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　　摘　要：以２种不同大小的草莓茎尖分生组织为试材，进行组织培养，分别获得再生小

植株并进行病毒检测，利用上述脱毒母株和农家自留种苗分别繁育匍匐茎子苗，研究了２种

子苗的病毒发生率与果实品质，以期通过草莓脱毒试验为脱毒苗的应用推广提供参考依据。
结果表明：不同草莓品种的病毒含量有差异，并且病毒外壳蛋白表达量与其核酸转录量一

致。切取草莓匍匐茎约５ｍｍ茎尖分生组织进行第一次脱毒，其部分再生小植株仍然携带

了低浓度病毒。与之相比，再切取试管苗约０．５ｍｍ茎尖组织进行第二次脱毒，其再生率虽

然仅为３１％，但是二次脱毒株均为无毒苗。利用已鉴定的脱毒母株和农家自留种苗分别繁

育匍匐茎子苗，经过定植后发现２种子苗的病毒病发生率差异极显著。二次脱毒母株繁育

的子苗果实可滴定酸含量显著低于农家自留种苗（Ｐ＜０．０５），而可溶性总糖等品质参数差

异不显著。综上所述，以０．５ｍｍ茎尖分生组织为外植体进行草莓组织培养，可以获得优质

的脱毒母株，相关研究成果有助于未来草莓良繁体系建设。
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　　草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａ　Ｄｕｃｈ．）是蔷薇科

草莓属多年生草本植物，世界草莓总产量在浆果

类水果中己 经 跃 居 第２位。２０２０年 我 国 栽 培 总

面 积 已 经 突 破 １７．８７ 万 ｈｍ２，预 计 总 产 量 超

５００万ｔ，总产值 近１　０００亿 元，成 为 世 界 第 一 大

草莓生产国。草莓果实富含花青苷、多酚、叶酸和

抗氧化活性成分［１］，深受消费者 喜 爱。目 前 已 报

道了３０多种病毒、植原体等病原体可以侵染草莓

宿主，其中包括２１种病毒病［２］。一种或者多种病

毒复合感染草莓，通常不会诱导植株产生明显且

特异的田间症状，所以仅通过感染宿主的典型症

状进行草莓病毒病的田间调查，其病毒病检出率

是低效和不准确的。目前产业上利用匍匐茎繁育

子苗，进行商业化草莓种苗生产。这种无性繁殖

子苗的方法，通常会造成子苗不可避免地从母株

上感染各种病原微生物，从而影响子苗当季的产

量与品质［３］。
草莓轻型黄边病毒（ＳＭＹＥＶ）是一种分布较

广、危 害 最 严 重 的 ＲＮＡ病 毒。ＳＭＹＥＶ侵 染 性

克隆接 种 森 林 草 莓（Ｆｒａｇａｒｉａ　ｖｅｓｃａ），诱 导 宿 主

产生黄 化 与 极 度 矮 化 的 症 状［４］。目 前 在 草 莓 属

（Ｆｒａｇａｒｉａ）种质中，还未发现具有ＳＭＹＥＶ抗性

的品种或者野生资 源。蚜 虫（Ｃｈａｅｔｏｓｉｐｈｏｎ　ｓｐｐ）
是一种ＳＭＹＥＶ的主要传播宿主，可以持久性传

播病 毒。多 年、多 点 试 验 表 明，经 蚜 虫 传 播 的

ＳＭＹＥＶ发生 率 在４％～３５％，流 行 率 在６０％～
１００％，这主要依赖于采样时间和采样地点［５］。因

此只有种植优质脱毒种苗，才是解决草莓病毒病

流行的最佳方法。

ＳＭＹＥＶ是第 一 个 完 成 测 序 的 草 莓 病 毒［６］，
其属于弯 曲 病 毒 科（Ｆｌｅｘｉｖｉｒｉｄａｅ）马 铃 薯 Ｘ病 毒



属（Ｐｏｔｅｘｖｉｒｕｓ），具 有５个 开 放 阅 读 框 的 单 链 正

义ＲＮＡ病毒。草莓病毒病检测常用指示植物嫁

接法。目前第三代转录组测序技术与生物信息技

术的高速发展，已经改变了病毒病鉴定的传统策

略［７］。草莓组织中含有大量次生 代 谢 产 物，如 单

宁、多酚和多糖等，可能会影响反转录或者聚合链

式反 应［８］。目 前 已 研 发 了 多 重 ＰＣＲ 技 术［９］和

ＴａｑＭａｎ探针技 术［１０］等 对 草 莓 病 毒 进 行 核 酸 检

测。荧光定量ＰＣＲ扩增检测灵敏度是普通ＰＣＲ
的１００倍，已 在 卫 生 疾 控 领 域 得 到 了 广 泛 应 用。

２０２２年３月《新 型 冠 状 病 毒 肺 炎 诊 疗 方 案（试 行

第九版）》指 出 病 毒 目 的 基 因 的 荧 光 扩 增 曲 线Ｃｔ
（Ｃｐ）值≥３５，即为病毒阴性样本。

冷冻疗法、分生组织培养和热疗法是 作 物 脱

毒的经典技术。草莓茎尖、侧芽与根尖的分生组

织中病毒滴度较低。因此利用分生组织培养，能

够脱除感染的细菌、真菌和病毒。适用于栽培种

（Ｆｒａｇｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａ）与野生种（Ｆｒａｇｒｉａ　ｖｅｓｃａ）
的组培快繁技术，获得了较高的草莓体胚发生率

和试管苗 重 生 率［１１］。越 幼 嫩 的 分 生 组 织 诱 导 的

重生试管苗，可以繁殖更多的匍匐茎子苗［１２］。培

养基富含植物生长激素促进腋芽生理分化，所以

产生了更 多 的 匍 匐 茎［１３］。目 前 还 未 报 道 草 莓 脱

毒种苗进行病毒病的荧光定量ＰＣＲ检测研究，脱
毒子苗的果实品质研究也鲜有报道。该研究利用

荧光定量ＰＣＲ技术进行脱毒种苗的ＳＭＹＥＶ检

测，比较分析了脱毒母株匍匐茎子苗与未经病毒

检测的普通子苗的果实品质，以期为草莓无病毒

种苗的应用推广提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供试材料为成都天府新区三星镇草莓试验基

地采集‘丰香’‘红颜’‘章姬’‘宝交早生’等不同品

种的嫩叶，带回实验室立即冻存于超低温冰箱，分
别利用酶联免疫法、核酸常规扩增法检测草莓轻

型黄边病毒（ＳＭＹＥＶ）。该研究用获得脱毒种苗

与未经病毒检测的农家自留种苗分别进行各自匍

匐茎繁育子苗，２种类型‘丰香’子苗各１００株，以

株距２５ｃｍ，行距２５ｃｍ定植于三星镇草莓试 验

基地的小拱棚内，进行病毒病发生率调查与果实

品质分析。

１．２　试验方法

采集草莓匍匐茎并用湿润报纸包裹后带回实

验 室。在 超 净 工 作 台 上，７５％ 医 用 乙 醇 灭 菌

１ｍｉｎ，再用灭菌水洗涤３次，每次１ｍｉｎ。置于灭

菌 滤 纸 上，吸 收 多 余 水 分。０．１％ 升 汞 灭 菌

３ｍｉｎ，再用灭菌水洗涤３次，每次１ｍｉｎ。置于灭

菌滤纸上，吸收多余水分。解剖镜下取匍匐茎中

约５ｍｍ的茎尖分生组织，置 于 不 定 芽 诱 导 培 养

基中（ＭＳ＋６ＢＡ　２ｍｇ·Ｌ－１），诱 导 产 生 愈 伤 组

织，并分化产生不定芽，进行第１次脱毒。当丛生

状不 定 芽 长 至２～３ｃｍ，切 下 转 至 增 殖 培 养 基

（ＭＳ＋６ＢＡ　０．５ｍｇ·Ｌ－１）进 行 快 繁。大 量 不 定

芽转移 至 生 根 培 养 基（１／２ＭＳ）培 养 至 长 成 试 管

苗。以上述试 管 苗 为 材 料，取 其 茎 尖 约０．５ｍｍ
分生组织，共计５７个分生组织为外植体，诱导分

化不定芽，进行第２次脱毒。采用荧光定量扩增

法，对不同脱毒材料进行病毒检测。
获得上述脱毒‘丰香’试管苗，经过炼苗后定

植于营养杯，再利用其匍匐茎繁育子苗。以未经

病毒检测的农家自留种苗的匍匐茎繁育的子苗作

对照，２种类型的子苗各１００株，定植于小拱棚内

进行促生栽培。利用多重ＰＣＲ扩 增 法 分 别 检 测

４５株脱毒母株繁育子苗和３９株农家自留种苗繁

育子 苗 的ＳＭＹＥＶ发 生 率。分 别 采 收２种 类 型

子苗的果实进行果实品质分析。

１．３　项目测定

草莓病毒血清学检测：参考酶联免疫 试 剂 盒

说明书（Ａｄｇｅｎ，英国），双抗夹心法开展轻型黄边

病毒（ＳＭＹＥＶ）的 血 清 学 检 测。取２００μＬ的 待

测叶片总蛋白提取物转移至９６孔板。试剂盒提

供健康和病毒感染组织材料分别作为阴性和阳性

对照。使用酶标仪（ＢＩＯ－ＴＥＫ，美国）测定吸收光

值（ＯＤ４０５ｎｍ）。待测样本４０５ｎｍ吸光度值是阴性

对照平均值３倍以上，则认为是ＳＭＹＥＶ感染阳

性植株。
草莓病毒常 规 扩 增：ＳＭＹＥＶ外 壳 蛋 白 基 因

（ｃｐ）或者 草 莓 内 参 基 因（ａｃｔｉｎ）扩 增 体 系：ｃＤＮＡ
２．０μＬ、Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ、ＭｇＣｌ２２．０μＬ、上游引物

０．５μＬ（ＦＡａｃｔｉｎ－Ｆ１或 者ＳＭＹＥＶ－ＣＰ１）（表１）、
下游 引 物 ０．５μＬ（ＦＡａｃｔｉｎ－Ｒ１ 或 者 ＳＭＹＥＶ－
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ＣＰ２）、Ｔａｑ聚合酶０．５μＬ、ｄＮＴＰ　０．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
１６．５μＬ。ＰＣＲ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）扩增程序包括：

９５℃预变 性５ｍｉｎ；９５℃变 性３０ｓ、６４℃复 性

４０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，共 计３５个 循 环；７２℃延 伸

７ｍｉｎ。２％琼脂糖 水 平 电 泳 后，凝 胶 成 像 仪 照 相

记录（ＢＩＯ－ＲＡＤ，美国）。
草莓 病 毒 多 重 扩 增：ｃＤＮＡ　２．０μＬ、Ｂｕｆｆｅｒ

２．５μＬ、ＭｇＣｌ２２．０μＬ、ＦＡａｃｔｉｎ－Ｆ１上 游 引 物

０．５μＬ（表１）、ＦＡａｃｔｉｎ－Ｒ１ 下 游 引 物 ０．５μＬ、

ＳＭＹＥＶ－ＣＰ１上 游 引 物０．２５μＬ、ＳＭＹＥＶ－ＣＰ２
下游引 物０．２５μＬ、Ｔａｑ聚 合 酶０．５μＬ、ｄＮＴＰ
０．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ　１６μＬ。ＰＣＲ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德 国）
扩增 程 序 包 括：９５ ℃预 变 性５ｍｉｎ；９５ ℃变 性

３０ｓ、６０℃复性４０ｓ，７２℃延 伸５０ｓ，共 计３５个

循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。２％琼脂糖水平电泳后，
凝胶成像仪照相记录（ＢＩＯ－ＲＡＤ，美国）。

草 莓 病 毒 荧 光 定 量 扩 增：ＳＹＢＲ　１０ μＬ
（Ｒｏｃｈｅ，瑞 士）、ＳＭＹＥＶｃｐ－Ｆ３　０．１８μＬ（表１）、

ＳＭＹＥＶｃｐ－Ｒ６　０．１８μＬ（表１）、ｃＤＮＡ模板２μＬ、
灭菌超纯水７．６４μＬ。Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ扩增程序：

９５℃变性５ｍｉｎ；９５℃变性１０ｓ，５７℃复性１０ｓ，

７２℃复性１５ｓ（收集荧光信号），３５个循环；９５℃
变性１ｓ，６０℃复性１ｓ，９５℃持续收集荧光信号；

４０℃保存３０ｓ。Ｌｉｇｈｔ　Ｃｙｃｌｅｒ®４８０软 件 分 析 高

分辨率熔解曲线（Ｒｏｃｈｅ，瑞士），病毒目的基因的

扩增曲线Ｃｐ值≥３５认为无毒苗。
果实品质分析：脱毒母株繁育和农家 自 留 种

苗繁育的２种类型子苗分别定植于小拱棚内。分

别采收不同子苗的果实进行果实品质检测。参考

文献［１４］方法，使用ＮａＯＨ滴定法检测果汁中可

滴定酸含量。使用手持式糖度计测定可溶性固形

物含量（ＰＡＬ－１，ＡＴＡＧＯ，日本）。采用斐林 试 剂

滴定法 测 定 果 汁 可 溶 性 总 糖 含 量。使 用 色 度 计

（Ｍｉｎｉｓｃａｎ　ＥＺ，ＨｕｎｔｅｒＬａｂ，美 国）测 定 果 皮 红 色

值（ａ＊）。利用数 显 果 实 硬 度 计 测 量 果 实 硬 度 值

（ＧＹ－４，托普，浙江）。

表１　扩增引物的核酸序列

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐａｉｒｓ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ

目标基因

Ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ

引物编号

Ｐｒｉｍｅｒ　ｎｕｍｂｅｒ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）

扩增片段

Ａｍｐｌｉｃｏｎ／ｂｐ

草莓内参基因ａｃｔｉｎ－１
ＦＡａｃｔｉｎ－Ｆ１ ＧＴＡＴＧＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＧＧＴＴＴＧＣＴＧＧ

１２６
ＦＡａｃｔｉｎ－Ｒ１ ＣＧＴＣＡＣＣＧＡＣＡＴＡＡＧＣＡＴＣＴＴＴＣＴＧ

ＳＭＹＥＶ（外壳蛋白基因） ＳＭＹＥＶ－ＣＰ１ ＡＡＴＧＧＧＣＴＣＴＡＣＡＣＣＧＣＣＧＧＴＣＴＴＧ
３７８

普通ＰＣＲ　 ＳＭＹＥＶ－ＣＰ２ ＴＴＣＣＡＧＡＣＧＣＴＴＧＧＧＧＣＧＴＡＧＡＡＣＡ

ＳＭＹＥＶ（外壳蛋白基因） ＳＭＹＥＶｃｐ－Ｆ３ ＣＧＣＴＧＣＴＧＣＣＡＧＴＡＡＴＡＡＧＧ
１４５

Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　 ＳＭＹＥＶｃｐ－Ｒ６ ＣＧＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＡＣＣＡＡＴ

１．４　数据分析

使用 Ｅｘｃｅｌ　２０１０软 件 进 行 数 据 处 理，利 用

ＳＰＳＳ　２５．０软 件 分 析 数 据。采 用 ＡＮＯＶＡ 检 验

最小 显 著 差 数 法（ＬＳＤ）进 行 统 计 学 的 显 著 性

分析。

２　结果与分析

２．１　草莓感染不同浓度的病毒

２种检测方法表 明‘丰 香’‘红 颜’‘章 姬’‘宝

交早生’均 被ＳＭＹＥＶ感 染，但 是 不 同 植 株 中 病

毒浓度不 同。‘红 颜’病 毒 外 壳 蛋 白 在 ＯＤ４０５ｎｍ处

的吸 光 度 值 约０．４５（图１），显 著 高 于 其 它 品 种

（Ｐ＜０．０５）。而‘丰香’和‘章姬’的病毒蛋白表达

量显著低于其它品种（Ｐ＜０．０５）。此外核酸扩增

结果也表 明‘红 颜’中 病 毒 外 壳 蛋 白 基 因（ｃｐ）的

转录量也相对高于其它品种（３７８ｂｐ），而 所 有 品

种的植株 内 参 基 因（ａｃｔｉｎ）转 录 量 在 品 种 之 间 没

有明显差异（１２６ｂｐ）。‘红颜’感染病毒的外壳蛋

白表达量与其核酸转录量一致，并且显著高于其

它品种。宿主中病毒含量差异也许和品种抗病性

与采样部位有关。

２．２　茎类组织进行草莓脱毒

解剖镜下剥取田间采集的匍匐茎约５ｍｍ的

茎尖分生组织为外植体，置于不定芽诱导培养基

中培 养（图 ２Ａ）。愈 伤 组 织 诱 导 不 定 芽 产 生

（图２Ｂ）。丛生状的不定芽长至２～３ｃｍ，切下转

至增殖培 养 基（图２Ｃ～Ｄ）。不 定 芽 在 生 根 培 养
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　　注：Ａ．酶联免疫法测量宿主体内的病毒蛋白吸收光值；Ｂ．常规ＰＣＲ扩增法检测病毒基因的相对转录量。ＣＫ＋、２５－２、１－８、４６－１、

１－２和ＮＴＣ分别代表：病毒阳性对照、‘丰香’‘红颜’‘章姬’‘宝交早生’和清水对照。

Ｎｏｔｅ：Ａ．ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ　ｖａｌｕｅｓ　ｆｏｒ　ｖｉｒｕｓ　ｃｏａｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｕｌｔｉｖａｒｓ　ｕｓｉｎｇ　ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ；Ｂ．ｔｈｅ　ｒｅｌａ－

ｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｃｏａｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ａｃｔｉｎｂｅｔｗｅｅｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｕｌｔｉｖａｒｓ　ｕｓｉｎｇ　ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ　ＰＣＲ．ＣＫ＋，２５－２，１－８，４６－１，１－２ａｎｄ　ＮＴＣ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｖｉｒｕｓ－ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ａｓ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ，‘Ｔｏｙｏｎｏｋａ’‘Ｂｅｎｉｈｏｐｐｅ’‘Ａｋｉｈｉｍｅ’‘Ｈｏｋｏｗａｓｅ’ａｎｄ　ｗａｔｅｒ　ａｓ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ．

图１　２种检测方法进行草莓病毒检测

Ｆｉｇ．１　Ｔｗｏ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｏｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＳＭＹＥＶ－ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

　　注：Ａ．匍匐茎尖约５ｍｍ分生组织；Ｂ．诱导形成愈伤组织；Ｃ．分化形成不定芽；Ｄ．不定芽快繁；Ｅ．诱导生根获得一次脱毒试管苗；

Ｆ．试管苗茎尖约０．５ｍｍ分生组织；Ｇ．诱导形成愈伤组织；Ｈ．试管苗快繁；Ｉ．二次脱毒母株利用其匍匐茎繁育子苗。

Ｎｏｔｅ：Ａ．ｍｅｒｉｓｔｅｍ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｗｉｔｈ　ｓｉｚｅ　ｏｆ　５ｍｍ　ｉｎ　ｓｈｏｏｔ　ｔｉｐ　ｆｒｏｍ　ｓｔｏｌｏｎ；Ｂ．ｃａｌｌｕｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｅｄｉｕｍ；Ｃ．ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｂｕｄｓ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ；Ｄ．ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｂｕｄｓ　ｔｏ　ｍｉｃｒｏ－ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ；Ｅ．ｒｏｏｔｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｒｏｕｎｄ　ｏｆ　ｖｉｒｕｓ－ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ；Ｆ．ｍｅｒ－

ｉｓｔｅｍ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｗｉｔｈ　ｓｉｚｅ　ｏｆ　０．５ｍｍ　ｉｎ　ｓｈｏｏｔ　ｔｉｐ　ｆｒｏｍｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｐｌａｎｔｌｅｔ；Ｇ．ｃａｌｌｕｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｈ．ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｂｕｄｓ　ｔｏ　ｍｉｃｒｏ－ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ；

Ｉ．ｄａｕｇｈｔｅｒ　ｐｌａｎｔｓ　ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄ　ｏｆ　ｖｉｒｕｓ－ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ　ｍｏｔｈｅｒ　ｐｌａｎｔｓ．

图２　利用茎尖分生组织生产脱毒苗

Ｆｉｇ．２　Ｍｅｒｉｓｔｅｍ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｔｏ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅ　ｖｉｒｕｓ－ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
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基中诱导生根（图２Ｅ），一次脱毒试管苗再生率接

近１００％。解剖镜下剥取上述试管苗中约０．５ｍｍ
茎尖分生组织为外植体，共计５７个外植体接种于

不定 芽 诱 导 培 养 基，诱 导 产 生 胚 性 愈 伤 组 织

（图２Ｇ）。愈 伤 组 织 诱 导 分 化 不 定 芽，共 计 获 得

１８株二次 脱 毒 重 生 苗（３１％的 重 生 率）。平 均 每

株具有４．５根，根茎粗２ｍｍ（图２Ｈ）。二次脱毒

母株移栽至灭菌基质中，利用其匍匐茎大量繁育

子苗（图２Ｉ）。
利用‘红颜’和‘丰香’匍匐茎中较大茎尖分生

组 织 （约 ５ ｍｍ）经 过 第 一 次 脱 毒 的 试 管 苗

（ＴＤ－ＨＹ和ＴＤ－ＦＸ），荧光定量ＰＣＲ扩增的病毒

外壳蛋白基因的扩增曲线Ｃｐ＝３０（图３Ａ），结果

表明５ｍｍ茎尖组织为外植 体，部 分 重 生 苗 依 然

感染了微量ＳＭＹＥＶ。这可能与第一次剖取的外

植体体积较大有关（仍然含有微量的病毒粒子），
造成了 部 分 重 生 苗 携 带 了 低 浓 度 病 毒。同 时

ＳＭＹＥＶ感染阳性对照植株（３－１号）Ｃｐ＝２６．５３。
与之相比较，利用上述试管苗的较小茎尖组织（约

０．５ｍｍ）经过第 二 次 脱 毒，获 得 重 生 苗（９－１－１和

９－１－２样本）成 功 脱 毒（Ｃｐ≥３５）。另 外 普 通ＰＣＲ
扩增结果表明阳性对照样本（３－１号）中病毒目的

基因（ｃｏａｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｇｅｎｅ）的转录量高，第一次脱毒

重生苗（ＴＤ－ＦＸ样 本）仍 然 感 染 了 微 量ＳＭＹＥＶ，
但是二次脱毒试管苗（起源于较小的外植体）则无

扩增目标条带（图３Ｂ），这与荧光定量ＰＣＲ结果

一致。

　　注：Ａ．荧光定量ＰＣＲ检测６个样本中病毒基因的扩增曲线；Ｂ．普通ＰＣＲ分别扩增其中３个样本的病毒基因ｃｐ和宿主内参基因

ａｃｔｉｎ。１、２、３、４、５和６分别代表３－１病毒感染植株正对照、一次脱毒试管毒苗ＴＤ－ＨＹ、一次脱毒试管毒苗ＴＤ－ＦＸ、二次脱毒试管毒苗

９－１－１、二次脱毒试管毒苗９－１－２和清水负对照。

Ｎｏｔｅ：Ａ．ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｖｉｒｕｓ　ｇｅｎｅ　ｉｎ　６ｐｌａｎｔｓ　ｂｙ　Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ；Ｂ．ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｖｉｒｕｓ　ｇｅｎｅ　ａｎｄ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｇｅｎｅｓ　ａｍｏｎｇ　３ｐｌａｎｔｓ．１，２，３，４，５，ａｎｄ　６ｉｎｄｉｃａｔｅ　３－１ｖｉｒｕｓ－ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｐｌａｎｔ　ａｓ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ，ＴＤ－ＨＹ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｒｏｕｎｄ　ｏｆ　ｖｉｒｕｓ－ｅｌｉｍｉ－

ｎａｔｅｄ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｐｌａｎｔｌｅｔ，ＴＤ－ＦＸ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｒｏｕｎｄ　ｏｆ　ｖｉｒｕｓ－ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｐｌａｎｔｌｅｔ，９－１－１ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄ　ｒｏｕｎｄ　ｏｆ　ｖｉｒｕｓ－ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ

ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｐｌａｎｔｌｅｔ，９－１－２ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄ　ｒｏｕｎｄ　ｏｆ　ｖｉｒｕｓ－ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｐｌａｎｔｌｅｔ　ａｎｄ　ｗａｔｅｒ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ．

图３　２种类型的组培苗的病毒检测

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｎ　ｔｗｏ　ｔｙｐｅｓ　ｏｆ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｐｌａｎｔｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

２．３　２种类型子苗的果实品质分析

二次脱毒母株与农家自留种苗（作为对照）各
自繁育了约１００株匍匐茎子苗。利用小拱棚进行

促生栽培，２０１５年９月定植子苗，１１月采集叶片

调查田间病 毒 病 发 生 率（图４Ａ～Ｂ）。利 用 多 重

ＰＣＲ技 术 检 测 了３９株 农 家 自 留 种 苗 繁 育 的 子

苗，同时扩增了３７８ｂｐ病毒外壳蛋白基因片段与

１２６ｂｐ草莓内参基因片段（图４Ｄ）。结果表明农

家长期无性 繁 殖 的 种 苗 感 染 了ＳＭＹＥＶ并 感 染

给无性繁殖的后代，其子苗同时扩增了特异性的

病毒基因与 宿 主 内 参 基 因 的 核 酸 片 段。３９株 农

家自留种苗的匍匐茎繁育子苗，有３３株扩增出病

毒基因片段，其病毒感染率达到８４．６％。与之相

比较，４５株二次脱毒母株匍匐茎繁育的子苗中，仅
检测出４个阳性植株，其病毒感染率仅为８．９％。

二次脱毒母株的匍匐茎繁殖子苗与农家自留

种苗的匍匐茎繁育子苗的果实品质进行比较分析

（图５）。脱毒母株子苗与自留种苗子苗的果皮色

度值（ａ＊）分别为３５．１９与３５．３２。脱毒母株子苗

与自留种苗子苗的平均单果质量分别为２０．０２ｇ
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　　注：Ａ．脱毒母株繁育的匍匐茎子苗定植图；Ｂ．农家自留种苗繁育的匍匐茎子苗定植图；Ｃ．脱毒母株繁育子苗的病毒多重ＰＣＲ扩

增；Ｄ．自留种苗繁育子苗的病毒多重ＰＣＲ扩增。

Ｎｏｔｅ：Ａ．ｄａｕｇｈｔｅｒ　ｐｌａｎｔｓ　ｉｎ　ａ　ｐｌｏｔ　ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｖｉｒｕｓ－ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｐｌａｎｔｓ；Ｂ．ｄａｕｇｈｔｅｒ　ｐｌａｎｔｓ　ｉｎ　ａ　ｐｌｏｔ　ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｖｉ－

ｒｕｓ－ｕｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ　ｍｏｔｈｅｒ　ｐｌａｎｔｓ　ｆｒｏｍ　ｇｒｏｗｅｒｓ；Ｃ．ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｓ　ｆｏｒ　ｄａｕｇｈｔｅｒ　ｐｌａｎｔｓ　ｆｒｏｍ　ｖｉｒｕｓ－ｆｒｅｅ

ｍｏｔｈｅｒ　ｐｌａｎｔｓ；Ｄ．ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｓ　ｆｏｒ　ｄａｕｇｈｔｅｒ　ｐｌａｎｔｓ　ｆｒｏｍ　ｖｉｒｕｓ－ｕｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ　ｍｏｔｈｅｒ　ｐｌａｎｔｓ．

图４　２种类型匍匐茎子苗的病毒发生率检测

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｎ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｗｏ　ｔｙｐｅｓ　ｏｆ　ｄａｕｇｈｔｅｒ　ｐｌａｎｔｓ　ｂｙ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ＰＣＲ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

和１９．１９ｇ。脱毒母株子苗与自留种苗子苗的果

实 硬 度 分 别 为 ０．９３ ｋｇ· （０．５ｃｍ２）－１ 与

１．０１ｋｇ·（０．５ｃｍ２）－１。脱 毒 母 株 子 苗 与 自 留 种

苗子苗 的 果 实 可 溶 性 固 形 物 分 别 为１１．２％与

１１．０％。脱毒母株子苗与自留种苗子苗的果实可

滴定酸分别为０．５４８％与０．５９６％。脱毒母 株 子

苗与自留种 苗 子 苗 的 果 实 总 糖 分 别 为８．０４％与

８．２２％。２种类型子苗的果实之间的果皮红色值

ａ＊、平均单果质量、可溶性固形物含量、可溶性总

糖含量无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。但是二次脱毒

母株匍匐茎繁育子苗的果实可滴定酸含量显著低

于农家自留种苗（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论与结论

不同地理 起 源ＳＭＹＥＶ分 离 株 的 外 壳 蛋 白

基因（ｃｏａｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ｃｐ）核苷酸序列进行系统进化

学 研 究，结 果 表 明 ＳＭＹＥＶ 种 群 分 为 ３ 个 亚

组［１５］。最近又鉴 定 了 一 个 新 分 离 株 并 命 名 为 第

四亚组，还发现 不 同 病 毒 分 离 株ｃｐ的３′和５′末

端发生遗 传 重 组［１６］。病 毒 进 化 机 制 提 供 了 更 多

手段增加自身变异，以修复有害突变［１７］。草莓生

长周期内病毒复制量会发生变化，因此有必要在

病毒复 制 量 最 高 的 时 候 采 集 样 本 进 行 检 测［１８］。

６８％的感病植株被病毒不同变异株混合侵染［１９］。

因此产业亟需一种经济、高灵敏的病毒检测方法。
针对产区主要流行的１～２种病毒进行抽样

检测，确保育苗圃内子苗的脱毒率与苗圃运行成

本之间的 平 衡［２０］。该 研 究 表 明，多 重ＰＣＲ检 测

技术 大 约 每 个 样 本 ３４．５ 元，而 基 于 血 清 学

ＥＬＩＳＡ检测技术大约每个样本２９．８元。基于血

清学抗体检测技术，例如酶联免疫法，容易受到病

毒滴度变化产生的假阴性检测结果。待测样本中

病毒复制量变化或未知分离株之间遗传重组，都

将严重影响抗原与抗体之间的免疫反应。因此采

用基于核酸扩增的检测技 术，如 多 重ＰＣＲ检 测，
对出圃的核心种苗进行检测以提高优质种苗的脱

毒率。
目前商业上广泛采用试管苗组培技术大量生

产草莓 种 苗。这 种 方 法 可 以 高 效 脱 出 真 菌 和 病

毒［２１］。甘蔗茎尖 和 腋 芽 的 分 生 组 织 培 养 可 以 脱
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　　注：Ａ．二次脱毒母株的匍匐茎繁殖子苗的果实；Ｂ．农家自留种苗的匍匐茎繁育子苗的果实；Ｃ．２种类型子苗的果皮色度值（ａ＊）；

Ｄ．２种类型子苗的平均单果质量；Ｅ．２种类型子苗的果实硬度值；Ｆ．２种类型子苗的果汁可溶性固形物含量；Ｇ．２种类型子苗的果汁

可滴定酸含量；Ｈ．２种类型子苗的可溶性总糖。１和２分别代表二次脱毒母株繁殖的子苗和农家自留种苗繁育的子苗。
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图５　２种类型子苗的果实品质分析
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去５种病毒，而成熟腋芽的分生组织可以获得更

高的脱毒率［２２］。该研究发现，试管苗约０．５ｍｍ
茎尖分生组织作为外植体，将诱导产生仅３１．６％
的重生苗，但 是 成 功 脱 去ＳＭＹＥＶ。脱 毒 率 与 外

植体大小呈负相关，而不定芽分化率依赖于外植

体大小［２３］。较大分生组织作为外植体，有可能得

到感染微量病毒的重生苗。低浓度病毒感染的样

本可能会产生假阴性检测结果。因此必须采用高

灵敏度检测技术，对组培苗进行病毒检测。与脱

毒苗相比较，ＳＭＹＥＶ感染植株的总产量降低 了

３３％［１８］。‘红颜’脱 毒 苗 在 生 产 时 期 果 实 病 害 发

生率比常 规 苗 显 著 降 低［２４］。‘章 姬’脱 毒 苗 最 大

单果质量较常规苗增大明显，脱毒苗果实可溶性

固形物含量比普通 苗 增 加 了１５．２％［２５］。该 研 究

表明脱毒母株繁育的匍匐茎子苗果实的可滴定酸

含量显著低于普通子苗，因此脱毒子苗拥有更佳

的果实品质。
该研究集成了一套从核酸提取、ｍＲＮＡ净化

到荧光定量ＰＣＲ扩增，开展草莓病毒病检测。建

立了以０．５ｍｍ茎尖 分 生 组 织 为 外 植 体，产 生 试

管苗进行脱毒母株生产。利用脱毒母株匍匐茎繁

育优质子苗，进行冬草莓生产。
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