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菜豆黄花叶病毒 ＲＰＡ－ＬＦＤ技术快速检测方法
的建立与应用

朱宇翔１，２，秦嘉超１，２，季英华３，陈　新１，陈学好２，崔晓艳１

（１．江苏省农业科学院经济作物研究所，江苏南京２１００１４；２．扬州大学园艺与植物保护学院，江苏扬州 ２２５００９；

３．江苏省农业科学院植物保护研究所，江苏南京２１００１４）

　　摘要：根据菜豆黄花叶病毒（ｂｅａｎｙｅｌｌｏｗｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称ＢＹＭＶ）外壳蛋白基因序列的保守区设计特异性引物和
探针，建立蚕豆中ＢＹＭＶ的重组酶聚合酶扩增（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，简称ＲＰＡ）检测方法。同时，将该
方法与侧向流动试纸条（ＬＦＤ）检测方法相结合，建立ＲＰＡ－ＬＦＤ快速检测方法，并进行特异性和灵敏度验证。结果表
明，该方法可在３７～４２℃等温条件下进行，３０ｍｉｎ即可完成检测。灵敏度试验表明，采用 ＲＰＡ－ＬＦＤ方法检测ＢＹＭＶ
的灵敏性是ＰＣＲ方法的 １００倍。在特异性试验方面，与同属于马铃薯 Ｙ病毒属亲缘关系较近的大豆花叶病毒
（ｓｏｙｂｅａｎｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称ＳＭＶ）、菜豆普通花叶病毒（ｂｅａｎｃｏｍｍｏｎｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称ＢＣＭＶ）和芜菁花叶病毒（ｔｕｒｎｉｐ
ｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称ＴｕＭＶ）无交叉反应。因此，本研究建立的菜豆黄花叶病毒 ＲＰＡ－ＬＦＤ技术检测快速、灵敏且高效，
有望成为我国菜豆黄花叶病毒田间诊断与防控的实用性技术手段。
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　　菜豆黄花叶病毒（ｂｅａｎｙｅｌｌｏｗｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称
ＢＹＭＶ）是马铃薯 Ｙ病毒属的成员，属于正义单链
ＲＮＡ病毒，全长９．５ｋｂ，基因组编码一条多聚蛋白，
该多聚蛋白裂解成 １１个编码蛋白：Ｐ１、ＨＣ－Ｐｒｏ、

Ｐ３、Ｐ３Ｎ－ＰＩＰＯ、６Ｋ１、ＣＩ、６Ｋ２、ＮＩａ、ＮＩｂ、ＶＰｇ和
ＣＰ［１－２］。研究人员常用外壳蛋白（ＣＰ）作为株系划
分的一个标准，它作为重要的结构蛋白，主要参与

病毒的运动和介体传播［３－９］。ＢＹＭＶ首次在 １９２５
年被报道，随后在世界各个国家广泛传播［１０］。寄主

范围特别广泛，主要侵染豌豆和蚕豆［１１－１２］。通常以

种子带毒和蚜虫非持久性传播为主，也可通过汁液

摩擦接种的方式传毒。蚕豆受病的叶片一般会表

现出系统花叶、斑驳等症状，严重时会造成植株畸

形，严重影响作物的产量及品质［１３］。目前菜豆黄花

叶病毒已经成为世界范围内的流行性植物病毒，造

成豆科植物以及其他多种田间作物的大面积减产。

关于菜豆黄花叶病毒的防治方法以选育优良的抗
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病品种为主，田间管理时应注意蚜虫的防治并结合

合理的药剂防治，防止病毒病相互传染，加重病情。

因此，快速且高效的检测方法对防控菜豆黄花叶病

毒至关重要。

目前已报道的菜豆黄花叶病毒的检测方法主

要有酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法［１４］，包括直接抗原包

被ＥＬＩＳＡ和双抗体夹心ＥＬＩＳＡ［１５］。然而，该方法检
测灵敏度低，且需要高质量的抗体［１６］；聚合酶链式

反应（ＰＣＲ）及ＲＴ－ＰＣＲ法包括 ＲＴ－ＰＣＲ［１７］、一步
实时定量ＲＴ－ＰＣＲ［１６］、免疫捕捉 ＲＴ－ＰＣＲ［１８］。该
方法具有较高的灵敏度和特异性，被广泛使用，但

ＰＣＲ对菜豆黄花叶病毒的检测需要提取 ＲＮＡ、反转
录、扩增、琼脂糖凝胶电泳及成像检查扩增子等［１９］。

步骤繁琐、耗时长、需要大型昂贵仪器，不适合野外

现场的快速检测［２０］。

重组酶聚合酶扩增（ＲＰＡ）作为一种新型的等
温分析法，能够对植物病原体内的 ＤＮＡ或 ＲＮＡ进
行高度特异和有效的检测。ＲＰＡ已经广泛应用于
细菌、真菌和病毒的分子检测。Ｇｈｏｓｈ等基于柑橘
黄龙病病原菌（ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＬｉｂｅｒｉａｂａｃｔｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓ）保
守的１６ＳＲＮＡ基因设计特异性引物对和探针，结合
侧向流动试纸条建立了 ＲＰＡ检测体系［２１］；Ｌｅｉ等利
用便携式实时荧光检测仪完成了对甘蓝型油菜茎

基溃疡病（Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａｍａｃｕｌａｎｓ）的快速检测［２２］；

Ｚｈａｎｇ等首次应用 ＲＰＡ检测李痘病毒 （ｐｌｕｍｐｏｘ
ｖｉｒｕｓ，简称ＰＰＶ）后，ＲＰＡ逐渐应用在植物病毒的检
测上［２３］，比如番茄黄化曲叶病毒（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆ
ｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，简称简称 ＴＹＬＣＶ）［２４］、菜豆荚斑驳病毒
（ｂｅａｎｐｏｄｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ，简称 ＢＰＭＶ）［２５］、樱桃病毒
（ｃｈｅｒｒｙｖｉｒｕｓＡ，简称 ＣＶＡ）［２６］、紫云英矮缩病毒
（ｍｉｌｋｖｅｔｃｈｄｗａｒｆｖｉｒｕｓ，简称 ＭＶＤＶ）［２７］、黄瓜花叶
病毒（ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称ＣＭＶ）［２８］，显示了
其可应用于检测菜豆黄花叶病毒的潜力。ＲＰＡ利
用链置换聚合酶、重组酶和单链 ＤＮＡ结合蛋白
（ＳＳＢ）进行ＤＮＡ变性［２９］，通过包括凝胶电泳、基于

探针的荧光监测或简单的非仪器“夹心分析”，如侧

向流动试纸条等方法进行检测，该方法无需大型昂

贵仪器进行扩增、电泳等繁琐步骤，恒温的条件下，

短时间内即可观察结果。该方法简单、快速、高效，

非技术人员也可直接操作，对现场菜豆黄花叶病毒

病株快速检测具有良好的应用潜力。

在本研究中，建立了基于 ＲＰＡ－ＬＦＤ检测
ＢＹＭＶ的方法，开发引物和探针，不仅测试了对

ＢＹＭＶ的特异性，而且可对ＲＰＡ－ＬＦＤ和 ＰＣＲ灵敏
度进行比较。同时，ＲＰＡ－ＬＦＤ检测技术可以快速
且有效地检测出田间病样中的ＢＹＭＶ。

１　材料与方法

１．１　材料
２０２０年，从江苏和云南不同地区收集９份表现

出花叶症状的蚕豆病样。所有样本均 ＰＣＲ检测和
序列测定后储存在江苏省农业科学院经济作物研

究所实验室－８０℃冰箱。大豆花叶病毒（ＳＭＶ）、菜
豆普通花叶病毒（ＢＣＭＶ）和芜菁花叶病毒（ＴｕＭＶ）
样本均储存在笔者所在课题组实验室。本试验于

２０２２年３—４月于江苏省农业科学院经济作物研究
所完成。

１．２　ＲＮＡ提取，ｃＤＮＡ合成
使用天根生化科技（北京）有限公司的植物总

ＲＮＡ提取试剂盒提取蚕豆叶片的总 ＲＮＡ，采用
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００Ｃ微体积紫外可见分光光度计测定
ＲＮＡ提取物的纯度和浓度。使用北京擎科生物科
技有限公司的ＧｌｏｄｅｎｓｔａｒＲＴ６ｃＤＮＡ合成试剂盒，
利用１μｇ总ＲＮＡ以２０μＬ体积合成第１链ｃＤＮＡ。
ｃＤＮＡ－２０℃保存备用。
１．３　ＲＰＡ－ＬＦＤ检测ＢＹＭＶ

本研究中 ＲＰＡ的引物设计是按照制造商的引
物设计说明（英国剑桥 ＴｗｉｓｔＤｘ）靶向部分菜豆黄花
叶病毒ＣＰ基因（来自不同 ＮＣＢＩ参考序列菌株 ＣＰ
的比对）。ＲＰＡ使用来自ＴｗｉｓｔＡｍｐｎｆｏ工具包的
材料和方案（英国剑桥 ＴｗｉｓｔＤｘ）进行。ＲＰＡ反应含
有１μＬＢＹＭＶ感染的蚕豆植株 ｃＤＮＡ、２９．５μＬ
ＲｅｈｙｄｒａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ、２．１μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ正向引物
（ＢＹＭＶ－ＲＰＡ－Ｆ：５′－ＴＴＡＴＴＴＧＧＡＣＴＴＧＡＴＧＧＣＡ
ＡＴＧＴＴＧＧＡＡＣＡＧＡＣ－３′）和２．１μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ反向
引物（ＢＹＭＶ－ＲＰＡ－Ｒ：［５′ＢＩＯＴＩＮ］ＡＣＡＴＡＧＴＡＴＴＡ
ＡＧＴＡＡＴＧＴＡＡＣＧＣＣＡＡＡＴＴＡＴＡ－３′）、０．６μＬ
１０ｍｍｏｌ／Ｌ探针（ＢＹＭＶ－－ｐｒｏｂｅ：［５′ＦＡＭ］ＧＣＡＧＧ
ＡＧＡＴＧＴＣＡＡＴＣＧＴＧＡＴＡＴＧＣＡＣＡＣＣＡＴ［ＴＨＦ］ＣＴＴ
ＧＧＴＧＴＴＣＧＴＡＴＴＴ［３′ＢＬＯＣＫ］）、１２．２μＬｄｄＨ２Ｏ和
２．５μＬ２８０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸镁的 ５０μＬ反应体积，
３７℃ 扩增２０ｍｉｎ。对于侧向流动分析，参考试剂
盒操作（德国 ＭｉｌｅｎｉａＧｅｎｌｉｎｅＨｙｂｒｉＤｅｔｅｃｔ试纸），将
５μＬＲＰＡ扩增产物与 １００μＬ分析缓冲液
（ＨｙｂｒｉＤｅｔｅｃｔ分析缓冲液）在新反应管中混合。然
后将侧向流动试纸条（ＬＦＤ）浸入混合物中，并在室
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温下培养５ｍｉｎ。在控制区有１条可见线的条带被
视为阴性，在控制区和测试区都有２条可见线的条
带被视为阳性。

１．４　ＰＣＲ检测ＢＹＭＶ
ＰＣＲ反应使用 １０μＬ２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘｌｌ

（ｗｉｔｈＤｙｅ）［天根生化科技（北京）有限公司］，
０．５μｍｏｌ／Ｌ正向引物 ［ＢＹＭＶ－ＣＰ－Ｆ：５′－ＣＣＡＡＣ
ＡＴＴＣ（Ｔ）ＣＧＣＣＡＡ（Ｇ）ＡＴＡＡＴＧＴ－３′］和反向引物
（ＢＹＭＶ－ＣＰ－Ｒ：５′－ＴＡＧＡＧＡＧＡＡＴＧＡＴＡＣＡＣＡＴＡ
ＣＴＧ－３′），１μＬｃＤＮＡ和８μＬｄｄＨ２Ｏ。所有样品在
９５℃下预变性 ５ｍｉｎ，然后进行 ３５个循环（９５℃
３０ｓ，５８℃３０ｓ和７２℃３０ｓ），最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。
获得的ＰＣＲ产物在１．５％琼脂糖凝胶上分离。溴化

乙锭染色，Ｂｉｏ－Ｒａｄ分子成像仪凝胶 ＤＯＣＸＲ系统
（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ，美国）观察图像。

２　结果与分析

２．１　ＲＰＡ－ＬＦＤ检测ＢＹＭＶ方法的建立
以２份感染菜豆黄花叶病毒的蚕豆样品的

ｃＤＮＡ作为模板分别进行 ＰＣＲ和 ＲＰＡ－ＬＦＤ的扩
增，用健康蚕豆植株的 ｃＤＮＡ作为阴性对照。ＰＣＲ
扩增之后，通过琼脂糖凝胶电泳检测出４００ｂｐ的目
标条带，ＲＰＡ－ＬＦＤ试验使用特异性引物和探针成
功地在感染植株中检测到菜豆黄花叶病毒（图１），
阴性对照无条带，表明 ＲＰＡ－ＬＦＤ可用于菜豆黄花
叶病毒的快速检测。

２．２　ＲＰＡ－ＬＦＤ与ＰＣＲ的灵敏度比较
为评估ＲＰＡ－ＬＦＤ的灵敏度，以菜豆黄花叶病

毒检测为阳性的蚕豆叶片总 ＲＮＡ为模板，以 １０倍
浓度梯度进行稀释，反转录之后得到 ｃＤＮＡ进行
ＲＰＡ－ＬＦＤ和ＰＣＲ检测的灵敏度比较。结果表明，
ＲＰＡ－ＬＦＤ可以检测到总ＲＮＡ稀释到１０－５的样品，
而ＰＣＲ仅能检测到总 ＲＮＡ稀释到１０－３的样品（图

２）。因此，本研究建立 ＲＰＡ－ＬＦＤ的检测方法比
ＰＣＲ灵敏１００倍。
２．３　ＲＰＡ－ＬＦＤ特异性分析

ＢＹＭＶ属于马铃薯Ｙ病毒属，分别以该属侵染
豆科作物的其他病毒（ＳＭＶ、ＢＣＭＶ、ＴｕＭＶ）阳性样
品的ｃＤＮＡ和ＢＹＭＶ阳性样品的ｃＤＮＡ为模板进行
ＲＰＡ扩增，同时以ＰＣＲ进行验证，对所建立的
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ＲＰＡ－ＬＦＤ的方法特异性进行分析。结果显示，该
引物和探针只能从含菜豆黄花叶病毒的ｃＤＮＡ中扩
增出条带，大豆花叶病毒、芜菁花叶病毒和菜豆普

通花叶病毒的样品均未检测出条带（图３）。因此，
所建立的ＲＰＡ－ＬＦＤ检测技术具有良好的特异性，
可以有效地检测菜豆黄花叶病毒。

２．４　ＲＰＡ－ＬＦＤ田间样品的检测
２０２０年从江苏和云南不同地区采集了９份疑

似菜豆黄花叶病毒感染的蚕豆样品叶片。通过

ＲＰＡ－ＬＦＤ的方法检测 ＢＹＭＶ，同时用 ＰＣＲ进一步
验证。结果表明，９份样品中有 ６个阳性植株，
ＲＰＡ－ＬＦＤ检测结果与 ＰＣＲ结果一致（图 ４）。因
此，所建立的菜豆黄花叶病毒的 ＲＰＡ－ＬＦＤ检测技

术可以快速且有效地检测出田间病样中的 ＢＹＭＶ
（表１）。

３　讨论

１９８５年濮祖芹等利用血清学的方法曾在江苏
菜豆中检测到菜豆黄花叶病毒［３０］，之后在浙江［３１］、

云南［３２］等地均有报道。笔者所在实验室在２０１９—
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表１　ＲＰＡ－ＬＦＤ检测江苏和云南不同地区蚕豆样品中

ＢＹＭＶ的结果

样品 地区 ＲＰＡ－ＬＦＤ ＰＣＲ症状

ＤＬ１ 云南 ＋ ＋皱缩

ＤＬ８ 云南 ＋ ＋花叶

ＤＬ１２ 云南 ＋ ＋花叶

ＮＫＹ１１ 江苏 ＋ ＋花叶

ＮＫＹ１２ 江苏 ＋ ＋花叶

ＬＨ２ 江苏 ＋ ＋花叶

ＮＪ１ 江苏 － －无症状

ＮＪ２ 江苏 － －无症状

ＮＪ３ 江苏 － －无症状

２０２１这３年间，从江苏、安徽、云南、广西、重庆、四
川等地收集了２００多份蚕豆疑似病样，经 ＰＣＲ检测
出的病毒，菜豆黄花叶病毒的占比接近３０％，说明
该病毒已经对全国各地蚕豆的生产造成了严重威

胁。病毒病的准确检测和诊断是有效防控作物病

害的重要步骤，所以建立一套快捷、高效的检测方

法对有效地防止病害的流行起到至关重要的作用。

本研究建立的 ＲＰＡ－ＬＦＤ检测蚕豆植株中菜
豆黄花叶病毒的方法操作简单，反应迅速而且具有

较高的特异性。ＲＰＡ－ＬＦＤ可在３７～４２℃的常温
条件下进行扩增，因为引物的退火和延伸是由酶介

导的，不是靠温度驱动，从而不需要昂贵的热循环

仪，仅需在恒温的水浴锅中即可完成，甚至有学者

通过ＲＰＡ可常温扩增的特点设计出了仅用人体体
温就能完成ＤＮＡ扩增的检测方法［３３］。在田间样品

检测到的阳性病样均经 ＰＣＲ检测得以验证，ＲＰＡ－
ＬＦＤ最短可在２０ｍｉｎ内完成扩增，通过侧向流动试
纸条５ｍｉｎ即可读出结果，相比于 ＰＣＲ扩增一般需
要９０ｍｉｎ左右，而且如果操作不当，电泳条带易不
清晰或弥散，本研究建立侧向流动试纸条的检测方

法耗时短，操作更简易，结果直观且易于辨识，非常

适合用于野外病样的快速诊断；同时，ＲＰＡ－ＬＦＤ检
测的灵敏度也是其优势之一，本研究中 ＲＰＡ－ＬＦＤ
检测菜豆黄花叶病毒的灵敏度是ＰＣＲ的１００倍；本
试验开发的引物和探针对菜豆黄花叶病毒具有特

异性，而对其他３种马铃薯 Ｙ病毒属的病毒无交叉
反应。

２００６年 ＲＰＡ技术首次被报道，因其检测快速、
灵敏且高效等优点，近年来在植物病毒检测领域被

广泛使用。ＲＰＡ－ＬＦＤ技术可直接以粗提物为模
板，操作简便，避免了样品制备的繁琐过程，减少时

间成本，可以直接在田间完成检测［３４］。不过，ＲＰＡ
技术还存在一些不足之处可供完善，比如其检测成

本较高于 ＰＣＲ，缺乏专门的引物和探针设计软件，
而且在检测过程中容易受其他因素的影响，尤其是

气溶胶污染而产生假阳性，所以检测应在无污染且

通风良好的环境中进行。随着 ＲＰＡ技术的不断完
善，该技术有望成为我国菜豆黄花叶病毒田间诊断

与防控的实用性技术手段。相比于传统的分子检

测技术，ＲＰＡ技术在植物快速诊断领域具有更为广
泛的应用前景。
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［１２］夏明忠．蚕豆病害研究简介［Ｊ］．园艺与种苗，１９９０（３）：４５－

４６．　

［１３］涂丽琴，吴淑华，干射香，等．江苏省蚕豆上菜豆黄花叶病毒的

分子鉴定［Ｊ］．江苏农业学报，２０１９，３５（４）：８０４－８１０．

［１４］ＰｒａｂｏｗｏＤＢ，ＨａｄｉａｓｔｏｎｏＴ，ＨｉｍａｗａｎＴ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｄｉｓｅａｓｅｏｆ

ｓｕｇａｒｃａｎｅｓｔｒｅａｋｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ（ＳＣＳＭＶ）ｖｉａｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｔｅｓｔｏｎ

ｓｕｇａｒｃａｎｅ（Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ Ｌ．），ｗｅｅｄａｎｄｉｎｓｅｃｔｖｅｃｔｏｒ

［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１４，３（１）：

８８－９２．　

［１５］ＨｅｍａＭ，ＳａｖｉｔｈｒｉＨＳ，ＳｒｅｅｎｉｖａｓｕｌｕＰ．Ａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ

ｐｒｏｂｅ－ｂａｓｅｄｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｕｇａｒｃａｎｅｓｔｒｅａｋｍｏｓａｉｃ

ｖｉｒｕｓｃａｕｓｉｎｇｍｏｓａｉｃｄｉｓｅａｓｅｏｆｓｕｇａｒｃａｎｅｉｎＩｎｄｉａ［Ｊ］．Ｃｕｒｒｅｎｔ

Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００１，８１（８）：１１０５－１１０８．

［１６］ＦｕＷＬ，ＳｕｎＳＲ，ＦｕＨＹ，ｅｔａｌ．Ａｏｎｅ－ｓｔｅｐｒｅａｌ－ｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲ

ａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆｓｕｇａｒｃａｎｅｓｔｒｅａｋｍｏｓａｉｃ

ｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＢｉｏＭｅｄＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２０１５，２０１５：５６９１３１．

［１７］ＣｈａｎｄｒａｎＶ，ＧａｊｊｅｒａｍａｎＰ．Ａｓｉｍｐｌｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒ

ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｏｆｓｕｇａｒｃａｎｅｓｔｒｅａｋｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｓｕｇａｒ

Ｔｅｃｈ，２０１３，１５（４）：４１７－４１９．

［１８］ＨｅｍａＭ，ＫｉｒｔｈｉＮ，Ｓｒｅｅｎｉｖａｓｕｌｕ Ｐ，ｅｔａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｏａｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｔｉｂｏｄｙｂａｓｅｄＩＣ－ＲＴ－ＰＣＲ ｆｏｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｕｇａｒｃａｎｅｓｔｒｅａｋｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ

ｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍＳｏｕｔｈｅｒｎＩｎｄｉａ［Ｊ］．ＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＶｉｒｏｌｏｇｙ，２００３，１４８

（６）：１１８５－１１９３．

［１９］ＶｉｎｃｅｌｌｉＰ，ＴｉｓｓｅｒａｔＮ．Ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ－ｂａｓｅｄｐａｔｈｏｇｅｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎ

ａｐｐｌｉｅｄｐｌａｎｔｐａｔｈｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＤｉｓｅａｓｅ，２００８，９２（５）：６６０－

６６９．　

［２０］ＢａｂｕＢ，ＷａｓｈｂｕｒｎＢＫ，ＭｉｌｌｅｒＳＨ，ｅｔａｌ．Ａｒａｐｉｄａｓｓａｙｆｏｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒｏｓｅｒｏｓｅｔｔｅｖｉｒｕｓｕｓｉｎｇｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｍｕｌｔｉｐｌｅｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｓ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｉｒｏｌｏｇｉｃａｌＭｅｔｈｏｄｓ，２０１７，２４０：７８－８４．

［２１］ＧｈｏｓｈＤＫ，ＫｏｋａｎｅＳＢ，ＫｏｋａｎｅＡＤ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａ
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ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＬｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓ［Ｊ］． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，２０１８，１３

（１２）：ｅ０２０８５３０．

［２２］ＬｅｉＲ，ＫｏｎｇＪ，ＱｉｕＹＨ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ

ｆｕｎｇｉｃａｕｓｉｎｇｂｌａｃｋｌｅｇｏｆＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓｕｓｉｎｇａｐｏｒｔａｂｌｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｏｒ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１９，２８８：５７－６７．

［２３］ＺｈａｎｇＳＬ，ＲａｖｅｌｏｎａｎｄｒｏＭ，ＲｕｓｓｅｌｌＰ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｌｕｍ ｐｏｘｖｉｒｕｓｉｎＰｒｕｎｕｓｐｌａｎｔｓｂｙｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
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１２０．　
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ａｇｏｌｄ－ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｐｒｏｂｅ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１９，９（１）：

１－８．　

［２５］张永江，魏 霜，袁俊杰，等．一步法逆转录重组酶聚合酶常温扩

增（ＲＴ－ＲＰＡ）技术检测菜豆荚斑驳病毒［Ｊ］．江苏农业科学，

２０１８，４６（２１）：９６－９８．

［２６］陈　玲，段续伟，张开春，等．基于重组酶聚合酶扩增 （ＲＰＡ）

技术的樱桃病毒 Ａ（ＣＶＡ）的检测方法［Ｊ］．园艺学报，２０２０，４７

（２）：３９０－３９８．

［２７］ＣａｏＹＨ，ＹａｎＤＫ，ＷｕＸＹ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄａｎｄｖｉｓｕａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｍｉｌｋｖｅｔｃｈｄｗａｒｆｖｉｒｕｓｕｓｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｌａｔｅｒａｌｆｌｏｗｓｔｒｉｐｓ［Ｊ］．ＶｉｒｏｌｏｇｙＪｏｕｒｎａｌ，２０２０，１７

（１）：１０２．

［２８］ＳｒｉｖａｓｔａｖａＮ，ＫａｐｏｏｒＲ，ＫｕｍａｒＲ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆ

ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓｉｎｂａｎａｎａｐｌａｎｔｓｕｓｉｎｇａｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ－

ｂａｓｅｄｒｅａｌ－ｔｉｍｅｉｓｏｔｈｅｒｍａｌｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｓｓａｙ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｉｒｏｌｏｇｉｃａｌＭｅｔｈｏｄｓ，

２０１９，２７０：５２－５８．

［２９］ＰｉｅｐｅｎｂｕｒｇＯ，ＷｉｌｌｉａｍｓＣＨ，ＳｔｅｍｐｌｅＤＬ，ｅｔａｌ．ＤＮＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｕｓｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＢｉｏｌｏｇｙ，２００６，４（７）：ｅ２０４．

［３０］濮祖芹，周益军．从菜豆上分离的菜豆黄花叶病毒鉴定［Ｊ］．南

京农业大学学报，１９８５，８（２）：１３０．

［３１］郑　滔，陈　炯，陈剑平．杭州郊区菜豆花叶病病原的分子鉴定

［Ｊ］．浙江农业学报，２００２，１４（３）：１７８－１８１．

［３２］ＱｉＰ，ＷａｎｇＸＭ，ＨｅＱＹ，ｅｔａｌ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｏａｔ
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３７（４）：３６８－３７６．
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