
中国油料作物学报
ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｉｌＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅｓ

２０１９，４１（３）：４０９－４１４
ｄｏｉ：１０．７５０５／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７－９０８４．２０１９．０３．０１３

芸薹根肿菌及油菜根肿病分子检测与早期诊断
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　　摘要：近年来芸薹根肿菌引起的根肿病已成为我国油菜的主要病害，严重影响油菜及其它十字花科作物的产
量及品质。为建立一套在土壤、植物组织和种子中精准检测根肿菌的高效分子方法，利用根肿菌 ＩＴＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎ
ｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ）序列，设计一对特异性引物（ＰｂＩＴＳ１），通过 ＰＣＲ反应优化体系进行根肿菌的分子检测及病害评估。
结果表明，该引物及方法能够特异性检测根肿菌ＤＮＡ，不受土传病原真菌、细菌、线虫及寄主植物内生菌的ＤＮＡ干
扰。灵敏性检测表明，模板ＤＮＡ最低浓度达１ｐｇ·μＬ－１，土壤带菌量最低为１×１０３个孢子／ｇ土，种子带菌量最低
１×１０５个孢子／ｇ种子。此外，该体系能够用于检测油菜及其它十字花科寄主植物（如组织、种子）和土壤类型。同
时，可用于田间油菜不同生长阶段油菜根部及周围土壤的根肿菌检测。本研究建立的检测体系操作简便、适用范

围广、灵敏度高、特异性强，可检测样品种类丰富，可为油菜及其它十字花科根肿病的早期诊断、流行监测与预警、

综合防控等提供科学依据。
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　　油菜根肿病是由芸薹根肿菌（Ｐｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａ
ｂｒａｓｓｉｃａｅＷｏｒｏｎｉｎ）引起的一种世界性土传病害。据
报道，根肿病最早发生在欧洲南部和地中海西岸，

１８７８年首次在俄国发现和报道；随后逐年蔓延，在
全球十字花科作物产区每年造成１０％ ～１５％的经
济损失［１］。我国四川、湖南、江西、云南、安徽、辽宁

等地区均有发生［２］。芸薹根肿菌属于原生动物界

（Ｐｒｏｔｏｚｏａ）根肿菌门（Ｃｅｒｃｏｚｏａ）植物寄生黏菌纲
（Ｐｈｙｔｏｍｙｘｅａ）根肿菌属（Ｐｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａ）［３］。根肿
菌属于专性寄生菌，在土壤含水量较高且偏酸性、适

宜温度等环境下易于侵染并引起病害发生［４］。此

外，根肿菌形成的休眠孢子能够在土壤中存活长达

７年以上［５］。根肿菌主要危害寄主植物根部，侵染

初期根部肿大且表面平滑，后期根部表面开裂，易与

其它腐生菌一起造成腐烂并伴有腥臭味［６］。随着

根肿病的发生日趋严重，建立一种高效、精准且易于

操作推广的 ＰＣＲ检测体系，对根肿病菌的早期诊
断、流行监测和病害防控等具有重要意义。

目前，国内外相继开展了根肿病诊断及病原菌

检测技术研究，传统的植物测定、荧光显观察、血清

学等检测方法因各自的技术局限性均未得到广泛应

用［７］。目前，国内外普遍采用基于靶标核酸片段的

分子扩增技术进行根肿病的常规诊断［７］。国外早

期利用核酸多态性方法尝试发掘特异性靶标片段，

但是由于扩增产物中存在大量寄主植物核酸片段，

使其无法进行准确诊断［８］。其后，通过设计特异性

引物并结合ＰＣＲ技术，能够检测土壤及罹病样品中
的根肿菌［９］，而我国早期研究主要集中在利用 ＰＣＲ
方法初步定性检测单一样品（寄主植物或土壤）中

的病菌［１０，１１］。因此，建立一套操作简便、高效、精

准，且能够广泛用于评估不同样品类型（如土壤、植

物组织及种子等）的特异性ＰＣＲ检测体系具有重要
意义。ＰＣＲ与其他分子检测技术相比，具有快速、
准确、成本低的特点。本研究通过设计特异性引物

并优化建立一套ＰＣＲ检测体系，达到对芸薹根肿菌
高效、精准检测目的，易于推广，为油菜及其它十字

花科根肿病的早期诊断及病害流行预警等提供科学

依据。

１　材料与方法
１．１　材料

植物材料：健康及罹病植株油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａ
ｐｕｓ，安徽绩溪），大白菜（Ｂ．ｒａｐａｖａｒ．ｐｅｋｉｎｅｓｉｓ，河南
新野），茎瘤芥（Ｂ．ｊｕｎｃｅａ，重庆涪陵）。种子包括油
菜（Ｂ．ｎａｐｕｓ，浙平４号，合肥丰乐）、大白菜（Ｂ．ｒａｐａ，

９１－１２，大连水师营）、甘蓝（Ｂ．ｏｌｅｒａｃｅａ，中甘１１，北
方甘蓝研究所）、青梗白菜（Ｂ．ｒａｐａｓｕｂｓｐ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ，
美惠，北京硕源，）、小白菜（Ｂ．ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ，四季青梗，
金宇盛辉）、萝卜（Ｒａｐｈａｎｕｓｓａｔｉｖｕｓ，南韩小白萝卜，
鑫东方农业）。

植物病原物及内生菌：选取部分土传植物病原

物及罹病寄主植物体内分离的内生菌，真菌包括链

格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ）、灰葡萄孢菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ
ｃｉｎｅｒｅａ）、毁灭炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｄｅｓｔｒｕｃｔｉｖｕｍ）、
燕麦镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｖｅｎａｃｅｕｍ）、大豆疫霉菌
（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ）、丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）、核
盘菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）；细菌包括土壤杆菌
（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）、丁香假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅ）、果胶杆菌（Ｐｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃａｒｏｔｏｖｏ
ｒｕｍ）、青枯雷尔氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）、柑橘
黄单胞菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｃｉｔｒｉ）；大豆胞囊线虫（Ｈｅｔ
ｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓ）和罹病油菜根部分离的内生细菌肠
杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｈｏｒｍａｅｃｈｅｉ）、芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）。供试菌株保藏于沈阳农业大学植物
保护学院真菌学研究室。

土壤及根组织样品：采自安徽绩溪（Ｎ３０．０８°，
Ｅ１１８．６７°）、湖北宜昌（Ｎ３０．４３°，Ｅ１１１．７６°）、辽宁新
民（Ｎ４１．８３°，Ｅ１２３．０２°）的病田土壤样品作为南北
方代表土壤类型，同时采集处于不同生长阶段油菜

（播种后１５、３０和４５ｄ）的根组织及周围土壤。
１．２　方法
１．２．１　ＰＣＲ模板制备　供试真菌在马铃薯葡萄糖
培养基（马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，ｄｄＨ２Ｏ１０００ｍＬ）
培养４ｄ后，利用ＣＴＡＢ法提取真菌基因组ＤＮＡ。细
菌２８℃液体摇培１２ｈ后利用细菌试剂盒（Ｂａｃｔｅｒｉａ
ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ，ＣＷＢｉｏ）提取 ＤＮＡ。线虫采用单
条线虫 ＤＮＡ制备法［１２］。根肿菌 ＤＮＡ采用真菌试
剂盒提取（ＦａｓｔＤＮＡＳｐｉｎＫｉｔ，ＣＷＢｉｏ）［９］。
１．２．２　引物设计 　根据芸薹根肿菌Ｐ．ｂｒａｓｓｉｃａｅ基
因组（ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒＧＣＡ＿００１０４９３７５．１）中 ＩＴＳ
序列，利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ５．０并人工修正设计引物
ＰｂＩＴＳ１－Ｆ（５′－ＧＡＡＣＧＧＧＴＴＣＡＣＡＧＡＣＴＡＧＡＴＡＧ
ＣＡＧＴＧ－３′）和 ＰｂＩＴＳ１－Ｒ（５′－ＴＡＴＧＣＣＧＣＡＧ
ＣＡＡＡＧＣＴＣＡＴＴＧＴＣＴ－３′）。
１．２．３　ＰＣＲ反应条件　以 １０ｎｇＤＮＡ作为模板，
ＰＣＲ反应体系２０μＬ。反应条件：预变性９５℃２ｍｉｎ；
变性９５℃ ３０ｓ，退火梯度５０～７０℃（间隔２℃）３０ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。
ＰＣＲ产物用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．２．４　引物特异性检测　选取芸薹根肿菌和其它
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真菌、细菌、线虫及内生菌 ＤＮＡ作为模板，同时以
ｄｄＨ２Ｏ作为阴性对照，检测引物的特异性。
１．２．５　引物灵敏性检测　将定量后根肿菌ＤＮＡ按
梯度稀释，终浓度分别为１０ｎｇ·μＬ－１、１ｎｇ·μＬ－１、
１００ｐｇ·μＬ－１、１０ｐｇ·μＬ－１、８ｐｇ·μＬ－１、５ｐｇ·μＬ－１、
２ｐｇ·μＬ－１、１ｐｇ·μＬ－１、１００ｆｇ·μＬ－１，以 ｄｄＨ２Ｏ作
为阴性对照，用于检测 ＰＣＲ反应的 ＤＮＡ模板灵敏
度。另外，为检测ＰＣＲ反应体系对土壤中根肿菌孢
子含量的灵敏性，将 ２．５×１０８个休眠孢子混入
０．２５ｇ土中，制成初始样品１×１０９孢子／ｇ土，利用土
壤ＮＤＡ核酸提取试剂盒（ＤＮｅａｓｙＰｏｗｅｒＳｏｉｌＰｒｏＫｉｔ，
ＱＩＡＧＥＮ）提取土壤ＤＮＡ并梯度稀释成１×１０８、１×
１０７、１×１０６、１×１０５、１×１０４、１×１０３、１×１０２个孢子／
ｇ土壤样品，以 ｄｄＨ２Ｏ作为阴性对照，以评估 ＰＣＲ
反应体系对土壤中根肿菌孢子含量的检测灵敏性。

１．２．６　不同类型样品的带菌检测　通过对不同类
型样品进行带菌检测，包括寄主植物（健康及自然

发病的油菜、白菜、甘蓝、茎瘤芥和萝卜）及种子（油

菜、大白菜、甘蓝、青梗白菜、小白菜、萝卜），将根肿

菌休眠孢子与种子混合，制备１×１０５个休眠孢子／ｇ
种子样品）［９，１３］，不同生长阶段油菜田的土壤及油菜

根组织（如播种后１５ｄ、３０ｄ和４５ｄ），发病田土（采自
辽宁新民发病白菜田块及安徽绩溪发病油菜田块、

湖北宜昌发病油菜田块），通过植物基因组 ＤＮＡ提
取试剂盒（ＤＮＡｓｅｃｕｒｅＰｌａｎｔＫｉｔ，ＴＩＡＮＧＥＮ）和土壤
ＤＮＡ提取试剂盒提取ＤＮＡ并进行ＰＣＲ检测。

２　结果与分析
２．１　ＰＣＲ扩增与优化

比较芸薹根肿菌数据库中不同登录号 ＩＴＳ序
列，设计特异性引物，ＰＣＲ扩增靶标核酸片段大小
为５３９ｂｐ。通过ＰＣＲ产物回收并连接载体后进行测
序，结果表明ＰＣＲ扩增产物序列与数据库中靶标片
段序列一致。另外，通过优化ＰＣＲ反应退火温度发
现，退火温度在５０～７０℃之间均能够扩增专一性条
带（图１），表明该 ＰＣＲ体系中引物特异性高，且对
反应条件及仪器设备的控温条件要求不高，易于

操作。

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１－１１分别为退火温度为５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４、６６、６８和７０℃时ＰＣＲ扩增产物
Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１－１１：Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓａｔｔｈｅａｎｎｅａｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆ５０，５２，５４，５６，５８，６０，６２，６４，６６，６８ａｎｄ７０℃

图１　ＰＣＲ反应条件（退火温度）优化
Ｆｉｇ．１　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

２．２　引物特异性
以供试病原物等样品 ＤＮＡ作为模板进行 ＰＣＲ

扩增，结果表明特异性引物只对芸薹根肿菌 Ｐ．ｂｒａｓ
ｓｉｃａｅ模板 ＤＮＡ进行有效扩增，而其它真菌、细菌、

线虫、内生菌及阴性对照均未出现扩增产物（图２），
说明ＰＣＲ检测中利用的引物对芸薹根肿菌 Ｐ．ｂｒａｓ
ｓｉｃａｅ具有较高的特异性。

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：芸薹根肿菌；２：核盘菌；３：灰葡萄孢菌；４：毁灭炭疽菌；５：丝核菌；６：燕麦镰孢菌；７：格孢菌；８：大豆疫霉菌；９：土壤杆菌；１０：丁
香假单胞菌；１１：柑橘黄单胞菌；１２：果胶杆菌；１３：青枯雷尔氏菌；１４：肠杆菌；１５：芽孢杆菌；１６：大豆胞囊线虫；１７：ｄｄＨ２Ｏ
Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｐｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａｂｒａｓｓｉｃａｅ；２：Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ；３：Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ；４：Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｄｅｓｔｒｕｃｔｉｖｕｍ；５：Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ；６：Ｆｕ
ｓａｒｉｕｍａｖｅｎａｃｅｕｍ；７：Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ；８：Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ；９：Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ；１０：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅ；１１：Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｃｉｔｒｉ；１２：
Ｐｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃａｒｏｔｏｖｏｒｕｍ；１３：Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ；１４：Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｈｏｒｍａｅｃｈｅｉ；１５：Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ；１６：Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓ；１７：ｄｄＨ２Ｏ

图２　引物特异性
Ｆｉｇ．２　ＳｐｅｃｉｆｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａｂｒａｓｓｉｃａｅ
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２．３　引物灵敏度
将提取的芸薹根肿菌ＤＮＡ定量后，分别稀释成

不同浓度进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应的模板ＤＮＡ浓
度下限为１ｐｇ·μＬ－１，同时扩增条带亮度随模板浓
度降低呈由强渐弱（图３Ａ），模板ＤＮＡ浓度在１００ｆｇ
·μＬ－１及阴性对照无法进行有效扩增。此外，将含
有不同浓度根肿菌孢子土壤样品中提取的 ＤＮＡ作

为模板进行 ＰＣＲ检测，进一步评估 ＰＣＲ反应体系
检测土壤中根肿菌孢子含量的灵敏性。该反应体系

检测的土壤中根肿菌孢子含量下限为１×１０３个孢
子／ｇ土样（图３Ｂ），而土壤孢子含量在１×１０２个孢
子／ｇ土样及阴性对照的模板未出现扩增条带，表明
ＰＣＲ检测体系对根肿菌 ＤＮＡ及土壤中病原菌孢子
具有较高灵敏性。

注：Ａ：以不同浓度ＤＮＡ为模板进行检测；Ｂ：以含不同浓度根肿菌孢子的土样中提取的ＤＮＡ作为模板进行检测
Ｎｏｔｅ：Ａ：ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：１０ｎｇ·μＬ－１；２：１ｎｇ·μＬ－１；３：１００ｐｇ·μＬ－１；４：１０ｐｇ·μＬ－１；５：８ｐｇ·μＬ－１；６：５ｐｇ·μＬ－１；
７：２ｐｇ·μＬ－１；８：１ｐｇ·μＬ－１；９：１００ｆｇ·μＬ－１；１０：ｄｄＨ２Ｏ．Ｂ：Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｓｐｏｒｅｓｉｎｓｏｉｌ．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：１×１０８ｓｐｏｒｅｓ／ｇ；２：１×１０７ｓｐｏｒｅｓ／ｇ；３：１
×１０６ｓｐｏｒｅｓ／ｇ；４：１×１０５ｓｐｏｒｅｓ／ｇ；５：１×１０４ｓｐｏｒｅｓ／ｇ；６：１×１０３ｓｐｏｒｅｓ／ｇ；７：１×１０２ｓｐｏｒｅｓ／ｇ；８：ｄｄＨ２Ｏ

图３　ＰＣＲ反应模板ＤＮＡ及土壤带菌检测灵敏性
Ｆｉｇ．３　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｆｒｏｍｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡａｎｄｓｏｉｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＰｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａｂｒａｓｓｉｃａｅ

２．４　不同类型样品的带菌检测
对罹病及健康的油菜及其它十字花科寄主植物

根部组织样品进行ＰＣＲ检测，罹病寄主植物均能够
扩增出特异性条带，而健康植株及阴性对照则未出

现扩增条带（图４），表明特异性引物及 ＰＣＲ反应体
系不受寄主植物影响。同时，对混有根肿菌孢子的

油菜及其它十字花科寄主植物种子样品进行 ＰＣＲ
检测（图５），该特异性引物也不受寄主植物种子的
影响，能够用于油菜及其它十字花科寄主植物的种

子带菌检测。此外，对南北方不同类型病田土壤样

品进行带菌检测，发现不同类型土壤中均能够扩增

特异性条带（图６），表明不同土壤中均含有根肿菌
且ＰＣＲ反应不受土壤类型影响，能够广泛用于不同
土壤类型的根肿菌检测。不同生长阶段油菜种植田

的土壤及根组织进行检测，结果表明特异性引物及

ＰＣＲ体系能够用于不同发病阶段的常规检测，其中
土壤中根肿菌群体数量减少而寄主组织中的数量却

不断增多（图７）。

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１－１１扩增模板ＤＮＡ分别来自于，１：感病油菜；２：健康油菜；３：感病白菜；４：健康白菜；５：感病甘蓝；６：健康甘蓝；７：感病茎瘤芥；
８：健康茎瘤芥；９：感病萝卜；１０：健康萝卜；１１：ｄｄＨ２Ｏ
Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｄｉｓｅａｓｅｄｒａｐｅ；２：Ｈｅａｌｔｈｒａｐｅ；３：ＤｉｓｅａｓｅｄＣｈｉｎｅｓｅｃａｂｂａｇｅ；４：ＨｅａｌｔｈＣｈｉｎｅｓｅｃａｂｂａｇｅ；５：Ｄｉｓｅａｓｅｄｃａｂｂａｇｅ；６：Ｈｅａｌｔｈｃａｂｂａｇｅ；
７：Ｄｉｓｅａｓｅｄｔｕｍｏｒｏｕｓｓｔｅｍｍｕｓｔａｒｄ；８：Ｈｅａｌｔｈｔｕｍｏｒｏｕｓｓｔｅｍｍｕｓｔａｒｄ；９：Ｄｉｓｅａｓｅｄｒａｄｉｓｈ；１０：Ｈｅａｌｔｈｒａｄｉｓｈ；１１：ｄｄＨ２Ｏ

图４　油菜及其它十字花科寄主植物带菌检测
Ｆｉｇ．４　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａｂｒａｓｓｉｃａｅｆｒｏｍｏｉｌｓｅｅｄｒａｐｅａｎｄｏｔｈｅｒｃｒｕｃｉｆｅｒｏｕｓｐｌａｎｔｓ

３　讨论与结论
随着分子生物学研究发展，ＰＣＲ技术因其快

速、简便、准确的特点，已被广泛用于植物病害诊断、

病原物鉴定与检测、生态监测等方面 ［１４］。本研究

针对芸薹根肿菌设计特异性引物并建立一套优化的

ＰＣＲ检测系统，具有易于操作、特异性强、检测样品

类型丰富的特点，可实现对不同土壤、种子及寄主植

物的早期病害诊断及带菌检测，为根肿病的早期预

警、流行监测及病害防控奠定技术基础。尽管国外

初步实现利用ＰＣＲ技术对白菜、萝卜的罹病根组织
的带菌检测，但未用开展土壤检测［１５］。国内学者也

曾探索利用ＩＴＳ通用引物，通过 ＰＣＲ反应对部分十
字花科蔬菜进行根肿菌带菌检测，但未能尝试评估
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注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～１３为将根肿菌休眠孢子与种子混合，制备１×１０５个休眠孢子／ｇ种子样品。１、２：分别为感病、健康的油菜种子；３、４：分别为
感病、健康的大白菜种子；５、６：分别为感病、健康的萝卜种子；７、８：分别为感病、健康的甘蓝种子；９、１０分别为感病、健康的白菜种子；１１、１２：分
别为感病、健康的小白菜（四季青梗）；１３：ｄｄＨ２Ｏ
Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１，２：Ｄｉｓｅａｓｅｄａｎｄｈｅａｌｔｈｒａｐｅ；３，４：Ｄｉｓｅａｓｅｄａｎｄｈｅａｌｔｈｎａｐａｃａｂｂａｇｅ；５，６：Ｄｉｓｅａｓｅｄａｎｄｈｅａｌｔｈｒａｄｉｓｈ；７，８：Ｄｉｓｅａｓｅｄａｎｄｈｅａｌｔｈｃａｂ
ｂａｇｅ；９，１０：ＤｉｓｅａｓｅｄａｎｄｈｅａｌｔｈＢｏｋ－ｃｈｏｙ；１１，１２：Ｄｉｓｅａｓｅｄａｎｄｈｅａｌｔｈｎｏｎ－ｈｅａｄｉｎｇＣｈｉｎｅｓｅｃａｂｂａｇｅ；１３：ｄｄＨ２Ｏ

图５　油菜及其它十字花科寄主植物种子带菌检测
Ｆｉｇ．５　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａｂｒａｓｓｉｃａｅｆｒｏｍｏｉｌｓｅｅｄｒａｐｅａｎｄｃｒｕｃｉｆｅｒｏｕｓｐｌａｎｔｓｅｅｄｓ

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：辽宁辽宁新民发病白菜田块；２：安徽绩溪发病油
菜田块；３：湖北宜昌发病油菜田块；４：ｄｄＨ２Ｏ　
Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｘｉｎｍｉｎ，ＬｉａｏｎｉｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ；２：Ｊｉｘｉ，ＡｎｈｕｉＰｒｏｖ
ｉｎｃｅ；３：Ｙｉｃｈａｎｇ，ＨｕｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ；４：ｄｄＨ２Ｏ

图６　不同类型病田土壤带菌检测
Ｆｉｇ．６　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａｂｒａｓｓｉｃａｅｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｙｐｅｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｓｏｉｌｓａｍｐｌｅｓ

种子、土壤及田间的带菌检测 ［１０］。本研究 ＰＣＲ反
应灵敏性评估表明，根肿菌模板ＤＮＡ的最低浓度可
达１ｐｇ·μＬ－１，土壤中根肿菌孢子最低浓度为 １０３

个孢子／ｇ土样。目前，根肿菌土壤孢子检测灵敏度
国外报道为１×１０３个孢子／ｇ土［９］，而国内则为１×
１０４个孢子／ｇ土［１１］。同时，国内外研究表明田间土

壤中孢子浓度在１×１０３个孢子／ｇ土水平时，寄主
植物根部不表现根部肿大等症状［１６］，但当土壤中孢

子浓度达到１×１０５个孢子／ｇ土或者以上时，建议
采取相应防控措施［１７］。此外，根肿菌存在不同生理

小种现象，本研究基于 ＩＴＳ保守序列建立的检测体
系可能适用于不同生理小种的根肿菌检测［１８］。土

注：Ａ：从左到右依次为播种后４５、３０、１５ｄ田间生长及罹病根组织；Ｂ：ＰＣＲ扩增。Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１，４：分别以播种后４５ｄ油菜根组织和土壤中提取
的ＤＮＡ为模板的扩增产物；２和５分别以播种后３０ｄ油菜根组织和土壤中提取的ＤＮＡ为模板的扩增产物；３和６为分别以播种后１５ｄ油菜根
组织和土壤中提取的ＤＮＡ为模板的扩增产物；７：ｄｄＨ２Ｏ；８－１１：Ａｍｏｕｎｔｏｆ１×１０６，１×１０５，１×１０４，１×１０３ｓｐｏｒｅｓ／ｇｓｏｉｌ
Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｗｔｈｓｔａｇｅｓ（４５，３０，１５ｄａｙｓａｆｔｅｒｓｅｅｄｉｎｇｆｒｏｍｔｈｅｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔ）ｗｉｔｈｒａｐｅｒｏｏｔｓ；Ｂ：ＰＣＲａｓｓａｙ．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１，４：Ｒｏｏｔａｎｄｓｏｉｌｓａｍｐｌｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ４５ｄａｙａｆｔｅｒｓｅｅｄｉｎｇ；２，５：Ｒｏｏｔａｎｄｓｏｉｌｓａｍｐｌｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ３０ｄａｙａｆｔｅｒｓｅｅｄｉｎｇ；３，６：Ｒｏｏｔａｎｄｓｏｉｌｓａｍｐｌｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ１５ｄａｙａｆｔｅｒｓｅｅｄｉｎｇ；
７：ｄｄＨ２Ｏ；８－１１：Ａｍｏｕｎｔｏｆ１×１０６，１×１０５，１×１０４，１×１０３ｓｐｏｒｅｓ／ｇｓｏｉｌ

图７　不同生长阶段油菜种植田的土壤及根组织带菌检测
Ｆｉｇ．７　ＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｒａｐｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｗｔｈｓｔａｇｅｓａｎｄｓｏｉｌｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｗｉｔｈＰｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａｂｒａｓｓｉｃａｅ

３１４关格格等：芸薹根肿菌及油菜根肿病分子检测与早期诊断



壤及寄主植物中病原菌的快速可靠检测及定量分析

是芸薹根肿菌研究及根肿病防控的关键之一［１９］，包

括组织荧光染色、血清学检测、定量 ＰＣＲ及环介导
等温扩增（ＬＡＭＰ）技术等。本研究利用芸薹根肿菌
ＩＴＳ序列设计特异性引物，优化并建立 ＰＣＲ检测体
系，具有操作简便、特异性强、灵敏度高、适用范围广

（不同土壤类型）、样品种类丰富（如土壤、植物组

织、种子等）等特点，为芸薹根肿菌引起的油菜及其

它十字花科根肿病的早期诊断、流行监测与预警、综

合防控等提供科学依据。
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