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摘要　采用环介导等温扩增技术（ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ），建立了草莓潜隐环斑病毒

（犛狋狉犪狑犫犲狉狉狔犾犪狋犲狀狋狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊，ＳＬＲＳＶ）检测方法。根据ＳＬＲＳＶ外壳蛋白编码基因上的８个位点，共设计了６

条引物，通过逆转录环介导等温扩增得到特征性的瀑布状条带。特异性试验表明，引物对ＳＬＲＳＶ的检测具有良好

的特异性；灵敏度试验显示ＲＴＬＡＭＰ的灵敏度比普通ＲＴＰＣＲ高出１００倍。该方法无需特殊的试剂和设备，只

需在水浴锅中６５℃等温扩增，整个检测周期约１．５ｈ，结果采用ＳＹＢＲｇｒｅｅｎＩ染色显示，易于观察和判定。

关键词　草莓潜隐环斑病毒；　环介导等温扩增；　检测
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　　草莓潜隐环斑病毒（犛狋狉犪狑犫犲狉狉狔犾犪狋犲狀狋狉犻狀犵狊狆狅狋

狏犻狉狌狊，ＳＬＲＳＶ）隶属于伴生豇豆病毒科（Ｓｅｃｏｖｉｒｉ

ｄａｅ）
［１］，是蔷薇科果实类作物上的重要病害之一，也是

国家质检总局发布的重要检疫性有害生物。该病害

主要分布在欧洲、美国和俄罗斯等地区。ＳＬＲＳＶ能

侵染种子、种球、块茎和苗木等，病毒侵染植株后，主

要表现为叶片褪绿、畸形、植株矮化、产量以及品质下

降等现象，严重时可引起毁灭性灾害。ＳＬＲＳＶ主要

通过长剑线虫（犡犻狆犺犻狀犲犿犪ｓｐ．）传播，机械、嫁接和种

子均可传播。目前，ＳＬＲＳＶ的检测方法主要有指示

植物小叶嫁接法、血清学检测和分子生物学检测等。

指示植物小叶嫁接法，ＳＬＲＳＶ的症状表现比较复杂，

同种病毒在不同的指示植物上，症状变化比较大，而

且该方法对于病毒种类的鉴定检测耗时长；血清学检

测法具有快速简便和高通量的优点，目前已有１０多

种草莓病毒或类似病毒可用ＥＬＩＳＡ进行检测；另外，

实时荧光ＲＴＰＣＲ技术检测草莓病毒也有报道
［２］，该

方法具有较高的灵敏度和特异性，但是对设备和人员

技术能力的要求较高。

环介导等温扩增技术（Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）作为一种新的核酸扩增方法，

具有检测速度快、操作简单和灵敏度高等优点。首

先，ＬＡＭＰ技术是呈瀑布式扩增，故其扩增效率非常

高；其次，ＬＡＭＰ识别靶序列上的６～８个特异性位

点，因此特异性很强；再次，ＬＡＭＰ技术是在６０～

６５℃恒温下扩增，只要恒温水浴锅即可，无需特殊仪

器，所以操作方便，对设备要求低；最后，ＬＡＭＰ的整

个反应周期只需１～２．５ｈ，检测周期非常短。基于
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ＬＡＭＰ技术以上的优点，本文针对草莓潜隐环斑病毒

的ＲＴＬＡＭＰ检测方法的建立进行了研究报道。

１　材料与方法

１．１　供试材料

含有ＳＬＲＳＶ的阳性样品物质购自美国Ａｇｄｉａ

公司。经ＤＡＳＥＬＩＳＡ检测呈ＳＬＲＳＶ阳性的百合

样品由上海检验检疫局提供。番茄环斑病毒（犜狅

犿犪狋狅狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊，ＴｏＲＳＶ）、香石竹环斑病毒

（犆犪狉狀犪狋犻狅狀狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊，ＣＲＳＶ）、黄瓜绿斑驳花

叶病毒（犆狌犮狌犿犫犲狉犵狉犲犲狀犿狅狋狋犾犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＣＧＭ

ＭＶ）、南芥菜花叶病毒（犃狉犪犫犻狊犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＡｒＭＶ）

以及马铃薯Ｖ病毒（犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犞，ＰＶＶ）等阳性标准

物质也都购自美国Ａｇｄｉａ公司。

ＲＴＬＡＭＰ引物由上海英骏生物技术公司合

成。核酸提取试剂Ｔｒｉｚｏｌ购自上海生物工程公司。

ＲＴＬＡＭＰ扩增试剂盒由本实验室研制。Ｏｎｅｓｔｅｐ

ＲＮＡＰＣＲｋｉｔ与ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ购自大连ＴａＫａ

Ｒａ公司。

引物序列见表１，根据ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）中已登录的草莓潜隐环斑病毒

的外壳蛋白基因序列（ＡＹ８６０９７９），采用Ｂｌａｓｔ程序

进行同源性比较，在序列的保守区，使用ＰｒｉｍｅｒＥｘ

ｐｒｅｓｓ３．０软件，设计得到Ｆ３、Ｂ３、ＦＩＰ（Ｆ１ｃ＋ＴＴＴＴ

＋Ｆ２）、ＢＩＰ（Ｂ１ｃ＋ＴＴＴＴ＋Ｂ２）、Ｌｏｏｐ１和Ｌｏｏｐ２共

６条引物，分别识别外壳蛋白编码基因的８个位点。

表１　草莓潜隐病毒犚犜犔犃犕犘检测引物

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犚犜犔犃犕犘狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犛犔犚犛犞

引物名称Ｐｒｉｍｅｒｓ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ 来源Ｓｏｕｒｃｅ

Ｆ３

Ｂ３

Ｌｏｏｐ１

Ｌｏｏｐ２

ＦＩＰ

ＢＩＰ

５′ｇａｇａａｔｃａｃｃｇｔｔａｃｔｇｇａａａｇｇ３′

５′ａｃａｇｃａａａｃａｇａｇａａｃｃａｃｔａｃｃ３′

５′ｇｃａａａｇｃｃｃａｔｔｔｃｃａｃａｇｔ３′

５′ｇｇｔｔｇｃｔａｃｇｔｇｃｃａａｇｇｔｔ３′

５′ｃｇａｔａｇｇｃａｔｃｇｃｔｃｔｃｃｃｔｔｔｔｔａｇａｇｇｔｇａｔｃｔｔｔａａｃｃｔｃｃｃ３′

５′ｔａｃｔｔｔｇｇｔｔｃｇａｃａｇｔｇｇｔｇｇａｔｔｔｔｃｃｃａｔｔａｇａｔａａｃｃａｃｃａｔａａｃｃａ３′

ＡＹ８６０９７９／

Ｘ７７４６６／Ｘ７５１６５

１．２　草莓潜隐环斑病毒的犚犜犔犃犕犘扩增

总ＲＮＡ提取：采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂方法提取
［３］。

反应体系：２×ＲＴＬＡＭＰＭｉｘ１０μＬ，引物Ｆ３和

Ｂ３各为０．２μｍｏｌ／Ｌ，Ｌｏｏｐ１和Ｌｏｏｐ２的终浓度各为

０．８μｍｏｌ／Ｌ，ＦＩＰ和ＢＩＰ的终浓度各为１．６μｍｏｌ／Ｌ，

ＢｓｔＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）１．５μＬ，ＡＭＶＲＮＡ聚

合酶（５Ｕ／μＬ）１μＬ，模板ＲＮＡ１μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补

充至总体积２０μＬ。

ＬＡＭＰ反应液配制完成后，取ＳＹＢＲｇｒｅｅｎＩ

（１００００×）染色剂０．１μＬ加至反应管的管盖上，待

反应结束，离心反应管使染色剂与反应产物混合。

当扩增结果为阳性时，反应液呈绿色，结果为阴性时

呈橙红色。在紫外灯下，阳性样品管发出白色荧光，

无扩增产物的样品管没有白色荧光。

反应条件如下：在恒温６０℃的水浴锅中扩增１ｈ。

ＲＴＬＡＭＰ结果分析：反应结束后，取１０μＬ扩

增产物进行２．０％琼脂糖凝胶电泳，在ＧｅｌＤｏｃ２０００

（ＢｉｏＲａｄ）凝胶成像系统上观察并记录结果。

１．３　犚犜犔犃犕犘的检测反应条件优化试验

以草莓潜隐环斑病毒ＲＮＡ为模板，按照建立

的ＲＴＬＡＭＰ检测方法，分别在６０、６３℃和６５℃３

个温度条件下进行扩增，反应时间为１ｈ。每个温度

条件设置２个ＲＮＡ样品重复，一个空白对照。

以草莓潜隐环斑病毒ＲＮＡ为模板，按照建立的

ＲＴＬＡＭＰ检测方法，分别在３０、６０ｍｉｎ和９０ｍｉｎ３

个时间条件下进行扩增，反应温度为６０℃。每个时间

条件设置２个ＲＮＡ样品重复，一个空白对照。

１．４　犚犜犔犃犕犘的特异性和灵敏度试验

抽提得到 ＳＢＭＶ、ＢＰＭＶ、ＳＭＶ、ＴＲＳＶ 以及

ＴｏＲＳＶ等病毒ＲＮＡ，按照建立的ＡｒＭＶＲＴＬＡＭＰ

检测方法，进行特异性研究。健康大豆种子提取液

作为阴性对照。

以ＴｏＲＳＶ、ＣＲＳＶ、ＣＧＭＭＶ、ＡｒＭＶ以及ＰＶＶ

等多种植物病毒ＲＮＡ为模板，按照建立的草莓潜隐

环斑病毒ＲＴＬＡＭＰ检测方法，进行特异性研究。其

中，草莓潜隐环斑病毒设置２个ＲＮＡ样品重复，其余

病毒设置１个ＲＮＡ样品，并设置１个空白对照。

将提取好的草莓潜隐环斑病毒ＲＮＡ模板进行

１０倍系列稀释，得到１０－１～１０－５稀释的病毒ＲＮＡ

样品。采用建立的ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ方法进

行扩增灵敏度比对试验。

１．５　草莓潜隐环斑病毒犚犜犘犆犚检测方法的建立

ＲＴＰＣＲ反应体系参照 ＯｎｅｓｔｅｐＲＮＡＰＣＲ

ｋｉｔ试剂盒说明进行，其中引物为Ｆ３和Ｂ３。反应条

件如下：５０℃ｃＤＮＡ 合成３０ｍｉｎ，９４℃预变性

２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃复性３０ｓ，７２℃延伸
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１ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。

１．６　犚犜犔犃犕犘扩增产物的观察

将灵敏度试验中的ＲＴＬＡＭＰ扩增产物，用凝

胶电泳法观察扩增结果，剩下的产物中，直接加入

０．１μＬ的荧光染料ＳＹＢＲｇｒｅｅｎＩ，混匀后肉眼观察

颜色变化，或置于凝胶成像系统中紫外观察。

１．７　百合样品中犛犔犚犛犞的犚犜犔犃犕犘快速检测

取已用ＤＡＳＥＬＩＳＡ检测呈ＳＬＲＳＶ阳性的进

境百合样品，采用本研究建立的ＲＴＬＡＭＰ方法进

行扩增检测，结果采用ＳＹＢＲｇｒｅｅｎＩ染色观察。

２　结果与分析

２．１　犚犜犔犃犕犘的检测反应温度优化试验结果

在相同反应时间，本试验设计的草莓潜隐环斑

病毒的引物在６０、６３℃和６５℃均出现明显的条带

（图１），扩增产物亮度在３个不同温度之间没有明

显的差异，反应温度最终确定为６０℃。

图１　犛犔犚犛犞犚犜犔犃犕犘方法的温度优化

犉犻犵．１　犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犻狀犚犜犔犃犕犘犳狅狉犛犔犚犛犞

２．２　犚犜犔犃犕犘的检测反应时间优化试验结果

在６０℃时，本试验设计的草莓潜隐环斑病毒的引物

在６０ｍｉｎ和９０ｍｉｎ均出现明显的条带（图２），但在

３０ｍｉｎ条件下未出现扩增条带，反应时间确定为６０ｍｉｎ。

图２　犛犔犚犛犞犚犜犔犃犕犘检测的时间优化

犉犻犵．２　犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犻犿犲犻狀犚犜犔犃犕犘犳狅狉犛犔犚犛犞

２．３　草莓潜隐环斑病毒的犚犜犔犃犕犘特异性扩增结果

草莓潜隐环斑病毒的阳性标准物质经过ＲＴ

ＬＡＭＰ扩增后，能够得到特异性的瀑布状条带，而

其他病毒毒株的ＲＮＡ模板则无扩增条带出现，空

白对照中无特异性基因条带（图３）。这表明本研究

设计的６条引物针对ＳＬＲＳＶ的检测具有非常好的

特异性。

图３　犚犜犔犃犕犘特异性扩增犛犔犚犛犞结果

犉犻犵．３　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狉犲狊狌犾狋狊狅犳犔犃犕犘犳狅狉犛犔犚犛犞

２．４　犚犜犔犃犕犘检测灵敏度试验

不同稀释梯度的草莓潜隐环斑病毒ＲＮＡ经过

ＲＴＬＡＭＰ扩增后，其检测灵敏度为１０－３病毒稀释

液，比普通ＲＴＰＣＲ的灵敏度高出１００倍（图４）。

图４　犚犜犔犃犕犘和犚犜犘犆犚检测犛犔犚犛犞灵敏度结果

犉犻犵．４　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狉犲狊狌犾狋狊狅犳犚犜犔犃犕犘犪狀犱犚犜犘犆犚犳狅狉犛犔犚犛犞

２．５　扩增产物的结果观察

本研究利用沉淀法和染色法对ＬＡＭＰ产物进

行了检测。ＬＡＭＰ沉淀较少，肉眼较难分辨沉淀的

有无；ＬＡＭＰ产物中加入ＳＹＢＲｇｒｅｅｎＩ染色剂，对

照颜色呈橙红色，而有扩增产物则呈绿色（图５ａ）。

在紫外灯下观察，空白对照和无ＲＴＬＡＭＰ产物的

样品管均没有发出白色荧光，而有ＲＴＬＡＭＰ扩增

产物的样品管则发出白色荧光，且白色荧光的亮度

与ＲＮＡ 模板浓度的高低成正比（图５ｂ）。ＲＴ

ＬＡＭＰ扩增产物，用凝胶电泳法观察结果和用荧光

染料ＳＹＢＲｇｒｅｅｎＩ观察的结果一致。
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图５　荧光染料犛犢犅犚犵狉犲犲狀犐处理犚犜犔犃犕犘产物的观察结果

犉犻犵．５　犗犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳犚犜犔犃犕犘狆狉狅犱狌犮狋狊狋狉犲犪狋犲犱犫狔犛犢犅犚犵狉犲犲狀犐

２．６　百合样品中犛犔犚犛犞的犚犜犔犃犕犘快速检测结果

采用本研究建立的ＲＴＬＡＭＰ方法对百合ＳＬＲＳＶ

阳性样品进行检测，并用荧光染料ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ法观

察，结果显示，阳性样品均显示明显的绿色。

图６　犚犜犔犃犕犘检测百合样品中犛犔犚犛犞的结果

犉犻犵．６　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犛犔犚犛犞犻狀狋犺犲犾犻犾狔犫狔犚犜犔犃犕犘

３　讨论

目前，草莓潜隐环斑病毒的主要检测方法为

ＥＬＩＳＡ和ＲＴＰＣＲ技术。两种方法较以前的生物

学接种方法来说，在灵敏度、特异性和检测周期等方

面已有了很大的进步，但是检测周期仍然在３．５ｈ

以上，耗时长，在现场快速检验方面仍显不足；另外，

ＲＴＰＣＲ技术在产物扩增和结果判断方面，均对设

备要求较高，不便于口岸对病毒检测的快速筛查。

张跃伟等应用荧光显色检测猪繁殖与呼吸综合

征病毒（ＰＲＲＳＶ），结果显示，在敏感性检测中，ＲＴ

ＬＡＭＰ与ＲＴＰＣＲ都能检测包含靶基因片段的重

组质粒，荧光显色剂判断的结果与浊度判断结果一

致［４］；何琳等建立了白斑综合征病毒环介导等温扩

增快速检测方法，同时与巢式ＰＣＲ进行了比较分

析，结果为最适反应在６４℃，恒温条件６０ｍｉｎ内完

成，灵敏度较巢式ＰＣＲ高出１００倍，在１ｈ内即可完

成检测［５］；刘佳等建立的ＬＡＭＰ技术检测菊花中番

茄不孕病毒的方法为６５℃保温１ｈ，加入２μＬ稀释

１０倍的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ，结果表明该方法检测番茄不

孕病毒具有高效、快速和灵敏度高等特点［６］。孙颖

杰等建立了牙鲆弹状病毒环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）

检测方法，该方法的检测限为３０ｆｇＲＮＡ，比常规

ＲＴＰＣＲ灵敏度高出１００倍，与其他病毒没有交叉

反应，检测时间短，在１ｈ内即可完成检测
［７］。

ＬＡＭＰ反应后打开盖加染色剂及使用凝胶电泳验

证会造成不必要的污染过程，使结果出现假阳性。因

此本研究ＬＡＭＰ检测方法进行优化时采用电泳观察的

方式，以选择最佳的反应体系，从而提高草莓潜隐环斑

病毒检测效率。但在实际检测过程中，该方法采用在

ＬＡＭＰ反应管盖上滴加ＳＹＢＲｇｒｅｅｎＩ染色剂，待反应

结束后在不开盖的情况下直接使染色剂与扩增产物混

合，以此减少反复开盖而造成的污染问题。

本试验的ＬＡＭＰ检测方法在１．５ｈ内完成了

检测的全过程，耗时短；产物扩增只需要恒温水浴

锅，对设备要求低；试验发现，本研究建立的ＲＴ

ＬＡＭＰ检测方法比ＲＴＰＣＲ的灵敏度高出１００倍；

且特异性好；结果判断时在ＬＡＭＰ反应体系中加入

０．１μＬ荧光染料ＳＹＢＲｇｒｅｅｎＩ，反应结果通过肉眼

观察绿色是否生成而进行判定，实现反应及产物检测

一步完成，其判断结果和琼脂糖凝胶电泳结果完全一

致，快速准确方便；另外，本研究取已用ＤＡＳＥＬＩＳＡ

检测呈ＳＬＲＳＶ阳性的进境百合样品进行试验，准确

率达到１００％。本研究建立的方法适合植物中草莓潜

隐环斑病毒的现场筛查及实验室快速检测。
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