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　 　 摘要:　 番茄褐色皱纹果病毒(Ｔｏｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓꎬＴｏＢＲＦＶ)病作为威胁全球番茄产业的重要病害ꎬ
具有早期无症状、传播速度快、危害程度重等特点ꎮ 为建立 ＴｏＢＲＦＶ 的高效精准检测方法、实现番茄褐色皱纹果病

毒病的有效防控ꎬ本研究通过设计 ＴｏＢＲＦＶ ＣＰ 基因保守区域特异性引物ꎬ构建质粒标准品ꎬ建立基于微滴式数字

ＰＣＲ(ｄｄＰＣＲ)的 ＴｏＢＲＦＶ 检测方法(ｄｄＰＣＲ 法)ꎬ并将 ｄｄＰＣＲ 法与实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)检测方法进行系统比

较ꎮ 结果表明ꎬｄｄＰＣＲ 法对 ＴｏＢＲＦＶ 的检测下限为 １ μＬ １.９×１００ 拷贝ꎬ而 ｑＰＣＲ 方法对 ＴｏＢＲＦＶ 的检测下限为 １ μＬ
１.９×１０２ 拷贝ꎬ且 ｄｄＰＣＲ 法仅对 ＴｏＢＲＦＶ 呈现阳性扩增ꎬ而对番茄花叶病毒(ＴｏＭＶ)、烟草花叶病毒(ＴＭＶ)、番茄斑

萎病毒(ＴＳＷＶ)等田间常见病毒无交叉反应ꎮ 基于 ｄｄＰＣＲ 方法对 ３０ 份田间疑似感染 ＴｏＢＲＦＶ 的样本进行检测ꎬ阳
性检出率达 ９３􀆰 ３％ꎬ显著高于 ｑＰＣＲ 方法的 ７６􀆰 ７％ꎮ 综上ꎬ本研究建立的 ｄｄＰＣＲ 检测方法在 ＴｏＢＲＦＶ 早期诊断、低
载毒量样本检测及田间精准筛查中表现出检测下限低、特异性强和漏检风险低等优势ꎬ可有效应用于 ＴｏＢＲＦＶ 的

流行监测ꎬ为 ＴｏＢＲＦＶ 的科学防控及番茄产业健康发展提供技术支撑ꎮ
关键词:　 番茄褐色皱纹果病毒ꎻ 微滴式数字 ＰＣＲꎻ 检测方法ꎻ 灵敏度
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Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｃｏ.ꎬＬｔｄ.ꎬ Ｌｉａｏｃｈｅｎｇ ２５２０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓ (ＴｏＢＲＦＶ) ｄｉｓｅａｓｅ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｔｈａｔ ｔｈｒｅａｔｅｎｓ ｔｈｅ ｇｌｏｂａｌ ｔｏｍａｔｏ
ｉｎｄｕｓｔｒｙ. Ｉｔ ｈａｓ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅａｒｌｙ ａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃꎬ ｒａｐｉｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｖｅｒｅ ｄａｍａｇｅ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＴｏＢＲＧＦＶ ａｎｄ ｒｅａｌｉｚｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ

ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＴｏＢＲＦＶ ＣＰ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｐｌａｓｍｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ. Ｔｈｅ ＴｏＢＲＦＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ (ｄｄＰＣＲ) ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ( ｑＰＣＲ )
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ｆｏｒ ＴｏＢＲＦＶ ｗａｓ １. ９ × １００ ｃｏｐｉｅｓ ｐｅｒ

９２９



ｍｉｃｒｏｌｉｔｅｒꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑＰＣＲ ｆｏｒ ＴｏＢＲＦＶ ｗａｓ １.９×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ｐｅｒ ｍｉｃｒｏｌｉｔｅｒ. Ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎｌｙ ｓｈｏｗｅｄ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＴｏＢＲＦＶꎬ ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｔｏｍａｔｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ (ＴｏＭＶ)ꎬ ｔｏｂａｃｃｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ
(ＴＭＶ) ａｎｄ ｔｏｍａｔｏ ｓｐｏｔｔｅｄ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓ (ＴＳＷＶ). Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄꎬ ３０ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＴｏＢＲＦＶ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ９３.３％ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ７６􀆰 ７％ ｏｆ ｔｈｅ
ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ. Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙꎬ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｌｏｗ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｌｉｍｉｔꎬ ｓｔｒｏｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｌｏｗ ｒｉｓｋ ｏｆ ｍｉｓｓｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＴｏＢＲＦＶꎬ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｗ￣ｌｏａｄ ｓａｍｐｌｅｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｔｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ. Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ＴｏＢＲＦＶ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ
ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ＴｏＢＲＦＶ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｉｎｄｕｓｔｒｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｔｏｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓꎻ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲꎻ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄꎻ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

　 　 番茄作为全球广泛种植的蔬菜作物ꎬ在农业经

济中占据重要地位[１]ꎮ 番茄种植过程中经常受到

病毒的威胁ꎬ如番茄花叶病毒(Ｔｏｍａｔｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴｏＭＶ)、 烟 草 花 叶 病 毒 ( Ｔｏｂａｃｃｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴＭＶ)、番茄斑萎病毒 ( Ｔｏｍａｔｏ ｓｐｏｔｔｅｄ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴＳＷＶ)ꎬ近几年新出现了番茄褐色皱纹果病毒(Ｔｏ￣
ｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓꎬＴｏＢＲＦＶ)ꎮ ＴｏＢＲＦＶ 自

２０１６ 年在约旦首次报道以来ꎬ已迅速蔓延至欧洲、
亚洲、北美洲等地区ꎬ对上述地区的番茄及辣椒等茄

科作物生长造成严重危害[２￣４]ꎮ ＴｏＢＲＦＶ 属于杆状

病毒科烟草花叶病毒属ꎬ为正义链单链 ＲＮＡ 病毒ꎬ
其显著特点是作物植株感染早期无明显症状ꎬ导致

ＴｏＢＲＦＶ 的早期诊断难度较大ꎮ 此外ꎬ针对 ＴｏＢＲＦＶ
目前尚无有效防治药剂及抗性作物品种ꎬ一旦

ＴｏＢＲＦＶ暴发流行ꎬ极易造成区域性作物植株发病ꎬ
给种植户带来严重经济损失[５￣９]ꎮ

目前ꎬＴｏＢＲＦＶ 的检测方法已得到初步研究ꎮ
Ｖａｎ ｄｅ Ｖｏｓｓｅｎｂｅｒｇ 等[１０] 利用高通量测序(ＮＧＳ)技

术进行 ＴｏＢＲＦＶ 检测ꎬ但该方法检测成本高、周期

长ꎮ Ａｌｆａｒｏ￣Ｆｅｒｎ􀅡ｎｄｅｚ 等[１１]、Ｙａｎ 等[１２] 利用酶联免

疫(ＥＬＩＳＡ)法进行 ＴｏＢＲＦＶ 检测ꎬ但该方法灵敏度

低、特异性差ꎮ Ｓａｒｋｅｓ 等[１３] 研究发现ꎬ环介导等温

扩增(ＬＡＭＰ)法检测 ＴｏＢＲＦＶ 时易出现假阳性且成

本较高ꎮ 基于逆转录聚合酶链式反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)及
实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)等方法检测 ＴｏＢＲＦＶ 虽

具备较高的灵敏度和特异性ꎬ但亦存在显著的技术

瓶颈ꎮ ｑＰＣＲ 使用的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料能非特异性

结合双链 ＤＮＡꎬ这可能使得 ｑＰＣＲ 结果中常出现杂

带ꎬ进而导致检测结果出现偏差ꎻＴａｑＭａｎ 探针法

ｑＰＣＲ 虽能提升检测结果的特异性ꎬ但检测下限一

般在 １ μＬ １×１０２拷贝以上ꎬ无法捕捉感染早期作物

植株中的微量病毒[１４￣１８]ꎻ此外ꎬ所有 ｑＰＣＲ 方法均依

赖标准曲线和扩增效率ꎬ难以实现绝对定量ꎮ 近年

来ꎬ基于微滴式数字 ＰＣＲ 技术(ｄｄＰＣＲ)的作物病毒

检测方法得到了快速发展ꎮ ｄｄＰＣＲ 技术基于单分子

计数原理ꎬ通过将反应体系分割为数万个独立微滴进

行 ＰＣＲ 扩增ꎬ可实现对目标核酸的绝对定量ꎬ且不受

标准曲线和扩增效率影响ꎬ在低浓度样本检测中具有

独特优势[１９￣２２]ꎮ 目前ꎬｄｄＰＣＲ 技术在马铃薯 Ｓ 病毒

(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ ＳꎬＰＶＳ)、马铃薯Ｍ 病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ Ｍꎬ
ＰＶＭ)、马铃薯 Ｙ 病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ ＹꎬＰＶＹ)、凤果花

叶病毒(Ｐｅｐｉｎｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＰｅｐＭＶ)、柑橘黄化脉明

病毒(Ｃｉｔｒｕｓ ｙｅｌｌｏｗ ｖｅｉｎ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｖｉｒｕｓꎬ ＣＹＶＣＶ)、马铃

薯帚顶病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｍｏｐ ｔｏｐ ｖｉｒｕｓꎬ ＰＭＴＶ)、葡萄灰皮

诺病毒(Ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ｐｉｎｏｔ ｇｒｉｓ ｖｉｒｕｓꎬ ＧＰＧＶ)及苹果褪

绿果 斑 类 病 毒 ( Ａｐｐｌｅ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｆｒｕｉｔ ｓｐｏｔ ｖｉｒｏｉｄꎬ
ＡＣＦＳＶｄ)等多种病毒的检测中得到应用ꎬ其检测灵敏

度是 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法的１０~１００ 倍[１８]ꎮ 且 ｄｄＰＣＲ 检测

方法具备广泛的样本适配性ꎬ能够检测种子、幼苗、果
实、杂草等多元样本中的病毒水平ꎬ可满足田间病害

监测、种苗繁育质量把控等多个环节中病毒精准检测

需求ꎬ为植物病毒的早期防控、国际贸易中种苗安全

检疫提供重要的技术支撑[１９]ꎮ
鉴于 ｄｄＰＣＲ 技术对番茄褐色皱纹果病毒(Ｔｏ￣

ＢＲＦＶ)检测方法尚未建立的现状ꎬ本研究通过设计

特异性引物ꎬ建立基于 ｄｄＰＣＲ 技术的 ＴｏＢＲＦＶ 检测

方法ꎬ分析 ｄｄＰＣＲ 检测体系的灵敏度、特异性、重复

性及田间适用性ꎬ并对其与常用的 ｑＰＣＲ 方法进行

对比验证ꎬ旨在为 ＴｏＢＲＦＶ 的早期预警、精准防控及

种苗检疫提供技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

番茄褐色皱纹果病毒(ＴｏＢＲＦＶ)、番茄花叶病

毒(ＴｏＭＶ)、烟草花叶病毒(ＴＭＶ)和番茄斑萎病毒

(ＴＳＷＶ)来源于天津市农业科学院留存样本ꎮ 疑似
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感染 ＴｏＢＲＦＶ 的样本于２０２４－２０２５ 年从山东寿光、
江苏淮安及安徽淮南的番茄种植基地采集ꎬ各基地

分别采集 １０ 份ꎬ共 ３０ 份ꎬ保存于－８０ ℃冰箱ꎮ
ｐＣＢ３０１ 载体购自宝赛生物科技有限公司ꎻ

ＤＨ５α 感受态细胞购自北京全式金生物技术有限公

司ꎻ数字 ＰＣＲ Ｍｉｘ 及数字 ＰＣＲ 荧光染料购自深圳博

瑞生物科技有限公司ꎻＲＮＡ 提取试剂盒、质粒提取

试剂盒、ｃＤＮＡ 合成试剂、ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂均购自宝日

医生物技术(北京)有限公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 引物设计 　 为设计特异性与保守性兼具的

ＴｏＢＲＦＶ 检测引物ꎬ从 ＮＣＢＩ 数据库下载全球不同地

理来源的 ＴｏＢＲＦＶ 基因组序列(表 １)ꎮ 选取表 １ 中

序号１~ 序号 １１ 的 ＴｏＢＲＦＶ 全基因组序列ꎬ利用

ＭＥＧＡ１１ 软件进行多序列比对ꎬ在外壳蛋白(ＣＰ)基
因中筛选出变异率<０􀆰 ５％的保守区域(图 １)ꎮ 为排

除交叉反应风险ꎬ进一步将 ＣＰ 基因保守区域与近

缘病毒番茄花叶病毒 ( ＴｏＭＶ)、 烟草花叶病毒

(ＴＭＶ)、番茄斑萎病毒 (ＴＳＷＶ)的同源序列进行比

对ꎬ验证 ＴｏＢＲＦＶ ＣＰ 基因保守区域的特异性(图

２)ꎮ
基于上述筛选出的 ＣＰ 基因保守区域ꎬ利用

Ｐｒｉｍｅｒ３.０ 在线工具设计 ｑＰＣＲ 与 ｄｄＰＣＲ 专用引物

(命名为 ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＦ / ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＲ) 及常规 ＰＣＲ
引物(命名为 ＴｏＢＲＦＶ￣１Ｆ / ＴｏＢＲＦＶ￣１Ｒ)ꎬ引物对的

扩增长度分别为 １１１ ｂｐ 和６ ４２０ ｂｐ(表 ２)ꎮ

表 １　 本研究使用的病毒分离物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

序号 登录号 病毒名称　 　 来源地　 　 寄主 序号 登录号 病毒名称　 　 来源地　 　 寄主　

１ ＭＴ０１８３２０.１ ＴｏＢＲＦＶ 中国 番茄 １５ ＭＷ８２２０１２.１ ＴＳＷＶ 中国 辣椒

２ ＯＲ７９５５０２.１ ＴｏＢＲＦＶ 中国 番茄 １６ ＰＶ９１６７５８.１ ＴｏＭＶ 印度 番茄

３ ＯＲ７６０１９８.１ ＴｏＢＲＦＶ 荷兰 番茄 １７ ＰＶ９１６７５９.１ ＴｏＭＶ 印度 番茄

４ ＰＰ７９６７３８.１ ＴｏＢＲＦＶ 中国 番茄 １８ ＭＺ３８８４５８.１ ＴｏＭＶ 中国 番茄

５ ＰＱ４９２１５２.１ ＴｏＢＲＦＶ 巴基斯坦 番茄 １９ ＭＨ３９３６２３.１ ＴｏＭＶ 韩国 甜椒

６ ＰＶ７０１２５７.１ ＴｏＢＲＦＶ 中国 番茄 ２０ ＯＲ７９５５０２.１ ＴｏＢＲＦＶ 中国 番茄

７ ＰＶ７０１２５５.１ ＴｏＢＲＦＶ 中国 番茄 ２１ ＯＲ７６０１９８.１ ＴｏＢＲＦＶ 荷兰 番茄

８ ＭＺ９４５４１９.１ ＴｏＢＲＦＶ 比利时 番茄 ２２ ＰＰ７９６７３８.１ ＴｏＢＲＦＶ 中国 番茄

９ ＭＺ９４５４２０.１ ＴｏＢＲＦＶ 比利时 番茄 ２３ ＰＱ４９２１５２.１ ＴｏＢＲＦＶ 巴基斯坦 番茄

１０ ＯＲ５９３７５２.１ ＴｏＢＲＦＶ 中国 番茄 ２４ ＰＶ９１６７６２.１ ＴＭＶ 印度 番茄

１１ ＰＱ５９２５１５.１ ＴｏＢＲＦＶ 加拿大 番茄 ２５ ＯＬ４７１７１４.１ ＴＭＶ 南非 烟草

１２ ＰＱ５６６６２２.１ ＴＳＷＶ 韩国 番茄 ２６ ＭＮ９１２４８９.１ ＴＭＶ 巴西 灯笼果

１３ ＫＸ６１１４９７.１ ＴＳＷＶ 中国 辣椒 ２７ ＡＦ３９５１２９.１ ＴＭＶ 中国 烟草

１４ ＭＺ００５２０３.１ ＴＳＷＶ 中国 辣椒

ＴｏＢＲＦＶ、ＴｏＭＶ、ＴＭＶ、ＴＳＷＶ 分别为番茄褐色皱纹果病毒、番茄花叶病毒、烟草花叶病毒、番茄斑萎病毒ꎮ

１.２.２　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成 　 采集番茄果

实发病部位 ０.１ ｇꎬ加液氮研磨成粉ꎬ用 ＭｉｎｉＢＥＳＴ
ｐｌａｎｔ ＲＮＡ 提取试剂盒[宝日医生物技术(北京)
有限公司产品]提取总 ＲＮＡꎮ 取 ＲＮＡ １􀆰 ０ μＬ、寡
脱氧胸腺苷酸[ Ｏｌｉｇｏ( ｄＴ) ] １􀆰 ０ μＬ、脱氧核糖核

苷三 磷 酸 ( ｄＮＴＰ ) ０􀆰 ５ μＬꎬ 混 合 后 用 双 蒸 水

( ｄｄＨ２Ｏ)补足至 １０􀆰 ０ μＬꎮ ６５ ℃ 变性 ５ ｍｉｎ 后ꎬ
置于冰上２ ｍｉｎꎬ然后加入 ５×Ｍ￣ＭＬＶ 反转录缓冲

液 ５􀆰 ０ μＬ、Ｍ￣ＭＬＶ 逆转录酶 １􀆰 ０ μＬ、ＲＮＡ 酶抑

制剂 ０􀆰 ５ μＬꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 补足 ２０􀆰 ０ μＬꎬ４２ ℃保温

１ ｈꎬ得到ｃＤＮＡꎮ

１.２.３　 质粒标准品的制备 　 利用引物 ＴｏＢＲＦＶ￣１Ｆ
和 ＴｏＢＲＦＶ￣１Ｒ 进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ回收目的片段与

ｐＣＢ３０１ 载体连接后转入 ＤＨ５α 感受态细胞中ꎬ转化

成功后利用质粒提取试剂盒[宝日医生物技术(北
京)有限公司产品]提取质粒ꎬ经 １％琼脂糖凝胶电

泳后进行测序鉴定ꎮ 测序正确的质粒样品使用

ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ￣１００ 核酸蛋白仪[赛默飞世尔科技(中
国)有限公司产品]测得质粒浓度ꎬ并利用下列公式

计算阳性质粒的拷贝数:
拷贝数＝(６.０２×１０２３)×(质粒质量浓度) / (ＤＮＡ

长度×６６０)
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ＴｏＢＲＦＶ:番茄褐色皱纹果病毒ꎮ 左侧字符串为分离物登录号ꎬ见表 １ꎮ 大写碱基表示所有分离物在相应位置的碱基相同ꎬ小写碱基表示分

离物中有 １ 个分离物在相应位置的碱基与其他分离物不同ꎬ . 表示分离物中有 ２ 个分离物在相应位置的碱基与其他分离物不同ꎮ 数据 １~
４８０ 表示碱基数ꎬ单位为 ｂｐꎮ

图 １　 番茄褐色皱纹果病毒不同分离物 ＣＰ 基因同源序列对比图

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣＰ ｇｅｎｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｏｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ

　 　 将质粒标准品按 １０ 倍梯度进行逐级稀释至低

拷贝浓度ꎬ进行后续的 ｄｄＰＣＲ 检测和 ｑＰＣＲ 检测ꎮ
１.２.４　 ｄｄＰＣＲ 检测方法的建立　 以质粒标准品为模

板ꎬＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＦ 和 ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＲ 为引物ꎬ利用 Ｓ６ 数

字 ＰＣＲ 仪(深圳博瑞生物科技有限公司产品)进行

ｄｄＰＣＲ 检测ꎮ 每个样品重复 ３ 次ꎮ ｄｄＰＣＲ 扩增体系

２０􀆰 ０ μＬꎬ包括模板 ２􀆰 ０ μＬ、１０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ上游引物和

下游引物各 ０􀆰 ８ μＬ、２×数字 ＰＣＲ Ｍｉｘ １０􀆰 ０ μＬ、荧光

染料 ０􀆰 ５ μＬ、Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ４ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ５􀆰 ５ μＬꎮ 将 ２０􀆰 ０
μＬ 反应液缓慢加入芯片样本池的油相中ꎬ盖上盖子ꎬ

撕掉芯片底部的防尘薄膜ꎬ将芯片放入数字 ＰＣＲ 仪

器中进行检测ꎮ ｄｄＰＣＲ 检测程序为 ９５ ℃预变性 ２
ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ６０ ℃退火 ４５ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
１.２.５　 ｄｄＰＣＲ 引物特异性检测　 分别提取番茄花叶病

毒(ＴｏＭＶ)、烟草花叶病毒(ＴＭＶ)、番茄斑萎病毒

(ＴＳＷＶ)和番茄褐色皱纹果病毒(ＴｏＢＲＦＶ)的总 ＲＮＡꎬ
并反转录合成 ｃＤＮＡꎬ将其拷贝数稀释至 １ μＬ １×１０３拷

贝ꎬ以稀释后的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用引物ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＦ和
ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＲ 进行 ｄｄＰＣＲꎮ ｄｄＰＣＲ 扩增体系及检测程

序同方法 １.２.４ꎮ 每个样品重复 ３ 次ꎮ
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左侧字符串为分离物登录号ꎬ见表 １ꎮ ＴＳＷＶ:番茄斑萎病毒ꎻＴｏＭＶ:番茄花叶病毒ꎻＴｏＢＲＦＶ:番茄褐色皱纹果病毒ꎻＴＭＶ:烟草花叶病毒ꎮ 数

据 １~７７０ 表示碱基数ꎬ单位为 ｂｐꎮ
图 ２　 番茄褐色皱纹果病毒(ＴｏＢＲＦＶ)、番茄花叶病毒(ＴｏＭＶ)、烟草花叶病毒(ＴＭＶ)、番茄斑萎病毒(ＴＳＷＶ)不同分离物 ＣＰ基因同源序列对比

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＰ ｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓ (ＴｏＢＲＦＶ)ꎬ ｔｏｍａｔｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉ￣
ｒｕｓ (ＴｏＭＶ)ꎬ ｔｏｂａｃｃｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ (ＴＭＶ) ａｎｄ ｔｏｍａｔｏ ｓｐｏｔｔｅｄ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓ (ＴＳＷＶ)
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表 ２　 本研究使用的 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物名称　 　 序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 片段大小(ｂｐ)

ＴｏＢＲＦＶ￣１Ｆ ＡＧＴＴＣＡＴＴＴＣＡＴＴＴＧＧＡＧＡＧＧＣＣＴＴＡＴＡＣＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＡＣＡＡＣ ６ ４２０

ＴｏＢＲＦＶ￣１Ｒ ＧＡＧＡＴＧＣＣＡＴＧＣＣＧＡＣＣＣＧＧＧＴＧＧＧＣＣＣＣＴＡＣＣＧＧＧＧＧＴＴＣＣＧＧＧＧＧＡＡＴＴＣＧＡＡＴＣＣＣＴＣＧＣＴＴＴＡＴＴＡＣＧＴ

ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＦ ＧＣＡＡＣＧＧＴＧＧＣＴＡＴＡＡＧＧＡＧ １１１

ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＲ ＧＧＡＣＣＡＴＴＧＴＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ

１.２.６　 ｑＰＣＲ 检测方法的建立　 以质粒标准品为模

板ꎬＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＦ 和 ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＲ 为引物ꎬ利用 ＡＢＩ
Ｑ３ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪[赛默飞世尔科技(中国)
有限公司产品]进行 ｑＰＣＲ 检测ꎮ ｑＰＣＲ 反应体系为

２０􀆰 ０ μＬꎬ包括质粒模板 １􀆰 ０ μＬ、１０ μｍｏｌ / Ｌ上游引

物和下游引物各 ０􀆰 ８ μＬ、ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ
１０􀆰 ０ μＬ、羧基￣Ｘ￣罗丹明(ＲＯＸ)参比染料 ０􀆰 ４ μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ０ μＬꎮ 反应程序为:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５
℃变性 １０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 每个样品

重复 ３ 次ꎮ
１.２.７　 ｑＰＣＲ 标准曲线的建立　 以不同稀释倍数的

标准质粒作为模板ꎬ参照方法 １.２.６ 进行 ｑＰＣＲ 扩

增ꎮ 以循环阈值(Ｃｔ)为纵坐标ꎬ以标准品拷贝数的

对数为横坐标ꎬ建立 ｑＰＣＲ 标准曲线ꎮ
１.２.８　 田间样本检测　 对田间采集的 ３０ 个疑似感

染 ＴｏＢＲＦＶ 的样本ꎬ分别提取总 ＲＮＡ 并反转录合成

ｃＤＮＡꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ分别利用引物 ＴｏＢＲＦＶ￣

ＣｑＦ / ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＲ 进行 ｑＰＣＲ 和 ｄｄＰＣＲ 检测ꎬ比较

２ 种检测方法的效果ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 质粒标准品浓度测定

ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增片段与 ｐＣＢ３０１ 载体连接并转入

ＤＨ５α 感受态细胞转化成功后ꎬ提取的质粒经测序鉴

定ꎬ计算得到阳性质粒的拷贝数为 １ μＬ １.９×１０９拷贝ꎮ
２.２　 ｄｄＰＣＲ 检测方法的建立

利用 ｄｄＰＣＲ 技术对 １ μＬ １.９×１０６拷贝至 １ μＬ
１.９×１０－１拷贝的稀释质粒标准品进行检测ꎬ结果如

图 ３ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ当质粒标准品拷贝数

高于 １ μＬ １.９×１０３ 拷贝时ꎬ检测信号饱和ꎬ超出检测

上限ꎻ当拷贝数低于 １ μＬ １.９×１００ 拷贝时ꎬ无法检

出ꎻ有效检测下限为 １ μＬ １.９×１００ 拷贝ꎮ 这表明在

特定含量范围内ꎬｄｄＰＣＲ 方法可实现 ＴｏＢＲＦＶ 的绝

对定量ꎬ无需依赖标准曲线ꎮ

１~８ 分别为稀释后的质粒标准品拷贝数 １ μＬ １.９×１０６拷贝、１ μＬ １.９×１０５拷贝、１ μＬ １.９×１０４拷贝、１ μＬ １.９×１０３拷贝、１ μＬ １.９×１０２拷贝、

１ μＬ １.９×１０１拷贝、１ μＬ １.９×１００拷贝、１ μＬ １.９×１０－１拷贝ꎮ 灰色为阳性微滴ꎬ黑色为阴性微滴ꎮ
图 ３　 不同稀释倍数质粒标准品的 ｄｄＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ.３　 ｄｄＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ

２.３　 ｄｄＰＣＲ 引物特异性检测

以 ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＦ 和 ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＲ 为引物ꎬ分别

以番茄褐色皱纹果病毒(ＴｏＢＲＦＶ)、番茄花叶病毒

(ＴｏＭＶ)、烟草花叶病毒 ( ＴＭＶ) 及番茄斑萎病毒

(ＴＳＷＶ)为模板ꎬ进行 ｄｄＰＣＲ 扩增ꎬ结果如图 ４ 所

示ꎮ 从图中可以看出ꎬ４ 种病毒中只有 ＴｏＢＲＦＶ 得

到扩增ꎬ而其他 ３ 种病毒均未见有阳性扩增ꎬ这说明

本研究选用的引物特异性较强ꎮ
２.４　 ｑＰＣＲ 检测方法及标准曲线的建立

　 　 ｑＰＣＲ扩增曲线如图５所示 ꎮ从图中可以看
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１:番茄褐色皱纹果病毒(ＴｏＢＲＦＶ)ꎻ２:番茄花叶病毒(ＴｏＭＶ)ꎻ３:烟草花叶病毒(ＴＭＶ)ꎻ４:番茄斑萎病毒(ＴＳＷＶ)ꎮ 灰色为阳性微滴ꎬ黑色为

阴性微滴ꎮ
图 ４　 ｄｄＰＣＲ 引物(ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＦ 和 ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＲ)对不同病毒的检测结果比较

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ (ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＦ ａｎｄ ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＲ) ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｉｒｕｓｅｓ

１~８ 分别对应的模板拷贝数为:１ μＬ １.９× １０６ 拷贝、１ μＬ １.９×

１０５拷贝、１ μＬ １.９×１０４拷贝、１ μＬ １.９×１０３拷贝、１ μＬ １.９×１０２拷

贝、１ μＬ １.９×１０１拷贝、１ μＬ １.９×１００拷贝、１ μＬ １.９×１０－１拷贝ꎮ
图 ５　 ｑＰＣＲ 扩增曲线

Ｆｉｇ.５　 ｑＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ

出ꎬ当质粒标准品拷贝数低于 １ μＬ １.９×１０２ 拷贝时ꎬ
ｑＰＣＲ 循环阈值(Ｃｔ)大于 ３０ꎬ检测结果无效ꎮ 以 １
μＬ １.９×１０２ 至 １ μＬ １.９×１０６ 拷贝的 ５ 个含量标准品

拷贝数和 Ｃｔ 值构建得到的标准曲线如图 ６ 所示ꎮ
从图 中 可 以 看 出ꎬ 标 准 曲 线 决 定 系 数 (Ｒ２)＝
０.９９９ ３ꎬ说明质粒标准品拷贝数在 １ μＬ １.９×１０２ 至

１ μＬ １.９×１０６ 拷贝时ꎬ拷贝数与 Ｃｔ 值之间存在较好

的相关性ꎬ可用于 ｑＰＣＲ 检测结果的定量分析ꎮ
２.５　 ｄｄＰＣＲ 与 ｑＰＣＲ 灵敏度和重复性比较结果

ＴｏＢＲＦＶ 质粒标准品 ｄｄＰＣＲ 与 ｑＰＣＲ 检测灵敏

度如表 ３ 所示ꎮ 从表中可以看出ꎬｑＰＣＲ 检测方法

的有效下限为 １ μＬ １.９×１０２ 拷贝ꎬ当标准品含量低

于 １ μＬ １.９×１０２ 拷贝时ꎬ检测 Ｃｔ 值大于 ３０􀆰 ００ꎬ检测

结果无效ꎻ而 ｄｄＰＣＲ 检测方法的有效下限低至 １ μＬ
１.９×１００ 拷贝ꎬ即 ｑＰＣＲ 检测方法的灵敏度是 ｑＰＣＲ
检测方法的１００倍ꎮ由于ｄｄＰＣＲ方法是基于单分

图 ６　 ｑＰＣＲ 标准曲线

Ｆｉｇ.６　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｑＰＣＲ

子计数原理ꎬ通过将反应体系分割为数万个独立微

滴进行扩增ꎬ可实现绝对定量检测ꎬ在低载毒量样本

检测中优势显著ꎮ 而 ｑＰＣＲ 方法则依赖于标准曲线

和扩增效率ꎬ这会给检测结果带来一定的误差ꎮ
　 　 ｑＰＣＲ 方法检测结果的变异系数为２.００％ ~
４􀆰 ５０％ꎬ整体稳定性较好ꎻｄｄＰＣＲ 方法检测结果

的变异系数为１.４０％ ~ ８􀆰 ００％ꎮ 由此可见ꎬ２ 种检

测方法的变异系数均≤１０􀆰 ００％ꎬ说明 ２ 种方法

的检测结果均是可靠的ꎮ 高含量样本(如 １ μＬ
１.９×１０ ２ 拷贝) ｄｄＰＣＲ 方法检测结果变异系数相

对较低ꎬ而低含量样本(如 １ μＬ １.９× １０ ０ 拷贝)
ｄｄＰＣＲ 方法检测结果变异系数相对较高ꎬ说明

ｄｄＰＣＲ 方法检测结果的重复性低于 ｑＰＣＲ 方法ꎮ
３ 名 操 作 人 员 间 隔 ７ ｄ 基 于 ｄｄＰＣＲ 方 法 对

ＴｏＢＲＦＶ质粒标准品检测的结果重复性如表 ４ 所

示ꎮ 从表中可以看出ꎬ３ 个样品拷贝数检测结果

的变异系数为１.１０％ ~ ７􀆰 ３０％ꎬ表明在不同人员

和不同时间背景下ꎬ检测结果仍能保持较高的重

复性ꎮ
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表 ３　 番茄褐色皱纹果病毒质粒标准品 ｄｄＰＣＲ 与 ｑＰＣＲ 灵敏度检测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓ ｐｌａｓｍｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｂｙ ｄｄＰＣＲ ａｎｄ ｑＰＣＲ

样品拷贝数
(拷贝ꎬ１ μＬ)

ｑＰＣＲ 循环阈值
(Ｃｔ)

变异系数
(％)

换算拷贝数
(拷贝ꎬ１ μＬ)

ｄｄＰＣＲ 拷贝数
(拷贝ꎬ１ μＬ)

变异系数
(％)

１.９×１０６ １５.６０±０.５７ ３.７０ １.７２×１０６ Ｎｏ Ｃａｌｌ

１.９×１０５ １９.１４±０.４８ ２.５０ １.６４×１０５ Ｎｏ Ｃａｌｌ

１.９×１０４ ２２.６６±０.７６ ３.３０ １.５９×１０４ Ｎｏ Ｃａｌｌ

１.９×１０３ ２６.１５±１.１８ ４.５０ １.５６×１０３ １ １２４.００±２２.９１ ２.００

１.９×１０２ ２９.４７±０.６０ ２.００ １.７２×１０２ １４５.９１±２.０１ １.４０

１.９×１０１ 无效值 １９.０６±１.０７ ５.６０

１.９×１００ 无效值 １.８５±０.１５ ８.００

１.９×１０－１ 无效值 ０
Ｎｏ Ｃａｌｌ 是指浓度过高ꎬ检测信号饱和ꎬ表现全阳性ꎮ 无效值是指 Ｃｔ 值大于 ３０􀆰 ００ꎮ

表 ４　 番茄褐色皱纹果病毒质粒标准品 ｄｄＰＣＲ 批间重复性比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒ￣ａｓｓａｙ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ｆｏｒ ｔｏｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓ ｐｌａｓｍｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

样品拷贝数
(拷贝ꎬ１ μＬ)

ｄｄＰＣＲ 拷贝数(拷贝ꎬ１ μＬ)

１ ｄ ８ ｄ １５ ｄ
平均值

(拷贝ꎬ１ μＬ)
标准差

(拷贝ꎬ１ μＬ)
变异系数

(％)

１.９×１０２ １４５.５９ １４３.０１ １４２.８９ １４３.８３ １.５３ １.１０

１.９×１０１ ２０.０６ １８.５５ １８.８５ １９.１５ ０.８０ ４.２０

１.９×１００ １.８２ ２.０８ １.８９ １.９３ ０.１４ ７.３０

２.６　 ｄｄＰＣＲ 与 ｑＰＣＲ 检测田间样品比较

田间采集得到的疑似感染 ＴｏＢＲＦＶ 的 ３０ 份样

本的检测结果如表 ５ 和表 ６ 所示ꎮ 利用 ｄｄＰＣＲ 方

法ꎬ３０ 份疑似感染 ＴｏＢＲＦＶ 样本中共检出阳性样本

２８ 份ꎬ阴性样本 ２ 份ꎬ阳性检出率为 ９３􀆰 ３％ꎬ检测下

限为 １ μＬ １１􀆰 ０５ 拷贝ꎮ 利用 ｑＰＣＲ 方法ꎬ３０ 份疑似

感染 ＴｏＢＲＦＶ 的样本中共检出阳性样本 ２３ 份ꎬ阴性

样本 ７ 份ꎬ检出阳性率为 ７６􀆰 ７％ꎬ检测下限为 １ μＬ
１６４􀆰 ６６ 拷贝ꎮ 可见ꎬｄｄＰＣＲ 方法在阳性检出率上表

现更优ꎬ且检测下限更低ꎮ

表 ５　 田间样品番茄褐色皱纹果病毒检测结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｏｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｅｌｄ ｓａｍｐｌｅｓ

样品
ｄｄＰＣＲ 拷贝数
(拷贝ꎬ１ μＬ)

变异系数
(％)

ｑＰＣＲ 循环阈值
(Ｃｔ)

变异系数
(％)

换算拷贝数
(拷贝ꎬ１ μＬ)

１ ４ ７１０.２９±１５１.１５ ３.２０ ２４.３６±０.２９ １.２０ ５ １３７.７９

２ ＋ １５.９０±０.２１ １.３０ １ ４１１ ４３２.０２

３ １ ２３６.９７±５.５８　 ０.５０ ２５.９６±０.１３ ０.５０ １ ７７６.３２

４ １１.０５±０.８３ ７.５０ －

５ ＋ １６.００±０.２１ １.３０ １ ３２０ ７８３.２５

６ １９.８３±０.９６ －

７ ＋ １５.９０±０.２０ １.２５ １ ４１３ ３０７.０８

８ ０ ０ －

９ ＋ １６.２３±０.１７ １.００ １ １３１ ５１７.７０

１０ ＋ １６.００±０.１５ １.００ １ ３２０ ７８３.２５

１１ ３ ２０５.１２±１２.３４　 ２.１０ ２４.８９±０.３１ １.１５ ４ ８７６.５４
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续表５　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ５

样品
ｄｄＰＣＲ 拷贝数
(拷贝ꎬ１ μＬ)

变异系数
(％)

ｑＰＣＲ 循环阈值
(Ｃｔ)

变异系数
(％)

换算拷贝数
(拷贝ꎬ１ μＬ)

１２ ＋ １５.８０±０.２０ １.２５ １ ３９８ ７６５.３１

１３ ８９０.６５±４.２１　 ０.４５ ２５.７８±０.１２ ０.４８ １ ６５４.３２

１４ １３.５２±１.０１ ６.８０ － － －

１５ １９.８３±０.９６ ４.８０ － － －

１６ ５０７.７７±１４.６４ ２.９０ ２７.５２±０.５９ ２.１３ ６２７.９０

１７ ２ ７４７.７０±１５.８９　 ０.６０ ２５.０７±０.０４ ０.１７ ３ ２００.５９

１８ ２ ３８９.３３±４１.０４　 １.７０ ２５.４３±０.０３ ０.１０ ２ ５２０.２７

１９ ３５８.２１±６.１９　 １.７０ ２８.３０±０.０８ ３.２８ ３７５.０４

２０ ２ ０１０.３３±９.５０　 　 ０.５０ ２５.４７±０.３６ １.４１ ２ ４４９.３５

２１ ２ ５５０.１３±１８.９６　 ０.７０ ２５.２５±０.２４ ０.９５ ２ ８５９.０５

２２ ３５０.５７±６.０４　 １.７０ ２７.８６±０.０８ ０.２７ ５０２.２５

２３ ５４１.４７±１４.００ ２.６０ ２７.４２±０.５６ ２.０４ ６７０.８２

２４ １１３.７６±３.１２　 ２.７０ ２９.５４±０.０４ ４.１０ １６４.６６

２５ ９９３.２７±６.０１　 ０.６０ ２６.３１±０.２ ０.８０ １ ４０２.４７

２６ １５.３４±０.７５ ３.５０ － － －

２７ ６２０.４５±１６.３２ ３.１０ ２６.８５±０.６２ ２.０５ ７５０.２８

２８ ０ ０ － － －

２９ ３ １００.２２±１８.５０　 ０.７０ ２４.９２±０.０５ ０.２０ ３ ５００.７５

３０ ２ ０００.１５±３５.６０　 １.６０ ２４.３５±０.０４ ０.１２ ２ ２００.３０
＋代表病毒阳性ꎻ－代表病毒阴性ꎮ

表 ６　 田间样品番茄褐色皱纹果病毒检测结果

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｂｒｏｗｎ ｒｕｇｏｓｅ ｆｒｕｉｔ ｖｉｒｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ

ｆｉｅｌｄ ｓａｍｐｌｅｓ

检测方法
样本数量

(份)
检出阳性

(份)
检出阴性

(份)
检出率
(％)

ｑＰＣＲ ３０ ２３ ７ ７６.７

ｄｄＰＣＲ ３０ ２８ ２ ９３.３

３　 讨 论

目前ꎬ基于荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术对 ＴｏＢＲＦＶ
进行检测已得到初步开展ꎬ总体来说检测灵敏度较

高ꎮ 李献锋等[２３]建立了 ＴｏＢＲＦＶ 的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ
荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ其对番茄种子总 ＲＮＡ
和重组质粒标准品的检测下限分别为 ０􀆰 ２ ｎｇ / μＬ和
１ μＬ ５０􀆰 ０ 拷贝ꎬ均为常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测灵敏度的 １００
倍ꎮ 与 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术相比ꎬ
ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术在 ＴｏＢＲＦＶ 的检测方

面表现出更高的灵敏度、准确性和稳定性[２４]ꎮ 但随

着数字 ＰＣＲ 检测技术的发展和应用ꎬ 作物病毒的检

测灵敏度和准确度得到了进一步的提高ꎬ且数字 ＰＣＲ
技术还具有绝对定量方面的优势[２２]ꎮ
３.１　 ｄｄＰＣＲ 检测方法的灵敏性

本研究结果表明ꎬｄｄＰＣＲ 方法对 ＴｏＢＲＦＶ 的检测

下限为 １ μＬ １.９×１００ 拷贝ꎬ而 ｑＰＣＲ 方法的检测下限

为 １ μＬ １.９×１０２ 拷贝ꎬ即 ｄｄＰＣＲ 方法的检测灵敏度

是 ｑＰＣＲ 检测方法的 １００ 倍ꎬ这与丁钿[２５]的研究结果

一致ꎮ 此外ꎬ２ 种检测方法的定量数值亦存在一定差

异ꎬ这可能是 ２ 种方法的检测原理差异导致的ꎮ
ｄｄＰＣＲ 方法是基于单分子计数原理ꎬ将反应体系分割

成数万个微滴ꎬ每个微滴独立进行 ＰＣＲ 反应ꎬ从而实

现绝对定量ꎬ避免了 ｑＰＣＲ 方法对标准曲线和扩增效

率的依赖ꎬ这在低浓度病毒样本检测中具有明显的优

势ꎮ ３０ 份田间疑似感染 ＴｏＢＲＦＶ 的样本中ꎬｄｄＰＣＲ
方法的阳性检出率达 ９３􀆰 ３％ꎬ检测下限为 １ μＬ １１􀆰 ０５
拷贝ꎬ ｑＰＣＲ 方法的阳性检出率为 ７６􀆰 ７％ꎬ检测下限

为 １ μＬ １６４􀆰 ６６ 拷贝ꎬ这说明 ｄｄＰＣＲ 方法能更灵敏地

检测出田间感染 ＴｏＢＲＦＶ 的样本ꎮ 基于 ２ 种检测方

７３９华明艳等:基于微滴式数字 ＰＣＲ 技术检测番茄褐色皱纹果病毒方法的建立与评价



法在性能方面的差异ꎬｄｄＰＣＲ 方法更适合用于 Ｔｏ￣
ＢＲＦＶ 的早期诊断及载毒量定量、种苗检疫及精准监

测ꎬ为 ＴｏＢＲＦＶ 的防控策略制定、抗病品种选育提供

依据ꎮ ｑＰＣＲ 方法虽灵敏度较低ꎬ但操作简便、检测成

本低、重复性稳定ꎬ更适合于田间大规模样本筛查及

常规监测ꎮ 实际应用中ꎬ可利用 ｑＰＣＲ 初筛与 ｄｄＰＣＲ
复核的组合检测模式ꎬ降低大规模检测成本ꎬ确保检

测准确性ꎬ实现 ＴｏＢＲＦＶ 的高效、准确和规模化检测ꎮ
３.２　 ｄｄＰＣＲ 方法的重复性

在植物病毒检测中ꎬ重复性是评估检测方法可

靠性的核心ꎮ 本研究中 ｑＰＣＲ 方法对 ＴｏＢＲＦＶ 检测

结果的变异系数为２.００％~ ４􀆰 ５０％ꎬ而 ｄｄＰＣＲ 方法

对 ＴｏＢＲＦＶ 检测结果的变异系数为１.４０％~ ８􀆰 ００％ꎮ
这说明 ｑＰＣＲ 方法的检测结果重复性好于 ｄｄＰＣＲ
方法ꎮ 其原因可能在于 ｄｄＰＣＲ 的微滴分割存在一

定的随机性ꎮ 当模板含量接近单分子水平时ꎬ部分

微滴可能因未包裹模板而使扩增结果呈阴性ꎬ导致

阳性微滴计数存在一定的波动ꎮ 实际检测中ꎬ对低

含量样本可增加重复次数ꎬ并结合阳性微滴绝对数

量判读结果ꎬ以降低误差ꎮ 在不同批次检测结果的

重复性方面ꎬ ３ 名操作人员间隔 ７ ｄ 利用 ｄｄＰＣＲ 方

法对 ＴｏＢＲＦＶ 检测 结 果 的 变 异 系 数 为 １.１０％~
７􀆰 ３０％ꎬ这说明 ｄｄＰＣＲ 方法对不同人员不同时间的

检测均表现出较高的重复性ꎮ 此外ꎬ目前 ｄｄＰＣＲ 分

析中用的设备有 ＱＸ２００ 微滴式数字 ＰＣＲ 系统[１９]、
Ｑｉａｇｅｎ ＱＩＡｃｕｉｔｙ Ｏｎｅ ２￣ｐｌｅｘ 数字 ＰＣＲ 系统[２０]、新羿

ＴＤ￣１ 微滴式数字 ＰＣＲ 系统[２１] 等ꎬ这些系统在病毒

检测方面均表现出较好的重复性ꎬ本研究使用的

ｄｄＰＣＲ 系统是深圳博瑞生物科技有限公司生产的

Ｓ６ 型数字 ＰＣＲ 仪ꎬ在 ＴｏＢＲＦＶ 检测中同样表现出

较好重复性ꎮ
３.３　 ｄｄＰＣＲ 引物的特异性

引物特异性是衡量病毒检测方法可靠性的重要

指标ꎮ 本研究利用 ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＦ 和 ＴｏＢＲＦＶ￣ＣｑＲ 为

ｄｄＰＣＲ 引物对 ＴｏＢＲＦＶ 及其同属的番茄花叶病毒

(ＴｏＭＶ)、烟草花叶病毒 ( ＴＭＶ) 及番茄斑萎病毒

(ＴＳＷＶ) 进行微滴数字 ＰＣＲ 扩增ꎮ 结果发现ꎬ
ｄｄＰＣＲ 引物对 ＴｏＢＲＦＶ 具有高度特异性ꎬ仅对 Ｔｏ￣
ＢＲＦＶ 呈现阳性反应ꎬ对番茄花叶病毒、烟草花叶病

毒和番茄斑萎病毒均无交叉反应ꎬ这为 ＴｏＢＲＦＶ 精

准诊断提供了有力保障ꎮ
综上ꎬ本研究建立的基于 ｄｄＰＣＲ 技术的 Ｔｏ￣

ＢＲＦＶ 检测方法ꎬ在灵敏度、特异性及田间检测准确

性上显著优于传统 ｑＰＣＲ 方法ꎬ为 ＴｏＢＲＦＶ 的早期

诊断、精准防控及种苗检疫提供了高效技术手段ꎮ
通过明确 ｄｄＰＣＲ 与 ｑＰＣＲ 的应用适配性ꎬ初步构建

了“精准检测 ＋ 大规模筛查”的 ＴｏＢＲＦＶ 综合检测

体系ꎬ以抵御 ＴｏＢＲＦＶ 威胁ꎬ实现番茄及相关蔬菜产

业的健康可持续发展ꎮ
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