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　　摘要：菜豆荚斑驳病毒（ｂｅａｎｐｏｄｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ，简称ＢＰＭＶ）是我国进境植物检疫性有害生物，建立快速灵敏的一步
法逆转录重组酶聚合酶扩增（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，简称 ＲＴ－ＲＰＡ）技术用于对
ＢＰＭＶ的检测。根据 ＢＰＭＶ基因组的保守序列，设计重组酶聚合酶扩增（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，简称
ＲＰＡ）技术特异性引物，对ＢＰＭＶ、南方菜豆花叶病毒（ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｅａｎｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称ＳＢＭＶ）、大豆花叶病毒（ｓｏｙｂｅａｎ
ｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称ＳＭＶ）、南芥菜花叶病毒（ａｒａｂｉｓｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称ＡｒＭＶ）及烟草环斑病毒（ｔｏｂａｃｃｏｒｉｎｇｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，简称
ＴＲＳＶ）共５种病毒进行ＲＴ－ＲＰＡ特异性验证；并设计５个模板浓度梯度，以验证 ＲＴ－ＲＰＡ方法的灵敏性。结果表
明，建立的ＲＴ－ＲＰＡ检测方法能够从ＢＰＭＶ样品中检测到１９８ｂｐ的特异性条带，且仅需在４０℃下恒温反应４０ｍｉｎ，
不需要特殊的仪器设备；特异性验证试验表明，除 ＢＰＭＶ能检测到特异性条带外，其他４种病毒 ＳＢＭＶ、ＳＭＶ、ＡｒＭＶ、
ＴＲＳＶ均未检测到特异性条带，证明该方法特异性好；ＲＴ－ＲＰＡ检测ＢＰＭＶ的灵敏度达到１０－４稀释度，说明所建立的
ＲＴ－ＲＰＡ方法灵敏性高。综上所述，建立的ＲＴ－ＲＰＡ方法检测ＢＰＭＶ特异性强、灵敏度高，无需特殊的仪器设备，适
合实验室或者现场快速检测。
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　　菜豆荚斑驳病毒（ｂｅａｎｐｏｄｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ，简称ＢＰＭＶ）属于
豇豆花叶病毒科（Ｃｏｍｏｖｉｒｉｄａｅ）豇豆花叶病毒属（Ｃｏｍｏｖｉｒｕｓ），
其自然寄主为大豆、豇豆、菜豆等豆科植物，实验寄主多达２０
属２５种；分布广泛，在巴西、加拿大、美国、厄瓜多尔、秘鲁等
大豆产区均发现其危害［１－５］。该病毒通过汁液接触、介体昆

虫及种子进行传播，根据侵染程度的不同，能够造成 ３％ ～
５２％的产量损失并使大豆品质降低［３］，如与大豆花叶病毒

（ｓｏｙｂｅａｎｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称ＳＭＶ）复合侵染，可造成大豆减产
８５％，其在美国发生严重，在我国目前尚未发现分布［６］，已被

列入新修订的植物检疫性有害生物名单中。我国是全球最大

的大豆进口国，近年来，全国多个口岸检疫部门多次从进境美

国、加拿大大豆中截获 ＢＰＭＶ，目前尚无有效的病毒防治方
法，一旦ＢＰＭＶ传入我国并定殖下来，将很难根除，加强出入
境检验检疫工作是防止该病毒传入的有效途径之一。为保护

我国农业生产安全，迫切须要建立一套准确快速的检测方法

应用于进出口快速检疫。

目前，对ＢＰＭＶ的检测方法主要有生物学检测、血清学
检测、电镜观察、ＰＣＲ技术等，近年来多 ＲＴ－ＰＣＲ、重 ＲＴ－
ＰＣＲ、免疫捕获巢式 ＲＴ－ＰＣＲ、环介导等温扩增等分子检测

技术也被应用于 ＢＰＭＶ的检测［７－１１］。ＰＣＲ检测方法具有灵
敏度高、特异性强、可用于大量样品检测的特点，然而这种经

典的技术需要复杂的温度循环仪，且检测时间较长，不符合口

岸快速检测通关的要求。重组酶聚合酶扩增（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，简称ＲＰＡ）技术是近几年出现的一种
有望替代 ＰＣＲ的核酸恒温扩增技术，在 ２００６年由英国
ＴｗｉｓｔＤｘＩｎｃ公司研发出［１２］，该技术主要依赖于３种酶分别为
能结合单链寡核苷酸引物的重组酶、单链 ＤＮＡ结合蛋白、
ＤＮＡ聚合酶［１３］，反应过程中不需要模板链的热变性，可以在

恒定的低温条件下完成核酸的快速扩增，产物根据引物设计

位点有特定大小的条带。经探索发现，在ＲＰＡ体系中加入逆
转录酶可以将ＲＮＡ作为模板合成ｃＤＮＡ后再进行扩增，进而
实现一步法扩增，利于 ＲＮＡ病毒核酸检测［１４－１５］。该技术对

设备依赖程度较低，在植物病害诊断、进出口快速检疫等方面

具有巨大的应用前景和市场。目前，国内利用逆转录重组酶

聚合酶扩增（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，简称ＲＴ－ＲＰＡ）技术检测 ＢＰＭＶ的研究尚未见
报道，本研究根据 ＢＰＭＶ基因组的保守序列，设计特异性
ＲＰＡ引物，建立ＢＰＭＶ的ＲＴ－ＲＰＡ检测方法，并验证其特异
性和灵敏度，皆在建立一种快速检测 ＢＰＭＶ的简便高效、特
异性强、灵敏度高、适用于口岸快速检测的方法。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
菜豆荚斑驳病毒、南方菜豆花叶病毒（ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｅａｎ
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ｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称 ＳＢＭＶ）、大豆花叶病毒（ｓｏｙｂｅａｎｍｏｓａｉｃ
ｖｉｒｕｓ，简称ＳＭＶ）、南芥菜花叶病毒（ａｒａｂｉｓｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称
ＡｒＭＶ）及烟草环斑病毒（ｔｏｂａｃｃｏｒｉｎｇｓｐｏｔｖｉｒｕｓ，简称ＴＲＳＶ）大
豆种子样品均保存于中国检验检疫科学研究院，同时设置阴

性对照为健康大豆种子，样品经ＰＣＲ检测和序列测定确认后
于－８０℃冻干保存。植物总ＲＮＡ提取试剂盒为天根生物科
技有限公司产品；ＴｗｉｓｔＡｍｐＢａｓｉｃＲＴ购自ＴｗｉｓｔＤｘＩｎｃ公司。
１．２　主要仪器与设备

金属浴（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＴｈｅｒｍｏＭｉｘｅｒ，由 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司提
供）、电泳仪（６００ＳＩ，由上海博彩生物科技有限公司提供）、凝
胶成像系统（ＧＢＯＸ－Ｆ３，由基因公司提供）。
１．３　方法
１．３．１　ＲＮＡ提取　参照试剂盒操作说明，提取５种病毒样
品及阴性对照的总ＲＮＡ，－８０℃保存备用。
１．３．２　ＲＰＡ引物设计　参考 ＲＰＡ引物的设计要求，根据
ＢＰＭＶ基因组（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 Ｍ６２７３８．１）的保守序列，设计
其ＲＰＡ引物，扩增片段大小为１９８ｂｐ。上游引物为ＢＰＭＶ－Ｆ：
５′－ＴＡＴＴＴＧＴＡＴＧＣＴＡＴＧＧＴＧＣＡＴＧＡＴＡＧＴＴＣＡＧＴＧＴＣ－３′；下
游引物为ＢＰＭＶ－Ｒ：５′－ＴＧＴＴＣＴＣＡＣＴＧＴＴＧＣＣＡＴＴＴＧＡＴＴＣＣ
ＡＡＡＣ－３′。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。
１．３．３　ＲＴ－ＲＰＡ检测　以“１．３．１”节中制备的总ＲＮＡ为模
板，采用ＢＰＭＶ－Ｆ和ＢＰＭＶ－Ｒ引物进行ＲＴ－ＲＰＡ扩增，同
时设置阴性对照。ＲＴ－ＲＰＡ扩增体系（５０μＬ）的配制方法如
下：向含有冻干酶粉的反应管中加入再水化缓冲液

（ｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ）２９．５μＬ，去离子水１４．０μＬ，上、下游引物
（终浓度为０．４μｍｏｌ／Ｌ）各１．０μＬ，模板ＲＮＡ２．０μＬ，最后再
加入醋酸镁溶液（２８０ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ。将ＲＴ－ＲＰＡ扩增体
系充分混匀，置于４０℃金属浴中反应４０ｍｉｎ。ＲＴ－ＲＰＡ反
应结束后，向ＲＴ－ＲＰＡ扩增产物中加入５０μＬ苯酚／四氯化
碳溶液，充分混匀后在１２０００ｒ／ｍｉｎ的转链下离心２ｍｉｎ，取
５μＬ上清液在１．５％ 琼脂糖凝胶上进行电泳，在凝胶成像系
统上观察结果。

１．３．４　ＲＴ－ＲＰＡ检测方法特异性评价　按照“１．３．３”节
ＲＴ－ＲＰＡ检测反应体系，对供试样品 ＢＰＭＶ、ＳＢＭＶ、ＳＭＶ、
ＡｒＭＶ及ＴＲＳＶ共５种病毒的总 ＲＮＡ进行检测，同时设置阴
性对照，对所建立的ＲＴ－ＲＰＡ检测方法特异性进行评价。
１．３．５　ＲＴ－ＲＰＡ检测方法灵敏度评价　将 ＢＰＭＶ样品总
ＲＮＡ进行１０倍梯度稀释，共５个稀释度，以梯度稀释的ＲＮＡ
为模板，按照“１．３．３”节的反应体系进行ＲＴ－ＲＰＡ灵敏度试验。

２　结果与分析

２．１　ＲＴ－ＲＰＡ检测方法的特异性评价
由图１可知，ＢＰＭＶ样品能够检测到１９８ｂｐ的特异性条

带，而ＳＢＭＶ、ＳＭＶ、ＡｒＭＶ、ＴＲＳＶ样品及阴性对照均未检测到
该条带，证明该方法具有较强的特异性。

２．２　ＲＴ－ＲＰＡ检测方法的灵敏度评价
由图２可知，当稀释度为１０－４时，也可以检测到约１９８ｂｐ

的目的条带，当稀释度为１０－５时，未能扩增到目的条带。

３　结论与讨论

ＲＰＡ技术是一种可使微量核酸在体外恒温高效快速扩

增的新技术，已被广泛应用于转基因、病原菌检测及食品安全

等领域［１６－２０］。与基于 ＰＣＲ的核酸扩增技术相比，ＲＰＡ技术
不需要复杂的温度循环装置，操作简便、反应时间短、特异性

强、敏感度高。与其他核酸恒温扩增方法（如核酸依赖性扩

增检测、环介导恒温扩增、链替代扩增、滚环扩增、依赖解旋酶

的恒温基因扩增及转录介导的扩增技术等［２１－２３］）相比，ＲＰＡ
技术不须要完成目标核酸的热变性，反应时间更短，并且可以

多通道同时检测多个靶基因，检测扩增产物时可以根据不同

的条件选择恰当的检测方法，非常实用。当然ＲＰＡ技术从发
展至今才十余年，也存在一些不足：ＲＰＡ体系运行时，对体系
中酶活性的要求较高，任何一种酶失活都能导致反应停止；

ＲＰＡ反应一般在３７～４２℃条件下进行，低温环境容易出现
序列不匹配的产物［２４］；ＲＰＡ体系中，当目的基因含量较低时，
引物之间偶尔会形成引物二聚体，可能导致非特异性产物产

生［２５］；利用琼脂糖凝胶电泳技术对 ＲＰＡ产物进行检测时，凝
胶成像的结果会受到反应体系中缓冲液等组分的影响，因此

须要对产物进行纯化处理［２６］。

本研究建立的利用 ＲＴ－ＲＰＡ检测 ＢＰＭＶ的方法，逆转
录和ＲＰＡ恒温扩增反应在同一反应管中连续进行，操作简
单，制备好ＲＮＡ后仅须配制反应体系，其后的逆转录和 ＲＰＡ
扩增过程仅依靠简单的恒温装置即可完成，大大简化了试验

流程。利用凝胶电泳法检测其扩增引物，能够检测到 ＢＰＭＶ
的特异性条带，而其他几种植物病毒的检测结果均为阴性，说

明ＲＰＡ方法特异性高，这是因为 ＲＰＡ引物设计原理虽与
ＰＣＲ大体相同，也一样需要上、下游２条引物，但 ＲＰＡ引物的
长度较ＰＣＲ引物长，通常由３０～３５个核苷酸组成，这就大大
提高了ＲＰＡ反应中目的基因扩增的准确度。

目前，学者们已经针对 ＢＰＭＶ建立了多种检测方法。张
明哲等利用纳米上转换荧光技术检测 ＢＰＭＶ，检测限度为
１μｇ／ｍＬ，然而检测时间需要２．５ｈ，且磁性纳米粒子的制备
步骤较为繁琐，成本高，不适合大范围推广［２７］；邓丛良等利用
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细菌磁颗粒实时荧光ＲＴ－ＰＣＲ检测ＢＰＭＶ，灵敏度为１０－３稀
释度，但是大豆种子中蛋白质和油脂的含量高，细菌磁颗粒对

ＢＰＭＶ粒子的吸附效果不佳［２８］；易汪雪等利用单管实时荧光

ＲＴ－ＰＣＲ方法同时检测大豆种子中的菜豆荚斑驳病毒和烟
草环斑病毒，二者的检测限度相当，均可达到３５ｐｇ／ｍＬ，但该
方法在样品中同时含有 ＢＰＭＶ和 ＴＲＳＶ，且在含量较低时的
检测中比较有优势［２９］；郭立新等利用逆转录环介导等温扩增

技术检测ＢＰＭＶ，灵敏度为２００ｆｇ／２５μｇ，但该技术对引物设
计要求较高，需要６条引物才能完成扩增［３０］。本研究建立的

ＲＴ－ＲＰＡ检测ＢＰＭＶ的灵敏度为１０－４稀释度，该技术检测时
间短，成本低廉，引物设计简便，仅需１对引物即可完成目的
基因的扩增，更适用于核酸快速检测领域，可作为口岸快速筛

查菜豆荚斑驳病毒的有效手段。

４　总结与展望

我国食用油业规模巨大，大豆需求量大，须要长期大量地

从国外进口，但其携带的多种病毒会威胁我国大豆产业的发

展。ＲＰＡ技术操作方便、特异性强、检测灵敏度高，扩增产物
检测方便，虽然存在一定的缺点，但随着 ＲＰＡ技术的不断发
展、进一步完善以及检测步骤的改良，将有望在 ＢＰＭＶ田间
诊断、口岸检验等领域得到广泛的应用，为 ＢＰＭＶ的快速检
测和一线国门检疫提供有效的技术支持。
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