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黑胫病（Potato Black Leg）是马铃薯的重要病

害，据国外资料报道，损失率为 3%~68%，平均

15%[1]，造成的块茎损失有时可高达 30%~50%，而

且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[2]，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均有发生 [3-5]。
马铃薯黑胫病的防治方法是种植无病种薯[3,4]，

但无病种薯种植田间仍然受侵[3-6]。田间侵染途径除

带菌雨水、昆虫、灌溉水、汽雾、机械和杂草[4-9]等

外，土壤传播也很重要 [3-6]。在土壤传播中马铃薯

病组织具有很强的作用[3,9]，病组织经过各种渠道进

入农家肥后施到田间[10]。虽然病菌群体减少，但在

病组织腐烂之前仍能存活[6]。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[10]。
近 10 几年，国内外学者从以传统生理学检测

方法为基础的研究水平发展到以免疫学或分子生

物学为基础的快速检测方法，并在实践中不断取

得新进展。本文主要就对马铃薯黑胫病快速检测

方法进行综述，包括传统的检测方法、免疫学检测

技术、核酸检测技术、核酸检测技术与免疫学检测

技术相结合的检测技术。

1 传统的检测方法

1.1 症状识别

病株一般在植株高 16～20 cm 时表现症状。植

株矮小，叶色褪绿，茎基以上部位组织发黑腐烂，

由于植株茎基和地下部受害，影响水分和养分的吸

收和传导，早期病株很快萎蔫枯死，不能结薯，且

根系不发达，易从土中拔出。纵剖茎部可见维管束

变褐色。纵剖块茎, 可看到病薯的病部和健部分界

明显，病组织柔软，常形成黑色孔洞。病轻的，只

脐部呈很小的黑斑，有时能看到薯块切面维管束呈

黑色小点状或断线状。而感病最轻的，病薯内部无

明显症状。在马铃薯黑胫病检测中，田间观察一直

是病害监测的重要手段，然而这种方法的准确性常

常受到环境条件、非侵染性病害以及其它侵染性病

害所引致的症状干扰，使防治效果受到限制[11]。
1.2 分离培养

在结晶紫多聚果酸钠培养基加入额外的溴甲酚

紫，黑胫病菌在结晶紫多聚果酸钠培养基中生长，

可以使果胶酸盐发生解聚作用，生成盐酸，导致培

养基弱酸化，3～4 d 后在培养基上形成典型的坑。
此方法检测范围是每 40～60 cfu·cm－2[12]。所有软腐

欧氏杆菌均能在 CVP 琼脂培养基上形成半透明形
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式的菌落，产生很深的、杯状的凹陷特征；在BPG
琼脂平板上生长的菌落则呈白色或污白色，圆形

凸起，边缘整齐、质地粘稠。此检测法基本特点

是：操作相对粗放，使用受到劳动力、空间、灵

敏度或特异性以及检测所需的时间等因素的限制，

因此难以推广应用。

2 血清学检测方法

2.1 酶联免疫吸附测定（Enzyme Linked Immu-
nosorbent Assay，ELISA）

酶联免疫吸附检测法主要用于植物病毒的检

测，但近年来也在植物细菌检测上得到了应用。
其原理是将抗原及抗体的免疫反应与酶的高效催

化反应有机地结合起来，即通过化学的方法将酶

和抗体结合起来，形成酶抗体。把抗原或抗体附

着于固体表面，用结合了某种酶的特异抗体（酶标

抗体）和抗原结合形成免疫和酶的复合物（抗原+酶

标抗体），然后加入酶的反映底物，酶催化无色的

底物发生水解、氧化或还原反应，生成可溶性或

不可溶性的有色产物，从溶液的颜色变化，可以

用肉眼或酶标仪判定和测定结果 [13]。国际推荐方

法 [14]为双层抗体夹心的方法（DASI）：在小孔中以

4F6 作为单克隆抗体识别 Eca 抗原，多克隆Eca 抗

体IVIA-4G4 覆盖在小孔中并捕获细菌。与细菌发

生交叉反应，多克隆抗体血清组犹如搭积木一样

层层叠加，最顶层与酶相接触，溶液颜色发生变

化，进行检测。它的检测范围是每 mL 富极培养基

中含 102～106 Eca 细胞。鉴于此方法较高的特异性，

可以应用单可隆抗体 8B-IVIA 为基础把酶与免疫

吸收剂进行连接，进行 DASI-ELISA检测。
2.2 菌落免疫荧光染色（Immunofluorescence Colony
Staining，IFC）

这种方法是结合免疫荧光染色和菌落计数倒

板选择性培养基进行检测。IFC 方法的主要优势是

确定菌株的数量。这种方法的灵敏性和稳定性是

很高的，不依赖于背景的条件下可以检测到 10～50
个活细菌细胞。在菌落生长之后，如果培养基干

枯了可以在任何时间着色、并计算[13]。Gorris 等[14]

采用 7 种 Eca 单克隆抗体对 240 个 Erwinia caroto-
vora subsp. atroseptica 细胞进行检测，有着颇高的

灵敏性。但是 FIC 还有一些缺点，因为鉴于Eca 的

抗体成分，只有部分的抗体能够利用[15]。

3 PCR 技术在检测中的应用

3.1 AFLP（Amplified Fragment Length Polymo－
phism）指纹识别技术

Vos 等[16]首先描述了 AFLP 技术。此技术通过

PCR 对限制性片段进行选择性扩增[17]，它可以在菌

株种类之间进行有效的分离[18]，曾经用于大量有机

体的基因差异和分离的研究。在不同的血清组中，

AFLP 指纹识别技术已经应用于Erwinia carotovora
subsp. atroseptica 的分类。Avrova 等[19]应用酶EcoRI
和 MseI 对黑胫病菌标准菌株SCRI 1039 进行酶切、
扩增、并且与不同的细菌种类进行比较，发现

AFLP 对区分 E. carotovora subsp. atroseptica 有很好

的作用。虽然在许多有关联的分类中种间关系比较

远，不能够采用 AFLP 指纹识别技术，但是在一定

程度上，这个方法还是可以起到很好的鉴定作用。
3.2 荧光实时定量 PCR（ Real-time Quantitative
PCR）检测技术

该技术是指在 PCR 反应体系中加入荧光基团，

利用荧光信号积累实时监测整个 PCR 进程，最后

通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法。目

前，实时 PCR 有 4 种不同的荧光产生方法用于检

测 PCR 扩增子的形成[20]。由于实时荧光定量 PCR
技术不仅实现了 PCR 从定性到定量的飞跃，而且

与常规 PCR 相比，它不需 Southern 杂交鉴定PCR
产物，减少了交叉污染的可能性，而且需要的劳动

力较少、自动化程度高、易于操作，可以用于多重

PCR，近几年来，因其方便、快捷、精确、专一等

显著特性，实时定量 PCR 技术已被越来越多地用

于植物病原细菌的检测中[21]。
3.3 PCR-RFLP（Polymerase Chain Reaction-Res-
triction Fragment Length Polymorphism）检测技术

RFLP 是指一个物种的 DNA 被某种特定的限

制性内切酶消化所产生的 DNA 片段长度的变异性，

这种变异的产生或是由于单个碱基的突变所导致的

限制性酶切位点的增加或消失，或是由于 DNA 序

列插入、缺失、倒位、易位等变化所引起的结构重

排所致 [22]。Waleron 等 [23]采用 PCR-RFLP 对177 个

黑胫病菌株进行测试。用 4 种限制性内切酶（AluI，
HinfI，TasI 和 Tru1I）对 PCR-RFLP 扩增的DNA 片

段进行环切，根据环切片段的数量和位置进行鉴

定，得出结论 PCR-RFLP 分析 recA 基因片段是检
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测 Erwinia 的一个有效的方法。
3.4 T - RFLP（Terminal Restriction Fragment
Length Polymorphism）检测技术

T-RFLP 检测技术又称为 16sRNA 基因的末端

限制性片段分析技术。原理是根据保守区设计通用

引物，其中一个引物的 5' 末端用荧光物质标记，

常用荧光物质有 HEX，TET，6-FAM 等。提取样

品中的 DNA，以它为模板进行 PCR 扩张，所得到

的PCR 产物的一段就带有这种荧光标记，然后

PCR产物有合适的限制性内切酶进行消化，一般选

用酶切位点为 4 bp 的限制性内切酶。由于在不同

细菌的扩增片段内存在核苷酸序列的差异，酶切位

点就会存在差异，酶切后就会产生很多不同长度的

限制性片段。消化产物用自动测序仪进行测定，只

有末端带有荧光性标记的片段能被检测到。因为不

同长度的末端限制性片段必然代表不同的细菌，通

过检测这些末端标记的片段就可以反应微生物群落

组成情况。Reiter 等 [24]鉴于不同细菌间的16sRNA
序列的不同，通过 T-RFLP 实验发现感染了 E. caro-
tovora subsp. atroseptica 的植株与健康的植株进行

比较表现出较大的差异。Shannon-Weaver 显示感

病的植株测定参数为 2.26 到 2.49，不感病的植株

测定参数为 1.58 到 1.79。这个数值和植株中所含

E. carotovora subsp. atroseptica 的浓度呈线性关系。
此技术具有准确可靠等优点，但该技术存在操作烦

琐、放射污染等缺点，而且细菌的基因组比较小，

酶切位点较少，反映的多态性不丰富[22]。

4 结 语

对于马铃薯黑胫病菌的常规检测，血清学方法

仍然不失为一种准确、快速、简易可行的鉴定方

法。并且检测成本较低、可操作性强，但如何克服

与其它相近病菌的交叉反应以及如何进一步提高血

清学反应的特异性和灵敏度，是今后研究工作的重

点。在分子水平上进行马铃薯黑胫病菌的检测前景

广阔，尤其针对存在于样品中的潜伏侵染的检测，

需要探讨研究的内容很广泛。因而实际推广应用难

度较大。马铃薯黑胫病现在仍然是冷凉地区马铃薯

生产上一种主要的细菌性病害，对于黑胫菌的鉴定

检测不能单单依靠一种方法，因为任何一种方法都

有其缺点和局限性，为得到真实、可靠的判定结

果，应将多种方法取得的结果结合起来进行最终判

定，因此针对马铃薯黑胫菌鉴定检测建立一套完整

的技术体系十分必要。这个体系大致应包括田间病

症诊断、病原菌的分离、生理生化特征鉴定和分子

水平检测，这样才能对样品进行宏观和微观的综合

评价，最后做出真实、客观的判定。
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关于征集 2009 年中国马铃薯大会会议论文的通知

为落实 2008 年中国作物学会马铃薯专业委员会学术年会会议纪要精神， 马铃薯专业委

员会决定于 2009 年 7 月在陕西榆林市召开 2009 年中国马铃薯大会， 会议主题为———马铃

薯产业与粮食安全。 为保证这次会议论文的正常出版， 现提前征集， 望广大马铃薯工作者

相互转告。 具体要求如下：
1. 论文必须是反映近年来各地（ 单位）科研、 生产、 开发等方面的成果、 信息， 内容要新

颖， 文字简练， 论点明确， 书写规范、 数据可靠、 图表清晰， 标点正确。
2. 综述学术及实验性论文一般不超过 6 000 字（ 含图表）， 包括题目、 作者姓名、 工作单

位、 地址、 邮政编码、 中文摘要、 关键词、 正文、 参考文献等。 一般性论文（ 如栽培技术、 产

业开发、 经验交流、 品种介绍、 病害防治等）要求在 3 000 字左右， 包括题目、 作者姓名、 工

作单位、 地址、 邮编、 正文等。
3. 论文来稿请注明第一作者简介， 包括性别、 出生年、 职务职称、 从事工作或研究方向

等， 还请在首页地脚处注明资助该论文的各种基金、 课题项目名称及编号， 同时提供联系电

话。
4. 论文来稿需提供电子版文档， 并注明“ 2009 年年会论文”字样。
来稿请寄： 哈尔滨市东北农业大学《 中国马铃薯》编辑部（ 150030）
E－mail： potatobjb@neau.edu.cn

中国作物学会马铃薯专业委员会

马铃薯黑胫病菌检测技术———胡林双，杨 松，董学志，等 301· ·


