
第 33 卷　第 4 期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 33 N o. 4
2005 年 4 月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) A p ril 2005

分子生物学技术在全蚀病诊断中的应用
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　　[摘　要 ]　依据国内外近年来的研究结果, 总结了用于全蚀病菌鉴定和诊断的几种主要分子生物学技术, 并

对分子生物学技术诊断中的实用性及其发展方向进行了评价。

[关键词 ]　分子生物学技术; 病害诊断; 全蚀病

[中图分类号 ]　Q 949. 32　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2005) 0420069205

　　病害诊断技术对病原物的检测、鉴定、分类, 病

害的管理, 植物的生产及植物检疫有着深远的影响。

全蚀病是禾本科植物根部的重要病害, 其病原真菌

禾顶囊壳 (Gaeum annom y ces g ram in is) 依据形态和

致病性差异可分为 4 个变种[1 ]。不进行有性态的观

察, G. g ram in is 与许多根部寄生菌及病原真菌易混

淆[2 ]。随着分子生物学技术的发展, 从植物组织和土

壤中直接分离DNA öRNA 技术的提高, 以及酶学操

作、特异性探针、检测系统和 PCR 设备的不断改进,

分子诊断技术渐渐成为病害实验室诊断的常规方

法[3～ 8 ]。本文综述了近年来全蚀病病菌诊断中的一

些主要方法技术。

1　依据生理生化特性的鉴定技术

有性态的诱导在G. g ram in is 鉴定中意义重大,

但是有性态的诱导周期长, 为了缩短鉴定时间, 研究

者相继开发了许多快速的鉴定技术。Juhnke 等[9 ]研

究出了几种半选择性培养基 SM 2GGT 3, SM 2
GGT 4, SM 2GGT 7, 可以鉴定禾顶囊壳小麦变种

(Gaeum annom y ces g ram in is var. tritici (简称Gg t) ) ,

该培养基中含有二羟苯丙氨酸 (L 2Β23, 42dihydrox2
yphenyla lan ine) , Gg t 利用它可合成黑色素, 从培养

基颜色变化上可以方便地检测到Gg t。D uffy 等[10 ]

研究发现, 生长在含利福平的 PDA 培养基上的Gg t

菌落周围颜色会出现橙色到紫色的变化, 这一生理

特性可以区分 Gg t 与其他根部病菌, 如腐霉菌

(P hy th ium )、纹枯菌 (R h iz octon ia )、镰刀菌 (F usa ri2
um ) , 其结果在 24 h 内即可观察到。

早期的分子检测技术一般基于蛋白的检测,

A bbo t t 等[11 ]用可溶蛋白分析了禾顶囊壳 3 个变种

的关系, 发现在 Gg t、禾顶囊壳燕麦变种 (Gaeum an2
nom y ces g ram in is var. aveana (简称 Gg a ) )、禾顶囊

壳禾谷变种 Gaeum annom y ces g ram in is var. g ram i2
n is (简称Gg g ) ) 中, 前两者相似性最高。M ass 等[12 ]

运用可溶蛋白的聚丙烯酰胺凝胶电泳结合光谱分

析, 将Gg t 及禾谷瓶梗霉 (P h ia lop hora g ram in icola)、玉

米瓶根霉 (P. z eicola )、纹枯菌 (R h iz octin ia ) 等几种

可产生相似症状的病原菌作了区分。

2　基于核酸分子的诊断方法

2. 1　DNA 探针

　　利用随机病原真菌DNA 片段可以构建质粒文

库, 筛选真菌DNA 片段质粒库可以找到专化性的

探针。在 P hy top h thora 的文库中, 已筛选到可将 P.

p a rasitica 和 P. citrop h thora 与其他种区分开的专

化性片段。利用DNA 杂交, 可以从叶盘诱饵中直接

检测到 P. p a rasitica。并且发现用一个种专化性

DNA 随机片段做探针, 可对 P. cinnam om i 进行半

定量检测。用随机DNA 片段可区分稻瘟病菌 (M og 2
nap orthe g risea ) 在水稻和谷子上的不同致病菌

株[13 ]。

系统发育分析可以产生许多真菌种的DNA 序

列, 与来自随机文库建立的探针不同, 对这些序列分

析更易选择到专化性序列。以不同物种间的 rDNA

片段作探针, 也可用于种的鉴定。以 N eu rosp ora

crassa 的 18S 和 26S 部分片段 pKD 002 和 pKD 003
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为探针, 与 E coR É , H ind Ë + E coR É , H ind Ë +

P st É 酶切的 G. g ram in is 变种基因组杂交进行

R FL P 分析, 可以区分变种间及变种内不同致病性

菌株[14 ]。植物的 rDNA 也被用作异源探针检测全蚀

病病菌。T an [15 ]分别用小麦 18S rDNA 和 26S rDNA

片段作探针, 与G. g ram in is 不同变种及致病类型杂

交, 26S rDNA 探针可以有效区分 Gg t 变种的 3 个

不同致病性亚群。B ryan 等[16 ]用小麦的 rDNA 探针

pTA 71 与全蚀病病菌杂交, 可以正确区分Gg t, Gg a

及Gg g 中的燕麦致病菌, 为正确鉴别变种和不同致

病性类群提供了分子工具。

重复序列片段也是鉴别真菌的有效探针。Bo r2
rom e 等[17 ]以探针 PGR 613、M GR 586 与稻瘟病菌的

水稻致病菌株和 16 种杂草致病菌株的基因组 E coR

É 酶切产物杂交产生的分子指纹, 可以明确区分各

菌株。H erdina 等[18 ]用pU C19 构建了一个Gg t 的基

因组文库, 从中找到一个高度重复序列克隆pG158,

单拷贝序列克隆 pG217, 二者具有很高的灵敏度,

pG217 能明显区分G. g ram in is 的 3 个变种, 可以用

于种间鉴定。

2. 2　线粒体基因组序列的应用

H en son 等[19～ 21 ] 用 pU C18 构 建 了 一 个 G.

g ram in is 的线粒体基因组文库, Schester 等[22 ]从中

找到一个 4. 3 kb 的克隆 pM SU 315, 并设计了 1 对

引物 KS1FöKS2R , 但该引物特异性差, 重新设计内

部引物 KS4FöKS5R 后, 可以从中扩增到 181 bp 的

片段, 而在其他根部病菌中无扩增产物, 该片段是

G. g ram in is 的特征片段, 可以从单个子囊孢子中扩

增到目标产物。但变种间无多态性, 不能用于变种间

的区分。W ard [23 ]研究发现, 特异性差的原因是 PCR

的退火温度过低, 引物 KS1FöKS2R 提高退火温度

后可将Gg g 与Gg a 和Gg t 区分开。经过改进设计的

nest2PCR 引物可以从G. g ram in is 中扩增出 287 bp

和 188 bp 两个片段, 该引物对 G. g ram in is 有专化

性[23 ]。

2. 3　RA PD 技术的应用

RA PD 技术是利用随机短序列引物在基因组

范围内快速寻找物种多态性的实用方法, 在真菌鉴

定中应用广泛[24～ 26 ]。过去 10 年中, 许多研究利用

RA PD 技术区分 G. g ram in is 与 P h ia lop hora 的种、

变种及其菌株, 并在Gg t 内鉴定了几个亚群。Fou ly

等[27 ] 用 RA PD 技术分析了 G. g ram in is 变种间的

DNA 多态性, 将几个变种区分开。W etzel 等[25 ]用

RA PD 分析成功区分了 Gaeum annom y ces 及与其相

关的草坪草根部常见的产生黑色素的真菌。B ryan

等[16 ]对 Gg t 黑麦致病群 Gg t2R、燕麦致病群 Gg t2
A T 及非黑麦致病群 Gg t2N 进行 RA PD 分析, 用

179 个位点可将这 3 个类群明显区分开, 但在同类

群不同菌株间片段存在多态性, 这个结果与R FL P

数据及 rDNA 序列的系统学分析结果一致。A u2
gu st in 等[28 ]研究了数百个来自不同地方和不同寄

主上的G. g ram in is, 用两个引物将Gg t 变种内分为

A～ F 6 个类型, U lrich 等[29 ] 进一步用 RA PD 和

rDNA 序列分析证实了 E 类型是一个不同于 G.

g ram in is 其他变种的新类型。禾顶囊壳玉米变种

(G. g ram in is var. m ay d is (简称 Ggm ) ) 是分布于我

国的一个新变种。王美南[30 ]运用RA PD 技术, 证实

Ggm 与其他 G. g ram in is 变种有稳定的遗传差异,

目前已经开发出可以区别全蚀病菌Gg t 和 Ggm 的

RA PD 标记, 并将其转化为单一扩增产物的 SCA R

标记。

2. 4　rDNA 序列的分析

基因组编码核糖体RNA 的基因序列 ( rDNA )

由编码 18S rRNA , 5. 8S rRNA , 26S rRNA 的DNA

序列和基因转录间隔区 ( IT S) 组成, 该区域在真菌

的分类、鉴定研究中应用最多。编码 18S rRNA 与

26S rRNA 的DNA 序列成功地用于区分G. g ram i2
n is 的不同变种。 Fou ly 等[31 ] 在研究 G. g ram in is

18S rDNA 序列中发现, Gg t 与 Gg a 的 18S 序列有

20 bp 插入ö缺失的不同, 依据差异设计了 Gg t 和

Gg a 的专化性引物Gg t2R P 和Gg a2R P。结合通用引

物N S5, 引物组合N S5öGg t2R P 在Gg t 和Gg a 中分

别扩增出 410, 400 bp 片段; 引物组合N S5öGg a2R P

在Gg t 和Gg a 中均可扩增到 400 bp 片段, 在其他相

关种中两对引物均无扩增产物, 可作为变种检测的

特异标记。在接种的植物根部用该引物扩增可以区

分G. g ram in is 与其他真菌。T an 等[32 ]对 26S RNA

基因的 Goup É 内含子分析后发现, Gg t, Gg a , Gg g

存在多态性, Gg g 无内含子, Gg a 和 Gg t 有一个共

同的内含子 A T 和各自特异性内含子 A 和 T。

W ong 等[33 ]已用这一结果快速鉴定Berm uda 草全

蚀病病原物Gg g。

IT S 区是研究目标种属之间差异的最佳选

择[30～ 33 ]。以通用引物 IST 1öIST 4 扩增的产物酶切

后在凝胶上分离, 可以用作种间、种内鉴定。W ard

等[34 ]发现, 许多限制酶可以将 G. g ram in is 变种区

分开, H haË , D deÉ , H haÉ 可以将G. g ram in is 的 3

个变种区分开, 但是一些非典型菌株产生的多态性
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条带使其无法正确的归类。U lrich 等[29 ]用 rDNA 2
R FL P 鉴定出一个德国的 P h ia lop hora E 类型, 与其

他已报道的G. g ram in is 及G. cy lind rosp orus 有不同

的 H infÉ ,M sp É , T aqÉ 和 S crF É 酶切片段长度

多态性。这说明 rDNA 的序列分析可以将G. g ram i2
n is 的几个变种区分开, 并且也可以鉴定新发现的类

型。用 rDNA 序列, 尤其是 IT S1 和 IT S2 可以区分

Gg t 变种内的燕麦致病类型Gg t2A T , 黑麦致病类型

Gg t2R 及非黑麦致病类型Gg t2N。B ryan 等[35 ]分析

IT S1～ IT S2 的序列认为, Gg t 与 Gg a 的关系更近,

构成一个单型系。W ard 等[36 ]分析 IT S1～ IT S2 序列

发现 P h ia lop hora rad icicola 与 P. z eicola 亲缘最

近, 它们可能是Ggm 的无性阶段。王美南[30 ]分析了

G. g ram in i 4 个变种的 IT S1～ IT S2 序列, 依据变种

间该区域序列的差异设计了Ggm 的特异引物, 可以

将Ggm 与该种的其余 3 个变种相区分, 为Ggm 的

正确分类和鉴定提供了依据。

2. 5　功能基因编码区的 PCR 检测

R achadw ong 等[37 ]依据燕麦素酶和燕麦素酶类

似物基因序列设计出专化性 PCR 技术, 用于鉴定

Gg t, Gg a , Gg g。将变种专化性引物与通用引物结

合, 可在几个变种间扩增出不同大小的DNA 片断。

但是有些Gg t 菌株扩增出的片断与Gg g 大小相同,

该技术仍需改进。

3　评　价

病原菌的性状特征是病原鉴定、病害诊断的基

础。同形态特征、生理性状、生态特性一样, 分子遗传

特征无疑可以作为真菌鉴定和病害诊断的依据。相

对于其他性状特征, 核酸分子特征比较稳定, 一般的

丝状真菌个体小, 可供选择的形态特征有限, 分子特

征可以提供更多的信息。真菌中一些大的属和种间

形态特征重叠较多而难以区分的类群, 运用分子证

据则较为客观。真菌的鉴定以有性态特征为主, 许多

真菌有性态的形成需要很长时间, 有些真菌有性态

的诱导需要特殊条件, 甚至人工条件下无法获得有

性态, 这些均是传统形态鉴定中的难题, 分子特征可

以弥补传统分类的这些不足。但是作为诊断的分子

特征应当是被鉴定对象的专化性种征。假如一种分

子信息与其他性状的鉴定结果相矛盾, 不能轻易下

结论, 需要用多种分子方法再作测试, 寻找其他的特

征加以验证。

目前, 尽管有许多分子方法用于G. g ram in is 的

鉴定, 但很少有对每个变种的所有菌种都能成功鉴

定的方法, 一些菌种会出现非典型的分子检测结果。

这主要是由于传统方法的缺陷, 在鉴定中会导致很

多测试过的菌株并没有鉴定到种或变种水平。此外,

每个研究者所用菌种是有限的, 这也容易导致误差。

如, 由于取材限制, 一些文献中所研究的变种仅有一

个菌株, 这很难代表该变种的所有特征, 试验结果很

难支持其论点。

与大多数传统方法相比, 真菌的核酸分子鉴定

花费时间很短, 一般的病害分子检测或诊断可以直

接用寄主的组织进行操作, 可快速得到结果。但是,

很少有直接在土壤样品或感染的根部检测全蚀病菌

的报道, 大量的测试工作还需要在分离和获得全蚀

病菌纯培养的前提下进行。常用的分离方法中在病

根表面消毒时易杀死弱致病菌, 使分离的菌株代表

性不强。因此, 为了直接从根部检测全蚀病, 还有大

量的工作有待进一步开展。

4　展　望

目前, G. g ram in is 诊断的主要分子技术集中在

PCR、R FL P、核酸杂交、序列分析几个方面, 尤其是

以特异性N est2PCR 为基础的检测技术, 因其操作

简便, 无需接触同位素, 不用酶切及测序, 假阳性几

率小, 花费少, 结果判断简单, 可作为实验室检测的

主要手段。但是 PCR 结果提供检测的信息较少, 不

利于同时检测多种病原菌。随着真菌基因组学的发

展, 越来越多的真菌基因信息被发现, 并且核酸的微

阵列、基因芯片等高通量检测技术也逐渐用于真菌

鉴定。目前已设计出几个真菌 (如 P hy top h thora 和

Py th ium 相近种) 的专化性寡核苷酸探针, 制成了微

阵列, 应用于卵菌的鉴定。今后, 在大批量准确鉴定

真菌方面, 高通量检测真菌的基因芯片技术将会有

很好的应用前景。
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T he m o lecu la r techn iques of d iagno sis u sed in take2a ll d isease

W ANGM e i-nan , SHANG Hong- sheng
(P lan t P rotection Colleg e, N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T h is art icle review s and summ arizes the m ain mo lecu lar b io logy techn iques u sed in the diag2
no sis and iden t if ica t ion of take2all d isease in recen t years, and discu sses the feasib ility of the mo lecu lar

techn iques in the p lan t d isease diagno sis.

Key words: mo lecu lar b io logy techn ique; d isease diagno sis; take2all d isease
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