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应用微滴数字犘犆犚同时检测瓜类种子

携带果斑病菌和角斑病菌

赵子婧１，　芦　钰２，　田　文１，　王玉玺１，　温常龙２，

李健强１，　徐秀兰２，　罗来鑫１

（１．中国农业大学植物保护学院，种子病害检验与防控北京市重点实验室，北京　１００１９３；

２．北京市农林科学院蔬菜研究中心，农业农村部华北地区园艺作物生物学与种质创制重点实验室，北京　１０００９７）

摘要　细菌性果斑病和角斑病是葫芦科作物两大重要细菌病害，病原菌分别为西瓜嗜酸菌犃犮犻犱狅狏狅狉犪狓犮犻狋狉狌犾犾犻和

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。两种菌均可通过种子、种苗带菌进行远距离

传播。种子检测是预防和控制这两种病害发生的首要环节。本研究应用微滴数字ＰＣＲ技术（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，

ｄｄＰＣＲ）建立了同时检测种子携带西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌的方法。结果显示：两种细菌菌悬液和ＤＮＡ样品

等浓度混合时，ｄｄＰＣＲ能同时检测到两种靶标菌的最低混合菌悬液浓度和最低ＤＮＡ浓度分别为１０３ｃｆｕ／ｍＬ和

１０－３ｎｇ／μＬ，其检测灵敏度是平行测试的ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法的１０倍；对于非等浓度混合的菌悬液和ＤＮＡ样品，两

种靶标菌菌悬液按浓度比１∶１０００（１０３∶１０６ｃｆｕ／ｍＬ）混合或其ＤＮＡ浓度比为１∶１００００（２．２８×１０－３ｎｇ／μＬ∶

２２．８ｎｇ／μＬ）条件下，ｄｄＰＣＲ可检测到低浓度的靶标菌，检测灵敏度同样是ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的１０倍。此外，在人工接

菌种子测试中，西瓜、甜瓜单粒种子平均带菌量１０５～１０６ｃｆｕ／粒时，ｄｄＰＣＲ方法可检测到带菌率０．２％（狀＝５００）的

西瓜、甜瓜种子样品。将分别携带两种菌的种子按比例１∶１０混合时ｄｄＰＣＲ方法可以准确检出浓度相对低的靶标

菌；而使用相同检测引物的ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测方法则只能检出西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌带菌率分别为０．２％和

２％（狀＝５００）的甜瓜种子混合样品中的西瓜嗜酸菌，未能稳定检出丁香假单胞菌。综上所述，本研究基于ｄｄＰＣＲ技

术建立了可同时检测两种重要葫芦科种传细菌的方法，检测结果稳定可靠，丰富了当前种传病原细菌的检测技术

体系。

关键词　微滴数字ＰＣＲ；　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；　种子带菌检测；　西瓜嗜酸菌；　丁香假单胞菌黄瓜致病变种
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犣犎犃犗犣犻犼犻狀犵
１，　犔犝犢狌２，　犜犐犃犖犠犲狀１，　犠犃犖犌犢狌狓犻１，　犠犈犖犆犺犪狀犵犾狅狀犵

２，

犔犐犑犻犪狀狇犻犪狀犵
１，　犡犝犡犻狌犾犪狀２，　犔犝犗犔犪犻狓犻狀１

（１．犅犲犻犼犻狀犵犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犛犲犲犱犇犻狊犲犪狊犲犜犲狊狋犻狀犵犪狀犱犆狅狀狋狉狅犾，犆狅犾犾犲犵犲狅犳犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀，

犆犺犻狀犪犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犅犲犻犼犻狀犵　１００１９３，犆犺犻狀犪；２．犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犅犻狅犾狅犵狔犪狀犱犌犲狀犲狋犻犮

犐犿狆狉狅狏犲犿犲狀狋狅犳犎狅狉狋犻犮狌犾狋狌狉犪犾犆狉狅狆狊（犖狅狉狋犺犆犺犻狀犪），犕犻狀犻狊狋狉狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犲犪狀犱犚狌狉犪犾犃犳犳犪犻狉狊，犅犲犻犼犻狀犵

犞犲犵犲狋犪犫犾犲犚犲狊犲犪狉犮犺犆犲狀狋犲狉，犅犲犻犼犻狀犵犃犮犪犱犲犿狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犲犪狀犱犉狅狉犲狊狋狉狔犛犮犻犲狀犮犲狊，犅犲犻犼犻狀犵　１０００９７，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋　犅犪犮狋犲狉犻犪犾犳狉狌犻狋犫犾狅狋犮犺（犅犉犅）犪狀犱犫犪犮狋犲狉犻犪犾犪狀犵狌犾犪狉犾犲犪犳狊狆狅狋犪狉犲狋狑狅犿犪犼狅狉犫犪犮狋犲狉犻犪犾犱犻狊犲犪狊犲狊狅犳

犆狌犮狌狉犫犻狋犪犮犲犪犲犮狉狅狆狊，犮犪狌狊犲犱犫狔犃犮犻犱狅狏狅狉犪狓犮犻狋狉狌犾犾犻 （犃犮）犪狀犱犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狔狉犻狀犵犪犲狆狏．犾犪犮犺狉狔犿犪狀狊 （犘狊犾），

狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔．犜犺犲狊犲狋狑狅狆犪狋犺狅犵犲狀狊犮犪狀犪犮犺犻犲狏犲犾狅狀犵犱犻狊狋犪狀犮犲狋狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀狋犺狉狅狌犵犺犮狅狀狋犪犿犻狀犪狋犲犱狊犲犲犱狊狅狉狊犲犲犱犾犻狀犵狊，

狋犺犲狉犲犳狅狉犲，狊犲犲犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀狆犾犪狔狊狋犺犲犳犻狉狊狋犽犲狔狉狅犾犲犻狀犱犻狊犲犪狊犲犿犪狀犪犵犲犿犲狀狋．犐狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔，狑犲犪犱狅狆狋犲犱犪狀犲狑



４７卷第２期 赵子婧等：应用微滴数字ＰＣＲ同时检测瓜类种子携带果斑病菌和角斑病菌

狋犲犮犺狀犻狇狌犲狅犳犱狉狅狆犾犲狋犱犻犵犻狋犪犾犘犆犚（犱犱犘犆犚）狋狅犲狊狋犪犫犾犻狊犺犪犿犲狋犺狅犱犳狅狉狊犻犿狌犾狋犪狀犲狅狌狊犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狊犲犲犱狊犮犪狉狉狔犻狀犵犫狅狋犺

犃犮犪狀犱犘狊犾．犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狊犺狅狑犲犱狋犺犪狋犱犱犘犆犚犮狅狌犾犱狊犻犿狌犾狋犪狀犲狅狌狊犾狔犱犲狋犲犮狋犃犮犪狀犱犘狊犾犿犻狓犲犱犻狀犲狇狌犪犾狉犪狋犻狅，狑犻狋犺狋犺犲

犾犻犿犻狋狊狅犳１０３犮犳狌／犿犔狅犳狋狑狅犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狌狊狆犲狀狊犻狅狀狊犪狀犱１０
－３ 狀犵／μ犔狅犳狋狑狅犇犖犃狊犪犿狆犾犲狊狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔．犜犺犲

犱犲狋犲犮狋犻狅狀狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳犱犱犘犆犚狑犪狊１０狋犻犿犲狊犺犻犵犺犲狉狋犺犪狀狋犺犪狋狅犳狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚狋犲狊狋犲犱犻狀狆犪狉犪犾犾犲犾．犉狅狉狋狑狅犫犪犮狋犲狉犻犪犾

狊狌狊狆犲狀狊犻狅狀狊犪狀犱犇犖犃狊犪犿狆犾犲狊犿犻狓犲犱犻狀狌狀犲狇狌犪犾狉犪狋犻狅，犱犱犘犆犚犮犪狀犱犲狋犲犮狋犲犱狋犺犲犾狅狑犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳狋犪狉犵犲狋犫犪犮狋犲狉犻犪

犪狋犪狉犪狋犻狅狅犳１∶１０００ （１０３∶１０６犮犳狌／犿犔）犳狅狉犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狌狊狆犲狀狊犻狅狀犪狀犱１∶１００００ （２．２８×１０
－３
狀犵／μ犔∶

２２．８狀犵／μ犔）犳狅狉犇犖犃．犕犲犪狀狑犺犻犾犲，狋犺犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狑犪狊１０狋犻犿犲狊犺犻犵犺犲狉狋犺犪狀狋犺犪狋狅犳狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚．犐狀

犪犱犱犻狋犻狅狀，狑犺犲狀狋犲狊狋犻狀犵狑犻狋犺犪狉狋犻犳犻犮犻犪犾犾狔犻狀犳犲狊狋犲犱狑犪狋犲狉犿犲犾狅狀犪狀犱犿犲犾狅狀狊犲犲犱（犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱犫犪犮狋犲狉犻犪犾犪犿狅狌狀狋＝１０
５－

１０６犮犳狌／狊犲犲犱），狋犺犲狊犲犲犱狊犪犿狆犾犲狑犻狋犺犪狀犻狀犳犲狊狋犪狋犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳０．２％ （狀＝５００）狑犪狊犱犲狋犲犮狋犪犫犾犲犫狔狌狊犻狀犵犱犱犘犆犚．

犠犺犲狀狋犺犲狉犪狋犻狅狅犳狋犺犲狋狑狅犮狅狀狋犪犿犻狀犪狋犲犱狊犲犲犱狊狑犪狊１∶１０，犱犱犘犆犚狊狋犻犾犾犱犲狋犲犮狋犲犱狋犺犲狋犪狉犵犲狋犫犪犮狋犲狉犻犪犪狋犾狅狑

犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊．犎狅狑犲狏犲狉，狌狊犻狀犵狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犮狅狌犾犱狅狀犾狔犱犲狋犲犮狋犃犮犻狀狋犺犲犿犲犾狅狀狊犲犲犱犪狋犪犾犲狏犲犾狅犳０．２％ （狀＝

５００），犪狀犱犘狊犾狑犪狊狀狅狋犮狅狀狊犻狊狋犲狀狋犾狔犱犲狋犲犮狋犲犱犻狀狉犲狆犾犻犮犪狋犲狊．犐狀狊狌犿犿犪狉狔，狋犺犻狊狊狋狌犱狔犲狊狋犪犫犾犻狊犺犲犱犪狊犲犲犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀

犿犲狋犺狅犱犫犪狊犲犱狅狀犱犱犘犆犚狋犺犪狋犮狅狌犾犱狊犻犿狌犾狋犪狀犲狅狌狊犾狔犱犲狋犲犮狋狋狑狅犻犿狆狅狉狋犪狀狋狊犲犲犱狋狉犪狀狊犿犻狋狋犲犱狆犪狋犺狅犵犲狀狊犻狀狋犺犲

犆狌犮狌狉犫犻狋犪犮犲犪犲．犜犺犲犱犱犘犆犚犫犪狊犲犱犿犲狋犺狅犱狑犪狊狊狋犪犫犾犲犪狀犱狉犲犾犻犪犫犾犲，狑犺犻犮犺犲狀狉犻犮犺犲狊狋犺犲犮狌狉狉犲狀狋犱犲狋犲犮狋犻狅狀狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔

狊狔狊狋犲犿犳狅狉狊犲犲犱犫狅狉狀犲狆犪狋犺狅犵犲狀狊．

犓犲狔狑狅狉犱狊　犱狉狅狆犾犲狋犱犻犵犻狋犪犾犘犆犚；　狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚；　狊犲犲犱狋狉犪狀狊犿犻狋狋犲犱狆犪狋犺狅犵犲狀犱犲狋犲犮狋犻狅狀；　犃犮犻犱狅狏狅狉犪狓犮犻狋狉狌犾犾犻；

　犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狔狉犻狀犵犪犲狆狏．犾犪犮犺狉狔犿犪狀狊

　　我国是世界蔬菜种植大国，种植面积、总产量和

出口量等均居世界第一［１２］。葫芦科植物共有１１８

属８２５种
［３］，广泛分布于热带和亚热带地区，其中不

乏多种重要的蔬菜作物。我国葫芦科植物共有３２

属１５４种３５变种，常见的有西瓜、甜瓜、黄瓜、南瓜、

西葫芦等［３４］。根据世界粮农组织（ＦＡＯ）统计结

果，近十年我国西瓜、甜瓜和黄瓜的种植面积和产量

逐年增加，种植面积和产量均居世界第一［５６］。然而

瓜类细菌性病害尤其是果斑病和角斑病的频频发生

严重影响了我国葫芦科作物的生产［７８］。

西瓜嗜酸菌犃犮犻犱狅狏狅狉犪狓犮犻狋狉狌犾犾犻（Ａｃ），是引起

果斑病的病原细菌，为重要的世界检疫性有害生

物［９］。西瓜嗜酸菌为革兰氏阴性菌，主要分为两个

组群，其中ＧｒｏｕｐⅡ群主要侵染西瓜，ＧｒｏｕｐⅠ群主

要侵染除西瓜外的其他作物，如甜瓜、黄瓜、葫芦

等［１０］。果斑病发病初期在子叶和果实上都表现为

水浸状的斑点，在发病后期，真叶上有黄色晕圈的褐

色小斑，在果实上会导致果皮龟裂，果肉腐烂［１１］。

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（Ｐｓｌ），是引起角斑病的病原

细菌，革兰氏阴性，主要寄主为黄瓜，也可侵染甜瓜、

西瓜等葫芦科作物，以及部分茄科作物和豆科作

物［１２］。角斑病发病初期为水浸状病斑，随后会受到

叶脉的限制呈多角形或者不规则形病斑，果实上为

水浸状病斑，可导致果实溃烂，溢出白色菌脓［１３］。

两种病原菌侵染甜瓜初期，叶片症状较为相似，

难以区分，而果斑病造成西瓜、甜瓜等果实水浸状腐

烂的损失更大［１４］。由于两种病原细菌均可通过种

子传播，对种子进行带菌检测，减少因带菌种子引起

病害流行是种传病害防控的首要环节。

微滴数字ＰＣＲ（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）

是可以实现准确定量的一种新的核酸扩增技术，被

称为第三代ＰＣＲ技术
［１５］。该技术将含有ＤＮＡ或

ＲＮＡ的ＰＣＲ体系分成数万个油包水的纳米级微

滴，每个微滴里可能不含或含１个甚至多个核酸分

子，每个微滴都作为一个独立的ＰＣＲ体系，经ＰＣＲ

扩增后，对每个微滴反应进行检测，有荧光信号的微

滴判读为１，没有荧光信号的微滴判读为０，根据泊

松分布原理及阳性微滴的个数与比例即可得出靶标

分子的起始拷贝数［１６］。即利用有限稀释，ＰＣＲ反应

和泊松分布实现核酸浓度的绝对定量，也可高度灵

敏和准确地对低浓度的核酸进行绝对定量。与荧光

定量ＰＣＲ相比，ｄｄＰＣＲ技术具有更高的灵敏度和

特异性，可实现无需外部标准的绝对定量，简化了计

算。目前ｄｄＰＣＲ技术广泛用于生物医学、基因表达

分析、拷贝数变异分析、转基因食品检测等［１７］，在

植物病害的检测方面应用很少。最早在２０１４年，

Ｄｒｅｏ等利用ｄｄＰＣＲ首次检测了两种检疫性植物病

原菌———梨火疫病菌犈狉狑犻狀犻犪犪犿狔犾狅狏狅狉犪和马铃薯

青枯病菌犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿
［１８］，随后Ｚｈａｏ等

利用ｄｄＰＣＲ技术对柑橘溃疡病进行检测，发现与

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ相比，ｄｄＰＣＲ的灵敏性、重复性均高
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于ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，并降低了铜离子对反应的干

扰［１９］。此外，Ｗａｎｇ等利用ｄｄＰＣＲ通过收集双通

路荧光信号实现了对转基因水稻的两个靶标基因

的检测［２０］。

本研究建立了应用ｄｄＰＣＲ技术同时检测瓜类

细菌性果斑病和角斑病的技术方法，并与荧光定量

ＰＣＲ技术进行平行测试，比较分析了两种方法对种

子带菌检测的灵敏性与稳定性。

１　材料与方法

１．１　供试菌株及培养条件

丁香假单胞菌黄瓜致病变种犘．狊狔狉犻狀犵犪犲ｐｖ．

犾犪犮犺狉狔犿犪狀狊菌株ＮＣＰＰＢ５４３（后文简称丁香假单胞

菌）分离自黄瓜，由中国农业大学种子病理学实验室

提供；西瓜嗜酸菌犃．犮犻狋狉狌犾犾犻由北京市农林科学院

蔬菜研究中心提供，其中，菌株Ｘｕ１７１５分离自西瓜

种子，分型为Ⅱ型；菌株Ｘｕ２０１８０７，分离自甜瓜发病

果实，分型为Ⅰ型。两个菌株分别用于制备带菌的

西瓜和甜瓜种子。菌株Ｘｕ１７１５用于混合菌悬液和

混合ＤＮＡ的制备。菌株悬浮于１５％甘油，保存在

－８０℃冰箱中。菌株活化采用ＰＦ培养基（蛋白胨

２０ｇ／Ｌ，琼脂１５ｇ／Ｌ，甘油１０ｍＬ／Ｌ，１ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢

二钾１４ｍＬ／Ｌ，１ｍｏｌ／Ｌ硫酸镁１４ｍＬ／Ｌ）于２８℃培

养２ｄ。

分别将浓度为１０８ｃｆｕ／ｍＬ的西瓜嗜酸菌和丁

香假单胞菌进行１０倍梯度稀释，得到１０、１０２、１０３、

１０４、１０５、１０６、１０７、１０８ｃｆｕ／ｍＬ系列浓度菌悬液，将

制备好的菌悬液冻存于－２０℃。

１．２　犱犱犘犆犚引物探针组合

参考相关文献，前期测试了２组西瓜嗜酸菌引

物探针与１组丁香假单胞菌引物探针不同组合，选

择Ａ１为检测西瓜嗜酸菌的引物探针，Ｐ０为检测

丁香假单胞菌的引物探针（表１）。所有引物探针均

由北京六合华大基因科技有限公司合成。

表１　本研究所用引物探针列表

犜犪犫犾犲１　犔犻狊狋狅犳狆狉犻犿犲狉狊犪狀犱犜犪狇犕犪狀狆狉狅犫犲狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

引物组

Ｐｒｉｍｅｒｇｒｏｕｐ

引物探针

Ｐｒｉｍｅｒａｎｄｐｒｏｂｅ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ａ１ ＡｃＦＰ ＣＴＧＡＴＡＡＴＣＣＴＣＧＧＣＴＣＡＡＣＡＡ ［２１］

ＡｃＲＰ ＴＧＡＧＣＧＣＡＴＴＴＣＴＧＡＣＧＡＧ

ＡｃＰ ＦＡＭＡＡＧＡＡＡＴＡＣＧＣＣＣＴＣＧＣＣＡＡＴＣＴＣＣＢＨＱ１ｂ

Ｐ０ ＰｓｌＦ ＧＴＴＣＧＧＣＧＡＣＧＣＡＡＴＣＡＡＴＧ

ＰｓｌＲ ＧＴＴＧＡＣＴＴＣＴＴＣＧＧＣＧＧＴＧＧ ［２２］

ＰｓｌＰＢ１ ＨＥＸＣＣＧＧＡＧＣＴＧＧＣＡＧＧＣＡＡＡＣＴＣＡＣＢＨＱ１ｂ

１．３　犱犱犘犆犚检测体系与反应程序

ｄｄＰＣＲ采用ＱＸ２００全自动微滴式数字ＰＣＲ系

统（北京汇力宏业生物科技有限公司），包含ＱＸ２００

微滴自动生成仪、ＱＸ２００微滴读取仪以及ＱｕａｎｔａＳｏｆｔ

数据分析软件。反应总体系２４μＬ，其中２×ｄｄＰＣＲ

ｓｕｐｅｒｍｉｘｆｏｒｐｒｏｂｅｓ１２μＬ，４条引物（９００ｎｍｏｌ／Ｌ）各

１μＬ，２条探针（２５０ｎｍｏｌ／Ｌ）各０．３μＬ，模板１μＬ，超

纯水６．４μＬ。反应程序为９５℃１０ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

６８℃６０ｓ，４０个循环；９８℃１０ｍｉｎ；４℃保存。

１．４　狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚检测体系与反应程序

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ采用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０实时荧光定

量ＰＣＲ系统。反应总体系为２５μＬ，其中２×ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲｍａｓｔｅｒｍｉｘ１２．５μＬ，４条引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各

０．５μＬ，２条探针（２０μｍｏｌ／Ｌ）各０．３μＬ，模板１μＬ，

超纯水８．９μＬ。反应程序为９５℃５ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，

５８℃４５ｓ，４０个循环；１２℃保存。

１．５　西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌菌悬液样品制备

１．５．１　等浓度混合菌悬液

将浓度分别为１０６ｃｆｕ／ｍＬ的西瓜嗜酸菌和丁

香假单胞菌菌悬液等体积混合，得到菌浓度为

１０６ｃｆｕ／ｍＬ的等浓度混合菌悬液，按同样的方法制

备菌浓度为１０～１０
５ｃｆｕ／ｍＬ的等浓度混合菌悬液。

以混合菌悬液为模板，分别用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和

ｄｄＰＣＲ进行检测。

１．５．２　非等浓度混合菌悬液

在１０６ｃｆｕ／ｍＬ西瓜嗜酸菌菌悬液中分别加入

等体积的１０～１０
５ｃｆｕ／ｍＬ的丁香假单胞菌菌悬液，

得到高浓度西瓜嗜酸菌和低浓度丁香假单胞菌的非

等浓度混合菌悬液；同样地，制备高浓度丁香假单胞

菌和低浓度西瓜嗜酸菌的非等浓度混合菌悬液。以

非等浓度混合的菌悬液为模板，分别用ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ和ｄｄＰＣＲ进行检测。
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１．６　西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌犇犖犃样品制备

１．６．１　ＤＮＡ提取

从ＰＦ培养基上分别刮取西瓜嗜酸菌和丁香假

单胞菌，用无菌水制备成菌悬液。用ＤＮＡ提取试

剂盒（北京全式金ＥａｓｙＰｕｒｅＢａｃｔｅｒｉａＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ

Ｋｉｔ）分别提取西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌的ＤＮＡ，

测定ＤＮＡ浓度并稀释至２２．８ｎｇ／μＬ。

１．６．２　两种细菌等浓度ＤＮＡ混合样品制备

将两个靶标的ＤＮＡ分别梯度稀释，各得到２２．８

～２．２８×１０
－６
ｎｇ／μＬ的８个ＤＮＡ样品，冻存于－

２０℃。取等体积等浓度两种菌的ＤＮＡ样品混合均

匀，得到混合ＤＮＡ浓度为２２．８～２．２８×１０
－６
ｎｇ／μＬ

的混合样品。以混合ＤＮＡ为模板，分别用ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ和ｄｄＰＣＲ进行检测。

１．６．３　两种细菌非等浓度ＤＮＡ混合样品制备

在２２．８ｎｇ／μＬ西瓜嗜酸菌ＤＮＡ样品中分别加

入等体积的２．２８～２．２８×１０
－５ｎｇ／μＬ的丁香假单胞

菌ＤＮＡ样品，得到高浓度西瓜嗜酸菌和低浓度丁香

假单胞菌的非等浓度混合ＤＮＡ样品；同样地，制备高

浓度丁香假单胞菌和低浓度西瓜嗜酸菌的非等浓度

混合ＤＮＡ样品。以非等浓度混合的ＤＮＡ为模板，分

别用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和ｄｄＰＣＲ进行检测。

１．７　带菌西瓜和甜瓜种子样品制备及检测

１．７．１　西瓜带菌种子制备

以经检测确认未携带西瓜嗜酸菌和丁香假单胞

菌的西瓜种子（‘国蜜１０１’）作为样品制备的供试材

料。取两份西瓜种子（各５０ｇ）分别完全浸泡在

１０８ｃｆｕ／ｍＬ的西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌菌悬液

中，２８℃，１２０ｒ／ｍｉｎ培养２ｈ，取出种子，自然晾干２

～３ｄ，获得分别携带西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌的

西瓜种子。将分别携带西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌

的西瓜种子按照粒数比０∶０、１∶０、１∶１、１∶５、１∶１０、

５∶１、１０∶１、０∶１（均为实际混入的粒数）混入健康种子

中，得到样本总量为１００粒／份与５００粒／份的种子

样品各８份。试验设置３次重复，共准备１００粒／份

与５００粒／份的样品各２４份。

１．７．２　西瓜种子样品带菌检测

以１∶４（犿／犞）的比例在检测样品中加入ＰＢＳＴ

洗涤缓冲液，用均质器激烈拍打１ｍｉｎ后，２８℃

１２０ｒ／ｍｉｎ培养４ｈ，之后放置冰箱４℃培养过夜，第２

天再次拍打１ｍｉｎ，用双层纱布过滤，收集洗涤液于

５０ｍＬ离心管中。以４０００ｒ／ｍｉｎ低速离心１０ｍｉｎ，收

集上清液，再以１００００ｒ／ｍｉｎ高速离心１０ｍｉｎ，弃上

清液，用１ｍＬ无菌水重悬底部沉淀，得到种子洗涤液

原液，分别用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和ｄｄＰＣＲ进行检测。

１．７．３　带菌甜瓜种子样品制备及检测

甜瓜种子（‘京玉６号’）接菌方法、种子样品制

备、检测方法与西瓜种子相同。

２　结果与分析

２．１　犱犱犘犆犚和狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚检测两种病原菌混合

菌悬液样品

　　用ｄｄＰＣＲ和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对西瓜嗜酸菌和丁香

假单胞菌等浓度混合菌悬液进行检测，结果如表２所

示。混合菌悬液浓度为１０４ｃｆｕ／ｍＬ时，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

可以同时检测到两个靶标菌，浓度为１０３ｃｆｕ／ｍＬ时可检

测到混合菌悬液中的西瓜嗜酸菌，但未检测到等浓度

的丁香假单胞菌；而ｄｄＰＣＲ可以同时检测两个靶标菌

的混合菌悬液浓度为１０３ｃｆｕ／ｍＬ，可检测到１０２ｃｆｕ／ｍＬ

混合菌悬液中的西瓜嗜酸菌，但未检测到等浓度的丁

香假单胞菌。对于等浓度混合菌悬液，ｄｄＰＣＲ的检测

灵敏度比ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ高１个数量级。

表２　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚和犱犱犘犆犚检测两种病原菌等浓度混合菌悬液的结果１
）

犜犪犫犾犲２　犚犲狊狌犾狋狅犳狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪狀犱犱犱犘犆犚犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犿犻狓狋狌狉犲狅犳狋狑狅犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狌狊狆犲狀狊犻狅狀狊犪狋犲狇狌犪犾犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

Ａｃ和Ｐｓｌ的混合浓度／ｃｆｕ·ｍＬ－１

ＳｔａｒｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡｃａｎｄＰｓｌ

犆狋

Ａｃ Ｐｓｌ

拷贝数／拷贝·μＬ
－１　Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｐｉｅｓ

Ａｃ Ｐｓｌ

１０６ ２７．３３ ２７．５２ １０５．２ ７６．３

１０５ ３０．３９ ２９．９６ １１．９ ４．８

１０４ ３２．３９ ３２．７９ １．６ ０．９

１０３ ３３．０３ － ０．７７ ０．５

１０２ － － ０．０９ －　

１０ － － － 　－

　１）Ａｃ：西瓜嗜酸菌；Ｐｓｌ：丁香假单胞菌黄瓜致病变种。－ 表示未检测到。犆狋值为ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的结果；拷贝数为ｄｄＰＣＲ结果。下同。

Ａｃ：犃犮犻犱狅狏狅狉犪狓犮犻狋狉狌犾犾犻；Ｐｓｌ：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．－ｍｅａｎｓｎｏｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ．犆狋ｖａｌｕｅｗａｓｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲａｎｄｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｗａｓｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｄｄＰＣＲ．Ｔｈｅｓａｍｅａｐｐｌｉｅｓｂｅｌｏｗ．

·９５１·



２０２１

　　非等浓度混合菌悬液的检测结果如表３所示。

当西瓜嗜酸菌菌悬液浓度恒定为１０６ｃｆｕ／ｍＬ时，ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ能检测到的丁香假单胞菌的最低浓度为

１０５ｃｆｕ／ｍＬ，而ｄｄＰＣＲ为１０３ｃｆｕ／ｍＬ；当 丁香假单胞

菌悬液浓度恒定为１０６ｃｆｕ／ｍＬ时，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ能检

测到的西瓜嗜酸菌的最低浓度为１０４ｃｆｕ／ｍＬ，而

ｄｄＰＣＲ为１０３ｃｆｕ／ｍＬ。采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测，

当某种菌含量高时，另一种低浓度病原菌的检测灵

敏度受到抑制，而ｄｄＰＣＲ不受高浓度靶标的干扰，

提高了对低浓度靶标的检测灵敏度。

表３　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚和犱犱犘犆犚检测两种病原菌非等浓度混合菌悬液的结果

犜犪犫犾犲３　犚犲狊狌犾狋狅犳狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪狀犱犱犱犘犆犚犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犿犻狓狋狌狉犲狅犳狋狑狅犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狌狊狆犲狀狊犻狅狀狊犪狋狌狀犲狇狌犪犾犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

起始浓度／ｃｆｕ·ｍＬ－１

Ｓｔａｒｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ａｃ Ｐｓｌ

犆狋

Ａｃ Ｐｓｌ

拷贝数／拷贝·μＬ
－１

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｐｉｅｓ

Ａｃ Ｐｓｌ

１０６ １０５ ２８．０１ ２９．６３ ９０．３０ ４．６０

１０６ １０４ ２８．１９ － ８３．００ ０．７２

１０６ １０３ ２８．０８ － １２１．７０ ０．４９

１０６ １０２ ２７．７６ － １３７．００ －

１０５ １０６ ２９．５５ ２７．５８ １８．５０ ６６．１０

１０４ １０６ ３１．７５ ２７．７６ ３．２０ ６４．５０

１０３ １０６ － ２７．８８ １．６０ ７７．６０

１０２ １０６ － ２７．０２ － １６０．５０

２．２　犱犱犘犆犚和狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚检测两种病原菌混合

犇犖犃样品

　　以西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌等浓度混合

ＤＮＡ为模板的检测结果如表４所示。Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ可以同时检测到两种靶标菌的最低ＤＮＡ浓度

为１０－２ｎｇ／μＬ；ｄｄＰＣＲ可检测的最低ＤＮＡ浓度为

１０－３ｎｇ／μＬ，ｄｄＰＣＲ的检测灵敏度比ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

高１个数量级。

表４　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚和犱犱犘犆犚检测两种靶标细菌等浓度混合犇犖犃的结果

犜犪犫犾犲４　犚犲狊狌犾狋狅犳狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪狀犱犱犱犘犆犚犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犿犻狓狋狌狉犲狅犳狋狑狅犫犪犮狋犲狉犻犪犾犇犖犃狊犪狋犲狇狌犪犾犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

Ａｃ和Ｐｓｌ起始浓度／ｎｇ·μＬ
－１

ＳｔａｒｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡｃａｎｄＰｓｌ

犆狋

Ａｃ Ｐｓｌ

拷贝数／拷贝·μＬ
－１　Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｐｉｅｓ

Ａｃ Ｐｓｌ

２２．８ ２０．２６ １８．６２ ９８００ ７９００

２．２８ ２３．３９ ２２．９５ ４２２０ １８６７

２．２８×１０－１ ２７．２８ ２７．０２ ２７１ １５８

２．２８×１０－２ ３０．４７ ２９．６１ ２４．８ １６．６

２．２８×１０－３ － － ２．３ １．２

２．２８×１０－４ － － － －

２．２８×１０－５ － － － －

２．２８×１０－６ － － － －

　　西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌非等浓度ＤＮＡ混合

样品的检测结果如表５所示。在２２．８ｎｇ／μＬ西瓜嗜

酸菌ＤＮＡ中混入等体积不同浓度的丁香假单胞菌的

ＤＮＡ时，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ可在１０００∶１比例下检测到低

浓度的丁香假单胞菌ＤＮＡ，而ｄｄＰＣＲ检测限达到

１００００∶１；在２２．８ｎｇ／μＬ丁香假单胞菌ＤＮＡ中混入

等体积不同浓度的西瓜嗜酸菌的ＤＮＡ时，ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ和ｄｄＰＣＲ对低浓度的西瓜嗜酸菌ＤＮＡ的检测

限也分别为１０００∶１和１００００∶１。ｄｄＰＣＲ对低浓度靶

标的检测灵敏度是ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的１０倍。

表５　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚和犱犱犘犆犚检测两种靶标细菌非等浓度混合犇犖犃的结果１
）

犜犪犫犾犲５　犚犲狊狌犾狋狅犳狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪狀犱犱犱犘犆犚犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犿犻狓狋狌狉犲狅犳狋狑狅犫犪犮狋犲狉犻犪犾犇犖犃狊犪狋狌狀犲狇狌犪犾犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

起始浓度／ｎｇ·μＬ
－１

Ｓｔａｒｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ａｃ Ｐｓｌ

犆狋

Ａｃ Ｐｓｌ

拷贝数／拷贝·μＬ
－１

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｐｉｅｓ

Ａｃ Ｐｓｌ

２２．８ ２．２８ ２０．８８ ２２．３１ ＞１００００ １８１９

２２．８ ２．２８×１０－１ ２０．８１ ２４．７２ ＞１００００ １８２

２２．８ ２．２８×１０－２ ２１．５０ ２８．３０ ＞１００００ １９．４

２２．８ ２．２８×１０－３ ２１．４８ － ＞１００００ ２．５

２２．８ ２．２８×１０－４ ２１．３４ － ＞１００００ －

２２．８ ２．２８×１０－５ ２１．４７ － ＞１００００ －

·０６１·



４７卷第２期 赵子婧等：应用微滴数字ＰＣＲ同时检测瓜类种子携带果斑病菌和角斑病菌

续表５　犜犪犫犾犲５（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

起始浓度／ｎｇ·μＬ
－１

Ｓｔａｒｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ａｃ Ｐｓｌ

犆狋

Ａｃ Ｐｓｌ

拷贝数／拷贝·μＬ
－１

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｐｉｅｓ

Ａｃ Ｐｓｌ

２．２８ ２２．８ ２４．５１ ２０．０５ ３７３０ ＞１００００

２．２８×１０－１ ２２．８ ２７．６９ ２０．３４ ４０７ ＞１００００

２．２８×１０－２ ２２．８ ３１．１７ １９．９９ ３５．５ ＞１００００

２．２８×１０－３ ２２．８ － ２０．３０ ３．８ ＞１００００

２．２８×１０－４ ２２．８ － ２０．３１ － ８８００

２．２８×１０－５ ２２．８ － １９．８２ － ９６００

　１）＞１００００表示样品浓度超出ｄｄＰＣＲ检测限；－表示为未检测到。

＞１００００ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓｅｘｃｅｅｄｓｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓｏｆｄｄＰＣＲ．－ｍｅａｎｓｎｏｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ．

２．３　犱犱犘犆犚和狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚检测携带两种病原菌

的种子样品

　　人工接菌的西瓜、甜瓜种子经浸提、平板培养

检测，获得西瓜、甜瓜带菌种子，带菌量稳定在１０５

～１０
６ｃｆｕ／粒。当检测样本容量为１００粒或５００粒

未添加人工接菌种子的健康对照时，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

和ｄｄＰＣＲ对西瓜、甜瓜种子的检测结果均为阴性

（表６）。

表６　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚和犱犱犘犆犚检测人工接种西瓜／甜瓜种子结果１
）

犜犪犫犾犲６　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪狀犱犱犱犘犆犚犻狀犱犲狋犲犮狋犻狀犵犪狉狋犻犳犻犮犻犪犾犾狔犻狀犳犲狊狋犲犱狑犪狋犲狉犿犲犾狅狀犪狀犱犿犲犾狅狀狊犲犲犱狊

样品

量／粒

Ｓａｍｐｌｅ

ｓｉｚｅ

携带Ａｃ

种子／粒

Ａｃｉｎｆｅｓｔｅｄ

ｓｅｅｄ

携带Ｐｓｌ

种子／粒

Ｐｓｌｉｎｆｅｓｔｅｄ

ｓｅｅｄ

西瓜样品 Ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎｓｅｅｄｓａｍｐｌｅ

犆狋

Ａｃ Ｐｓｌ

拷贝数／拷贝·μＬ
－１

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｐｉｅｓ

Ａｃ Ｐｓｌ

甜瓜样品 Ｍｅｌｏｎｓｅｅｄｓａｍｐｌｅ

犆狋

Ａｃ Ｐｓｌ

拷贝数／拷贝·μＬ
－１

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｐｉｅｓ

Ａｃ Ｐｓｌ

１ １ ０ ２８．６４ － １７０９ － ２９．１７ － ６５６ －

０ １ － ３０．８６ － １４４６ － ３１．７６ － ２２５

１００ ０ ０ － － － － － － － －

１ ０ ２８．９０（２／３） － 　　 ２６２ －　 ３０．２７ － ７０．２ － 　

０ １ － ３１．９０ － １０９ －　 ３２．１５ － ６．５

１ １ ２７．９２ ２８．６７（１／３） ２７８ １６８ ２９．７６ ２８．４１ ６３．４ ２８．１

１ ５ ２８．１０（１／３） ２３．５２（１／３） ２５１ ６８０ ３１．７１ ３０．３５ ６０．６ １６６

１ １０ ３０．２８（１／３） － 　　 ２６８ ７７５ ３２．１３ ２８．６８ ２８ ４１１

５ １ ３０．２５（２／３） － 　　 １０６２ ７６ ２８．５４ ２８．５５（２／３）１５０ １０

１０ １ ２９．０８（１／３） － 　　 １３１３ ８．５ ２７．０５ ２７．１８（２／３）５６９ １０．４

５００ ０ ０ － － － － － － － －

１ ０ ２７．１０（１／３） － 　　 １１８４ － ２９．６７（２／３） － 　　 ７３．５ － 　

０ １ － ３２．２２（２／３） － 　　 ５３．８ － 　　 ２５．２３（２／３） － 　　 １５

１ １ ２７．６８ ２８．８３ ３３８ １２７ ３０．１１ ２８．６６ １０３．５ １５．２

１ ５ ２８．３３（２／３） ２８．１０（２／３） ２１５ ４６６ ３０．３１ ２７．２１ ６５．４ ６３．１

１ １０ ２７．６４（２／３） ２６．８１（２／３） ２７７ １５６１ ２９．５７ ２５．４９ ６４．９ １７６

５ １ ２６．２５ － １６４７ １１．６ ２８．０８ ２５．９１（２／３）１８７ １４．６

１０ １ ２４．５１ － ３９７０ １２４ ２５．２１ ２４．３３（１／３）８２３ ２２．４

　１）表中数值均为３次重复平均值。括号内表示３次重复中阳性结果的比例；未标明的表示３次结果一致；－表示３次重复结果都为阴性。

Ｔｈｅｖａｌｕｅｓｌｉｓｔｅｄａｒｅｍｅａｎｏｆｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．Ｖａｌｕｅｓｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓａｒｅｔｈｅｒａｔｉｏｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓｉｎｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ；ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｏｕｔｐａｒｅｎ

ｔｈｅｓｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｉｎｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．－ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔａｌｌｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓａｒｅｎｅｇａｔｉｖｅ．

　　在健康西瓜种子中混入接菌种子的样品检测结

果如表６所示：在１００粒西瓜种子样品中ｄｄＰＣＲ可

以稳定地检测到１％的带菌种子，且３次重复结果

一致；而对于同一个样品ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ未能得到３

次重复一致的阳性结果。当保持西瓜嗜酸菌带菌率

为１％，增加携带丁香假单胞菌的种子数到５粒或

者１０粒时，ｄｄＰＣＲ均可检测到带菌率低的西瓜嗜

酸菌及带菌率高的丁香假单胞菌（５％～１０％），同样

地，丁香假单胞菌带菌率为１％，而西瓜嗜酸菌带菌

率为５％～１０％，采用ｄｄＰＣＲ仍可同时检测到两种
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菌。但是ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对带菌率差异大的样品检

测结果并不稳定，未能每次都检测到带菌率为１％

的西瓜种子，尤其是对丁香假单胞菌的检测重复性

较差，当检测样品中携带西瓜嗜酸菌与丁香假单胞

菌的种子粒数比大于５∶１时，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ３次重

复都未能检出丁香假单胞菌。

当西瓜种子检测样本为５００粒时，ｄｄＰＣＲ可稳

定地检测到０．２％的带菌种子，且３次重复结果一

致；而对于同一个样品ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ未能得到３次

重复一致的阳性结果。但对不同粒数比的带菌种

子，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对样本量为５００粒的检出效果明

显好于样本量为１００粒的检测结果，尤其是可稳定

检测样品中５粒以上的携带西瓜嗜酸菌的西瓜

种子。

甜瓜样品与西瓜样品的检测结果不同，样本量

为１００粒和５００粒时，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ可以稳定检测

出带菌率为１％或０．２％西瓜嗜酸菌或丁香假单胞

菌带菌种子，检出率明显高于西瓜样品。当检测样

品中携带丁香假单胞菌与西瓜嗜酸菌种子粒数比大

于５∶１时，也可稳定检测到人工添加１粒携带西瓜

嗜酸菌种子的靶标信号；但当携带西瓜嗜酸菌与丁

香假单胞菌种子粒数比例大于５∶１时，ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ未能每次都检测到人工添加１粒携带丁香假

单胞菌种子的靶标信号，但ｄｄＰＣＲ可以稳定检测到

靶标信号。

两种方法在检出浓度上也有明显差异，ｄｄＰＣＲ

检测的阳性微滴数量会随着添加的带菌种子数量增

加而增加，但是ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的扩增效果会受到其

他因素的干扰，检出浓度明显低于预期，例如ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ检测１００粒西瓜种子含１粒和１０粒携带

西瓜嗜酸菌种子时，含１０粒的犆狋值大于含１粒的

犆狋值，而ｄｄＰＣＲ的定量检测的拷贝数随着样品中

添加带菌种子量不同而呈现相对应的增减变化。

３　讨论

本研究首次应用ｄｄＰＣＲ技术同时检测瓜类种子

上携带的西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌两种重要种传

病原菌。ｄｄＰＣＲ可同时检测到两种病原菌的ＤＮＡ浓

度和菌悬液浓度分别为１０－３ｎｇ／μＬ和１０
３ｃｆｕ／ｍＬ，

是ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ最低检测限的１０倍，并可从带菌率

为０．２％的种子样品中检测到靶标菌。

细菌性果斑病和角斑病在瓜类作物上常常伴随

发生，且危害严重。已有报道在新疆发病哈密瓜上

同时分离到细菌性角斑病菌与西瓜嗜酸菌［２３］。对

新疆哈密瓜病瓜种子进行出苗检测表明，种子发病

率最高达到８０％，其中果斑病菌占７０％，角斑病菌

占３０％；种子分离检测结果显示，种皮的带菌率远

远高于种仁带菌率［２４］。２０１６年李亚利等从甘肃、新

疆两地收集的具有细菌性果斑病症状的西、甜瓜病

样中分离鉴定得到了细菌性角斑病菌［２５］。两种病

害发病症状相似，不能仅通过症状进行判断，而且两

种病原菌都可以通过种子带菌进行远距离传播，并

成为初侵染源，所以从源头上对这两种病原菌进行

检测是病害防控的关键环节。目前国内外针对这两

种病原菌有多种检测方法的相关报道。徐瑞等［２６］

应用锁式探针结合斑点杂交技术对甜瓜角斑病菌进

行检测，并且通过提取人工接菌种子的ＤＮＡ，检测

限可达到０．１％（１／１０００）。宋蕤等
［２７］利用免疫吸

附富集结合ＰＣＲ方法对西瓜果斑病进行检测，可提

高种子浸提液检测限至６００ｃｆｕ／ｍＬ。但以上技术

操作过程繁琐，耗时长。而应用ｄｄＰＣＲ检测技术可

直接对种子浸提液进行检测，是一种快速、精确的检

测方法。

利用一种检测技术同时检测多个靶标，既可节

省检测成本和时间，也可更加全面防控病害的发生。

应用多重ＰＣＲ扩增结合可视芯片技术，可同时检测

包含瓜类果斑病菌和角斑病菌在内的６种瓜类种传

细菌，检测灵敏度平均可达到１０３～１０４ｃｆｕ／ｍＬ，同

时对人工接菌种子浸提液的ＤＮＡ的检测灵敏度达

到１０４ｃｆｕ
［２８］。本文中应用ｄｄＰＣＲ技术同时检测两

个靶标，理论上ｄｄＰＣＲ也可实现同时对５个靶标的

检测，多个靶标的同步检测是种子健康检测的发展

趋势。

实际生产中，两种菌种子携带比例可能会相差

比较大。本研究发现：当种子带菌携带两种细菌比

例为１∶１０时，ｄｄＰＣＲ仍可准确检出两个靶标菌；而

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术对种子样品中低浓度靶标的检

出率不稳定，其中甜瓜样品的检出率明显高于西瓜

样品，５００粒的西瓜样品检出率高于１００粒西瓜样

品。主要原因可能为甜瓜种子表面光滑，不易携带

杂质，而西瓜种子多为黑色种皮且表面粗糙，易夹带

杂质。检测过程中西瓜种子浸提液为黑棕色，以杂

·２６１·



４７卷第２期 赵子婧等：应用微滴数字ＰＣＲ同时检测瓜类种子携带果斑病菌和角斑病菌

质含量高的种子浸提液作为模板，对ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

反应可产生抑制作用并对荧光信号检测造成一定干

扰。此外，使用均质器对５００粒西瓜种子样品拍打

时幅度和剧烈程度明显低于１００粒种子样品，５００

粒种子浸提液中色素、杂质含量相对１００粒的样品

反而更低，从而造成了ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测５００粒的

西瓜样品的检出率优于１００粒西瓜样品。ｄｄＰＣＲ

的检出效果未受到以上因素的干扰，且阳性微滴数

量与带菌种子添加比例呈正相关。此外，ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ检测的犆狋值在３５左右时，很难对样品进行判

定，当样品中靶标浓度接近ｒｅａｌｔｉｍｅ检测限时，应

用ｄｄＰＣＲ可以得出准确且稳定的检测结果。

从种子样品制备到浸提液过滤及最终离心收

集，每一步操作都可能损失一定量靶标菌，因此检测

靶标菌的定量结果与实际添加量有所差异。相比于

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ的定量检测结果更接近于实

际添加量，即ｄｄＰＣＲ检测技术的定量结果更加具有

可信度。ｄｄＰＣＲ技术利用数万个油包水的微滴将

完整的细菌细胞直接包裹，每个微滴进行独立的

ＰＣＲ扩增，然后读取单个微滴荧光信号，既加强对

微量靶标的检测，又减弱了杂质对ＰＣＲ扩增体系的

干扰［１５，１９］。ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ直接进行ＰＣＲ扩增并读

取整体荧光信号，微弱荧光信号不易判定，不能避免

其他干扰因子对扩增效率的影响。

综上所述，采用ｄｄＰＣＲ方法同时检测种子携带

的西瓜嗜酸菌和丁香假单胞菌两种致病菌，其应用

优势在于提高种子带菌检测灵敏性与稳定性，尤其

在两种病菌比例差异较大的情况下，可避免对微量

靶标菌的漏检。但是ｄｄＰＣＲ的检测成本比ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ高，需要特定的耗材和仪器，更适合用于

对重要种子样品的高灵敏度检测，以及对检疫性病

害把控严格的科研机构或口岸检疫部门等。
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２０２１

期为３．４９～４．３５ｄ，不同年份对氟唑菌酰羟胺消解

半衰期无明显影响。

表３　氟唑菌酰羟胺在麦穗中的消解动态

犜犪犫犾犲３　犇犻犵犲狊狋犻狅狀犱狔狀犪犿犻犮狊狅犳狆狔犱犻犳犾狌犿犲狋狅犳犲狀犻狀狑犺犲犪狋狊狆犻犽犲狊

年份

Ｙｅａｒ

施药次

数／次

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅｓ

回归方程

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

半衰期／ｄ

Ｈａｌｆｌｉｆｅ

２０１７ １ 狔＝０．７４１５ｅ－０．１２０狓 ０．９７５１ ３．２９

２ 狔＝０．７９３１ｅ－０．１０６狓 ０．９５４６ ４．３５

２０１８ １ 狔＝０．８１７５ｅ－０．１５６狓 ０．９４６５ ３．２２

２ 狔＝０．９１１６ｅ－０．１７２狓 ０．９０１３ ３．４９

收获的麦穗中，２０１７年和２０１８年施药１次氟

唑菌酰羟胺含量分别为０．９８μｇ／ｇ和０．６２μｇ／ｇ，施

药２次分别为２．６６μｇ／ｇ和０．８９μｇ／ｇ，而２年试验

收获的麦穗脱壳后，麦粒中氟唑菌酰羟胺含量均约

为０．１２μｇ／ｇ，说明氟唑菌酰羟胺大部分集中于麦穗

表皮，本试验收获的麦粒中氟唑菌酰羟胺含量均未

超过美国规定的最大残留限量。

３　结论

本文采用超声提取，对提取溶剂、温度、液固比

３个主要提取条件进行优化，建立了氟唑菌酰羟胺

在麦穗中的液相色谱串联质谱分析方法，该方法适

合不同时期麦穗中氟唑菌酰羟胺的提取和检测，方

法的灵敏度、准确度和回收率均符合农药残留检测

要求。２０１７年和２０１８年两年在江苏句容消解动态

试验表明，氟唑菌酰羟胺在麦穗中消解速率较快，属

于易降解农药 （Ｔ１／２＜３０ｄ），收获后麦粒残留量约

为０．１２μｇ／ｇ，低于美国规定的氟唑菌酰羟胺在小麦

上的最大残留限量（０．３μｇ／ｇ）。
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