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摘要:南方水稻黑条矮缩病毒( SRBSDV) 和水稻黑条矮缩病毒( RBSDV) 在病害症状、传播介体及寄主等方面非
常相似，田间很难对其进行诊断及鉴定。根据 SRBSDV 与 RBSDV 外壳蛋白( CP) 基因核苷酸序列差异设计特
异性引物，建立一种快速、准确的双重 PT-PCR鉴别方法，为 SRBSDV和 RBSDV的流行监测提供技术支持。
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Abstract: Southern rice black-streaked dwarf virus ( SRBSDV ) and rice black-streaked dwarf virus
( RBSDV) are two important virus diseases in rice． They share many similar characters，such as symptoms，
vectors and host range etc．，causing difficulty in discrimination of the two viruses． In this study，three primers
were designed based on the reported CP gene，and a duplex RT-PCR protocol for the detection of two viruses
was developed，which provides a rapid and specific method for simultaneous detection of SRBSDV and RBSDV．
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水稻黑条矮缩病毒( rice black-streaked dwarf virus，RBSDV) 早在 1963 年在我国就有报道［1］，20 世
纪 90 年代曾在东南亚国家及浙江一带稻区流行，造成严重损失［2］。近年来，该病在江苏、浙江、山东等
地又有发生，且呈明显上升趋势。南方水稻黑条矮缩病毒( southern rice black-streaked dwarf virus，SRBS-
DV) ，是水稻上新发生的一种病害，周国辉等［3 － 4］

于 2001 年在广东省阳西县首次发现一种症状类似于
RBSDV的水稻新病毒病，并于 2008 年将该病毒鉴定为呼肠孤病毒科( Reoviridae) 斐济病毒属( Fijivirus)
第 2 组的一个建议新种。该病毒 2009年在越南北部 19个省和我国南部 9个省区流行成灾，超过 30万 hm2
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单季稻和晚稻受害，约 0． 6 万 hm2
水稻失收

［5］。2010 年暴发成灾，我国南部 13 省，中稻超 33． 3 万 hm2，

晚稻超 133． 3 万 hm2
受害
［5 － 7］。SRBSDV和 RBSDV这 2 种病毒为害水稻的症状极其相似，田间很难对

其进行诊断及鉴定。目前国内外针对 SRBSDV 和 RBSDV 检测方法的报道较多，但这些报道多局限于
单种病毒的检测

［8 － 11］。本研究根据 SRBSDV 和 RBSDV 外壳蛋白( CP) 基因核苷酸序列差异设计特异
性引物，建立了一种双重 RT-PCR同时快速鉴别这 2 种病毒的方法，旨在为调查明确这两种病毒的发生
为害提供技术支持。

1 材料与方法
1． 1 供试材料
对照样品为华南农业大学周国辉教授惠赠的已经鉴定的南方水稻黑条矮缩病株、齿叶矮缩病株和

水稻黑条矮缩病株。8 株水稻矮缩病株待测样品于 2011 年采自江西南昌地区水稻发病田，其中 5 株具
有典型的 SRBSDV或 RBSDV侵染的症状，表现为植株矮缩且茎秆表面有蜡点状白色瘤状突起，其余 3
株除具有上述症状外，还具有齿叶矮缩病毒( RRSV) 侵染的典型症状，表现为植株矮缩、叶尖旋转、叶缘
有缺刻。活株剪掉上半部后种植于光照培养箱中，病株地上部分则保存于 － 80 ℃超低温冰箱中。
1． 2 引物设计
根据 GenBank已登陆的 SRBSDV 和 RBSDV 的核苷酸序列，使用 Primer Premier 5． 0 和 NCBI 的

Primer-BLAST设计特异性引物 S /RBSDV-F、SRBSDV-R和 RBSDV-R。
1． 3 总 RNA提取
取新鲜幼嫩水稻病叶 0． 1 g于液氮条件下研磨，参照 TRIzol试剂盒使用说明提取病叶总 RNA。

1． 4 RT － PCR扩增
以提取的总 RNA为模板，在 M － MLV 反转录酶作用下，用随机引物合成 cDNA。再以 cDNA 为模

板，进行 PCR扩增，使用常规 PCR反应体系，引物为 3 条。PCR 反应条件为 95 ℃预变性 4 min; 95 ℃
30 s，52 ℃ 45 s，72 ℃ 45 s，共 35 个循环; 72 ℃延伸 10 min。PCR 产物于 10 g /L 琼脂糖凝胶中电泳，
用溴化乙锭染色后在凝胶成像系统下观察记录。
1． 5 RT － PCR产物测序及序列分析
将 RT － PCR产物稀释 50 倍，取 1 μL为模板，以 S /RBSDV － F和 SRBSDV － R为引物，进行 50 μL

体积的 PCR反应，将产物送生工生物工程( 上海) 有限公司测序。测序结果与 GenBank 数据库中的已
知序列进行 BLAST比对。利用软件 CLUSTAL X1． 83、DNAstar 进行多序列比对和同源性分析。

2 结果与分析
2． 1 同时检测 SRBSDV和 RBSDV的引物设计
根据 GenBank上已登陆的 SRBSDV和 RBSDV 分离物 CP 基因核苷酸序列，设计出引物 S /RBSDV

－ F 5' － CGTGAAGTTCCTGCTCAAATGG －3'，SRBSDV － R 5' － AAGTGCAGACAGTCCAGYTAGTTC － 3'
和 RBSDV － R 5' － ARGAAGAAACGTTGGCGGAAAGT －3'。S /RBSDV － F 根据 CP 基因保守区域设计，
为扩增 2 种病毒特异性片段的通用正向引物，SRBSDV － R和 RBSDV － R根据变异区域设计，前者用于
扩增 SRBSDV特异性片段的反向引物，后者为扩增 RBSDV特异性片段的反向引物( 图 1) 。
2． 2 双重 RT － PCR的特异性检测
采用 S /RBSDV － F、SRBSDV － R和 RBSDV － R 3 条引物同时扩增的双重 RT － PCR 方法对阳性样

品进行特异性检测。结果如图 2 所示，3 条引物能有效地从对照阳性病株中扩增出单一的目的片段，在
SRBSDV的阳性对照中特异性的扩增出一条约 400 bp 大小的条带，在 RBSDV 的阳性对照中特异性的
扩增出一条约 1 000 bp大小的条带，与预期相符。RRSV阳性对照和水稻健康植株未扩增出任何条带。
说明本实验设计的 3 条引物具有很好的特异性，仅能从感病的水稻总 RNA 抽提物中扩增出预期的片
段，不能从健康水稻总 RNA 抽提物及非目标 dsRNA中扩增出任何产物。
2． 3 水稻矮缩样品检测
采用本研究建立的双重 RT － PCR方法对采自江西南昌的 8 株水稻矮缩样品进行检测，其中 5 株具
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图 1 引物设计策略简图
Fig． 1 The strategy of primer design

M: DL 2000; 1 － 2: SRBSDV阳性对照; 3 － 4: RBSDV阳性对照; 5:健康植株;
6: RRSV阳性对照。

M: DL 2000; 1 － 2: SRBSDV positive control; 3 － 4: RBSDV positive control; 5:
Healthy plant; 6: RRSV positive control．

图 2 阳性对照样品的 RT － PCR扩增
Fig． 2 RT-PCR of SRBSDV and RBSDV positive control samples

M: DL 2000; 1: SRBSDV阳性对照; 2 － 4:除具有 SRBSDV/RBSDV侵染的典
型症状外，还具有 RRSV 侵染的典型症状; 5: 健康植株; 6 － 10: 具有 SRBSDV/
RBSDV侵染的典型症状; 11: RBSDV 阳性对照。

M: DL 2000; 1: SRBSDV positive control; 2 － 4: Rice samples collected from
fields with SRBSDV/RBSDV and RRSV typical symptoms; 5: Healthy plant; 6 － 10:
Rice samples collected from fields with SRBSDV/RBSDV typical symptoms; 11: RBS-
DV positive control．

图 3 田间水稻矮缩样品 SRBSDV和 RBSDV的 RT-PCR检测
Fig． 3 Detection of RBSDV and SRBSDV in diseased rice collected from fields

有典型的 SRBSDV 或 RBSDV
侵染的症状，其余 3 株还具有
RRSV 侵染的典型症状，表现
为复合侵染的水稻矮缩病株样

品。检测结果如图 3 所示，8
个待测样品均特异性的扩增出

一条约 400 bp 大小的核酸条
带，大小与 SRBSDV 阳性对照
一致，未扩增到 1 000 bp 大小
的核酸条带，说明这 8 个水稻
矮缩样品均为 SRBSDV 侵染，
未检测到 RBSDV。
2． 4 RT-PCR产物序列分析
为进一步验证方法的可靠

性，对泳道 2 和泳道 7 的 RT-
PCR 产物进行测序。测序结
果表明两者具有很高的一致

率，只有 1 个碱基差别 ( A296 /
C ) ， GenBank 登 录 号 为
JQ927008 和 JQ927009。将获
得的序列与 GenBank 数据库
中已知序列进行 Blast分析，采
用软件计算同源性。结果表
明，本 研 究 获 得 的 片 段 与

SRBSDV的同源性高达 98． 0%
～ 100%，与 RBSDV 的最高同
源性为 84． 9%。进一步说明
本研究建立的双重 PT-PCR 方
法可以有效地对田间采集的水

稻矮缩样品进行 SRBSDV 和
RBSDV的快速检测与鉴别。
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3 结论与讨论
近年来由南方水稻黑条矮缩病毒和水稻黑条矮缩病毒引起的水稻矮缩病在华南、华东等地区暴发

流行，给水稻生产带来严重损失［7］。开展对这 2 种病毒的调查，明确其发生、分布及危害，是抗病育种及
病害防治的前提。SRBSDV和 RBSDV这 2 种病毒在病害症状、传播介体及寄主方面极其相似［4］，田间
很难对其进行诊断及鉴定。且由于 SRBSDV 是新发现病毒，与 RBSDV 在粒子形态、基因组电泳图谱、
基因组结构及已知片段功能等方面也极其接近

［4］，之前只根据 RBSDV 特征建立的 RBSDV 检测鉴定方
法由于未考虑 SRBSDV，多不能对 SRBSDV 和 RBSDV 进行鉴别区分。目前国内外针对 SRBSDV 和
RBSDV检测方法的报道较多，但这些报道多局限于单种病毒的检测，对 2 种病毒的检测需通过 2 次试
验分别进行

［8 － 11］。2011 年季英华等［12］首次报道根据已知 2 个 SRBSDV 和 11 个 RBSDV 分离物 S9 序
列设计引物建立了对这 2 种病毒同时进行检测的 RT － PCR方法。但是，病毒变异快，只根据个别分离
物序列设计引物，很可能会发生漏检甚至错检。
外壳蛋白( CP) 是斐济病毒属的结构蛋白之一，主要功能是保护病毒基因组免遭各种理化因子及环

境中各种不利因素的破坏，是斐济病毒属基因组中最为保守的基因之一 ［13］。本研究根据目前 GenBank
上已登陆的约 100 条 SRBSDV和 70 条 RBSDV 分离物 CP 基因核苷酸高度保守区和变异区设计引物，
能完全匹配 90 个 SRBSDV分离物和 52 个 RBSDV分离物，不能完全匹配的分离物与引物之间发生错配
的位点也多在引物的 5'端，不影响目的片段的扩增，建立了一种快速、准确的鉴别方法，改进了以往通
过 2 次试验分别检测这 2 种病毒的方法，只需 1 次 RT-PCR即可实现 2 种病毒的检测与鉴别，可以减小
实际检测的工作量，提高检测效率，节省检测成本，为 SRBSDV和 RBSDV这 2 种病毒的流行监测提供了
技术支持。
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