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重组酶聚合酶扩增技术（RPA）快速检测玉米褪绿斑驳病毒

Detection of maize chlorotic mottle virus by recombinase polymerase amplification
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玉米褪绿斑驳病毒（maize chlorotic mottle vi‐

rus，MCMV）是我国颁布的一种禁止进境的检疫性

有害生物，自然寄主有玉米、小麦、黍、大麦等。自然

情况下，MCMV常与甘蔗花叶病毒（sugarcane mosa‐

ic virus，SCMV）、玉米矮花叶病毒（maize dwarf mo‐

saic virus，MDMV）、小麦线条花叶病毒（wheat

streak mosaic virus，WSMV）共同侵染玉米，可造成

玉米产量损失高达 10%~90%（Hilker et al.，2017）。

重组酶聚合酶扩增技术（recombinase polymerase

amplification，RPA）是近几年出现的一种体外核酸

恒温扩增检测技术，在病原体诊断、食品安全检测等

方面都有应用（杜亚楠等，2018）。本研究针对MC‐

MV拟建立了一种操作简便、特异性强、灵敏度高的

RPA检测技术，以期为MCMV田间诊断、口岸现场

检疫提供更好的技术支持。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料：MCMV阳性对照为经PCR鉴定为阳

性的玉米叶片，MCMV阴性对照采自广州玉米大田

的健康玉米叶片，SCMV、MDMV、WSMV、玉米褪

绿矮缩病毒（maize chlorotic dwarf virus，MCDV）阳

性对照（叶片）均购自美国Agdia公司。

试剂及仪器：植物RNA提取试剂盒，天根生物

科技有限公司；TwistAmp Basic RPA 试剂盒，英国

TwistDx公司；PrimeScript RT-PCR试剂盒，日本Ta‐

KaRa公司；其它试剂为国产分析纯。600SI电泳仪，

上海博彩生物科技有限公司；T100 PCR扩增仪、Im‐

age Lab凝胶成像系统，美国Bio-Rad公司。

1.2 方法

引物设计：根据GenBank MCMV CP基因序列

（登录号 JQ982468.1），参照 RPA 引物设计要求设

计 4 对引物：引物 M1（5'-AGCTACAATAGCTCT‐

GAAGAACAGAGGGCC-3'）/M2（5'-GCACGAGTA-

CGAGATTTTGATTTGGCCTAC-3'）、M3（5'-GATT-

ACATGTTATCAATACCCACTGGGGTG-3'）/M4（5'-

CACTAGCTTTAGGGATAGCCACAATGAATC-3'）、

M5（5'-TGGCAGCACAATCACAGATGTGGAATA‐

CAAT-3'）/M6（5'-TGGCCCTCTGTTCTTCAGAGC‐

TATTGTAGCTGA-3'）、M7（5'-TGCCCTCAGCTAC-

AATAGCTCTGAAGAACAGA-3'）/M8（5'-TTGCAC-

TAGCTTTAGGGATAGCCACAATGAATC-3'），扩增

片段大小分别为199、217、192、165 bp。引物均由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成。

模板制备、cDNA合成：各取 5种病毒阳性对照

以及MCMV阴性对照叶片 0.1 g，按照植物RNA提

取试剂盒说明书，提取叶片总 RNA，-80℃保存备

用。以提取的 RNA 为模板反转录合成第一链 cD‐

NA，4℃保存。

RPA扩增及检测引物筛选：以cDNA为模板，利

用本研究设计的4对引物分别进行RPA扩增。50 μL

RPA扩增体系：向已装有冻干酶粉的PCR试管中加

入Rehy-dration Buffer 29.5 μL、无RNAase水 12 μL、

10 μmol/L 上、下游引物各 2 μL、模板 cDNA 2 μL、

280 mmol/L醋酸镁2.5 μL。40℃温浴40 min；反应结

束后，加入50 μL苯酚/氯仿溶液，充分混匀，12 000 r/min

离心2 min，取上清液 5 μL进行 1.5%琼脂糖凝胶电

泳，在凝胶成像系统上观察结果。按照上述RPA扩

增反应体系，以MCMV阳性对照为模板，分别用引

物对 M1/M2、M3/M4、M5/M6、M7/M8 进行 RPA 检

测，筛选出最合适的 RPA反应引物对。
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RPA检测方法特异性及灵敏度评价：利用筛选

的最佳引物对，根据上述 RPA 扩增反应体系，以

MCMV、SCMV、MDMV、WSMV 及 MCDV 阳性对

照为模板进行RPA检测来对所建立的RPA检测方

法特异性进行评价。以 MCMV 阳性对照总 RNA

反转录合成的第一链 cDNA为模板进行稀释，浓度

梯度为 100、10-1、10-2、10-3、10-4、10-5六个稀释度，按

照上述反应体系进行RPA灵敏度试验。参照龚海

燕等（2010）建立 MCMV 的普通 PCR 方法进行灵

敏度试验。25 μL PCR反应体系：cDNA模板 2 μL、

20 μmol/L上、下游引物0.4 μL、10×PCR Buffer 2 μL、

10 mmol/L dNTPs 1 μL、5 U/μL Taq酶0.5 μL，补双蒸

水至25 μL。PCR反应程序：94℃预变性10 min；94℃

变性 40 s；58℃退火 40 s，72℃延伸 1 min，35 个循

环；72℃延伸 10 min。比较本研究所建立的RPA检

测方法与普通PCR方法的灵敏度。

2 结果与分析

2.1 引物筛选结果

引物筛选结果显示，引物M1/M2无目的条带扩

增，故不选用；其余 3对引物均有特异性扩增，引物

M3/M4和M5/M6虽扩增到目标条带，但有较明显的

非特异性扩增；而M7/M8扩增条带单一，扩增效率

与 M3/M4 和 M5/M6 两对引物相近，且无非特异性

条带，故本试验选用引物M7/M8进行后续试验。

2.2 RPA检测方法的特异性评价

对 MCMV RPA 引物的特异性进行评价，结果

显示，只有MCMV阳性样品扩增得到165 bp的目的

片段，而 SCMV、MDMV、WSMV、MCDV 阳性对照

以及 MCMV 阴性对照均未检测到条带，表明引物

M7/M8对MCMV具有良好的特异性。

2.3 RPA检测方法灵敏度评价

以不同稀释梯度 MCMV 反转录 cDNA 为模板

进行检测，结果显示，RPA 检测方法的反应时间设

置 40 min、稀释度为 10-4时，仍然可以检测到大小

165 bp 的目的条带；普通 PCR 反应设置为 35 个循

环、稀释度为10-4时，也可以检测到700 bp的目的条

带。当稀释度为10-5时，2种检测方法均未扩增出目

的条带（图1）。说明这2种方法检测灵敏度相当；但

是RPA检测方法较普通PCR反应时间短，且只需单

一温度即可完成，在保证检测质量的前提下，RPA检

测方法具备更好的实用性。

3 讨论

MCMV是很多国家玉米生产上的重要病毒病

害的病原，近年来频繁的贸易往来和人员交流加剧

了MCMV在世界各地的快速蔓延（Isabirye & Rwo‐

mushana，2016），在我国云南省也有发现（Xie et al.，

2011）。本研究建立的MCMV RPA快速检测方法，

引物具有良好的特异性，操作简便，反应在恒温仪器

如水浴锅或电浴锅中就可完成核酸的快速扩增。与

传统的 PCR技术相比，二者灵敏度相当，RPA反应

时间更短；与其它核酸恒温扩增方法相比较（Chen

et al.，2017），RPA技术反应过程中不需要模板链的

热变性，反应只需一对引物，更简便有效。RPA检测

方法具有操作简便、实用、特异性强、灵敏度高等优

点，更适合MCMV在口岸和田间的快速检测。

M：DL2000；1：100；2：10-1；3：10-2；4：10-3；5：10-4；6：10-5.

图1 MCMV RPA检测方法的灵敏度检测结果

Fig. 1 The sensitivity of MCMV RPA test
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