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摘　要：菜豆荚斑驳病毒是我国进境植物检疫性有害生物，为了能在现场快速检测出该病毒，将 ＰＣＲ核酸扩增的高

灵敏度和胶体金层析方法快速简便、直观的优点结合起来，建立了 ＰＣＲ扩增产物的胶体金层析检测方法。该方法

是用生物素标记上一个引物，用荧光素（或地高辛）标记上另一个引物，通过 ＰＣＲ扩增产生双标记的扩增产物。将

兔抗生物素多克隆抗体与 ２０～３０ｎｍ大小的胶体金颗粒结合上并固定在释放垫上，同时在硝酸纤维素层析膜上点

上抗荧光素（或地高辛）的单克隆抗体作为 Ｔ检测点，点上羊抗兔多克隆抗体作为 Ｃ质控点。这种 ＲＴＰＣＲ扩增产

物可在 Ｔ点上被检测到，同时 Ｃ点也要显色。用所建立方法在 １５ｍｉｎ内可检测出菜豆荚斑驳病毒的 ＲＴＰＣＲ扩增

产物，免去了溴化乙锭染色和电泳的过程。
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　 　 菜 豆 荚 斑 驳 病 毒 （Ｂｅａｎｐｏｄｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ，

ＢＰＭＶ）是我国进境植物检疫性有害生物，主要分布
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等国。该病毒可对大豆、菜豆和豇豆等植物

造成产量损失和品质下降等危害。对该病毒的检

测主要有双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ［７］，胶体金免疫层析

（ＧＩＣＡ），ＧＩＣＡＲＴＰＣＲ［８］，ＲＴＰＣＲ［９１０］，实时荧光

ＰＣＲ［１１］（ＲＴＦＰＣＲ）和生物芯片等方法，但是这些方

法都有着各自的缺点。

ＥＬＩＳＡ和 ＧＩＣＡ等方法的基本原理是抗原和抗

体的特异性反应，是用植物病毒的抗体来检测植物

病毒外壳蛋白抗原，当植株体内病毒浓度低到一定

程度超出血清学方法的检测灵敏度时，或者无某种

病毒的抗体，或病毒的抗体难以制备时，则无法建

立这种检测。聚合酶链式反应技术（ＰＣＲ）或 ＲＴ

ＰＣＲ是对植物病毒目标核酸片段进行扩增放大进

而检测的技术。普通 ＰＣＲ扩增后，需要进行经溴化

乙锭染色后的电泳检测才能判断 ＰＣＲ产物的有无

和片段的大小，因此试验人员要接触致癌性物质溴

化乙锭，处理不当易造成环境污染。ＲＴＦＰＣＲ和生

物芯片检测方法具有对仪器和软件的要求高，检测

试剂贵，检测费用高，普通实验室难以承受等缺点，

客观上限制了这种方法的广泛使用。

综上所述，如何建立一种简便、快速、灵敏的在
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现场检测中发挥作用的分子生物学检测方法是口

岸检测急需解决的问题。

该研究以菜豆荚斑驳病毒为材料，将 ＰＣＲ核酸

扩增的高灵敏度和胶体金层析方法快速简便、直观

的优点结合起来，通过对 ＰＣＲ特异性引物进行修

饰，再用胶体金标记特异性修饰物的抗体，最终实

现对所扩增的目标核酸片段的特异性检测，建立胶

体金核酸层析检测方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料

毒原为 ＢＰＭＶ分离物，接种在大豆 Ｅｓｓｅｘ品种

上保存。

１．２　引物设计

引物设计参照文献［１２］，预期扩增的片段大小

为６５３ｂｐ。

普通引物：ＢＰＭＶｆ：５’ＡＴＡＧＴＴＣＣＡＴＴＡＧＡＧ

ＧＧＣＧＴＧ３’；ＢＰＭＶｒ：５’ＡＧＴＧＧＡＣＣＡＴＧＴＧＡＧ

ＡＡＡＣ３’。

修饰引物：ＢＰＭＶｆ
!

ＢＩ：５’ＢＩＡＴＡＧＴＴＣＣＡ

ＴＴＡＧＡＧ ＧＧＣＧＴＧ３’；ＢＰＭＶｒＦＩ：５’ＦＩＡＧＴ

ＧＧＡＣＣＡＴＧＴＧＡＧＡＡＡＣ３’；ＢＰＭＶｒＤＩ：５’ＤＩ

ＡＧＴＧＧＡＣＣＡＴＧＴＧＡＧＡＡＡＣ３’。

１．３　大豆病叶中总 ＲＮＡ提取

取 ０．１ｇ新鲜病叶，加液氮研细，加入 １ｍＬ

Ｔｒｉｚｏｌ，混 匀，倒 入 １．５ｍＬ离 心 管 中。１２０００

ｒ· ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，将上清液倒入一个新的离

心管中。加入０．５ｍＬ三氯甲烷，猛烈振荡１５ｓ，４℃

１２０００ｒ· ｍｉｎ－１离心 １５ｍｉｎ。小心吸取上层无色

水相到新离心管中。加入等体积异丙醇，混匀，室

温静置１０ｍｉｎ，４℃ １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，保

留沉淀。加 入 １ ｍＬ ７５％ 冷 乙 醇，悬 浮 沉 淀，

４℃ １２０００ｒ· ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ。沉淀真空离心

干燥。加入２０μＬＤＥＰＣ水，溶解沉淀（必要时可于

５５℃ ～６０℃水浴，加速溶解），－８０℃保存备用。

１．４　反转录和 ＰＣＲ扩增（ＲＴＰＣＲ）

１．４．１　反转录体系　１０μＬ反转录体系（３．５μＬ

ＤＥＰＣ水、２μＬ５×Ｂｕｆｆｅｒ缓冲液、０．５μＬ下游引物、

１μＬｄＮＴＰ、０．５μＬＲＮａｓｉｎ、２μＬ的 ＲＮＡ、０．５μＬ的

ＭＭＬＶ反转录酶），４２℃水浴５０ｍｉｎ后，合成 ｃＤＮＡ

链。

１．４．２　ＰＣＲ反应体系　取 ２μＬ的反转录产物，加

１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含有 Ｍｇ２＋）２．５μＬ、ＤＥＰＣ水 １８．２

μＬ、上游引物 ０．５μＬ、下游引物 ０．５μＬ、ｄＮＴＰ１

μＬ、Ｔａｑ酶 ０．３μＬ，总体系为 ２５μＬ混匀后进行

ＰＣＲ。

普通引物的 ＰＣＲ上下游引物用 ＢＰＭＶｆ，ＢＰＭ

Ｖｒ。修饰引物的 ＰＣＲ上下游引物用：ＢＰＭＶｆ
!

ＢＩ，

ＢＰＭＶｒ
!

ＦＩ（或 ＢＰＭＶｒＤＩ）。

ＢＩ：生物素；ＦＩ：荧光素；ＤＩ：地高辛。

１．４．３　ＰＣＲ程序　９４℃预变性 ２ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ、６１℃复性 ３０ｓ、７２℃延伸 １ｍｉｎ，３０个循环；

７２℃延伸５ｍｉｎ后保存于４℃环境下。

取５μＬＰＣＲ产物于 １．０％琼脂凝胶上 １３５Ｖ

电泳２０ｍｉｎ，ＥＢ染色，在凝胶成像仪上观察并记录

结果。

１．５　层析试纸条的制作

１．５．１　２０～３０ｎｍ胶体金颗粒的制备　取１％氯金

酸０．６ｍＬ，加３０ｍＬ超纯水加热煮沸。一次性快速

加入１％柠檬酸钠０．９ｍＬ（３７℃预温），溶液由蓝逐

渐变为紫红色，煮沸 ３～５ｍｉｎ，补水至原体积。冷

却后，用０．２ｍｏｌ·Ｌ－１碳酸钾调 ｐＨ至 ７．２～７．５，

用０．２２μｍ滤膜无菌注射器压滤。

１．５．２　胶体金抗体结合物的制备　取纯化好的抗

体（兔抗生物素多克隆抗体）４００μｇ，在磁力搅拌下

缓慢加入２０～３０ｎｍ颗粒的胶体金液 ２０ｍＬ（抗体

浓度为 ２０μｇ·ｍＬ－１），室温搅拌 ３０ｍｉｎ。加入

１０％牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）０．８ｍＬ（终浓度为

０．４％），室温搅拌 ５ｍｉｎ。加入 １０％ 的聚乙二醇

（ＰＥＧ２００００）０．４ｍＬ（终浓度为 ０．２％），室温搅拌 ５

ｍｉｎ。取小量进行检定，其余置４℃保存。

１．５．３　空白试纸条的制作　在 ８０×３００ｍｍ双面

胶塑料板２５ｍｍ端内侧粘附２５×３００ｍｍ抗体固相

硝酸纤维素层析膜（Ｗｈａｔｍａｎ公司的 ＲＰ，ＦＰ，ＳＰ

膜）。在双面胶塑料板 ２５ｍｍ端粘附 ２０×３００ｍｍ

玻璃纤维素条带，并与抗体固相 ＮＣ膜重叠 ２ｍｍ。

在双面胶塑料板３０ｍｍ端粘附２５×３００ｍｍ宽的吸

水纸与抗体固相 ＮＣ膜重叠 ２ｍｍ。用 ＢｉｏＤｏｔ

ＣＭ４０００切条机切成４ｍｍ宽的空白试纸条。

１．５．４　Ｔ检测点和 Ｃ质控线点的点样　用切好的

空白试纸条，针对不同的引物修饰可在空白试纸条

层析膜上靠近玻璃纤维素端点上 １μＬ的 ＡｎｔｉＦＩ

（或 ＡｎｔｉＤＩ）单克隆抗体作为 Ｔ检测点。

在空白试纸条层析膜靠近吸水纸端点上 １μＬ
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羊抗兔抗体作为 Ｃ质控点。

１．６　ＰＣＲ产物的胶体金层析检测和结果判断

在小离心管中加入 １５０μＬ胶体金标记的兔抗

生物素多克隆抗体，加入５０μＬ０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ

７．２的 ＰＢＳ缓冲液，再分别加入 ５μＬＢＩ和 ＦＩ（或

ＤＩ）修饰引物的 ＰＣＲ产物。插入试纸条，计时 １５

ｍｉｎ。

结果判断：Ｃ点和 Ｔ点都显色检测结果阳性；Ｃ

点显色而 Ｔ点不显色则检测结果阴性。若 Ｃ点不

显色则结果不能判断。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ产物扩增结果

用普通引物反转录的 ｃＤＮＡ作为模板，用 １对

普通引物和２对修饰的引物均能扩增出预期的 ６５３

ｂｐ大小的 ＰＣＲ产物，健康对照则无相应的条带（图

１）。表明用生物素、荧光素和地高辛修饰的引物可

以正常工作，扩增出目标片段。

１：Ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａＤＬ２０００）；２：健康对照；

３：普通 ＰＣＲ产物；４：ＢＩ和 ＦＩ修饰的 ＰＣＲ产物；

５：ＢＩ和 ＤＩ修饰的 ＰＣＲ产物；６：水空白对照

１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａＤＬ２０００）；２：Ｈｅａｌｔｈｙｓｏｙｂｅａｎ

ｌｅａｖｅｓｃｏｎｔｒｏｌ；３：ＲｏｕｔｉｎｅＰＣＲａｍｐｌｉｃｏｎ；４：ＰＣＲａｍｐｌｉｃｏｎ

ｕｓｉｎｇｂｉｏｔｉｎａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｌａｂｅｌｅｄｐｒｉｍｅｒｓ；５：ＰＣＲ

ａｍｐｌｉｃｏｎｕｓｉｎｇｂｉｏｔｉｎａｎｄｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎｌａｂｅｌｅｄｐｒｉｍｅｒｓ；

６：ｗａｔｅｒｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　ＢＰＭＶ的 ＲＴＰＣＲ电泳图

Ｆｉｇ．１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＢＰＭＶｂｙＲＴＰＣＲｗｉｔｈｒｏｕｔｉｎｅａｎｄ

ｌａｂｅｌｅｄｐｒｉｍｅｒｓ

２．２　ＰＣＲ扩增产物的胶体金层析检测

２对修饰的引物（分别为生物素和荧光素，生物

素和地高辛修饰的引物对）的 ＰＣＲ产物胶体金层析

（层析膜为 ＲＰ膜）检测 Ｃ和 Ｔ都显色，检测结果为

阳性，而１对普通引物 ＰＣＲ产物以及 ＰＢＳ缓冲液空

白对照仅 Ｃ显色而 Ｔ不显色，结果为阴性（图２）。

１：ＰＢＳ缓冲液对照；２：普通 ＰＣＲ产物；３：ＦＩ和 ＢＩ修饰的 ＰＣＲ

产物；４：ＤＩ和 ＢＩ修饰的 ＰＣＲ产物。

１：Ｂｕｆｆｅｒｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＲｏｕｔｉｎｅＰＣＲａｍｐｌｉｃｏｎ；３：ＰＣＲａｍｐｌｉｃｏｎ

ｕｓｉｎｇｂｉｏｔｉｎａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｌａｂｅｌｅｄｐｒｉｍｅｒｓ；４：ＰＣＲ

ａｍｐｌｉｃｏｎｕｓｉｎｇｂｉｏｔｉｎａｎｄｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎｌａｂｅｌｅｄｐｒｉｍｅｒｓ．

图 ２　ＢＰＭＶ的 ＲＴＰＣＲ产物试纸条检测

Ｆｉｇ．２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＢＰＭＶＲＴＰＣＲａｍｐｌｉｃｏｎ

ｂｙｄｉｐｓｔｉｃｋ

２．３　不同层析膜的检测情况

采用 Ｗｈａｔｍａｎ公司不同流速的 ＳＰ，ＦＰ，ＲＰ膜，

其中 ＳＰ膜流速最慢，ＦＰ膜居中，ＲＰ膜流速最快。

ＢＩ和 ＦＩ修饰引物的 ＰＣＲ扩增产物用这３种流速不

同的层析膜检测，当 ＰＣＲ产物为４μＬ和２μＬ时均

可检测出来，在检测的 ＰＣＲ产物量为 １μＬ时则 Ｔ

点没有显色，表明３种膜检测 ＰＣＲ产物的灵敏度无

明显差别，鉴于 ＲＰ的流速较快，故可优先使用 ＲＰ

膜，用于 ＰＣＲ产物的胶体金核酸层析检测。

２．４　对 ＢＰＭＶ不同分离物的检测

采用胶体金核酸层析的方法和 ＲＴＰＣＲ方法对

菜豆荚斑驳病毒的不同分离物进行检测结果（表

１），２种方法均可有效地检测到 ＢＰＭＶ的不同亚组

的分离物，而健康对照结果为阴性。

表 １　对 ＢＰＭＶ不同分离物的检测结果

Ｔａｂｌｅ１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＢＰＭＶｉｓｏｌａｔｅｓｂｙ

ＲＴＰＣＲａｎｄｄｉｐｓｔｉｃｋ

ＢＰＭＶ分离物

ＢＰＭＶｉｓｏｌａｔｅｓ

ＲＴＰＣＲ

ＲＴＰＣＲ

胶体金核酸层析

Ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｌａｔｅｒａｌｆｌｏｗｄｉｐｓｔｉｃｋ

Ｇ７ ＋ ＋

Ｈａｎ ＋ ＋

Ｈｏｐ ＋ ＋

ＣＢ１ ＋ ＋

　　 ＋表明检测结果为阳性。

　　 ＋ｉｎｄｉｃａｔｅｄａｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ．

３　讨论

用生物素、荧光素（或地高辛）对用于菜豆荚斑

驳病毒 ＰＣＲ扩增的引物进行修饰，扩增的双链 ＰＣＲ



６期 曹成等：菜豆荚斑驳病毒 ＲＴＰＣＲ扩增产物胶体金层析检测方法的建立 １０２７　

产物用所建立的胶体金核酸层析试纸条检测

１５ｍｉｎ即可显示结果。该研究建立的胶体金核酸

层析检测方法，层析膜上的 Ｔ点和 Ｃ点的检测具有

通用性，只要是经 ＢＩ和 ＦＩ（或 ＤＩ）修饰的引物扩增

出的双链 ＰＣＲ产物，均可检测到。这种方法检测的

特异性是通过引物的特异性来实现的，特异性引物

才能扩增出特定的目标片断，由于 ＢＰＭＶ外壳蛋白

基因高度保守，故这种方法可用于对 ＢＰＭＶ不同亚

组分离物的快速检测。

国外已有在 ＬＡＭＰ扩增的基础上，建立对栎树

猝死病菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｒａｍｏｒｕｍ）等疫霉属真菌和

对虾桃拉综合征病毒（ＳｈｒｉｍｐＴａｕｒａｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ）

的核酸侧流快速检测方法
［１３１４］

。该研究中的胶体

金核酸层析检测方法，是以普通 ＲＴＰＣＲ对目标片

段的扩增为基础。如何结合扩增效率更高的等温

核酸扩增方法，建立更加简便有效的检测体系，还

需要进一步研究。
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