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摘要：【目的】土传病原真菌立枯丝核菌 Rhizoctonia solani 和齐整小核菌 Sclerotium rolfsii 严重威胁园林绿化植物正常生

长。建立针对这 2 种土壤病原真菌的快速定量检测方法。【方法】通过筛选 2 种病原菌特异性引物，优化反应条件。

【结果】初步建立了 2 种病原菌的实时荧光定量 PCR(qPCR) 检测方法。引物 ST-RS1/ITS4 和 SRITSF/SRITSR 可以分别

用于立枯丝核菌和齐整小核菌的 qPCR 检测，其灵敏度分别达 24×106 和 22×106 拷贝·L−1，2 次重复反应的变异系数分别

为 3.37%~4.61% 和 0.66%~8.61%。对上海绿地土壤样品的检测结果表明：立枯丝核菌和齐整小核菌的检出率分别为

100% 和 19%。【结论】建立的 qPCR 检测方法具有较强特异性、较高灵敏度和较强重复性，可以用于上海城市绿地土壤

中立枯丝核菌和齐整小核菌的快速、有效定量检测。图 2 表 5 参 29
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Abstract: [Objective] This study aims to establish a rapid quantitative detection method for Rhizoctonia solani
and Sclerotium rolfsii，2  soil-borne  pathogenic  fungi  that  seriously  threaten  the  normal  growth  of  landscape

plants  in  Shanghai.  [Method]  The  reaction  conditions  were  optimized  by  screening  2  pathogen  specific
primers. [Result] A  quantitative  real-time  PCR (qPCR)  method  was  established  for  the  detection  of  the  two
pathogens. The primers ST-RS1/ITS4 and SRITSF/SRITSR could be used for qPCR detection of R. solani and

S. rolfsii, with sensitivity of 24×106 and 22×106 copies·L−1, respectively. The coefficients of variation of the 2

repeated reactions were 3.37%−4.61% and 0.66%−8.61%, respectively. The detection results of soil samples in

Shanghai  green  space  showed  that  the  detection  rates  of  R.  solani  and  S.  rolfsii  were  100%  and  19%,

respectively. [Conclusion] The established qPCR method has high specificity, sensitivity and repeatability, and 
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can be used for rapid and effective quantitative detection of R. solani and S. rolfsii in Shanghai urban green soil.
[Ch, 2 fig. 5 tab. 29 ref.]
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城市绿地是生态城市建设的基础和重要组成部分[1]。植物病害特别是土传病害已经对绿地生态系统

健康造成了严重威胁[2−3]，由真菌引起的植物病害占全部植物病害的 2/3以上[4]，其中土传植物病原真菌

是造成植物病害的主要类群 [5]。研究表明：立枯丝核菌 Rhizoctonia  solani 和齐整小核菌 Sclerotium
rolfsii 是上海绿地土壤中最常见的土传植物病原真菌[6]。立枯丝核菌属于无孢科 Agonomycetaceae丝核菌

属 Rhizoctonia[7]，在自然界中广泛存在，是引起植物根腐和茎腐症状的重要病原菌，被认为是最具破坏

力的土传植物病原菌之一 [8]。海桐 Pittosporum  tobira、八角金盘 Fatsia  japonica、高羊茅 Festuca
arundinacea 和女贞 Ligustrum lucidum 等 360个属的园林绿化植物均能被立枯丝核菌感染[9]。齐整小核菌

属于无孢科小核菌属 Sclerotium[6]，是一种世界性传播的土传病原真菌，可以引起植物白绢病，致使植物

腐烂死亡 [10]。木棉属 Bombax 和紫檀属 Pterocarpus 植物以及樟树 Cinnamomum  camphora 和夹竹桃

Nerium oleander 等园林绿化植物常被齐整小核菌侵染[11]。

土传病原真菌的传统检测方法主要是根据病原菌形态特征、选择性平板计数等方法进行[12−13]，但耗

时费力、效率较低，时效性较差，已不能满足实际工作需求。随着分子生物学技术的发展，实时荧光定

量 PCR (qPCR)因具有特异性强、灵敏度高等特点，已经越来越多地被应用于土传病原真菌的检测。目

前，已经有应用该技术对农田土壤中立枯丝核菌和齐整小核菌进行定性、定量检测的报道[14−16]。但是，

尚缺乏应用 qPCR技术对城市绿地土壤进行立枯丝核菌和齐整小核菌定量检测的研究。与农田土壤存在

明显差异，城市绿地土壤异质性高，普遍面临着重金属和有机污染物等的威胁[1, 17]，因此，针对城市绿

地土壤中立枯丝核菌和齐整小核菌，探索建立具有较强特异性、较高灵敏性和较好重复性的分子生物学

检测方法，对于及时了解上海城市绿地土壤中立枯丝核菌和齐整小核菌的分布，保障植物和城市绿地生

态系统健康具有重要意义。 

1    材料与方法
 

1.1    供试菌株

立枯丝核菌和齐整小核菌标准菌株购买于中国农业微生物菌种保藏管理中心 (Agricultural Culture
Collection of China, ACCC)，编号分别为 ACCC37615和 ACCC37946。菌株的培养参照《丝状真菌分子细

胞生物学与实验技术》[18]。 

1.2    绿地土壤样品采集

2018年 7月，采用多点混合采样法，在上海市随机采集绿地 0~20 cm表层土壤样品。采样点信息见

表 1。每个采样点设置 5个子样点，每个土壤样品由 5个子样点样品混合而成。土壤样品充分混合后，

去除石块、草根等杂物，−20 ℃ 保存，用于后续试验[17]。 

1.3    DNA提取

采用 AntGene DNA提取试剂盒 (武汉安特捷生物技术有限公司)提取立枯丝核菌和齐整小核菌标准

菌株 DNA。采用土壤基因组 DNA提取试剂盒 (FastDNA spin kit for soil, MP Biomedicals, 美国)提取绿地

土壤样品 DNA。使用 NanoDrop 2000微量分光光度计 (Thermo Fisher Scientific, 美国)测定 DNA的吸光

度比值 D(260)/D(280)及 D(260)/D(230)，确定 DNA质量及浓度，之后于−80 ℃ 超低温冰箱保存。 

1.4    qPCR引物的筛选及在线特异性验证

通过文献检索，根据已有报道选择了 ST-RS1/ ITS4、ITS1/GMRS-3等引物进行扩增立枯丝核菌的特

异性引物的筛选，选择 SCR-F/SCR-R、SRITSF/SRITSR等引物进行扩增齐整小核菌的特异性引物的筛

选 (表 2)，引物由生工生物工程 (上海)股份有限公司合成。通过美国国家生物技术信息中心 (NCBI，https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)中 Primer-BLAST功能将 4对引物分别与 Non-Redundant  Protein  Sequence
(NR)数据库进行序列比对，在线筛选和验证引物的特异性。 
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1.5    质粒标准品的制备

以 2种病原菌标准菌株 DNA为模板，分别使用筛选的特异性引物对其进行 PCR扩增。PCR产物经

质量分数为 2% 琼脂糖凝胶电泳后切胶回收目的条带，使用通用型 DNA纯化试剂盒 [天根生化科技 (北
京) 有限公司，中国北京 ]对目的条带进行纯化回收。按照 pGM-T Fast连接试剂盒 [天根生化科技 (北
京)有限公司，中国北京 ]说明书将回收所得片段连接到 pGEM-T Easy载体上 (Promega, 美国)，转化至

JM109感受态细胞中 (Promega, 美国)，经蓝白斑筛选阳性克隆子，并进行菌落 PCR验证后，按照质粒抽

提试剂盒 [天根生化科技 (北京)有限公司，中国北京 ]说明书进行质粒抽提，提取所得重组质粒送至上

海美吉生物医药科技有限公司测序。使用 NanoDrop 2000 微量分光光度计 (Thermo Fisher Scientific, 美
国)测定质粒标准品浓度，计算质粒拷贝数[23]。
 

表 1    绿地土壤样品信息
Table 1    Information of green space soil samples

样品编号 绿地类型
采样位置

行政区　 绿地名称 纬度(N) 经度(E)

1 道路绿地 金山区　 朱平公路中央绿化带内 30°49′ 121°08′

2 公园绿地 闵行区　 闵行文化公园 31°10′ 121°21′

3 公园绿地 金山区　 亭林公园 30°20′ 121°18′

4 道路绿地 金山区　 亭卫公路 30°20′ 121°20′

5 公园绿地 奉贤区　 奉浦四季生态园 30°56′ 121°27′

6 公园绿地 崇明区　 崇明新城公园 31°37′ 121°25′

7 公园绿地 黄浦区　 复兴公园 31°13′ 121°27′

8 道路绿地 徐汇区　 虹梅路 31°08′ 121°24′

9 道路绿地 普陀区　 真北路 31°16′ 121°23′

10 道路绿地 浦东新区 杨高中路 31°13′ 121°32′

11 道路绿地 浦东新区 杨高北路 31°15′ 121°35′

12 道路绿地 浦东新区 济阳路上浦路 31°08′ 121°29′

13 道路绿地 浦东新区 杨高南路 31°11′ 121°31′

14 道路绿地 青浦区　 外青松公路 31°12′ 121°07′

15 道路绿地 浦东新区 唐镇路 31°12′ 121°38′

16 公园绿地 宝山区　 炮台湾湿地公园 31°23′ 121°30′

17 公园绿地 宝山区　 淞南公园 31°20′ 121°28′

18 道路绿地 闵行区　 华宁路剑川路 31°01′ 121°23′

19 道路绿地 杨浦区　 殷行路 31°19′ 121°31′

20 公园绿地 浦东新区 名人苑公园北门东侧 31°14′ 121°33′

21 公园绿地 嘉定区　 汇龙潭公园 31°22′ 121°14′

表 2    用于立枯丝核菌和齐整小核菌 qPCR的引物信息
Table 2    qPCR primer sets of R. solani and S. rolfsii

病原菌 引物名称 引物序列 (5ʹ→3ʹ) 产物大小/bp 退火温度/℃ 参考文献

立枯丝核菌

ST-RS1 AGTGTTATGCTTGGTTCCACT
187 60 [19]ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
564 65 [20]

GMRS-3 AGTGGAACCAAGCATAACACT

齐整小核菌

SCR-F CGTAGGTGAACCTGCGGA
540 54 [21]

SCR-R CATACAAGCTAGAATCCC

SRITSF TACACCTGTGAACCAACTG
465 52 [22]

SRITSR CATACAAGCTAGAATCCC
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1.6    qPCR检测方法的建立和优化 

1.6.1    反应条件的优化    qPCR反应体系包含有 10 μL GoTaq q-PCR Master Mix (Promega，美国)，DNA
模板用量分别设置为 0.5、1.0、2.0、3.0、4.0 μL，上、下游引物 (10 μmol·L−1)分别设置为 0.1、0.3、
0.5、0.7、0.9 μL，加无菌重蒸水补足至 20 μL。阴性对照使用无菌重蒸水代替 DNA模板。使用 Roche
Light Cycle 480Ⅱ型 qPCR仪 (罗氏医学仪器公司，瑞士)。qPCR反应程序：95 ℃ 预变性 5 min；95 ℃ 变

性 15 s，退火温度下退火 40 s [退火温度在文献中引物 Tm 值 (表 2)上下浮动 3 ℃ 范围内设置 7个温度梯

度 ]，72 ℃ 延伸 40 s，45个循环。循环结束后进入熔解曲线程序：65 ℃ 升温至 95 ℃，隔 1 ℃ 采集荧光

信号。 

1.6.2    标准曲线的建立    将立枯丝核菌和齐整小核菌质粒标准品分别进行 10倍梯度稀释，质粒标准品

浓度范围为 108~101 (×106 拷贝·L−1)，分别得到 8个稀释浓度的质粒标准品模板，使用 1.6.1中优化后的

qPCR反应条件进行扩增，绘制标准曲线。 

1.7    方法特异性评价

以质粒标准品和绿地土壤样品 DNA为模板进行 qPCR扩增，通过熔解曲线判断 qPCR扩增产物是否

单一。qPCR扩增产物利用质量分数为 2% 琼脂糖凝胶电泳 (110 V, 40 min)检测，通过紫外凝胶成像系统

对电泳条带进行观察和分析。将质粒标准品和土壤样品扩增产物送至上海美吉生物医药科技有限公司进

行克隆测序，并利用 NCBI数据库对质粒标准品和土壤样品 PCR扩增产物测序结果进行序列比对。 

1.8    方法灵敏性评价

分别将 2种病原真菌的质粒标准品进行 10倍梯度稀释，从 108 ×106 拷贝·L−1 稀释至 101×106 拷贝·L−1，

取稀释好的质粒标准品作为模板，按照 1.6中优化后的 qPCR条件进行扩增，根据试验结果确定方法的

最低检测限，验证此方法的灵敏性。 

1.9    方法重复性评价

随机选择 5个不同类型绿地土壤样品 DNA作为模板，按照 1.6中优化后的方法进行立枯丝核菌和齐

整小核菌 qPCR扩增，每个反应重复 2次。随后根据每个样品组内重复间拷贝数的变异系数，验证方法

的重复性和稳定性。 

1.10    上海绿地土壤中立枯丝核菌和齐整小核菌的定量检测

采用 1.6中优化后的 qPCR方法对 21份上海绿地土壤样品进行立枯丝核菌和齐整小核菌定量检测，

每个反应设置 3个平行试验，计算土壤样品中病原菌 ITS基因的拷贝数，y=c×n×v/s。其中：y 为基因拷贝

数 (拷贝·g−1)，c 为浓度 (×106 拷贝·L−1)，n 为模板稀释倍数，v 为DNA洗脱体积 (μL)，s 为土壤干质量 (g)。 

1.11    数据处理

运用 Excel 2016软件对数据进行分析处理。 

2    结果与分析
 

2.1    qPCR引物的筛选及 NCBI在线特异性验证

使用 NCBI中 Primer-BLAST功能将表 2的 4对

引物分别与 NR数据库进行序列比对。结果显示：

引物 ST-RS1/ITS4和 ITS1/GMRS-3均可有效匹配目

的序列 900余条，错配率分别为 7.7% 和 6.3%，在

理论上均可实现对立枯丝核菌种水平特异性扩增

(表 3)。与引物 ITS1/GMRS-3相比，引物 ST-RS1/ITS4
扩增目的片段长度小于 200 bp，更适用于在 qPCR
方法中的应用，因此，本研究仅保留引物 ST-RS1/ITS4用于后续立枯丝核菌定量检测方法的建立。引物

SRITSF/SRITSR可有效匹配目的序列 429条，错配率为 8.1%，理论上可以实现对齐整小核菌种水平特

异性扩增，而引物 SCR-F/SCR-R仅匹配 30条目的序列，覆盖率相对低于引物 SRITSF/SRITSR，且该引

物错配率较高，因此，本研究仅保留引物 SRITSF/SRITSR用于后续齐整小核菌定量检测方法的建立 (表 3)。 

 

表 3    qPCR引物在线比对结果
Table 3    On-line blast results of qPCR primers

引物名称
目的序列

长度/bp
匹配目的

序列数/条
匹配非目的

序列数/条
错配

率/%

ST-RS1/ITS4 187 908 76 7.7
ITS1/GMRS-3 564 936 63 6.3

SRITSF/SRITSR 465 429 38 8.1

SCR-F/SCR-R 540 30 4 13.3
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2.2    qPCR检测方法的建立和优化 

2.2.1    反应条件的优化    以 2种病原菌质粒标准品为模板进行 qPCR反应条件的优化。结果表明：引物

ST-RS1/ITS4最佳退火温度为 60 ℃，引物 SRITSF/SRITSR最佳退火温度为 52 ℃。在上述退火温度下，

2种病原菌 qPCR扩增效率最高。因此，最终确定立枯丝核菌 qPCR扩增条件为：95 ℃ 预变性 5 min；
95 ℃ 变性 15 s，60 ℃ 退火 40 s，72 ℃ 延伸 40 s，45个循环。齐整小核菌 qPCR扩增条件为：95 ℃ 预

变性 5 min；95 ℃ 变性 15 s，52 ℃ 退火 40 s，72 ℃ 延伸 40 s，45个循环。

2种病原菌 qPCR反应体系中最适引物用量均为 0.3  μL  (10  μmol·L−1)，DNA模板用量均为

2 μL (10 mg·L−1)，在该反应条件下荧光信号最强。因此，最终确定 2种病原菌 qPCR反应体系 (20 μL)
为：模板 2 μL(10 mg·L−1)，上下游引物 (10  μmol·L−1)各 0.3  μL，GoTaq®q-PCR Master  Mix (Promega，
美国)10 μL，无菌重蒸水 7.4 μL。 

2.2.2    标准曲线的建立    以 10倍梯度稀释的质粒标准品为模板，使用 2.2.1优化后的 qPCR反应条件进

行扩增，绘制标准曲线。立枯丝核菌标准曲线线性关系表达式为 y=−3.319x+33.98 (y 为 Ct 值，x 为模板

量 )，决定系数 (R2)为 0.999  5，扩增效率为 100.1%。齐整小核菌标准曲线线性关系表达式为

y=−3.552x+33.65 (y 为 Ct 值，x 为模板量)，决定系数 (R2)为 0.997 9，扩增效率为 91.2%。结果表明：

2种病原菌 qPCR 的 Ct 值与质粒标准品浓度的对数均具有良好的线性关系，扩增效率符合 qPCR定量检

测方法的要求，表明本研究建立的 2种病原菌定量检测方法具有较高的准确度和有效性，可作为立枯丝

核菌和齐整小核菌快速定量检测的方法。对立枯丝核菌的线性检测范围为 2.42×101~2.42×108  (×106

拷贝·L−1)，对齐整小核菌的线性检测范围为 2.20×101~2.20×108 (×106 拷贝·L−1)。 

2.3    方法特异性评价

以质粒标准品和绿地土壤样品 DNA为模板进行 qPCR扩增。结果显示：熔解曲线均为单一熔解

峰，无杂峰，表明 qPCR扩增产物单一且未产生引物二聚体。qPCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果显

示：引物 ST-RS1/ITS4扩增得到约 200 bp的片段，引物 SRITSF/SRITSR扩增得到约 450 bp的片段，均

与目的片段大小一致 (图 1)。利用 NCBI数据库对 PCR扩增产物克隆测序的结果进行序列比对，结果见

表 4。采用引物 ST-RS1/ITS4从质粒标准品及土壤样品扩增到的产物分别与立枯丝核菌 R.  solani
BTRFB1(登录号: MZ158299)和 R. solani AG-F(登录号：JQ343829)序列相似度最高，相似度为 99.4%。

采用引物 SRITSF/SRITSR从质粒标准品及土壤样品扩增到的产物分别与齐整小核菌 S. rolfsii NTNM(登
录号: MT126473)和 S. rolfsii SR1(登录号: MG847186)序列相似度最高，分别为 99.5% 和 98.8%。扩增产

物测序结果说明：利用引物 ST-RS1/ITS4和 SRITSF/SRITSR扩增到的 DNA序列均与目的片段序列一

致，具有较强的特异性。
  

100 bp

400 bp
300 bp

200 bp

500 bp

S1 RS4S3S2M N

100 bp

400 bp

300 bp

200 bp

500 bp

S1 S4S3S2 C MN
A B

A. 引物对 ST-RS1/ITS4 的扩增产物; B. 引物对 SRITSF/SRITSR 的扩增产物。S1~S4. 土壤样品扩增产物; R. 立
枯丝核菌质粒标准品扩增产物; C. 齐整小核菌质粒标准品扩增产物; M. 标志物; N. 阴性对照

图 1    立枯丝核菌和齐整小核菌 DNA 的 PCR 扩增
Figure 1    PCR amplification of R. solani and S. rolfsii DNA

  

2.4    方法灵敏性评价

以 10倍梯度稀释的质粒标准品为模板，使用 2.2.1优化后的 qPCR反应条件进行扩增，进行

qPCR灵敏性验证。结果显示：本研究建立的 qPCR定量检测方法对立枯丝核菌和齐整小核菌的检测限

分别可达 24×106 和 22×106 拷贝·L−1 (图 2)。 
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表 4    质粒标准品和土壤样品测序比对结果
Table 4    Sequencing alignment result of plasmid standard and soil sample

引物 样品 同源菌株 基因登录号 相似度/%

ST-RS1/ITS4
质粒标准品 R. solani BTRFB1 MZ158299 99.4
土壤样品 R. solani AG-F JQ343829 99.4

SRITSF/SRITSR
质粒标准品 S. rolfsii NTNM MT126473 99.5

土壤样品 S. rolfsii SR1 MG847186 98.8
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A. 立枯丝核菌, 1~8. 2.42×108~2.42×101 (×106 拷贝·L−1); 

B. 齐整小核菌, 1~8. 2.20×108~2.20×101 (×106 拷贝·L−1)

图 2    qPCR 的灵敏性
Figure 2    Sensitivity test of qPCR

 
 

2.5    方法重复性评价

随机选择 5个绿地土壤样品 DNA作为模板，使用本研究建立的方法对样品中立枯丝核菌和齐整小

核菌 ITS基因拷贝数进行测定。结果表明：绿地土壤样品立枯丝核菌和齐整小核菌 ITS基因拷贝数 2次

检测结果的变异系数范围分别为 3.37%~4.61% 和 0.66%~8.61%(表 5)，变异系数均低于 10%，表明本研

究建立的立枯丝核菌和齐整小核菌定量检测方法具有较好的重复性和稳定性。
 
 

表 5    qPCR的重复性
Table 5    Repeatability of qPCR

病原菌 样品编号
第1次试验 第2次试验

变异系数/%
Ct 拷贝数/(×106拷贝·L−1) Ct 拷贝数/(×106拷贝·L−1)

立枯丝核菌

4 31.74 3.09×101 31.60 3.25×101 3.57
5 30.54 6.45×101 30.56 6.15×101 3.37

6 29.49 1.23×102 29.51 1.17×102 3.54

10 30.98 4.91×101 31.03 4.60×101 4.61

12 29.71 1.07×102 29.74 1.01×102 4.08

齐整小核菌

3 33.76 2.16×102 33.53 2.44×102 8.61

6 35.15 1.02×102 35.09 1.05×102 2.05

14 35.04 1.08×102 35.05 1.07×102 0.66

16 36.55 4.77×101 36.63 4.57×101 3.03

18 35.72 7.46×101 35.67 7.66×101 1.87
 
 
 

2.6    上海绿地土壤中立枯丝核菌和齐整小核菌的定量检测

将本研究建立的立枯丝核菌和齐整小核菌定量检测方法应用于上海绿地土壤样品的检测。检测结果

表明：立枯丝核菌的检出率为 100%， ITS基因拷贝数最高为 2.61×106 拷贝·g−1；齐整小核菌的检出率

为 19%，检出样品的 ITS基因拷贝数最高为 2.94×105 拷贝·g−1。说明立枯丝核菌在上海绿地表层土壤中

广泛存在。
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3    讨论

引物的特异性是对土传病原真菌进行 qPCR检测的关键[24]。真菌 ITS序列目前已被广泛用于真菌的

亲缘关系分析，为病原菌的分子检测提供了较为理想的分子标记[25]。本研究通过检索文献[19, 22] 及数据

库，筛选得到了基于真菌 ITS区域设计的立枯丝核菌和齐整小核菌种水平特异性引物 ST-RS1/ITS4和

SRITSF/SRITSR。NCBI NR数据库在线比对结果显示：ST-RS1/ITS4和 SRITSF/SRITSR目的片段错配率

分别为 7.7% 和 8.1%，理论上可实现对立枯丝核菌和齐整小核菌种水平特异性扩增；同时，qPCR熔解

曲线均为单一熔解峰，扩增产物片段大小与序列均与目的片段一致。上述结果均表明：本研究建立的立

枯丝核菌和齐整小核菌荧光定量检测方法具有较强的特异性。此外，qPCR检测方法的灵敏性是评价其

是否可行的另一个关键因素，一般是指可以准确测量的样品最小拷贝数[26]。前人的研究表明：对农田土

壤立枯丝核菌和大豆茎褐腐病菌 Phialophora gregata 等土传病原菌 qPCR检测的灵敏性可以达 26.7~
100.0 (×106 拷贝·L−1)[13, 27−28]。本研究针对立枯丝核菌和齐整小核菌检测限分别可达 24×106 和 22×106 拷
贝·L−1，具有较高的灵敏性。因此，本研究所建立的 qPCR检测方法可以用于城市绿地土壤中立枯丝核

菌和齐整小核菌的定量检测。

立枯丝核菌和齐整小核菌是寄主范围广、危害性强的土传病原真菌，可侵染一些重要经济植物，例

如水稻 Oryza sativa、花生 Arachis hypogaea、樟树和海桐等，造成植物根腐病和白绢病等病害的发生[7, 10]。

鉴于这 2种病原菌分布的广泛性，因此有必要了解其在城市绿地土壤中的分布情况，从而有效预防园林

植物立枯病、根腐病和白绢病等病害的发生。本研究中上海绿地表层土壤立枯丝核菌的检出率达

100%，表明立枯丝核菌在上海绿地土壤中广泛存在。齐整小核菌检出率较低，为 19%。齐整小核菌检

出率低，可能有两方面的原因。一方面，随着对城市绿地养护技术和措施的不断提高和加强，齐整小核

菌在土壤中的存在范围可能缩小了；另一方面，也可能是由于采样点的局限性，还不足以反映上海绿地

土壤中齐整小核菌整体的存在情况，后期需要通过扩大绿地土壤样品采集范围，更为全面地检测齐整小

核菌在上海绿地土壤中的分布情况。同时应该看到，应用 qPCR方法检测土壤中病原菌的数量时，并不

能有效区分活体和死体病原菌的 DNA，检测结果可能会过高估计土壤中病原菌基因的丰度[29]。因此，

如何准确、快速测定城市绿地土壤中活体立枯丝核菌和齐整小核菌基因的丰度，尚需进一步研究。

综上所述，本研究通过立枯丝核菌和齐整小核菌 qPCR引物的筛选和特异性验证、qPCR反应条件

的建立及灵敏性和重复性评价，建立了针对立枯丝核菌和齐整小核菌的快速、特异且灵敏性较高的

qPCR检测方法，可用于城市绿地土壤中这 2种病原菌的定量检测。
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