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摘要：依据 ()*+,*-中登录的大豆疫霉菌（!"#$%&"$"%’( )%*(+）、近缘种及相似种 ./01的 234区序列差异，进行多重比
较后设计合成一对大豆疫霉菌特异引物，并在 567反应体系和扩增条件优化的基础上，对包括大豆疫霉菌在内的
共 !8$个菌株进行 567检测。结果表明，电泳后只有大豆疫霉菌扩增出一条 "&&9:的特异性条带。运用设计的大
豆疫霉菌专用引物（专利申请号 "$$’!$$&;!$#<8）及建立的检测程序对大豆疫霉菌纯培养游动孢子、接种于土壤中
的游动孢子和卵孢子以及接种发病的大豆染病组织进行了检测应用，结果显示该检测程序对接种于土壤中的大豆

疫霉菌游动孢子和卵孢子的检测理论精度分别达 $<%和 $<$’个孢子，对染病组织检测也表现出了较高的灵敏度。
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由大豆疫霉菌（!"#$%&"$"%’( )%*(+）引起的大豆
疫霉根腐病是一种危害大豆生产的世界性病害［!］。

鉴于大豆疫霉菌的破坏性和毁灭性，!;;"年起大豆
疫霉根腐病被我国列为对外公布的!类危险性、检
疫性病害，其快速检测和鉴定对于口岸检疫、田间病

害诊断和防治具有重要意义。传统的大豆疫霉菌分

离、培养及鉴定技术如病组织分离和叶碟诱捕法由

于程序繁琐、周期长、灵敏度低［"］，酶联免疫吸附测

定（J@241）由于抗血清效价不高、特异性不强等问
题［%］，已远远不能满足日益增长的大豆生产和贸易

需要，尤其是口岸检疫检测急需一种快速、灵敏、准

确、方便的大豆疫霉菌检测鉴定方法。

核糖体基因转录间隔区 234（ D*P).*,N P.,*TO.D9)Q
T:,O).）是由 (M*V,N),!;;$年提出并逐步发展起来的
全新的分子标记，由于该分子标记技术具有快速、准

确、微量、灵敏度高、程序简单等优点，现已广泛应用

于病原菌的分类鉴定、检测和病害诊断中。本试验

根据 234区序列的多态性设计出了可用于大豆疫霉
检测的专用引物，建立了大豆疫霉菌的分子检测程

序，并对其进行了检验和应用。

8 材料和方法

898 参试菌株及其培养

!8$株参试菌株见表 !，对所有的参试菌株都进
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行了纯化，方法见参考文献［!］。真菌和细菌活化后
转移到普通胡萝卜培养液（杨明秀，硕士毕业论文，

"##$，%%&’ ( )*）中，真菌 "!+ ( ",+培养 -. 左右，
收集菌丝团，冷冻干燥后备用；细菌培养至对数生长

期，收集菌体提取基因组 /01。
!"# 大豆疫霉菌游动孢子和卵孢子悬浮液的制备
及检测

游动孢子和卵孢子悬浮液的制备及计数方法参

照文献［$］的方法。
纯培养游动孢子直接用石英砂破碎法。参照文

献［,］的方法。破碎后直接取 #2)!3 ( ’#!3上清液
为模板进行 456检测。
土壤中游动孢子的检测也采用石英砂破碎法。

参照文献［,］的方法。破碎后也直接取 #2)!3 (
’#!3上清液为模板进行 456检测。
!"$ 大豆染病根组织的获得
挑取籽粒饱满的 78998:;<*"（抗病品种）和 =9>:?

（感病品种）大豆种子数粒，催芽后分装到装有 ’$;3
无菌水的安瓿瓶中，每瓶 "株，置恒温恒湿光照培养
箱内。’片复叶期，每瓶接种 ’### 个游动孢子，隔
’$;8?取 ’次根样，每次取 "株，以接种前的根样为
对照。为避免附着在根上但又未侵入的游动孢子对

试验产生影响，取出的根样经超声振荡清洗 $;8?
后，用自来水冲洗数秒，无菌滤纸吸干，放入封口袋

中于 @ "#+冰柜中保存备用。
!"% 大豆染病茎组织的获得
分别在装有灭菌土的塑料钵内种植 78998:;<*"

（抗病品种）和 =9>:?（感病品种）数株，真叶展开时，
下胚轴伤口接种（接种量为 #2AB;" 的菌碟），发病后

切取肉眼可见的褐色发病组织，装入封口袋中

@ "#+冰柜中保存备用。
!"& 大豆染病种子的获得
种植合丰 "$（感病品种）数株，并在鼓粒期和成

熟期，选择生长一致的豆荚用菌悬液（浓度 ) C ’#A

个孢子D;3）注射接种，#2";3D荚。分别收获后剥开
豆荚，取籽粒装入封口袋中备用。

!"’ 基因组 ()*的提取
真菌参考刘学敏（大豆灰班病菌遗传标记的建

立［博士学位论文］，’AA,，%%& "’ ( ")）的方法；细菌
采用传统法［*］；放线菌采用微波法；染病组织及健康

组织采用 5E1F法（稍加改进）；土壤中卵孢子 /01

的提取参考文献［A］的方法。
!"+ 引物设计与合成
根据 GH?F:?I中登录的大豆疫霉菌、近缘种及

相似种 J/01 的 KE= 区序列，利用生物学软件
/01L10对序列进行差异比较、同源性分析，选取
适当的界定值，在多态性丰富的区域运用 M3KGM软
件设计合成一寡核苷酸引物。引物序列为上游

’*N%：$OP5EGG1E51EG1G55515EP)O；下游 ’AN%：$OP
E5E551E55155G15E151P)O （ 专 利 申 请 号
"##,’##*A’#$2!）。根据序列比较预测该引物的扩增
产物大小为 "**N%，引物由上海英骏生物技术有限
公司合成。

!", 特异性 -./扩增及其产物检测
表 ’ 列出的所有 ’!# 个菌株基因组 /01 样本

用于检测所设计引物的特异性。456反应体系：’#
C 456 缓 冲 液 $!3、模 板（ $#?Q）’2#!3，引 物
（’#%;>9D!3）’2#!3，.0E4（ ’#;;>9D3）#2$!3，LQ59"
（"$;;>9D3）’2#!3，E:R /01 聚合酶 #2$!3，ESHH?P"#
#2$!3，F=1（#2’T）$!3，适量的双蒸水补足至 $#!3。
456检测程序为：A!+预变性 $;8?；A!+变性 "$<，
$,+ "$<，-"+ "$<，)#个循环；最后 -"+延伸 ’#;8?。
456扩增产物用 ’2$T的 EFU 胶检测，用 /3"###
/01 L:JIHJ 作对照。电泳结束后，用 F8> K;:Q8?Q
=V<WH; GH?HGH?8X< 34P!## 全自动凝胶成像系统（美
国）观察结果并扫描于计算机软件中保存。

# 结果与分析

#"! 引物的特异性验证
利用建立的检测程序，对参试的 -株疫霉菌和

’#株常见病原真菌进行 456扩增，结果见图 ’。只
有大豆疫霉菌（泳道 ’和 ’)）产生 ’条约 "**N%的特
异性片段，其它参试菌株均无扩增产物。同样对分

离自大豆根际的 )*株真菌、’*株细菌和 !,株放线
菌也进行了扩增，也无扩增产物（图片未给出）。说

明该引物具有较强的特异性，可用于检测环境中的

大豆疫霉菌。

#"# 对大豆疫霉菌游动孢子的检测灵敏度
纯培养游动孢子的检测结果如图 "所示，不同

模板量均可得到 "**N%特异性扩增产物，且扩增产
量随模板量的增加而增多，检测的理论精度可达到

#2)个游动孢子。
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图 ! 大豆疫霉菌（"个菌株）和疫霉属其它 #个代表种（$个菌株）及 !%种常见病原真菌 &’(扩增产物电泳图

图 " 纯培养大豆疫霉菌游动孢子 &’(扩增产物电泳图

接种于土壤中的游动孢子检测结果见图 )，不
同模板量均产生 "**+,特异性扩增条带，检测的理
论精度也可达到 %-)个游动孢子，但条带的亮度比

检测纯培养游动孢子时要弱，且随着模板量的增加，

扩增产物未表现出明显增多的趋势，可能是土壤中

的腐殖质对 &’(产生了负面影响。

图 ) 接种于土壤中的大豆疫霉菌游动孢子 &’(扩增产物电泳图

!"# 对接种于土壤中的大豆疫霉菌卵孢子的检测
灵敏度

从含有 !%个卵孢子的 !.土壤中提取 /01，用
去离子水适量稀释后，取 !!2 3 $!2的模板量按优化

的检测程序进行 &’(检测，结果见图 #，各模板量均
扩增出 "**+,特异片段，且随着模板量的增加，扩增
产量也具有增加的趋势。检测的理论精度最低可达

%-%4个卵孢子。

图 # 接种于土壤中的卵孢子 &’(扩增产物电泳图

!"$ 染病种子及茎组织的 %&’检测

图 5 大豆染病种子及茎组织 &’(扩增产物电泳图

检测结果见图 5，健康大豆茎、籽粒组织均无扩
增条带产生；染病茎及鼓粒期接种的籽粒种皮和胚

均可扩增出 "**+,特异片段，成熟期接种的籽粒只
在种皮检测出特异片段，胚未检测到扩增产物，说明

随着籽粒的成熟，病菌扩展受到限制，只能侵入到种

皮，不能达到胚。

!"( 染病根组织的 %&’检测
结果如图 4所示，感病品种 6789:接种后 !;即

可检测出大豆疫霉菌的存在（泳道 ) 3 5）；而抗病品
种<=77=9>?*"，阳性检测结果则推迟到接种后的 ";
才出现（泳道 * 3 !%）。从阳性的检测结果所需的最
低模板量上看，抗病品种 <=77=9>?*" 需要的模板量
为 %-5!2，比感病品种需要的模板量 %-"!2 多 !-5
倍，进一步说明大豆疫霉菌游动孢子对感病品种的

侵入时间要早于抗病品种，定殖的量也多于抗病品

种，同时也说明该检测程序对染病根组织中的大豆

疫霉菌具有很高的检测灵敏度，检测出抗、感病品种
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图 ! 大豆染病根组织 "#$扩增产物电泳图

的侵染和定殖时间为接种后的 %& ’ (&。

表 ! 供试菌株及其来源

序号 )*+ 菌株 ,-*./01- 寄主 2*-0- 来源 3*4/05*6- 序号 )*+ 菌株 ,-*./01- 寄主 2*-0- 来源 3*4/05*6-

% ! + "#$%& 788% 大豆 八五五农场 ( ! + "#$%& 788( 大豆 八五五农场

9 ! + "#$%& :;% 大豆 农垦总局 < ! + "#$%& =7 大豆 密山

8 ! + "#$%& 8>?@9 大豆 五九七农场 ! ! + "#$%& 35 大豆 五九七农场

? ! + "#$%& 2( 大豆 红河农场 7 ! + "#$%& :/ 大豆 佳南

> ! + "#$%& A/ 大豆 扎兰屯 %B ! + "#$%& C/ 大豆 阿荣旗

%% ! + "#$%& D% 大豆 五九七农场 %( ! + "#$%& $% 大豆 红河农场

%9 ! + "#$%& $9 大豆 八五五农场 %< ! + "#$%& $? 大豆 北京

%8 ! + "#$%& $> 大豆 八五五农场 %! ! + "#$%& $%B 大豆 北京

%? ! + "#$%& $%9 大豆 红河农场 %7 ! + "#$%& $%8 大豆 五九七农场

%> ! + "#$%& $(< 大豆 北京 (B ! + "#$%& $<9 大豆 八五五农场

(% ! + "#$%& $<< 大豆 农垦总局

(( ! + ’%(")’) 辣椒 哈尔滨

(9 ! + ’%(")’) 南瓜 桦南

(< ! + )*+&",%*" 番茄 哈尔滨

(8 ! + )*+&",%*" 马铃薯 哈尔滨 (! ! + )*+&",%*" 马铃薯 克山

(? ! + ’)**%-#-) 南京 (7 ! + ’),.#(/,/#.% 南京

(> 0#,.1,)" ’)*&.&% 黄瓜 北京

9B 2%3*%(#.,/& 3.)"&% 水稻 北京

9% 45"%.)5- 3.%-)*&%.5- 小麦 北京 9( 6/)7#’,#*)% ’&.&%8)" 小麦 北京

99 0)(#8%.)" "#.#9)*)%*% 小麦 哈尔滨 9< :&.,)’)88)5- 8&’%*)) 哈尔滨

98 ;&.’#"(#.% "#$)*% 大豆 哈尔滨 9! <’8&.#,)*)% "’8&.#,)#.5- 大豆 哈尔滨

9? 45"%.)5- #=1"(#.5- 大豆 哈尔滨 97 6/)7#’,#*)% "#8%*) 北京

9> ’ ?! 97株真菌
大豆

根际
哈尔滨 ?? ’ >< %7株细菌

大豆

根际
哈尔滨

>8 ’ %<B <!株放线菌
大豆

根际
哈尔滨

" 讨论

大豆疫霉根腐病是典型的土壤传播病害，病残

体和带菌土壤为该病的主要侵染源和传播途径。但

带菌种子能否传病一直在争论。周肇蕙等［%B］通过

人工接种试验及种子传病试验证明了大豆疫霉根腐

病可产生带菌的种子，带菌种子确有传病作用，从而

为实施大豆疫霉根腐病的种子检疫检验提供了科学

依据。同时指出了大豆疫霉在胚和子叶中以菌丝体

形式存在，卵孢子只存在于种皮中，且种子干燥后胚

和子叶中的菌丝体失去活性，从而提出大豆疫霉菌

的种子检验只需检查种皮，以种皮内疫霉菌卵孢子

存在与否为指标。本试验 "#$检测结果表明，大豆
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荚感染时间的早晚决定了其中的病菌分布。早期感

染的种皮和胚都带菌，后期感染的病菌只能停留在

种皮内而不能进入种胚内，可能是随着种子的成熟，

病菌的扩展受到限制，其机制有待研究。

王述彬等［!!］用电镜对辣椒疫霉菌游动孢子在

抗、感基因型辣椒根表侵入活动进行了研究，表明游

动孢子在感病基因型辣椒根表的侵入时间为接种后

"#$%& ’ (#$%&，在根表能产生吸盘的游动孢子的数
量为 ()"个；游动孢子在抗病基因型辣椒根表的侵
入时间为接种后 "#$%& ’ !*#$%&，在根表能产生吸盘
的游动孢子的数量为 #)(" 个；且接种 +, ’ -+,，在
抗、感基因型辣椒根表所产生的菌丝和孢子囊的数

量差异较大。左豫虎等［!-］用电镜研究了大豆疫霉

游动孢子侵染抗、感病品种大豆幼苗下胚轴的过程，

从接种后的 !)*, 开始取样观察，结果表明，接种
!)*,后游动孢子在感病品种上即形成休止孢并萌
发产生附着孢由表皮细胞间隙侵入；抗病品种比感

病品种迟，且侵入菌丝数量明显少于感病品种。本

试验用大豆疫霉菌游动孢子分别定量接种抗病品种

和感病品种幼苗根部，从接种后 !*$%&开始连续定
期取样进行 ./0检测，结果表明，大豆疫霉菌游动
孢子在抗、感品种根部的侵入时间分别为接种后的

-,和 !,；定殖量感病品种多于同期的抗病品种。
王立安等［"］报道了其设计的一对大豆疫霉菌

123引物（专利申请号 #4!4!*4!)4），其检测理论精度
分别为 #)* 个游动孢子和 #)* 个卵孢子，而本研究
设计的大豆疫霉菌专用引物的检测理论精度分别为

#)4个游动孢子和 #)#"个卵孢子；此外，还对染病种
子和染病根组织也进行了检测应用，均取得了很好

的效果。
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