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摘  要：【背景】隐地疫霉(Phytophthora cryptogea P.)是一种可危害多种植物且危害症状较为严重的

检疫性病原卵菌，在世界范围内危害严重。【目的】建立一种特异性强、灵敏度高且能定量分析

P. cryptogea 携带情况的高效检测方法。【方法】根据隐地疫霉 Ypt1 基因的保守序列设计并筛选实时

荧光定量 PCR 的特异性引物和探针，在优化引物浓度、探针浓度和退火温度的基础上获得最优反应

体系和条件，利用最优反应条件构建标准曲线及检测体系，并验证检测体系的特异性、灵敏性和重

复性。【结果】综合考虑 Cq 值、最终荧光信号值(relative fluorescence units, RFU)和经济角度，优化

后的隐地疫霉荧光定量 PCR 最佳退火温度为 60 ℃，上、下游引物浓度均为 20 μmol/L，探针浓度为

10 μmol/L；所建立的标准曲线为 y=−3.323x+40.767，相关系数(R2)为 0.998，扩增效率(E)为 99.9%，

相关性好、扩增效率高；对其他 8 种常见卵菌及真菌均无扩增曲线，表明所设计的引物探针组合特

异性强；灵敏度检测结果显示最低检出限为 1 copy，最低稳定检出限为 10 copies，较常规 PCR 技术

的灵敏度提高了 10−100 倍；同浓度批组内和批组间重复性试验 Cq 值标准差为 0.04−0.13，变异系数

(coefficient of variation, CV)为 0.20%−0.58%，重复性及稳定性好、可靠性高。【结论】基于 Ypt1 靶标

建立了非洲菊隐地疫霉 TaqMan 实时荧光定量 PCR 检测技术体系，可高效特异地鉴别出疫霉属中广
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泛侵染非洲菊的隐地疫霉病菌，对于口岸通关和田间隐地疫霉的快速高效检测，尤其是原原种、原

种等核心材料的痕量病原菌的检测鉴定和病害早期精准诊断，以及有效防控意义重大，应用前景

广阔。 
关键词：非洲菊；隐地疫霉；Ypt1 基因；实时荧光定量 PCR；TaqMan 探针 
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Abstract: [Background] Phytophthora cryptogea P. is a quarantine pathogen causing serious 
symptoms in a variety of plants in the global range. [Objective] To establish a specific, 
sensitive, and quantitative assay for the detection of P. cryptogea. [Methods] Specific primers 
and probes for real-time fluorescence quantitative PCR were designed and screened according 
to the conserved sequence of Ypt1 in P. cryptogea. The reaction system and procedure were 
optimized in terms of primer concentration, probe concentration, and annealing temperature, 
and the standard curve and detection system were established under the optimal reaction 
conditions. The specificity, sensitivity, and repeatability of the established detection system 
were evaluated. [Results] Considering Cq, RFU, and cost, the optimal PCR conditions were 
determined as the primer concentration of 20 μmol/L, the probe concentration of 10 μmol/L, and 
annealing at 60 ℃. The linear equation of the established standard curve was y=−3.323x+40.767, 
with R2=0.998 and E=99.9%, which indicated the established system had good correlation and 
high amplification efficiency. No amplification curve appeared for the other eight common 
species of oomycetes and fungi, which indicated that the designed primers and probe had strong 
specificity. The established method showed the minimum limit of detection being only 1 copy 
and the minimum limit of stable detection being 10 copies. Compared with conventional PCR, 
the method established in this study increased the detection sensitivity by 10−100 times. The 
intra-batch and inter-batch tests with the established method showed the standard deviation (SD) 
of Cq ranging from 0.04 to 0.13 and the coefficient of variation (CV) ranging from 0.20% to 
0.58%, indicating that the method had good repeatability, stability, and reliability. [Conclusion] We 
established a Ypt1-targeted TaqMan real-time fluorescence quantitative PCR method for the 
detection of P. cryptogea. This method can efficiently and specifically identify P. cryptogea 
infecting Gerbera jamesonii, serving the rapid and efficient detection of this pathogen at port 
clearance and in the field, particularly for the detection and identification of trace pathogens in 



 
3660 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

core materials such as breeder’s seed and original species. It is essential for the early diagnosis 
and effective prevention and control of diseases, demonstrating a broad application prospect. 
Keywords: Gerbera jamesonii; Phytophthora cryptogea P.; Ypt1; real-time fluorescence 
quantitative PCR; TaqMan probe 
 
 
 

隐地疫霉(Phytophthora cryptogea P.)是一种

重要的植物检疫性病原卵菌，危害程度大、寄

主范围广[1-2]，主要以抗逆性极强的卵孢子、厚

垣孢子在土壤中越冬，当田间温度和湿度适宜

时，卵孢子打破休眠萌发，以游动孢子、孢子

囊及菌丝体等不同菌体形式通过幼根或伤口侵

入寄主，可造成根、茎部腐烂，导致受侵染植物

叶片迅速萎蔫枯死，对植株造成毁灭性灾害[1,3]。

近年来，随着我国设施农业的大规模发展以及

花卉、蔬菜等农产品进出口渠道的多元化，由

隐地疫霉所致的病害及造成的经济损失逐年加

重。据不完全调查，由隐地疫霉侵染导致的非

洲菊根腐病为一种较难防控的顽固性土传病

害，发病率达 30%以上，可通过水流、农事操

作、昆虫、风力等介质近距离或远距离传播，

并且传播速度快，在氮肥过重、株行距过密、

地下水位高的地块发病尤为严重，导致切花质

量和产量严重下降，严重时仅有零星产量或减

产甚至绝产[4-6]。除非洲菊外，隐地疫霉还可以

侵染康乃馨、紫罗兰、草莓、番茄及多种花卉

蔬菜类植物引发疫病[1,7-8]。该病目前主要发生

在中国、美国、英国、印度、澳大利亚等 20 多个

国家和地区[2,9]，在中国的非洲菊产区(浙江、广

东、云南等)广泛发生，并且发生较严重[4]，因此，

建立一套非洲菊隐地疫霉的快速、准确、高灵

敏度的检测体系对其早期病原菌的监测和控制

具有重要意义。目前，隐地疫霉的检测方法有

形态学鉴定[5]、PCR 检测[10-11]和实时荧光定量

PCR 检测[10]等。传统的形态学鉴定方法在隐地

疫霉的检测中发挥了重要作用，但是费时费力

且要求操作者具备专业的疫霉菌分离和形态学

鉴定知识。然而，郭成宝等[11]和 Minerdi 等[10]

建立的 PCR 检测法和 SYBR Green 实时荧光定量

PCR 方法灵敏度较低，仅为 10 pg 和 160 ag，对

于原种等核心材料的痕量检测存在灵敏度和准

确度有限的问题。目前也存在环介导等温扩增

(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)、
重组酶聚合酶扩增(recombinant enzyme polymerase 
amplification, RPA)等恒温扩增检测病原菌技

术，但这些技术存在引物设计困难、检测灵敏

度低、样本类型限制，以及结果假阳性或假阴

性等缺点[12]。因此，综合目前其他检测技术，

基于 TaqMan 探针的实时荧光定量 PCR 技术更

为高效、灵敏、特异，特别在植株感病初始阶

段，应用效果尤为突出和优越[13-16]。分子生物

学检测一般通过筛选和锁定适合的靶标基因来

实现病原菌的特异快速检测，目前应用较多的

是核糖体内转录间隔区 (internal transcribed 
spacer, ITS)序列[17-20]。但是越来越多的研究发

现，在疫霉属中，部分疫霉菌种间 ITS 序列差

异很小，以 ITS 为靶标设计的引物难以将该类

别疫霉菌与其近源种区分开[21-22]。随着基因组

测序工作的进行，很多检测的靶标序列被开发

并加以利用，如疫霉属中与 elicitin相关的 parA1

基因、储存蛋白编码的 Lpv 基因、线粒体中的

编码基因 Cox1 与 Cox2，以及编码 Ras 蛋白的

Ypt1 基因[23-25]。前人研究证明[26-27]，Ypt1 基因

非编码区具有较多的特异性位点，并且其序列

在种内相对高度保守，可作为疫霉属种水平病

原菌分子检测的靶标基因，能有效区别和特异
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检测疫霉属种水平病原菌。本研究以非洲菊隐

地疫霉的 Ypt1 基因为靶标，设计特异性引物和

探针，在优化引物浓度、探针浓度和退火温度

的基础上获得最优反应体系和条件，继而构建

检测体系并验证其特异性、灵敏性和重复性，

为非洲菊隐地疫霉的早发现和科学防控，以及

从源头遏制病原菌传播提供技术支撑。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

菌株隐地疫霉(P. cryptogea)、尖孢镰刀菌

(Fusarium oxysporum S.)、烟草疫霉(Phytophthora 

nicotianae B.)、茄镰孢菌(Fusarium solani S.)、霜

霉 菌 (Peronospora brassicae G.) 、 尾 孢 菌

(Cercospora insulana S.)、致病疫霉(Phytophthora 

infestans M.)、掘氏疫霉(Phytophthora drechsleri 

T.)、恶疫霉(Phytophthora cactorum S.)均由本实

验室保存。 
14 株非洲菊待检测样品为 5 株组培瓶苗、

5 株穴盘苗及 4 株开花植株。其中，组培瓶苗

和穴盘苗来自云南省玉溪市江川区九溪镇；   
2 株开花植株来自云南省昆明市晋宁县，2 株

开花植株来自云南省红河哈尼族彝族自治州

开远市。 

1.2  培养基 
马铃薯葡萄糖琼脂培养基(potato dextrose 

agar, PDA) (g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，
琼脂 20.0。 

马铃薯葡萄糖肉汤培养基(potato dextrose 
broth, PDB) (g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0。 

V8 培养基：V8 汁 10 mL，UP H2O 90 mL，

琼脂 2 g。 

1.3  主要试剂和仪器 
DNA 提取试剂盒、PCR 扩增试剂盒、胶回

收试剂盒、限制性快切酶 QuickCutTM Hind III、克

隆 T 载体 pMDTM19-T Vector Cloning Kit、感受

态细胞 E. coli DH5α Competent Cells、质粒提取

试剂盒、实时荧光定量 PCR 扩增试剂盒和定量

PCR 专用稀释液 EASY Dilution，宝日医生物技

术(北京)有限公司。 
超微量分光光度计和高速冷冻离心机，

Thermo Scientific 公司；实时荧光定量分析仪、

PCR 扩增仪、凝胶电泳仪和凝胶成像仪，

Bio-Rad 公司；超净工作台，Airtech 公司。 

1.4  菌株的培养及菌丝粉的制备 
无菌条件下将供试菌株接种至 PDA 培养

基上，25 ℃黑暗培养 3 d 后从菌落边缘切取   

2 mm×2 mm 菌丝块。将疫霉菌转接至 V8 液体培

养基，将其他菌株接种至 PDB 培养基中，25 ℃、

180 r/min 振荡培养 3−5 d，经无菌滤纸过滤收

集菌丝，经冷冻抽干后研磨成菌丝粉，于−20 ℃

保存备用。 

1.5  引物探针设计 
从 GenBank 中下载 KJ755146.1、LC596221.1、

LC596220.1、DQ162987.1、MH988437.1 共 5 条

隐地疫霉 Ypt1 基因序列以及烟草疫霉、恶疫霉、

掘氏疫霉、致病疫霉的 Ypt1 基因序列，对所有

下载的 Ypt1 基因序列用 DNAMAN 软件进行比

对分析获得隐地疫霉特异性高度保守片段。以

该片段为靶标，用 Primer Premier 5.0 软件和

NCBI Primer-BLAST 联合分析设计出 7 对引物

及探针(表 1)，然后按郭成宝等[11]的 PCR 方法分

别对该 7 对引物进行扩增并用琼脂糖凝胶电泳

检 测 其 特 异 性 ， 筛 选 出 最 优 引 物 对

P.cry-F7/P.cry-R7 及对应的探针 P.cry-Probe 7，
探针 5′端用 FAM 标记，3′端用 BHQ-1 修饰。

探针及引物均由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成。 
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表 1  引物探针序列 
Table 1  Primers and probe sequences 
引物名称 
Primer Name 

序列 
Sequence (5′→3′) 

片段长度 
Fragment size (bp) 

P.cry-F1 GACGGCAAGACCATCAA 116 
P.cry-R1 TCCCACTACAACAGCAA 
P.cry-Probe 1 CTCCAGATTGTACGTCTACATAGGA 
P.cry-F2 CCATCAAGCTCCAGATT 190 
P.cry-R2 GTCACGTCGTACACCAC 
P.cry-Probe 2 CGTCTACATAGGATTTGGATCTCTT 
P.cry-F3 CGACAAGGTCCAATAAA 166 
P.cry-R3 AACAAGAACTTCCACAA 
P.cry-Probe 3 CTCTAGTATTTTTTTCTGACTTGTG 
P.cry-F4 TGTTGTGGAAGTTCTTG 200 
P.cry-R4 TACCTATCGATCTCGTG 
P.cry-Probe 4 TTCCGCACGATCACTAGCAGTTACT 
P.cry-F5 TTGCTGTTGTAGTGGGA 176 
P.cry-R5 ATGAAGTTGAGTTCGCG 
P.cry-Probe 5 TTCCGCACGATCACTAGCAGTTACT 
P.cry-F6 CCGTACTATCGAGCTGGACG 170 
P.cry-R6 TGCTAGTGATCGTGCGGAAA 
P.cry-Probe 6 AATTGCTGTTGTAGTGGGACACGGCCGGACA 
P.cry-F7 GGACCAGGAGTCATTCAACAA 122 
P.cry-R7 GGCAATCACAACAAGCTACAC 
P.cry-Probe 7 CATACAACAATGAAGTTGAGTTCGCGCC 

 
1.6  DNA 的提取 

取少量各病原菌菌丝粉，按照 DNA 提取试

剂盒说明书提取各病原菌的 DNA，最后加

30−50 μL 的 RNase Free ddH2O 溶解提取的基因

组沉淀物，利用超微量分光光度计测定 DNA 的

浓度及纯度，于−20 ℃保存备用。 

1.7  质粒标准品的制备 
以隐地疫霉的 DNA 为模板，利用筛选出的

特异性引物对 P.cry-F7/P.cry-R7 按照 PCR 扩增

试剂盒说明书进行 PCR 扩增，PCR 反应体系：

dNTP Mixture (2.5 mmol/L) 2.5 μL，10×Ex Taq 
Buffer (20 mmol/L) 2.5 μL，Ex Taq 酶(5 U/μL)  
0.25 μL，模板 DNA 2 μL，P.cry-F7 (10 μmol/L) 
0.5 μL，P.cry-R7 (10 μmol/L) 0.5 μL，RNase Free 

ddH2O 16.75 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；
94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，共 35 个循

环；72 ℃ 10 min。取 5 μL PCR 产物用 1.0%琼

脂糖凝胶电泳，仅有一条亮带且位置正确，将

产物送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行

测序，测序结果经 BLAST 进一步验证为隐地疫

霉。其余 PCR 产物根据胶回收试剂盒说明书经纯

化回收，将回收产物克隆至 pMD19-T 载体并转

化至感受态细胞 E. coli DH5α Competent Cells
中，筛选并按照质粒提取试剂盒说明书提取阳

性克隆的质粒并测序验证。然后将构建好的隐地

疫霉质粒用限制性快切酶QuickCutTM Hind III 酶
切线性化并进行胶回收，利用超微量分光光

度计测定胶回收产物的浓度，根据以下公式换
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算成质粒标准品的拷贝数：质粒拷贝数=质粒

浓度 (ng/μL)×10−9×6.02×1023/(660×重组质粒碱

基数 )，计算得出隐地疫霉的质粒拷贝数为  
5.9×109 copies，利用 EASY Dilution 将其稀释为

5×109 copies/µL 并进行 10 倍梯度稀释，依次稀

释至 5×10−1 copies/µL，获得 10 个浓度梯度的

阳性质粒标准品。 

1.8  实时荧光定量 PCR 检测体系的优化 
以隐地疫霉 DNA 为模板，按照实时荧光定

量 PCR 扩增试剂盒说明书配制实时荧光定量

PCR 反应体系(25 μL)：2×Premix Ex Taq 12.5 µL，

模板 DNA 2.0 µL，P.cry-F7 (20 μmol/L) 0.5 µL，

P.cry-R7 (20 μmol/L) 0.5 µL，P.cry-Probe 7 (10 μmol/L) 

1.0 µL，RNase Free ddH2O 8.5 µL。PCR 反应条

件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s、58−62 ℃ 30 s，40 个

循环。采用矩阵法分别对不同的引物浓度(1、

10、20、50 μmol/L)、探针浓度(1、10、20、      

50 μmol/L)和退火温度(58、60、62 ℃)进行优化，

根据扩增曲线的 Cq 值和最终荧光信号(relative 
fluorescence units, RFU)确定最优的引物探针浓

度和退火温度。在此基础上，以不同浓度

(108−102 copies)的隐地疫霉质粒为模板，开展

标准曲线构建的条件微调优化，以获得最佳的

引物探针浓度和退火温度。 

1.9  特异性检测 
以 RNase Free ddH2O 为空白对照，106 copies

的质粒标准品为阳性对照，以携带隐地疫霉、

尖孢镰刀菌、烟草疫霉、茄镰孢菌、霜霉菌、

尾孢菌、致病疫霉、掘氏疫霉和恶疫霉的 DNA
样品为检测对象，空白对照、阳性对照及样品

均设置 3 个重复，开展本研究建立方法的特异

性检测。 

1.10  实时荧光定量 PCR 标准曲线的建立 
以 RNase Free ddH2O 为空白对照，以 8 个

稀释梯度 (108−101 copies)的质粒标准品为模

板，每个梯度浓度设置 3 个重复，采用优化后

的反应条件进行扩增，构建隐地疫霉标准曲线。

以 log10 (质粒拷贝数) (lgC)为横坐标，以循环阈

值(Cq 值)为纵坐标，制作标准线性回归方程，

根据标准曲线的相关系数(R2)、斜率、扩增效率

(E)来验证该方法的有效性。 

1.11  灵敏度检测 
以 RNase Free ddH2O 为空白对照，以 9 个

稀释梯度 (108−100 copies)的质粒标准品为模

板，每个梯度的质粒设置 3 个重复，用优化后

的反应条件进行检测，检验其灵敏度。并利用

上述 9 个梯度的质粒标准品为模板进行实时荧

光定量 PCR 和常规 PCR 检测，比较并分析 2 种

方法的灵敏度差异。 

1.12  重复性试验 
以 RNase Free ddH2O 为空白对照，以隐地

疫霉质粒标准品 107−103 copies 5 个浓度为模

板，利用优化后的反应条件进行检测，每个梯

度的质粒设置 3 个重复(批组内)，并在不同时间

分次开展 3 次重复性试验(批组间)，分别计算批

组内和批组间的平均 Cq 值、标准偏差(standard 
deviation, SD)和变异系数(coefficient of variation, 
CV)，变异系数计算公式为：变异系数(CV) (%)=标
准差(SD)/均数×100。 

1.13  抽检样品检测应用 
对 1.1 的 14 株待检测样品(5 株组培瓶苗、

5 株穴盘苗、4 株开花株)开展检测应用，其中 3 株

开花植株样品有不同程度的萎蔫和茎基部黑色

腐烂。分别取 14 个样品植株的茎基部 0.1 g，
按照 DNA提取试剂盒说明书提取基因组 DNA，

利用优化的实时荧光定量 PCR 体系检测，并以

阳性质粒为阳性对照，ddH2O 为空白对照。同

时按郭成宝等[11]的常规 PCR 方法加以验证。 
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2  结果与分析 
2.1  实时荧光定量 PCR 检测体系的优化

结果 
通过优化荧光定量 PCR 检测体系(图 1)，

综合 Cq 值、RFU 值和经济角度，引物浓度为

20 μmol/L，探针浓度为 10 μmol/L，退火温度(Tm)
为 58 ℃或 60 ℃时，单样品检测效果最佳。在

此基础上开展标准曲线构建的条件优化，进一

步微调 Tm 值和引物探针加入量，综合扩增效率

(E)和相关系数(R2)的关系，最终获得最优的反

应条件(图 2)，成功建立了隐地疫霉实时荧光定

量 PCR 检测技术体系。反应体系(25 μL)：Premix Ex 
Taq (2×)混合液 12.5 μL，RNase Free ddH2O 8.5 μL，
P.cry-F7 (20 μmol/L) 0.5 μL，P.cry-R7 (20 μmol/L) 
0.5 μL，P.cry-Probe 7 (10 μmol/L) 1 μL，模板

DNA 2 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，
60 ℃ 30 s，40 个循环。 

2.2  特异性检测结果 
以 RNase Free ddH2O 作为空白对照，以隐

地疫霉质粒作为阳性对照，利用建立的隐地疫

霉荧光定量 PCR 技术体系分别对携带隐地疫

霉、尖孢镰刀菌、烟草疫霉、茄镰孢菌、霜霉

菌、尾孢菌、致病疫霉、掘氏疫霉、恶疫霉的

基因片段进行检测，检测结果(图 3)显示，仅阳

性质粒和携带隐地疫霉的样品出现典型扩增曲

线，其 Cq 平均值分别为 21.23 和 23.68，其余样

品及空白对照均未出现扩增曲线或扩增曲线 Cq

值大于 35，将扩增曲线 Cq 值大于 35 的 2 个样品

(烟草疫霉、尾孢菌)进行再次检测，检测 Cq 值仍

大于 35，说明该 2 个样品检测结果为阴性。以上

试验结果表明本研究设计的引物探针特异性好，

可以高效特异地检测出样品携带的隐地疫霉。 

2.3  标准曲线的建立 
以 108−101 copies 8 个梯度的隐地疫霉质粒

标准品为模板，以最优条件进行实时荧光定量

PCR 扩增(图 4)，成功构建了隐地疫霉的标准曲

线，标准曲线线性方程为 y=−3.323x+40.767，
其中 R2=0.998，E=99.9%。根据线性方程可看

出，随着隐地疫霉质粒拷贝数的降低，Cq 值也

逐渐递增(图 4A)，并且两者之间呈现出良好的

线性关系(图 4B)，这表明本研究建立的标准曲

线与隐地疫霉质粒浓度之间相关性好，扩增效

率高。 

2.4  灵敏度检测结果 
以 108−100 copies 9 个梯度的隐地疫霉质粒

标准品为模板，分别进行实时荧光定量 PCR 和

常规 PCR 的灵敏度检测，结果显示本研究建立

的实时荧光定量 PCR 最低检出限达 1 copy，最

低稳定检出限为 10 copies (图 5A)，而常规 PCR
的最低检出限为 100 copies (图 5B)，表明本研究

建立的隐地疫霉实时荧光定量 PCR 检测体系的

灵敏度非常高，是常规 PCR 的 10−100 倍。 

2.5  重复性检测结果 
以 107−103 copies 5 个梯度的隐地疫霉质粒

标准品为模板在 3 次不同时间进行 3 个重复的

质粒标准品检测，分别验证本研究建立的检测

体系批组内和批组间的重复性和稳定性。由表 2
可知，同一浓度 Cq 值标准偏差组内仅为

0.04−0.13、组间仅为 0.06−0.08；变异系数 CV 组

内仅为 0.20%−0.58%，组间仅为 0.23%−0.46%，

组内和组间的标准偏差和变异系数均较小，表

明本研究建立的实时荧光定量 PCR 检测体系具

有较好的稳定性和可靠性。 

2.6  抽检样品检测结果 
非洲菊组培瓶苗、穴盘苗、开花植株共 14 个

样品的样品编号及检测结果见表 3。实时荧光

定量 PCR 法检测结果(图 6A)中，阳性质粒的

检测 Cq 为 14.00；5 个组培瓶苗中 2 个样品有扩 
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图 1  不同引物浓度、探针浓度、退火温度下实时荧光定量 PCR 扩增曲线   A−C 分别代表 Tm 在 58、

60、62 ℃下不同引物探针浓度的荧光定量 PCR 扩增曲线. a：引物=1 μmol/L，探针=1 μmol/L；b：引物=      

1 μmol/L，探针=10 μmol/L；c：引物=1 μmol/L，探针=20 μmol/L；d：引物=1 μmol/L，探针=50 μmol/L；

e：引物=10 μmol/L，探针=1 μmol/L；f：引物=10 μmol/L，探针=10 μmol/L；g：引物=10 μmol/L，探

针=20 μmol/L；h：引物=10 μmol/L，探针=50 μmol/L；i：引物=20 μmol/L，探针=1 μmol/L；j：引物=       

20 μmol/L，探针=10 μmol/L；k：引物=20 μmol/L，探针=20 μmol/L；l：引物=20 μmol/L，探针=50 μmol/L；

m：引物=50 μmol/L，探针=1 μmol/L；n：引物=50 μmol/L，探针=10 μmol/L；o：引物=50 μmol/L，探

针=20 μmol/L；p：引物=50 μmol/L，探针=50 μmol/L；q：ddH2O 
Figure 1  Real-time fluorescence quantitative PCR amplification curves of different primer concentration, 
probe concentration, and annealing temperature. A−C represent the fluorescence quantitative PCR 
amplification curves of Tm at 58, 60 and 62 ℃ with different primer and probe concentrations, respectively. a: 
Primer=1 μmoL/L, probe=1 μmoL/L; b: Primer=1 μmoL/L, probe=10 μmoL/L; c: Primer=1 μmoL/L, probe=      
20 μmoL/L; d: Primer=1 μmoL/L, probe=50 μmoL/L; e: Primer=10 μmoL/L, probe=1 μmoL/L; f: Primer=   
10 μmoL/L, probe=10 μmoL/L; g: Primer=10 μmoL/L, probe=20 μmoL/L; h: Primer=10 μmoL/L, probe=   
50 μmoL/L; i: Primer=20 μmoL/L, probe=1 μmoL/L; j: Primer=20 μmoL/L, probe=10 μmoL/L; k: Primer=  
20 μmoL/L, probe=20 μmoL/L; L: Primer=20 μmoL/L, probe=50 μmoL/L; m: Primer=50 μmoL/L, probe=  
1 μmoL/L; n: Primer=50 μmoL/L, probe=10 μmoL/L; o: Primer=50 μmoL/L, probe=20 μmoL/L; p: 
Primer=50 μmoL/L, probe=50 μmoL/L; q: ddH2O. 
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图 2  不同检测条件的微调下最优标准曲线 
Figure 2  Optimal standard curve under fine-tuning 
of different detection conditions. 

 

 
 
图3  实时荧光定量PCR特异性检测扩增曲线   a：
阳性质粒；b：阳性样品；c：尖孢镰刀菌；d：烟草

疫霉；e：茄镰孢菌；f：霜霉菌；g：尾孢菌；h：致

病疫霉；i：掘氏疫霉；j：恶疫霉；k：ddH2O 
Figure 3  The amplification curves for specific 
detection by real-time fluorescence quantitative PCR. 
a: Positive plasmid; b: Positive samples; c: 
Fusarium oxysporum; d: Tobacco black shank; e: 
Fusarium solani; f: Peronospora brassicae 
Gaumann; g: Cercospora insulana Sacc; h: 
Phytophthora infestans; i: Phytophthora dunbergii; j: 
Phytophthora cactorum; k: ddH2O. 

 
 
图 4  实时荧光定量PCR标准曲线及扩增曲线   A：

标准曲线扩增曲线. B：标准曲线. a−h：108−101 copies；
i：ddH2O 
Figure 4  Real-time fluorescence quantitative PCR 
standard curve and amplification curves. A: 
Standard curve amplification curves. B: Standard 
curve. a−h: 108−101 copies; i: ddH2O. 
 
增曲线，Cq 值分别为 33.95 和 39.62，3 个样品

无扩增曲线；5 个穴盘苗中 4 个样品出现扩增

曲线，其 Cq 值为 30−39.5，1 个样品无扩增曲

线；4 个开花植株均出现扩增曲线，其中 3 个

样品的 Cq 值在 22−30 之间，1 个样品的 Cq 值为

38.91。14 个样品开展实时荧光定量 PCR 检测，

其中 10 个样品有荧光 Cq 值，不同类型样品的

隐地疫霉载量排序为：开花植株>穴盘苗>组培

瓶苗。利用常规 PCR (图 6B)对其进行验证，显 
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图 5  实时荧光定量 PCR 和常规 PCR 灵敏度检测结果   A：实时荧光定量 PCR 灵敏度检测结果. B：常

规 PCR 灵敏度检测结果. a−i：108−100 copies/μL；j：H2O 
Figure 5  Real-time fluorescence quantitative PCR and conventional PCR sensitivity detection result. A: 
Quantitative real-time PCR sensitivity detection results. B: Conventional PCR sensitivity detection result. a−i: 
108−100 copies/μL; j: H2O. 
 
表 2  实时荧光定量 PCR 检测体系的重复性试验 
Table 2  The repeatability results of the real-time fluorescence quantitative PCR detection 
阳性质粒拷贝数 
Positive plasmid copy number 
(copies/μL) 

组内 Cq 值 
Cq values within the group 

 组间 Cq 值 
Cq values between the groups 

平均值 
Mean 

标准差 
Standard 
deviation 

变异系数 
Coefficient of 
variation (%) 

 平均值 
Mean 

标准差 
Standard 
deviation 

变异系数 
Coefficient of 
variation (%) 

107 17.58 0.10 0.58  17.51 0.08 0.46 
106 21.05 0.04 0.20  20.85 0.06 0.27 
105 24.27 0.06 0.24  24.28 0.07 0.31 
104 27.80 0.09 0.32  27.67 0.07 0.24 
103 30.65 0.13 0.41  30.84 0.07 0.23 
 
示实时荧光定量 PCR 检测结果 Cq 值>34 的样

品，PCR 检测结果为未检出隐地疫霉，Cq 值≤34
的样品，PCR 结果为携带有隐地疫霉，这进

一步说明荧光定量 PCR 法的检测灵敏度比常

规 PCR 高，本研究所建立的方法可靠、灵敏

和高效。 

3  讨论与结论 

核糖体内转录间隔区(ITS)是最早用于鉴

定和检测疫霉菌的靶标基因，目前已成功应

用于多种疫霉菌的检测，但大量研究结果表

明 [21,28-30]，一些近似种的 ITS 序列相似性超过  
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表 3  14 个样品实时荧光定量 PCR 和常规 PCR 检测结果 
Table 3  Detection results for real-time fluorescence quantitative PCR and conventional PCR of 14 sample 
样品编号 
Sample No. 

样品类型 
Sample type 

样品来源 
Sample source 

检测结果 Detection results 

荧光定量检测 Cq 值 
Cq value of fluorescence 
quantitative detection 

PCR 

a 开花植株 1 Flowering plant 1 开远 Kaiyuan 38.91 无条带 None 
b 开花植株 2 Flowering plant 2 开远 Kaiyuan 29.72 条带亮 Bright band 
c 穴盘苗 1 Spatula seedling 1 九溪 Jiuxi 39.11 无条带 None 
d 穴盘苗 2 Spatula seedling 2 九溪 Jiuxi 37.67 无条带 None 
e 穴盘苗 3 Spatula seedling 3 九溪 Jiuxi 33.10 条带暗 Gray band 
f 穴盘苗 4 Spatula seedling 4 九溪 Jiuxi N/A 无条带 None 
g 穴盘苗 5 Spatula seedling 5 九溪 Jiuxi 30.32 条带暗 Gray band 
h 组培瓶苗 1 Tissue culture seedling 1 九溪 Jiuxi N/A 无条带 None 
i 组培瓶苗 2 Tissue culture seedling 2 九溪 Jiuxi N/A 无条带 None 
j 组培瓶苗 3 Tissue culture seedling 3 九溪 Jiuxi 33.95 条带暗 Gray band 
k 组培瓶苗 4 Tissue culture seedling 4 九溪 Jiuxi 39.62 无条带 None 
l 组培瓶苗 5 Tissue culture seedling 5 九溪 Jiuxi N/A 无条带 None 
m 开花植株 3 Flowering plant 3 晋宁 Jinning 26.43 条带亮 Bright band 
n 开花植株 4 Flowering plant 4 晋宁 Jinning 22.61 条带亮 Bright band 
o 阳性质粒* Positive plasmid*  14.00 条带亮 Bright band 
p ddH2O  N/A 无条带 None 
*：步骤 1.7 获得的隐地疫霉质粒标准品 
*: Standard plasmids of Phytophthora cryptogea obtained in step 1.7. 
 
95%，设计出能区分疫霉属内种水平病原菌的

特异性引物变得非常困难。源于线粒体编码 Ras
蛋白的 Ypt1 基因由于存在保守的编码区和变化

差异较大的非编码区，使得根据其编码区设计

区分不同属的简并引物，或根据其非编码区设

计区分同一属内不同种的特异性引物成为可

能。结合 Ypt1 基因的特点，Ypt1 靶标基因已越

来越多地被应用于疫霉菌的检测中，如李毛毛

等[24]通过比对辣椒疫霉、大豆疫霉(P. sojae)、恶

疫霉、隐地疫霉、烟草疫霉等多个疫霉属的 Ypt1

基因序列，分别在序列变异较大的内含子区域

和序列较为保守的编码区设计出辣椒疫霉特异

性引物和疫霉检测通用引物；戴婷婷等[26]通过

比对大豆疫霉和其他疫霉菌的 Ypt1 基因序列，

设计了 5 条引物建立了大豆疫霉的环介导等温

扩增检测技术；Schena 等[31]通过对 P. ramorum、

P. kernoviae、P. citricola 和 P. quercina 的序列

比对分析，基于 Ypt1 基因设计了各自的特异性

引物成功将这 4 种疫霉菌进行区分；Meng 等[32]

开展了由 P. tentaculata 引起的木香疫病组织及

病田土壤的 Ypt1 基因分子检测；纪睿等[33]通过

比对雪松疫霉(P. lateralis)根腐病菌和其他疫霉

种的 Ypt1 基因序列，设计了一套 5 对引物联合

开展雪松疫霉根腐病菌的环介导等温扩增检

测；孟军[34]通过比对致病疫霉菌与 30 余种疫霉

菌的 Ypt1 基因序列，设计了 1 对特异性引物和

1 对通用引物，成功建立了致病疫霉的套式 PCR
技术。 

 



 
王丽花 等 | 基于 Ypt1 靶标的非洲菊隐地疫霉 TaqMan 探针实时荧光定量 PCR 检测 3669 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 6  14 个样品 qPCR (A)和常规 PCR 检测图(B)   M：500 bp marker；a 和 b：开花植株 1 和 2；c–g：
穴盘苗 1–5；h–l：组培瓶苗 1–5；m 和 n：开花植株 3 和 4；o：阳性质粒；p：ddH2O 
Figure 6  Detection for real-time fluorescence quantitative PCR (A) and conventional PCR (B) of 14 sample. 
M: 500 bp marker; a and b: Flowering plant 1 and 2; c–g: Spatula seedling 1–5; h–l: Tissue culture seedling 
1–5; m and n: Flowering plant 3 and 4; o: Positive plasmid; p: ddH2O. 
 

国内外学者对隐地疫霉的检测研究鲜有报

道，最早为 2001 年由谢为龙等[5]建立的常规分

离培养和形态学显微技术鉴定，并于 2006 年起

草了出入境检验检疫行业标准“隐地疫霉菌检

疫鉴定方法 SN/T 1820—2006”[3]；同年，郭成

宝等[11]以 ITS 基因为靶标，探索了非洲菊疫霉

根腐病的分子诊断技术，建立的 PCR 检测体系

能够扩增出 620 bp 的特异性条带，但灵敏度仅

为 10 pg，并且对于属内其他近源种的引物特异

性如何未作探讨；2008 年，Minerdi 等[10]建立

了常规 PCR 和 SYBR Green 法实时荧光 PCR 技

术，其检测灵敏度达到 50 copies 或 160 ag。然

而，目前，基于 TaqMan 探针法的实时荧光定

量 PCR 检测该病原菌尚未见报道，随着分子生

物学技术的发展，实时荧光定量 PCR 技术在植

物病害检测中的应用越来越普及，相较于常规

PCR，实时荧光定量 PCR 具有操作简便、检测

用时短、灵敏度高的特点[14]；对于病原菌的定

量检测，相比于 SYBR Green 染料法，TaqMan
探针法实时荧光定量 PCR 特异性更强、检测灵敏

度更高、试验结果稳定性和重复性更好，不易发

生偶然性从而对试验结果产生颠覆性影响[14,35]。

因此，本研究以非洲菊隐地疫霉 Ypt1 基因为靶

标，建立了基于 TaqMan 探针法的实时荧光定

量 PCR 检测体系，整个检测可在 1 h 内完成，

检测高效、用时较短；建立的标准曲线相关系

数(R2)为 0.998，扩增效率(E)为 99.9%，线性关

系优秀，荧光曲线与病原菌浓度之间相关性好，

即植株被病原菌感染越严重，植株病原菌浓度

越高，样品检测的 Cq 值越低，也表明本研究建
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立的检测体系准确性和扩增效率高；引物探针

组合对尖孢镰刀菌、烟草疫霉、茄镰孢菌、霜

霉菌、尾孢菌、致病疫霉、掘式疫霉、恶疫霉

的基因片段不产生典型扩增曲线，特异性强且

灵敏度高，最低检出限仅为 1 copy，最低稳定

检出限为 10 copies，较常规 PCR 技术检测灵敏

度提高了的 10−100 倍，比前人研究[10]的灵敏度

提高了 5−50 倍；同一浓度组内和组间 Cq 值标

准偏差均小于 0.15，变异系数均小于 0.6%，重

复性及稳定性好，有效规避了假阳性或假阴性

的发生。14 个抽检非洲菊样品的检测结果进一

步显示，本研究建立的实时荧光定量 PCR 法比

常规 PCR 法检测灵敏度高，检测结果准确且可

靠。而且，相较于常规 PCR，实时荧光定量 PCR
不仅可鉴定出样品是否携带隐地疫霉，而且能

检测出样品携带病原菌的具体数据载量，无需

琼脂糖凝胶电泳即可直接观察结果，检测用时

大大减少，因此更简便高效。不同样品类型的

隐地疫霉病菌载量排序(开花植株>穴盘苗>组

培瓶苗)说明开花期植株更容易被隐地疫霉病

菌感染，这与我们多年来的田间调查结果一致。 
由隐地疫霉侵染引起的非洲菊根腐病是一

种极难防治的顽固性土传病害，因此早检测、

早预防是该病害科学防控的唯一途径。本研究

基于非洲菊隐地疫霉的 Ypt1 基因设计了特异性

实时荧光定量 PCR 引物和探针，最终建立了一套

特异性强、灵敏度高、重复性和准确性好的基

于 TaqMan 探针法的实时荧光定量 PCR 检测技

术体系，该方法可规模化应用于非洲菊隐地疫

霉的快速高效检测鉴定，具有较好的灵敏性和

应用效果，尤其是对于原原种、原种等核心材

料的痕量病原菌检测应用效果显著，其广泛应

用将进一步提高口岸检疫速度和检疫精准率，

在隐地疫霉的早期准确诊断和有效防治方面意

义重大，应用前景广阔。 
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