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7�摘　要：水稻细菌性谷枯病菌Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｇｌｕｍａｅ于２００７年被列为我国进境植物检疫性有害生物，国内急需建立针
对该菌切实可行的检测技术，以有效控制它在我国的传播。采用实时荧光ＰＣＲ（ｒｅａｌ-ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＰＣＲ）和经典ＰＣＲ技
术进行水稻细菌性谷枯病菌检测。研究结果表明，供试所有谷枯病菌都能产生１３９ｂｐ左右的特异性片段，非谷枯菌株均无
特异性片段产生。两种检测方法的灵敏度比较发现，常规ＰＣＲ技术在病菌浓度为１０ 7�４ 7�ＣＦＵ／ｍＬ时即可检测到，实时荧光
ＰＣＲ技术在病菌浓度为１０ 7�２ 7�ＣＦＵ／ｍＬ时即可检测到，后者比前者的灵敏度高１００倍。将模拟带菌种子与灭菌种子按１∶１００
混合，实时荧光ＰＣＲ技术可以检测到该菌的存在。
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7�　　 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｇｌｕｍａｅ引起的水稻细菌性谷枯病不但在

穗期引起谷粒枯（腐），而且也可以在苗期引起秧苗腐烂。该

病于２０世纪５０年代首次在日本被发现，７０年代后期由于实

行工厂化育秧后上升为日本水稻上的主要病害 7�［１］ 7�。目前该

病在日本、越南等国严重发生，不少东南亚国家、美洲及非洲

等稻区也有发生。Ｓｈａｈｊａｈａｎ等 7�［２］ 7�报道该病在美国可导致

１５％～８０％的水稻产量损失。该病是一种危险的种传病害，

Ｓｏｇｏｕ等 7�［３］ 7�发现Ｂ．ｇｌｕｍａｅ菌能够在无明显症状的稻种上

潜伏。我国虽然在田间未发现水稻细菌性谷枯病症状，但罗

金燕等 7�［４-５］ 7�在无谷枯病症状的稻种上检测到该病菌的存在，

这表明Ｂ．ｇｌｕｍａｅ菌已在中国大陆存在。而且，我国东北及

沿海不少地方已开始实行工厂化育秧和机械化移栽，这些都

给病害的流行创造了良好的外部环境条件。然而，国内至今

尚无水稻细菌性谷枯病菌的检测方法，国际上也没有 Ｂ．

ｇｌｕｍａｅ菌成熟的检测技术。为有效控制该病菌在我国的传

播和蔓延，建立准确定性定量、快速、灵敏、实用的水稻细菌

性谷枯病菌检测技术是该病治理的当务之急。

7�１　材料与方法

7�１．１　供试菌株

7�实验中所用菌株ＬＭＧ２１９６为水稻细菌性谷枯病菌模式

菌株，Ｂ．ｃｅｐａｃｉａＬＭＧ１２２２为洋葱伯克氏菌标准菌株，系水

稻附生菌，皆由比利时根特大学国家菌种保藏中心提供；Ｂ．

ｇｌｕｍａｅＢｇ０１３、Ｂｇ０２３１、Ｂｇ０４３２为分离自稻谷的水稻细菌性

谷枯病菌，ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅＰＳ３为水稻分离菌，均由本

实验室提供。

7�１．２　主要仪器

7�ＰＴＣ-２００ＰＣＲ仪（美国ＢＩＯ-ＲＡＤ公司），ＤＹＹ-８Ｂ型稳

压稳流电泳仪，Ｆｉｎｅ-ｄｏｘ３数码凝胶图像分析系统（上海天能

科技有限公司），ｉＣｙｃｌｅｒｉＱ实时荧光ＰＣＲ仪（美国ＢＩＯ-ＲＡＤ

公司）。

7�１．３　引物的制备

7�特异性引物（ｇｌｕ１）和（ｇｌｕ２）来源于水稻细菌性谷枯病菌

标准菌株１６Ｓ-２３ＳｒＤＮＡ，引物间的片段长度为１３９ｂｐ 7�［６］ 7�，

引物的核苷酸序列的上游和下游引物分别为：５′-ＣＴＣＴＧＣＡ

7�ＡＣＴＣＧＡＧＴＧＣＡＴＧＡＧＣ-３′；５′-ＣＧＧＴＴＡＧＡＣＴＡＧＣＣＡＣ

7�ＴＴＣＴＧＧＴＡＡＡ-３′。该引物由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。

7�１．４　模板的制备

7�扩增模板：挑待测菌单菌落在 ＬＢ液体培养基中于

３０℃、２２０ｒ／ｍｉｎ下摇动培养２４ｈ，取１ｍＬ菌悬液，１００００ｒ／

7�ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ，弃上清液，加入灭菌双蒸水配制成１×１０ 7�８

7�ＣＦＵ／ｍＬ浓度菌悬液，作为ＰＣＲ模板。
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7�基金项目：国家自然科学基金资助项目（３０６７１３９７）；农业部公

益性行业科研专项资助项目（ｎｙｈｙｚｘ０７-０５６）。
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7�　　检测模板：将菌液培养至对数生长期的水稻细菌性谷枯

病菌以１０倍梯度稀释，获得浓度分别为１０ 7�８ 7�、１０ 7�７ 7�、１０ 7�６ 7�、１０ 7�５ 7�、

１０ 7�４ 7�、１０ 7�３ 7�、１０ 7�２ 7�和１０ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液样品，直接以１μＬ稀

释液为模板进行常规ＰＣＲ及实时荧光定量ＰＣＲ检测。

7�１．５　模拟病种的制备

7�将无病区收获的健康水稻种子置于５００ｍＬ三角瓶中，

把在ＮＢ培养基上２８℃下摇动培养（２２０ｒ／ｍｉｎ）２４ｈ的 Ｂ．

ｇｌｕｍａｅＬＭＧ２１９６菌制成菌量约为１×１０ 7�８ 7�ＣＦＵ／ｍＬ左右的

菌悬液，将２０ｇ水稻种子在菌悬液中浸泡１２ｈ后，取出种

子，于无菌操作台风干，然后按不同比例与灭菌种子混匀，作

为模拟带菌种子。

7�１．６　直接ＰＣＲ检测

7�反应体系：２０μＬ体系（１０μＬ２×ＴａｑＰＣＲＳｔａｒＭｉｘ，

０．２５μＬｇｌｕ１，０．２５μＬｇｌｕ２，１μＬＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ，８．５μＬ灭

菌ｄｄＨ 7�２ 7�Ｏ）。反应程序为：９４℃下预变性５ｍｉｎ；９４℃下变性

２５ｓ，６０℃下退火２５ｓ，７２℃下延伸１ｍｉｎ，共进行３０个循环；

7�７２℃下延伸６ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１％的琼脂糖凝胶电泳检

测，于紫外凝胶成像仪下观察结果。

7�１．７　实时荧光定量ＰＣＲ检测

7�反应体系：２５μＬ体系（１２．５μＬ２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，０．２５μＬｇｌｕ１，０．２５μＬｇｌｕ２，１μＬＤＮＡｔｅｍ-

ｐｌａｔｅ，１１μＬ灭菌ｄｄＨ 7�２ 7�Ｏ）。反应程序为：９５℃下预变性２

ｍｉｎ；９５℃下变性２０ｓ，６０℃下退火２５ｓ，７２℃下延伸３５ｓ，共

进行４０个循环；最后７２℃下延伸７ｍｉｎ。

7�　　样品检测：将所有样品放入实时荧光ＰＣＲ仪反应板上，

设置反应条件，让仪器自动实时监控ＰＣＲ反应全过程并记

录数据。反应结束后，打开分析软件，设置基线和阈值，仪器

自动给出每个样品的循环阈值（Ｃｔ），分析检测结果。

7�２　结果与分析

7�２．１　特异性检测

7�将所有供试菌株配成１×１０ 7�８ 7�ＣＦＵ／ｍＬ的悬浮液，进行

常规ＰＣＲ和实时荧光ＰＣＲ反应。结果表明，所有参试 Ｂ．

ｇｌｕｍａｅ谷枯病菌均能产生１３９ｂｐ左右的特异性片段（图１），

7�而 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ属的其他菌株，包括水稻上的附生菌 Ｂ．

ｃｅｐａｃｉａ和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ菌株与对照一样，均无特异性片段

产生；其他常见水稻稻谷腐生菌株也没有扩增出特异性片段

（数据略）。常规ＰＣＲ与实时荧光ＰＣＲ的特异性检测结果一

7�致。

7�２．２　实时荧光ＰＣＲ与普通ＰＣＲ的相对灵敏度比较

7�从不同浓度梯度的Ｂ．ｇｌｕｍａｅＬＭＧ２１９６菌液中取１μＬ

7�进行常规ＰＣＲ及实时荧光ＰＣＲ的灵敏度检测，结果显示，

普通ＰＣＲ在菌液浓度为１０ 7�４ 7�ＣＦＵ／ｍＬ时即可检测到（图２），

而实时荧光ＰＣＲ在菌液浓度为１０ 7�２ 7�ＣＦＵ／ｍＬ时即可检测到

（图３）。熔解曲线显示，样品都在８２．５℃处有一个单峰。由

图３可见，并不是模板浓度越高，扩增效率越高，浓度太大的

模板干扰ＰＣＲ反应，使扩增效率降低。实时荧光ＰＣＲ检测

比普通ＰＣＲ检测的灵敏度约高１００倍。

7�２．３　实时荧光ＰＣＲ与普通ＰＣＲ不同检测浓度中的Ｂ．ｇｌｕ-

ｍａｅ活菌验证

7�　　将含菌量为１×１０ 7�８ 7�ＣＦＵ／ｍＬ（Ｂｅｃｋｍａｎ紫外分光光度

7�图１　水稻谷枯病菌及相关菌株的ＰＣＲ特异性扩增结果

7�Ｆｉｇ．１ ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢ．ｇｌｕｍａｅａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍ

7�ｒｉｃｅｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓ．

7�Ｍ－ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１－ＬＭＧ２１９６；２－Ｂｇ０１３；３－Ｂｇ０２３１；４－

Ｂｇ０４３２；５－ＬＭＧ１２２２；６－ＰＳ３；７－空白对照。

7�　　Ｍ，ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１，ＬＭＧ２１９６；Ｌａｎｅｓ２ｔｏ４， 7�Ｂ．ｇｌｕｍａｅ

7�Ｂｇ０１３，Ｂｇ０２３１ａｎｄＢｇ０４３２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｌａｎｅ５， 7�Ｂ．ｃｅｐａｃｉａ

7�ＬＭＧ１２２２；Ｌａｎｅ６， 7�Ｐ．ｓｙｒｉｎｇａｅ 7�ＰＳ３；Ｌａｎｅ７，Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ．

7�图２　水稻谷枯病菌不同浓度的常规ＰＣＲ检测

7�Ｆｉｇ．２．ＰｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｇｅｎｅｒａｌＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ 7�Ｂ．ｇｌｕｍａｅ．

7�Ｍ－ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１～９－菌液浓度分别为１０ 7�８ 7�、１０ 7�７ 7�、１０ 7�６ 7�、１０ 7�５ 7�、

7�１０ 7�４ 7�、１０ 7�３ 7�、１０ 7�２ 7�、１０和１ＣＦＵ／ｍＬ；１０－空白对照．

7�Ｍ，ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅｓ１ｔｏ９，Ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

１０ 7�８ 7�，１０ 7�７ 7�，１０ 7�６ 7�，１０ 7�５ 7�，１０ 7�４ 7�，１０ 7�３ 7�，１０ 7�２ 7�，１０ａｎｄ１ＣＦＵ／ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ-

ｌｙ；Ｌａｎｅ１０，Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ．

7�图３　实时荧光ＰＣＲ检测浓度

7�Ｆｉｇ．３．Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．

7�曲线１～７分别为浓度１０ 7�８ 7�、１０ 7�７ 7�、１０ 7�６ 7�、１０ 7�５ 7�、１０ 7�４ 7�、１０ 7�３ 7�、１０ 7�２

7�ＣＦＵ／ｍＬ的菌液。
7�Ｃｕｒｖｅｓ１ｔｏ７ａｒｅｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ１０ 7�８ 7�ｔｏ１０ 7�２

7�ＣＦＵ／ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
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7�计测浓度）纯培养的水稻细菌性谷枯病菌悬浮液以１０倍梯

度稀释８次，取１０μＬ悬浮液在ＬＢ琼脂培养皿上涂布，置

２８℃恒温箱中培养３６ｈ后，每处理重复３次。结果显示，１×

7�１０ 7�２ 7�ＣＦＵ／ｍＬ培养皿中平均有４个菌落，１×１０ 7�３ 7�ＣＦＵ／ｍＬ培

养皿中有４２个菌落，而在１×１０ 7�４ 7�ＣＦＵ／ｍＬ培养皿中有３９５

个菌落，其他培养皿的菌落数无法统计。同时将１０倍稀释

的悬浮液各取５μＬ直接进行实时荧光ＰＣＲ，结果表明，在稀

释菌液为１×１０ 7�２ 7�ＣＦＵ／ｍＬ时（５μＬ模板中只含１～２个活细

7�菌）仍可检测到荧光信号增加值，也就是说只要反应体系中

有１～２个活细菌，实时荧光ＰＣＲ就可检测到。

7�２．４　实时荧光ＰＣＲ检测 Ｂ．ｇｌｕｍａｅ菌浓度与ＰＣＲ循环阈

值的关系

7�　　实时荧光ＰＣＲ检测过程中，各浓度梯度样品中细菌的

数量与对应的循环阈值（Ｃｔ值）见表１。Ｃｔ值与细菌数量的

对数值呈线性关系（图４），标准曲线的相关系数为０．９９０１，

多次重复后得到一致的结果。

7�２．５　实时荧光ＰＣＲ检测模拟病种

7�由于目前国内难以采集到水稻细菌性谷枯病的自然发

病稻种，故采用人工混菌的方法接种。分别以模拟带菌种子

的总ＤＮＡ及浸泡液为模板进行ＰＣＲ扩增 7�［７］ 7�。结果显示，两

种方案均能在反应过程中收集到很强的荧光信号。将模拟

带菌稻种与健康无病稻种按１∶１００混合，可以检测到该菌

的存在（图５）。表明水稻种子中的成分对ＰＣＲ反应无抑制

作用或抑制作用微弱。因此，在实际应用中，若种子带菌量

较高，可以直接提取水稻种子核酸或利用浸泡液进行ＰＣＲ

检测，可提高检测效率，降低工作量。

7�３　讨论

7�Ｕｒａｋａｍｉ等 7�［８］ 7�利用ＰＣＲ-ＲＦＬＰ技术鉴定了 Ｂ．ｇｌｕｍａｅ，

成功地将它与 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ属内其他细菌相区分。Ｔａｋｅｕ-

ｃｈｉ等 7�［９］ 7�设计了特异性引物，对１６Ｓ-２３ＳｒＤＮＡ靶标基因进

行检测，能够扩增出Ｂ．ｇｌｕｍａｅ的４００ｂｐ左右的ＰＣＲ产物。

7�２００６年Ｙｕｋｉｋｏ等 7�［１０］ 7�利用ｇｙｒＢ和ｒｐｏＤ片段序列设计特异

性引物的多重ＰＣＲ技术可以区分 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ属的不同

种。Ｓａｙｌｅｒ等 7�［６］ 7�首次利用从美国阿肯色州水稻上分离到的

Ｂ．ｇｌｕｍａｅ菌建立了实时ＰＣＲ法，但该方法尚未在其他地方

应用。然而，来自不同地区的 Ｂ．ｇｌｕｍａｅ菌对水稻致病性存

在很大差异 7�［１，１０］ 7�，２００７年 Ｗｅｉｎｂｅｒｇ等 7�［１１］ 7�在国际上首次发

现Ｂ．ｇｌｕｍａｅ菌可引起幼儿肺病。这表明在建立Ｂ．ｇｌｕｍａｅ

7�菌检测方法时，除了有参考菌株外，还需利用本地的菌株。

２００６年我们成功地从未表现水稻细菌性谷枯病典型症状的

谷粒上分离并鉴定出 Ｂ．ｇｌｕｍａｅ菌 7�［４-５］ 7�，本研究在这一基础

上，利用本地的菌株，建立了准确、快速、灵敏的 Ｂ．ｇｌｕｍａｅ

实时荧光ＰＣＲ检测法。该法与普通ＰＣＲ比较表明，能检测

到１０ 7�２ 7�ＣＦＵ／ｍＬ左右悬浮液或ＰＣＲ反应体系中１～２个Ｂ．

7�ｇｌｕｍａｅ活菌的浓度，而普通ＰＣＲ技术只能检测到１０ 7�４ 7�ＣＦＵ

／ｍＬ左右的悬浮液或３９５个／ｍＬＢ．ｇｌｕｍａｅ活菌的浓度，实

时荧光ＰＣＲ比直接ＰＣＲ的灵敏度高１００倍。此外，将模拟

带菌种子与灭菌种子按１∶１００混合，仍可以检测到该菌的

存在。而且在实验过程中不需要进行病原菌的分离培养，不

需要进行ＰＣＲ的后续处理。由于实时荧光ＰＣＲ在反应体系

7�中加入荧光染料或荧光探针，可对扩增结果进行实时检测，

7�表１　实时荧光ＰＣＲ检测中细菌数量与对应的Ｃｔ值

7�Ｔａｂｌｅ１ Ｃｔｖａｌｕｅｓｆｏｒｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｃｅｌｌｄｉｌｕｔｉｏｎｓｉｎｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲｄｅ-

ｔｅｃｔｉｏｎ．

7�序号

7�Ｎｏ．

7�细菌数量

7�Ｂａｃｔｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒ／（ＣＦＵ·ｍＬ 7�－１ 7�）

7�循环阈值

7�Ｃｔｖａｌｕｅ

7�１ ��7�４×１０ 7�２ 7�３７ $�．８

7�２ ��7�４×１０ 7�３ 7�３６ $�．１

7�３ ��7�４×１０ 7�４ 7�３３ $�．３

7�４ ��7�４×１０ 7�５ 7�２８ $�．５

7�５ ��7�４×１０ 7�６ 7�２５ $�．２

7�６ ��7�４×１０ 7�７ 7�２２ $�．７

7�７ ��7�４×１０ 7�８ 7�１９ $�．１

7�图４　细菌数量与实时荧光ＰＣＲ 7�Ｃｔ 7�值的线性关系

7�Ｆｉｇ．４ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｂａｃｔｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒａｎｄｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ

ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ（Ｃｔ）．

7�图５　实时荧光ＰＣＲ对模拟谷枯病病稻种的检测

7�Ｆｉｇ．５ ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄｒｉｃｅｓｅｅｄｓｏｆＢ．ｇｌｕｍａｅ

ｗｉｔｈｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ．

7�１－阳性对照；２～７－病健稻种比例分别为１∶１０、１∶２０、１∶

４０、１∶６０、１∶８０和１∶１００；８－空白对照。

7�１，Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２ｔｏ７，Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄａｎｄｈｅａｌｔｈｙｓｅｅｄｓｍｉｘ-

ｔｕｒｅｒａｔｉｏｓｏｆ１∶１０，１∶２０，１∶４０，１∶６０，１∶８０ａｎｄ１∶１００，ｒｅ-

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；８，Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ．
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7�而且完全实现闭管检测，无需进行电泳，这样不但提高检测

效率，而且避免了在分析过程中不同反应体系间的相互影响

及对试验环境造成污染，具有操作简单、省时省力、结果可靠

和准确灵敏等优点 7�［１２-１３］ 7�。该方法在种子及种苗检测领域具

有广阔的应用前景。

7�然而，由于实时荧光ＰＣＲ法采用荧光猝灭及双末端标

记技术，因而猝灭难以彻底，本底较高；由于采用酶外切活

性，定量时易受酶性能影响；此外，荧光探针的荧光标记见光

极易分解，需避光保存，而且保存期不能太长。所以，在实际

检测中为了得到稳定而可靠的 Ｂ．ｇｌｕｍａｅ检测结果，必须考

虑实时荧光ＰＣＲ法的不足之处。
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