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摘　要： 为便于水稻细菌性条斑病菌（Xanthomonas oryzae pv. oryzicola，Xoc）的早期快速检测，本研究根据

GenBank公开报道的水稻细菌性条斑病菌特异性基因序列（序列号：XOCgx_RS03090）设计了重组酶聚合酶

扩增（RPA）引物、Exo荧光探针组合及 nfo探针组合，并构建含有 Xoc 基因序列的重组质粒作为阳性对照；建

立了水稻细菌性条斑病菌的重组酶聚合酶扩增法（Exo-RPA）和侧流层析试纸条检测法（LFD-RPA）的技术体

系，并评估了上述两种不同终端 RPA检测方法的灵敏度和特异性，通过优化反应温度、反应时间明确了其对

RPA方法扩增效果的影响。结果表明，Exo-RPA和 LFD-RPA检测法对水稻细菌性条斑病菌检测的灵敏度均

为 4.96 copies·μL−1，反应的最佳温度均为 39 ℃；优化后的 Exo-RPA方法在 12 min内检测出水稻细菌性条斑

病菌，优化后的 LFD-RPA可以在 5 min内检测出水稻细菌性条斑病菌；与其他植物病原菌菌株一起进行检

测，RPA检测方法可特异地检测出目标病原菌。该方法灵敏度高，特异性强，检测速度快，有望在水稻细菌性

条斑病病原监测与病害的早期诊断上得到应用。
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由稻黄单胞菌（Xanthomonas oryzae）的致病变

种水稻细菌性条斑病菌（X. oryzae pv. oryzicola）引

起的条斑病是水稻生产上重要的细菌病害，严重

威胁中国水稻的育种和生产安全。水稻细菌性条

斑病是中国禁止入境的检疫性病害[1-3]。因此，开

发快速、准确、高效的水稻细菌性条斑病菌的检测

技术，对水稻细菌性条斑病菌及时进行有效的防

治，控制水稻细菌性条斑病菌病害的发生及发展，

对减少经济损失具有十分重要的意义。围绕水稻

细菌性条斑病菌，前人已经开发了多种分子检测

技术。一些研究表明实时荧光 PCR检测技术可用

于检测水稻细菌性条斑病[4-11]。重组酶聚合酶扩增

（RPA）技术是近年发展起来的一种代表性的等温

扩增技术[12]，该方法在 37～42 ℃ 的恒定温度条件

下，15～20 min即可完成无需变温热循环的核酸

扩增 [13-14]。实时荧光 RPA（Exo-RPA）是一种通过

添加荧光基团（carboxy fluorescein，FAM）和淬灭

基团（black hole quencher，BHQ）探针、四氢呋喃

（tetrahydrofuran，THF）位点和 3′端阻断物的实时

监控荧光值变化的检测技术。Exo-RPA原理是

exo酶识别切割探针的 THF位点，将荧光基团和

淬灭基团裂解，释放荧光产生荧光信号来实时监

测荧光值的变化，得到荧光扩增曲线 [15]。LFD-

RPA（lateral  flow  dipstick-recombinase  polymerase

amplification）技术是在 RPA技术的基础上加入核

酸外切酶Ⅳ（endonuclease Ⅳ，nfo）、nfo荧光探针 
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以及附着于 3′端生物素（Biotin）标记的下游引物

对 RPA产物进行检测。基于双抗体夹心原理，在

nfo-RPA反应中，探针是关键的组成部分，通常由

寡核苷酸组成，包括四氢呋喃（THF）残基、5′端荧

光基团（FAM）、3′端修饰基团及下游引物 5′端标

记的抗原性生物素。在反应过程中，nfo酶识别并

裂解探针，产生新的 3′−羟基，作为聚合酶延伸的

启动位点。随后，与生物素标记的下游引物反应，

使扩增产物同时携带 FAM和 Biotin标记 [16]。

随后，扩增产物被捕获在加样垫上包被有抗 FAM
特异性抗体的胶体金颗粒，这些颗粒与扩增产物

中的 FAM标记结合，形成带有标记的扩增产物——

胶体金颗粒复合物。接着，复合物在侧流层析试

纸条上进行层析。测试线上包被有链霉亲和素

（SA），与 FAM标记的扩增产物结合进行显色，形

成阳性测试条带；与此同时，控制线上包抗体，当

胶体金颗粒经过时，与抗体结合产生阳性控制条

带[13]，实现目标生物分子的检测。LFD-RPA具有

操作简单、快速、无需特殊仪器和试剂等优点，检

测结果可在 5～10 min直接用肉眼看到，适合在现

场和资源受限的情况下应用[17]。目前该重组酶聚

合酶技术已被广泛应用于病原体鉴定[18-21]、环境监

测 [20]、食品安全监测 [22-23] 和疾病诊断 [24] 等领域。

本研究对 RPA引物及探针组合进行筛选，同时对

Exo-RPA和 LFD-RPA的反应条件 （检出限、时

间和温度）进行优化，最后评估 Exo-RPA和 LFD-
RPA方法的特异性，完成针对水稻细菌性条斑病

菌的 Exo-RPA及 LFD-RPA快速检测方法的建立。

 1　材料与方法

 1.1　供试菌株及水稻细菌性条斑病菌标准品重

组质粒的制备　准备水稻细菌性条斑病菌

（Xanthomonas oryzae pv.  oryzicola）、水稻白叶枯

病 菌 （X.  oryzae  pv.  oryzae）和 果 胶 杆 菌

（Pectobacterium  aroidearum）L6、 斯 氏 泛 菌

（Pantoea stewartii）SJM1和健康水稻叶片等实验

材料，提取 DNA用于检测。水稻细菌性条斑病菌

特异性序列 DNA标准品重组质粒 pUC57-AvrRxo1
由金斯瑞生物公司根据 Genbank序列 XOCgx_
RS03090合成。

 1.2　试剂与仪器　引物和探针由上海生工生物工

程有限公司合成，并稀释至 10 μmol·L−1 备用；LB
液体培养基（胰蛋白胨 10 g，酵母粉提取物 5 g，NaCl
10 g，蒸馏水 1.0 L，pH7.4），LB固体培养基（LB液

体和琼脂 20 g）；pMD18-T载体 [宝日医生物技术

（北京）有限公司，北京 ]；大肠杆菌（Escherichia
coli）DH5α感受态细胞（上海唯地生物技术有限公

司，上海）；PCR扩增产物回收纯化试剂盒（重鼎生

物技术有限公司，浙江宁波），快速质粒小提试剂

盒（天根生化科技有限公司，北京）；基因组 DNA
提取试剂盒（天根生化科技有限公司，北京）；多糖

多酚植物基因组 DNA提取试剂盒（天根生化科技

有限公司，北京）；Taq DNA 聚合酶（天根生化科技

有限公司，北京）；TwistAmpTM 试剂盒（TwistDx公

司, 英国）；RAA-nfo核酸扩增试剂（试纸条型）（杭

州众测生物科技有限公司）；DL500分子质量标记

[宝日医生物技术（北京）有限公司，北京 ]。蓝光

切胶仪、PCR仪、Micro Drop超微量分光光度计

和 QuantStudioTM 5实时荧光定量 PCR仪。

 1.3　水稻细菌性条斑病菌 DNA 的提取和标准品

重组质粒的构建与检测　使用细菌基因组 DNA
提取试剂盒操作说明书所描述的步骤提取水稻细

菌性条斑病菌 DNA。使用 Micro Drop超微量分

光光度计对 DNA质量浓度进行检测。最终将 DNA
质量浓度稀释至 94.974 ng·μL−1，用于后续试验。利

用 EcoRI/SacI 技术将基因克隆到 pUC57中，重组质

粒名为 pUC57-AvrRxo1；使用快速质粒小提试剂盒

（TIANprep  Rapid  Mini  Plasmid  Kit）提取和纯化

pUC57-AvrRxo1 质粒。采用 RPA方法检测重组质

粒 pUC57-AvrRxo1 是否插入水稻细菌性条斑病菌

297  bp的 特 异 性 基 因 序 列 XOCgx_RS03090。
RPA引物序列为 XocRPA-3F（5′-ACGCACTCGA
ATTTCATAAGAAGCTTAAGGA-3′）， XocRPA-3R
（5′-GTACATCCGTTCATATATGTCGTGTCGCTCT-3′）。
根据 TwistAmp® Basic kit试剂盒说明书进行 Basic-
RPA方法检测，反应体系：总反应体积 50 μL，包括

向装有冻干粉的反应管中加入 29.5 μL再水化缓

冲液（Rehydration buffer）、正反向引物（10 μmol·L−1）

各 2.4 μL和 ddH2O 12.2 μL，反应体积达到 46.5 μL，
同时设置阴性对照（NC）；将混合液旋涡振荡简短

离心后，用移液枪将 1 μL质粒模板加入混合液中；

将 2.5 μL醋酸镁离子（280 mmol·L−1）加在管盖中，

小心关闭管盖，用微型离心机将醋酸镁离子（280
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mmol·L−1） 离心到混合液中；立即放入 PCR仪器

中，在 39 ℃ 下等温扩增反应；反应进行 4 min后，

取出反应管颠倒混匀并短暂离心，再放回 PCR仪

器继续反应 26  min。RPA扩增后的产物，使用

3%（1.2 g琼脂糖，40 mL 1×TBE缓冲液）琼脂糖凝

胶 电 泳 进 行 结 果 检 测 ， 并 使 用 MEGA  v11
和 Snap Gene软件对产物测序后的序列进行序列

比对。重组质粒作为标准核酸，用超微量分光光

度计测定质粒拷贝数。标准核酸质粒拷贝数计算

结果为 4.96×1010 copies·μL−1。

质粒拷贝数(copies·μL1)= (ρ×6.02×1023×109)/M。

式中，ρ 表示重组质粒的质量浓度（ng·μL−1），

M表示平均分子质量。

 1.4　水稻细菌性条斑病菌RPA 引物和探针设计　根

据水稻细菌性条斑病菌的特异性基因序列 XOCgx_
RS03090并基于 RPA引物和荧光探针的设计原

则，利用软件 Oligo v7.0设计筛选获得 RPA引物

XocRPA-3和 Exo-RPA及 LFD-RPA探针组合。

引物和探针由上海生工生物工程有限公司合成。

 1.5　重组质粒RPA 特异性扩增产物的测序验证　使

用水稻细菌性条斑病菌重组质粒 DNA作为扩增

反应模板，按照 TwistAmp®Basic Kit试剂盒说明书

进行 Basic-RPA扩增。对水稻细菌性条斑病菌

XocRPA-3引物的 Basic-RPA特异性扩增产物进

行回收纯化后，与 pMD18-T Vector在 16 ℃ 条件

下连接低温连接仪，转化到 DH5α感受态细胞中，

37 ℃ 过夜培养。挑取白色单克隆菌落转至含氨

苄青霉素的 LB液体培养基中，37 ℃、180 r·min−1

恒温振荡培养 60  min。肉眼可见浑浊后 ，经

Sanger方法测序，使用 MEGA v11软件将测序结

果与水稻细菌性条斑病菌的特异性基因序列

XOCgx_RS03090进行比对。

 1.6　重组质粒 Exo-RPA 反应体系的建立　根据

TwistAmpTM exo试剂盒说明书，进行 Exo-RPA扩

增反应。在 50 μL的反应体积中，分别将 29.5 μL
再水化缓冲液（Rehydration buffer）、正反向引物

（10  μmol·L−1）各 2.1  μL、荧光探针 （10  μmol·L−1）

0.6 μL和 ddH2O 12.2 μL 加入到含有冻干粉的反

应管中，反应体积为 46.5 μL，同时设置阴性对照

（NC），将混合液旋涡振荡简短离心后，用移液枪转

移到 0.2  mL  PCR反应管中，将 1  μL质粒 DNA

模板加入混合液中，随后将 2.5 μL醋酸镁离子

（280 mmol·L−1）加在管盖中，小心关闭管盖，用微

型离心机将醋酸镁离子（280 mmol·L−1）离心到混

合液中，并立即放入 QuantStudioTM 5实时荧光定

量 PCR仪中，在 39 ℃ 下恒温扩增 20 min，每 30 s
采集 1次荧光信号，观察读取荧光信号。为了避

免光照影响荧光染料的强度，操作过程中探针要

注意避光。

 1.7　重组质粒 Exo-RPA 灵敏度检测　按 1.6所

述配置 Exo-RPA反应体系，将水稻细菌性条斑病

菌质粒标准品按 10倍梯度依次稀释，经预实验

后，分别设置 4.96、4.96×101、4.96×102、4.96×103

和 4.96×104  copies·μL−1  5个 梯 度 的 1  μL质 粒

DNA模板 ，进行反应灵敏度检测。每个质粒

DNA模板灵敏度检测设置 3次重复，同时设置

1个阴性对照（NC），总计进行 16个 RPA反应。

使用 QuantStudioTM5 实时荧光定量 PCR仪，在 39
℃ 下恒温扩增 20 min，每 30 s采集 1次荧光值，观

察读取荧光信号，确认是否对水稻细菌性条斑病

菌进行了有效扩增，进而确定实时荧光定量检测

方法对 Exo-RPA检测的灵敏度。

 1.8　重组质粒 Exo-RPA 反应扩增温度优化　按

1.6所述配置 Exo-RPA反应体系。使用以 1 μL
4.96×102 copies·μL−1 水稻细菌性条斑病菌质粒为扩

增模板的 Exo-RPA反应体系，放入 QuantStudioTM 5
实时荧光定量 PCR仪器中，分别在 35、37、39、
41、43 ℃ 共 5个温度梯度，恒温扩增 20 min，同时

检测荧光信号强度，确定最佳扩增温度。

 1.9　水稻细菌性条斑病菌 Exo-RPA 的特异性检

测和实际验证　使用细菌基因组 DNA提取试剂

盒操作说明书所描述的步骤提取水稻细菌性条斑

病菌、水稻白叶枯病菌、果胶杆菌 L6和斯氏泛菌

SJM1的 DNA。使用多糖多酚植物基因组 DNA
提取试剂盒提取健康的水稻嫩叶基因组 DNA，然

后在 QuantStudio TM5荧光定量 PCR仪器中进行

反应，反应体系同 1.6，RPA反应在最佳反应条件

39 ℃ 恒温扩增 20 min，每 30 s采集 1次荧光值，

观察读取荧光信号，确认是否对水稻细菌性条斑

病菌进行了有效扩增，进而确定 Exo-RPA 检测系

统的特异性和实际检测效果。

 1.10　重组质粒 LFD-RPA 反应体系的建立　使

用水稻细菌性条斑病菌 XOCgx_RS03090基因序列
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设计的引物，根据 RAA-nfo核酸扩增试剂盒说明

书进行 LFD-RPA方法检测。在 50 μL反应体积

中，分别将 25 μL A Buffer、正反向引物（2 μmol·L−1）

各 2.0 μL、荧光探针（2 μmol·L−1）0.6 μL和 ddH2O
12.9 μL加入到含有冻干粉的反应管中，再向反应

管中加入 5 μL DNA，最后向反应管管盖上加入

2.5  μL  B  Buffer，盖上管盖，上下颠倒轻甩混匀

5～6次，低速离心 10 s，将反应管放入恒温为 39 ℃
的 PCR仪中，孵育 30 min。反应结束后，按照一次

性核酸检测试纸条使用说明书进行操作。依据所

需检测的样本量，提取对应数量的检测试纸条，并

在吸收垫处加注明记号，每根检测试纸条限一次

性使用；取 8～10 μL核酸扩增产物，点在试纸条的

样品垫区域；将试纸条的样品垫部分朝下，插入含

有 100 μL缓冲液（TE或水或 PBS）的 1.5 mL灭菌

试管中，在 3～5 min内观察并记录试纸条上的反

应区域，得出检测结果。检测结果：如试纸条检测

带和控制带均出现颜色变化，表示检测为阳性反

应；若仅控制带显色，则结果为阴性。

 1.11　重组质粒 LFD-RPA 的灵敏度检测　将水

稻细菌性条斑病菌的重组质粒按照 10倍梯度

依次稀释，经预实验后，水稻细菌性条斑病分别

设置 4.96×10−1、4.96、4.96×101、4.96×102 和 4.96×
103 copies·μL−1 5个浓度梯度的质粒 DNA模板，进

行反应灵敏度检测。反应体系按 1.10操作，每个

质粒 DNA模板浓度灵敏度检测设置 3次重复，同

时设置 1个阴性对照（NC）。通过观察检测带的清

晰度和颜色深度，确定 LFD-RPA可检测到的最低

反应浓度。

 1.12　重组质粒 LFD-RPA 反应的温度优化　为

确定最优反应温度，以 4.96×103 copes·μL−1 DNA

为模板，反应时间为 30 min，温度优化试验的梯度

设置：35、37、39、41、43 ℃，共 5个温度梯度。另

外，每个温度梯度均单独设置 3个阴性对照，反应

体系按 1.10操作，每个温度梯度重复 3次实验，反

应进行扩增，将试纸条放入稀释液中进行测定观

察结果。

 1.13　重组质粒 LFD-RPA 反应的时间优化　为

确定最优反应时间，以 4.96×103 copes·μL−1 DNA
为模板，反应温度为 39 ℃，时间优化试验的梯度

设置 0、5、10、15、20 min共 5个时间梯度。另

外，每个时间梯度均独立设置 1个阴性对照，反应

体系按 1.10操作，每个时间梯度重复 3次实验。

对反应进行扩增，将试纸条放入稀释液中进行测

定观察结果。

 1.14　水稻细菌性条斑病菌 LFD-RPA 的特异性

检测和实际验证　为验证水稻细菌性条斑病菌

LFD-RPA检测方法的特异性，以水稻细菌性条斑

病菌、水稻白叶枯病菌、斯氏泛菌、果胶杆菌

L6和水稻叶片基因组 DNA为模板进行 LFD-RPA
扩增实验，ddH2O为阴性对照，反应体系按 1.10操

作，每个样品重复 3次实验，39 ℃ 反应 30  min
进行 LFD-RPA扩增 ，验证 LFD-RPA方法的特

异性。

 2　结果与分析

 2.1　RPA 引物及 Exo-RPA、LFD-RPA 探针组

合　根据 RPA引物和 Exo-RPA、LFD-RPA探针

组合的设计原则和预试验验证结果，开发出一

组水稻细菌性条斑病菌 RPA引物和 Exo-RPA、

LFD-RPA探针组合。引物及探针组合具体序列如

表 1所示。
 

表 1    水稻细菌性条斑病菌 RPA 引物和探针信息

Tab. 1　Basic information of RPA primers and probe for X. oryzae pv. oryzicola

引物及探针
Primers & Probe

类型 Category 序列 Sequences （3′－5′）

XocRPA-F3 正向引物 The forward primer F: 5′-ACGCACTCGAATTTCATAAGAAGCTTAAGGA-3′

XocRPA-R3 反向引物 The reverse primer R: 5′-GTACATCCGTTCATATATGTCGTGTCGCTCT-3′

XocRPA-3-Exo-P 探针 Probe 5′-CGCCGATGCTGTCGGCAAAGAACGGTTCGA-[FAM-dT]--
THF--[BHQ-dT]-CGAGGAGCTGGAGAA-3′-spacer-3′

XocRPA-3-LFD-p 探针 Probe 5′-FAM-CGCCGATGCTGTCGGCAAAGAACGGTTCGAT-
THF-TCGAGGAGCTGGAGAA-C-3′-spacer-3′
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 2.2　水稻细菌性条斑病菌重组质粒 pUC57-
AvrRxo1 的 RPA 扩增及测序验证结果　以水稻

细菌性条斑病菌的 XOCgx_RS03090基因重组质

粒 pUC57-AvrRxo1 转入大肠杆菌 DH5α 宿主的菌

液为模板，进行 RPA产物扩增。 使用 MEGA v11
和 Snap Gene软件将经 Sanger法测得的 RPA产

物序列与 GenBank下载的水稻细菌性条斑病菌的

特异性基因序列 XOCgx_RS03090进行比对，结果

表明，包含水稻细菌性条斑病菌的特异性基因序

列 XOCgx_RS03090已成功插入重组质粒中。

 2.3　Basic-RPA 产物测序验证结果　以重组质

粒 DNA（pUC57-AvrRxo1）为 扩 增 模 板 ， 使 用

XocRPA-3引物进行 Basic-RPA扩增，经 3%琼脂

糖凝胶电泳扩增后，扩增产物条带明亮、较清晰，

扩增产物分子质量大小约为 200 bp；构建重组质

粒， 经过 Sanger法测序，使用 MEGA v11软件进

行序列比对。结果表明，重组质粒 DNA （pUC57-
AvrRxo1）包含已插入目的片段，标准品质粒能用

于 RPA扩增反应体系的检测及优化（图 1）。
 2.4　重组质粒 Exo-RPA 灵敏度检测结果　由荧

光信号曲线（图 2）可知，从采集荧光信号（即 0 min）
开始计时可在 12  min之内检测到 4.96～4.96×
104  copies·μL−1  5个浓度的样品，最低检测限为

4.96 copies·μL−1。

 2.5　重组质粒 Exo-RPA 反应温度优化结果　由

荧光信号曲线（图 3）可知，扩增 5 min后，35、37、
39、41、43 ℃ 均检测到荧光信号，且随着反应时间

的增加荧光强度逐渐增强。综合考虑起峰时间和

荧光信号强度，最终确定反应的最佳扩增温度为

39 ℃。

 2.6　Exo-RPA 检测技术的特异性验证和实际检

测结果　由荧光信号曲线（图 4）可知，随着反应时

间的增加，水稻细菌性条斑病菌样品在 4 min后荧

光强度逐渐增强，检测结果均为阳性，其他非目标

样品在 4 min后荧光强度无明显扩增现象，均为阴

性，表明建立的 Exo-RPA方法可以很好检测水稻

细菌性条斑病菌。

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
150 bp
100 bp
50 bp

图 1    水稻细菌性条斑病菌重组质粒 pUC57-AvrRxo1 扩
增产物的 3% 琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 1    3% agarose gel electrophoresis of the pUC57-
AvrRxo1 amplification product of the

recombinant plasmid of X. oryzae pv. oryzicola
注：1～3，以重组质粒 pUC57-AvrRxo1 DNA为模板的 RPA扩增产

物；4～6，阴性对照；7～9，试剂盒自带阳性对照；M，DL500分子质量
标记。

Note:  1−3,  RPA  amplification  products  using  recombinant  plasmid
pUC57-AvrRxo1  DNA  as  template;  4−6,  negative  controls； 7−9,  kit
positive controls; M, DL500 molecular weight marker.

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

扩增反应时间Amplification reaction time/min

ΔR
n

12 13 14 15 16 17 18 19 20

0

50 000

100 000

150 000

200 000

250 000
质粒模板浓度The concentration of the plasmid standard

4.96×104 copies·μL−1

4.96×103 copies·μL−1

4.96×102 copies·μL−1

4.96×101 copies·μL−1

4.96 copies·μL−1

阴性对照NC

图 2    水稻细菌性条斑病菌不同浓度质粒标准品的 Exo-RPA 扩增曲线图
Fig. 2    Exo-RPA amplification curves based on different DNA concentrations of

X. oryzae pv. oryzicola plasmid standards
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 2.7　重组质粒 LFD-RPA 灵敏度检测结果　将水

稻细菌性条斑病重组质粒 pUC57-AvrRxo1 模板浓

度对 LFD-RPA检测方法的灵敏性进行评估 ，

浓度稀释到 4.96 copies·μL−1 均能看到清晰的检测

带 ，LFD-RPA的最低检测限为 4.96  copies·μL−1

（图 5）。

 2.8　重组质粒 LFD-RPA 反应温度优化结果　由

图 6可知，反应在 35～43 ℃ 条件下均出现检测

带，39 ℃ 检测带颜色最明显。这表明 LFD-RPA

能够在常温条件下进行检测，确定最佳反应温度

为 39 ℃。

 2.9　重组质粒 LFD-RPA 反应时间优化结果　由

图 7可知，在反应 5 min时即可在检测靶标样品的

侧流层析试纸条上观察到阳性检测带，说明在

5 min时所产生的扩增产物即可被试纸条法检

出。此外，在 5～20 min反应时间内均可观察到检

测带，考虑到反应时间、扩增产物的稳定性及肉

眼观察的清晰可辨别程度，确定最佳反应时间

为 20 min。

 2.10　LFD-RPA 检测技术的特异性验证和实际检

测结果　在 39 ℃ 恒温及 20 min扩增时间的最佳

反应条件下，进行 LFD-RPA方法针对水稻细菌性

条斑病菌的检测特异性验证，只有检测水稻细菌性

条斑病菌的 LFD-RPA显示红色检测带，其他均未

出现条带，结果为阴性（图 8）。这说明本体系未与

所选的其他病原菌出现交叉反应，表明本套 nfo-RPA

特异性引物及探针组合能够准确区分水稻细菌性

条斑病菌及其他病原菌菌株，具有良好的特异性。

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

扩增反应时间Amplification reaction time/min

ΔR
n
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0
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300 000
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500 000
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700 000
扩增温度Amplification temperature

35 ℃
37 ℃
39 ℃
41 ℃
43 ℃
阴性对照NC(39 ℃)

图 3    水稻细菌性条斑病菌不同温度条件下质粒标准品的 Exo-RPA 扩增曲线图
Fig. 3    Exo-RPA application curves plot of X. oryzae pv. oryzicola plasmid standards under different temperature

conditions

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

扩增反应时间Amplification reaction time/min

ΔR
n
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0

100 000

50 000

150 000

200 000

250 000

300 000

350 000

400 000 检测样品Detected sample

阴性对照NC
水稻细菌性条斑病菌X. oryzae pv. oryzicola

图 4    水稻细菌性条斑病菌 Exo-RPA 特异性验证和实际样品检测扩增曲线图
Fig. 4    Specificity validation and amplification curve of actual sample detection of Exo-RPA of

X. oryzae pv. oryzicola
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阴性对照
NC4.96×103 4.96×102 4.96×101 4.96×100 4.96×10−1

图 5    水稻细菌性条斑病菌质粒标准品 pUC57-AvrRxo1 LFD-RPA 灵敏度检测
Fig. 5    LFD-RPA sensitivity determination of standard recombinant plasmid pUC57-AvrRxo1

注：浓度单位为质粒标准品浓度，copies·μL−1。
Note: Unit of concentration, Concentration units of the plasmid copies·μL−1.

 

35 ℃ 37 ℃ 39 ℃ 41 ℃ 43 ℃NC NC NC NCNC

图 6    水稻细菌性条斑病菌 LFD-RPA 检测反应温度优化
Fig. 6    Optimization of reaction temperature for LFD-RPA assay of X. oryzae pv. oryzicola

注：35、37、39、41、43 ℃ 为检测反应温度；NC为阴性对照。
Note: The detection reaction temperatures are 35, 37, 39, 41 and 43 ℃; NC refers to the negative control.

 

图 7    水稻细菌性条斑病菌 LFD-RPA 检测反应时间优化
Fig. 7    Optimization of reaction time for LFD-RPA assay of X. oryzae pv.oryzicola

注：0、5、10、15、20 min为检测反应时间；NC为阴性对照。
Note: The detection reaction time is 0，5，10，15 and 20 min; NC refers to the negative control.
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 3　讨　论

水稻含有丰富的碳水化合物、蛋白质、维生素

和矿物质等营养成分，是中国主粮作物。水稻细

菌性条斑病是具有爆发性和破坏性的传染性病

害。本研究通过水稻细菌性条斑病菌特异性基因

序列 XOCgx_RS03090设计 RPA引物及 Exo-RPA
和 LFD-RPA探针，建立了 Exo-RPA荧光检测体

系和 LFD-RPA检测体系。将本实验设计的水稻

细菌性条斑病菌 RPA正反向引物 XocRPA-3F与

XocRPA-3R经 过 NCBI  Basic  Local  Alignment
Search Tool （https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）
比对后，仅比对中的水稻细菌性条斑病菌基因组

同源相似度达到 100% （E-value=1×10−5）。这提示

本研究团队设计的 Exo-RPA引物具有仅针对水稻

细菌性条斑病菌的特异性。

目前，在检测水稻细菌性条斑病菌中，应用实

时荧光 PCR技术检测该病害的最低质粒 DNA
浓度为 30. 6 fg·μL−1 及菌悬浮液为 1.0×103 cfu·mL−1，

该方法虽然有高特异性，但检测成本相对较高[4]。

应用 Taqman荧光定量 PCR检测水稻细菌性条斑

病菌最低灵敏度为 2.0×101 copies·μL−1，检测时长

约为 2 h，但该方法容易出现非特异性扩增，比较

费时费力，成本高[6]。应用 padlock探针和Macroarray
技术相结合检测水稻细菌性条斑病菌，操作过

程繁琐且检测时间长，检测成本高 [8]。应用多重

PCR检测水稻细菌性条斑病菌最低灵敏度为

103 cfu·mL−1，但由于在同一反应中扩增多个目标

序列，增加了交叉污染的可能性，引物设计难度

大，非特异性产物可能增加，因为不同目标序列之

间的扩增效率可能存在差异，多重 PCR技术在定

量分析方面可能存在一定难度[9]。应用 PMA-PCR
诊断技术检测水稻细菌性条斑病菌最低灵敏度为

2×104 cfu·mL−1，但 PMA-PCR涉及多个步骤，包括

PMA处理、洗涤、PCR扩增和数据分析等[11]。这

些步骤需要仔细的操作和适当的实验条件，因此

相对于传统的 PCR方法来说更为复杂。虽然 PMA
能够与死细胞中的 DNA结合并阻止其 PCR扩

增，但某些情况下，死细胞可能无法被完全去除或

区分。这可能导致假阳性结果的出现，特别是在

样本中存在大量死细胞时。应用 LAMP诊断技术

检测水稻细菌性条斑病菌最低灵敏度为 2.0×
102 copies·μL−1，检测时长为 40～60 min，具有高灵

敏度，稳定性好，但检测时间长，引物设计复杂，需

要针对靶基因的特定区域设计 4条特异引物，增

加了引物设计的难度，扩增过程涉及多个循环，容

易发生非特异性扩增和污染问题，导致假阳性结

果 [6]。应用 RPA/Cas12a检测水稻细菌性条斑病，

通过荧光定量 PCR仪检测水稻细菌性条斑病菌检

测限为 10 fg·μL−1，通过可视化检测，DNA检测限

为 1 fg·μL−1[25]。

 4　结　论

RPA 检测技术反应迅速、操作简单，无需复杂

仪器，能在便携式微型荧光定量 PCR 仪上恒温扩

增现场检测，20 min内即可检测到极低质量浓度

 

图 8    水稻细菌性条斑病菌特异性检测
Fig. 8    RPA-LFD specificity validation and detection of actual samples of X. oryzae pv. oryzicola
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病原体特异性 DNA，具有更高的灵敏度和准确性

及更短的反应时间。本研究建立的水稻细菌性条

斑病菌 Exo-RPA 检测体系与之前的快速核酸检测

方法相比，具有可在接近人体温度或室温的 39 ℃
进行扩增反应，检测灵敏度更高、操作步骤更简便

的优点，具备针对水稻细菌性条斑病菌的快速检测

能力。
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Recombinase polymerase amplification assay for rapid
detection of Xanthomonas oryzae pv. oryzicola in rice

Yu Wenhua1,2,3#,   Li Rui1,2,3,   Liu Wenbo1,2,3,   Miao Weiguo1,2,3,   Wang Jianan1,2,3*
（1. School of Tropical Agriculture and Forestry, Hainan University, Haikou, Hainan 570228, China; 2. Ministry of Education Key
Laboratory of Green Prevention and Control of Tropical Plant Diseases and Pests, Hainan University, Haikou, Hainan 570228,

China; 3. Danzhou Invasive Species Observation and Research Station of Hainan Province,
Hainan University, Danzhou, Hainan 571799, China）

Abstract：For  early  and  rapid  detection  of Xanthomonas  oryzae  pv. oryzicola  (Xoc),  the  cause  of  bacterial  leaf  streak  in  rice,
specific recombinase polymerase amplification (RPA) primers, and Exo fluorescent and nfo probes were designed and screened,
respectively,  according  to  the  publicly  available  gene  sequence  XOCgx_RS03090  of Xoc  genome  sequence  in  GenBank.  The
recombinant  plasmid containing Xoc gene was constructed as  a  positive control.  One fluorescent  Exo-RPA assay and the other
lateral  flow strip  detection (LFD-RPA) assay were  established for  rapid detection of Xoc. The sensitivity  and specificity  of  the
RPA  methods  were  assessed,  and  the  amplification  effects  of  the  RPA  methods  were  explored  by  optimizing  the  reaction
temperature and reaction time. The results showed that the sensitivity of both the Exo-RPA and LFD-RPA assays for the detection
of Xoc were both 4.96 copies·μL−1, and that the optimal temperatures for the reaction were both 39 ℃. Xoc was detected within 12
min  by  the  optimized  Exo-RPA  method,  and  within  5  min  by  the  optimized  LFD-RPA.  The  Exo-RPA  and  LFD-RPA  assays
developed were  highly  specific  and could  specifically  and uniquely  identify Xoc  among plant  pathogens  in  test.  Both  the  RPA
methods  are  highly  sensitive,  specific  and  fast,  which  pose  a  high  potential  to  the  monitoring  of  the  target  pathogen  and  early
diagnosis of the disease.
Keywords：rice；bacterial leaf streak；recombinase polymerase amplification；lateral flow dipstick；rapid detection
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