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　　[摘　要 ]　利用核糖体内转录间隔区 ( in ternal transcribed spacer, IT S) 序列通用引物 IT S1öIT S4 分别获得了

大豆疫霉 (P hy top h thora sojae)和辣椒疫霉 (P. cap sici) 的 IT S 序列, 通过获得序列设计了大豆疫霉的特异性引物

PS1 和 PS2, 并建立了分子检测方法。该方法对大豆疫霉 (P. sojae) 菌丝体和土壤中卵孢子检测的灵敏度分别为

10- 5 ngöΛL 和每克土壤 0. 05 个卵孢子。
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　　由大豆疫霉菌 ( P hy top h thora sojae Kauf. et

Gerd. ) 引起的大豆疫霉根腐病是我国É 类对外检

疫的危险性病害, 它可在大豆生长的任何阶段危害,

引起寄主根、茎、枝和种子腐烂, 严重时造成绝产[1 ]。

因此, 准确、快速地检验检疫该病原菌具有重要的理

论和实际意义。

目前, 对大豆疫霉 (P. sojae) 的检测常用组织分

离法、叶碟诱捕法和酶联免疫吸附检测 (EL ISA ) 等

方法, 但这些方法在应用过程中都存在一些缺点和

不足, 如 EL ISA 方法检测特异性不强, 存在假阳性

现象; 叶碟诱捕法和组织分离法所耗时间过长, 检测

准确率低。近年来, 随着分子生物学技术在植物病理

学中的广泛应用, 特别是 PCR 技术及相关分子标记

技术的应用加快了这一学科的发展。利用病原菌核

糖体内转录间隔区 ( IT S) 基因序列进行病原菌鉴

定、分类、检测和病害诊断, 已受到越来越多的重视。

本研究根据大豆疫霉 IT S 保守序列设计特异性引

物, 建立了 PCR 检测体系, 以便为我国大豆疫霉的

检验检疫提供理论基础和技术方法。

1　材料和方法
1. 1　供试材料

　　供试大豆疫霉菌株 P s111、P s126、P s411、5972
3、尖孢镰刀菌 (F usa rium oxy sp orum )、茄腐镰刀菌

(F. solan i)、立枯丝核菌 (R iz octon ia solan i)、腐霉菌

(Py th ium spp. )、核盘菌 (S clerotin ia sclerotiorum )

及自然带菌土壤由黑龙江八一农垦大学左豫虎教授

提供。美国生理小种R 1、R 25、美国菌株、巴西菌株

由中国农科院王晓鸣研究员提供。致病疫霉 (P. in2
f estans)、寄生疫霉 (P. p a rasitic)、辣椒疫霉 (P. cap 2
sici)及人工接菌土壤来源于西北农林科技大学植病

研究所。

1. 2　菌株的培养

供试菌株分别液培, 6 d 后收集菌丝, 冷冻干燥

后备用。大豆疫霉菌 (P. sojae)、寄生疫霉 (P. p a ra2
sitic)、致病疫霉 (P. inf estans) 分别用常规胡萝卜培

养液、燕麦培养液和黑麦培养液培养[2 ] , 其他供试菌

株用常规马铃薯葡萄糖培养液培养。

1. 3　大豆疫霉卵孢子悬浮液的制备

参照M argaret 等[3 ]的方法。

1. 4　DNA 的提取

1. 4. 1　从大豆疫霉菌丝体、病残体中提取DNA 　

参照Chen 等[4 ]的方法。

1. 4. 2　土壤基因组 DNA 的提取及纯化　参照

Zhou 等[5 ]的方法并加以改进。取 1 g 含有 P s411 卵

孢子的土壤放入 5 mL 灭菌离心管中, 加入适量石

英砂, 剧烈振荡 1 m in。然后加 2 mL N a3PO 4 缓冲液

(0. 12 mo löL , pH 8. 0) , 于 30 ℃振荡 15 m in (160

röm in) , 10 000 röm in 离心 10 m in 后, 弃上清。向沉
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淀中加入 3 mL DNA 提取液 (100 mmo löL T ris2
HC l, 100 mmo löL ED TA , 100 mmo löL N a3PO 4, 2. 0

mo löL N aC l, 1% CTAB , pH 8. 0)、30 ΛL 蛋白酶 K

(10 m gömL )和 0. 5 mL 溶菌酶 (50 m gömL ) , 于 37

℃振荡 20 m in (225 röm in) , 随后加入 0. 4 mL 20%

SD S, 置 65 ℃水浴 1. 5 h, 经 2～ 3 次冻融处理后, 室

温条件下 6 000 röm in 离心 10 m in, 收集上清, 加入

等体积酚∶氯仿∶异戊醇, 12 000 röm in 离心 10

m in。在上清中加 0. 6 倍体积异丙醇, 4 ℃沉淀 1 h,

室温条件下 14 000 röm in 离心 15 m in, 收集核酸沉

淀, 经体积分数 70% 乙醇漂洗 2～ 3 次, 风干后, 加

100 ΛL 无菌水溶解 DNA , 备用。纯化方法采用

DNA 凝胶回收纯化法[6 ]。

1. 5　核糖体DNA IT S 区的 PCR 扩增

IT S 区域 PCR 扩增通用引物分别为[7 ]

IT S1: TCC GTA GGT GAA CCT GCG G,

IT S4: TCC TCC GCT TA T T GA TA T GC。

PCR 反应体系为 25 ΛL : 10 ×Buffer ( 750

mmo löL T ris2HC l, 200 mmo löL (N H 4) 2SO 4, 0. 1%

Tw een220) 2. 5 ΛL , 25 mmo löL M gC l2 2. 0 ΛL , 2. 5

mmo löL dN T P 1. 5 ΛL , IT S1öIT S4 引 物 ( 20

ngöΛL ) 各 2. 0 ΛL , T aq 酶 1 U , 模板 DNA ( 20

ngöΛL ) 1 ΛL , 加 ddH 2O 至 25 ΛL。反应循环参数是:

94 ℃ 3 m in, 94 ℃ 50 s, 51. 2 ℃ 40 s, 72 ℃

1. 5 m in, 35 个循环, 72 ℃ 7 m in。所用试剂及引物

购自上海生工生物工程有限公司。扩增反应在

PTC2100 热循环仪上进行, PCR 产物在 1. 5% 琼脂

糖凝胶 1×TA E 缓冲液中电泳分析, EB 染色后用

凝胶成像系统 (型号 Gene Gen iu s)分析。

1. 6　PCR 产物的回收、克隆和测序

PCR 产物经凝胶回收、纯化后, 与 PGEM 2T

easy 载体连接后转化E. coli JM 109, 经菌落 PCR 和

酶切鉴定后, 挑选阳性克隆委托上海生工生物工程

有限公司测序。

1. 7　PCR 检测体系的建立

用DNAM AN 软件对测序结果及 GenBank 数

据库中已登录的同属疫霉菌 P. cap sici、P. p a lm ivo2
ra、P. m ed icag in is、P. trif oL ii、P. cryp tog ea、P. cac2
torum IT S 序列 (登录号: A Y208130、A Y208126、

A F266799、A F266800、A F228101、A F087480) 进行

多重同源性比较, 选取大豆疫霉保守序列, 用

P rim er 5. 0 软件设计引物。然后根据引物变性温度

Tm 值设立 55～ 66 ℃退火温度梯度, 并以致病疫霉

(P. inf estans)、寄生疫霉 (P. p a rasitic)、辣椒疫霉

(P. cap sici)、尖孢镰刀菌 (F usa rium oxy sp orum )、茄

腐镰刀菌 ( F. solan i )、立枯丝核菌 (R iz octon ia

solan i)、腐霉菌 (Py th ium spp. )、核盘菌 (S clerotin ia

sclerotiorum ) 8 种病原真菌为对照, 通过引物的特异

性来确定退火温度。

1. 8　PCR 灵敏度检测

分别以大豆疫霉菌丝体和接种大豆疫霉卵孢子

的土壤基因组DNA 为模板, 采用梯度稀释法稀释

模板, PCR 扩增检测该体系所能达到的最低理论检

测量。

2　结果与分析
2. 1　基因组DNA 的提取

　　从大豆疫霉菌丝体、病残体和土壤中提取的基

因组DNA 经琼脂糖凝胶电泳和分光光度计分析,

结果表明 (图 1) , 泳道 1、2、3 条带亮度和清晰度好,

说明提取的DNA 量、纯度和完整性较好, 适于后续

工作。

图 1　大豆疫霉菌丝体、病残体和
土壤基因组DNA 的电泳图谱

1. 大豆疫霉菌丝体DNA ; 2. 病残体DNA ; 3. 土壤基因组DNA

F ig. 1　A garo se gel electropho resis of Genom ic DNA
1. DNA from P. sojae m ycelia;

2. DNA from diseased tissue of soybean;

3. DNA from so il w ith oo spo re of P. sojae

图 2　疫霉菌核糖体DNA IT S 区的 PCR 扩增结果
1. 2 kb ladder; 2. P s111; 3. P s126; 4. P s411;

5. R 1; 6. R 25; 7. 辣椒疫霉; 8. CK

F ig. 2　PCR amp lificat ion p roducts of IT S of

rDNA of P. sojae P. cap sici
1. 2 kb ladder; 2. P s111; 3. P s126; 4. P s411;

5. R 1; 6. R 25; 7. P. cap sici; 8. CK

2. 2　疫霉菌核糖体DNA IT S 区的 PCR 扩增

利用通用引物 IT S1öIT S4 对 P s111、P s126、

P s411、R 1、R 25 和辣椒疫霉 (P. cap sici) 的DNA 模
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板进行 PCR 扩增, 由 PCR 产物 (图 2) 可以看出, 大

豆疫霉 (P. sojae) 和辣椒疫霉 (P. cap sici) IT S 片段

分别为 900 bp 和 750 bp 左右的特异性扩增产物。

2. 3　PCR 检测体系的建立

经过序列同源性分析, 在大豆疫霉保守区设计

了大小分别为 20, 21 bp 的特异性引物 PS1öPS2, 其

扩增产物为 96 bp。以待测DNA 为模板, PS1öPS2

进行 PCR 扩增, 通过特异性筛选退火温度发现, 在

退火温度 59. 8 ℃时, 所有供试大豆疫霉株均能扩增

出大小约 96 bp 的特异性条带, 而其他供试菌株及

无菌水未扩增出任何条带 (图 3)。由此说明引物

PS1öPS2 具有较高的特异性, 可以用于大豆疫霉的

分子检测。

图 3　引物 PS1öPS2 对不同病原菌的特异性 PCR 检测结果
1. P s111; 2. P s126; 3. P s411; 4. 59723; 5. R 1; 6. R 25; 7. 美国菌株; 8. 巴西菌株; 9. CK; 10. 2 kb m arker; 11. 致病疫霉;

12. 寄生疫霉; 13. 辣椒疫霉; 14. 尖孢镰刀菌; 15. 茄腐镰刀菌; 16. 立枯丝核菌; 17. 腐霉菌; 18. 核盘菌

F ig. 3　PCR amp lificat ion of DNA extraction from differen t fungal w ith specific p rim er PS1öPS2
1. P s111; 2. P s126; 3. P s411; 4. 59723; 5. R 1; 6. R 25; 7. P. sojae of U SA ; 8. P. sojae of B rizil; 9. CK; 10. 2 kb m arker; 11. P. inf estans;

12. P. p arasitic; 13. P. cap sici; 14. F usarium oxy sp orum ; 15. F. solan i; 16. R iz octon ia solam ; 17. Py th ium spp. ; 18. S clerotin ia sclerotiorum

2. 4　PCR 灵敏度检测

从 PCR 扩增结果 (图 4, 5) 可以看出, 菌丝体和

卵孢子DNA 模板最低检测量分别为 10- 5 ngöΛL 和

每 g 土壤 0. 05 个卵孢子。

图 4　菌丝体DNA 灵敏度检测结果
1. 2 kb m arker; 2～ 11. 模板浓度分别为 20, 10, 1, 10- 1, 10- 2, 10- 3, 10- 4, 10- 5, 10- 6, 10- 7 ngöΛL ; 12. CK

F ig. 4　Sensit ivity of PCR amp lificat ion of DNA from m ycelia of P s411
1. 2 kb m arker; 2- 11. DNA concen tration 20, 10, 1, 10- 1, 10- 2, 10- 3, 10- 4, 10- 5, 10- 6, 10- 7 ngöΛL ; 12. CK

图 5　大豆疫霉卵孢子灵敏度检测结果
1. 2 kb m arker; 2～ 9. 模板浓度分别为每克土壤 20, 10, 1, 0. 5, 0. 2, 0. 1, 0. 05, 0. 01 个孢子; 10. CK

F ig. 5　Sensit ivity of PCR amp lificat ion of gDNA from so il w ith oo spo re of P. sojae
1. 2 kb m arker; 2- 9. DNA concen tration 20, 10, 1, 0. 5, 0. 2, 0. 1, 0. 05, 0. 01 (one oo spo re per grem so il) ; 10. CK
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2. 5　特异性引物的检测应用

用该体系对含大豆疫霉 P s411 病残体的土壤进

行检测, 由图 6 可以看出, 在 96 bp 处均有 1 条清晰

的目的条带。而健康大豆植株和无大豆疫霉土壤等

阴性对照未扩增出任何条带。由此可以说明, 该

PCR 检测体系对大豆疫霉的分子检测是可行的。

图 6　PCR 检测不同病原材料的结果

1. 2 kb m arker; 2. P. sojae 菌丝体DNA ; 3. 病残体DNA ; 4. 健康大豆组织DNA ; 5. 人工接种卵孢子的土壤基因组DNA ;

6. 含有卵孢子的田间土壤基因组DNA ; 7. 不含 P. sojae 的土壤基因组DNA ; 8. CK

F ig. 6　PCR amp lificat ion p roducts of DNA from differen t infested samp les

1. 2 kb m arker; 2. DNA from P. sojae m ycelia; 3. D iseased sobean w ith P. sojae; 4. H ealthy sobean; 5. So il w ith oo spo re

of P. sojae urtificially; 6. So il w ith oo spo re of P. sojae from natu ral field; 7. So il w ithou t P. sojae; 8. CK

3　讨　论

分子生物学的飞速发展为植物病理学研究提供

了新的方法和手段, 以 PCR 为基础的病原菌快速检

测技术以其快速、可靠的优点显示出了巨大的应用

潜力。相对传统生物学方法, 分子检测特异性强, 灵

敏度高, 可重复性强, 受外界因素影响较小。

真菌核糖体DNA (rDNA ) 相当保守, 但 rDNA

IT S 进化相对较快。在同一属内因菌种不同而出现

变异, 种间也存在一定的变异, 种内差异较小。 IT S

分析法于 1990 年提出, 其优点是 rDNA 的 IT S 为

多拷贝, 且较易于 PCR 扩增分离, 同时包含保守与

变异序列, 易于根据保守序列中的变异位点设计特

异性引物[8 ]。本研究设计的 PS1öPS2 引物在检测大

豆疫霉过程中表现出较高的特异性和灵敏度, 且试

验时间由传统检测的 1 周缩短为 7～ 8 h, 大大提高

了工作效率, 为海关口岸检验检疫提供了理论依据

和技术保障。

大豆疫霉根腐病是典型的土传病害, 病原菌可

以通过病残体和土壤颗粒传播, 主要是以卵孢子形

式存在。在试验过程中还发现, PCR 扩增含大豆疫

霉卵孢子土壤基因组DNA 时, 大豆疫霉卵孢子在

模板加入量为 0. 5 ΛL - 1左右时条带最亮。这说明可

能在此浓度时, DNA 模板与引物能够充分结合, 从

而有效地进行 PCR 扩增。由于粗制的土壤DNA 样

品中的蛋白质、糖类以及腐殖质等会影响 PCR 扩增

效果, 因此不同的DNA 纯化方式对检测结果会有

一定影响。本研究采用凝胶回收DNA 的纯化方式,

取得了较好的效果, 其检测灵敏度可达每克土壤

0. 05 个卵孢子。

大豆疫霉根腐病是大豆生产中的毁灭性病害之

一, 大豆疫霉是我国对外检疫的É 类危险性病原真

菌。病原菌的检疫是控制该病害最有效的防治措施,

本研究结果特异性强、灵敏度高、稳定性好, 不但可

以为海关口岸提供快速检测危险性病原菌的方法,

还可以监测国内疫区病原菌群体动态变化, 为大豆

生产及贸易往来提供技术保障。
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CHEN Chang-q ing1, KANG Zhen - sheng1,W ANG X iao- j ie1, HUANG L i- l i1, ZUO Y u-hu2

(1 Colleg e of P lan t P rotection,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 P lan t S cience and T echnology D ep artm en t, H elong j iang A ug ust F irst and R eclam ation U niversity ,D aqing , H elong j iang 163319, Ch ina)

Abstract: Genet ic PCR (po lym erase chain react ion ) p roducts from the in ternal t ran scribed spacer

( IT S) region s of the ribo som alDNA of P. sojae and P. cap sici w ere cloned and sequenced. A pair of p rim ers

PS1öSP2 specif ic fo r P. sojae w ere designed acco rd ing to m u lt ip le sequences analysis. PCR based on PS1ö

SP2 can amp lify a 96 bp p roduct from genom ic DNA of P. sojae st ra in s, bu t no t o ther pathogen s. PCR w ith

the p rim ers PS1öSP2 detected pathogen at a level of 10- 5 ngöΛL o r 0. 05 oo spo re theo ret ica lly. P. sojae in

so ils and t issues of d iseased sobean can also be targeted by the mo lecu lar p robe. T he PCR p ro toco l p rovides

a rap id and reliab le too l to detect P. sojae and iden t ify diseases.

Key words: P hy top h thora sojae; IT S analysis; PCR; mo lecu lar detect ion
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