 灵敏度检测结果 

Fig. 5  Sensitivity test of RT-PCR. 1: 100 dilution; 2: 
101 dilution; 3: 102 dilution; 4: 103 dilution; M: marker 
DL2000. 

3  讨论 

足够量的标记产物是芯片杂交时获得足够

强度杂交信号的重要环节。选择何种标记策略，

需要根据样品中病原物含量的多寡及病原物基

因组二级结构的复杂程度等因素来确定，目前

主要有 3 种标记方式：随机引物反转录获得标

记的 cDNA 作为标记产物；随机引物反转录后

特异性引物 PCR获得标记的 PCR产物作为标记

产物；特异性引物 RT-PCR 获得标记的 PCR 产

物作为标记产物[14]。其中以第一种标记方式为 
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最好，可以使芯片具有更强的实用性。为此，

本文最初采用第一种标记策略来获取标记产

物，但得到的产物与芯片杂交后没有获得杂交

信号 (结果未显示)，这种状况与的研究结果相

同[15]，可能是类病毒基因组复杂的二级结构所

致。由于本研究的重点在于验证所获得的属级

探针的有效性，故在后续的实验中采用了特异

性引物扩增来获得标记产物的策略；为了增加

芯片的实用性，需要进一步研究更简便有效的

标记方式。 

芯片灵敏度的高低决定了芯片在实际应用

中的效果。一般情况下，对于同一种样品，

RT-PCR的检测灵敏度要高于芯片检测灵敏度；

也有两者持平的情况；甚至后者高于前者的情

况[16-17]，这种情况的影响因素较多，比如琼脂

糖凝胶电泳检测中凝胶的厚度、电泳缓冲液的

新鲜程度或电泳电压的高低等都可能会影响到

PCR 的检测灵敏度，使其检测的灵敏度要比理

论上的灵敏度低。在本文中，因为使用的是类

病毒种的简并引物，获得的 PCR产物的特异性

要比随机引物或科属简并引物获得的 PCR 产物

特异性强，产物量也大，与芯片杂交时获得的

杂交信号的质量就高，信号就强，两者的检测

灵敏度持平，均可检测到 10–3 稀释梯度的样品

总 RNA。对于特异性检测芯片来说，其特异性

与灵敏度一样，也是建立有效芯片检测技术的

重要一面。不过，因为本文建立的芯片是广谱

性的筛查芯片，而非特异性的检测芯片，因此，

信号点的探针对应的类病毒种类不一定绝对是

探针序列来源的类病毒种类；是何种类病毒最

终要由序列测定来确定。所以，本文没有应用

其他属的类病毒进行芯片的特异性研究，这并

不影响该技术的建立和使用。 

目前对于 Pospiviroid 类病毒的检测方法有

生物学测定 [18]、聚丙烯酰胺凝胶电泳 [19]、

Northern 杂交 [20-21]、RT-PCR[22-24]及 RT-PCR- 

ELISA[25]等，这些方法适用于样品中已知类病

毒的特异性检测，对于潜在的未知类病毒则无

法进行有效检测；且一次反应最多检测几种类

病毒。下一代测序技术  (Next generation 

sequencing technologies, NGST) 的发展为潜在

未知类病毒的有效检测提供了一个选择。通过

小 RNA库的构建及深度测序，NGST可以鉴定

样品中已知和未知的类病毒种类。Li 等应用小

RNA 深度测序技术分析了受感染的番茄样品，

发现其中感染了马铃薯纺锤块茎类病毒、柏平缕

瓜花叶病毒和一种新的马铃薯 Y病毒属病毒[26]。

不过，NGST费用昂贵、数据量庞大且分析复杂。

为了弥补上述技术的缺陷，本研究根据

Pospiviroid类病毒的序列设计了 19条 40 mer的

具有该属鉴定特征的探针，制备相应芯片后以

CSVd及 TPMVd样品进行验证，结果表明探针

有效性良好，具有较高的灵敏度，初步建立了

Pospiviroid芯片筛查技术，为该属类病毒的筛查

探索了一种有效和有前景的技术体系；对今后

在植物类病毒的检测鉴定中应用广谱筛查技术

作为快速和高通量筛查方法具有借鉴意义。 
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