
马铃薯黑胫病（Potato Black Leg）是由Erwinia
carotovora subsp. atroseptica 引起的一种细菌性病
害，它的寄主范围仅限于马铃薯[1]，是马铃薯生产

上危害比较大的病害之一。据国外资料报道，产量
损失率为 3%~68%，平均 15%[2]，在大田生长期常

引起烂种和死芽死苗，严重时可导致缺苗断垄 [3]，

还可在温度高的薯窖内引起严重烂薯。凡有马铃薯
种植的地方黑胫病均有发生[3-5]。常用的防治方法是
种植无病种薯[4,5]，但无病种薯种植田间仍然受到侵

害[4-7]。田间侵染途径除带菌雨水、昆虫、灌溉水、
汽雾、机械和杂草[5-10]等外，土壤传播也很重要[4-7]。
在土壤传播中马铃薯病组织具有很强作用[3,9]，病组织

经过各种渠道进入农家肥后施到田间[11]。虽然病菌群
体减少，但在病组织腐烂之前仍能存活[7]。带菌种
薯播种后，在适宜条件下，细菌沿维管束侵染块茎

幼芽，随着植株生长，侵入根、茎、匍匐茎和新生
块茎，并从维管束向四周扩展，侵入附近薄壁组织

的细胞间隙，分泌果胶酶溶解细胞的中胶层，使细

胞离析，组织解体，呈腐烂状[11]。
到目前为止，我国尚未建立起对马铃薯黑胫病

检疫性有害生物快速、有效的检测方法，由于这种
病主要靠种薯传播，如控制不好病原，将会给我国

的马铃薯生产造成不可估量的损失，后果不堪设

想。建立一套完整的黑胫病病原细菌的检测方法，
可以有效地控制这种病菌的传播，对保护我国马铃

薯生产、维护我国正常的贸易、使我国的经济利益
不受损失、在解除贸易壁垒同时成功地对外实施技
术壁垒上有着重大意义。鉴于实时定量荧光PCR
高效的检测速度、检测的灵敏度和准确度[12]，本研

究首次应用此方法对马铃薯黑胫病菌进行实时定量

荧光PCR的检测。

1 材料与方法

1.1 供试菌株
试验中所用的菌株采集地与采集年限等情况见

表 1。
1.2 主要仪器与试剂
荧光 PCR试剂盒（欧比特仪器有限公司ABI），

rTaq酶、dNTPs 、DNAmarker DL2000 均购自大连
宝（TaKaRa）生物工程公司， DYY-2C电泳仪（北京
六一），UV-2550紫外分光光度计（岛津），PCR仪
TGRADIENT（BIOMETRA），MIKRO 22R台式离心
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摘 要：马铃薯黑胫病是国内外马铃薯产区发生比较普遍的一种细菌性病害，严重地影响了马铃薯的产量和

质量。本研究根据 Potato Black Leg序列，设计出马铃薯黑胫病菌特异性的引物，对 10种供试菌株进行了实时荧
光 PCR检测。结果表明，该方法的特异性好，可以将马铃薯黑胫病菌和其它马铃薯常见病害相区分；灵敏度较
高，可检测出最低的黑胫病菌浓度为 3.6~3.9 cfu·mL－1；而且检测时间仅用 4 h，大大缩短了检测周期。该方法可
有效地应用于马铃薯黑胫病菌的检测和监控。
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机（德国 Hettich），7300 实时荧光 PCR 仪（美国
ABI 公司）。马铃薯黑胫病菌、马铃薯环腐病菌、
马铃薯青枯病菌、马铃薯晚疫病菌（黑龙江省农业
科学院植物脱毒苗木研究所）。

1.3 方法
1.3.1 实时定量荧光 PCR的引物的设计
利用引物设计软件 primer premier 5.0，设计荧

光PCR引物与内参引物 Y1/Y2、NC1/NC2。引物由
上海生工合成。序列如下：

Y1(5′GAATATCAATAGCACTATCCTCAG3′)
Y2(5′CACATTATCAACCAACAGAACC3′)
NC1（5′ATAATGTGCCTGCCGAGCCAAG3′）
NC2（5′GCCGCCTACGCCAATGACC3′）

1.3.2 核酸的提取
参照文献[13]中的从细菌中制备基因组 DNA

的基本方案进行。
1.3.3 实时定量荧光 PCR引物 Y1/Y2特异性试验
分别以马铃薯黑胫病菌、马铃薯环腐病菌、马

铃薯青枯病菌、马铃薯晚疫病菌为模板，以 Y1/Y2
为引物进行 PCR检测，PCR反应体系如下：
模板1 μL，Taq 酶（5 U·μL－1）0.125 μL，L10×

buffer 2.5 μL，Mg2 ＋（25 mmol）1.5 μL， dNTP 0.5
μL，上游引物（100 μg·μL －1）0.5 μL，下游引物
（100 μg·μL－1）0.5 μL，灭菌 dd H2O 18.375 μL，总
体积 25 μL。反应程序为： 94℃预变性 7 min，
94℃变性 30 s，56℃退火30 s，72℃延伸 1 min，共
35个循环。再次72℃延伸10 min 。
1.3.4 实时定量荧光 PCR检测
将所有样品放入 7300实时荧光 PCR仪反应板

上，设置反应条件，进行荧光 PCR检测，反应结
束后，设置分析软件的基线和阈值，最后得到每个

样品的Ct值。反应体系如下：
ABI荧光试剂12.5 μL，上游引物（100 μg·μL－1）

0.5 μL，下游引物（100 μg·μL－1）0.5 μL，模板 2.0
μL，去离子水 9.5 μL。反应条件：第1 个循环为
95℃10 min，后 40个循环为95℃15 s，60℃ 1 min。
1.3.5 实时定量荧光 PCR灵敏度检测
通过 CVP 培养基培养菌株 byh3，配制 0.01

mol·L－1 MgSO4溶液。挑取马铃薯黑胫病菌落放入
0.01 mol·L－1 MgSO4溶液中，在分光光度计下，通

过改变MgSO4溶液中黑胫病菌的浓度，调整 OD值
为0.06，作为标准菌液（0.06=3.6-3.9×107 cfu·mL－1），

然后将此标准菌液 10倍梯度进行稀释。将不同的
浓度的菌液，用 Y1/Y2引物进行实时荧光 PCR扩
增检测试验，以确定 PCR反应的灵敏度。
1.3.6 实时定量荧光 PCR数据分析
采用比较 CT法（ddCT）。
相对表达量=2-ddCT=2-(dCT 处理-dCT 对照)=2-(CT 处理-CT 内参)+

(CT 对照-CT 内参)

数据取2次重复平均值。

2 结果与分析

2.1 实时定量荧光 PCR引物特异性
分别以马铃薯黑胫病菌 DNA、环腐病菌 DNA、
青枯病菌 DNA、晚疫病菌 DNA为模板，以马铃薯
荧光 PCR引物 Y1/Y2为引物，进行 PCR扩增，结
果只有黑胫病菌表现为阳性扩增，而其它马铃薯常

见病菌及阴性对照都没有扩增（图 1）。
2.2实时定量荧光 PCR检测
利用设计的实时定量荧光 PCR引物对检测菌株

byh3、gsh1、nmh1、gdh1及阴性对照进行实时定量
荧光 PCR检测，结果被检测菌株有强的荧光增强信
号，表现为阳性扩增，而阴性对照都没有荧光信号

增加，表现为阴性（图 2）。熔解曲线只有一个峰，
表明反应过程中没有非靶标产物的生成，主峰明

显、扩增曲线也十分光滑，表明结果较为可靠。
2.3实时定量荧光 PCR灵敏度
当菌株 byh3稀释液浓度>3.6～3.9 cfu·mL－1时，可

以检测到较强的荧光信号。当 byh3稀释液浓度为
0.36~0.39 cfu·mL－1时，荧光信号非常地微弱。可见
Real-time PCR检测灵敏度为 3.6~3.9 cfu·mL－1（图 3）。

表 1 供试菌株的检测地及采集时间

菌株号 菌株 地区 采集时间

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

gsh1
byr1
byr2
byh3
byh3
bl1
bl2
nmh1
gdh1
gxh1

甘肃

巴彦

巴彦

巴彦

巴彦

哈尔滨红旗农场

哈尔滨红旗农场

内蒙

广东

广西

2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2008
2008
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2.3 马铃薯黑胫病菌实时荧光 PCR数据分析
表 2是实时定量荧光 PCR的检测结果，其中

相同的菌株经过两次重复试验，仪器读取 CT1、
CT2两个数值。

CT1和 CT2取平均值即为 CT值。根据公式计
算得到 2-ddct。2-ddct表示检测的马铃薯黑胫病起始浓

度与阳性黑胫病起始浓度的比值。阳性马铃薯黑胫
病起始浓度为 3.6～3.9×107 cfu·mL－1，以此确定了各

待测菌株的起始浓度。虽然所有的马铃薯测试的样
品看上去很健康，大约一半以上的马铃薯薯块带有

Erwinia carotovora subsp. atroseptica 的潜在感染。
根据薯块的黑胫病不同的浓度水平，种植后植株上

的表现也不相同。一般是较低的或者没有受到
Erwinia carotovora subsp. atroseptica 的感染马铃薯
薯块，在分子检测后被认定是更适合于长期的储

存；并且可能是在第二年马铃薯种植中的首选。因

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2 000 bp

250 bp
100 bp

图 1 马铃薯实时定量荧光 PCR检测引物 Y1/Y2对黑胫病菌、环腐病菌、青枯病菌、晚疫病菌进行 PCR检测

M：marker DL2000； 1-3：黑胫病； 4、5：环腐病；6、7：青枯病；8、9：晚疫病； 10：阴性对照。
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图 2 实时定量荧光 PCR产物的熔解曲线
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图 3 实时定量荧光 PCR检测灵敏度
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样品 引物 CT1

H2O

CK

CK

byr1

byr1

byr2

byr2

byh2

byh2

byh3

byh3

gsh1

gsh1

nmh1

nmh1

gdh1

gdh1

bl1

bl1

bl2

bl2

gxh1

gxh1

Y1/Y2

Y1/Y2

N1/N2

Y1/Y2

N1/N2

Y1/Y2

N1/N2

Y1/Y2

N1/N2

Y1/Y2

N1/N2

Y1/Y2

N1/N2

Y1/Y2

N1/N2

Y1/Y2

N1/N2

Y1/Y2

N1/N2

Y1/Y2

N1/N2

Y1/Y2

N1/N2

－

35.87

26.05

13.30

20.24

24.23

28.50

25.82

27.86

15.52

13.25

17.47

22.21

22.26

23.60

26.26

25.49

25.44

30.11

25.36

27.52

33.87

31.75

CT2

－

36.57

22.31

13.91

20.46

24.39

29.90

28.88

29.24

15.31

13.87

17.63

22.27

21.98

23.66

26.18

24.83

24.69

30.31

25.11

25.84

33.00

33.53

CT dCT ddCT 2-ddCT

34.67

36.22

24.18

13.60

20.35

24.31

29.20

27.35

28.55

15.42

13.56

17.55

22.24

22.12

23.63

26.22

25.16

25.06

30.21

25.24

26.68

33.44

32.64

－

－

－

22.62

3.83

11.91

-5.02

8.87

-4.37

20.80

10.62

18.67

1.94

14.10

0.55

10.00

-0.98

11.16

-6.03

10.98

-2.50

2.78

-8.46

－

0

0

-18.79

－

-16.93

－

-13.24

－

-10.18

－

-16.73

－

-13.55

－

-10.98

－

-17.19

－

-13.48

－

-11.24

－

－

1

1

218.79

－

216.93

－

213.24

－

210.18

－

216.73

－

213.55

－

210.98

－

217.19

－

213.48

－

211.24

－

为它的产量和质量能够提高。通过此种方法的应
用，可以监控马铃薯薯块上 Erwinia carotovora

subsp. atroseptica 的浓度，从而达到对 Erwinia
carotovora subsp. atroseptica的控制。

表 2 马铃薯黑胫病菌实时定量荧光 PCR检测

3 讨 论

SYBR Green是一种结合于小沟中的双链 DNA
结合染料。在 PCR 反应体系中，加入过量SYBR
Green荧光染料，荧光染料特异性地掺入DNA双链
后，发射荧光信号，而不掺入链中的染料分子不会

发射任何荧光信号，从而保证荧光信号的增加与

PCR 产物的增加完全同步，当 PCR 扩增完成后，
SYBR Green染料与双链产物结合，PCR系统检测
到荧光的净增量加大[14]。Ct值是指每个反应管内的
荧光信号到达设定的阈值时所经历的循环数，PCR
反应的前 15个循环的荧光信号作为荧光本底信号。
研究表明，每个模板的 Ct值与该模板的起始拷贝
数的对数存在线性关系，起始拷贝数越多，Ct值越
小 [15]。本研究中，SYBR Green 荧光染料能与所有

的 DNA双链相结合，不必因模板不同而特别定制，
试验设计简单，成本低廉，可用于多种目标基因的

检测，通过熔解曲线分析可以识别扩增产物和引物

二聚体，因而可以区分非特异扩增，与常规 PCR
相比，SYBR Green实时荧光 PCR 具有灵敏度高、
特异性更强、自动化程度高和有效解决 PCR 污染
问题等优点，同时 SYBR Green 实时荧光 PCR 对
引物要求较高，为避免二聚体的产生，扩增目的片

段一般控制在 100～200 bp 以内，对模板 DNA 的
纯度要求也相对较高。
本研究成功地设计并且合成了马铃薯黑胫病菌

实时定量荧光 PCR特异性引物，建立了马铃薯黑
胫病菌实时定量荧光 PCR检测体系。结果表明此
检测体系有如下特点：（1）可靠性好、敏感性高。
可检测到浓度为3.6～3.9×107 cfu·mL－1的黑胫病菌，
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Abstract: Potato blackleg, a seed tuber-born disease, is caused by Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca)
in temperate regions, which seriously threatens the potato production and tuber quality. In this research, specific
primers were designed and developed for potato blackleg based on its sequences, and ten samples were tested by
QPCR. The method was specific for potato blackleg and could distinguish this disease from others. Also, it was
sensitive and as low as 3.6~3.9 cfu·mL-1 could be detected. The test process needed only 4 h and therefore reduced
the time for testing the disease. This method should be used for testing and monitoring potato blackleg.

Key Word: potato; potato blackleg; real-time quantitative PCR

比普通PCR 方法灵敏度有所提高。可检测未经过
分离纯化的样品。（2）特异性强。收集荧光在较高
的退火温度进行，排除了模板的非特异性扩增，同

时，其它马铃薯常见病菌为模板时没有扩增带。可
用于马铃薯黑胫病菌特异性的实时定量荧光PCR检
测。（3）操作简单，结果观察直观明了。采用闭管
检测和荧光技术，避免了普通 PCR反应后的样本
处理以及可能的残留物污染和容易产生交叉污染的

缺陷，并可防止病毒扩散及环境污染，以及强致癌

物溴乙锭对操作人员的危害。（4）持续监控。由于
马铃薯黑胫病菌在马铃薯块茎上普遍存在，可以通

过此方法对储藏马铃薯的黑胫病菌浓度进行监控，

以选择相应的储藏条件。（5）快速检测。传统的马
铃薯黑胫病菌分离方法耗时较长，至少需半个月，

而本方法所需时间仅4 h，比传统方法大为缩短，
并且具有高通量检测的特点，适用于马铃薯黑胫病

菌的快速准确的检测。
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