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摘要　利用叠氮溴乙锭（ｅｔｈｉｄｉｕｍｍｏｎｏａｚｉｄｅｂｒｏｍｉｄｅ，ＥＭＡ）与实时荧光定量ＰＣＲ技术相结合（ＥＭＡｑＰＣＲ），建立

了一种有效快速检测猕猴桃溃疡病菌活菌的方法。以猕猴桃溃疡病菌ＩＴＳ序列为检测靶标，菌体经ＥＭＡ渗透处

理，再进行ｑＰＣＲ特异性扩增。结果显示，ｑＰＣＲ检测灵敏度为２ｃｆｕ；当ＥＭＡ的浓度为２．０μｇ／ｍＬ时，能有效抑制

１．０×１０７ｃｆｕ／ｍＬ经高温灭活的死菌的扩增，对活菌的扩增没有影响。当活菌数在１．０×１０１～１．０×１０５ｃｆｕ范围

内，每个ｑＰＣＲ反应体系中活菌数与犆狋值呈线性相关（犚２＝０．９８８）。不同温度处理活菌菌悬液后用ＥＭＡｑＰＣＲ检

测猕猴桃溃疡病菌的存活情况并与平板计数法进行比较，结果表明待检样品可在４℃和２０℃短期保存。对疑似带

病猕猴桃材料进行ＥＭＡｑＰＣＲ检测，结果表明能减少猕猴桃溃疡病菌ＰＣＲ的假阳性结果。本研究建立的ＥＭＡ

ｑＰＣＲ方法是一种有效检测猕猴桃溃疡病菌活菌的方法，能有效避免ＰＣＲ检测实际样品可能造成的假阳性结果。
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２０１７

　　猕猴桃溃疡病由丁香假单胞杆菌猕猴桃致病变

种犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狔狉犻狀犵犪犲ｐｖ．犪犮狋犻狀犻犱犻犪犲（Ｐｓａ）引

起，是猕猴桃生产中最严重的病害之一［１］。目前，猕

猴桃溃疡病菌的检测主要采用ＰＣＲ技术，常规的

ＰＣＲ技术不能区分样品中病原菌的生活状态，在对

活菌ＤＮＡ进行扩增时，也会扩增自由状态的ＤＮＡ

或死菌的ＤＮＡ
［２］，导致检测出现假阳性，因此急需

建立一种快速有效检测待检样品中猕猴桃溃疡病菌

的方法。

叠氮溴乙锭（ｅｔｈｉｄｉｕｍｍｏｎｏａｚｉｄｅｂｒｏｍｉｄｅ，ＥＭＡ）

是一种插入型荧光核酸结合染料，其光解后生成的

氮宾化合物能够穿过死菌的细胞膜，与菌体ＤＮＡ

发生不可逆共价结合，因而可抑制死菌中ＤＮＡ的

扩增，但不会抑制细胞膜完整的活菌ＤＮＡ的扩

增［３５］。ＥＭＡＰＣＲ方法仅以活菌ＤＮＡ分子为检测

靶标，克服了传统ＰＣＲ检测假阳性较高的缺点，使

结果更加有效、可靠，已经广泛应用于各种病原微生

物的检测［６７］。本研究拟通过ＥＭＡｑＰＣＲ对猕猴桃

溃疡病菌进行快速检测，分析ＥＭＡ对ＰＣＲ检测猕

猴桃溃疡病菌死活细菌的影响；同时，初步优化了枝

条中猕猴桃溃疡病菌活菌的ＥＭＡｑＰＣＲ检测体系，

为猕猴桃溃疡病的检验检疫提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　材料

菌株：猕猴桃溃疡病菌犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狔狉犻狀犵犪犲ｐｖ．

犪犮狋犻狀犻犱犻犪犲菌株Ｃ３３从重庆黔江染病猕猴桃枝条上分

离，由西南大学植物保护学院提供，本实验室保存。

试剂：叠氮溴乙锭（ｅｔｈｉｄｉｕｍｍｏｎｏａｚｉｄｅｂｒｏｍｉｄｅ，

ＥＭＡ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ犈狓犜犪狇ＴＭⅡＭｉｘ

（ＴａＫａＲａ）、牛肉膏蛋白胨培养基（ＢＰＡ）、ＬＢ液体培

养基。

１．２　方法

１．２．１　猕猴桃溃疡病菌活菌和死菌的制备

从ＢＰＡ培养基上挑取猕猴桃溃疡病菌，接种到

２０ｍＬＬＢ液体培养基中，２５℃下２５０ｒ／ｍｉｎ培养过

夜，调整菌悬液浓度为１．０×１０７ｃｆｕ／ｍＬ。取一半活

菌悬液１００℃水浴加热１０ｍｉｎ，得到死菌悬液。

１．２．２　ＤＮＡ模板制备

将猕猴桃溃疡病菌接种至ＬＢ液体培养基，

２５℃下２５０ｒ／ｍｉｎ培养过夜，犃６００值在０．４～０．８时，

根据《新编分子生物学实验指南》提供的方法提

取ＤＮＡ
［８］。

１．２．３　猕猴桃溃疡病菌特异性检测引物以及荧光

定量ＰＣＲ反应条件

　　猕猴桃溃疡病菌的ＩＴＳ序列特异引物
［９］ＰｓａＦ１

（５′ＴＴＴＴＧＣＴＴＴＧＣＡＣＡＣＣＣＧＡＴＴＴＴ３′）和ＰｓａＲ２

（５′ＣＡＣＧＣＡＣＣＣＴＴＣＡＡＴＣＡＧＧＡＴＧ３′）由北京华

大基因公司合成。扩增目的片段长度为２８０ｂｐ。

ＰＣＲ反应体系为２５μＬ：１２．５μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ犈狓

犜犪狇Ｍｉｘ，１０ｍｍｏｌ／ＬＰｓａＦ１／ＰｓａＲ２各０．７５μＬ，模

板ＤＮＡ２μＬ，加超纯水补至２５μＬ。ｑＰＣＲ反应在

ＣＦＸ９６ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）中进

行，ＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃１５ｓ，

５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循环，ｑＰＣＲ扩增完成后

随即分析熔解曲线，扩增特异性验证。

１．２．４　荧光定量ＰＣＲ灵敏度检测

将新鲜培养的猕猴桃溃疡病菌进行稀释，取稀

释后的菌液２μＬ直接进行荧光定量ＰＣＲ扩增，同

时取对应稀释菌液１ｍＬ涂布ＢＰＡ平板，２５℃培养

４８～７２ｈ计数，重复３次。

１．２．５　ＥＭＡｑＰＣＲ条件优化

于黑暗中分别取１ｍＬ猕猴桃溃疡病菌的活菌和

死菌悬液（１．０×１０７ｃｆｕ／ｍＬ）避光加入不同浓度的

ＥＭＡ，避光室温静置５ｍｉｎ，将离心管置于冰上，打开

管盖，距离６５０Ｗ卤钨灯１５ｃｍ，持续曝光１０ｍｉｎ
［１０１１］，

激活ＥＭＡ，取２μＬＥＭＡ处理的菌液进行荧光定量

ＰＣＲ扩增。

１．２．６　死活菌混合体系中ＥＭＡｑＰＣＲ的选择性扩增

将１．０×１０７ｃｆｕ／ｍＬ的死菌悬液０．５ｍＬ分别

与１．０×１０１０、５×１０８、１．０×１０８、５×１０７、１．０×１０７、

５×１０６、１．０×１０６、５×１０５、１．０×１０５、５×１０４、１．０×

１０４ｃｆｕ／ｍＬ的活菌悬液０．５ｍＬ混合均匀，形成不同

比例的死、活菌混悬液，取１ｍＬ混合的菌液按１．２．５

的方法，用优化浓度的ＥＭＡ处理菌悬液，取２μＬ

菌液进行荧光定量ＰＣＲ扩增。

１．２．７　ＥＭＡｑＰＣＲ法和平板计数法比较不同温度

处理后猕猴桃溃疡病菌的存活情况

　　取１ｍＬ浓度为１．０×１０
７ｃｆｕ／ｍＬ的新鲜猕猴

桃溃疡病菌活菌悬液，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，然

后加１ｍＬ的超纯水中混匀，分别进行－２０℃冷冻、

４℃冷藏和２０℃常温各处理２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ后，按

１．２．５的方法，用优化浓度的ＥＭＡ处理菌悬液，取

２μＬ菌液进行荧光定量ＰＣＲ扩增。同时取相应的
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菌液涂板，２５℃培养４８～７２ｈ计数。

１．２．８　ＥＭＡｑＰＣＲ检测方法的假阳性验证

按１．２．１制备浓度为１０７、１０６、１０５ｃｆｕ／ｍＬ的

猕猴桃溃疡病菌死菌溶液，比较常规ｑＰＣＲ法、

ＥＭＡｑＰＣＲ法和平板计数法对灭活猕猴桃溃疡病

菌的检测差异，验证ＥＭＡｑＰＣＲ方法检测是否存

在假阳性。

１．２．９　猕猴桃枝干样品中猕猴桃溃疡病菌的

ＥＭＡｑＰＣＲ扩增

　　将四川、重庆等地采集的１０份疑似猕猴桃溃疡

病症状的枝干洗净后切成４ｍｍ×４ｍｍ的小块，无

菌水冲洗３次，置于无菌试管中用玻璃棒碾碎，随后

加入８００μＬ无菌水浸泡２ｈ，将上层浸泡液分成３

部分，一部分进行６ｈ增殖培养备用；一部分直接加

入终浓度为３．０μｇ／ｍＬ的ＥＭＡ，按１．２．５的方法

进行静置曝光处理；第三部分浸泡液经热致死处理

后再添加３．０μｇ／ｍＬ的ＥＭＡ（对照），并按１．２．５

的方法进行静置曝光处理，提取ＤＮＡ，按１．２．３的

方法进行ＰＣＲ扩增。

１．２．１０　数据分析

采用ＳＰＳＳ１９．０对试验数据进行狋检验，犘＜

０．０５表示具有显著性差异。

２　结果与分析

２．１　荧光定量犘犆犚灵敏度

随着ｑＰＣＲ反应体系中猕猴桃溃疡病菌活菌数

减少，犆狋值逐渐增大，当ｑＰＣＲ反应体系中的活菌

数为１ｃｆｕ时，荧光定量ＰＣＲ检测结果为阴性，因

此，荧光定量ＰＣＲ检测灵敏度为２ｃｆｕ（图１）。

图１　荧光定量犘犆犚检测猕猴桃溃疡病菌的灵敏度

犉犻犵．１　犜犺犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀犾犻犿犻狋狅犳狇犘犆犚犳狅狉犘狊犪

２．２　抑制纯培养死菌犇犖犃扩增的最适犈犕犃浓度

对死菌的ｑＰＣＲ检测结果显示，添加ＥＭＡ的

各组犆狋值与未添加ＥＭＡ的对照组相比均显著增

加（犘＜０．０５），当ＥＭＡ终浓度≥２．０μｇ／ｍＬ时，死

菌的ＰＣＲ扩增被彻底抑制（图２）。低浓度的ＥＭＡ

（≤１０μｇ／ｍＬ）对活菌ＰＣＲ扩增抑制不显著 （犘＞

０．０５）。但是，当ＥＭＡ≥２０μｇ／ｍＬ时，可显著抑制活

菌的ＰＣＲ扩增（犘＜０．０５）（图２）。可见，抑制死菌

ＤＮＡ扩增的最低ＥＭＡ浓度（２．０μｇ／ｍＬ）远远小于

影响活菌ＤＮＡ扩增的最小ＥＭＡ浓度（２０μｇ／ｍＬ）。

因此，我们使用终浓度为２．０μｇ／ｍＬ的ＥＭＡ作为

纯菌培养后续试验的最佳浓度。

图２　猕猴桃溃疡病菌犈犕犃狇犘犆犚检测体系中

犈犕犃浓度优化

犉犻犵．２　犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犈犕犃犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀犻狀

犈犕犃狇犘犆犚

２．３　死活菌混合体系中犈犕犃狇犘犆犚选择性扩增活菌

用５．０×１０６ｃｆｕ的死菌与不同数量的活菌混

合后加入ＥＭＡ（终浓度为２．０ｍｇ／Ｌ）。结果发现，

死菌ＤＮＡ的扩增被彻底抑制，随着活菌数目的降

低，犆狋值逐渐增加，检测最低限度达到１．０×１０１ｃｆｕ

（犆狋为３５．１２）（图３ａ）。在活菌数为１．０×１０１～１．０×

１０５ｃｆｕ范围内，其ｃｆｕ数与犆狋值呈线性相关，狔＝

－１．９１５８狓＋３７．５４６，相关系数为犚２＝０．９８８（图

３ｂ）。此时，通过犆狋值可对ｑＰＣＲ中活菌ｃｆｕ数进

行快速定量测定。
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２．４　犈犕犃狇犘犆犚检测不同温度处理后猕猴桃溃疡

病菌的存活情况

　　当检测实际样品时，可能需要暂时保存待检样

品，为了明确保存温度对待检样品检测结果的影

响，设计了－２０℃、４℃和２０℃３个常规保存温度

分别保存２４、４８和７２ｈ，ＥＭＡｑＰＣＲ检测猕猴桃溃

疡病菌的存活情况并与平板培养计数法进行比较。

结果表明，－２０℃冷冻处理时间越长，ＥＭＡｑＰＣＲ

和平板计数结果越低，处理７２ｈ后，ＥＭＡｑＰＣＲ检

测活菌数为３．７×１０５ｃｆｕ，平板计数检测活菌数为

４．１×１０３ｃｆｕ，两种结果显著差异（犘＜０．０５），显示

猕猴桃溃疡病菌低温处理会部分死亡。４℃冷藏和

２０℃常温放置２４、４８和７２ｈ后，两种方法的活菌

测定结果无显著性差异（犘＞０．０５），且接近对照活

菌数，结果表明待检样品可在４℃和２０℃短期保存

（表１）。

图３　狇犘犆犚反应体系中活菌数与犆狋值的关系

犉犻犵．３　犚犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀狋犺犲犆狋狏犪犾狌犲狊犳狉狅犿犈犕犃狇犘犆犚犪狀犱狋犺犲狏犪狉狔犻狀犵狀狌犿犫犲狉狅犳犵犲狀狅犿犻犮狋犪狉犵犲狋狊狆犲狉犘犆犚

表１　犈犕犃狇犘犆犚法和平板计数法比较不同温度处理后猕猴桃溃疡病菌的存活
１）

犜犪犫犾犲１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狊狌狉狏犻狏犪犾狅犳犘狊犪狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊犫狔犈犕犃狇犘犆犚犿犲狋犺狅犱犪狀犱狆犾犪狋犲犮狅狌狀狋犻狀犵犿犲狋犺狅犱

处理时间／ｈ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅ

－２０℃

ＥＭＡｑＰＣＲ／ｃｆｕ
平板计数／ｃｆｕ·板－１

Ｐｌａｔｅｃｏｕｎｔｉｎｇ

４℃

ＥＭＡｑＰＣＲ／ｃｆｕ
平板计数／ｃｆｕ·板－１

Ｐｌａｔｅｃｏｕｎｔｉｎｇ

２０℃

ＥＭＡｑＰＣＲ／ｃｆｕ
平板计数／ｃｆｕ·板－１

Ｐｌａｔｅｃｏｕｎｔｉｎｇ

０ １．０×１０７ａＡ １．０×１０７ａＡ １．０×１０７ａＡ １．０×１０７ａＡ １．０×１０７ａＡ １．０×１０７ａＡ

２４ ３．８×１０６ｂＡ ６．９×１０５ｂＢ ９．９×１０６ａＡ １．０×１０７ａＡ ９．９×１０６ａＡ ９．９×１０６ａＡ

４８ ７．２×１０５ｃＡ ６．３×１０４ｃＢ ９．９×１０６ａＡ ９．８×１０６ａＡ １．０×１０７ａＡ ９．８×１０６ａＡ

７２ ３．７×１０５ｄＡ ４．１×１０３ｄＢ １．０×１０７ａＡ ９．９×１０６ａＡ ９．９×１０６ａＡ １．０×１０７ａＡ

　１）同列不同小写字母表示不同时间处理之间差异显著（犘＜０．０５）；同行不同大写字母表示相同温度处理下两种方法之间差异显著（犘＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５）；Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌ

ｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓｕｎｄｅｒｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（犘＜０．０５）．

２．５　犈犕犃狇犘犆犚检测方法的假阳性验证

以常规ｑＰＣＲ法、ＥＭＡｑＰＣＲ法和平板计数法

检测３个不同浓度的灭活猕猴桃溃疡病菌，验证

ＥＭＡｑＰＣＲ方法对该菌的测定是否会出现假阳

性。结果表明，除了常规ｑＰＣＲ法测定到猕猴桃溃

疡病菌外，平板计数法和ＥＭＡｑＰＣＲ法的测定结

果皆为阴性（表２）。表明猕猴桃溃疡病死菌ＤＮＡ

在短时间内也可作为ＰＣＲ扩增的模板，常规ｑＰＣＲ

法不能有效区分猕猴桃溃疡病菌死活菌。而

ＥＭＡｑＰＣＲ法仅以活菌ＤＮＡ为检测靶标，不会扩

增死菌ＤＮＡ，没有出现假阳性结果，平板计数法进

一步证明了ＥＭＡｑＰＣＲ法的可靠性。

表２　常规狇犘犆犚方法、犈犕犃狇犘犆犚方法和平板计数法

测定灭活猕猴桃溃疡病菌数的比较１）

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾犮狅狌狀狋狊犱犲狋犲狉犿犻狀犲犱犫狔

狇犘犆犚，犈犕犃狇犘犆犚犪狀犱狆犾犪狋犲犮狅狌狀狋犻狀犵犿犲狋犺狅犱狊

猕猴桃溃疡

病菌数／ｃｆｕ

Ｐｓａｃｏｕｎｔｓ

检测值　Ｄｅｔｅｃｔｅｄｖａｌｕｅｓ

ｑＰＣＲ

Ａｖｅｒａｇｅ犆狋

ｖａｌｕｅ±ＳＤ

ＥＭＡｑＰＣＲ

Ａｖｅｒａｇｅ犆狋

ｖａｌｕｅ±ＳＤ

平板培养

计数／ｃｆｕ

Ｐｌａｔｅｃｏｕｎｔｉｎｇ

１０７ ２２．４３±０．１７４３ ＮＡ ０

１０６ ２４．５７±０．２５６１ ＮＡ ０

１０５ ２７．１２±０．１３２８ ＮＡ ０

　１）ＮＡ：阴性。

ＮＡ：Ｎｅｇａｔｉｖｅ．

２．６　犈犕犃狇犘犆犚检测疑似猕猴桃溃疡病枝干样品

对四川、重庆等地采集的１０份疑似猕猴桃溃疡
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病枝干样品（浸泡液未经增殖培养）进行测定，结果发

现对照ＥＭＡｑＰＣＲ测定结果均为阴性，说明猕猴桃

枝干样品中猕猴桃溃疡病死菌ＤＮＡ的扩增被完全抑

制。来自重庆万州、四川邛崃和四川崇州的样品

ＥＭＡｑＰＣＲ检测结果为阴性，与平板培养结果一致，

这３份样品经过培养后，ＥＭＡｑＰＣＲ检测结果还是阴

性（数据未列出），而ｑＰＣＲ检测结果均为阳性，说明

这３份样品中的猕猴桃溃疡病菌虽然已经死亡，但

ＤＮＡ序列还没有完全降解。结果表明ＥＭＡｑＰＣＲ

法可以代替平板培养法快速检验猕猴桃溃疡病。

表３　疑似感染猕猴桃溃疡病的枝干样品的检测

犜犪犫犾犲３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犽犻狑犻犳狉狌犻狋犫狉犪狀犮犺狊犪犿狆犾犲狊狑犻狋犺狊狌狊狆犲犮狋犲犱犘狊犪犻狀犳犲犮狋犻狅狀

样品来源

Ｓａｍｐｌｅｓｏｕｒｃｅ

ＥＭＡｑＰＣＲ检测结果

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＥＭＡｑＰＣＲ

ｑＰＣＲ检测结果

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆｑＰＣＲ

平板培养结果

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｐｌａｔｅｃｕｌｔｕｒｅ

ＥＭＡｑＰＣＲ检测结果（对照）

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＥＭＡｑＰＣＲ（ＣＫ）

重庆开县Ｋａｉｘｉａｎ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ＋ ＋ ＋ －

重庆黔江Ｑｉａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ＋ ＋ ＋ －

重庆万州 Ｗａｎｚｈｏｕ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ － ＋ － －

重庆云阳Ｙｕｎｙａｎｇ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ＋ ＋ ＋ －

四川邛崃Ｑｉｏｎｇｌａｉ，Ｓｉｃｈｕａｎ － ＋ － －

四川都江堰Ｄｕｊｉａｎｇｙａｎ，Ｓｉｃｈｕａｎ ＋ ＋ ＋ －

四川崇州Ｃｈｏｎｇｚｈｏｕ，Ｓｉｃｈｕａｎ － ＋ － －

湖北宜昌Ｙｉｃｈａｎｇ，Ｈｕｂｅｉ ＋ ＋ ＋ －

安徽岳西Ｙｕｅｘｉ，Ａｎｈｕｉ ＋ ＋ ＋ －

陕西户县 Ｈｕｘｉａｎ，Ｓｈａａｎｘｉ ＋ ＋ ＋ －

３　讨论

普通ＰＣＲ技术可以快速鉴定细菌，但不能将死

菌和活菌区分开。由于ＥＭＡ具有选择性
［１２１３］，它

只能进入细胞壁（膜）不完整的死细胞内，不能进入

细胞壁（膜）完整的活细胞。因此，将ＥＭＡ与ｑＰＣＲ

方法相结合，能快速、准确地区分实际样品中的死菌

和活菌，有效降低传统ＰＣＲ检测的假阳性。ＥＭＡ

ｑＰＣＲ目前已经广泛应用于食源致病微生物
［１４１６］和

医学病原微生物［１７］的检测中，但在果树病原菌的检

测上报道极少［１８］。

本研究首先选用纯化的猕猴桃溃疡病菌进行

ＥＭＡｑＰＣＲ方法研究，结果表明，当ＥＭＡ终浓度≥

２．０μｇ／ｍＬ时，１０
７ｃｆｕ／ｍＬ浓度死菌的ＤＮＡ扩增可

被彻底抑制。死菌和活菌混合试验表明，检测最低限

度为１．０×１０１个活菌，在活菌数为１．０×１０１～１．０×

１０５ｃｆｕ内，其ｃｆｕ与犆狋值呈线性相关，此时，以犆狋

值可对ｑＰＣＲ中活菌ｃｆｕ进行快速定量测定。

在实际样品测定时，可能需要暂时保存待检样

品。我们测试了不同温度短时间保存猕猴桃溃疡病

菌后其存活情况。结果表明，活菌经过－２０℃保存

７２ｈ后，ＥＭＡｑＰＣＲ法检出的活菌数高于平板计数

法，原因可能是低温短期处理后的死亡菌体仍能保

持细胞壁（膜）完整，使ＥＭＡ染料无法渗透进入
［１９２０］。

４℃和２０℃保存７２ｈ，两种方法的活菌检测结果一致，

且接近对照活菌数，但ＥＭＡｑＰＣＲ法耗时更短，大大

缩短了测定时间。综合试验结果表明，猕猴桃溃疡病

待检样品可在４℃和２０℃短期保存，不会影响测定结

果，但不能在－２０℃冷冻短期保存。

目前，ＥＭＡ结合ＰＣＲ技术检测实际样品中的病

原菌报道极少［１８］。ＥＭＡｑＰＣＲ检测疑似猕猴桃溃疡

病枝干样品时，因为猕猴桃枝干中未经增殖培养的浸

泡液细菌总浓度不会超过１．０×１０７ｃｆｕ／ｍＬ，同时猕

猴桃枝干中的非靶标死菌可能会消耗掉一部分

ＥＭＡ，因此我们选择的ＥＭＡ浓度为３．０μｇ／ｍＬ（比

纯菌条件下稍高）。结果表明，１０份对照样品ＥＭＡ

ｑＰＣＲ检测结果都是阴性，说明ＥＭＡ在猕猴桃枝干

样品检测中抑制猕猴桃溃疡病菌死菌ＤＮＡ被扩增的

效果比较理想。其中３份样品的ＥＭＡｑＰＣＲ测定结

果与ｑＰＣＲ测定结果不同，与平板培养结果相同，表

明ＥＭＡｑＰＣＲ方法比ｑＰＣＲ法更能克服假阳性的出

现，准确反映实际样品的带菌情况，并且比平板培养

法检测时间更短。

有时，实际样品中存在的活菌数可能非常少，低

于ｑＰＣＲ的最低检测下限，这样ＥＭＡｑＰＣＲ检测可能

会出现假阴性［２１］。因此当未经增殖培养的浸泡液检测

结果为阴性时，必须经过增殖培养后再次进行ＥＭＡ

ｑＰＣＲ检测，才能确定实际样品中是否有活菌存在。

·７４１·
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