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实时荧光PCR检测香梨黑斑病菌
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摘  要：根据梨黑斑病原菌链格孢子基因组保守序列，设计合成特异性引物和双荧光标记探针，通过对12个梨花

样本、30个梨果样本和94个玻片样本检测分析，建立对香梨黑斑病菌的TaqMan实时荧光聚合酶链式反应(PCR)检测

方法。此外，对其他4种香梨植物病害病原菌进行了荧光PCR检测比对。结果表明：只有香梨黑斑病菌产生荧光信

号，与其他4种病害病原菌无交叉反应。与常规PCR相比，TaqMan实时荧光 PCR检测特异性强、灵敏度高，能检测

到质量浓度为1.9pg/μL的DNA样本，且不必通过病原菌的分离与纯化培养，可直接用于病变样品的检测以及植物病

害的筛查与动态监测，适合植物病害的快速诊断和预防控制。
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Abstract：A real-time fluorescence PCR method was established by using a pair of specific primers and double-fluores-

cence labeling probe according to the conserved sequence of the pathogen Alternaria alternata causing fragrant pear black 

spots. Totally 12 flowers, 30 fruits and 94 slides from fragrant pears were detected in this study. The real-time fluorescence 

PCR was used to detect four other plant disease pathogens on pears. Results showed that only in the pathogen causing black 

spots, fluorescence signal could be collected with the specific primers and probe. The assay for specific detection was more 

sensitive than conventional PCR, and could detect the concentration of DNA template as low as 1.9 pg/μL without pathogen 

separation and purification. This method is a reliable, sensitive, quick and easy-handling method suitable for rapid diagnosis 

and dynamic monitoring of the plant pathogen.

Key words：fragrant pear；Alternaria alternata；real-time fluorescence polymerase chain reaction；TaqMan probe；

rapid detection

中图分类号：Q945.8                                       文献标志码：A 文章编号：1002-6630(2013)20-0170-04
doi:10.7506/spkx1002-6630-201320035

收稿日期：2012-12-02

基金项目：国家质量监督检验检疫总局资助项目(201110022-3；2012IK290)；库尔勒市重点科技项目

作者简介：王凤军(1984—)，女，工程师，硕士，主要从事植物病害和转基因检测研究。E-mail：wfj0808@sohu.com

梨黑斑病是梨种植区广泛发生的一种世界性病害，

是梨三大病害之一，它是由链格孢菌(Alternaria alternate)

引起的贮藏期病害[1-3]。主要侵染叶片、新稍和果实，果

实成熟期时在果实表面形成近圆形或不规则的黑褐色病

斑，中间凹陷，潮湿时病斑表面产生黑色霉层，严重影

响果实的产量和品质。链格孢菌为半知菌亚门丝孢纲丝

孢目链格孢属真菌，是一种寄主范围广泛的弱寄生菌，

已在苹果、梨、甘薯、柑橘、番茄、鸭梨、非洲菊、苜

蓿等蔬果上有报道[4-9]。链格孢菌可在花期和果实发育期

经各种途径侵入而潜伏至贮藏期发病，是一种典型的潜

伏侵染性病害。

国内外对梨黑斑病的分离与鉴定进行了广泛研究。

目前，对链格孢菌等真菌传统鉴定方法需要经过组织分

离、单孢纯化、培养保存和显微观察等，检验时间较

长，而且形态学上的变异容易造成检验误区。近年来开

展的聚合酶链式反应(polymerase chain reaction，PCR)、 

巢式PCR等诸多植物病原的分子生物学检测技术具有一

定的有效性，但仍需进一步分子杂交或克隆测序鉴定，
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难以满足快速诊断的需要[10-12]。实时荧光PCR 技术已广泛

应用于植物病原菌的检测与鉴定[13-17]，本研究通过设计特

异性引物和探针，以期建立基于TaqMan探针的实时荧光

PCR检测技术，对香梨黑斑病的快速检测提供技术保障。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

梨花和梨果于2012年花期初至梨果采收完毕(即4月
初至9月底)，采自新疆库尔勒市阿瓦提香梨园和沙依东

香梨园，梨花每3d采样1次，梨果每周采样1次。

梨黑斑病链格孢子阳性菌株由河北出入境检验检疫

局馈赠。

供试玻片，将涂有凡士林的载玻片分别置于两香梨

园的空中孢子捕捉器中，每周采样2次。

基因组DNA提取试剂盒 天根生化科技(北京)有限

公司；荧光定量PCR检测试剂盒 宝生物工程(大连)有
限公司；探针与引物委托美国Invitrogen公司合成。

1.2 仪器与设备

ABI7500实时荧光定量PCR仪 美国应用生物系

统公司；ND2000C核酸蛋白分析仪 美国热电公司；

1-14ED小型离心机 美国Sigma公司。

1.3 方法

1.3.1 香梨园中黑斑病菌孢子监测

2012年4～9月，在2个香梨园分别设置空中孢子捕捉

器各1个，将孢子捕捉器放在果园中央，在每一孢子捕捉

器中各放置2片表面涂有凡士林的载玻片，设置转速和定

时工作时间(每天12h)，每隔3d取出孢子捕捉器中的载玻

片，编号后放入载玻片盒中，并在孢子捕捉器中放入新

的涂有凡士林的载玻片，使之继续工作。将载玻片盒带

回实验室，按编号顺序在显微镜下观察链格孢菌分生孢

子的有无及数量。共采集样本94片，两香梨园各47片。

1.3.2 香梨开花期黑斑病发生动态监测

从花序伸出期至落花期，在供试果园中放置孢子

捕捉器的周围选4棵树作为观测点，每3d采集1次样品，

每次采集梨花25朵，其中15朵切取各段组织进行分离

培养，花序伸出期取全花，经0.25%次氯酸钠表面消毒

45s，用无菌水清洗2～3次，置于马铃薯-胡萝卜琼脂培养

基(PCA)上25℃黑暗培养5～7d，待长出菌落后进行纯化

鉴定，另10朵花用于PCR鉴定。

1.3.3 香梨结果期黑斑病发生动态监测

香梨幼果形成期至成果采收完毕，每周在供试果园

中采集1次果实样品，每次采集20果实，其中10个样品用

于分离培养，即先用75%酒精脱脂棉擦拭果实表面，用

灭菌的解剖刀切取萼端、胴部和梗端，0.25%次氯酸钠表

面消毒1min，用无菌水清洗2～3次，移至PCA平板上，

25℃黑暗培养5～7d，待长出菌落后进行纯化鉴定，另10
个样品用于PCR鉴定。

1.3.4 基因组DNA的提取  

取梨花或梨果样品100mg，按照基因组DNA提取试

剂盒说明书进行操作，加入50µL无菌水洗脱两次。用核

酸蛋白分析仪检测DNA提取的纯度和质量浓度。

1.3.5 引物和探针设计  

根据NCBI的GenBank核酸序列数据库中真菌核糖体

18S rDNA基因序列中表达链格孢菌的OPA1-3基因组序列

(EF503810)[18]，使用Primer Premier 5.0软件和Primer Express 

3.0软件设计引物和探针，在DNAStar软件上评价引物的特

异性，在BLAST网页上比对扩增产物的特异性。

1.3.6 实时荧光定量反应  

在0.2mL光学PCR反应管中依次加入：灭菌蒸馏

水15.75µL、10×PCR Buffer 2.5µL、dNTP(400µmol/L) 

2µL、引物(10µmol/L)0.5µL、探针(10µmol/L)0.5µL、500U 

Taq DNA聚合酶 0.25µL和DNA模板3µL，反应混合液在

实时定量PCR仪中进行扩增。反应条件设置为95℃预处

理15s，再以95℃变性15s，60℃退火延伸1min，进行40

个循环。定量中设置重复实验和阴性对照实验，阴性对

照中不加模板DNA，而以灭菌蒸馏水代替，用于检验是

否存在PCR污染和较高的引物二聚体污染。

1.3.7 建立标准曲线

将测定好质量浓度的香梨黑斑病菌基因组D N A

作为标准品，进行5倍梯度稀释，共设置6个梯度，分

别为6.0000、1.2000、0.2400、0.0480，0.0096ng/µL和

0.0019ng/µL，稀释介质为灭菌蒸馏水。对6个梯度的标准

品进行实时荧光定量反应，每个梯度设置3个重复。

2 结果与分析

2.1 香梨黑斑病的分离鉴定及发生规律

从花序伸出期到成果采收完毕的6个月中，对2个香梨

园中黑斑病菌孢子动态监测，共取得玻片样本94片，2个

香梨园各47片，对玻片镜检可发现引起梨黑斑病的链格孢

子多在6月底果实即将成熟时开始大量产生，直到采收完

毕，但在开花期也有出现(图1A、B)。对采集的梨花(12次

采样结果)和梨果样本(30次采样结果)进行病原菌的分离与

鉴定，结果表明除了花序伸出期初(两梨园第1次梨花采样

结果)和幼果形成期初(两梨园第1次梨果采样结果)之外，

采集到的样本中均检出梨黑斑病链格孢属(图1 C、D)。
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图 1 香梨黑斑病链格孢菌的分离与鉴定

Fig.1 Isolation and identification of Alternaria alternata causing 

fragrant pear black spots

2.2 香梨黑斑病链格孢菌属的实时PCR鉴定

2.2.1 引物和探针特异性检测

根据真菌核糖体18S rDNA基因中表达链格孢菌的

OPA1-3基因组序列(EF503810)，设计上游和下游引物

及TaqMan探针，探针5’端以FAM为荧光标记，3’端以 

TAMRA为标记。引物和探针序列见表1。

表 1 香梨黑斑病病原菌基因引物和探针序列

Table 1 Primers and probes for the gene in Alternaria alternata causing 

fragrant pear black spots

检测基因 栏目2 序列(5’→3’) 扩增长度

OPA
F-primer TCACTACAGACCAAATCCCTT 142bp(扩

增位点为
317～458)

R-primer CCTACATCTCAAATGCCAAA

Probe TATCTTCTCACGTCGGGCCCCTGA

以梨霉心病、梨黑心病、梨黑星病和梨轮纹烂果病

病变组织样品的总DNA为模板进行实时荧光定量PCR，

验证香梨黑斑病病原菌基因引物和探针的特异性。结果显

示只有以香梨黑斑病DNA为模板的反应管中显示了指数

型扩增曲线，其他梨病害样本均无信号，证明香梨黑斑病

病原菌基因引物和探针在梨病害的鉴定中具有特异性。

2.2.2 重复性和灵敏性检测

分别以6个质量浓度梯度的香梨黑斑病菌标准品为模

板进行实时荧光定量反应，扩增曲线见图2。以标准品质

量浓度的自然对数值为横坐标，以Ct值为纵坐标做标准

曲线，其线性回归方程为y=－1.81x＋29.45，R2=0.996。

对Ct值统计分析(表2)，同一参照样品重复间Ct值变异较

小，链格孢菌基因Ct值变化范围在27.93～34.21之间，标

准偏差在0.033～0.223之间，表明该方法具有较好的重复

性和稳定性。

10
1

10-1

10-2

10-3

10-4

10-5

10-6
1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41

ΔR
n

Ct

图 2 梨黑斑病链格孢菌基因扩增曲线

Fig.2 Amplification curve of Alternaria alternata causing fragrant pear 

black spots

表 2 梨黑斑病菌标准品Ct值分析表

Table 2 Ct value analysis of standard strain of Alternaria alternata 

causing fragrant pear black spots

样品质量浓度/(ng/µL) Ct值 Ct平均值 标准偏差
6.0000 28.03  28.07  27.93 28.01 0.072
1.2000 29.14  29.32  29.22 29.23 0.092
0.2400 30.68  30.60  30.64 30.64 0.033
0.0480 32.03  32.06  31.83 31.97 0.129
0.0096 33.33  33.17  33.01 33.17 0.223
0.0019 34.12  34.21  34.16 34.16 0.062

由表2可示，在最高稀释度的样品中，香梨黑斑病

链格孢菌基因得到扩增，Ct值为34.21，接近检测临界限

(Ct=35)，结果表明香梨黑斑病链格孢菌基因在模板质量

浓度为0.0096ng/µL时为有效扩增，即确定该质量浓度为

最低定量限，最低检测限为0.0019ng/µL，即1.9pg/µL。 

3 讨 论

实时荧光PCR技术作为一种高灵敏、高特异性的核

酸检测手段，相较于病原菌分离培养和显微镜观察方法

快捷准确，已在由真菌、细菌、病毒、线虫等引起植物

病害的病原诊断和防治控制研究上得到了广泛应用。此

外，在研究植物病害的产生机理及发生规律时，还能获

知复杂环境中植物病原真菌数量动态变化，为预防为

主，早期诊断和动态监测提供技术保障。

霉心病、黑心病、黑星病和轮纹烂果病是梨树易感

的植物病害，其中大多为真菌病害。梨黑斑病不仅影响

香梨的产量和品质，还会造成储藏期病果，在香梨的进

出口贸易中受到进口国的密切关注。2004年美国和加拿

大以在我国出口鸭梨中检出黑斑病为由暂停中国鸭梨出

口[6]。目前对黑斑病的检测仅靠真菌病原菌传统鉴定方

法，耗时时间长、检测灵敏度低，最近报道的常规PCR

检测需要通过电泳分析也不能达到快速灵敏的效果，因

此有关该病病原菌的快速、灵敏和准确的检测方法受到

国内外普遍关注。
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本研究建立的基于TaqMan实时荧光定量PCR技术快

速检测梨黑斑病菌方法，使用了双荧光标记探针，扩增

过程在一个闭管中进行，并同时设置阴性、阳性、空白

对照及重复。通过对梯度稀释的标准品实时荧光反应建

立标准曲线，R2为0.996，最低检测限为1.9pg/µL，结果

表明该方法特异性好、荧光信号强、灵敏度高，减少了

交叉污染，可为梨黑斑病的早期诊断、动态监测和防治

控制提供一种稳定可靠的检测技术。
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