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摘  要: 李坏死环斑病毒(Prunus necrotic ringspot virus, PNRSV)是世界部分范围内分布的有害生

物, 亦是我国重点关注的检疫对象。根据 PNRSV 各株系衣壳蛋白基因的保守序列, 设计特异性引

物和 TaqMan 荧光探针, 进行了探针、引物和 Mg2+浓度等反应体系和条件的优化实验, 确定最佳

的引物浓度为 400 nmol/L、探针浓度为 333 nmol/L、Mg2+离子浓度为 5 mmol/L 和 dNTPs 浓度为

0.43 mmol/L 时, 其灵敏度达 23 个拷贝数。利用建立的实时荧光 RT-PCR 检测方法对 PNRSV 樱桃

分离物进行了成功检测。这个方法具有灵敏、准确、简便、快速的特点, 适合于李坏死环斑病毒

的检测和鉴定。 
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Abstract: Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) is considered a quarantine pathogen of fruit trees 
disease in some parts of the world, and also a plant quarantine virus issued by Chinese government. A 
pair of primer and a TaqMan probe based on the conserved nucleotide sequence of coat protein gene of 
different PNRSV strains were designed and synthesized. Then through optimizing the concentration of 
primers, probe, Mg2+ and dNTPs, a real-time fluorescent RT-PCR was developed for detection of 
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PNRSV in fruit trees. when optimal concentrations of primers, probe, Mg2+ and dNTPs was 400 nmol/L, 
333 nmol/L, 5 mmol/L and 0.43 mmol/L, the assay for specific detection was highly sensitive, which 
could detect the template concentration as low as 23 copies, and could detect PNRSV in leaves tissues 
of cherry trees successfully. This reliable, sensitive, quick and easy-handling method is suitable for de-
tection and identification of Prunus necrotic ringspot virus. 

Keywords: Prunus necrotic ringspot virus, Molecular detection, Real-time fluorescent RT-PCR 

李坏死环斑病毒(Prunus necrotic ringspot virus, 

PNRSV)属雀麦花叶病毒科等轴不稳环斑病毒属的

正单链 RNA 病毒, 寄主范围广, 可侵染许多种重要

的果树、蔬菜、花卉作物, 引起严重病害甚至死亡, 
造成巨大的经济损失, 种子、花粉、嫁接、根系接

触等多种传染方式使该病在世界范围内迅速传播和

蔓延[1−2]。目前, 该病害的发生已遍及欧洲、亚洲、

非洲、南美和北美洲及大洋洲的 40 多个国家和地区, 

但该病害在中国仅个别地区有发生的报道, 是中国

对外检疫二类危险性生物。 

由于该病毒引起的症状类型多变样, 以及其在

植株体内常常分布不均匀、含量低、且浓度随着生

长季节的变化而发生改变, 常常给病毒的发现和检

测带来很大难度 [3−4], 因此建立一种高效、快速、

精确、灵敏的检测方法十分必要 , 同时加强对果

树、蔬菜、花卉作物等种苗质量的监督检测, 特别

是对检疫部门的进出口检验也非常重要。为解决对

该病毒检测鉴定带来的困难问题, 近年来开展了诸

多 PNRSV 的 检 测 技 术 研 究 , 如 RT-PCR、 巢 式

RT-PCR、免疫捕获反转录 PCR 等检测技术方法[5−9]。

尽管上述方法有一定的有效性, 但仍然需要较长的

时间, 且最终结果需进一步分子杂交或克隆测序鉴

定, 难以满足口岸检疫快速放行的需要。实时荧光

PCR 技术已广泛应用于植物病原微生物的检测与鉴

定[10−13], 本研究建立的基于 TaqMan 探针的实时荧

光 RT-PCR 检测技术可对该病毒的快速检测提供技

术保障。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
PNRSV 标准毒株外壳蛋白基因阳性克隆质粒

由 Dr. R. Hammond 惠赠 , 由朱建裕等亚克隆于

pMD18-PNRSV 上; 西安出入境检疫局的 PNRSV 樱

桃分离物、北京机场出入境检疫局的樱桃样品、健

康樱桃、健康黄瓜由中国检验检疫科学研究院动植

检所−70 °C 保存或温室种植。 

1.2  植物总 RNA 的提取 
取保存的各种待测样品各 0.5 g 的叶片 , 用

TRIzol 试剂盒分别提取植物样品总 RNA, 然后溶于

适量的 DEPC 处理的水中, 用分光光度计测得浓度

和纯度, 于−70 °C 保存备用。 

1.3  TaqMan 引物探针的设计与合成 
根 据 NCBI 的 GenBank 核 酸 序 列 数 据 库 中

PNRSV 基因组 RNA3 衣壳蛋白基因序列比对后的

保守区 , 用引物和探针设计软件 Primer5.0, 除引

物和探针通用的设计原则外 , 确定引物 Tm 值在

58 °C−60 °C 之间, 探针 Tm 值在 68 °C−70 °C 之间。 
上 游 引 物 (PR-F) 为 5′-GGTCCCACTCAGGGCTC 
AAC-3′; 下游引物(PR-R)为 5′-CGCAAAAGTGTCG 
AAATCTAAATC-3′; 探针 (PR-P) 5′-CCTCCACCAT 
CCCAATCCAACCATT-3′, 其 5′端以 FAM 作荧光标

记, 3′端以 TAMRA 作标记。设计好的引物和探针返

回 GenBank BLAST 数据库进行特异性分析, 由商

业性公司合成。 

1.4  实时荧光 PCR 检测 
本研究使用的荧光 PCR 仪为 ABIPRISM7700

扩增仪。使用 PCR Core reagent Kit (PE 公司提供), 
总体积采用 25 µL 反应体系, 包括 2.5 μL 10×反应缓

冲液 , 0.2 µL Gold TaqDNA 聚合酶(5 U/µL), l µL
模板 DNA, 上下游引物、探针、镁离子和 dNTPs 浓

度通过体系参数优化确定, 最终体积用 DDW 水补

足至 25 µL。反应程序为: 95 °C 10 min; 95 °C 15 s, 
60 °C 1 min, 40 个循环。在延伸阶段使用实时数据采

集模式, Sequence Detection 1.71 软件分析实验结果, 
输出报告染料信号值( R△ n)对循环数(Cycle)图。 
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1.4.1  反应体系参数优化: 对实时荧光 PCR 反应体

系进行探针、引物、镁离子和 dNTPs 浓度的优化, 探

针浓度从 133 nmol/L 至 533 nmol/L, 以约 66 nmol/L
递增梯度; 引物浓度从 50 nmol/L 至 1 000 nmol/L, 
以 2 的倍数递增梯度; 镁离子浓度从 0 mmol/L 至

10 mmol/L, 以 1.67 mmol/L 递增梯度 ; dNTPs 从

0.13 mmol/L 至 0.73 mmol/L, 以 0.1 mmol/L 递增梯

度; 以 l μL pMD18-PNRSV (0.044 9 g/L)质粒为模板

DNA; 以反应体系达到最小循环阈 (Ct 值 )和最大

ΔRn 值来优化反应体系各参数浓度。 
1.4.2  实时荧光 PCR 检测的灵敏度: 为了测试该

反应体系最低 DNA 浓度检测极限, 以反应体系优化

后的参数, 以 pMD18-PNRSV 为模板 DNA, 并从起

始浓度 0.044 9 g/L 到 0.044 9×10−8 g/L, 按 10 倍连续

稀释成 9 个浓度梯度, 取对应的稀释液 l μL 为模板

进行实时荧光 PCR 检测; 同时用设计的引物对每个

DNA 稀释液取 l μL 为模板进行常规 PCR 电泳检测。 
1.4.3  实时荧光 RT-PCR 检测的应用: 应用该技术

进行了对西安出入境检疫局 PNRSV 樱桃分离物、

北京机场出入境检疫局樱桃样品、以及健康樱桃、健

康黄瓜等阴性材料的实际检测, 以 pMD18-PNRSV

为阳性对照。所有试验均采用上述最优参数反应体

系。利用 Gold Taq DNA 热启动聚合酶, 可使反转录

和实时荧光 PCR 合并成一管进行反应[14], 按如下

反应体系加样: 12.8 μL DDW, 2.5 μL 10×PCR buffer, 
5 μL MgCl2 (25 mmol/L), 1 μL dNTPs (10.8 mmol/L), 
0.5 μL 上游引物 PR-F (20 μmol/L), 0.5 μL 下游引物

PR-R (20 μmol/L), 1 μL 探针 Probe PR-P (8.3 μmol/L), 
0.2 μL Gold Taq DNA 聚 合 酶 (5 U/μL), 0.5 μL 

M-MLV (200 U/μL), 1 μL RNA。其热循环反应参数为

48 °C 30 min; 95 °C 10 min; 95 °C 15 s, 60 °C 1 min, 
40 个循环。 

2  结果与分析 

2.1  实时荧光 PCR 检测体系的优化 
用 反 应 过 程 中 具 有 最 小 循 环 阈 值 (Ct)和 最 大

R△ n 值来优化探针、引物、镁离子和 dNTPs 的浓

度。研究结果如图 1 所示, 当探针浓度从 133 nmol/L  
 

    

    
图 1  实时荧光 PCR 体系的优化 

Fig. 1  Real-time fluorescence PCR system optimization 
注: A: 探针浓度的优化; B: 引物浓度的优化; C: Mg2+离子浓度的优化; D: dNTPs 浓度的优化. 
Note: A: Optimizing concentration of the probe; B: Optimizing concentration of the primers; C: Optimizing concentration of the Mg2+; D: 
Optimizing concentration of dNTPs. 
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图 2  实时荧光 PCR 检测的灵敏度 
Fig. 2  Sensibility of real-time fluorescent PCR method 
 
至 533 nmol/L, 以约 66 nmol/L 递增时 , 特异性

R△ n 扩增报告曲线的最大△Rn 值随探针浓度增加

先增大然后减少 , 而 Ct 值随探针浓度增加先减少

然后增大 , 在 333 nmol/L (图 1A 扩增曲线 4)达到

了最小 Ct 值和最大 ΔRn 值 , 因此确定探针优化浓

度为 333 nmol/L。根据同样的原理, 确定优化引物

浓度为 400 nmol/L (图 1B 扩增曲线 4)、优化 Mg2+

离子浓度为 5 mmol/L (图 1C 扩增曲线 4)、优化

dNTPs 的浓度为 0.43 mmol/L (图 1D 扩增曲线 4)。 

2.2  检测体系的灵敏度 
图 2 的结果表明, 所建立的实时荧光 PCR 能检

测到最低 DNA 极限为 0.044 9×10−7 µg (扩增曲线 8), 
即 4.49 fg 阳性质粒 DNA, 约为 23 个拷贝数; 用设

计的同一对引物对每个浓度 DNA 进行常规 PCR, 电

泳检测结果如图 3 所示, 结果表明其检测最低 DNA
极限为 0.044 9×10−6 µg (泳道 7), 可见实时荧光 PCR
检测比 PCR 产物凝胶电泳检测高 10 倍以上。另外, 
从图 3 上会看到在主带上面有非特异的条带或看到

主带有拖尾现象, 这给我们对 PCR 电泳检测结果的

判断带来困难; 实时荧光 PCR 检测正好避免了这个

问题, 因为其除了保证引物正确配对外, 其探针也

要在正确的配对下才会有荧光信号增加, 这双重保

证下使非特异性荧光信号增加发生的概率几乎为

零, 所以实时荧光 PCR 检测结果的判断更加准确, 
不容易受到干扰。 

2.3  实时荧光 RT-PCR 检测的应用   
图 4 的结果表明西安出入境检疫局的 PNRSV

樱桃分离物、北京机场出入境检疫局的樱桃样品和 

 

图 3  PCR 产物琼脂糖凝胶电泳检测的灵敏度 
Fig. 3  Sensitivity of agarose gel electrophoretic detected 
for PCR products  
注 : M: Marker; 1−9: 9 个连续 10 倍稀释梯度为 0.044 9− 
0.044 9×10−8 g/L. 
Note: M: Marker; 1−9: Ten times continuous dilution of DNA from 
0.044 9 to 0.044 9×10−8 g/L. 
 

 

图 4  实时荧光 RT-PCR 检测 PNRSV 的扩增曲线 
Fig. 4  Amplification plot of real-time fluorescent PCR of 
detecting PNRSV in leaves tissues  
 

pMD18-PNRSV 都有较明显的特异性 R△ n 扩增

曲线, 而健康樱桃、健康黄瓜的特异性 R△ n 曲线均

无扩增, 表明该方法检测到北京机场出入境检疫局

的樱桃样品有 PNRSV 的存在, 我们将阳性结果进

行克隆测序并在 GenBank 中 BLAST 分析, 共得出

92 个 PNRSV 序列, 与同源性最高 PNRSV 仅具 7
个碱基突变, 具有 98%同源性, 进而证明实验结果

的准确性和特异性。 

3  结论与讨论 

迄今为止, 已经有许多分子技术用于检测和鉴

定 PNRSV, 包括 RT-PCR、探针杂交和核酸测序等

方法, 这些方法需要有制胶电泳或转膜、克隆等繁

琐的过程, 仍然需要较长的时间, 不能称为严格意

义 的 快 速 检 测 方 法 。 本 研 究 所 建 立 的 实 时 荧 光
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RT-PCR 检测方法系统地结合了荧光探针检测系统、

反转录和 PCR 扩增系统, 在同一 PCR 试管内完成

RNA 的反转录、PCR 扩增、荧光探针杂交和信号检

测, 不需要 PCR 后的电泳、杂交等后续处理, 大大

降低了污染的可能性, 提高了检测的特异性, 使得

这一技术准确性达到了最严格的法检要求。荧光

PCR 检测比常规的 PCR 电泳凝胶染色检测灵敏度提

高一个数量级甚至更高, 本研究的检测灵敏度达到

23 个拷贝数, 为目前报道检测 PNRSV 的最高灵敏

度。同时, 荧光 PCR 方法可使检测时间大大缩短, 
在 1−2 h 内完成全部检测工作, 一次最多能同时检

测 90 多个样品; 而且自动化程度很高, 真正做到快

速、准确、灵敏和高通量的标准化检测。 
PNRSV 基因组 RNA3 的衣壳蛋白基因已被广

泛用于该病毒的检测与多样性研究[5−8,15−17], 本试验

根据 PNRSV 衣壳蛋白区域编码序列设计的 PNRSV
的引物和特异性 TaqMan 荧光探针, 从检测结果上

可 以 看 出 : 样 品 阳 性 对 照 西 安 出 入 境 检 疫 局 的

PNRSV 樱桃分离物组织检测呈阳性, 而样品阴性对

照健康黄瓜叶组织、樱桃叶组织检测都呈阴性, 送

检的北京机场出入境检疫局的樱桃样品呈阳性, 并

通过克隆测序佐证呈阳性 , 说明所设计的探针具

有很好的特异性, 所建立的实时荧光 RT-PCR 检测

技术实现了对 PNRSV 的灵敏、准确、简便、快速

检测。 
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