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摘 要
�
马铃薯软腐病是威胁马铃薯块茎的细菌性病害之一

，

为了提高马铃薯的品质与产量
，

减少贮藏期马铃

薯块茎的腐烂
，

对马铃薯进行软腐病检测与鉴定是十分必要的
。

利用 ������� ���时马铃薯软腐病原菌的进行检测
，

证实 ����������检测技术是可行可靠的
。

在时���引物的筛选中
，

要根据所检测的对象进行有效
、

合理的设计
，

才能达到快速有效的 目的
。
以马铃薯软腐病菌为代表

，

利用 ������� ���进行鉴定
，

达到了预期的 目的
，

为病原菌

的快速鉴定方法提供了依据
。

关键词
�

马铃薯� �������� ���� 病原菌

马铃薯软腐病是影响马铃薯生产的病害之一‘” 。

马铃薯软腐病主要是病菌在种薯内越冬
，

并通过切

刀进行病害传播
，

因此控制病害的初来源是病害防

治的重要措施之一���
。

为经济有效地防治马铃薯软

腐病
，

快速
、

准确的检测是十分重要的步骤
。

在马铃薯软腐病检测中
，

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
。

在马铃薯细

菌性病原菌的检测中
，

已有的检测方法有
，

如革兰

氏染色法���
、

生理生化法���
、

酶联吸附���测定等方法

已经证实是有效的
，

但是它们的使用受到劳动力
、

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
。

随着聚合酶链式反应

技术在 ���水平上检测病菌方法的发展
，

本试验

应用 ������� ���技术检测马铃薯软腐病菌
，

证

明其是有效
、

可靠的
，

本文将对这一研究方法及其

结果作一个介绍
。
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应用基因工程提高马铃薯加

研究实习员
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主要从事植物生

菌株 ���的提取
�

将培养至饱和状态的菌悬液在 �� 伽服��
·

���
一，

离心 �� ���后
，

按照《精编分子生物学实验指南妒，

的方法进行 ���的提取
。

�����缓冲液

�����脚�十二烷基硫酸钠������

�� ��
·

��
一，
蛋白酶 ��分成单次使用的小份贮

藏于一��℃��

����
·

�
一，�����

���������溶液 �

���� 的氯仿�异戊醇 �

异丙醇 �

���乙醇
。

���步骤

① 培养 ���的细菌培养物至饱和状态
，

取

�
�

���培养物离心 �����

② 沉淀物加人 ��� 林�的住 缓冲液
，

用吸管反

复吹打使之重悬
。

加人 ��林�
，
���的 ���和�林�

，

����
·

��
一，
的蛋白酶 �

，

混匀
，

于 ��℃温育���

③ 加人 ��� 林�
，
����

·

�
一，����

，

充分混匀
，

再加人��林�������
���溶液

，

混匀
，

于 ��℃温育

����� �

从这一步开始可以除去多糖和其他污染的大分

子物质
。

④ 加人等体积的氯仿�异戊醇 ，

混匀
，

离心 ��

���� � 将上清液转人一个新管中
，

如果难以移出



马铃薯软腐病菌的 ������� ���检测—王 敏
，

张 茹

上清
，

先用牙签除出去界面物质 �

⑤ 加入等体积的酬氯仿�异戊醇
，

混匀
，

离心

����
，

将上清液转人一只新管中
。

对于某些细菌株由于氯仿抽提形成的界面不够

紧密
，

不容易移出上清液
，

这种情况下
，

在移出上

清液之前
，

用无菌牙签挑出大部分的界面物质
，

残

存的 ����沉淀物随后在酚�氯仿抽提中被除去
。

⑥ 加入 ���体积的异丙醇
，

轻轻混合直到

���沉淀下来
，

用一个封口的巴斯德管将沉淀转

移至 ���的���乙醇中洗涤 �

⑦离心 ����
，

弃上清液
，

用冻干机稍加干

燥
，

重溶于 ��� 卜�的花 缓冲液
，

保存于
一
��℃

。

病原细菌培养至饱和状态后离心��� ���
�

·

��丫
，

�����
，
���的 ���去破壁

，

蛋白酶 �溶解蛋白
，

����俐��� 去多糖
，

���� 的氯仿�异戊醇和 �� �����

的酚�氯仿�异戊醇抽提
，

异丙醇沉淀 ���
，

最后以

花 缓冲液溶解
。

�
�

� ���检测

��� ���引物
�

根据细菌特有的高度保守序列

�������
，

设计合成了一对引物
�

����
’一 �����

，

�
，

�
，

�������������
一�

‘

�

����
‘，����������������

一�
‘

�

������混合物
� �������一���的反应体系

为 ���的 ��������
��卜�

，
���� �

�

�����
·

�
一 ‘ ，

���

酶 �卜�
，
�� 林���

·

�
一，
的引物 �

�

�林�
，

模板 �林�
，

使用超纯水将反应体系补至 �� 林��

������反应
�

热循环参数设置为
�
预变性

��℃ ����� ��℃变性 ���，
��℃退火 ���，

��℃延

伸 ����
，

进行 ��个循环 � ��℃延伸 �����
。
���

产物采用北京天为时代科技有限公司的离心柱型

���产物纯化试剂盒�普通型 �进行纯化
。

取 �一�

林�扩增产物于 ����的琼脂糖凝胶上电泳
，

利用凝

胶成像系统成像
，

并对 ���产物送上海生工公司

测序
。

叫卜���� ����� ��

� � � � �� �

一
，

�
，

�
，

�
，

�
，
��一植株

�一������

图 � 扩增产物

行序列分析主要采用
����寡核昔酸编目法

，
���

����反转录法
，
���

����直接测序法 �种
。

目前

在细菌分类鉴定中应用较多的是 ������� 的直接

测序
�
提取总 ���

，

加人特定的引物
，
���扩增

出 ������� 片段
，

扩增产物被纯化后测序
，

即可

进行分类与鉴定 ���
����序列分析已成为细菌种

属鉴定和分类的标准方法
，

大约 ���� 个种的 ���

����全序列已经被报道
。

� 结 论

� 结 果

试验是通过原核生物高度保守序列 ���
����

进行引物的设计与合成
，

得到了与马铃薯软腐病

原菌 ￡蒯���� ���������� ��� 序列 同源性在 ����

�

���产物
，

结果见图 �
。

��� ����约有 巧�� 多个核昔酸
，

包括几个高

度保守的区域和几个高变区域
。

对于 ���
����进

百用���
。 �����。 ���� 是土壤

、

水中的腐生细菌
，

属于条件致病菌��川
。

由于马铃薯营养丰富
，

播种

时采用切块播种人为造成了伤口
，

因此给一些腐生

菌的生存和繁殖创造了条件
，

加速了块茎的腐烂
。

近年来
，

利用 ����
、

����
、

���� 以
����等

分子生物学方法对细菌
、

真菌的分类及鉴定应用逐

渐增多�洛���
。
���

����作为蛋白质合成的必要场所
，

存在于所有原核生物的细胞中并执行相同的功能 �

由于其分子序列变化缓慢
，

能够跨越整个生命进化

过程 � 而且它的分子中含有进化速度不同的区域
，

可用于进化程度不同的生物之间的系统发育研究【���

因此
，

在原核生物的鉴定中应用非常广泛 【 ’“ ��一

���
。

本试验利用序列分析
，

鉴定到 �砌���������������

个菌株��
，

�
，
�

，
���

。
������� ���反应与其它检

测方法对比起来
，

对于检测马铃薯软腐病菌是具有

巨大潜力的
，
���技术应用对马铃薯病菌的检测

提供了一种快捷方便的方法
，

但是对于引物的设计
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与合成提出了更高的要求
。

引物的设计对于 ���

技术是十分重要的
，

正确的引物设计可以使得检

测更加准确与可靠
。

在本次试验中
，

只是对 ���

���� ���技术的应用作了一个介绍
，

对于马铃薯

软腐病菌的检测
，

更应该利用病原菌本身特有的

���序列进行引物的设计与合成
，

这样会使结果

更加真实可信
。
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