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本标准按照GB/T1.1-2009给出的规则起草。
本标准代替DB 64/T 829-2013《葡萄苗木病毒检测技术规程》，与DB 64/T 829-2013相比，主要变化如下：

—考虑到RT-PCR比酶联免疫吸附（ELSA）检测更加准确、快捷、成本低，本标准中删除了“双抗体夹心酶联免疫检测法（DAS-ELISA检测法）”。

—重新修订完善葡萄病毒检测对象和术语，如多重RT-PCR。

—增补葡萄卷叶伴随病毒（GLRaVs）包括株系GLRaV-1、GLRaV-2、GLRaV-3、GLRaV-4和GLRaV-5、茎痘病（GRSPaV）、扇叶病毒（GFLV）、葡萄病毒A（GVA）、葡萄病毒B（GVB）和葡萄斑点病毒（GFKV）的引物类型，除CP基因外，增加HSP70和RdRp基因设计特异性引物，以提高检测准确率。

—增补葡萄病毒二重RT-PCR和三重 RT-PCR检测内容，提高检测效率，降低成本。

—葡萄病毒分子检测技术已很成熟，总RNA提取、反转录和PCR扩增等都有相应试剂盒，且价格不贵。进行葡萄病毒检测时，可以直接选用相应的试剂盒，按说明进行操作，不再需要相关试剂和溶液的配置，本标准就此进行了改进，用试剂盒操作说明阐述相关步骤。
本标准由宁夏大学提出。

本标准宁夏贺兰山东麓葡萄产业园区管委会办公室归口并实施。
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葡萄苗木病毒检测技术规程

1  范围

本标准规定了葡萄病毒检测技术的术语和定义、检测对象、取样部位、抽样、检测方法和检测结果的判定。

本标准适用于葡萄母本树、葡萄种条、组培苗、扦插苗、嫁接苗的RNA病毒检测。
2  规范性引用文件

下列文件对本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅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（包括所用的修改单）适用于本文件。
NY469 葡萄苗木
NY/T 1843-2010 葡萄无病毒母本树和苗木
DB/T 956-2014 葡萄种条病毒检测方法
NY/T 2377-2013 葡萄病毒检测技术规范
NY/T 2378-2013 葡萄苗木脱毒技术规程
3  术语与定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1
逆转录-聚合酶链式反应（Reverse transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR）
又称反转录-聚合酶链式反应，是指提取组织或细胞中的总RNA，以其中的mRNA为模板，利用逆转录酶将mRNA反转录成cDNA，再以cDNA为模板进行PCR扩增，从而获得目的基因或检测基因表达。因植物病毒均有RNA状态时期，经反转录后成为cDNA，再进行一般PCR扩增，故称为RT-PCR。
3.2
多重RT-PCR检测（Multiple RT-PCR detection）
又称多重引物PCR或复合PCR，它是在同一PCR反应体系里加上两对以上引物，同时扩增出多个核酸片段的PCR反应。增加两对引物进行扩增的RT-PCR反应称为二重RT-PCR；增加三对引物进行扩增的RT-PCR反应称为三重RT-PCR。
4  检测对象

葡萄苗木病毒主要检测对象：

葡萄扇叶病毒（grapevine fanleaf virus, GFLV）；

葡萄卷叶伴随病毒-1(grapevine leafroll associated virus 1, GLRaV-1)；

葡萄卷叶伴随病毒-2(grapevine leafroll associated virus 2, GLRaV-2)；

葡萄卷叶伴随病毒-3(grapevine leafroll associated virus 3, GLRaV-3)；
葡萄卷叶伴随病毒-4(grapevine leafroll associated virus 4, GLRaV-4)；

葡萄卷叶伴随病毒-5 (grapevine leafroll associated virus 5, GLRaV-5)；

沙地葡萄茎痘相关病毒（grapevine rupestris stem pitting associated virus , GRSPaV）；
葡萄病毒A(grapevine virus A, GVA)；

葡萄病毒B(grapevine virus B, GVB)；

葡萄斑点病毒（grapevine Fleck Virus，GFkV）。

5  取样部位

病毒检测取样部位见表1。休眠枝条撕开表皮，用小刀刮取韧皮部组织，或取完全伸展叶片叶脉和叶柄1 g左右。叶片和枝条样品1周内检测存放4℃冰箱，超过1周则-86℃超低温冰箱保存，备用。
表1取样部位

	病毒种类
	取样部位

	葡萄扇叶病（GFLV）
	生长季节取完全伸展幼嫩叶片叶脉和叶柄；休眠季节取枝条撕开表皮用小刀刮取韧皮部组织。
GFLV在新梢生长期至开花期检测灵敏度更高。

	葡萄卷叶伴随病毒-1（GLRaV-1）
	

	葡萄卷叶伴随病毒-2（GLRaV-2）
	

	葡萄卷叶伴随病毒-3（GLRaV-3）
	

	葡萄卷叶伴随病毒-4（GLRaV-4）
	

	葡萄卷叶伴随病毒-5（GLRaV-5）
	

	沙地葡萄茎痘相关病毒(GRSPaV)
	

	葡萄病毒A（GVA）
	

	葡萄病毒B（GVB）
	

	葡萄斑点病毒（GFKV）
	


6  抽样

6.1葡萄母本树和采条树的抽样

每株均需检测。按NY469、NY/T1843-2010和DB/T 956-2014有关葡萄苗木、葡萄母本树和葡萄种条采集的规定执行。
6.2出圃苗木的抽样

采用随机取样方法抽取出圃苗木进行病毒检测。以1万株抽检10株为基数（不足1万株以1万株计），10万株内（含10万株），每增加1万株增检5株，超过10万株，每增加1万株增检2株。按NY/T1843-2010执行。
7  检测方法

7.1 单一RT-PCR检测

按NY/T 2377-2013执行，检测方法见附录A。
7.2 多重RT-PCR检测
检测方法见附录B。

8  检测结果的判定
凡RT-PCR检测呈阳性反应的为带毒苗木。

葡萄母本树和采条树：带毒率为0。

出圃苗木：带毒率≤3.0%。
附 录 A
（规范性附录）
单一RT-PCR检测
A.1 试剂盒
（1）植物RNA提取试剂盒：因葡萄富含多糖多酚，购买植物RNA提取试剂盒时，应选用去糖去酚的试剂盒，按说明书进行操作，提取葡萄总RNA。以下用购自美国OMEGA公司的植物RNA提取试剂盒进行说明。

（2）反转录试剂盒：参照反转录试剂盒说明进行操作。以下用购自北京全式金生物有限公司的反转录试剂盒进行说明。

（3）PCR扩增试剂盒：参照PCR扩增试剂盒说明进行操作。以下用购自北京全式金生物有限公司包含10×PCR buffer（含20 mmol/L Mg2+）、dNTPs、TaqDNA聚合酶等试剂盒进行说明。

（4）GelStain和DNA Marker-2K：以下用购自北京全式金生物有限公司试剂盒进行说明。

A.2 引物

A.2.1 病毒PCR引物见表A.1

表A.1 葡萄病毒的特异性引物序列
	病毒
	基因
	引物
	引物序列（5′-3′）
	Tm
	扩增片段大小（bp）

	GLFV
	CP
	PM1
	5′-CCCTCAACCAGAGCCAATTA-3′
	55℃
	378

	
	
	PM2
	5′-GGCATTGGTAGAGGCAACAT-3′
	
	

	GLRaV-1
	CP
	F1
	5′-TCTTTACCAACCCCGAGATGAA-3′
	52℃
	232

	
	
	R1
	5′-GTGTCTGGTGACGTGCTAAACG-3′
	
	

	GLRaV-2
	CP
	F2
	5′-CATTATATTCTTCATGCCTCTCAGGAT-3′
	52℃
	93

	
	
	R2
	5′-GATGACAACTTCTGTCCGCTATAGC-3′
	
	

	GLRaV-3
	CP
	F
	5′-ATGGCATTTGAACTGAAAT-3′
	52℃
	942

	
	
	R
	5′-CTACTTCTTTTGCAATAGT-3′
	
	

	
	RdRp
	W4
	5′-CCATTTGTCCAGCAACAC-3′
	55℃
	683

	
	
	W5
	5′-CCGACTAAATATAAGGCTATC-3′
	
	

	
	HSP70
	F3
	5′-CGCTAGGGCTGTGGAAGTATT-3′
	55℃
	546

	
	
	R3
	5′-GTTGTCCCGGGTACCAGATAT-3′
	
	

	GLRaV-4
	CP
	F4
	5′-ACATTCTCCACCTTGTGCTTTT-3′
	52℃
	321

	
	
	R4
	5′-CATACAAGCGAGTGCAATTAC-3′
	
	

	GLRaV-5
	CP
	F5
	5′-CCCGTGATACAAGGTAGGACA-3′
	55℃
	690

	
	
	R5
	5′-CAGACTTCACCTCCTGTTAC-3′
	
	

	GRSPaV
	RdRp
	Sy9F
	5'-AGGATTCCAAACTGTAGAGCAA-3'
	56℃
	628

	
	
	Sy8Ｒ
	5'-TTGGTCGTCATCTTCCAGTT-3'
	
	

	GVA
	CP
	H587
	5'-GACAAATGGCACACTACG-3'
	52℃
	430

	
	
	C995
	5'-AAGCCTGACCTAGTCATCTTGG-3'
	
	

	GVB
	CP
	C410
	5′-GTGCTAAGAACGTCTTCACAGC-3′
	57℃
	460

	
	
	H28
	5′-ATCAGCAAACACGCTTGAACCG-3′
	
	

	GFkV
	RdRp
	U279
	5'-TGGTCCTCGGCCCAGTGAAAAAGTA-3'
	55℃
	352

	
	
	L630
	5'-GGCCAGGTTGTAGTCGGTGTTGTC-3'
	
	


A.2.2 葡萄内参基因引物见表A.2。

A.2葡萄内参基因引物
	内参基因
	引物序列
	扩增片段大小（bp）

	18SrRNA
	上游引物
	5′-CGCATCATTCAAATTTCTGC-3′
	844bp

	
	下游引物
	5′-TTCAGCCCTTGCGACCATACT-3′
	


A.3 操作步骤

A.3.1 葡萄总RNA提取

参照OMEGA试剂盒说明，具体步骤如下：

（1）称取葡萄叶片叶柄、叶脉或休眠枝条韧皮部组织（100 mg）在加液氮条件下快速研磨成粉末，并在液氮挥发完前，将粉末转移到1.5 mL的离心管中，加入500μL RCL Buffer混合液，上下摇匀。

（2）用漂浮板将离心管固定好放到55℃的水浴锅1~3 min，4℃，12000 rpm，5 min。

（3）取上清液转至装有gDNA Filter Column的2 mL收集管中，4℃，14000 rpm，2 min。

（4）往滤液中加入等体积的RCB Buffer，20 s内混匀5~10次。

（5）转移一半体积样品液于插有HiBidTMRNA MiniColumn的收集管中，离心4℃，12000 rpm，1min；弃液后，再将剩余样品液转移到HiBidTMRNA MiniColumn的收集管内，4℃，12000 rpm，1 min。

（6）弃液后，加入400μLRWF Wash Buffer，4℃，12000 rpm，1 min。

（7）弃液和管后，置新2 mL收集管中，加入500μLRNA Wash BufferⅡ，4℃，12000 rpm，1 min，取出弃液后重复此步骤。

（8）弃液后，离心干燥，4℃，12000 rpm，2 min；

（9）转移HiBidTM RNA Mini Column至新1.5 mL离心管中，加入50~100μL DEPC水（确保加入DEPC水于吸附柱中间），4℃，培养2 min后，12000 rpm，1 min，即可得到总RNA，直接用于反转录或置于-80℃条件下保存。

A.3.2 反转录

参照反转录试剂盒说明（北京全式金生物有限公司）进行反转录成cDNA，每个反应体系为25μL。

（1）加入总RNA 4 μL、Olig(dT)18或随机引物 1μL、RNase-free Water 3μL置于65℃温浴5 min，取出冰浴2 min。

（2）加入2× TS Reaction Mix 10 μL、TransScriptTM RT 1 μL、gDNA Remover 1 μL，轻轻混匀，于42℃孵育30 min。

（3）之后经85℃加热5 s，失活TransScriptTM RT和gDNA Remover，即可得到所需的cDNA，所得cDNA即用或保存于-20℃冰箱备用。
A.3.3 cDNA质量检测

以内参基因18SrRNA为参考标准。

（1）内参基因18SrRNA的PCR扩增：
PCR反应体系：在PCR反应管中依次加入2× Reaction Buffer 12.5 μL、Taq酶0.2 μL、内参基因18SrRNA上下引物各1 μL、cDNA模板0.5 μL、无菌超纯水9.8 μL，使PCR反应体系达到25 μL。

PCR反应程序：将PCR管放入PCR仪中， 95℃ 预热3 min；进行35次循环（95℃变性30 s，52℃退火30 s，72℃延伸50 s）；72℃延伸5 min，取出PCR反应管，对反应产物进行电泳检测或4℃条件下保存备用。

（2）内参基因18SrRNA扩增产物的电泳检测

根据实验室电泳槽的大小，将适量的琼脂糖加入1× TBE缓冲液中，终浓度为1%，将其加热溶解，按照每1 mL琼脂糖溶液中加入0.5 μg DNA染液（GelStain），加入GelStain混匀，待冷却到60℃左右时，将其倒入电泳板上，室温下凝固成凝胶后，放入1× TBE缓冲液。每个泳道加入10 μL的PCR产物，旁边泳道加入DNA Marker-2K（DNA分子量标记），100 V条件下电泳60 min。
（3）凝胶成像分析

电泳结束后，将琼脂糖凝胶置于凝胶成像仪上成像，根据DNA分子量标记判断扩增出的目的条带大小，只有电泳条带大小为844bp 的cDNA才能用于后期的病毒检测。

注：若葡萄总RNA提取电泳出现两条清晰明亮带，分别为28S rRNA和18S rRNA。紫外分光光度计测得OD260/OD280比值约为2.0以上，表明所提取的总RNA完整性和纯度较好，不需要再进行cDNA检测。以此为模板直接进行反转录和PCR扩增。
A.3.4 病毒检测

（1）病毒检测的PCR扩增

PCR的反应体系除了各自病毒检测的上下引物需要对应表A.1外，其他步骤同A.3.3中（1）PCR反应体系。PCR反应程序除了各自病毒需要参考表A.1的退火温度外，其他步骤同A.3.3中（1）PCR反应程序。

（2）不同扩增产物的电泳检测

同A.3.3中（2）。

（3）凝胶成像分析

电泳结束后，将琼脂糖凝胶置于凝胶成像仪上成像，根据DNA分子量标记判断扩增出的目的条带大小，拍照存档后进行检测分析。

（4）结果判定

判定情况如下：

a）如果检测样品和对应的阳性对照同时出现大小一致的目的条带，而阴性对照、空白对照均不出现该条带，该样品判为阳性；

b）如果对应的阳性对照出现目的条带，而样品、阴性对照、空白对照均不出现该条带，该样品判为阴性；

c）如果阳性对照、样品、阴性对照、空白对照均不出现该条带，重新进行RT-PCR检测。

附 录 B
（规范性附录）
多重RT-PCR检测

B.1试剂盒
植物RNA提取试剂盒、反转录试剂盒、PCR扩增试剂盒、GelStain和DNA Marker-2K均同A.1.
B.2引物

病毒PCR引物和葡萄内参基因引物均见表A.1和表A.2。

B.3操作步骤

B.3.1 葡萄RNA提取

具体步骤同A.3.1。

B.3.2 反转录

具体步骤同A.3.2。

B.3.3 cDNA质量检测

具体步骤同A.3.2。

B.3.4 病毒检测

（1）PCR的反应体系
二重RT-PCR检测要求2种待检测病毒基因片段长度至少相差100 bp以上，且4条引物不能相互配对，才可以混合在同一反应体系。反应体系中除各自病毒检测的上、下游（正、反向）引物需要对应表A.1外，引物加量与单一RT-PCR反应体系相比，加量减半（1/2），其他步骤同A.3.3中（1）PCR反应体系，最后补足ddH2O至 25 μL。

三重RT-PCR检测要求3种待检测病毒基因片段长度至少相差100 bp以上，且6条引物不能相互配对，才可以混合在同一反应体系。反应体系中除各自病毒检测的上下引物需要对应表A.1外，引物加量与单一RT-PCR反应体系相比，加量各为1/3，其他步骤同A.3.3中（1）PCR反应体系，最后补足ddH2O至 25 μL。

（2）PCR的反应程序
PCR反应程序中除退火温度选择2种待检病毒或3种待检病毒退火温度平均值外，其他步骤同A.3.3中（1）PCR反应程序。
（3）不同扩增产物的电泳检测

同A.3.3中（2）。二重RT-PCR会出现检测目标病毒的2条亮带，三重RT-PCR会出现检测目标病毒的3条亮带。
（4）凝胶成像分析

同A.3.4中（3）。
（4）结果判定

判定情况同A.3.4中（4）。
9

