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进境菜豆种子中普通细菌性疫病菌的分离和鉴定
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摘要　对经甘肃口岸进境的３０批菜豆犘犺犪狊犲狅犾狌狊狏狌犾犵犪狉犻狊种子进行了普通细菌性疫病菌的检测，利用选择性培养

基ＭＴ从波兰进境菜豆种子上分离到１株细菌５９７，对该分离物进行菌落形态特征观察、致病性测定、１６ＳｒＤＮＡ及

１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列分析和特异性ＰＣＲ检测。结果表明，该分离物在ＭＴ培养基上菌落呈黄色、圆形、黏稠、表

面光滑向外隆起、菌落周围有水解圈。分离物５９７接种菜豆幼苗后导致叶片枯萎，接种点干枯。结合菌落形态、

１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列、特异性ＰＣＲ检测结果，将分离物５９７鉴定为地毯草黄单胞杆菌菜豆致病变种犡犪狀
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　　菜豆普通细菌性疫病１８９３年首次被报道
［１］，引

起该病害的病原物有多种，其中一些菌株在培养基

上可以产生褐色素，称为褐色致病菌株［２］，褐色和非

褐色致病菌株作为菜豆普通细菌性疫病的致病菌曾

被统称为犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊犮犪犿狆犲狊狋狉犻狊ｐｖ．狆犺犪狊犲狅犾犻
［３］。

随着研究的深入，Ｖａｕｔｅｒｉｎ等
［４５］发现非褐色菌株不

同于褐色菌株，因此将非褐色菌株归于犡．犪狓狅狀狅狆

狅犱犻狊，成为一个新的变种，而褐色菌株也作为一个新

的变种被称为褐色黄单胞菌褐色亚种犡．犳狌狊犮犪狀狊

ｓｕｂｓｐ．犳狌狊犮犪狀狊（Ｘｆｆ）
［６］。目前普遍认为菜豆普通细

菌性疫病是由地毯草黄单胞杆菌菜豆致病变种犡．

犪狓狅狀狅狆狅犱犻狊ｐｖ．狆犺犪狊犲狅犾犻（Ｘａｐ）和褐色黄单胞菌褐色

亚种犡．犳狌狊犮犪狀狊ｓｕｂｓｐ．犳狌狊犮犪狀狊（Ｘｆｆ）所引起的。

带菌种子是菜豆普通细菌性疫病最重要的初侵

染源［７９］，１００００粒种子中有１粒带菌种子即可引起

菜豆普通细菌性疫病的发生流行［１０］。病原菌通常

寄生于菜豆种子的种皮或者胚中，寄生于胚中的病

原菌在种子处理中难以去除［９１１］，易感菜豆品种的
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带菌种子发芽后在种苗期即表现症状［１２］，抗性强的

菜豆品种即使在种苗期不表现症状，所结种子也会

被感染［１３］，因此带菌种子在菜豆普通细菌性疫病的

流行中起着重要作用。本研究通过对进境菜豆种子

中菜豆普通细菌性疫病病原菌进行检测和鉴定，以

期明确进境菜豆种子中菜豆普通细菌性疫病病原菌

的种类，为进出境检验检疫和制定病害防治策略提

供依据。

１　材料与方法

１．１　供试种子样品

３０份供试菜豆种子为２０１５年经甘肃口岸进境

的菜豆种子。

１．２　培养基及主要试剂

ＭＴ选择性培养基：蛋白胨１０．０ｇ，氯化钙０．２５ｇ，

酪氨酸０．５ｇ，琼脂粉１８．０ｇ，脱脂奶粉１０．０ｇ，放线

菌酮２００．０ｍｇ，氨苄８０．０ｍｇ，盐酸万古霉素１０．０ｍｇ，

吐温８０１０．０ｍＬ，蒸馏水１０００ｍＬ。

ＮＡ培养基：氯化钠５．０ｇ，牛肉膏３．０ｇ，蛋白

胨１０．０ｇ，琼脂粉１８．０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，调节

ｐＨ为６．６～７．２。

ＬＢ液体培养基：胰蛋白胨１０．０ｇ，酵母提取物

５．０ｇ，氯化钠１０．０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ。

ＰＣＲ及电泳相关试剂：ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰｓ、

ｒ犜犪狇聚合酶、ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ购自宝生物（大连）工程

有限公司，新型植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒购自

北京天根生化科技有限公司，引物由宝生物工程（大

连）有限公司合成。

１．３　病原菌的分离与培养

每份菜豆种子取１００粒浸泡在３００ｍＬ０．８％

无菌生理盐水中，加入３００μＬ１％吐温２０，４℃静置

过夜后在摇床上１８０ｒ／ｍｉｎ室温振荡３０ｍｉｎ。用纱

布将种子滤除，１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，将沉淀用

０．８％无菌生理盐水悬浮，１０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，

取上清液１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，得到的沉淀用无

菌生理盐水悬浮即为测定菌液。取１０μＬ菌液依次

稀释为１０－１、１０－２、１０－３，均匀涂布在ＭＴ平板培养

基上，置于２８℃培养箱中培养４～５ｄ后，挑取有双

水解圈的黄色菌落划线接种到新的ＮＡ培养基上纯

化，挑取单菌落获得纯培养。

１．４　致病性测定

分别采用喷雾接种法和茎节接种法［１４］将纯培

养分离物接种到菜豆幼苗上进行致病性测定。

营养土经高温高压灭菌后装在塑料花盆（２４ｃｍ×

１６ｃｍ×１８ｃｍ）中，浇透水静置２４ｈ后播种菜豆。

播种后的花盆置于温度２５℃，Ｌ∥Ｄ＝１１ｈ∥１３ｈ，

相对湿度８５％～９５％的人工气候箱中培养，待长出

２片真叶后接种。

挑取长势良好的菜豆幼苗分为２组，每组４盆

苗，每盆２株苗，１组采用喷雾接种，另１组采用茎

节接种。每处理３次重复，对照幼苗用无菌水接种

处理。采用喷雾接种时，先将培养于ＮＡ培养基４８

～７２ｈ的分离物用无菌水冲洗至无菌离心管，配制

成１×１０８ｃｆｕ／ｍＬ的菌悬液，用无菌喷壶将菌悬液喷

洒到菜豆植株表面至有菌液滴落。采用茎节接种

时，用灭菌牙签蘸取培养于ＮＡ培养基上４８～７２ｈ

的分离物刺穿菜豆植株第一茎节，牙签与菜豆植株

茎秆保持４５°，刺穿后将牙签旋转两周后缓慢拔出。

将接种后的菜豆苗置于人工气候箱中继续培养，每天

观察植株发病情况，记录症状特点。待植株出现明显

病状后，根据柯赫氏法则，取病健交界处叶片或茎秆

组织进行病菌分离，将分离菌与接种物进行形态特

征比较，并用ＰＣＲ进行检测，完成致病性测试程序。

１．５　病原物的分子生物学鉴定

１．５．１　病原菌ＤＮＡ的提取

将供试菌株接种到ＮＡ培养基上，２８℃培养４８ｈ

后，用接种环挑取少量菌体接种于ＬＢ液体培养基

中，２８℃条件下１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４８ｈ后收集菌

体。提取方法参照新型植物基因组ＤＮＡ提取试剂

盒的提取方法并略作改进（将第一步的裂解时间延

长到３０ｍｉｎ）。

１．５．２　１６ＳｒＤＮＡ序列测定

根据已发表的细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物２７Ｆ／

１４９２Ｒ
［１５］对分离物基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，

ＰＣＲ反应总体积为５０μＬ：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５．０μＬ，

２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２５．０μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２．０μＬ，

１０μｍｏｌ／Ｌ引物２７Ｆ、１４９２Ｒ各１．０μＬ，５Ｕ／μＬ

ｒ犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶０．５μＬ，ＤＮＡ 模板３．０μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ３２．５μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性

３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５７℃退火４５ｓ，７２℃延伸

２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物在

１．５％琼脂糖凝胶上进行电泳检测，测序工作委托金

唯智生物科技有限公司完成。将测序结果在ＮＣＢＩ

网站利用ＢＬＡＳＴ与ＧｅｎＢａｎｋ上已经发表的基因进

行序列一致性比对。

１．５．３　１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列测定

根据已发表的细菌１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡＩＴＳ通用引

物１４９３Ｆ／２３Ｒ
［１６］对分离物基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ

·０７·
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扩增，反应总体积为２５μＬ：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋

ｐｌｕｓ）２．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ

引物１４９３Ｆ、２３Ｒ各１．０μＬ，５Ｕ／μＬｒ犜犪狇０．５μＬ，

ＤＮＡ模板５．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１３．０μＬ。反应条件为：

９５℃预变性４ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，

７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。扩增产

物在１．５％琼脂糖凝胶上进行电泳检测，测序工作

委托金唯智生物科技有限公司完成。将测序结果在

ＮＣＢＩ网站利用ＢＬＡＳＴ与ＧｅｎＢａｎｋ上已经发表的

基因进行序列一致性比对，选取同源性较高的模式

菌株的１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡＩＴＳ基因序列作为参比对

象，采用ＣｌｕｓｔａｌＸ（１．８３）软件进行多序列匹配排

列，用系统发育分析软件 ＭＥＧＡ６．０的邻接法

（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树，进行１０００次

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检验计算系统树中节点的置信度。

１．５．４　特异性分子鉴定

利用对地毯草黄单胞菌菜豆变种和褐色黄单胞

菌褐色亚种具有特异性的引物Ｘ４ｃ／Ｘ４ｅ、褐色黄单

胞菌褐色亚种特异性检测引物Ｘｆ１／Ｘｆ２以及根据黄

单胞菌属结构域蛋白序列设计的特异性引物

ＸＡ３Ｆ／ＸＡ３Ｒ、ＸＡ５Ｆ／ＸＡ５Ｒ、ＸＣ９Ｆ／ＸＣ９Ｒ、ＸＣ１２Ｆ／

ＸＣ１２Ｒ、ＸＯ４Ｆ／ＸＯ４Ｒ（表１）对分离的病原菌进行

ＰＣＲ检测，ＰＣＲ反应总体积２５μＬ：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ

（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）２．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．０μＬ，上游

引物１．０μＬ，下游引物１．０μＬ，５Ｕ／μＬｒ犜犪狇０．５μＬ，

ＤＮＡ模板８．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．０μＬ。ＰＣＲ反应条

件为：９５℃预变性４ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，Ｔｍ退火

３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。其

中Ｘ４ｃ／Ｘ４ｅＴｍ＝６５℃，Ｘｆ１／Ｘｆ２Ｔｍ＝５５℃，ＸＡ３Ｆ／

ＸＡ３Ｒ、ＸＡ５Ｆ／ＸＡ５Ｒ、ＸＣ９Ｆ／ＸＣ９Ｒ、ＸＣ１２Ｆ／ＸＣ１２Ｒ、

ＸＯ４Ｆ／ＸＯ４ＲＴｍ＝５９℃。

２　结果与分析

２．１　病原菌分离

从波兰进境的菜豆种子浸泡液中分离获得分离

物５９７（图１），菌株５９７在ＭＴ培养基上（图１ａ）菌落

呈黄色，圆形，黏稠，表面光滑向外隆起，菌落周围有

１个小而模糊的吐温８０水解圈和１个大而明显的

酪蛋白水解圈。在ＮＡ培养基上（图１ｂ）菌落呈淡

黄色，不规则的圆形，黏稠而光滑。

表１　扩增基因组特异片段的引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犪犿狆犾犻犳狔犻狀犵狊犲犵犿犲狀狋狊狅犳犵犲狀狅犿犲狊

引物对

Ｐｒｉｍｅｒｐａｉｒ

序列（５′→３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｘ４ｃ

Ｘ４ｅ

Ｘｆ１

Ｘｆ２

ＧＧＣＡＡＣＡＣＣＣＧＡＴＣＣＣＴＡＡＡＡＣＡＧＧ

ＣＧＣＣＧＧＡＡＧＣＡＣＧＡＴＣＣＴＣＧＡＡＧ

ＡＣＧＣＡＡＧＡＣＣＣＡＴＣＧＴＣＡＴＴＣ

ＡＴＧＧＣＴＣＡＡＧＧＡＡＡＡＡＣＴＴＴＣＡＧＧ

［１７］
６５

５５

ＸＡ３Ｆ

ＸＡ３Ｒ

ＸＡ５Ｆ

ＸＡ５Ｒ

ＸＣ９Ｆ

ＸＣ９Ｒ

ＸＣ１２Ｆ

ＸＣ１２Ｒ

ＸＯ４Ｆ

ＸＯ４Ｒ

ＣＣＧＧＡＧＣＣＧＡＣＡＴＣＡＡＴＣＴＴＴＧＧＧ

ＡＧＴＧＡＣＧＴＡＡＣＣＧＴＣＣＴＧＧＧＴＧＧＡ

ＡＡＴＧＣＧＡＡＴＧＣＣＴＴＧＧＣＴＴＴ

ＴＴＣＧＣＧＧＧＣＧＣＡＴＴＴＣＴＡＴＴ

ＣＡＡＧＧＡＴＴＣＣＡＡＧＣＴＧＧＧＧＡＣＣＴ

ＧＧＴＣＴＴＧＡＡＧＣＴＣＡＧＣＴＧＧＡＡＣＴＴ

ＣＧＧＡＣＴＧＧＧＡＣＣＣＧＧＴＧＴＡＴＴＡＣＣＡ

ＡＡＴＧＣＣＡＣＡＣＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＣＡＣＡ

ＡＧＧＣＴＡＣＣＧＴＧＴＣＣＧＧＣＴＴＧＡＡＡＣ

ＣＧＣＡＡＣＴＴＧＣＣＡＧＡＣＡＴＣＡＴＣＣＴＴＧ

［１８］
５９

５９

５９

５９

５９

图１　菌株５９７的菌落形态

犉犻犵．１　犆狌犾狋狌狉犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狋狉犪犻狀５９７

２．２　致病性测定

经喷雾接种和茎节接种的菜豆植株发病情况

如图２所示，喷雾接菌植株接菌５ｄ后叶片出现坏

死斑，随着接种时间延长坏死斑逐渐扩大，接种１０ｄ

后（图２ｂ）叶片大面积枯死，植株萎蔫。经茎节接

种的菜豆植株在接种４ｄ后，茎节处变为淡褐色，

叶片开始萎蔫，接种１０ｄ后（图２ｄ）植株茎节变

为深褐色，茎开始干枯，叶片也全部枯萎。从发
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２０１９

病的叶片和茎节的病健交界处，取小块病样组织

分离致病菌，获得的细菌分离物与接种的病菌特

征一致。

２．３　１６犛狉犇犖犃序列分析

分离物５９７提取ＤＮＡ后利用１６ＳｒＤＮＡ通用

引物２７Ｆ／１４９２Ｒ进行扩增，ＰＣＲ扩增产物约１．５ｋｂ，

产物双向测序后拼接获得部分１６ＳｒＤＮＡ序列。

ＧｅｎＢａｎｋ中ＢＬＡＳＴ分析表明，分离物５９７的１６Ｓ

ｒＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＴ３７４００４．１）与Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊属多个变种（包括犡．犪狓狅狀狅狆狅

犱犻狊ｐｖ．狆犺犪狊犲狅犾犻）的１６ＳｒＤＮＡ序列（ＣＰ０２３２８５．１，

ＣＰ０２０９７５．１，ＣＰ０１７１８８．１，ＫＸ２５７１７９．１，ＣＰ０１４３４７．１，

ＫＭ５９３１７８．１，ＪＮ１０９１７３．１，ＦＲ８３９６３５．１，ＡＥ００８９２３．１，

ＮＲ＿０２６３８３．１）相似性为１００％。

图２　接种１０犱后菜豆植株发病情况

犉犻犵．２　犜犺犲狊狔犿狆狋狅犿狊狅犳犫犲犪狀狆犾犪狀狋狊犪狋１０犱犪犳狋犲狉犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀犫狔狊狋狉犪犻狀５９７

２．４　１６犛２３犛狉犇犖犃犐犜犛序列分析

分离物５９７提取ＤＮＡ后利用１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡ

ＩＴＳ通用引物１４９３Ｆ／２３Ｒ进行扩增，ＰＣＲ扩增产物

约５００ｂｐ，产物双向测序后拼接获得部分１６Ｓ２３Ｓ

ｒＤＮＡＩＴＳ序列。ＧｅｎＢａｎｋ中ＢＬＡＳＴ分析表明，分

离物５９７的１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录

号：ＫＸ５７４６７５．１）与ＧｅｎＢａｎｋ中犡．犪狓狅狀狅狆狅犱犻狊ｐｖ．

狆犺犪狊犲狅犾犻（ＣＰ０２０９７５．１、ＣＰ０２０９７１．１和ＣＰ０２０９６７．１）的

ＩＴＳ区序列相似性为１００％。利用ＭＥＧＡ６．０软件

对ＧｅｎＢａｎｋ中已登录的犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊属相关种的

序列进行分析，采用邻接法（ＮＪ）构建分离物５９７和

犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊ａ属相关种的系统发育树（图３）。由

系统发育树可见，分离物５９７和犡．犪狓狅狀狅狆狅犱犻狊ｐｖ．

狆犺犪狊犲狅犾犻位于同一个分支，两者亲缘关系最近。

图３　基于１６犛２３犛狉犇犖犃犐犜犛区序列构建的菌株５９７的系统发育树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀１６犛２３犛狉犇犖犃犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狊狊犺狅狑犻狀犵狋犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀狊狋狉犪犻狀

５９７犪狀犱狅狋犺犲狉犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊狊狋狉犪犻狀狊

２．５　特异性分子鉴定

利用特异性检测引物Ｘ４ｃ／Ｘ４ｅ、Ｘｆ１／Ｘｆ２对分

离物５９７的基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增（图４），引

物Ｘ４ｃ／Ｘ４ｅ产生７３０ｂｐ左右的特异性片段；而引物

Ｘｆ１／Ｘｆ２未产生目标片段。利用特异性引物ＸＡ３Ｆ／

ＸＡ３Ｒ、ＸＡ５Ｆ／ＸＡ５Ｒ、ＸＯ４Ｆ／ＸＯ４Ｒ、ＸＣ９Ｆ／ＸＣ９Ｒ、

ＸＣ１２Ｆ／ＸＣ１２Ｒ对菌株５９７的基因组 ＤＮＡ 进行

ＰＣＲ扩增（图５），引物ＸＡ３Ｆ／ＸＡ３Ｒ未产生目标片

·２７·
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段，而 引物 ＸＡ５Ｆ／ＸＡ５Ｒ、ＸＯ４Ｆ／ＸＯ４Ｒ、ＸＣ９Ｆ／

ＸＣ９Ｒ、ＸＣ１２Ｆ／ＸＣ１２Ｒ均产生特异性片段。由于特

异性检测引物Ｘ４ｃ／Ｘ４ｅ对犡．犪狓狅狀狅狆狅犱犻狊ｐｖ．狆犺犪狊犲

狅犾犻（Ｘａｐ）和犡．犳狌狊犮犪狀狊ｓｕｂｓｐ．犳狌狊犮犪狀狊（Ｘｆｆ）均具有

特异性，引物Ｘｆ１／Ｘｆ２仅对Ｘｆｆ具有特异性
［１７］；引物

ＸＡ５Ｆ／ＸＡ５Ｒ、ＸＯ４Ｆ／ＸＯ４Ｒ、ＸＣ９Ｆ／ＸＣ９Ｒ、ＸＣ１２Ｆ／

ＸＣ１２Ｒ对Ｘａｐ具有特异性，引物ＸＡ３Ｆ／ＸＡ３Ｒ对

Ｘｆｆ具有特异性
［１８］，由此可初步判断分离物５９７为

地毯草黄单胞菌菜豆变种。

图４　特异性引物犡４犮／犡４犲、犡犳１／犡犳２对菌株５９７的

犘犆犚检测结果

犉犻犵．４　犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狊狋狉犪犻狀５９７狑犻狋犺狆狉犻犿犲狉狊

犡４犮／犡４犲犪狀犱犡犳１／犡犳２

图５　特异性引物犡犃３犉／犡犃３犚、犡犃５犉／犡犃５犚、犡犗４犉／犡犗４犚、

犡犆９犉／犡犆９犚、犡犆１２犉／犡犆１２犚对菌株５９７的犘犆犚检测结果

犉犻犵．５　犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狊狋狉犪犻狀５９７狑犻狋犺狆狉犻犿犲狉狊犡犃３犉／犡犃３犚，

犡犃５犉／犡犃５犚，犡犗４犉／犡犗４犚，犡犆９犉／犡犆９犚，犪狀犱犡犆１２犉／犡犆１２犚

３　讨论

菜豆又称四季豆，是我国重要的豆科蔬菜作物，

在蔬菜的周年供应中起着重要作用。菜豆普通细菌

性疫病在世界各地主要菜豆产区均有发生，在美

国［７８］、加拿大［１２］、欧洲［９，１９］、亚洲［１４］、非洲［１３］均有

报道。种子传播是该病害最主要的传播方式［７１１］。

近年来，甘肃作为对外繁育种子原种进口大省，从美

国、法国、德国、捷克、匈牙利、意大利、荷兰、波兰、罗

马尼亚、西班牙、土耳其、俄罗斯、日本、韩国、越南、

泰国、中国台湾等国家和地区进口菜豆种子数量增

长迅速，种子携带细菌性病原物的几率增大。病原

菌通过种子传带形成异地扩散和蔓延，将严重影响

作物产量和品质，正确进行细菌性病原物的鉴定，是

种子健康检测、保护育种基地安全的需要。

本研究对２０１５年甘肃口岸进境的３０批菜豆种

子进行菜豆普通细菌性疫病菌的检测，在１批波兰

进境的菜豆种子中检出菜豆普通细菌性疫病菌。

目前，菜豆普通细菌性疫病主要病原菌有两种，

即地毯草黄单胞杆菌菜豆致病变种犡．犪狓狅狀狅狆狅犱犻狊

ｐｖ．狆犺犪狊犲狅犾犻（Ｘａｐ）和褐色黄单胞菌褐色亚种犡．

犳狌狊犮犪狀狊ｓｕｂｓｐ．犳狌狊犮犪狀狊（Ｘｆｆ），２种病原菌具有相同

的寄主范围和流行学特征［１９］，除褐色黄单胞菌褐色

亚种在培养条件下能够产生褐色素外，两者具有相似

的生化表型［２０］。利用１６ＳｒＤＮＡ和１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡ

ＩＴＳ序列分析及构建系统发育树是鉴定细菌的通用

技术，本研究中菌株５９７的１６ＳｒＤＮＡ序列和１６Ｓ

２３ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列，与ＧｅｎＢａｎｋ中地毯草黄单胞

杆菌菜豆致病变种的相应序列具有１００％的一致性。

结合病原菌形态学特征、致病性测定、特异性ＰＣＲ检

测，证实了进境菜豆种子上的分离物５９７为地毯草黄

单胞杆菌菜豆致病变种犡．犪狓狅狀狅狆狅犱犻狊ｐｖ．狆犺犪狊犲狅犾犻，

为防止病原物的传播危害提供了依据。
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