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摘要
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植物病原菌的菌源量是病害发生和流行的重要因子之一#对其精准的定量测定或检测可大大提高植物病害

预测的准确性#本文对实时荧光定量
PQ=

%

b

PQ=

'与数字
PQ=

在植物病原菌定量检测!以及基于
=>?

水平的
KG240

J31GPQ=

和基于核酸染料%

/X?

(

PX?

'与
b

PQ=

相结合的技术在植物病原菌活体定量检测中的应用进行了综述#

并展望其在植物病害流行和预测中的应用前景"
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在植物病害流行过程中$病原菌的菌源量是一

种重要的驱动因子$是病害预测的一个重要参数$如

土壤中芸薹根肿菌
!"#/A'9*'

0

7'&#8&#//*)#(

的含

量与病害发生程度显著相关$小麦条锈菌
!.))*$*#

/%&**

F

'&A*/M;F

L

;%&*%*)*

和白粉菌
<".A(&*#

B

&#A*4

$*/M;F

L

;%&*%*)*

的越冬菌量和第二年早春的病情也

存在显著的相关性等(

#A

)

$因此准确获得病原菌的菌

源量对于一些病害的预测和治理有十分重要的

作用'

传统病原菌菌源量数据的获取主要依靠田间调

查$但是一方面仅根据症状来判断病情容易出现误

判$如苗期小麦条锈病与叶锈病容易混淆#另一方面

对在寄主组织内潜伏侵染或未显症或隐症病原菌来

说$由于此时尚未显症$无法准确估计病原菌的菌源

量$从而影响对病害的预测'近年来$快速发展的分

子生物学技术如实时荧光定量
PQ=

&数字
PQ=

等为

植物病原菌的定量检测提供了新工具'
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实时荧光定量
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PQ=

$

b

PQ=

"技术通过在
PQ=

反应体系中加入特定

的荧光结合物质或者荧光探针$实时监测荧光量的

变化$获得待测样品达到荧光检测阈值的循环数

!

<
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<4GJ6KGF6:4H

$

1%

值"$再根据已知浓度标准品的

1%

值与其浓度对数建立的标准曲线计算样品中模

板
->?

的浓度'该技术实现了从定性研究到定量

研究$在寄主组织内&空气中&土壤中以及种子中的

植物病原菌的定量检测中得到了广泛应用$如
+27

等(

!

)和
(6G7

8

等(

A

)分别利用
b

PQ=

技术定量检测了

小麦叶片中条锈病菌
!K/%&**

F

'&A*/M;F

L

;%&*%*)*

和

白粉病菌
<K

B

&#A*$*/M;F

L

;%&*%*)*

的越冬菌量#结

合孢子捕捉器和
b

PQ=

$

=:

8

GKF

等(

.

)和
Q2:

等(

%

)分

别建立了空气中油菜菌核病菌
L)"(&'%*$*#/)"(&'%*4

'&.A

和小麦白粉病菌
<K

B

&#A*$*/M;F

L
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孢

子浓度的检测技术#关于土壤中芸薹根肿菌
!K

8&#//*)#(

&

!

,

%7*.A%&#)7(*
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7*".A

和穿刺短体线虫

!&#%

,

"($)7./$(

B

"()%./

的
b

PQ=

定量检测研究均有

报道(

#

$

'&

)

#菠菜种子中黄萎病菌
C(&%*)*""*.A9#7"4

*#(

和水稻种子中恶苗病菌
H./#&*.A

F

.

M

*3.&'*

的

b

PQ=

定量检测技术也已建立(

*$

)

$并且国内外有多

篇文章对该方面的研究进展进行了综述(

#"#A

)

'
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基于数字
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的植物病原菌定量检测

数字
PQ=

!

H3

8

3J24PQ=

"是近年来发展起来的一

种定量分析技术$与
b

PQ=

技术不同的是它采用直

接计数或泊松分布公式来计算每个反应单元的平均

浓度!含量"$从而进行定量分析$不需要依赖于扩增

曲线的循环阈值!

1%

"$不受扩增效率的影响'其原

理是通过将一个样本分成几十到几万个不同的反应

单元$每个单元包含一个或多个拷贝的目标分子

!

->?

模板"$并进行
PQ=

扩增$扩增结束后对采集

每个反应单元的荧光信号进行统计学分析(

#.

)

'近

年来该技术也开始应用于植物病原菌的定量检测研

究'

]42

^
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等对烟草疫霉
!7

,

%'

0

7%7'&#$*)'%*#$#(

b

PQ=

和数字
PQ=

定量检测结果的比较发现$数字

PQ=

可检测的浓度更低$受样品的影响更小(

#%

)

'对

柑橘溃疡病菌
N#$%7'A'$#/)*%&*FIEF

L

;)*%&*

和木质

部难养菌
N

,

"(""#

F

#/%*9*'/#

的研究也得到类似的研

究结果(

#'#&

)

'另外梨火疫病菌
>&I*$*##A

,

"'@'&#

&

马铃薯青枯病菌
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(

#*

)

&葡萄土壤

杆菌
=

B

&'8#)%(&*.A@*%*/

(
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)

&柑橘黄龙病菌
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%./R3EGK3E2<JGK2F32J3<IF

(
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&芸薹根肿菌
!K8&#/4

/*)#(

(
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)等植物病原菌的数字
PQ=

定量检测技术也

有报道'但是目前由于数字
PQ=

设备价格昂贵&检

测成本高&分析的样品通量低等$制约了其推广

应用'
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基于
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水平的
3"4567$8"01!

$
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!96
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%技术的植物病原菌活体定量检测
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由于细胞死亡后
->?

仍能保留较长时间$如

细菌死亡数周后还能用
PQ=

技术检测到(

!A

)

'因此

若以
->?

为材料检测寄主组织内病原菌的菌源

量$很容易将组织内已死亡的病原菌统计在内$从而

导致获得的菌源量数据偏高(

!.!%

)

'为了准确估计病

原菌的菌源量$需要将样品中的*死菌+与*活菌+区

分$近年来在这方面的研究也取得了一定的进展'

和
->?

不同$

=>?

特别是
1=>?

的半衰期较短$

一般只存在于活细胞中'细胞死亡后$

=>?

会迅

速地被降解成寡核苷酸片段(

!'

)

'

Q631G7J:

等(

!&

)

研究结果表明$栎树猝死病菌
!7

,

%'

0

7%7'&#&#A'4

&.A

在死亡
&H

后$就检测不到病菌中的
1=>?

$

而死亡
A

个月后$病原菌中的
->?

还能被检测

到'因此通过提取样品中的
=>?

$利用
=>?

反转

录试剂盒将
=>?

反转录成
<->?

$设计特异性引

物$以
<->?

为模板进行
KG240J31GPQ=

反应$可以

用来定量检测样品中活的病原菌的含量'近年来

有利用
b

=N0PQ=

技术定量检测寄主中活的植物病

原真菌的研究报道$

P2Zc7

等(

!*

)建立了链格孢属

="%(&$#&*#F

LL

;

真菌的
b

=N0PQ=

检测技术$并利

用该技术对新鲜果蔬样品和加工后样品中活的病

原菌进行了定量检测$结果与传统培养方法得到的

结果存在极显著的相关性'

X2

等(

!$

)建立了可用

来定量检测叶片中活的条锈菌
!K/%&**

F

'&A*/M;F

L

;

%&*%*)*

的
b

=N0PQ=

技术$并利用该技术对我国甘

肃和青海不同海拔地区的小麦条锈菌越冬菌量进

行了定量检测'

,27

等(

A"

)建立了苹果树腐烂病菌

C#"/#A#"*

的
b

=N0PQ=

检测技术并定量检测接种

生防菌后苹果枝条中的
CKA#"*

活菌含量$从而用

来研究生防菌的防效和防治机制'另外$基于

b

=N0PQ=

的栗黑水疫霉
!7

,

%'

0

7%7'&#)#A8*@'&#

-

*

-
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期 曹学仁等%基于
PQ=

技术的植物病原菌分子定量检测技术研究进展

和樟疫霉
!K)*$$#A'A*

的活体定量检测研究也已

报道(

A#A!

)

'此外该技术在植物病原细菌如柑橘溃

疡病菌
NK)*%&*FIEF

L

;)*%&*

(

AA

)

&植物病原线虫如松

材线虫
<.&/#

0

7("($)7./:

,

"'

0

7*"./

(

A.

)和马铃薯孢

囊线虫
O"'8'9(&#F

LL

;

(

A%

)的活体定量检测中均有

报道'

b

=N0PQ=

技术最明显的不足之处在于

=>?

提取过程中的损失&污染及降解问题$不同的

=>?

提取方法获得的
=>?

的质量和浓度均有差

异'其次靶基因的选择对结果也有很大的影响$有

些基因在病原菌不同发育阶段的表达量存在较大差

异$从而影响对活体和死体病原菌的区分$如
X2

等

的研究结果表明利用小麦条锈病菌延伸因子
/,#

引物$采用
b

=N0PQ=

可以定量检测小麦叶片组织

内活的条锈菌的生物量$但不能区分活的和死的小

麦条锈病菌的夏孢子(

A'

)

#对
.

个柑橘溃疡病菌
NK

)*%&*FIEF

L

;)*%&*

靶标基因!

B

.AE

&

&

0F

<

&

#@&</!

和
B,

&<

"的研究也发现$只有
B

.AE

基因适合用来

区分死的和活的
NK)*%&*FIEF

L

;)*%&*

细胞(

AA

)

'
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基于核酸染料$
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%和
2

01!

的植

物病原菌活体定量检测
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$
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"和

叠氮溴化丙锭!

L

K:

L

3H3I11:7:253HG

$

PX?

"是两种

对
->?

分子具有高度亲和力的光敏染料$它们不

能透过完整的细胞膜$但可以穿过受破坏的细胞膜

进入细胞内$选择性地结合细胞膜受损伤的死细胞

的
->?

并抑制其进行
PQ=

扩增'其中
/X?

在进

入膜损伤细胞并插入双链
->?

后$在可见光的作

用下$通过与
->?

双螺旋发生不可逆的共价交叉

偶合$从而抑制
PQ=

反应中引物与死菌
->?

的结

合$达到区分死菌和活菌的目的(

A&

)

#而
PX?

在进入

膜损伤细胞并插入双链
->?

后$在可见光激活下$

PX?

分子中具有光敏性的叠氮基团会生成高反应

性的
73JKG7G

基$很容易地在结合部位与碳氢化合物

部分结合生成稳定牢固的共价氮碳键$产生稳定的

共价交联沉淀物$有效地抑制死菌细胞
->?

的扩

增(

A*

)

'

!""A

年
>:

8

Z2

等(

A$

)提出了
/X?0PQ=

方法

用于区分死菌和活菌$随后
!""'

年
>:<aGK

等(

."

)研

究发现
/X?

在一定程度上对某些种属细菌的活细

胞也产生影响$提出了与
/X?

结构类似的
PX?

结

合
b

PQ=

的活菌检测技术'此后将
/X?

,

PX?

与

PQ=

&

b

PQ=

和
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技术相结合在食源性致病菌

的活菌检测研究中得到了广泛的应用(
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$
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)

'在活

的植物病原菌的定量检测方面$目前关于
/X?

,

PX?

和
b

PQ=

相结合定量检测植物病原细菌的研

究报道较多'其中基于
/X?0

b

PQ=

和基于
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b

PQ=

的活柑橘黄龙病菌
1#$9*9#%./R3EGK3E2<JGK
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定量检测技术都已建立(
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)

'此外基于
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的番茄细菌性溃疡病菌
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L
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B
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活菌(
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)和基于

PX?0

b

PQ=

的黄瓜细菌性角斑病菌
!/(.9'A'$#/

/

,

&*$

B

#(

L

Z;"#)7&

,

A#$/

(

.*

)

&胡萝卜细菌性枯萎病

菌
NK7'&%'&.A

L

Z;)#&'%#(

(

.$

)

&玉米细菌性枯萎病

菌
!#$%'(#/%(I#&%**FIEF

L

;/%(I#&%**

(

%"

)

&植物细菌

性青枯病菌
2#"/%'$*#/'"#$#)(#&.A

(

%#

)

&猕猴桃溃

疡病菌
!K/

,

&*$

B

#(

L

Z;#)%*$*9*#

(

%!

)活菌的定量检

测技术均有报道'在其他植物病原菌方面$

[3427:0

Z2

等(

%A

)报道了用来定量检测果实和花上存活的褐

腐病菌
+'$*"*$*#

F

&.)%*)'"#

的
PX?0

b

PQ=

技术#

Q6K3FJ:M:K:I

等(

%.

)建立了可以用来定量检测田间存

活的马铃薯孢囊线虫!

O"'8'9(&#

0

#""*9#

和
OK&'/4

%')7*($/*/

"的
PX?0

b

PQ=

检 测 技 术#

?40-2:IH

等(

%%

)利用
PX?

与
b

PQ=

相结合的技术定量检测土

壤中存活的芸薹根肿菌
!K8&#//*)#(

的休眠孢子'

虽然基于
/X?

,

PX?

的活体定量检测技术解决了

b

=N0PQ=

技术中
=>?

提取过程中的问题$但是影

响其效率的因素也有不少(

.#.!

)

$包括
#

"染料的浓

度&孵育时间和处理温度#

!

"光源&光照时间等#

A

"靶

基因的长度和序列#另外样品中微生物的浓度&死细

胞和活细胞的比例等都会影响
/X?

,

PX?

的效率'

<

!

展望

建立精准&可靠的植物病原菌定量检测方法$准

确估计病原菌的种群数量$对于深入研究植物病害

的流行规律$提高病害预测的准确性具有重要意义'

b

PQ=

技术目前在植物病原菌定量检测中得到了比

较广泛的应用$而数字
PQ=

技术由于检测样品的通

量很低&成本高$在植物病原菌的定量检测研究中应

用还较少'但是数字
PQ=

技术和
b

PQ=

相比具有

独特的优势$且灵敏度和稳定性更高$随着技术不断

发展$低成本的数字
PQ=

产品将被开发出来$其应

用范围会越来越广泛'

利用常规分离培养和一般的分子检测方法$均

无法实现对寄主中活的病原菌越夏和越冬菌源&土

-

$

-



!"!"

壤中存活的病原菌以及活的非可培养!

Z32E4GEIJ

7:7<I4JIK2E4G

$

[]>O

"状态细菌的定量检测'

b

=N0

PQ=

技术&核酸染料!

/X?

,

PX?

"和
b

PQ=

相结合的

技术是目前用于病原菌活体定量检测的两种主要技

术$不仅实现了对样品中病原菌的定量检测$还可以

区分样品中的死活病原菌细胞$较好地解决上述难

题'虽然这两种技术在植物病原菌的检测中还处于起

步阶段$但是随着这些技术的进一步发展和完善$将具

有广阔应用前景'另外$随着一些高通量&快速精准&检

测灵敏度高的新型检测方法如多重荧光定量
PQ=

的开

发$可为植物病原菌活体定量检测提供新技术'
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卷第
.

期 曹学仁等%基于
PQ=

技术的植物病原菌分子定量检测技术研究进展
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