
! 马铃薯环腐病菌鉴定检测技术研究的意义

马铃薯环腐 病! "#$%$# &’() &#$" 是 由 环 腐 病 菌
! *+%,’-%.$/0 1’.2’)%(/(3’3 34-356 3/5/7#(’.43 "引起的一
种危害输导系统的细菌性病害# 病害严重时可造成大幅
度减产# 病害较轻时也影响马铃薯品质# 以带病种薯为
主要传播途径# 世界上把它列为重要的进出口植物检疫
对象# 要求种薯带病允许率$ 8%& 马铃薯环腐病属于低温
型细菌性病害# 主要发生在我国北方地区# 尤其在黑龙
江省病害较重# 而黑龙江省又是全国重要的马铃薯种薯
基地# 对于马铃薯环腐病的检测是衡量种薯质量的一项
重要指标& 马铃薯种薯中存在肉眼无法诊察的潜伏侵染#
这种潜伏侵染逐代累积逐渐表现症状造成危害# 这是马
铃薯环腐病无法根除的根本原因& 因此# 能够检测马铃
薯种薯中微量环腐菌的能力和方法是十分必要的& 寻找
到一种快速’ 准确’ 灵敏’ 可靠的分子检测马铃薯环腐
病菌的方法# 对于保证马铃薯各级种薯’ 商品薯及其相
关产品的质量# 提高其市场竞争力具有重要意义&

9 传统的马铃薯环腐病菌鉴定检测方法
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革兰氏染色时碱性染料可以穿过细胞壁与细胞原生

质的酸性成分起作用# 加碘以后形成复合体& 革兰氏反
应阳性的细菌# 它的细胞壁阻止脱色剂对复合体中染料

的提取# 所以不褪色# 镜检呈兰紫色( 革兰氏反应阴性
的细菌# 由于细胞壁中含有较多的类脂物# 可以被脱色
剂溶解# 因而染料可以被提取而褪色# 镜检呈粉红色&
马铃薯环腐菌为革兰氏阳性菌# 革兰氏染色后镜检呈兰
紫色& :;<=!>>?@888) 马铃薯脱毒种薯* A ! B中环腐病的检

测仍沿用此方法# 但马铃薯上可能存在其它革兰氏阳性
细菌# 这种方法还需对菌体形态特征进行观察# 对生理
生化反应特性进行测定# 才能最终判定为环腐病菌&

!"! &’()*+, -./0102345678
先依据发病寄主范围’ 发病部位’ 病区的症状等病

原菌作初步判断( 然后对病原菌进行分离’ 培养和纯化#
观察菌落形态# 包括大小’ 质地’ 颜色等( 再对纯培养
物进行染色和各种生理生化测定# 进一步对其作出判断&
马铃薯环腐病菌是革兰氏阳性细菌# 革兰氏染色后呈紫
色( 菌体形态以楔形菌占多数# 在 "CD 培养基上生长缓
慢# 生长 > 7 的菌落直径小于 < 11( 不还原硝酸盐# 不
液化明胶# 不水解淀粉# 不产生硫化氢和吲哚# 氧化酶
阴性# 过氧化氢酶阳性( 在 >E!温度下和 FG氯化钠的培
养基中不能生长# 葡萄糖氧化发酵阴性# 在乳糖’ 鼠李
糖’ 丙三醇和柳醇为碳源的培养基中不产酸# 能水解七
叶灵& 谢云陆和何礼远! <HIE" A@ B用此方法对我国不同马铃

薯产区的环腐菌株和国外的环腐菌株进行了鉴定# 供试
的 H 个菌株革兰氏染色都呈阳性# 以楔形菌占优势# 不
能运动# 但经生理生化特征测定后其中有两个菌株与标
准菌株不同& 这种检测方法需要对病原菌进行分离和纯
化# 试验的结果因培养温度’ 培养时间长短’ 培养基成
分和确定阴性阳性的标准不同而变化# 稳定性差# 且费
时费力# 不便于生产上的应用&
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H IJ 传统的马铃薯环腐病菌鉴定方法主要是革兰氏染色法’ 茄苗接种鉴定法以及根据菌体的各种特征特
性进行鉴定( 应用血清学鉴定检测马铃薯环腐病菌方法主要是乳胶致敏试验 ! D:" ’ 凝胶双扩散试验 ! CC" ’ 间
接荧光抗体染色试验 ! KLDM" 以及酶联免疫吸附测定试验( 分子生物学方法检测马铃薯环腐病菌技术主要是应用
&LN" 分子标记’ 基因探针技术’ 核酸斑点杂交方法以及 KOM?"P& 方法& 对于马铃薯环腐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# 因此针对马铃薯环腐菌鉴定检测建立一套完整的技术体系十分必要&

KLMN 马铃薯( 环腐病菌( 检测( 鉴定
OPQRSN MF>9 TUVWXN D TYZSN <JE9"#J>F Q988RS 8>?8<FH?8R

收稿日期+ !""!# $!# "#
作者简介+ 何云霞! $%&$#" # 女# 满族# 助理研究员# 黑龙江

省农科院从事马铃薯病害检测技术的研究’

马铃薯环腐病菌鉴定检测技术研究进展,,,何云霞# 张儒喜# 白艳菊# 等 [<FH\

\] \̂



!"# !"#$%&
以茄苗为接种植物! 品种为" 黑美#$ !"#$% &’#()*% !

先在花盆里育苗! 当长出子叶后! 移植到盛有营养土的
花盆中! 每盆一株! 在茄苗生长 +!, 周出现第三片真叶
时! 即可用于接种& 供试菌株在 -./ 培养基上于 +," 下
培养 0 1! 用无菌水将菌苔洗下! 制成细菌悬浮液! 浓度约为
+#234567! 用 267注射器装菌液! 用 8号针头于茄苗真叶
与子叶之间的茎部作针刺接种! 每株茄苗刺三次& 将接
种茄苗放于 +," 温室中! 保持相对湿度 439以上及光照
2+ :& 若供试菌株为环腐病菌株则接种茄苗在第 4 1 第一
片真叶叶缘上就出现水浸状! 2+ 1 后症状明显! 叶缘或
叶脉间失水’ 萎蔫! 并褪绿! ++ 1 后病部失绿坏死! 叶
片畸形& 7’"";<)) 和 =’"">?$ 2@4A% B,C用此方法成功地检测了

环腐菌的潜伏侵染! 检出率为 29( 在此基础上! D’"’?
和谢云陆$ 2@E0% B 8C用此方法进行了环腐菌检测极限试验!
结果最佳检测范围为 +$238F+$23A G>$567! 检测极限为
+$23,G>$567& 谢云陆和何礼远$ 2@E4% B 0 C用此方法对我国

的环腐菌菌株进行了鉴定! 结果表明该品种茄苗对我国
环腐病菌菌株表现仍很敏感! 但此方法费时’ 费力! 实
验周期长! 所以此方法只可作为一种辅助鉴别手段&
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生物学$ &HI7IJ%鉴定系统是一种快速’ 相对准确且

标准化程度高的鉴定系统( 主要根据供试菌株的生理生
化特性鉴定! 对 @0 种磷源的利用情况! 将结果经计算机
处理后并与数据库内已知的马铃薯环腐细菌比较! 实现
对待测菌的快速鉴定及检测! 准确率为 @E9左右! 但只
能在种水平上进行检测& &KI7IL 鉴定系统需对病原菌先
进行分离! 并且需要包含众多病原菌信息的数据库作为
分析平台! 所以在应用中具有一定的局限性&

, 血清学方法鉴定检测马铃薯环腐病菌

血清学反应是以抗体与其抗原的专一性识别与结合

为基础! 它利用抗体与抗原产生的凝结反应’ 沉淀反应
以及现代免疫标记的免疫荧光标记技术’ 酶免疫技术’
放射免疫技术’ 免疫电镜技术等对目标菌作出快速有效
的诊断与检测&
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乳胶致敏试验是使包被了抗体$ 或抗原%的胶乳微球

$ 一般为直径约 2 !6 的聚苯乙烯胶乳%与其相应的抗原
$ 或抗体%发生反应! 使原来处于游离状态的微球数量减
少! 胶乳凝集程度为被测物浓度的函数! 被测物浓度越
高! 则凝集反应越强! 游离微球越少! 正向透光度增强’
浊度变小& 通过计数反应前后游离状态微球的变化或浊
度变化! 能对被测物进行定量分析&

乌赫特朗尼氏凝胶双扩散试验是在琼胶介质上测定

沉淀反应! 利用抗原和抗体的组成成分在琼胶中的扩散
率不同而互相分离后再产生沉淀! 双扩散就是抗原和抗
体两个反应物都不固定在介质中! 都可在介质中扩散!
相遇并达到适宜的浓度比例时就产生沉淀! 将细菌的抗
血清放在培养平面的中间孔中! 四周的孔放置细菌株系!
从细菌蛋白质沉淀带的形成来分析其血清学关系&
间接荧光抗体染色试验是先使测定的微生物与未标

记的抗体起作用! 然后加荧光物标记的抗体& 假如测定
的微生物是同系的$ 能与抗体起作用% ! 外面就包一层抗
体! 上面再包一层标记的抗体! 标记的抗体不会被水洗
去! 微生物就表现荧光性& 假如测定的微生物不是同系
的! 它就不能与抗体结合! 所加的荧光抗体也不能固着
在它的表面! 很容易被水洗去! 测定的微生物就不表现
荧光性& =M /M =">$% 和 N’"6>?$ 2@4@% BAC应用以上三种血清

学方法检测马铃薯环腐病菌进行了比较试验! 灵敏度依次
为 +$234G>$56"! +$234G>$56"! 23%23+G>$M 56"( 通过 OO
法和 HP/= 法可以将侵染于茄苗’ 马铃薯和番茄植株中环
腐菌检测出未( 通过 /L 法’ OO 法和 HP/= 法都可将侵
染于马铃薯块茎中的环腐菌检测出来( 在应用其它 0 种
不侵染马铃薯的植物病原细菌进行试验时只有 /L 法存
在交叉反应( 在应用其它几种侵染马铃薯的植物病原细
菌$ 例如软腐’ 黑痉等%进行试验时三种方法都呈阴性&
从此试验的灵敏度和专化性可见 HP/= 法是最好的& 然而
O’ &<’?和 Q<R’6>S$ 2@E3% B4C又对 HP/= 法的再现性提出质
疑! 在 HP/= 法中对于一个可靠的试验结果最佳的抗体稀
释度是个问题! 抗体稀释度太高则抗原过量导致染色失
败! 抗体稀释度太低将导致非专化性反应发生&
#"! MNOPQR2S7&
这种方法是将微量的酶与测定的抗原或抗体结合!

以提高抗原与抗体反应的灵敏度& 先在聚苯乙烯板测定
孔内用抗血清中的丙体球蛋白涂一层! 然后加测定样本!
抗原则被抗血清吸附! 将酶联抗体加在被吸附的抗原上!
这就是常用的) 双抗体夹心法*! 酶联结合的抗体! 其中
的酶水解以后加入的基质使颜色发生变化! 最后经酶标
仪测定结果& 另一种酶联吸附法为间接法! 它是先用抗
原包被聚苯乙烯板测定! 抗体与抗原结合! 酶标抗抗体
与抗体结合! 最后酶与底物发生颜色变化& 常用的酶是
辣根过氧化物酶和碱性磷酸酶! 碱性磷酸酶标记的抗体
的专化性和特异性较好& 谢云陆和何礼远$ 2@E4% B+C成功地

以环腐菌株 TQ--&+283 和 UVQ" 免疫家兔获得了效价 2&
+38E 的抗体血清! 并应用间接酶联法对环腐菌进行了检
测! 结果表明该抗体对供试菌株具有高度专化性&

#"# TUVIJWXYZ[\]12^_‘(
免疫动物脾脏的淋巴细胞即 & 淋巴细胞能产生特异
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性抗体! 但在体外培养最多只能存活 !"!#" $! 而骨髓瘤
细胞虽可在体外培养液中大量繁殖长期存活! 但不具备
分泌特异性免疫球蛋白的能力! 将这两种细胞融合而产
生的杂交瘤细胞! 一方面具有骨髓瘤无限生长的能力!
另一方面又继承了免疫 % 淋巴细胞的功能! 携带特异信
息! 能大量地合成特异性抗体" 由于每个免疫细胞只能
对单一的抗原决定基产生特异性抗体! 因此! 这种免疫
细胞通过克隆化成为单克隆细胞系! 就能产生大量单一
的高纯度抗体! 这种抗体就叫单克隆抗体" &’ %(’) 和
*+,-./01(,# !234$ 5 3 6将单克隆抗体技术与 789: 法结合起
来进一步提高了 789: 检测环腐菌的灵敏度和专化性! 检
测范围扩大为";"" +’<<= > 显微视野到 ! +’<< > 样品% &’
%(’) 和 ?@’+A()’B& !233$ 5 2 6又将单克隆抗体技术与 CD7:9
法结合起来进行环腐菌检测% 在前人的研究基础上高德
香等& !22E$ 5!" 6在国内第一次制备出马铃薯环腐菌的单克

隆抗体! 并进行了 789: 试验和双抗体夹心法检测环腐
菌! 789: 法所能检测的最低浓度为 !#!"E F-+>G<! 双抗
体夹心法检测的最低浓度为 HI3$!"E F-+>G<%
事实上目前的血清学技术最大的缺点是存在与其它

相近病菌的交叉反应或制备的抗血清不能和所有的待检

测的某一种病菌的所有菌株杂交% 另外! 有些筛选出的
单克隆或多克隆抗体在特异性和灵敏度上还有待提高%

J 分子生物学方法检测马铃薯环腐病菌

3" 年代后! 随着分子生物学技术在许多领域的发展
和应用! 尤其是 KLM 方法的应用及计算机辅助分析! 细
菌在种及种以下的分类及检测研究也深入到分子水平!
因而大大提高了细菌检测的准确性和灵敏度! 且简便快
速%
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限制性片段长度多态性& )’@=0)@+0(, 1)-/G’,0 <’,/0N

O(<PG()ON@=G! M8DK$是 !2HJ 年由 Q)($A@+B’) 等创立的!
也是出现最早! 现在依然普遍采用的 &R9 标记% M8DK
是指一个物种的 &R9 被某种特定的限制性内切酶消化所
产生的 &R9 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 &R9 序列插入’ 缺失’ 倒位’ 易位等变化
所引起的结构重排所致" D’’ 和 %-)1(=APB& !224$ 5!!6报道!
应用类似方法用 S-’ !>SN-"酶切环腐菌 L<-T@F-+0’)
G@+N@/-,’,=@= =.F=OI =’O’$(,@+.= 的 L%M!48# UL%M!4M#
的嵌套式 KLM 产物! 可将 L<-T@F-+0’) G@+N@/-,’,=@= =.F%
=OI=’O’$(,@+.= 同其它密执安棒型杆菌亚种区别开来 "

M8DK 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% 目前细菌的分子检测中! 主

要是通过克隆或亚克隆某些 M8DK 的片段! 并以这些片段
作为探针! 通过 &R9 杂交达到对细菌的检测%
!"( *+,-./01&’2$3%
基因探针技术是建立在探针与被测标本基因序列同

源性的基础上! 进行检验的一项分子遗传学技术! 即用
一小段已知的 &R9 去识别被检测的相应基因序列! 以鉴
定’ 定位和定量细菌的遗传信息! 从而使基因探针成为
检测病原细菌的一种特异试剂% 在植物病原细菌中存在
着一些属’ 种甚至亚种’ 变种间特异性的基因片段! 这
些片段可以用来制成分子探针特异性地检测细菌 % V(%
N-,=’, 和 M-=G.==’,& !232$ 5!#6报道! 从 L<-T@F-+0’) G@+N@%
/-,’,=@= =.F=OI =’O’$(,@+.= 的 &R9 中分离出三个特异性
基因片断并制成探针W将其中一个 #I4 BF 的探针 K=0 "用
KE# 标 记 来 检 测 L<-T@F-+0’) G@+N@/-,’,=@= =.F=OI =’O’%
$(,@+.=! 检测极限为 "I; ,/全 &R9! 用生物素标记的探针
的检测极限也是 "I; ,/ 全 &R9! 但经磺化处理的探针的
灵敏度只有前两者的 !>E% 大量的非同源 &R9 分子的存
在大大影响着信号的产生! 尤其是当同源 &R9 分子的含
量低于 ;X时%
!") 456789:&;2$%
细菌的 )&R9 操纵子包括三个有功能的保守序列& !4

: )&R9! #E : )&R9! ; : )&R9$和不同的 7Y: 序列% 现
在根据 )&R9 的特征区别细菌的许多方法已被应用% 用
保守序列的引物& 一般是通用引物$可以扩增出系统发育
中不同的细菌核糖体基因片段% 从有关核糖体数据库中!
可以得到一些资料来设计特异性扩增的引物( 或者通过
扩增 )&R9 产物经测序后选择病原菌特异性的引物序列%
*)@A- 等& !22E$报道5!E6! 用 KLM 从 L<-T@F-+0’) G@+N@/-,’,%
=@= =.F=OI =’O’$(,@+.= 中扩增出一部分 !4 : )&R9 序列!
测序后发现! 此序列包含两个重要的变异区! 据此设计
出一个特异性核酸探针! 采用斑点杂交的方法来验证它
的特异性% 在严格的 4"&条件下此探针可以同供试的所
有的 !4 个 L<-T@F-+0’) G@+N@/-,’,=@= =.F=OI =’O’$(,@+.= 菌
株发生杂交反应W而同样条件下没有与对照的 E# 种其它植
物病原细菌和腐生细菌发生杂交反应( ;; &条件下此探
针可以同其它相关密执安棒型杆菌种中的三个亚种发生

杂交反应( J"&条件下可以同供试的 L<-T@F-+0’) G@+N@/-%
,’,=@= =.F=OI =’O’$(,@+.=所有亚种菌株发生杂交反应! 此
条件下该探针可以作为具有种间特异性的探针使用% )&%
R9 作为一种靶目标可以非常灵敏地检测细菌! 但辨别能
力一般只能达到种或属的水平%
!"! *+,-’.$&;2$3%

7Y: 是内源转录间隔区& 7,0’),-< Y)-,=+)@F’$ :O-+’)=$
的英文缩写% 它首先由 Q(,A-<’- 在 !22" 年提出! 随后逐
步发展起来的全新的分子标记% 其优点在于) 具有高拷
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贝数! 同时包含保守与变异序列! 能根据保守序列中的
变异位点设计特殊引物进行特异性扩增比较" 虽然细菌
的 !"# 总的说来是相对保守的# 但其间有足够的变异位
点可以用于鉴别性比较$ 而且其多拷贝数使鉴别性的扩
增更加灵敏% !"$ 区域的 %&’ 扩增产物经限制性酶切分
析& ’()’或 *+,序列分析都可以加强其特异性%
获得 -"$ 区域多态性特征大致有三种方法( 最直接)

最快速的方法是使用高度保守的侧面相接的引物进行

%&’ 扩增$ 观察其产物的电泳后的带型! 第二种是产物
经内切酶消解后电泳$ 观查其带型! 第三种是使用特异
性的探针经 ./01234 杂交后获得其多态性% 这些多态性都
可以用于细菌进行检测) 诊断和确定 % 56789 :6 和 ;3
</34& =>>?’报道@=AB$ 先对供试的密执安棒型杆菌种几个亚
种包括 CD7E6F7G134 H6G2697838.6. .0F.IJ .3I3K/86G0. 进行
区域扩增$ 将所得片断测序$ 在些基础上设计出& CD7E!
6F7G134 H6G2697838.6. .0F.IJ .3I3K/86G0.’ 的特异性引物
$ILM 和 $INO$ 这对引物可从环腐菌基因组 ;+, 中扩增
出一个 PLN FI 的特异性片断$ 而其它具有共同表型的相
关细菌都没有特异性片断产生$ 包括密执安捧型杆菌种
中的其它亚种) 从马铃薯组织中分离出来的血清学实验
表现相关的细菌和其它未知的从马铃薯上分离出来的腐

生菌% 这种 %&’ 方法比应用单克隆抗体的 QRD$, 法和间
接免疫荧光染色试验更加灵敏$ QR-$, 法和间接免疫荧
光染色试验结果呈阴性的样品经 ST’ 检测后呈阳性%

N 发展方向

对于马铃薯环腐病菌的常规检测$ 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近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$ 在此基础上进行检测
试剂盒的组装$ 是产业化应用开发的方向% 在分子水平
上进行马铃薯环腐菌的检测前景广阔$ 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$
例如马铃薯环腐菌分子检测的特异性引物的筛选$ 特异
性片段的回收) 测序) 克隆$ 分子探针的制备$ 分子检
测试剂盒的组装等等$ 但分子水平上进行检测的成本相
对较高$ 对仪器设备) 检测人员的专业技术水平等要求
较高$ 因而实际推广应用难度较大%
马铃薯环腐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$ 对于环腐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$ 因此针对马铃薯环腐菌鉴定
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) 革兰氏染色) 生
理生化特征鉴定) 茄苗接种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$ 最后作出真实)
客观的判定%

! " # $
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