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实时荧光定量 "#$定量检测山核桃干腐病病菌

潜伏侵染量方法的建立
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摘要! 由茶麋子葡萄座腔菌
6"4$5"37*&+$-& 8"4*-8+&

引起的山核桃
9&$5& :&4*&5+%3-3

干腐病是山核桃栽培过程中的主

要病害! 该病菌表现明显的 %潜伏侵染& 特性' 研究山核桃树体中干腐病菌的定量检测技术对山核桃干腐病的预

测预报及科学防治具有重要的指导意义' 根据茶麋子葡萄座腔菌的
;<=!

基因设计特异性引物! 通过普通聚合酶链

式反应(

789

#和实时荧光定量
789

(

:;<=#>*?; 789

#扩增发现引物
@A9B#A6.96

对山核桃干腐病病菌的特异性及扩增

效率较高! 可稳定扩增出
#$, CD

的目标条带' 应用此特异性引物建立的实时荧光定量
789

干腐病病菌检测方法能

够定量检测出山核桃植株样品中的病菌含量! 灵敏度要比普通
789

高
6,,

倍' 图
"

参
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山核桃
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又名核桃楸+ 胡桃楸" 胡桃科
_JM=<1(<N;<;

山核桃属
9&$5&

植物, 山核桃

的果实种仁极富营养价值和口感" 深受消费者喜爱" 具有很高的经济价值, 山核桃干腐病是山核桃在栽

培生产过程中一种常见的病害" 染病植株产量会明显下降" 严重时可造成植株死亡" 影响农户收益)
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山核桃干腐病菌
6"4$5"37*&+$-& 8"4*-8+&

属子囊菌纲
G0N)?LN;>;0

葡萄座腔菌科
`)>:L)0DS<;:*<N;<;

葡萄座

腔菌属
6"4$5"37*&+$-&

)

#

*

, 葡萄座腔菌属的特性多为子座散生" 内含多个子囊壳" 壳壁黑褐色" 子囊壳呈

球形或近球形" 顶端具乳头状突起" 孔口外露- 子囊黑褐色倒棒状" 内含
'

个子囊孢子, 子囊孢子梭
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形! 无色透明! 单胞! 椭圆形! 双列! 大小"

#$%&!"$%'

#

!( "

"

)%*!#*+,

$

!(

% 山核桃干腐病的发病期

为每年的
!

月下旬至
##

月下旬! 以菌丝体在病组织周围越冬! 具有明显的潜伏侵染特性&

!

'

% 干腐病菌

全年存在于树体内! 而明显症状需要等到
'#-

月才能表现出来! 如果等出现症状时才开始进行防治! 有

可能达不到预期效果% 实现山核桃干腐病的早期( 准确( 快捷地定量测定对山核桃干腐病病害的预测预

报和防治有极其重要的意义% 利用实时荧光定量聚合酶链式反应)

./01$23(/ 415./67/82 95082323:/ ;<=

$技

术可以对
>?@

目的片段进行实时检测! 在
;<=

体系中添加特定的荧光结合物质或者荧光探针! 受体荧

光染料发射出的荧光信号强度与
>?@

产量成正比! 通过检测荧光信号的变化来监测
;<=

反应过程! 从

而达到定量目的&

'A-

'

% 通过实时荧光定量
;<=

技术可在病害的潜伏期准确确定病害的发生程度! 以便做

好防治措施! 从而减轻危害! 提高经济效益% 潘娟娟等&

$

'运用实时荧光定量
;<=

对小麦条锈菌
!"#$%&%'

()*%%+,*-%(

进行了检测! 其检测效果令人满意% 本研究拟建立的实时荧光定量
;<=

检测方法能够用于监

测山核桃树体内潜伏侵染期内的含菌量! 对于做好早期预防! 指导病害的适时防治具有重要意义%

#

材料与方法

!"!

供试菌株

所用菌系为山核桃干腐病菌! 均于
",#'

年
&

月
'

日采集自浙江省临安市湍口镇的山核桃林! 并经

过多次培养( 纯化得到%

!"#

山核桃干腐病病菌
$%&

与无病山核桃植株及所有微生物总基因组
$%&

的提取

使用生工生物工程"上海$有限公司生产的真菌基因组
>?@

快速抽提试剂盒提取干腐病菌
>?@

"提

取方法参照试剂盒使用说明书$! 并使用该公司生产的
BC5D

柱式基因组
>?@

抽提试剂盒"植物$提取无

病山核桃植株及所有微生物总基因组
>?@

"提取方法参照试剂盒使用说明书$% 其中提取无病山核桃植

株及所有微生物总基因组
>?@

时! 所有样品均随机取于
-E#,

年生的山核桃植株主干未发病处树皮! 具

体见
#%)

% 所有
>?@

样品置于
#", %

保存备用%

!"'

山核桃干腐病病菌特异性引物的设计

参考葡萄座腔菌
./#!

"

F/8G08H

*

IJ#)$-,$+#

!

/1K8L023K8 4072K. # 01DM0

)

BN

$$基因的序列! 使用

G/07K8 >/63L8/.)

软件各设计山核桃干腐病病菌特异性引物*

BN=O$N#

)

-&＞OOOF<<OO@O<@<O<O<O＜

!&

$和
BN=O$=#

)

-&＞O@<OOF@@FF@@<<<OOF＜!&

$! 引物由杭州擎科梓熙生物技术有限公司合成% 设

计的引物能够精确区分葡萄座腔菌与引起山核桃病害的其他病原物%

!"(

引物特异性检测

应用特异性引物对山核桃干腐病菌
>?@

和无病山核桃植株及所有微生物总基因组
>?@

进行普通

;<=

扩增和实时荧光定量
;<=

扩增! 测定引物特异性%

普通
;<=

反应体系为*

"-+* !P

! 其中
" " ;<=

缓冲液
#"+- !P

)生工生物$! 上述合成的引物各
#+*

!P

! 灭菌蒸馏水
#*+* !P

! 模板
*+- !P

% 反应程序为*

Q- % - (38

+

Q' % !* 6

!

-$ % !* 6

!

)" % !* 6

+

!*

个循环+

)" %

延伸
- (38

%

;<=

产物经质量浓度为
#+-R

琼脂糖凝胶电泳)

#', S

!

#' (38

$! 经过嗅化

乙锭)

BG

$染色后! 用天能
"",,

凝胶成像系统成像%

实时荧光定量
;<=

反应体系为*

"-+, !P

! 其中!

TUG= #"+- !P

)

O@V@=@

!

;./(3W BX 0'1

OJ

"

$!

引物各
#+, !P

! 模板为
"+, !P

! 灭菌蒸馏水
&+- !P

% 反应程序为*

Q- % - (38

+

Q- % - 6

!

-$ % !, 6

!

)" % "- 6

+

',

个循环+

$- %

延伸
- 6

% 通过溶解曲线判断是否有唯一的产物峰%

!")

引物灵敏度检测

将制备的山核桃干腐病菌
>?@

稀释为
#,, ,,,+,

!

#, ,,,+,

!

# ,,,+,

!

#,,+,

!

#,+,

!

#+,

!

,+# !L

,

P

##

等不同的质量浓度梯度! 用该引物进行普通
;<=

扩增与实时荧光定量
;<=

扩增! 测定该引物的灵敏度

)反应体系和条件同
#+'

所述$%

!"*

特异性引物的实时荧光定量
+,-

标准曲线的绘制

将山核桃干腐病菌
>?@

用
B@TU >31523K8

)

O@V@=@

$定量后梯度稀释)同
#+-

所述$! 用特异性引物

使用
<NXQ$

OJ

./01$23(/ ;<= >/2/723K8 TY62/(

)

G3K$=0Z

$进行实时荧光定量
;<=

扩增! 重复
!

次! 用
BW7/1

软件生成标准曲线%

朱致翔等* 实时荧光定量
;<=

定量检测山核桃干腐病病菌潜伏侵染量方法的建立
!$-
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实时荧光定量
$%&

定量检测山核桃样品中的病原菌含量

于
!&#%

年
#&

月
$

日正浙江省临安市湍口镇采集山核桃样品
$

份! 其中发病部位样品
'

份! 无病健

康样品
'

份! 提取总基因组
()*

"总量为
+"",& !-

#! 进行实时荧光定量
./0

检测其中山核桃干腐病病

菌的含量$

()*

提取方法参照
1234

柱式基因组
()*

抽提试剂盒"植物%说明书$

!

结果与分析

'"!

山核桃干腐病病菌特异性引物的测定

应用引物
1506!5#70+

分别以山核桃干腐病病菌
()*

和无病山核桃植株及所有病原物总
()*

为模

板进行
./0

扩增! 结果表明& 应用该引物能够扩增出以山核桃干腐病病菌
()*

为模板的目标条带! 而

以山核桃健康无病植株及所有微生物总基因组
()*

为模板的均未扩增出目标条带'图
+

%$ 实时荧光定

量
./0

扩增结果同样表明& 该对引物对山核桃干腐病菌只有唯一的产物吸收峰"图
!

%$ 因此该引物相对

于山核桃干腐病病菌具有特异性! 可用于后续试验$

图
!

应用引物
1506!5+70+

对山核桃干腐病

病菌实时荧光定量
./0

扩增的溶解曲线

5893:; ! <;=>8?9 @3:A;B CD :;E=!>8F; ./0 EF4=8D8@E>8C? CD

!"#$%"&'()*$+) ,"#-+,*) GEB;H C? 4:8F;: 4E8:

1506!5+70+

图
+

引物
1506!5+70+

对山核桃干腐病病菌

的特异性电泳图谱

5893:; + I4;@8D8@8>J CD >K; B;=;@>;H 4:8F;: 4E8: 1506!5+70+

>C ."#$%"&'-)*$+) ,"#-+,*)

/7"

'"'

引物在常规
$%&

及实时荧光定量
$%&

下的灵敏度测定

利用梯度稀释的山核桃干腐病病菌
()*

对特异性引物分别做普通
./0

与实时荧光定量
./0

的灵

敏度测定$ 普通
./0

电泳结果显示到第
!

条! 所对应的模板浓度为
+" """," !9

(

-

#+

! 表明在普通
./0

条件下! 应用该引物最低可以检测到
+" """," !9

(

-

$+的病原菌
()*

量"图
'

%$ 在实时荧光定量
./0

条

件下! 应用该引物对不同浓度梯度的模板
()*

进行检测! 重复
'

次! 发现第
+L%

条的
0

M

值呈线性关

系! 所对应的模板
()*

质量浓度分别为
+"" ""","

!

+" ""","

!

+ ""","

!

+""," !9

(

-

$+

! 自第
N

条起无线

性关系! 因此可确定在普通实时荧光定量
./0

条件下! 应用该引物最低可以检测到
+&&,& !9

(

-

$+的病原

菌
()*

"图
%

%$ 运用实时荧光定量
./0

的检测灵敏度是普通
./0

的
+&&

倍$

'"(

实时荧光定量
$%&

定量检测山核桃样品中的菌量

!,',+

标准曲线 将山核桃干腐病病菌
()*

用
1*IO (8=3>8C?

梯度稀释后"同
+,N

所述%! 用引物
1506!

5+70+

扩增建立标准曲线"图
N

%$ 线性方程为
%P$',!$! &1Q!R,+"$

"

2

!

P",SSR "

%! 其中
%

为
0

M

值!

1

为山

核桃干腐病菌
()*

质量浓度常用对数"

=9

%值$

!,',!

山核桃样品中病原菌的实时荧光定量
./0

定量测定 应用特异性引物
1506!5+70+

以
+,R

的样品

()*

为模板进行实时荧光定量
./0

检测! 结果显示& 样品
+

! 样品
!

和样品
'

的山核桃干腐病病菌含

量是可以检测出的! 由回归曲线可算得! 样品
+

中病菌质量分数为
! %S',N ?9

(

9

$+

! 样品
!

中病菌质量分

数为
NTR,! ?9

(

9

$+

! 样品
+

中病菌质量分数为
R%%,+ ?9

(

9

$+

$

'$$
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讨论

#$%&'(#)*#$

等 !

+

"对常见的葡萄座腔菌科
+

种病原真菌进行了研究# 比较了
!"#

#

$%,!

#

&'(

#

)*+

#

)+,

#

"-./*0

#

123.4045

基因片段的可变序列$ 结果表明% 它们的
$%,!

基因片段的可变序列的比

例相对较高$

$%,!

是葡萄座腔菌属真菌常见的保守基因# 由于该基因片段在同属真菌中可变序列比例

相对较高# 因此同属不同种的真菌的
$%,!

基因片段差异较大# 根据
$%,!

基因设计的引物更具特异性$

本研究以此为参照# 根据
$%,!

基因设计出特异性引物$ 山核桃主要病害有干腐病& 枝枯病& 膏药病

等# 本研究所设计的引物可以扩增出山核桃干腐病病菌的目的基因片段# 以区别其他病原物$

目前# 实时荧光定量
-.'

技术已经非常成熟# 能够有效地应用于病原菌等微生物的检测# 并且灵
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