
实 时 荧 光 定 量 PCR（Real-time fluorescence

quantitative PCR，RTFQ PCR）是在常规PCR基础上把

荧光共振能量转移与荧光标记探针结合，巧妙地把核

酸扩增、杂交、光谱分析和实时检测技术融合在一起的

一项创造性技术，它具有快速、灵敏、高通量、特异性

强、自动化程度高、重复性好、准确定量等特点。1983

年美国 PE Cetus 公司的 MULLIS 博士发明了 PCR 技

术，1992年HIGUCHI提出了实时 PCR的设想[1]，继而

在 1996年美国Applied Biosystems公司研究出实时荧

光定量PCR技术。实时荧光定量PCR技术发明至今，

人们利用实时荧光定量 PCR技术本身的优越性把其

广泛运用于医学诊断、海关检验检疫、国防军事、新型

农业、基础研究等领域[1-2]。目前尤其在动物医学病理

和分子生物学研究领域应用十分广泛[3]。而实时荧光

定量PCR技术在植物病害研究上的报道较少，但是最

近几年实时荧光定量 PCR技术的发展有力地促进了

植物病害检测研究水平，而且发挥着越来越重要的作

用，笔者将重点在这方面进行综合论述。

1 实时荧光PCR的原理

实时荧光定量 PCR的原理是以荧光共振能量转
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摘 要：实时荧光定量PCR技术作为一项新兴技术，越来越受到人们的重视。它以快速、准确定量、便捷

等优点广泛应用于科学研究各个领域，近年来，实时荧光定量PCR技术在植物病害研究上不断深入，大

大提高了植物病害的检测效率和监测防治水平。结合了最近几年来应用于检测和鉴定植物病原病害的

实时荧光定量PCR过程中引物与探针的设计、反应过程、结果评价情况，综合论述了实时荧光定量PCR

技术在由真菌、细菌、病毒、线虫引发的植物病害的检测与应用。
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Application of Real-time Fluorescence Quantitative PCR in Plant Disease
Xu Xiaogang, Liu Yating

(Yunnan Agricultural University in Agriculture and Biotechnology Institute, Kunming 650201)
Abstract: As an emerging technology, more and more people pay attention to the real-time fluorescence
quantitative PCR. It has been widely used in different research areas, since it is fast, accurate, and easy use. In
recent years, with the developing and more detailed of the technology, it has greatly improved the efficiency of
detection and prevention and treatment in plant disease. In this review, it was introduced that real-time
fluorescence quantitative PCR detects plant disease infected by the fungus, bacterial virus and nematode, the
design of primers and probes, the reactions and the evaluation of real-time fluorescence quantitative PCR.
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移原理为基础的。首先介绍荧光共振能量转移原理

（fluorescence resonance energy transfer，FRET），当一

个荧光分子（供体分子）的荧光光谱与另一个荧光分子

（受体分子）的激发光谱相重叠时，供体荧光分子自身

的荧光强度衰减，受体荧光分子的荧光强度增强 [1]。

Ct值是指每个反应管内的荧光信号到达设定的阈值

时所经历的循环数。Ct值是实时荧光PCR中一个很

关键的因素，C 代表循环 (Cycle) [4]，T 代表阈值

(Threshold)[4]。每个模板的Ct值与该模板的起始拷贝

数的对数存在线性关系，起始拷贝数越多，Ct 值越

小。利用已知起始拷贝数的标准品可做出标准曲线，

因此，实时荧光 PCR 则根据荧光共振能量转移的原

理，荧光探针的发光基团所发出的荧光强度与PCR产

物的数量呈对应关系，只要对荧光信号进行“实时”检

测并获得未知样品的Ct值，即可从标准曲线上计算出

该样品的起始拷贝数[3]。

2 实时荧光定量PCR的分类

已报道的实时荧光定量 PCR杂交探针的设计是

建立在两种染料——荧光供体和受体之间的能量共振

转移的基础上的。根据荧光基团标记和实现能量共振

转移方式的不同，荧光PCR所用的探针可以分为五大

类，分别是TaqMan探针、分子信标、双链探针、杂交探

针、单标记荧光探针与双链嵌入染料相结合的检测模

式。除以上各种荧光探针外，此外还有一些探针如

Light—UP、Cyclicons、LUX[5-7]。另外实时荧光定量

PCR技术根据荧光产生的来源不同分为两大类，第一

类为荧光标记探针，如TaqMan探针、分子信标等，建

立在荧光能量共振转移原理（FRET）上[8]；第二类为双

链 DNA 特异的荧光染料，常用的有 SYBR Green 和

LC Green。实时荧光定量 PCR，与常规 PCR相比，其

主要优点就是可以实现准确定量。在实时荧光定量

PCR中，模板的定量有两种方法：绝对定量和相对定

量。绝对定量指用已知的标准曲线来推算未知的样本

量；相对定量指在一定样品中靶序列相对于另一参照

序列的量的变化[9]。

3 实时荧光定量PCR技术在植物病害诊断方面的应

用

3.1 在由真菌引起的植物病理病害上的应用

1999年BOHM等首次将实时荧光定量PCR应用

于植物病害中真菌的检测。2002年中国程颖慧等报

道了小麦印度腥黑穗病的实时荧光定量PCR检测[10]。

高强等[11]通过对小麦矮腥黑穗病菌(TCK)及其近似种

小麦网腥黑穗病菌（TCT）和小麦光腥黑穗病菌（TFL）

的 rDNA序列ETS区域测序比较分析，找出TCK的特

异性序列并设计了实时荧光PCR探针，从分子生物学

上成功利用实时荧光定量PCR技术对TCK的检测，大

大提高了对TCK检验检疫的准确性和效率。

内生真菌是生活史全部或局部在寄主体内，而不

表现明显病害症状的一类真菌[12]。苏丹等[13]选取内生

真菌特异性引物，成功设计并建立了利用实时荧光定

量 PCR技术对黑麦草中内生真菌感染情况的检测和

定 量 分 析 方 法 。 据 报 道 苇 状 羊 茅 内 生 真 菌

（Neotyphodium coenophialum）和多年生黑麦草内生真

菌（Neotyphodium lolii）对美洲等国家的畜牧业曾经造

成过巨大损失。黄国明[14]等设计了通用TaqMan探针

及引物和特异TaqMan探针及共用引物，结合通用探

针的单色荧光PCR和特异探针的双色荧光PCR两种

方法，成功摸索出一种N.coenophialum和N.lolii的菌丝

及单粒种子快速、稳定、可靠、特异性强的荧光PCR检

测方法，使检测时间由至少一个月缩短至 7~8 h，而且

检测灵敏度达到单粒种子。

3.2 在植物病原细菌病害上的应用

植物病原细菌（phytobacteria）能引起多种农作物、

园林观赏、经济作物及牧草上的病害。利用荧光定量

PCR技术准确成功鉴定的有柑桔黄龙病 [15-16]、番茄溃

疡 病 菌 [17-18] （Clavibacter michiganensis subsp.

Michiganersis）、柑桔溃疡病[19]（Xanthomonas citri(hasse)
Dowsom）、西瓜细菌性果斑病菌 [20]（Acidovorax avenae
subsp. citrulli，简称 A.a.c）、梨火疫病菌 [21]（Erwinia
amylovora）、玉米细菌性枯萎病菌 [22]（Pantoea stewartii
subsp. Stewartii，简称 PS）、苜蓿细菌性萎蔫病菌 [23]

（Clavibacter michiganensis subsp. Insidiosums）、菜豆细

菌 性 萎 蔫 病 菌 [24]（Curtobacterium flaccumfaciens pv.

Flaccumfaciens）、香蕉枯萎细菌性病菌 [25]（Ralstonia
solanacearum race 2）、马铃薯环腐病菌（Clavibacter
michiganensis subsp. Sepedonicus）、青 枯 劳 尔 氏 菌

（Ralsto nia solanacar）、燕麦食酸菌（Acidovorax avena）、
根癌土壤杆菌（Agrobacterium tumefaciens）木质部寄生

难养菌（Xylella fastidiosa）、密执安棒形杆菌的不同亚

种（Cl.michiganensis.sub-spp.）、梨 火 疫 病 菌 (E.

amylovora)、稻白叶枯病菌（Xanthomonas oryzae pv.

oryzae）、水稻细菌性条斑病菌（Xanthomonas oryzae pv.

oryzicola）等细菌的检测[23,26]。

传统方法对植物病原细菌的检测主要是采用生物

学和血清学方法，费时又费力。自从实时荧光定量

PCR技术应用于植物病原细菌的检测之后，不仅有效

地提高了检测速度和水平，而且检测的灵敏度也比一

般的检测方法高出100倍左右。还有一个明显的优点
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是实验中不需要 PCR的后续处理及病原菌的分离培

养，大大简化实验操作步骤，缩短检测时间。

3.3 在植原体导致的植物病害上的应用

廖晓兰等[27]根据植原体（phytoplasma）16 S rDNA

保守区设计了 3个植原体组间点突变特异性探针和 1

个TaqMan广谱探针，选取植原体和细菌以及植物样

本进行实时荧光定量PCR，成功建立了植原体分类鉴

定和检测的TaqMan探针实时荧光定量PCR方法。

3.4 在病毒导致的植物病害上的应用

烟草环斑病毒（Tobacco ring spot virus，TRSV）为

中国公布的二类禁止进境检疫有害生物，郑耘等[28]首

次应用直接结合反转录实时荧光 PCR技术检测烟草

环斑病毒，由于首次把PCR管吸附病毒外壳蛋白、病

毒核酸分子杂交与高灵敏度实时荧光 PCR技术相结

合，从而使病毒检测在准确性、特异性、灵敏度、稳定性

等技术指标上都比传统的 PCR方法有所提高。与此

同时杨伟东等 [29]首次应用免疫捕捉反转录实时荧光

PCR技术(IC-RT-Realtime PCR)成功检测烟草环斑病

毒，由此解决了烟草环斑病毒检测工作中由于隐症、干

扰物质存在而影响检测结果的问题，为植物病毒病原

的快速、简便有效检测提供了一套科学的方法。

3.5 在线虫导致的植物病害上的应用

松材线虫病（Bursaphelenchus xylophilus）是世界四

大林木病害之一，也是世界重要的检疫性有害生物。

近年来，尽管地理环境、气候、不同寄主的影响，在形态

上存在一定的差异[30]，但是实时荧光定量PCR技术的

运用，使中国口岸检验检疫中多次截获相似穿孔线虫

（Radopholus similis），目前根据TaqMan探针成功进行

线虫检测的实例有松材线虫检测 [31-33]和鳞球茎线虫

（Ditylenchus dipsaci）检测[34]。

4 实时荧光定量PCR技术中引物与探针的设计、反应

过程、结果评价

近年来，在人们的实验过程中不断更新优化实时

荧光定量 PCR 技术中各个条件，使得实时荧光定量

PCR技术发展更新突飞猛进，综合了最近几年应用于

检测和鉴定植物病原病害的荧光定量 PCR过程中引

物与探针的设计、反应过程、结果评价情况，做以分析。

4.1 引物与探针的设计

在实时荧光定量 PCR过程中引物设计这一环节

很关键，从引物设计情况来看，一般都是从NCBI网站

核酸数据库或GeneBank中搜索植物病原及其近缘种

的基因 ITS保守区域，利用其保守序列来设计时实荧

光定量PCR引物[35-36]。也可通过比较同源性序列或特

异性点突变区来设计引物，比较同源性序列或特异性

点突变区的生物软件有BioEdit、DNAMAN、MegAlign

（CLUSTAL方法进行比对分析）[20,37]。设计荧光定量

PCR 引 物 的 软 件 有 Primer Express、PRIMER5.0、

Omiga 3.0、Oligo 6.0、Primer Express Version 2.0

Software（Applied Biosystems）[36-37]；除了使用软件来设

计引物外还可以按照引物设计的要求进行人工设计；

也可以根据需要直接使用通用引物（广谱引物）[38]。引

物初步设计之后进行引物错配、二聚体和发夹结构的

检查，检测的软件有DNAsis软件。

而探针的设计则是建立在引物对扩增片段区间的

基础上，先找出植物病原该片断中稳定性点突变区，应

用探针设计软件设计植物病原的特异探针，探针设计

软件有 Primer Express 软件、Primer5.0 软件、Primer

Express Version 2.0软件[35,38]。设计探针一般把目标特

异位点设计在探针的中间，或在探针的3’端插入了小

沟结合物（MGB）可以增加探针与模板DNA结合的特

异性和稳定性。在设计引物和探针时常常发生软件设

计的引物与探针配套不理想，研究人员需要用多种不

同的软件设计多对引物来配合探针使用，从中筛选出

一对最佳的引物，保证检测体系的特异性及灵敏性。

4.2 实时荧光定量PCR反应过程

实时荧光定量PCR检测使用的反应体系[39-40]：10×

PCR Buffer，MgCl2，dNTPs，上游引物(PBxF)，下游引

物(PBxR)，TaqMan荧光探针（ProbeBx），UNG酶，Taq

DNA聚合酶，模板DNA，最后用灭菌超纯水补足到标

准的反应体系，3 000 r/min离心5 s。

实时荧光定量PCR扩增仪[41]：ABI 7300实时荧光

定量 PCR仪，ABI PRISM7700和ABI step one实时荧

光定量PCR扩增仪 210000（美国）；Techne Quantica实

时荧光定量PCR仪 350000（英国）；Corbett RG6000实

时荧光定量PCR仪310000（澳大利亚）；实时荧光定量

PCR仪 48 TL988C型 193700、36TL988B型 154700（中

国 西 安 天 隆 ）；荧 光 定 量 PCR 检 测 系 统 Line

Gene-3310 126500、LineGene-3320 148500、fqd-48a

(m1) 126500（中国杭州博日）；Light cyclerTM全自动

实时荧光定量PCR仪(Roche公司)[35]。

反应程序：设置PCR反应一般第一个循环条件为

50 ℃，2 min；95 ℃，10 min（预变性阶段）；后40个循环

为94 ℃，15 s；60 ℃，1 min；具体温度要根据实验的要

求进行适当修改。

反应结束，保存文件，打开分析软件，设置基线和

阈值，仪器自动分析实验结果，给出△Rn（第 n个循环

时的荧光增加值）与循环数图像。

检测易出现的问题是由于植物病原核酸的提取中
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蛋白酶K是PCR反应的抑制物，所以在实时荧光定量

PCR检测前一定使其完成变性。

4.3 PCR结果评价

4.3.1 特异性强 实时荧光定量 PCR相对于其它传统

的检测方法具有较强的特异性。在松材线虫分子检测

和小麦印度腥黑穗病菌和黑麦草腥黑穗病菌、菜豆细

菌性萎蔫病菌、番茄溃疡病菌、柑桔黄龙病病原、柑桔

溃疡病菌、哈密瓜细菌性果斑病病原菌、黑麦草内生真

菌、梨火疫病菌、鳞球茎茎线虫、苜蓿萎蔫病菌、玉米细

菌性枯萎病菌、水稻白叶枯病菌和水稻细菌性条斑病

菌和植原体等的检测和鉴定实例中应用实时荧光定量

PCR方法对植物病原、相似植物病原以及已灭菌的水

对照进行检测。结果表明：相似植物病原样品，无菌水

阴性对照的荧光信号强度并未出现变化，结果为阴性，

而植物病原样品一般都在 25个反应循环之前荧光信

号增加明显，结果为阳性[35]。充分体现了实时荧光定

量 PCR技术对植物病原检测的特异性。同时实时荧

光定量PCR技术中TaqMan探针具有一条特异性的荧

光双标记探针，可将非特异性产物区分开，突出了该技

术检测结果的特异性。

4.3.2 灵敏性高 实时荧光定量 PCR 的检测的最低

DNA浓度可达 pg级水平[42]，在辣椒实蝇不同DNA浓

度检测 SYBR Green PCR的灵敏度实验中，检测最低

模板DNA量可达 10pg以下，而常规PCR的检测限度

则达不到10pg[37]。对梨火疫菌株的7个不同浓度的菌

悬液进行了实时荧光PCR和常规PCR检测。结果表

明实时荧光PCR检测的灵敏度比常规PCR检测提高

了 10倍。在番茄溃疡病菌、苜蓿萎蔫病菌、柑桔黄龙

病病原、水稻白叶枯病菌、水稻细菌性条斑病菌、玉米

细菌性枯萎病菌的实时荧光定量 PCR快速检测方法

研究中，结果证明实时荧光定量PCR的检测灵敏度比

常规PCR检测灵敏度高出100倍。

4.3.3 稳定性好费时少 实时荧光定量 PCR反应管可

以使用前次试验剩下的反应体系，仍然得到了明显的

荧光增长曲线[35]。实时荧光PCR的稳定可靠性还在于

即使植物病原处于不同生长阶段或生长期，它都可以

通过扩增曲线和熔解曲线来检验[37]。相比于特异性引

物 PCR法和 ITS-PCR-PFLP法，实时荧光定量 PCR具

有不再需要电泳、染色的步骤，其简便的操作大大降低

了交叉污染的可能，同时避免了环境污染和染色剂EB

对实验操作人员的危害。实时荧光 PCR仪采用了新

的升降温机制，从而大大缩短了扩增反应的时间；费时

少，一般整个过程只需2 h就可以了，而且结果分析简

单便捷。

5 展望

目前实时荧光定量 PCR技术还广泛应用于植物

营养学研究、植物发育学研究、植物抗逆机理研究、转

基因植物的检测、植物与微生物互作机理研究、植物抗

病性检测、信号转导、环境对植物基因表达的影响等方

面[43]。微观方面，mRNA表达的研究、DNA拷贝数的

检测、单核苷酸多态性（SNPs）的测定等[44]方面其重要

性日渐显出。同时随着分子生物学研究水平的不断提

高，实时荧光定量PCR将会朝着单细胞和单分子方向

发展[45]。

当今科学越来越需要快速、有效、精确定量的技

术，实时荧光定量PCR技术相对于传统检测技术优势

更明显。但随着该技术应用的领域范围不断扩大延

伸，研究的层次不断深入，它也开始显现出不足，比如

它是基于短的DNA片段，所以无法检测到发生在转录

后的基因沉默事件中的选择性剪接或部分转录降解等

生物相关进程[46]，由于实时荧光定量PCR技术设备要

求较高，荧光探针成本较大，所以在实时荧光PCR仪

的购买仪器、探针的合成和专用 PCR管（Roche）的使

用上消耗很大，从而使得检验成本大大提高。同时实

时荧光定量PCR中SYBR Green染料对样品中的任何

双链DNA（特异的和非特异的）均能结合[37]，因此，通

过检测SYBR Green染料荧光而获得的扩增曲线有可

能是非特异性扩增，实时荧光PCR假阳性几率增加，

所以设计和筛选特异性引物可以大大降低其假阳性几

率。值得注意的是在PCR反应加样时DNA模板浓度

不要太高，DNA模板浓度过高反而会抑制和干扰PCR

反应，使扩增效率降低[38]。

然而采用多种不同的分子技术相结合，可以实现

单个技术所不能达到的研究效果。玉米细菌性枯萎病

菌TaqMan探针实时荧光PCR检测方法就是国际国内

首次结合单核苷酸多态性分子标记技术与实时荧光定

量PCR技术进行病原细菌分类鉴定，对类似的植物细

菌性病害的检测开创了一条新思路。随着科学技术与

科学知识的增长，实时荧光定量PCR技术将继续被改

进，新的问题被攻克，从而建立更新、更便捷、更完善的

PCR体系，并应用到更广、更深的科学领域。
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