
书书书

犐犆犛６５．０２０
犅１６

中华人民共和国出入境检验检疫行业标准

犛犖／犜４８７７．１３—２０１９

基因条形码筛查方法

第１３部分：检疫性马铃薯犢病毒属病毒

犇犖犃犫犪狉犮狅犱犻狀犵狊犮狉犲犲狀犻狀犵犿犲狋犺狅犱—犘犪狉狋１３：犙狌狉犪狀狋犻狀犲犘狅狋狔狏犻狉狌狊犲狊

２０１９０９０３发布 ２０２００３０１实施

中华人民共和国海关总署 发 布



书书书

前　　言

　本部分按照ＧＢ／Ｔ１．１—２００９给出的规则起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。

本部分由中华人民共和国海关总署提出并归口。

本部分起草单位：中华人民共和国北京海关、中华人民共和国青岛海关。

本部分主要起草人：邓丛良，刘兴亮、张丽杰、王英超、赵晓丽、骆卫峰、郑春生。
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SN/T  4877《基因条形码筛查方法》分为15个部分：

— — 第 1 部 分 ： 检 疫 性 棒 形 杆 菌 ；

— — 第 2 部 分 ： 检 疫 性 黄 单 胞 菌 ；

— — 第 3 部 分 ： 检 疫 性 植 原 体 ；

— — 第 4 部 分 ： 检 疫 性 茎 点 霉 ；

— — 第 5 部 分 ： 检 疫 性 拟 茎 点 霉 ；

— — 第 6 部 分 ： 检 疫 性 嗜 酸 菌 ；

— — 第 7 部 分 ： 检 疫 性 轮 枝 菌 ；

— — 第 8 部 分 ： 检 疫 性 炭 疽 菌 ；

— — 第 9 部 分 ： 检 疫 性 腥 黑 粉 菌 ；

— — 第 1 0 部 分 ： 检 疫 性 疫 霉 ；

— — 第 1 1 部 分 ： 检 疫 性 异 株 苋 亚 属 ；

— — 第 1 2 部 分 ： 黄 瓜 绿 斑 驳 花 叶 病 毒  ；

— — 第 1 3 部 分 ： 检 疫 性 马 铃 薯 Y 病 毒 属 病 毒 ；

— — 第 1 4 部 分 ： 检 疫 性 南 方 菜 豆 花 叶 病 毒 属 病 毒 ；

— — 第 1 5 部 分 ： 检 疫 性 叶 点 霉 。

本 部 分 为 SN/ T  4877的 第 1 3 部 分 。



基因条形码筛查方法

第１３部分：检疫性马铃薯犢病毒属病毒

１　范围

本部分规定了检疫性马铃薯Ｙ病毒属病毒的基因条形码筛查方法中ＲＮＡ提取、基因扩增、序列的

比对分析及结果判定等。

本部分适用于寄主植物中马铃薯Ｙ病毒属中检疫性病毒的筛查。

２　规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本

文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

ＳＮ／Ｔ２１２２　进出境植物及植物产品检疫抽样。

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

犇犖犃条形码（犇犖犃犫犪狉犮狅犱犲）

ＤＮＡ条形码是指生物体内能够代表该物种的、标准的、有足够变异的、易扩增且相对较短的ＤＮＡ

片段。

４　马铃薯犢病毒属基本信息

中文名称：马铃薯Ｙ病毒属

学　　名：犵犲狀狌狊犘狅狋狔狏犻狉狌狊

马铃薯Ｙ病毒属属于马铃薯Ｙ病毒科（犘狅狋狔狏犻狉犻犱犪犲），是已知最大的植物病毒属之一，占到已知植

物病毒的２０％以上，其代表种是马铃薯Ｙ病毒（犘犪狋犪狋狅狏犻狉狌狊犢，ＰＶＹ）。该属病毒包括香蕉苞片花叶

病毒（犅犪狀犪狀犪犫狉犪犮狋犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＢＢｒＭＶ）、李痘病毒（犘犾狌犿狆狅狓狏犻狉狌狊，ＰＰＶ）、马铃薯Ａ病毒（犘狅狋犪狋狅

狏犻狉狌狊Ａ，ＰＶＡ）和马铃薯Ｖ病毒（犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊Ａ，ＰＶＶ）４种检疫性植物病毒。有关该病毒属的其他信

息参见附录Ａ。

５　方法原理

以马铃薯Ｙ病毒属病毒的基因组序列中的保守区域设计合成简并引物，建立该病毒属病毒基因条

形码筛查方法；并对ＰＣＲ产物进行序列测定，通过序列分析确定病毒种类。因此，马铃薯Ｙ病毒属的

分子生物学特征是制定本检测鉴定方法的主要依据。
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６　仪器设备与试剂

６．１　仪器设备与用具

研磨仪，微量天平（感量：０．００１ｇ），ＰＣＲ仪，电泳仪，水平电泳槽，凝胶成像仪，高速冷冻台式离心

机，水浴槽或恒温孵育器，ｐＨ 计，各种量程的可调移液器（１０００μＬ、２００μＬ、１００μＬ、２０μＬ、１０μＬ、

２μＬ）等。

６．２　试剂

试剂见附录Ｂ。

７　筛查鉴定方法

７．１　抽样检查

按照ＳＮ／Ｔ２１２２给出的方法进行抽样、取样。

７．２　犚犜犘犆犚方法

按附录Ｂ给出的方法，进行通用ＲＴＰＣＲ检测。用已知病毒分离物作阳性对照，健康植物组织作

阴性对照，并设置空白对照。

７．３　序列测定与分析

将ＰＣＲ产物回收后，进行克隆、测序，或者ＰＣＲ产物直接测序（序列测定可由专业的生物公司完

成）。把测定的核苷酸序列及翻译后的氨基酸序列与已知马铃薯Ｙ病毒属的病毒序列（参见附录Ｃ）进

行比对。采用邻接法（或者利用 ＭＥＧＡ６的ＮＪ算法）构建系统发育树。

　注：序列比对可利用ＮＣＢＩ网站上的ＢＬＡＳＴ软件进行，网址为ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／

８　结果判定

８．１　ＲＴＰＣＲ方法检测结果为阴性，则判定未检出马铃薯Ｙ病毒属病毒。

８．２　ＲＴＰＣＲ方法检测结果为阳性，则进行序列测定与分析：

ａ）　如果翻译后氨基酸序列与马铃薯Ｙ病毒属已知病毒氨基酸序列同源性最高且大于８０％，则判

定检出马铃薯Ｙ病毒属病毒（具体病毒种类还需采用其他方法进一步鉴定）。

ｂ）　如果翻译后氨基酸序列与马铃薯Ｙ病毒属已知病毒序列同源性小于８０％：

———如果系统发育分析表明与马铃薯Ｙ病毒属病毒聚为一群，则判定检出马铃薯Ｙ病毒属病

毒（具体病毒种类还需采用其他方法进一步鉴定）；

　注：所检测到的病毒可能属于基因组序列尚未测定的已知病毒或尚未报道的新的病毒种类。

———如果系统发育分析表明与马铃薯Ｙ病毒属病毒未聚为一群，则判定未检出马铃薯Ｙ病毒

属病毒。

ｃ）　如果测定的基因组序列与马铃薯Ｙ病毒属中的ＰＰＶ、ＰＶＡ、ＰＰＶ和ＢＢｒＭＶ中植物病毒基因

组序列同源性最高，则判定筛查出检疫性植物病毒，需要根据具体病毒的检疫鉴定标准方法进

行最终鉴定到种。
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９　结果记录

记录样品信息和检测数据，包括样品来源、植物种类、取样时间与地点，检测时间、方法和结果以及

人员签字。ＲＴＰＣＲ凝胶电泳检测应保存电泳照片，测序结果保存测序报告图。

１０　样品保存

检出马铃薯Ｙ病毒属的样品应妥善保存在超低温冰箱中，或冻干后低温保存，并作好登记和标识，

以备复核。
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附　录　犃

（资料性附录）

马铃薯犢病毒属基本信息

犃．１　病毒粒体形态

马铃薯Ｙ病毒属的病毒粒体为线状粒子，通常长约６８０～９００ｎｍ，直径１２～１５ｎｍ，螺旋对称结构，

螺距约３．４ｎｍ。该属病毒外壳蛋白由一种多肽组成，分子量为２８～３８ｋＤａ，占整个病毒粒体９５％的重

量（图Ａ．１）。

图犃．１　马铃薯犢病毒属病毒的粒体结构

（ｈｔｔｐ：／／ｖｉｒａｌｚｏｎｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ａｌｌ＿ｂｙ＿ｓｐｅｃｉｅｓ／５０．ｈｔｍｌ）

犃．２　病毒的基因组结构与功能

马铃薯Ｙ病毒属病毒为单分体正单链ＲＮＡ病毒，全长约１０Ｋｂ，在ＲＮＡ基因组的５′末端共价连

接一个蛋白质，称ＶＰｇ（Ｖｉｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ｇｅｎｏｍｅｌｉｎｋｅｄ），约２４ｋＤａ，３′末端具有一个ｐｏｌｙ（Ａ）尾，５′和３′

末端各有一段非翻译区（ＵＴＲ）；整个基因组的第一个可读框编码一个大的多聚蛋白（ｐｏｌｙｐｒｏｔｅｉｎ），经

过翻译加工成具有不同功能的蛋白。加工后的成熟蛋白从Ｎ端到Ｃ端依次为：Ｐ１蛋白、ＨＣＰｒｏ蛋白、

Ｐ３蛋白、６Ｋ１蛋白、ＣＩ蛋白、６Ｋ２蛋白、ＶＰｇ蛋白、ＮＩａ蛋白、ＮＩｂ蛋白和外壳蛋白ＣＰ（Ｈａｒｉ，１９８１；

ＤｏｕｇｈｅｒｔｙａｎｄＣａｒｒｉｎｇｔｏｎ，１９８８；Ｍｕｒｐｈｙｅｔａｌ．，１９９５）。其中三个病毒基因组自身编码的蛋白（Ｐ１、

ＨＣＰｒｏ和ＮＩａ蛋白）为具有自我切割和切割其他蛋白能力的蛋白酶，且其切割位点具有一定的特异性

（ＤｏｕｇｈｅｒｔｙａｎｄＳｅｍｌｅｒ，１９９３）。最新研究表明，马铃薯Ｙ病毒科病毒还编码一个短的可读框，位于Ｐ３

顺反子中，它由＋２读框翻译，其编码产物被称为ＰＩＰＯ（ＰｒｅｔｔｙＩｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇ犘狅狋狔狏犻狉犻犱犪犲ＯＲＦ）蛋白

（Ｃｈｕｎｇｅｔａｌ．，２００８）。马铃薯Ｙ病毒属基因组结构特征见图Ａ．２。

图犃．２　马铃薯犢病毒属基因组结构特征（来源同图犃．１）
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犃．３　马铃薯犢病毒属的部分病毒种类

马铃薯Ｙ病毒属的部分病毒种类见表Ａ．１。

表犃．１　马铃薯犢病毒属的部分病毒种类

编号 中文名 学名

１ 山姜花叶病毒 犃犾狆犻狀犻犪犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＡＩｐＭＶ）

２ 六出花花叶病毒 犃犾狊狋狉狅犲犿犲狉犻犪犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＡＩＭＶ）

３ 苋叶斑驳病毒 犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊犾犲犪犳犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊（ＡｍＬＭＶ）

４ 萝雐花叶病毒 犃狉犪狌犼犻犪犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＡｒｊＭＶ）

５ 菊芋潜隐病毒 犃狉狋犻犮犺狅犽犲犾犪狋犲狀狋狏犻狉狌狊（ＡｒＬＶ）

６ 天门冬病毒１号 犃狊狆犪狉犪犵狌狊狏犻狉狌狊犾（ＡＶ１）

７ 香蕉苞片花叶病毒 犅犪狀犪狀犪犫狉犪犮狋犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＢＢｒＭＶ）

８ 菜豆普通花叶坏死病毒 犅犲犪狀犮狅犿犿狅狀犿狅狊犪犻犮狀犲犮狉狅狊犻狊狏犻狉狌狊（ＢＣＭＮＶ）

９ 菜豆普通花叶病毒 犅犲犪狀犮狅犿犿狅狀犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＢＣＭＶ）

１０ 菜豆黄花叶病毒 犅犲犪狀狔犲犾犾狅狑犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＢＹＭＶ）

１１ 甜菜花叶病毒 犅犲犲狋犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＢｔＭＶ）

１２ 鬼针草斑驳病毒 犅犻犱犲狀狊犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊（ＢｉＭｏＶ）

１３ 虾脊兰轻型花叶病毒 犆犪犾犪狀狋犺犲犿犻犾犱犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣａＩＭＭＶ）

１４ 豆蔻花叶病毒 犆犪狉犱犪犿狅犿犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣｄＭＶ）

１５ 麝香石竹脉斑驳病毒 犆犪狉狀犪狋犻狅狀狏犲犻狀犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊（ＣＶＭｏＶ）

１６ 胡萝卜细叶病毒 犆犪狉狉狅狋狋犺犻狀犾犲犪犳狏犻狉狌狊（ＣＴＬＶ）

１７ 芹菜花叶病毒 犆犲犾犲狉狔犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣｅＭＶ）

１８ Ｃｅｒａｔｏｂｉｕｍ花叶病毒 犆犲狉犪狋狅犫犻狌犿犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣｅｒＭＶ）

１９ 南美红辣椒脉斑驳病毒 犆犺犻犾犾犻狏犲犻狀犪犾犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊（ＣｈｉＶＭＶ）

２０ 三叶草黄脉病毒 犆犾狅狏犲狉狔犲犾犾狅狑狏犲犻狀狏犻狉狌狊（ＣｌＹＶＶ）

２１ 鸭茅线条病毒 犆狅犮犽狊犳狅狅狋狊狋狉犲犪犽狏犻狉狌狊（ＣＳＶ）

２２ 哥伦比亚曼陀罗病毒 犆狅犾狅犿犫犻犪狀犱犪狋狌狉犪狏犻狉狌狊（ＣＤＶ）

２３ 鸭跖草花叶病毒 犆狅犿犿犲犾犻狀犪犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣｏｍＭＶ）

２４ 豇豆蚜传花叶病毒 犆狅狑狆犲犪犪狆犺犻犱犫狅狉狀犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣＡＢＭＶ）

２５ 豇豆绿色脉带病毒 犆狅狑狆犲犪犵狉犲犲狀狏犲犻狀犫犪狀犱犻狀犵狏犻狉狌狊（ＣＧＶＢＶ）

２６ 芋花叶病毒 犇犪狊犺犲犲狀犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＤｓＭＶ）

２７ 曼陀罗带化病毒 犇犪狋狌狉犪狊犺狅犲狊狋狉犻狀犵狏犻狉狌狊（ＤＳＳＶ）

２８ 苣荬菜坏死花叶病毒 犈狀犱犻狏犲狀犲犮狉狅狋犻犮犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＥＮＭＶ）

２９ 香雪兰花叶病毒 犉狉犲犲狊犻犪犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＦｒｅＭＶ）

３０ 嘉兰条斑花叶病毒 犌犾狅狉犻狅狊犪狊狋狉犻狆犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＧＳＭＶ）

３１ 花生眼斑病毒 犌狉狅狌狀犱狀狌狋犲狔犲狊狆狅狋狏犻狉狌狊（ＧＥＶ）

３２ 羊草花叶病毒 犌狌犻狀犲犪犵狉犪狊狊犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＧＧＭＶ）

３３ 堆心菊Ｙ病毒 犎犲犾犲狀犻狌犿狏犻狉狌狊犢（ＨＶＹ）
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编号 中文名 学名

３４ 天仙子花叶病毒 犎犲狀犫犪狀犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＨＭＶ）

３５ 朱顶红花叶病毒 犎犻狆狆犲犪狊狋狉狌犿犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＨｉＭＶ）

３６ 风信子花叶病毒 犎狔犪犮犻狀狋犺犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＨｙａＭＶ）

３７ 暗黄鸢尾花叶病毒 犐狉犻狊犳狌犾狏犪犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＩＦＭＶ）

３８ 鸢尾轻型花叶病毒 犐狉犻狊犿犻犾犱犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＩＭＭＶ）

３９ 鸢尾重型花叶病毒 犐狉犻狊狊犲狏犲狉犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＩＳＭＶ）

４０ 石茅高粱花叶病毒 犑狅犺狀狊狅狀犵狉犪狊狊犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＪＧＭＶ）

４１ 伽蓝菜花叶病毒 犓犪犾犪狀犮犺狅犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＫＭＶ）

４２ 魔芋花叶病毒 犓狅狀犼犪犮犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＫｏＭＶ）

４３ 韭葱黄条病毒 犔犲犲犽狔犲犾犾狅狑狊狋狉犻狆犲狏犻狉狌狊（ＬＹＳＶ）

４４ 李痘病毒 犘犾狌犿狆狅狓狏犻狉狌狊（ＰＰＶ）

４５ 马铃薯Ａ病毒 犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犃 （ＰＶＡ）

４６ 马铃薯Ｖ病毒 犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犞 （ＰＶＶ）

４７ 马铃薯Ｙ病毒 犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犢 （ＰＶＹ）
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附　录　犅

（规范性附录）

通用犚犜犘犆犚检测方法

犅．１　主要试剂

犅．１．１　犚犖犃提取试剂

ＴＲＩｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ、氯仿、异丙醇、７０％乙醇、焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）处理的双蒸水。

犅．１．２　犚犜犘犆犚试剂

５×ＲＴ缓冲液、ｄＮＴＰ混合液（各１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＭＭｕＬＶ反转录酶（２００Ｕ／μＬ）、ＲＮＡ酶抑制剂

（４０Ｕ／μＬ）、１０×ＰＣＲ缓冲液（含２０ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｇ
２＋）、犜犪狇ＤＮＡ聚合酶（２．５Ｕ／μＬ）。

犅．１．３　１０×犜犅犈缓冲液 （犜狉犻狊犅狅狉犪狋犲犈犇犜犃）

Ｔｒｉｓ碱　 １０８ｇ

硼酸　 ５５ｇ

Ｎａ４ＥＤＴＡ　 ９．３ｇ

加双蒸水溶解，定容到１Ｌ。

犅．１．４　电泳试剂

琼脂糖、０．５μｇ／μＬ的溴化乙锭溶液、１０×ＴＢＥ缓冲液。

犅．２　引物序列与合成

设计的上游引物ＰｏｔｙＣＰＦ和下游引物ＰｏｔｙＣＰＲ位于ＣＰ段，上游引物ＰｏｔｙＣＰＦ：５′ＡＴＧＧＴ

ＨＴＧＧＴＧＹＡＴＨＧＡＲＡＡＹＧＧ３′，下游引物ＰｏｔｙＣＰＲ：５′ＴＧＣＴＧＣＫＧＣＹＴＴＣＡＴＹＴＧ３′，Ｈ

＝ Ａ／Ｔ／Ｃ，Ｙ＝Ｃ／Ｔ，Ｒ＝ Ａ／Ｇ，Ｋ＝Ｔ／Ｇ，片段约３３０ｂｐ。

犅．３　总犚犖犃的提取

采用ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ方法提取病叶总ＲＮＡ，具体操作如下：

———取０．１ｇ的病叶放入研钵中，加入１ｍＬ的 ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ充分研磨，１５℃～３０℃下静置

５ｍｉｎ。

———在２℃～８℃下１２０００×犵离心１０ｍｉｎ；把上清液转移到一新管中，并加入０．２ｍＬ氯仿，盖好

管盖，剧烈振荡１５ｓｅｃ，１５℃～３０℃放置３ｍｉｎ。

———４℃１２０００×犵离心１５ｍｉｎ，取上层无色水相（约６００μＬ）转移到新管中。

———在得到的水相溶液中加入等体积异丙醇，混匀，１５℃～３０℃静置１０ｍｉｎ。

———２℃～８℃下１２０００×犵离心１０ｍｉｎ。弃上清，加入１ｍＬ７５％乙醇洗涤沉淀。

———２℃～８℃下７５００×犵离心３ｍｉｎ，弃尽上清液。

———室温放置晾干，待乙醇挥发完毕，加入１００μＬ无ＲＮａｓｅ双蒸水，充分溶解ＲＮＡ，置于－２０℃

保存备用。

　注：在能够保证总ＲＮＡ质量的情况下，也可以采用其他植物总ＲＮＡ提取方法。

７
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犅．４　反转录（犮犇犖犃合成）

反转录方法：在３μＬ的总ＲＮＡ 中加入１μＬ的３′端引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），于９５℃的水浴中处理

７ｍｉｎ，然后迅速冰浴５ｍｉｎ。继续加入５×反转录缓冲液２．５μＬ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ｄＮＴＰ混合物０．５μＬ、

ＭＭｕＬＶ反转录酶０．５μＬ、核糖核酸酶抑制剂ＲＮａｓｉｎ０．５μＬ、无ＲＮａｓｅ的双蒸水４．５μＬ。然后３７℃

水浴处理１ｈ，９５℃水浴１０ｍｉｎ，自然冷却至室温，作为后续ＰＣＲ的模板。

犅．５　犘犆犚扩增

在２５μＬ的反应体系中：２．５μＬ的１０×ＰＣＲ缓冲液（含２０ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｇ
２＋），ｄＮＴＰ０．５μＬ（每种

各１０ｍｍｏｌ／Ｌ），犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．５μＬ（５Ｕ／μＬ），上下游引物各２．５μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＤＮＡ模板

２μＬ，双蒸水补足体积。

ＰＣＲ扩增条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５０℃３０ｓ，７２℃１ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ

犅．６　琼脂糖凝胶电泳

ＲＴＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳分析。每个样品取５μＬ的ＲＴＰＣＲ产物与１μＬ的６×上

样缓冲液混合均匀，并加到置于０．５×ＴＢＥ缓冲液的１．５％琼脂糖凝胶孔中，然后在一定电压下（如

１２０Ｖ）电泳。电泳结束后，放入装有０．５μｇ／μＬ的溴化乙锭（ＥＢ）溶液的容器中染色，然后在清水中清

洗后，在凝胶成像系统中观察，拍照，并保存照片。

犅．７　结果判定

在阴性对照和空白对照没有产生预期大小条带、阳性对照产生预期大小条带情况下：

———如果检测样品出现与阳性对照大小一致的条带，ＰＣＲ检测结果为阳性；

———如果检测样品没有出现与阳性对照大小一致的条带，ＰＣＲ检测结果为阴性。

８
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附　录　犆

（资料性附录）

检疫性马铃薯犢病毒属病毒基因参考序列

＞Ｐｌｕｍｐｏｘｖｉｒｕｓ（ＮＣ＿００１４４５．１）

ＡＴＧＧＴＴＴＧＧＴＧＣＡＴＡＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＣＡＴＣＣＣＣＧＡＡＴＡＴＣＡＡＴＧＧＡＡＴＧＴＧＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧ

ＧＡＴＧＧＧＧＡＡＡＣＡＣＡＡＧＴＧＧＡＧＴＡＴＣＣＡＡＴＡＡＡＧＣＣＡＴＴＧＴＴＧＧＡＴＣＡＴＧＣＧＡＡＡＣＣＣＡＣＴ

ＴＴＴＡＧＡＣＡＡＡＴＴＡＴＧＧＣＡＣＡＴＴＴＣＡＧＴＡＡＣＧＴＧＧＣＴＧＡＡＧＣＧＴＡＴＡＴＴＧＡＡＡＡＡＣＧＡＡＡＴ

ＴＡＴＧＡＡＡＡＡＧＣＡＴＡＣＡＴＧＣＣＡＡＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴＴＣＡＧＣＧＣＡＡＣＣＴＧＡＣＡＧＡＣＴＡＣＡＧＣＣＴＣ

ＧＣＣＡＧＡＴＡＴＧＣＣＴＴＴＧＡＴＴＴＴＴＡＣＧＡＡＡＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＧＡＣＡＣＣＣＧＴＡＣＧＧＧＣＡＣＧＴＧＡＡＧ

ＣＴＣＡＴＡＴＣＣＡＡＡＴＧＡＡＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡ

＞Ｂａｎａｎａｂｒａｃｔｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ（ＮＣ＿００９７４５．１）

ＡＴＧＧＴＧＴＧＧＴＧＣＡＴＡＧＡＧＡＡＴＧＧＧＡＣＡＴＣＡＣＣＡＡＡＴＴＴＡＡＡＴＧＧＴＡＣＡＴＧＧＡＧＴＡＴＧＡＴＧ

ＧＡＣＡＡＧＧＧＴＧＡＧＣＡＡＣＴＡＧＴＣＴＡＣＣＡＧＴＴＡＡＡＧＣＣＣＡＴＴＡＴＴＧＡＧＡＡＣＧＣＴＣＡＧＣＣＴＡＣＴＴ

ＴＴＣＧＧＣＡＡＡＴＴＡＴＧＧＣＡＣＡＴＴＴＴＴＣＴＧＡＴＧＣＣＧＣＴＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＴＡＡＣＡＡＴＧＣＧＴＡＡＴＧ

ＴＣＡＣＧＧＡＧＡＧＡＴＡＴＡＴＧＣＣＴＡＧＧＴＧＧＧＧＡＧＣＡＣＴＴＡＧＡＧＧＡＴＴＧＡＡＴＧＡＣＡＴＡＡＧＣＴＴＡＧ

ＣＣＣＧＡＴＡＴＧＣＡＴＴＴＧＡＴＴＴＴＴＡＣＧＴＡＧＴＣＡＣＡＴＣＡＡＡＡＡＣＴＡＣＧＡＡＣＡＧＧＧＣＴＡＧＡＧＡＡＧ

ＣＡＣＡＣＡＣＧＣＡＧＡＴＧＡＡＡＧＣＴＧＣＡＧＣＴ

＞ＰｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＡ（ＮＣ＿００４０３９．１）

ＡＴＧＧＴＡＴＧＧＴＧＣＡＴＴＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＣＣＴＣＴＣＣＡＧＡＣＡＴＴＡＡＴＧＧＡＧＴＴＴＧＧＡＣＣＡＴＧＡＴＧ

ＧＡＴＡＡＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧＴＧＴＣＡＴＡＴＣＣＡＴＴＡＡＡＡＣＣＣＡＴＧＣＴＴＧＡＣＣＡＴＧＣＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴ

ＴＴＡＡＧＧＣＡＡＡＴＴＡＴＧＡＧＡＣＡＴＴＴＣＡＧＣＧＣＡＣＴＣＧＣＡＧＡＧＧＣＧＴＡＣＡＴＴＧＡＧＡＴＧＡＧＡＡＧＴ

ＣＧＴＧＡＧＡＡＡＣＣＡＴＡＣＡＴＧＣＣＣＡＧＧＴＡＴＧＧＴＣＴＴＣＡＡＣＧＣＡＡＣＣＴＧＡＧＡＧＡＴＣＡＡＡＧＴＴＴＧ

ＧＣＡＡＧＧＴＡＴＧＣＴＴＴＴＧＡＴＴＴＣＴＡＴＧＡＧＡＴＣＡＣＴＧＣＡＡＣＣＡＣＴＣＣＧＡＴＣＡＧＡＧＣＣＡＡＡＧＡＧ

ＧＣＧＣＡＴＣＴＧＣＡＧＡＴＧＡＡＡＧＣＡＧＣＡＧＣＧ

＞ＰｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＶ（ＮＣ＿００４０１０．１）

ＡＴＧＧＴＴＴＧＧＴＧＣＡＴＣＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＣＡＴＣＡＣＣＧＡＡＴＧＴＧＡＡＴＧＧＡＧＴＴＴＧＧＡＣＡＡＴＧＡＴＧ

ＧＡＴＧＧＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧＴＧＧＡＧＴＴＴＣＣＣＣＴＡＡＡＡＣＣＧＧＴＧＡＴＣＧＡＡＡＡＴＧＣＧＡＡＧＣＣＴＡＣＴ

ＴＴＴＡＧＧＣＡＧＡＴＡＡＴＧＧＣＡＣＡＴＴＴＴＴＣＴＧＡＴＧＴＧＧＣＴＧＡＧＧＣＧＴＡＣＡＴＡＧＡＧＡＴＧＣＧＴＡＡＣ

ＡＡＧＡＧＴＧＡＡＣＣＡＴＡＣＡＴＧＣＣＡＣＧＧＴＡＴＧＧＴＴＴＧＧＴＧＡＧＡＡＡＴＴＴＧＣＧＧＧＡＴＡＴＧＡＧＴＴＴＧ

ＧＣＴＣＧＡＴＡＴＧＣＡＴＴＴＧＡＴＴＴＣＴＡＴＧＡＧＡＴＣＡＣＡＴＣＣＣＧＣＡＣＡＴＣＣＧＴＣＣＧＡＧＣＡＣＧＡＧＡＧＧ

ＣＴＣＡＣＡＴＣＣＡＧＡＴＧＡＡＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡ
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