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核桃枝枯病小新壳梭孢巢式犘犆犚检测方法的建立

陈　杰，　朱天辉

（四川农业大学林学院，温江　６１１１３０）

摘要　近年来，小新壳梭孢犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿狆犪狉狏狌犿导致的核桃枝枯病屡有报道，该病防治困难，发病率高，是核桃

的一种灾难性病害。为建立犖．狆犪狉狏狌犿的快速、灵敏的分子检测体系，根据犖．狆犪狉狏狌犿的几丁质合酶１基因

（犆犎犛１）及其前后１００ｂｐ序列，分别设计了两对特异性引物ＣＴＷＫ３Ｓ／ＣＴＷＫ３Ａ和ＣＴＮＳ／ＣＴＮＡ，建立了

犖．狆犪狉狏狌犿的巢式ＰＣＲ检测方法。结果表明，建立的体系可以从不同来源的５个犖．狆犪狉狏狌犿菌株中特异性地扩增

出９７ｂｐ的目的条带，灵敏度达３０ｆｇ／μＬ，是常规ＰＣＲ的１０倍，而从其近缘种葡萄座腔菌属犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪ｓｐ．的

病原菌及其他供试菌株均未扩增出任何条带。以感染犖．狆犪狉狏狌犿的核桃组织总ＤＮＡ为模板进行检测，可以在发

病早期检测出犖．狆犪狉狏狌犿的存在。本研究建立的巢式ＰＣＲ体系可以为核桃枝枯病的田间检测提供思路。

关键词　核桃枝枯病；　小新壳梭孢菌；　分子检测；　巢式ＰＣＲ
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　　据统计，目前我国核桃栽培面积达５５４．７８万ｈｍ２，

占全国经济林总面积的１４．９６％，比２００２年增加

４６４．９１万ｈｍ２，有１０个省（自治区）的种植面积在

１０万ｈｍ２以上
［１］。与此同时，核桃的各类病虫害也

日益频发，其中核桃枝枯病在全国各地均有发生。引

起核桃枝枯病的病原菌已报道的有矩圆黑盘孢犕犲犾犪狀

犮狅狀犻狌犿狅犫犾狅狀犵狌犿
［２４］、胡桃黑盘孢犕．犼狌犵犾犪狀犱犻狀犪

［５６］、胡

桃楸拟茎点霉犘犺狅犿狅狆狊犻狊犼狌犵犾犪狀犱犻狀犪
［７］、茎生拟茎

点霉犘．狋狉狌狀犮犻犮狅犾犪
［８］和小新壳梭孢犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿

狆犪狉狏狌犿
［９１０］。目前国内外研究较多的是犕．狅犫犾狅狀

犵狌犿，而对其他引起核桃枝枯病的病原菌则研究较

少。２０１３年，Ｃｈｅｏｎ等首次报道了犖．狆犪狉狏狌犿在韩

国引起核桃枝枯病［１１］，而后该病原菌引起的核桃枝

枯病陆续又在我国山西和四川有过报道［１２１３］。
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小新壳梭孢犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿狆犪狉狏狌犿 属子囊菌

门Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ，子囊菌纲Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ，假球壳目

Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ，葡萄座腔菌科Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉｃｅａｅ，新

壳梭孢属犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿，在田间主要借风、雨或昆

虫传播，并可通过自然孔口或机械损伤等侵染

枝条［１４］。

近年来已发展了多种植物病原菌的分子检测技

术，其中巢式ＰＣＲ扩增技术是由内外两对引物先后

对靶序列进行扩增，使其ＤＮＡ拷贝数以双重指数

级增加，因而灵敏度也大幅度提高。该技术已被广

泛应用于多种植物病原菌的分子检测，如荔枝霜疫

霉［１５］、菜豆晕疫病菌［１６］、甘蔗黑穗病菌［１７］、溪蜜

柚黑斑病菌［１８］、向日葵白锈病菌［１９］等。

目前，国内外关于核桃枝枯病分子检测技术的

研究鲜有报道。本研究根据犖．狆犪狉狏狌犿 的犆犎犛１

基因及其前后１００ｂｐ序列设计特异性内、外引物，

拟建立一种快速、灵敏的巢式ＰＣＲ检测体系，为我

国核桃枝枯病早期防治提供技术支持。

１　材料和方法

１．１　材料

菌株：供试菌株详细信息见表１。

表１　供试菌株及其来源

犜犪犫犾犲１　犜犲狊狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊犪狀犱狊狅狌狉犮犲狊

编号

Ｎｏ．

代号

Ｃｏｄｅ

菌株种类

Ｓｐｅｃｉｅｓ

寄主

Ｈｏｓｔ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

１ ＢＨ０１ 小新壳梭孢犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿狆犪狉狏狌犿 核桃 四川绵阳

２ ＢＨ０２ 小新壳梭孢犖．狆犪狉狏狌犿 核桃 四川宜宾

３ ＢＨ０３ 小新壳梭孢犖．狆犪狉狏狌犿 核桃 四川广元

４ ８８２０７ 小新壳梭孢犖．狆犪狉狏狌犿 核桃 四川广汉

５ ００９９８ 小新壳梭孢犖．狆犪狉狏狌犿 桉树 广西南宁

６ ８６７８１ 茶子葡萄座腔菌犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪狉犻犫犻狊 苹果 山东泰安

７ ＨＴＴＪ 贝氏葡萄座腔菌犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪犫犲狉犲狀犵犲狉犻犪狀犪 核桃 四川广元

８ ８８４４８ 贝氏葡萄座腔菌犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪犫犲狉犲狀犵犲狉犻犪狀犪 杨树 山东聊城

９ ＨＴ０３ 甜椒拟茎点霉犘犺狅犿狅狆狊犻狊犮犪狆狊犻犮犻 核桃 四川广元

１０ ＨＴＹ２ 芜菁状镰孢菌犉狌狊犪狉犻狌犿狀犪狆犻犳狅狉犿犲 核桃 四川广元

１１ ＨＴ４１１ 芸薹链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犫狉犪狊狊犻犮犪犲 核桃 四川广元

１２ ＨＴ２Ｆ 尖镰孢菌犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿 核桃 四川广元

１３ ＨＴＬ１ 拟茎点霉属犘犺狅犿狅狆狊犻狊ｓｐ． 核桃 四川仁寿

１４ ＨＴ０４ 层出镰孢菌犉狌狊犪狉犻狌犿狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋狌犿 核桃 四川仁寿

１５ ＨＴ０５ 变红镰孢菌犉．犻狀犮犪狉狀犪狋狌犿 核桃 四川仁寿

１６ ＨＴ０６ 链格孢属犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪ｓｐ． 核桃 四川仁寿

１７ ＨＴ０９ 链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪 核桃 四川仁寿

１８ ＨＴＧＢ２ 胶孢炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊 核桃 四川仁寿

１９ ＨＴ０８ 赤霉菌属犌犻犫犫犲狉犲犾犾犪ｓｐ． 核桃 四川雅安

２０ ＨＴＢ１ 藤仓镰孢菌犉狌狊犪狉犻狌犿犳狌犼犻犽狌狉狅犻 核桃 四川雅安

２１ ８７９５２ 红球丛赤壳菌犖犲犮狋狉犻犪犺犪犲犿犪狋狅犮狅犮犮犪 沙棘 黑龙江齐齐哈尔

２２ ８８４２３ 可可毛色二孢犔犪狊犻狅犱犻狆犾狅犱犻犪狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲 龙眼 福建福州

２３ Ｃ５３３７ 帚梗柱孢菌犆狔犾犻狀犱狉狅犮犾犪犱犻狌犿ｓｐ． 桉树 四川攀枝花

　　引物：采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０和Ｏｌｉｇｏ６．０，根

据ＧｅｎＢａｎｋ中公布的犖．狆犪狉狏狌犿的犆犎犛１和基因

组序列，设计两对特异性引物，即：外引物：ＣＴ

ＷＫ３Ｓ（５′ＧＴＧＴＣＴＡＴＣＡＧＧＡＣＧＧＣＡＴＴＧ３′）／

ＣＴＷＫ３Ａ （５′ＣＧＡＧＧＡＣＧＧＴＴＣＣＡＡＡＧＧ３′）

预计扩增片段大小为２７１ｂｐ和内引物ＣＴＮＳ（５′

ＧＧＡＣＧＧＣＡＴＴＧＣＣＡＡＧＣＡ３′）／ＣＴＮＡ（５′ＴＴ

ＡＧＣＧＴＣＴＴＴＣＣＡＣＧＧＧＴＣＴＴ３′），预计扩增片

段大小为９７ｂｐ。引物由成都擎科梓熙生物技术有

限公司合成。

马铃薯葡萄糖培养基（ＰＤＢ）：煮熟马铃薯滤液

２００ｇ／Ｌ，葡萄糖２０ｇ／Ｌ；ＬＢ培养基：胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ，

酵母提取物５ｇ／Ｌ，氯化钠１０ｇ／Ｌ。固体培养基为

在对应液体培养基中加１５～２０ｇ／Ｌ琼脂粉。

试剂及仪器：离心柱型植物基因组提取试剂盒

（ＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔＤＰ３０５）、ＤＬ２０００ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ、６×ＤＮＡＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ、２×犜犪狇ＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＫＴ２０１）及琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂
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盒购自天根生化科技有限公司；大肠杆菌菌株

犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＤＨ５α购自北京全式金生物技术有

限公司；ｐＭＤ１９Ｔ载体购自宝生物工程有限公司；

５０×ＴＡＥＢｕｆｆｅｒ购自索莱宝科技有限公司；西班牙

琼脂糖，ＢＩＯＷＥＳＴ公司生产；ＧｏｌｄＶｉｅｗⅠ核酸染

色剂购自索莱宝科技有限公司。

１．２　方法

１．２．１　ＰＣＲ模板的制备

菌株培养：用打孔器从接菌７ｄ的ＰＤＡ平板中

取直径５ｍｍ的菌饼接种于装有灭菌ＰＤＢ的锥形

瓶中，２８℃恒温１４０ｒ／ｍｉｎ振荡培养５ｄ。

菌丝获取：菌丝的获取参照何月秋［２０］的方法，

置于冰箱－２０℃保存待用。

核桃发病组织获取：用针刺法在健康两年生核

桃植株的枝条上接种犖．狆犪狉狏狌犿菌饼，用无菌水喷

湿后覆盖保鲜膜置于室外通风处，随后观察发病情

况。在核桃枝枯病发病时期分不同发病情况（表２）用

消毒后的刀片采集接种枝条的韧皮部，对样品进行

表面消毒后置于冰箱－８０℃保存待用。

表２　发病情况分级

犜犪犫犾犲２　犆犾犪狊狊犻犳犻犮犪狋犻狅狀狊狋犪狀犱犪狉犱狊犳狅狉犫狉犪狀犮犺犱犻狊犲犪狊犲狊

等级

Ｒａｎｋ

分级标准

Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄ

０级 枝干未见任何症状

１级 病斑初现

２级 病斑扩展至直径３ｃｍ左右

３级 病斑环绕一周后枝条枯死

４级 病株整株枯死

ＤＮＡ的提取：核桃样品组织ＤＮＡ提取参照天

根植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒（ＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ

ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ）说明书；供试菌株ＤＮＡ提取参照刘

少华等［２１］的方法。用Ｂｉｏｍａｔｅ３Ｓ紫外可见核酸蛋

白分析仪测定吸光值，估算ＤＮＡ的质量和浓度后

置于－２０℃保存待用。

１．２．２　ＰＣＲ扩增体系

常规ＰＣＲ扩增体系（５０μＬ）：２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ２５μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ外引物（或内引物）各２．０μＬ，

模板ＤＮＡ２．０μＬ，用双重蒸馏水补足至５０μＬ。程序

为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，

７２℃延伸２０ｓ，３３个循环；最后７２℃延伸８ｍｉｎ。

巢式ＰＣＲ扩增体系：以外引物进行第一轮

ＰＣＲ，扩增体系同常规ＰＣＲ，扩增程序除退火温度改

为５３℃和延伸时间改为３０ｓ外其他同常规ＰＣＲ。

取第一轮产物稀释１０倍后，以内引物进行第二轮扩

增，体系和程序同常规ＰＣＲ。

电泳检测：４％的琼脂糖凝胶，１１０Ｖ电压下电泳

４０ｍｉｎ。

１．２．３　巢式ＰＣＲ引物退火温度的筛选

以外引物和内引物分别扩增犖．狆犪狉狏狌犿基因

组ＤＮＡ，退火温度梯度设置为４５～５５℃，其他程序

及体系同１．２．２常规ＰＣＲ。

１．２．４　巢式ＰＣＲ引物特异性验证

用引物对ＣＴＷＫ３Ｓ／ＣＴＷＫ３Ａ和ＣＴＮＳ／

ＣＴＮＡ对所有供试菌株基因组ＤＮＡ进行巢式

ＰＣＲ扩增，体系及程序见１．２．２巢式ＰＣＲ。

１．２．５　ＰＣＲ产物的克隆及序列分析

用引物对ＣＴＷＫ３Ｓ／ＣＴＷＫ３Ａ和ＣＴＮＳ／

ＣＴＮＡ对犖．狆犪狉狏狌犿基因组ＤＮＡ进行巢式ＰＣＲ

扩增，产物电泳后用琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒

纯化、克隆至ｐＭＤ１９Ｔ载体中，并转化至ＤＨ５α感

受态细胞中，取１００μＬ涂平板，３７℃培养过夜，随即

挑取单菌落接种到ＬＢ培养基中，３７℃振荡培养４ｈ，

用菌液ＰＣＲ筛选阳性克隆，随机选择３个阳性克隆

送成都擎科梓熙生物技术有限公司测序。将得到的

产物序列经ＮＣＢＩ在线ＢＬＡＳＴ比对验证其来源，再

用ＤＮＡＭＡＮ分析其与目的片段的一致性。

１．２．６　巢式ＰＣＲ灵敏度试验

用特异性引物对ＣＴＮＳ／ＣＴＮＡ和ＣＴＷＫ３

Ｓ／ＣＴＷＫ３Ａ分别对浓度为３００ｎｇ／μＬ、３０ｎｇ／μＬ、

３ｎｇ／μＬ、３００ｐｇ／μＬ、３０ｐｇ／μＬ、３ｐｇ／μＬ、３００ｆｇ／μＬ、

３０ｆｇ／μＬ、３ｆｇ／μＬ的犖．狆犪狉狏狌犿基因组ＤＮＡ进行

常规ＰＣＲ扩增和巢式ＰＣＲ扩增，设置无菌ｄｄＨ２Ｏ

为阴性对照，扩增体系及程序同１．２．２。

１．２．７　发病组织检测

以１．２．１中不同发病等级的核桃组织及健康核

桃组织的ＤＮＡ作为模板，分别进行ＣＴＷＫ３Ｓ／

ＣＴＷＫ３Ａ常规ＰＣＲ、ＣＴＮＳ／ＣＴＮＡ常规ＰＣＲ

和巢式ＰＣＲ，扩增体系及程序同１．２．２。

２　结果与分析

２．１　巢式犘犆犚引物退火温度优化

以外引物 ＣＴＷＫ３Ｓ／ＣＴＷＫ３Ａ 进行扩增

时，不同退火温度下扩增犖．狆犪狉狏狌犿基因组ＤＮＡ

的结果见图１，结果表明该对引物在退火温度４５～

５５℃时均能很好地扩增出目的条带，且无杂带产生。

为了保证扩增产物的产量和引物的特异性，最终选

·６２１·



４４卷第３期 陈杰等：核桃枝枯病小新壳梭孢巢式ＰＣＲ检测方法的建立

择５５℃作为该对引物的退火温度。以内引物ＣＴ

ＮＳ／ＣＴＮＡ进行扩增时，不同退火温度下扩增犖．

狆犪狉狏狌犿基因组ＤＮＡ的结果见图２，结果表明该对引

物在退火温度４５～５５℃均能扩增出目的条带，但均有

非目的性条带产生。为了使引物的特异性最佳，最终

选择５３℃作为该对引物的退火温度。

图１　引物犆犜犠犓３犛／犆犜犠犓３犃退火温度筛选

犉犻犵．１　犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犪狀狀犲犪犾犻狀犵狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犳狅狉狋犺犲

狆狉犻犿犲狉狊犆犜犠犓３犛／犆犜犠犓３犃

２．２　巢式犘犆犚特异性检测

外引物对ＣＴＷＫ３Ｓ／ＣＴＷＫ３Ａ常规ＰＣＲ

扩增结果见图３，５个不同来源的犖．狆犪狉狏狌犿均扩

增出了非常明亮的２７１ｂｐ的目的条带，但其他菌

株也都有微弱非特异性目的条带出现。内引物对

ＣＴＮＳ／ＣＴＮＡ常规ＰＣＲ扩增结果见图４，５个

不同来源的犖．狆犪狉狏狌犿 均扩增出了不甚明亮的

９７ｂｐ的目的条带，但葡萄座腔菌属犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪的

３个菌株（图４，泳道６～８）可见一条约５００ｂｐ的微弱

非特异性目的条带，其他１０个菌株均无条带出现。

巢式ＰＣＲ检测结果见图５，５个不同来源的犖．狆犪狉

狏狌犿均扩增出了９７ｂｐ的特异性目的条带，而其他

１８个菌株均无条带出现。

图２　引物犆犜犖犛／犆犜犖犃退火温度筛选

犉犻犵．２　犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犪狀狀犲犪犾犻狀犵狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犳狅狉狋犺犲

狆狉犻犿犲狉狊犆犜犖犛／犆犜犖犃

图３　引物犆犜犠犓３犛／犆犜犠犓３犃特异性验证

犉犻犵．３　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳狋犺犲狆狉犻犿犲狉狊犆犜犠犓３犛／犆犜犠犓３犃

图４　引物犆犜犖犛／犆犜犖犃特异性验证

犉犻犵．４　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳狋犺犲狆狉犻犿犲狉狊犆犜犖犛／犆犜犖犃
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图５　巢式犘犆犚特异性验证

犉犻犵．５　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳狋犺犲狆狉犻犿犲狉狊犆犜犠犓３犛／犆犜犠犓３犃犪狀犱犆犜犖犛／犆犜犖犃犳狅狉狀犲狊狋犲犱犘犆犚

２．３　巢式犘犆犚灵敏度检测

用内侧特异性引物对ＣＴＮＳ／ＣＴＮＡ进行常

规ＰＣＲ，能检测到３００ｆｇ／μＬ的犖．狆犪狉狏狌犿总ＤＮＡ

（图６），而用外侧引物对ＣＴＷＫ３Ｓ／ＣＴＷＫ３Ａ的

ＰＣＲ产物稀释１０倍作为模板，再用内引物对ＣＴＮ

Ｓ／ＣＴＮＡ进行巢式ＰＣＲ能检测到３０ｆｇ／μＬ的

犖．狆犪狉狏狌犿总ＤＮＡ（图７）。表明巢式ＰＣＲ灵敏度

是常规ＰＣＲ的１０倍。

图６　常规犘犆犚灵敏度验证

犉犻犵．６　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳狌狀犻狏犲狉狊犪犾犘犆犚犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳

犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿狆犪狉狏狌犿

图７　巢式犘犆犚灵敏度验证

犉犻犵．７　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳狀犲狊狋犲犱犘犆犚犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳

犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿狆犪狉狏狌犿

２．４　测序结果

阳性产物克隆测序后在ＮＣＢＩ数据库进行在线

ＢＬＡＳＴ对比分析，结果表明，本试验选取的３个阳性

克隆的序列与犖．狆犪狉狏狌犿ＣＭＷ９０７１菌株（ＧｅｎＢａｎｋ

登录号为ＥＵ３３９４９８．１）、ＭＵＣＣ２１１菌株（ＧｅｎＢａｎｋ登

录号为ＥＵ３３９５００．１）和ＣＭＷ７７７２菌株（ＧｅｎＢａｎｋ登

录号为ＥＵ３３９４９５．１）的序列一致性达１００％，１００％

和９９％，用ＤＮＡＭＡＮ软件包分析比对表明，序列

与巢式ＰＣＲ预测产物一致。

２．５　核桃发病组织检测

不同发病情况的组织及健康组织ＤＮＡ分别以

ＣＴＷＫ３Ｓ／ＣＴＷＫ３Ａ和ＣＴＮＳ／ＣＴＮＡ 进行

常规ＰＣＲ检测和巢式ＰＣＲ检测，结果见图８。两对

引物的常规ＰＣＲ均只能检测出３级、２级和１级发

病组织内病原菌，其中ＣＴＷＫ３Ｓ／ＣＴＷＫ３Ａ还扩

增出了约８５０ｂｐ的明显杂带，而巢式ＰＣＲ可以检测

出４级、３级、２级、１级和０级发病组织，且呈单一条

带，表明其灵敏度和特异性都明显高于常规ＰＣＲ。

３　讨论

一种高特异性、高灵敏度的分子检测方法能否

成功建立，关键在于靶序列的选择。目前，已报道的

分子检测技术常用靶序列主要有核糖体ＲＮＡ基因

的内转录间隔区（ＩＴＳ）
［２２］、细胞骨架蛋白（ｂｅｔａｔｕｂｕ

ｌｉｎ）基因
［２３］、肌动蛋白（ａｃｔｉｎ）

［２４］基因、水稻抗稻瘟病

基因（犘犻）
［２５］、转录延伸因子（ｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ）

［２６］、热激

蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ）基因
［２７］、线粒体 ＮＡＤＨ

脱氢酶基因（犖犃犇犎１）
［２８］、ＲＮＡ聚合酶Ⅱ第２大

亚基基因（犚犘犅２）
［２９］等。众所周知，不同物种的基

因保守序列不同，同一物种的同一基因变异程度也

不同，而植物病原菌作为典型的Ｒ策略者，其种群

增长率大，种内遗传多样性丰富，所以寻找一个合适

的分子检测靶基因并不是一件轻而易举的事。

·８２１·
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图８　利用巢式犘犆犚检测感病样品

犉犻犵．８　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犱犻狊犲犪狊犲犱狆犾犪狀狋狊犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿狆犪狉狏狌犿狌狊犻狀犵狀犲狊狋犲犱犘犆犚

　　几丁质合酶是促成几丁质分子延长的酶，而

犆犎犛１的主要作用则是在细胞分裂中合成几丁质。

该基因在植物病原检测中还未见报道，但曾在动物

皮肤病病原分子检测中有作为靶基因的报道，如李

晓红等［３０］基于申克孢子丝菌的犆犎犛１基因建立了

孢子丝菌病ＰＣＲ分子检测方法。

犖．狆犪狉狏狌犿导致的核桃枝枯病在韩国以及我国

山西和四川有发生［１１１３］。本试验虽选择了５个不同

来源的犖．狆犪狉狏狌犿菌株进行了巢式ＰＣＲ分子检测

技术的研究，但由于病原菌种群内遗传多样性较丰

富，所以该技术是否能够成功检测其他更多来源的

病原菌还有待下一步验证。
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虫。此外，保护和利用自然天敌是茶园害虫绿色防

控的关键手段之一，我们在调查中发现茶扁叶蝉卵

寄生蜂１种，初步鉴定属缨小蜂科Ｍｙｍａｒｉｄａｅ柄翅

缨小蜂属犌狅狀犪狋狅犮犲狉狌狊Ｎｅｅｓ，其田间寄生率在５％左

右。寄生于茶扁叶蝉若虫体内的寄生蝇１种，初步

鉴定属于双翅目Ｄｉｐｔｅｒａ头蝇科Ｐｉｐｕｎｃｕｌｉｄａｅ佗头

蝇属犜狅犿狅狊狏犪狉狔犲犾犾犪Ａｃｚéｌ，其一般在寄主若虫达５

龄时羽化，寄主随即死亡。因此，有必要在今后对这

两种天敌的控害潜能开展研究，确定其利用价值，增

强茶扁叶蝉的防控效果。

春茶是全年茶叶生产的基础，更是绿茶茶区一年

中主要茶季，病虫发生程度对全年的收入影响极大。

相对于小绿叶蝉、绿盲蝽等刺吸类害虫，人们对茶扁

叶蝉的认知尚少，今后仍需系统地对其生物学、生态

学开展研究，加强对该害虫发生和分布情况的普查，

建立危害评价体系和开展相应的防控技术研究。
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和鉴定［Ｊ］．华北农学报，２０１５，３０（３）：２１１ ２１５．

［２８］杨洪一，张志宏，杜国栋，等．利用内标为基础的ＲＴＰＣＲ技术

检测草莓斑驳病毒［Ｊ］．植物病理学报，２００５，３５（２）：１１６ １２２．

［２９］程云方，余知和．基于曲霉属同源性分析的烟曲霉分子标记筛

选［Ｃ］∥２０１２年中国菌物学会学术年会，２０１２．

［３０］李晓红，陈世义，付爱华，等．聚合酶链反应技术检测申克孢子丝

菌的实验研究［Ｊ］．中国皮肤性病学杂志，２００６（４）：２０９ ２１０．
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