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摘要　本研究以豇豆疫霉犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪狏犻犵狀犪犲Ｐｕｒｓｓ核糖体内转录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）序列

为靶标片段，设计４条特异性引物，建立了环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）检测方法。特异性检测结果表明：８株不同地

理来源的豇豆疫霉菌株ＬＡＭＰ检测均为阳性（绿色），扩增产物用２．０％琼脂糖凝胶电泳出现特有的梯形条带，而其

他１１种卵菌近缘种及１２种常见病原真菌和细菌共４２个菌株均未观察到这些现象。灵敏度分析显示：该方法检测

灵敏度在ＤＮＡ水平上可达到１００ｆｇ／２５μＬ。采用ＬＡＭＰ方法对福建建瓯和宁德采集的６２份疑似豇豆疫病病株

样本进行检测，并用组织分离方法进行验证。结果表明，ＬＡＭＰ和组织分离方法的检出率分别为６７．７％（４２／６２）和

６１．３％（３８／６２）。综合以上结果，ＬＡＭＰ方法具有特异性强、灵敏度高、快速高效、操作简单的特点，适合基层部门

用于田间豇豆疫霉快速检测。

关键词　豇豆疫霉；　内转录间隔区（ＩＴＳ）；　环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）；　分子检测
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　　由豇豆疫霉犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪狏犻犵狀犪犲Ｐｕｒｓｓ引起

的疫病于１９８４年在广州地区首次报道
［１］，现已成为

豇豆生产中的重要病害。该病主要危害茎蔓、叶片

和豆荚，发病率一般为２５％～３５％，严重的高达

７５％。在高温多雨时，病情发展迅速，流行性强且具

毁灭性，给豇豆产量造成重大损失［２］。近几年由于

保护地栽培面积不断扩大，重茬连作增多，该病有逐

渐加重的趋势。为控制病害的扩展蔓延，建立快速

检测和诊断豇豆疫霉技术非常必要。

目前对豇豆疫霉的检测大多仍采用常规的组织
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分离方法，而传统的分类鉴定方法耗时长，程序繁

琐，一般需要数天时间才能完成，且必须拥有病原菌

详细的分类资料，满足不了病害控制中快速、灵敏、

稳定的检测要求。实时荧光ＰＣＲ技术虽然灵敏度

高、特异性强，但其缺点是需要昂贵的仪器设备和试

剂，不利于基层推广应用。环介导等温扩增技术

（ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）是

近年来发展起来的一种新型核酸检测技术［３］，其特

点是针对靶基因的６个区域设计４条特异性引物，

利用高活性链置换ＤＮＡ聚合酶 （犅狊狋ＤＮＡｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅ），在恒温条件（６０～６５℃）下对目的片段进行

高效扩增，反应产物不仅可以通过凝胶电泳仪、实时

监控浊度仪及ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪进行检测，而且还

可以通过钙黄绿素、羟基萘酚蓝、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染

色后肉眼识别。ＬＡＭＰ技术因其具有简便、快速、

灵敏、特异等特征，已成功用于病毒、细菌、线虫、真

菌等检测和诊断［４７］。

核糖体转录间隔区ＩＴＳ序列是由交替的保守区

和可变区组成，在微生物基因组中以多拷贝出现，具

有种的特异性，因此该序列成为在种的水平鉴定病

原菌的理想靶标。目前根据ＩＴＳ序列设计特异引物

已成功应用于烟草疫霉犘．狀犻犮狅狋犻犪狀犪犲、隐地疫霉犘．

犮狉狔狆狋狅犵犲犪、冬生疫霉犘．犺犻犫犲狉狀犪犾犻狊、致病疫霉犘．

犻狀犳犲狊狋犪狀狊等疫霉的检测
［８１１］。国内外尚未见豇豆疫

霉检测研究的报道，为此，本研究针对核糖体内转录

间隔区（ＩＴＳ）序列设计特异性ＬＡＭＰ引物，建立豇

豆疫霉快速检测体系，并对豇豆疫霉及带菌植株进

行检测，以期为该病的早期诊断和及时防控提供技

术支撑。

１　材料与方法

１．１　菌株来源

本试验所用的５０个分离物包括来自福建省不同

地区的８个豇豆疫霉分离物、１０种其他疫霉分离物、瓜

果腐霉及豇豆地周围或前季栽培作物上分离的１２种病

原真菌和细菌。供试分离物寄主和来源详见表１。

表１　供试分离物

犜犪犫犾犲１　犐狊狅犾犪狋犲狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ

寄主

Ｈｏｓｔ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

分离物数量

Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ

豇豆疫霉犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪狏犻犵狀犪犲 豇豆犞犻犵狀犪狌狀犵狌犻犮狌犾犪狋犪 福建Ｆｕｊｉａｎ ８

黄瓜疫霉犘．犿犲犾狅狀犻狊 黄瓜犆狌犮狌犿犻狊狊犪狋犻狏狌狊 福建Ｆｕｊｉａｎ ４

草莓疫霉犘．犳狉犪犵犪狉犻犪犲 草莓犉狉犪犵犪狉犻犪犪狀犪狀犪狊狊犪 福建Ｆｕｊｉａｎ ２

致病疫霉犘．犻狀犳犲狊狋犪狀狊 马铃薯犛狅犾犪狀狌犿狋狌犫犲狉狅狊狌犿 福建Ｆｕｊｉａｎ ３

大豆疫霉犘．狊狅犼犪犲 大豆犌犾狔犮犻狀犲犿犪狓 福建Ｆｕｊｉａｎ ６

烟草疫霉犘．狀犻犮狅狋犻犪狀犪犲 烟草犖犻犮狅狋犻犪狀犪狋犪犫犪犮狌犿 福建Ｆｕｊｉａｎ ４

棕榈疫霉犘．狆犪犾犿犻狏狅狉犪 大花蕙兰犆狔犿犫犻犱犻狌犿犺狔犫狉犻犱狌犿 福建Ｆｕｊｉａｎ １

辣椒疫霉犘．犮犪狆狊犻犮犻 辣椒犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 福建Ｆｕｊｉａｎ ３

柑橘生疫霉犘．犮犻狋狉犻犮狅犾犪 柑橘犆犻狋狉狌狊狉犲狋犻犮狌犾犪狋犲 广东Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ １

大雄疫霉犘．犿犲犵犪狊狆犲狉犿犪 大豆犌犾狔犮犻狀犲犿犪狓 安徽Ａｎｈｕｉ １

荔枝霜疫霉犘犲狉狅狀狅狆犺狔狋犺狅狉犪犾犻狋犮犺犻犻 荔枝犔犻狋犮犺犻犮犺犻狀犲狀狊犻狊 福建Ｆｕｊｉａｎ ３

瓜果腐霉犘狔狋犺犻狌犿犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿 黄瓜犆狌犮狌犿犻狊狊犪狋犻狏狌狊 福建Ｆｕｊｉａｎ １

平头炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狋狉狌狀犮犪狋狌犿 豇豆犞犻犵狀犪狌狀犵狌犻犮狌犾犪狋犪 福建Ｆｕｊｉａｎ １

尖孢镰孢菌犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿 大豆犌犾狔犮犻狀犲犿犪狓 福建Ｆｕｊｉａｎ １

立枯丝核菌犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻 水稻犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪 福建Ｆｕｊｉａｎ １

灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪 马铃薯犛狅犾犪狀狌犿狋狌犫犲狉狅狊狌犿 福建Ｆｕｊｉａｎ １

甘薯长喙壳犆犲狉犪狋狅犮狔狊狋犻狊犳犻犿犫狉犻犪狋犪 甘薯犐狆狅犿狅犲犪犫犪狋犪狋犪狊 福建Ｆｕｊｉａｎ １

豇豆单胞锈菌犝狉狅犿狔犮犲狊狏犻犵狀犪犲 豇豆犞犻犵狀犪狌狀犵狌犻犮狌犾犪狋犪 福建Ｆｕｊｉａｎ １

天门冬拟茎点霉犘犺狅犿狅狆狊犻狊犪狊狆犪狉犪犵犻 芦笋犃狊狆犪狉犪犵狌狊狅犳犳犻犮犻狀犪犾犻狊 福建Ｆｕｊｉａｎ １

黄曲霉犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犳犾犪狏狌狊 花生犃狉犪犮犺犻狊犺狔狆狅犵犪犲犪 福建Ｆｕｊｉａｎ １

茄链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狊狅犾犪狀犻 番茄犔狔犮狅狆犲狉狊犻犮狅狀犲狊犮狌犾犲狀狋狌犿 福建Ｆｕｊｉａｎ １

野油菜黄单胞菌犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊犮犪犿狆犲狊狋狉犻狊 豇豆犞犻犵狀犪狌狀犵狌犻犮狌犾犪狋犪 福建Ｆｕｊｉａｎ ２

青枯假单胞菌犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿 番茄犔狔犮狅狆犲狉狊犻犮狅狀犲狊犮狌犾犲狀狋狌犿 福建Ｆｕｊｉａｎ １

丁香假单胞菌黄瓜致病变种犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狔狉犻狀犵犪犲ｐｖ．犾犪犮犺狉狔犿犪狀狊 黄瓜犆狌犮狌犿犻狊狊犪狋犻狏狌狊 福建Ｆｕｊｉａｎ １

１．２　方法

１．２．１　菌株培养及ＤＮＡ提取

菌株培养与基因组ＤＮＡ的提取参照文献［１２］

和［１３］。

１．２．２　引物设计

以供试的豇豆疫霉ＤＮＡ为模板，采用真菌ＩＴＳ

通用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４进行ＰＣＲ扩增
［１２］。扩增产

物通过胶回收试剂盒进行纯化回收后，连接到

·０２１·
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ｐＭＤ１８Ｔ载体，连接产物转化到大肠杆菌犈狊犮犺犲

狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＤＨ５α，经ＰＣＲ扩增鉴定为阳性的克隆送

生工生物工程（上海）有限公司测序。

用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件将测得的豇豆疫霉ｒＤＮＡＩＴＳ

序列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已登录的３０多种疫霉近缘

种序列进行同源性分析，利用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒＶ４软

件在线设计４条ＬＡＭＰ引物，其中外引物为Ｆ３（３′

ＣＴＴＧＧＣＴＣＴＣＴＴＣＣＴＴＣＣＧ５′）和 Ｂ３ （３′ＴＣ

ＣＴＣＣＡＴＴＡＡＡＣＧＣＣＧＣ５′），前内引物ＦＩＰ（３′ＴＴ

ＣＡＡＧＧＧＡＣＴＣＧＣＡＧＧＣＡＧＴＧＴＡＧＴＣＧＧＴＧＧＡＴＧ

ＧＡＧＡＣ５′），由Ｆ１的反向互补序列Ｆ１ｃ加上Ｆ２构

成，后内引物 ＢＩＰ（３′ＴＴＧＣＴＣＧＡＡＡＡＧＣＧＴ

ＧＡＣＧＴＴＧＡＧＣＡＧＡＣＡＡＡＣＴＧＧＴＣＧＣ５′），由

Ｂ１的反向互补序列Ｂ１ｃ加上Ｂ２构成（图１）。

图１　豇豆疫霉犔犃犕犘特异引物的设计图

犉犻犵．１　犘犪狉狋犻犪犾狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪狏犻犵狀犪犲犐犜犛犪狀犱狋犺犲犾狅犮犪狋犻狅狀犪狀犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犳狅狌狉犔犃犕犘狆狉犻犿犲狉狊

（犉３，犅３，犉犐犘［犉１犮犉２］犪狀犱犅犐犘［犅１犮犅２］）狋犪狉犵犲狋犻狀犵狋犺犲犘．狏犻犵狀犪犲犻狊狅犾犪狋犲

１．２．３　ＬＡＭＰ反应体系和条件的优化

在反应温度５９～６７℃，反应时间３０～９０ｍｉｎ范

围内进行试验，以确定ＬＡＭＰ引物的最佳反应温度

和时间。并对ＬＡＭＰ反应体系成分按以下范围进

行优化，０．８～２．０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，美

国），０．６～１．６ｍｏｌ／Ｌ甜菜碱 （Ｓｉｇｍａ公司，美国），２～

１２ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸镁 （Ｓｉｇｍａ公司，美国），１～１２Ｕ犅狊狋

ＤＮＡ聚合酶（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，美国）。用

２．０％琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果，条带最亮的为

最佳使用浓度。本试验选用５０μｍｏｌ／Ｌ钙黄绿素－

５００μｍｏｌ／Ｌ氯化锰（Ｓｉｇｍａ公司，美国）作为指示剂

浓度［１４］，阳性反应为绿色，阴性反应为橘黄色。

１．２．４　ＬＡＭＰ反应的特异性检测

以８个豇豆疫霉分离物和其他４２个分离物（卵

菌、真菌和细菌）为材料，验证ＬＡＭＰ检测方法的特

异性。以各菌株的ＤＮＡ为模板，采用已优化的反

应体系和程序进行试验，反应结束后，观察到绿色荧

光的样品判断为阳性，橘黄色判断为阴性；或取２μＬ

扩增产物用２．０％琼脂糖凝胶电泳检测，如果出现

ＬＡＭＰ特征性的梯形带判断为阳性，没有出现扩增

条带判断为阴性。

１．２．５　ＬＡＭＰ反应的灵敏度检测

将豇豆疫霉ＤＮＡ浓度用紫外分光光度计调为

１００ｎｇ／μＬ，并用豇豆植物组织液按１０倍梯度（１０
－１
～

１０－８）进行稀释，使其浓度依次为１０ｎｇ／μＬ、１ｎｇ／μＬ、

１００ｐｇ／μＬ、１０ｐｇ／μＬ、１ｐｇ／μＬ、１００ｆｇ／μＬ、１０ｆｇ／μＬ、

１ｆｇ／μＬ，然后以不同浓度的豇豆疫霉ＤＮＡ为模板，

对ＬＡＭＰ反应体系进行灵敏度验证。结果直接用

肉眼观察，阳性反应显示绿色，阴性反应显示橘黄

色，并用２．０％琼脂糖凝胶电泳检测。

１．２．６　样品检测

从福建建瓯和宁德采集６２份豇豆疫病典型症

状或可疑症状的植株以及５份健康的豇豆植株，用

ＮａＯＨ裂解法快速提取病组织ＤＮＡ后，－２０℃保

存备用。采用可视化ＬＡＭＰ方法进行豇豆疫霉检

测，并用传统组织分离方法加以验证，以确定

ＬＡＭＰ方法的实际应用效果，每处理重复３次。以

豇豆疫霉ＤＮＡ为阳性对照，灭菌的超纯水为阴性

对照。

２　结果与分析

２．１　犔犃犕犘检测方法的建立

通过优化反应温度和时间，确定ＬＡＭＰ引物反

应温度为６５℃，反应时间为１ｈ。优化后用于检测

豇豆疫霉的ＬＡＭＰ最佳反应体系为２５μＬ：包括
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２．５μＬ１×Ｔｈｅｒｍｏｌｐｏｌｂｕｆｆｅｒ，１．０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，

０．２ｍｍｏｌ／Ｌ外引物Ｆ３和Ｂ３，１．６ｍｍｏｌ／Ｌ内引物

ＦＩＰ和ＢＩＰ，０．８ｍｏｌ／Ｌ甜菜碱，６．０ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸

镁，８Ｕ犅狊狋ＤＮＡ聚合酶，１０～５０ｎｇＤＮＡ模板，

５０μｍｏｌ／Ｌ钙黄绿素和５００μｍｏｌ／Ｌ氯化锰，不足部

分用灭菌超纯水补足。反应条件为：６５℃温育１ｈ，

８５℃灭活５ｍｉｎ。反应效果如图２所示。

图２　犔犃犕犘体系检测豇豆疫霉

犉犻犵．２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪狏犻犵狀犪犲狌狊犻狀犵狋犺犲

狅狆狋犻犿犻狕犲犱犔犃犕犘狊狔狊狋犲犿

２．２　特异性检测结果

分别以豇豆疫霉菌株和非豇豆疫霉菌株的

ＤＮＡ为模板进行ＬＡＭＰ扩增反应，结果表明，在钙

黄绿素 氯化锰指示剂的作用下，６５℃温育１ｈ后，８

个不同地理来源的豇豆疫霉ＬＡＭＰ产物均显示绿

色，而其他供试的１１种不同卵菌近缘种及１２种常

见病原真菌和细菌ＬＡＭＰ产物均显示橘黄色（图

３ｂ）。进一步取２μＬ扩增产物用２％的琼脂糖凝胶

电泳检测，结果除豇豆疫霉ＬＡＭＰ扩增产物出现特

有的梯形条带外，其他病原菌则没有出现任何条带

（图３ａ）。结果表明，本研究建立的ＬＡＭＰ方法对豇

豆疫霉具有很好的特异性。

２．３　灵敏度检测结果

为了验证ＬＡＭＰ体系的灵敏度，以不同浓度

（１０ｎｇ／μＬ～１ｆｇ／μＬ）豇豆疫霉ＤＮＡ为模板进行扩

增，琼脂糖凝胶电泳检测结果，从１０ｎｇ／２５μＬ至

１００ｆｇ／２５μＬ的模板ＤＮＡ都可以出现ＬＡＭＰ产物

特有的梯形条带（图４ａ），当豇豆疫霉ＤＮＡ浓度少

于１００ｆｇ／２５μＬ时没有出现任何条带。荧光染料显

色结果与琼脂糖凝胶电泳是一致的（图４ｂ），说明该

ＬＡＭＰ反应体系可以检测到１００ｆｇ／２５μＬ的豇豆

疫霉基因组ＤＮＡ。

图３　犔犃犕犘方法检测豇豆疫霉的特异性

犉犻犵．３　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犔犃犕犘犪狊狊犪狔犻狀犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪狏犻犵狀犪犲

２．４　豇豆发病组织的检测

对福建建瓯和宁德采集的６２份具有典型症状

或可疑症状的豇豆疫病植株进行检测，结果表明，

传统分离培养和形态学鉴定共分离鉴定出３８份豇

·２２１·
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豆疫霉，检出率为６１．３％；使用ＬＡＭＰ方法检测

出４２份阳性样品（其中包含传统分离鉴定出的３８

份病株），检出率为６７．７％。其中，在建瓯采集的

３２份豇豆样品中，传统分离方法鉴定出豇豆疫霉

２１份，检出率为６５．６％，ＬＡＭＰ方法检测的阳性

样品为２４份，检出率为７５．０％；在宁德采集的３０

份豇豆样品中，传统分离方法鉴定出豇豆疫霉１７

份，检出率为５６．７％，ＬＡＭＰ方法检测的阳性样品

为１８份，检出率为６０．０％，５份健康豇豆组织２种

方法检测均为阴性。３次重复取得一致结果，可见

ＬＡＭＰ方法可用于发病豇豆植物组织中疫霉的

检测。

图４　犔犃犕犘方法检测豇豆疫霉灵敏度

犉犻犵．４　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犔犃犕犘犪狊狊犪狔犻狀犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪狏犻犵狀犪犲

３　讨论

基于ＬＡＭＰ的快速检测方法具有普通ＰＣＲ所

不能比拟的优点，它具有更高的灵敏度和视觉判断

性［１５］。ＩＴＳ是最常用的病原菌分子检测靶标，根据

ＩＴＳ序列差异已成功开发出了多种卵菌的分子检测

引物［８１１］。Ｈｕａｎｇ等
［１６］以ＩＴＳ序列为靶点设计引

物对烟草疫霉进行ＰＣＲ检测，其检测灵敏度在

ＤＮＡ水平上为１０ｐｇ／μＬ；杜洪忠等
［１０］根据ＩＴＳ序

列设计实时荧光ＰＣＲ引物，可以检测到５０ｆｇ／μＬ冬

生疫霉基因组ＤＮＡ；秦文韬
［１７］利用ＩＴＳ区域设计一

组ＬＡＭＰ引物，可检测到葡萄霜霉病菌ＤＮＡ最低浓

度为３３ｆｇ／μＬ。本研究根据豇豆疫霉ＩＴＳ序列差异

设计特异性ＬＡＭＰ引物，建立了一种基于颜色判定

的简单、快速和灵敏的豇豆疫霉快速检测方法，其检

测灵敏度可达１００ｆｇ／２５μＬ。采用该ＬＡＭＰ方法

对采自福建省的豇豆疫病病株及可疑症状植株样本

进行检测，结果表明ＬＡＭＰ检测结果与传统形态学

鉴定方法基本一致，说明该方法能成功应用于被疫

霉侵染的豇豆样品组织早期检测。此外，豇豆疫病

与细菌性疫病是影响豇豆产量的主要病害，而这两

种病害症状相似，但采用的防治方法却不同，菜农很

容易混淆，从而错过防治适期［１８］。利用该检测方法

能有效地区分这两种病害，避免了因防治措施不当

造成的经济损失。

快速、经济地从植物样品中提取较高产量和质

量的基因组ＤＮＡ是进行分子生物学研究的重要

前提。传统的ＣＴＡＢ提取法，虽然ＤＮＡ浓度和纯

度均较高，但操作步骤复杂，耗时长，且易交叉污

染。另外，酚、氯仿等有机溶剂易造成环境污染，

·３２１·
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有损操作者健康。目前国内外已开发了多种ＤＮＡ

提取纯化试剂盒，这些试剂盒操作简单、高效，

ＤＮＡ质量较高，但价格昂贵，提取量少。在本试验

中，笔者用ＮａＯＨ裂解法提取植物组织ＤＮＡ，该方

法更加方便快捷，整个提取过程不超过１０ｍｉｎ，且

只需小型台式离心机或普通离心机等简单仪器，样

品仅用塑料研磨棒或玻璃棒等简易器具在缓冲液

中捣碎即可。

本研究成功建立了豇豆疫霉ＬＡＭＰ检测体系，

弥补了传统组织分离法和ＰＣＲ方法鉴定病原的多

方面不足；它具有操作方便、经济廉价等优势，整个

过程只需一个恒温水浴锅即可，且结果可通过反应

管指示剂的颜色变化直接肉眼判断，不需要专门的

检测仪器，同时可结合ＮａＯＨ快速提取ＤＮＡ技术，

使豇豆疫病检测的实地应用成为可能。该技术为豇

豆疫病早期检测提供了支撑，同时为农业生产上其

他病害的快速诊断提供了重要参考。
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