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　 　 摘要:　 玉米矮花叶病毒(Ｍａｉｚｅ ｄｗａｒｆ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＭＤＭＶ)是一种重要的检疫性病毒ꎬ严重影响玉米的生产ꎮ
为了有效防治玉米矮花叶病ꎬ本研究基于反转录重组酶介导等温核酸扩增(ＲＴ￣ＲＡＡ)技术和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 系统

构建了一种 ＭＤＭＶ 快速检测方法ꎬ将所有试剂集中在一个试管中进行反应ꎬ并通过侧向流动试纸条(ＬＦＤ)检测反

应结果ꎮ 本研究筛选得到的最佳反应条件为ꎬ引物添加量 ２.８ μＬ、ＦＢ 报告分子浓度 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ、ＲＴ￣ＲＡＡ 系统反应

时间 ２０ ｍｉｎ、ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 系统反应时间 ２０ ｍｉｎꎮ 本研究构建的基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米

矮花叶病毒快速检测方法特异性强、灵敏度高ꎬ且所用试验材料方便携带和运输ꎬ适用于现场检测ꎮ
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　 　 玉米是全球重要粮食作物ꎬ种植面积广泛ꎬ被用

于食品、医疗、化工等多个领域ꎮ 美国是全球最大的

玉米生产国ꎬ中国位居第 ２[１]ꎮ 近年来ꎬ玉米产业在

产量、质量和种植面积等方面均有显著提升ꎮ 玉米

常年遭受病毒的侵染ꎬ严重威胁其安全生产ꎮ 玉米

矮花叶病是玉米常见的病害之一ꎬ会导致玉米产量

和质量下降ꎬ引起该病的主要病毒包括甘蔗花叶病

毒(Ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＳＣＭＶ)、玉米矮花叶病毒

(Ｍａｉｚｅ ｄｗａｒｆ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＭＤＭＶ)ꎬ这两种病毒引起

的症状相似ꎬ难以区分[２]ꎮ 目前有关检测 ＭＤＭＶ 的

研究相对较少ꎬ因此ꎬ建立一种简捷、高效、快速的

ＭＤＭＶ 检测技术尤为重要ꎮ
玉米矮花叶病毒属于马铃薯 Ｙ 病毒科(Ｐｏｔｙｖｉｒｉ￣

ｄａｅ)马铃薯 Ｙ 病毒属(Ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ)ꎬ是一种重要的检疫

性病毒ꎮ ＭＤＭＶ 是一种正义单链 ＲＮＡ 病毒[３]ꎬ仅寄

生于禾本科植物ꎬ可侵染玉米、甘蔗等十余种农作物

及草本植物ꎬ其中约翰逊草受害最严重[４￣５]ꎬ石茅是

ＭＤＭＶ 田间的长期毒源[６]ꎮ ＭＤＭＶ 传播方式多样ꎬ
包括汁液传播和种子传播等ꎮ ＭＤＭＶ 主要通过蚜虫

在田间进行非持久性传播[７]ꎮ ＭＤＭＶ 传播速度快ꎬ侵
染玉米后在植株内迅速移动ꎬ导致植株在短时间内出

现矮化、叶片褪绿和生长受阻等症状ꎬ最终造成玉米

减产 ２０％以上ꎬ甚至绝产[８￣１０]ꎮ ＭＤＭＶ 主要分布在在

美国、加拿大、匈牙利、西班牙、约旦、捷克和波兰等国

家[１１￣１５]ꎬ中国南方海关曾多次在阿根廷运输到中国的

玉米中检测到 ＭＤＭＶꎮ 该病毒最早于美国俄亥俄州

被发现ꎬ２０２１ 年 ４ 月 ９ 日被新增列入«中华人民共和

国进境植物检疫性有害生物名录»中[１６]ꎮ 研究结果

表明ꎬＭＤＭＶ 最初被分为 Ａ、Ｂ 两个主要株系ꎮ 在中

国ꎬ玉米矮花叶病的主要致病病毒是 ＭＤＭＶ 的 Ｂ 株

系ꎬ通过分子生物学分析发现ꎬ其特性与甘蔗花叶病

毒(ＳＣＭＶ)的一个株系相似ꎬ因此将其归为 ＳＣＭＶꎬ并
命名为 ＳＣＭＶ￣ＭＤＢ[１７]ꎮ

目前有关 ＭＤＭＶ 的检测方法包括反转录聚合酶

链式反应(Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙ￣ｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅ￣
ａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣ＰＣＲ)、实时荧光定量核酸扩增技术(Ｑｕａｎ￣
ｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬｑＰＣＲ)等ꎬ这些方法虽能准确

检测到 ＭＤＭＶꎬ但耗时长、操作复杂ꎬ需要专业的技术

人员和精密仪器ꎬ具有较多局限性ꎮ 反转录重组酶介

导等温核酸扩增技术(Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｒｅｃｏｍｂｉ￣
ｎａｓｅ ａｉｄｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＲＴ￣ＲＡＡ)是一种不需要热稳

定酶和精密仪器的检测技术ꎬ在３６~４４ ℃条件下反应

２０~４０ ｍｉｎ 即可完成目的基因的指数扩增ꎬ具有反应

速度快ꎬ操作简单、温度要求低ꎬ灵敏度高、特异性强

等优点ꎮ 这种检测技术可以满足现场快速检测的需

求[１８]ꎬ已被广泛应用于多个领域[１９￣２０]ꎮ 在植物病毒

的检测领域ꎬＲＴ￣ＲＡＡ 已被应用于樱桃病毒 Ａ、菜豆

荚斑驳病毒、番茄黄化曲叶病毒等 ３０ 余种植物病毒

的检测[２１￣２３]ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ(Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒ￣
ｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ / ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ)是
一种基于 ＣＲＩＳＰＲ ＲＮＡ(ｃｒＲＮＡ)引导的靶向基因识

别与切割技术ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 属于第 ２ 类Ⅴ型系

统ꎬ可在短时间内检测到低浓度的目的基因ꎬ目前已

被广泛应用[２４]ꎮ 本研究拟基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 恒温扩增技

术和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 系统ꎬ将 ＭＤＭＶ 检测试剂集中

在同一个试管中进行反应ꎬ并利用侧向免疫层析技术

快速检测反应产物ꎬ以期为现场简便、高效、直观快速

检测玉米矮花叶病毒提供技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

ＭＤＭＶ 阳性质粒[６]、ＳＣＭＶ 阳性质粒、水稻黑条

矮缩病毒(Ｒｉｃｅ ｂｌａｃｋ￣ｓｔｒｅａｋｅｄ ｄｗａｒｆ ｖｉｒｕｓꎬＲＢＳＤＶ)、
玉米褪绿斑驳病毒(Ｍａｉｚｅ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓꎬＭＣ￣
ＭＶ)、小麦线条花叶病毒(Ｗｈｅａｔ ｓｔｒｅａｋ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＷＳＭＶ)、黄瓜花叶病毒 ( Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＣＭＶ)由本实验室保存ꎻ感染 ＭＤＭＶ 的玉米病株由

广州海关和福州海关提供ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＲＡＡ 引物、ｃｒＲＮＡ 及报告分子 ＦＱ、ＦＢ 设计

　 参考 ＲＡＡ 引物设计的相关文献ꎬ登录 ＮＣＢＩ 网

站ꎬ获取已报道的 ＭＤＭＶ 外壳蛋白( Ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＣＰ)基因序列ꎮ

利用多重序列比对工具对这些序列进行比对ꎬ分
析保守区域ꎮ 在保守区域内ꎬ设计 ２ 对 ＲＡＡ 引物ꎮ
使用设计工具 ＣＲＩＳＰＲꎬ根据 ＭＤＭＶ 外壳蛋白基因序

列的保守区域设计特异性 ｃｒＲＮＡ 序列ꎮ ＭＤＭＶ￣
ｃｒＲＮＡ:５′￣ＵＡＡＵＵＵＣＵＡＣＵＡＡＧＵＧＵＡＧＡＵＡＵＡＧＧＵ￣
ＧＧＵＡＵＧＡＡＧＣＡＧＵＡＣＡＧ￣３′ꎻＦＱ 报告分子:６￣羧基荧

光素￣ＣＣＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＣＣＧＧ￣荧光猝灭剂ꎻＦＢ
报告分子:６￣羧基荧光素￣ＣＣＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＣ￣
ＣＧＧ￣生物素ꎮ 引物具体信息如表 １ 所示ꎮ ｃｒＲＮＡ 及

ＦＱ、ＦＢ 报告分子序列由擎科有限公司(北京ꎬ中国)
合成ꎬ引物由诺赛有限公司(北京ꎬ中国)合成ꎮ
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表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物　 　 　 序列(５′→３′) 扩增片段长度(ｂｐ)

ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣１Ｆ ＴＣＴＡＡＡＡＡＧＡＴＧＣＧＴＴＴＡＣＣＴＣＡＧＧＣＡＡＡＡＧＧ ２２８

ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣１Ｒ ＣＴＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＧＴＣＡＴＴＴＧＴＧＴＧＴＣＡＴＣＡＡＧ

ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣２Ｆ ＣＣＡＡＧＣＴＣＡＡＡＧＣＣＡＴＧＴＣＴＡＡＡＡＡＧＡＴＧＣＧ ４４０

ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣２Ｒ ＴＴＣＡＡＴＡＣＡＣＣＡＡＡＣＣＡＴＣＡＧＴＣＣＡＣＴＣＡＴＧＡＣ

ＭＤＭＶ￣１９４Ｆ ＧＴＲＣＡＧＡＡＡＧＡＲＴＡＣＧＡＡＣＴ １９４

ＭＤＭＶ￣１９４Ｒ ＴＧＣＡＴＲＡＴＹＴＧＴＣＴＧＡＡＡＧＴＴＧ

１.２.２　 ＲＴ￣ＲＡＡ 恒温扩增　 按照 ＲＴ￣ＲＡＡ 恒温扩增

试剂盒(型号 ＷＬＲＢ８２０７ＫＩＴꎬ安普未来生物科技有

限公司产品)的说明书进行 ＲＴ￣ＲＡＡ 等温扩增ꎬ具
体操作步骤如下:向每个冻干酶粉管中加入 ２９􀆰 ４
μＬ Ａ ｂｕｆｆｅｒ、２􀆰 ０ μＬ 正向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)和 ２􀆰 ０
μＬ 反向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ１２􀆰 １ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎬ上下吸

打混匀ꎬ使冻干酶粉充分溶解ꎬ随后加入 ２􀆰 ０ μＬ 模

板(ＭＤＭＶ 阳性质粒)、２􀆰 ５ μＬ Ｂ ｂｕｆｆｅｒꎬ总体系共

５０􀆰 ０ μＬꎮ 充分混匀后ꎬ将反应管放入恒温反应器

中ꎬ４２ ℃条件下恒温反应 ３０ ｍｉｎꎮ 扩增完成后ꎬ向
扩增产物中加入 ５０􀆰 ０ μＬ ＤＮＡ 提取液ꎬ １２ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液进行后续凝胶电泳检测ꎮ
１.２.３　 基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉

米矮花叶病毒快速检测方法 　 ＲＴ￣ＲＡＡ 体系包括

２５􀆰 ０ μＬ Ａ ｂｕｆｆｅｒ、２􀆰 ４ μＬ 正向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)和

２􀆰 ４ μＬ 反向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)、４􀆰 ０ μＬ ＦＱ 报告分子

(１０ μｍｏｌ / Ｌ)、６􀆰 ０ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎬ将混合溶液倒入冻干酶

粉管中ꎬ充分溶解后加入 ２􀆰 ５ μＬ Ｂ ｂｕｆｆｅｒꎬ上下吸打

混合均匀后ꎬ从中抽取 ９􀆰 ０ μＬ ＲＴ￣ＲＡＡ 体系溶液至

ＰＣＲ 管底部ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 体系包括 ７􀆰 ５ μＬ １０×
ＮＥＢｕｆｆｅｒ ３􀆰 １、２􀆰 ５ μＬ ＲＮａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ(４０ Ｕ / μＬ)、２􀆰 ５
μＬ ＤＴＴ(０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ)、２􀆰 ５ μＬ ＬｂＣａｓ１２ａ(５ μｍｏｌ / Ｌ)、
５􀆰 ０ μＬ ＭＤＭＶ￣ｃｒＲＮＡ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ充分振荡混匀

后ꎬ从中抽取 ４􀆰 ０ μＬ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 体系溶液于管

盖内ꎮ 抽取 １ μＬ 待测病毒 ＲＮＡ 至管底部ꎬ上下移液

混合均匀ꎬ轻轻闭合 ＰＣＲ 管盖ꎬＰＣＲ 管置于 ４２ ℃的

恒温反应仪中反应 ２０ ｍｉｎꎮ 随后振荡并离心ꎬ使 ４ μＬ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 体系溶液、９ μＬ ＲＴ￣ＲＡＡ 体系溶液及

１ μＬ 病毒 ＲＮＡ 混合均匀ꎮ ＰＣＲ 管内混合溶液总体

积为 １４ μＬꎬ将 ＰＣＲ 管放入实时荧光仪中ꎬ在 ３７ ℃条

件下反应 ３０ ｍｉｎꎬ并实时监测荧光信号ꎮ

当使用 ＦＢ 报告分子结合侧向流动试纸条检测

病毒 ＲＮＡ 时ꎬ将 ４ μＬ ＦＱ 报告分子替换为 ４ μＬ ＦＢ
报告分子ꎬ其他反应条件相同ꎬ反应结束后ꎬ加入 ８６
μＬ 去离子水ꎬ混合均匀后将试纸条插入 ＰＣＲ 管中ꎬ
静置 ５ ｍｉｎꎬ观察条带ꎮ
１.２.４　 基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式

玉米矮花叶病毒快速检测方法的特异性分析　 按照

ＴＩＡＮＧＥＮ 􀅺 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 植物总 ＲＮＡ 提取试剂

盒说明书ꎬ提取玉米上常见病毒 ＲＢＳＤＶ、ＣＭＶ、ＳＣ￣
ＭＶ、ＭＣＭＶ、ＷＳＭＶ 的 ＲＮＡꎬ验证方法 １.２.３ 的基于

ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米矮花叶病

毒快速检测方法的特异性ꎮ
１.２.５　 基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式

玉米矮花叶病毒快速检测方法的灵敏度分析　 使用

ｄｄＨ２Ｏ 将 ＭＤＭＶ 阳性质粒梯度稀释为每 １ μＬ １×
１０７拷贝、１×１０６拷贝、１×１０５拷贝、１×１０４拷贝、１×１０３

拷贝、１×１０２拷贝、１×１０１ 拷贝、１×１００ 拷贝 ８ 个梯度ꎬ
以健康玉米 ＲＮＡ 为阴性对照ꎬ分别利用方法 １.２.３
的基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米

矮花叶病毒快速检测方法、ＲＴ￣ＲＡＡ 结合凝胶电泳

方法和 ＲＴ￣ＰＣＲ 结合凝胶电泳方法进行检测ꎬ分析

不同方法的灵敏度ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式

玉米矮花叶病毒检测方法的优化

２.１.１　 ＲＴ￣ＲＡＡ 体系引物筛选　 以 ＦＱ 作为荧光信

号分子ꎬ分别使用 ２ 对 ＲＴ￣ＲＡＡ 引物ꎬ通过基于 ＲＴ￣
ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米矮花叶病毒

快速检测方法检测 ＭＤＭＶ 阳性质粒ꎬ同时以健康玉

米 ＲＮＡ 作为阴性对照ꎮ 检测结果显示如图 １ 所示ꎬ
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２ 对 ＲＡＡ 引物均能扩增出目的片段ꎬ其中引物组合

ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣１Ｆ / ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣１Ｒ 的荧光信号值更稳

定ꎬ因此引物选用 ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣１Ｆ / ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣１Ｒꎮ

图 １　 ＲＴ￣ＲＡＡ 引物筛选

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＲＴ￣ＲＡＡ ｐｒｉｍｅｒｓ

２.１.２　 ＲＴ￣ＲＡＡ 体系引物添加量筛选　 将 ＲＴ￣ＲＡＡ 体

系引物 ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣１Ｆ / ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣１Ｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
添加量分别设置 ２􀆰 ０ μＬ、２􀆰 ２ μＬ、２􀆰 ４ μＬ、２􀆰 ６ μＬ、２􀆰 ８
μＬ、３􀆰 ０ μＬꎬ进行筛选ꎮ 以 ＦＱ 作为荧光信号分子ꎬ通过

基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ/ Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米矮花叶

病毒快速检测方法检测 ＭＤＭＶ 阳性质粒ꎬ检测结果如

图 ２ 所示ꎬ当引物添加量为２􀆰 ０~３􀆰 ０ μＬꎬ均可检测到荧

光信号ꎮ 当引物添加量达到 ２􀆰 ８ μＬ 时ꎬ荧光信号最

强ꎬ当引物添加量为 ３􀆰 ０ μＬ 时ꎬ荧光信号减弱ꎬ因此确

定引物 ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣１Ｆ / ＭＤＭＶ￣ＲＡＡ￣１Ｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
最佳添加量为 ２􀆰 ８ μＬꎮ

图 ２　 ＲＴ￣ＲＡＡ 引物添加量筛选

Ｆｉｇ.２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＲＴ￣ＲＡＡ ｐｒｉｍｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ

２.１.３　 报告分子 ＦＢ 浓度筛选　 在 ＣＲＩＳＰＲ/ Ｃａｓ１２ａ 系

统中ꎬ报告分子的浓度对检测结果的准确性至关重要ꎮ
报告分子浓度过低可能导致假阳性结果的出现ꎮ 为了

避免假阳性现象ꎬ用试纸条分别检测 ０ ｎｍｏｌ / Ｌ、２５
ｎｍｏｌ / Ｌ、 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ、 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ、 ２００ ｎｍｏｌ / Ｌ、 ５００
ｎｍｏｌ / Ｌ和１ ０００ ｎｍｏｌ / Ｌ浓度的 ＦＢ 报告分子ꎮ 如图 ３ 所

示ꎬ当 ＦＢ 浓度低于 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ时ꎬ检测线均会出现微

弱的假阳性信号ꎮ 因此选择 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ浓度的 ＦＢ 报

告分子ꎮ

Ｔ:检测线ꎻ Ｃ:质量控制线ꎮ １: ０ ｎｍｏｌ / Ｌꎻ ２: ２５ ｎｍｏｌ / Ｌꎻ ３: ５０
ｎｍｏｌ / Ｌꎻ４:１００ ｎｍｏｌ / Ｌꎻ ５: ２００ ｎｍｏｌ / Ｌꎻ ６: ５００ ｎｍｏｌ / Ｌꎻ ７: １ ０００
ｎｍｏｌ / Ｌꎮ

图 ３　 ＦＢ 报告分子浓度筛选

Ｆｉｇ.３　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＦＢ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２.１.４　 ＲＴ￣ＲＡＡ 体系反应时间优化　 分别设置 ＲＴ￣
ＲＡＡ 体系反应时间为 ５ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、
２５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎꎬ以 ＦＢ 作为信号分子ꎬ通过基于 ＲＴ￣

ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米矮花叶病毒

快速检测方法检测 ＭＤＭＶ 阳性质粒ꎮ 检测结果如

图 ４ 所示ꎬＲＴ￣ＲＡＡ 反应 ５ ｍｉｎ 即可在检测线(Ｔ 线)
上产生条带ꎬ随着 ＲＴ￣ＲＡＡ 体系反应时间的增加ꎬ检
测线上的条带颜色逐渐加深ꎮ 当反应时间超过 ２０
ｍｉｎꎬ检测线上的条带深度不再随着时间增加而变

化ꎬ因此选择 ２０ ｍｉｎ 作为 ＲＴ￣ＲＡＡ 体系最佳反应时

间ꎮ
２.１.５　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 体系反应时间优化 　 分别

设置 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 体系反应时间为 ５ ｍｉｎ、 １０
ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、２５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎꎬ以 ＦＢ 作为信号

分子ꎬ通过基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管

式玉米矮花叶病毒快速检测方法检测 ＭＤＭＶ 阳性

质粒ꎮ 结果如图 ５ 所示ꎬ反应 １０ ｍｉｎꎬ试纸条检测线

上产生条带ꎬ随着反应时间的增加ꎬ检测线上的条带
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颜色逐渐加深ꎮ 当反应时间超过 ２０ ｍｉｎꎬ检测线上

的条带深度不再随着时间增加而变化ꎬ因此选择 ２０
ｍｉｎ 作为 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 体系最佳反应时间ꎮ

ａ:阴性对照ꎻｂ:玉米矮花叶病毒(ＭＤＭＶ)ꎮ Ｔ:检测线ꎻＣ:质量控制线ꎮ
图 ４　 ＲＴ￣ＲＡＡ 体系反应时间筛选

Ｆｉｇ.４　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＲＴ￣ＲＡＡ ｓｙｓｔｅｍ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

ａ:阴性对照ꎻｂ:玉米矮花叶病毒(ＭＤＭＶ)ꎮ Ｔ:检测线ꎻＣ:质量控制线ꎮ
图 ５　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 体系反应时间筛选

Ｆｉｇ.５　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ ｓｙｓｔｅｍ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

２.２　 基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式

玉米矮花叶病毒快速检测方法的特异性

　 　 为评估基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一

管式玉米矮花叶病毒快速检测方法的特异性ꎬ使用

试纸条对多种病毒进行了检测ꎬ包括玉米矮花叶病

毒(ＭＤＭＶ)、水稻黑条矮缩病毒(ＲＢＳＤＶ)、黄瓜花

叶病毒(ＣＭＶ)、甘蔗花叶病毒(ＳＣＭＶ)、玉米褪绿斑

驳病毒(ＭＣＭＶ)和小麦条纹花叶病毒(ＷＳＭＶ)ꎬ并
以健康玉米 ＲＮＡ 作为阴性对照ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ只有

检测 ＭＤＭＶ 的试纸条检测线(Ｔ 线)上出现红色条

带ꎬ检测其他病毒和阴性对照的试纸条只在质量控

制线(Ｃ 线)上出现条带ꎬ未出现非特异性扩增条

带ꎮ 本研究的 ＲＴ￣ＲＡＡ / Ｃａｓ１２ａ 一管法在检测 ＭＤ￣
ＭＶ 时表现出高特异性ꎬ未与其他常见病毒发生交

叉反应ꎮ
２.３　 基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式

玉米矮花叶病毒快速检测方法的灵敏度

　 　 为评估不同检测方法的灵敏度ꎬ分别用基于

ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米矮花叶病

毒快速检测方法、ＲＴ￣ＰＣＲ 结合凝胶电泳方法、ＲＴ￣
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ＲＡＡ 结合凝胶电泳方法检测 ＭＤＭＶ 阳性质粒ꎮ 如

图 ７ 所示ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 结合凝胶电泳方法能检测到的

病毒最低含量为每 １ μＬ １× １０５ 拷贝(图 ７ａ)ꎬＲＴ￣
ＲＡＡ 结合凝胶电泳方法能检测到的病毒最低含量

为每 １ μＬ １× １０４ 拷贝ꎬ基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米矮花叶病毒快速检测方法能

检测到的病毒最低含量为每 １ μＬ １×１０２ 拷贝(图
７ｃ)ꎮ 可见ꎬ基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一

管式玉米矮花叶病毒快速检测方法灵敏度是 ＲＴ￣
ＲＡＡ 结合凝胶电泳方法的 １００ 倍ꎬ是 ＲＴ￣ＰＣＲ 结合

凝胶电泳方法的１ ０００倍ꎮ
２.４　 基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式

玉米矮花叶病毒快速检测方法实际场景应用

　 　 为验证基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一

管式玉米矮花叶病毒快速检测方法的稳定性和可靠

性ꎬ对广州海关和福州海关提供的 ４ 份感染玉米矮

花叶病毒的玉米植株进行检测ꎬ同时以健康玉米

ＲＮＡ 作为阴性对照ꎮ 如图 ８ 所示ꎬ检测供试 ４ 份感

染玉米矮花叶病毒玉米植株的试纸条检测线上均出

现明显条带ꎬ表明本研究的方法稳定可靠ꎮ

Ｔ:检测线ꎻＣ:质量控制线ꎻ１:玉米矮花叶病毒ꎻ２:水稻黑条矮缩

病毒ꎻ３:黄瓜花叶病毒ꎻ４:甘蔗花叶病毒ꎻ５:玉米褪绿斑驳病毒ꎻ
６:小麦线条花叶病毒ꎻ７:阴性对照ꎮ
图 ６　 基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米矮花叶

病毒快速检测方法特异性分析

Ｆｉｇ.６　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ ｏｎｅ￣ｔｕｂｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
ｆｏｒ ｍａｉｚｅ ｄｗａｒｆ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＲＴ￣ＲＡＡ ａｎｄ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ

ａ:ＲＴ￣ＰＣＲ 结合凝胶电泳方法灵敏度检测ꎻｂ:ＲＴ￣ＲＡＡ 结合凝胶电泳方法灵敏度检测ꎻｃ:ＲＴ￣ＲＡＡ 结合 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 一管式玉米矮花叶病

毒快速检测试纸条灵敏度检测ꎮ Ｍ:２ ０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｔ:检测线ꎻＣ:质量控制线ꎻ１~８:分别为每 １ μＬ １×１０７拷贝、１×１０６拷贝、１×１０５拷贝、１×

１０４拷贝、１×１０３拷贝、１×１０２拷贝、１×１０１ 拷贝、１×１００ 拷贝ꎻＮＣ:阴性对照ꎮ
图 ７　 基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米矮花叶病毒快速检测方法灵敏度分析

Ｆｉｇ.７　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ ｏｎｅ￣ｔｕｂｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｍａｉｚｅ ｄｗａｒｆ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＲＴ￣ＲＡＡ ａｎｄ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ

３　 讨 论

玉米是中国重要的作物之一ꎬ长期受到作物学

研究者的关注[２５]ꎮ 被 ＭＤＭＶ 侵染的玉米常出现坏

死现象ꎬＭＤＭＶ 在全球范围内造成严重的经济损

失ꎮ 因此ꎬ加强对进口玉米、高粱等作物的病毒检疫

尤为重要ꎬ需要建立快速有效的 ＭＤＭＶ 检测方法ꎬ
以降低病毒传入和流行的风险ꎮ

ＲＴ￣ＲＡＡ 方法通过 ＤＮＡ 聚合酶、重组酶的多种

酶的协同作用完成链置换ꎬ实现目的基因的快速扩

增[２６]ꎮ 与传统 ＰＣＲ 和荧光定量 ＰＣＲ 相比ꎬ该方法

无需电泳仪和荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎬ仅需恒温金属浴即

３７２侯雨萌等:基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米矮花叶病毒快速检测方法



Ｔ:检测线ꎻＣ:质量控制线ꎻ１:阴性对照ꎻ２、３:福州海关提供的感

染玉米矮花叶病毒玉米植株样品ꎻ４、５:广州海关提供的感染玉

米矮花叶病毒玉米植株样品ꎻ６:阳性对照ꎮ
图 ８　 基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米矮花叶

病毒快速检测方法的实际病株检测结果

Ｆｉｇ.８ 　 Ｔｈｅ ａｃｔｕａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｍａｉｚｅ ｐｌａｎｔｓ
ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｏｎｅ￣ｔｕｂｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｍａｉｚｅ
ｄｗａｒｆ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＲＴ￣ＲＡＡ ａｎｄ ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ１２ａ

可完成检测ꎬ大幅缩短操作时间ꎬ真正实现了现场化

检测[２７]ꎮ 此外ꎬ等温扩增技术具有反应条件简便、
特异性强、灵敏度高的优势ꎬ能够在恒温下完成扩增

反应ꎮ 该技术还可结合实时荧光检测、蓝光可视化

及侧向层析试纸条等方法ꎬ使检测结果更加直观ꎮ
玉米矮花叶病是玉米上最严重的病害之一ꎮ 据

报道ꎬ已有 ６ 种病毒可引起玉米矮花叶病ꎬ它们均可

导致玉米花叶、矮缩等症状ꎬ相似的发病症状给病原

的准确识别带来挑战[２８]ꎮ ＭＤＭＶ 是玉米矮花叶病

的主要病原之一ꎮ 本研究基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ１２ａ 构建一种检测 ＭＤＭＶ 的方法ꎬ将所有检测试

剂集中于一个试管中进行反应ꎬ并对反应条件进行

优化ꎮ 试验结果表明ꎬ引物 ＭＤＭＡ￣ＲＡＡ￣１Ｆ / ＭＤＭＡ￣
ＲＡＡ￣１Ｒ 稳定性强ꎻ最佳试验条件为ꎬ引物添加量

２􀆰 ８ μＬ、ＦＢ 报告分子浓度 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ、ＲＴ￣ＲＡＡ 系

统反应时间 ２０ ｍｉｎ、ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１２ａ 系统反应时间

２０ ｍｉｎꎮ 本研究构建的基于 ＲＴ￣ＲＡＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ１２ａ 的一管式玉米矮花叶病毒快速检测方法特

异性强ꎬ灵敏度是 ＲＴ￣ＲＡＡ 结合凝胶电泳方法的

１００ 倍ꎬ是 ＲＴ￣ＰＣＲ 结合凝胶电泳方法的 １ ０００ 倍ꎮ
该方法所用试剂可进行冻干处理ꎬ便于储存和运输ꎬ

同时结合侧向层析试纸条ꎬ使该检测方法更加适用

于田间检测[２９] 和植物病毒病的现场诊断[３０]ꎬ具有

广泛应用前景ꎮ
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