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摘要　为实现荧光定量ＰＣＲ对土壤病原真菌数量更为高效、灵敏的检测，本研究将液体培养的孢子悬浮液和长年

耕作的水稻土制作成孢子浓度为４×１０１～４×１０６ｓｐｏｒｅ／ｇ的带菌土，采用ＭｏＢｉｏＰｏｗｅｒＳｏｉｌ＠ＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ提

取模拟带菌土壤总ＤＮＡ，引入常规ＰＣＲ预扩增包含ｑＰＣＲ目标序列的１４４６ｂｐ片段，以预ＰＣＲ产物为模板进行

ｑＰＣＲ，构建荧光定量ＰＣＲ标准曲线。研究结果表明：以试剂盒提取的带菌土壤总ＤＮＡ为模板绘制的ｑＰＣＲ标准

曲线相关系数狉为０．９８５，检测下限为４×１０３ｓｐｏｒｅ／ｇ土；引入预ＰＣＲ后，ｑＰＣＲ标准曲线相关系数狉为０．９７４，检测

下限为４×１０２ｓｐｏｒｅ／ｇ土，较未引入时提高了１０倍，结合不同土壤病原真菌的特异性引物，该检测方法可为土壤病

原真菌的有效定量检测提供技术支撑。

关键词　实时荧光定量ＰＣＲ；　土壤病原真菌；　尖孢镰刀菌；　检测下限
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　　土壤是农业生产的基本资料，土壤供给和协调

农作物生长发育所需要的水分、养分、空气、热量、扎

根条件等。但是土壤中同样存在危害农作物生长的

土传病原菌，这些病原菌在条件适宜时从作物根部



２０１７

或茎部侵入作物而引起病害，且具有传播途径多样，

暴发迅速和应急防治难的特点，给农业生产造成重

大经济损失［１］。若能快速及时地鉴定土壤中病原菌

的种类和数量，在病菌侵染和暴发初期采取有效的

防治措施可最大限度地避免经济损失。随着对病害

研究的深入，对病原菌的研究和检测进入到专化型

和生理小种的层次。以往对土壤病原菌的诊断主要

依靠病原菌的分离培养，采用特异性的分离培养基

能有效定量土壤中活体菌株的数量，但因分离培养

基的局限性要实现对土壤中病原菌各专化型及各生

理小种的分离定量较为困难，加之分离培养耗时相

对较长，不能确定有效防治时期。因此，建立一种快

速、准确、定量检测土壤病原菌的技术，对于病害的

诊断和防治具有重要意义。

实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉ

ｔａｔｉｖｅＰＣＲ）技术是一种新型核酸定量技术
［２］。与普

通ＰＣＲ相比，具有自动化程度高、重复性好、定量准

确等特点，目前在动物医学病理和分子生物学研究

领域应用十分广泛［３］。近年来，随着新一代基因测

序技术的发展，测序成本大大降低，越来越多的植物

病原菌的ＤＮＡ测序工作完成，随之开发的不同病

原菌的特异分子标记为实时荧光定量ＰＣＲ技术应

用于植物病原菌的检测开启了大门［４７］。

由于土壤环境中含有大量腐殖质酸、酚类化合

物等化学特性与ＤＮＡ十分相近的有机质
［８］，高效

获取高质量的土壤总ＤＮＡ较为困难，而总ＤＮＡ

的提取效率和质量与荧光定量ＰＣＲ检测结果的准

确性密切相关［９］。以往土壤病原菌数量检测体系

的建立多采用带目标扩增片段的质粒标准品为模

板，或是采用带菌基质模拟带菌自然土壤建立标准

曲线［１０］，标准曲线建立的背景与农业生产中的土

壤背景出入太大，且由于模板浓度的限制和腐殖质

的干扰，土壤含菌量的定量检测下限较高［１１］，因此

已建好的检测体系难以应用于实际生产。鉴于此，

本研究采用南方广泛用于西瓜种植的水稻土壤模

拟含菌量４×１０１～４×１０
６ｓｐｏｒｅ／ｇ土６个浓度梯度

的带菌土壤，使用 ＭｏＢｉｏＰｏｗｅｒＳｏｉｌ＠ＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎ

Ｋｉｔ提取模拟带菌土壤总ＤＮＡ，引入一轮预ＰＣＲ

扩增包含ｑＰＣＲ目标序列的１４４６ｂｐ片段，以预

ＰＣＲ产物为模板进行ｑＰＣＲ构建荧光定量ＰＣＲ标

准曲线，成功实现４×１０２～４×１０６ｓｐｏｒｅ／ｇ土的尖

孢镰刀菌检测。

１　材料与方法

１．１　试验材料

菌株与土壤：西瓜枯萎病菌尖孢镰刀菌西瓜专

化型犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．狀犻狏犲狌犿１号生理

小种来自湖南省西瓜甜瓜研究所；土壤取自湖南省

水稻研究所多年连作水稻的水稻试验田。

１．２　仪器与试剂

ＩＱ５多重实时荧光定量ＰＣＲ仪，美国ＢｉｏＲａｄ

生产；Μｌｔｒｏｓｐｅｃ３３００ｐｒｏ紫外分光光度计，美国

Ａｍｅｒｓｈａｍ生产；ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴｉｐｇｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕ

ｐｅｒＭｉｘ和ＭｏＢｉｏＰｏｗｅｒＳｏｉｌ＠ＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ购

自全式金生物技术公司；其他化学试剂为Ｓｉｇｍａ公

司产品或国产ＡＲ级试剂。

引物由上海生工生物有限公司合成。Ｆｏｎｑ２Ｆ：

ＣＴＴＣＣＡＡＧＴＡＣＣＣＴＴＴＡＧＣＣＴＡＣ；Ｆｏｎｑ２Ｒ：ＣＴ

ＧＧＴＣＴＴＣＡＧＡＣＣＧＴＣＣＡＴＣＴ；Ｆｏｎ４Ｒ：ＴＴＧＣＡ

ＧＴＧＣＴＣＧＧＴＣＡＴＡＣＡＴＣ。Ｆｏｎｑ２Ｆ／Ｆｏｎｑ２Ｒ 扩

增片段大小为２４４ｂｐ；Ｆｏｎｑ２Ｆ／Ｆｏｎ４Ｒ扩增片段大

小１４４６ｂｐ。

１．３　方法

１．３．１　带菌土壤的制备

灭菌土壤样品制备：从湖南省水稻研究所连作

多年的水稻试验田中取稻田土，高压蒸汽灭菌２ｈ，

８０℃烘干至重量无变化后过２００目筛，过筛土壤用

于制备不同孢子浓度的带菌土。孢子悬浮液的制

备：利用ＰＤ培养液对尖孢镰刀菌１号生理小种进

行摇培，５ｄ后用４层纱布过滤去除菌丝，得到孢子

悬浮液。带菌土壤的制备：将孢子悬浮液离心浓缩，

利用显微镜和血球计数板测定孢子浓度，并进行１０

倍梯度稀释。准确称取０．４ｇ灭菌水稻土６份，分

别置于２ｍＬ离心管中加入１００μＬ各浓度孢子悬浮

液，配制成含水量约为２０％，孢子浓度为４×１０１～

４×１０６ｓｐｏｒｅ／ｇ标准含菌土。

１．３．２　带菌土壤ＤＮＡ提取

采用 ＭｏＢｉｏＰｏｗｅｒＳｏｉｌ＠ＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ提

取带菌土壤ＤＮＡ。真菌细胞壁的破除是影响土壤

ＤＮＡ提取效果的重要因素，所以本研究在采用该试

剂盒提取时增加了２０次反复冻融操作，具体过程

为：取６个离心管，分别加入０．４ｇ不同孢子浓度带

菌土，加入６０μＬＳｏｌｕｔｉｏｎＣ１充分摇匀，先７０℃水

浴２ｍｉｎ再液氮冷冻１ｍｉｎ，反复冻融２０次；再７０℃

·０３１·
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水浴１０ｍｉｎ后于室温下１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，取

上清于干净的２ｍＬ离心管中，加入２５０μＬＳｏｌｕ

ｔｉｏｎＣ２，摇匀，４℃ 静置５ｍｉｎ，室温下１００００ｒ／ｍｉｎ

离心１ｍｉｎ，取６００μＬ上清液至新的离心管中，加入

２００μＬＳｏｌｕｔｉｏｎＣ３，充分混匀，４℃静置１０ｍｉｎ，室

温下１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，取７５０μＬ上清液，加

入１．２ｍＬＳｏｌｕｔｉｏｎＣ４，振荡５ｓ后转移到吸附柱

中，室温１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，加入５００μＬＳｏ

ｌｕｔｉｏｎＣ５，室温１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，将吸附柱至

于新的２ｍＬ离心管，加入１００μＬＳｏｌｕｔｉｏｎＣ６溶液

至白色网膜中心，室温１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，置于

－２０℃保存备用。

１．３．３　荧光定量ＰＣＲ标准曲线的建立

１．３．３．１　以带菌土壤ＤＮＡ为模板绘制荧光定量

ＰＣＲ标准曲线

按照 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴｉｐｇｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ

说明书推荐的２０μＬ体系，退火温度以５８．０℃为基

础，设定５１．０、５１．９、５３．３、５５．２、５８．１、６０．１、６１．４和

６２．０℃８个温度梯度进行退火温度优化，根据扩增

曲线和熔解曲线图以最高突光值（ＡＲｎ）、最小犆狋值

且在熔解曲线分析中不产生非特异性峰为标准选择

最优退火温度。实时荧光定量ＰＣＲ反应体系为：

ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴｉｐｇｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ１０μＬ，模板

ＤＮＡ１．０μＬ，引物Ｆｏｎｑ２Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ）和Ｆｏｎｑ

２Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８μＬ。扩增条件

为：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃３０ｓ，４５个循环。

熔解反应：９５℃１ｍｉｎ，５５℃３０ｓ（每次循环温度变

化０．５℃；结束温度９５℃），共８１个循环。

以浓度为４×１０１～４×１０
６ｓｐｏｒｅ／ｇ的６个带菌

土壤ＤＮＡ为模板，按优化的最佳退火温度６０℃进

行实时荧光定量ＰＣＲ扩增，用仪器自带软件进行数

据分析，以土壤含菌量的对数值（狓）和对应的犆狋值

（狔）绘制标准曲线。

１．３．３．２　以常规ＰＣＲ预扩增产物为模板绘制荧光

定量ＰＣＲ标准曲线

常规ＰＣＲ预扩增：以４×１０１～４×１０６ｓｐｏｒｅ／ｇ的

６个梯度带菌土壤ＤＮＡ为模板，进行常规ＰＣＲ扩增。

采用２０μＬ反应体系：模板ＤＮＡ１μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ

Ｆｏｎｑ２Ｆ和１０μｍｏｌ／ＬＦｏｎ４Ｒ各０．５μＬ，ｄＮＴＰｓ

２μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋）２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１４μＬ，Ｅａｓｙ

犜犪狇Ⅰ０．５μＬ。反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃

４０ｓ，６０℃４０ｓ，７２℃７０ｓ，１８个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

标准曲线构建：以１．０μＬＰＣＲ预扩增产物为

模板，按１．３．３．１的反应体系和扩增程序进行实时

荧光定量ＰＣＲ，以土壤含菌量的对数值（狓）和对应

的犆狋值（狔）绘制标准曲线。

１．３．４　稀释平板法验证

本研究采用的菌株为尖孢镰刀菌西瓜专化型１

号生理小种，而能够从土壤中特异性筛选分离尖孢

镰刀菌西瓜专化型的选择培养基目前还未见报道。

因此，验证试验采用不含尖孢镰刀菌西瓜专化型的

连作水稻田土，经过高温灭菌后按照１．３．１中的方

法制备成孢子浓度为１．９×１０１～１．９×１０
６ｓｐｏｒｅ／ｇ６

个模拟带菌土壤样品，分别采用改良ｑＰＣＲ法和稀释

平板法检测同一浓度带菌土壤中病原菌数量，以此对

改良的ｑＰＣＲ检测方法进行综合评价。平板验证试

验所用的选择培养基参照韩宝坤等［１２］的方法配制。

取去皮马铃薯块２００ｇ加适量水熬煮２０ｍｉｎ，取滤液

加琼脂１８～２０ｇ煮熔，凉至４５～５０℃时加入９５％乙

醇１７ｍＬ、９５％敌克松（ｆｅｎａｍｉｎｏｓｕｌｆ）结晶粉１．０ｇ、硫

酸链霉素（ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎｓｕｌｆａｔｅ）０．５～１．０ｇ，加水

补足１０００ｍＬ，搅拌均匀后倒平板。

分别取１．９×１０１～１．９×１０
６ｓｐｏｒｅ／ｇ的带菌土

壤０．５ｇ按照１．３．３．２改良的ｑＰＣＲ法进行病原菌

数量的定量检测；同时分别称取各浓度带菌土壤

１ｇ，加９．９ｍＬ无菌水，用干净的玻璃棒搅拌均匀后

用移液枪吸取１００μＬ溶液于平板中，涂布均匀，置

于２８℃恒温箱中培养５ｄ后统计计数。

２　结果与分析

２．１　以带菌土壤犇犖犃为模板绘制荧光定量犘犆犚

标准曲线

２．１．１　荧光定量ＰＣＲ标准曲线的建立

以孢子浓度为４×１０１～４×１０
６ｓｐｏｒｅ／ｇ的６个

带菌土壤的ＤＮＡ及空白对照为模板进行荧光定量

ＰＣＲ反应，反应结束后，以土壤含菌量的对数值（狓）和

对应的犆狋值（狔）绘制标准曲线。熔解曲线（图１）峰单

一无杂峰，扩增产物犜ｍ值均一，为（８６．５±０．５）℃，表

明本试验所采用的西瓜枯萎病菌特异性引物专一性

好，无非特异性扩增。带菌土壤中孢子含量在４×

１０４～４×１０
６ｓｐｏｒｅ／ｇ时土壤含菌量的对数值与犆狋

值具有良好的线性关系（图２），相关系数狉为０．９８５，

扩增效率犈为１３２．５％，斜率为－２．７５５７，截距为

４３．２８５，从而得出土壤含菌量的对数值（狓）与犆狋值

（狔）之间的线性关系式为：狔＝－２．７５５７狓＋４３．２８５。

·１３１·
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图１　荧光定量犘犆犚熔解曲线

犉犻犵．１　犙狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚犿犲犾狋犻狀犵犮狌狉狏犲

图２　荧光定量犘犆犚标准曲线

犉犻犵．２　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲

２．１．２　重复性和再现性评价

通过ＳＰＳＳ软件对前后３次重复试验的数据进

行统计分析表明，各个浓度梯度的土壤样品在３次

重复试验中的检测结果变化不大，组间变异系数为

０．４％～１．５９％（表１），证明建立的标准曲线具有较

好的重复性。采用Ｄｕｎｃａｎ氏法对各浓度样品的犆狋

均值进行多重比较表明，孢子浓度为４×１０１ｓｐｏｒｅ／ｇ

带菌土壤的犆狋值和空白对照差异不显著，４×１０２

ｓｐｏｒｅ／ｇ和４×１０３ｓｐｏｒｅ／ｇ带菌土壤的犆狋值差异不

显著（表１），表明直接以提取的带菌土壤ＤＮＡ为模

板绘制荧光定量ＰＣＲ标准曲线，病原菌的检测下限

为４×１０３ｓｐｏｒｅ／ｇ。

２．２　以常规犘犆犚预扩增产物为模板绘制荧光定量

犘犆犚标准曲线

２．２．１　荧光定量ＰＣＲ标准曲线的建立

为了提高ｑＰＣＲ的检测灵敏度，降低ｑＰＣＲ检

测下限，本试验采用ＭｏＢｉｏＰｏｗｅｒＳｏｉｌ＠ＤＮＡＩｓｏｌａ

ｔｉｏｎＫｉｔ提取含不同孢子浓度的土壤样品总ＤＮＡ，

以总ＤＮＡ为模板先进行１次常规ＰＣＲ预扩增，然

后以预扩增产物为模板进行ｑＰＣＲ，以土壤含菌量

的对数值（狓）和对应的犆狋值（狔）构建标准曲线。结

果表明，带菌土壤含菌量的对数值与犆狋值在含菌量

为４×１０２～４×１０
６ｓｐｏｒｅ／ｇ之间具有良好的线性关

系（图３），相关系数狉为０．９７４，扩增效率犈 为

９１．４％，斜率为－３．５２８，截距为３６．４３４，从而得出土

壤含菌量的对数值（狓）与犆狋值的线性关系式为：狔＝

－３．５２８３狓＋３６．４３４，有效检测下限为４×１０２

ｓｐｏｒｅ／ｇ，较未引入常规ＰＣＲ方法前的ｑＰＣＲ检测灵

敏度提高了１０倍。

表１　重复性和再现性评价结果１
）

犜犪犫犾犲１　犈狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳狉犲狆犲犪狋犪犫犻犾犻狋狔犪狀犱狉犲狆狉狅犱狌犮犻犫犻犾犻狋狔

样品浓度／ｓｐｏｒｅ·ｇ－１

Ｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

组间变异Ｉｎｔｅｒａｓｓａｙｖａｒｉａｔｉｏｎｓ

平均犆狋值

Ｍｅａｎ

标准差（狀＝３）

ＳＤ

变异系数／％

ＣＶ

４×１０６ ２２．１３ｅ ０．１６８ ０．７６

４×１０５ ２５．４０ｄ ０．１８０ ０．７１

４×１０４ ２８．８１ｃ ０．１８６ ０．６４

４×１０３ ３０．１８ｂ ０．１１９ ０．４０

４×１０２ ２９．８５ｂ ０．１２７ ０．４２

４×１０１ ３０．６６ａ ０．３５１ １．１４

０ ３０．８１ａ ０．４９１ １．５９

　１）统计分析用ＳＰＳＳ软件，采用Ｄｕｎｃａｎ’ｓ方法进行多重比较，不

同处理平均犆狋值后标不同字母表示处理间有显著差异（犘＜

０．０５），标相同字母表示处理间无显著差异，下同。

ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｂｙＳＰＳＳｓｏｆｔｗａｒｅ，ｍｕｌｔｉｐｌｅ

ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｗｅｒｅｍａｄｅｂｙＤｕｎｃａｎ’ｓｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔ

ｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５）ａｎｄｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓ

ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓ

ｂｅｌｏｗ．

图３　荧光定量犘犆犚标准曲线

犉犻犵．３　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲

２．２．２　重复性和再现性评价

由表２可知，前后３次重复试验中各浓度梯度

土壤样品的检测结果变化不大，组间变异系数

０．４５％～１．６３％，证明建立的标准曲线具有较好的

重复性。采用Ｄｕｎｃａｎ氏法对各浓度样品的犆狋均值

进行多重比较表明，４×１０１ｓｐｏｒｅ／ｇ样品与空白对照

的犆狋值差异不显著，而４×１０２～４×１０６ｓｐｏｒｅ／ｇ之

间各浓度样品的犆狋值具有显著差异，表明经过一轮

预ＰＣＲ扩增，然后以预扩增产物为模板绘制荧光定
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４３卷第４期 黄怀冬等：一种改进的尖孢镰刀菌的实时荧光定量ＰＣＲ检测方法

量ＰＣＲ标准曲线可实现４×１０２ｓｐｏｒｅ／ｇ土的病原菌

检测下限。

表２　重复性和再现性评价结果

犜犪犫犾犲２　犈狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳狉犲狆犲犪狋犪犫犻犾犻狋狔犪狀犱狉犲狆狉狅犱狌犮犻犫犻犾犻狋狔

样品浓度／ｓｐｏｒｅ·ｇ－１

Ｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

组间变异Ｉｎｔｅｒａｓｓａｙｖａｒｉａｔｉｏｎｓ

平均犆狋值

Ｍｅａｎ

标准差（狀＝３）

ＳＤ

变异系数／％

ＣＶ

４×１０６ １３．６１ｆ ０．１００ ０．４５

４×１０５ １７．６９ｅ ０．１０７ ０．５３

４×１０４ １９．４９ｄ ０．１４２ ０．７９

４×１０３ ２２．２４ｃ ０．１６０ ０．８０

４×１０２ ２８．９８ｂ ０．１７５ ０．９０

４×１０１ ３０．４３ａ ０．３４３ １．１３

０ ３０．４５ａ ０．４７３ １．６３

２．３　稀释平板法验证

本次检测试验除空白对照外共设置了１．９×１０１～

１．９×１０６ｓｐｏｒｅ／ｇ６个浓度梯度的模拟带菌土样，每

个样品３个重复。结果（表３）表明，采用改进的尖

孢镰刀菌荧光定量ＰＣＲ法检测的３个重复样品的

变异系数为０．６８％～１．６８％，表明该方法具有较好

的重复性和稳定性；而采用稀释平板法检测的变异

系数为９．３５％～１８．９０％，变异系数较大，表明稀释

平板法各重复间的结果差异较大。

相比于样品初始浓度，稀释平板法的检出率为

７０．１８％～８５．９６％，存在２０％～３０％的丢失率。改

进的荧光定量ＰＣＲ法对１．９×１０４、１．９×１０５、１．９×

１０６ｓｐｏｒｅ／ｇ３个高浓度样品的检出率为９４．８５％～

１０８％，准确率较高，检测结果与初始浓度差异较大

的是含菌量为１．９×１０２ｓｐｏｒｅ／ｇ的土壤样品，检出

率为１５５．２４％。总体而言，两种方法的检测结果与

样品初始浓度在数量级上都呈现绝对的一致性，稀

释平板法普遍存在２０％～３０％的丢失率，可能是样

品中存在一定比例的失活孢子等原因所致，而改进

的荧光定量ＰＣＲ法的检测结果虽与样品初始浓度

非常接近，但多有不同程度的偏高，可能与原孢子悬

浮液中存在未降解的失活的病原菌有关。采用稀释

平板法进行对比验证表明，经改进的尖孢镰刀菌荧

光定量ＰＣＲ检测方法能快速、有效地对土壤中尖孢

镰刀菌进行定量检测。

表３　稀释平板法验证结果分析

犜犪犫犾犲３　犞犪犾犻犱犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊犫狔犱犻犾狌狋犻狅狀狆犾犪狋犲犿犲狋犺狅犱

样品浓度／

ｓｐｏｒｅ·ｇ－１

Ｓａｍｐｌｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

荧光定量ＰＣＲ法　Ｉｍｐｒｏｖｅｄｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

含菌量平均值／

ｓｐｏｒｅ·ｇ－１

Ｍｅａｎ

标准差

（狀＝３）

ＳＤ

变异

系数／％

ＣＶ

检出率／％

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

稀释平板法　Ｄｉｌｕｔｉｏｎｐｌａｔｅｍｅｔｈｏｄ

含菌量平均值／

ｓｐｏｒｅ·ｇ－１

Ｍｅａｎ

标准差

（狀＝３）

ＳＤ

变异

系数／％

ＣＶ

检出率／％

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

１．９×１０１ － － － － ０ ０ ０ ０

１．９×１０２ 　　２９４．９４７ ０．４１６ １．５０ １５５．２４ １．６３×１０２ １．５３ ９．３５ ８５．９６

１．９×１０３ ２５６８．９９３ ０．４１０ １．６８ １３５．２１ １．４０×１０３ ２．６５ １８．９０ ７３．６８

１．９×１０４ １９４６７．８４２ ０．２７４ １．２９ １０２．４６ １．３３×１０４ １．５３ １１．４６ ７０．１８

１．９×１０５ １８０２１４．１５８ ０．１５５ ０．８７ ９４．８５ １．５３×１０５ １．５３ ９．９６ ８０．７０

１．９×１０６ ２０６０１５５．４４３ ０．０９６ ０．６８ １０８．４３ １．４６×１０６ ２．０８ １４．１９ ７７．１９

０ － － － － ０ ０ ０ ０

３　讨论

土壤中存在的腐殖酸是土壤中固有组成成分之

一，不同类型土壤中腐殖酸的含量不尽相同。荧光

定量ＰＣＲ测定的土壤病原菌数量是以提取的土壤

总ＤＮＡ为基础，土壤总ＤＮＡ中的腐殖酸对ＰＣＲ

反应中的ＤＮＡ聚合酶有抑制作用，去除腐殖酸提

高ＤＮＡ纯度可以避免其对ＰＣＲ反应中ＤＮＡ聚合

酶的影响，但去除腐殖酸，纯化ＤＮＡ的过程不可避

免地导致ＤＮＡ浓度的降低，这就是土壤ＤＮＡ提取

中浓度和纯度不可兼得的问题。

实时荧光定量ＰＣＲ检测技术是一种非常灵敏、

高效的分子检测方法，获得高纯度的土壤ＤＮＡ是

ｑＰＣＲ相关性强，重复性好的必然要求，模板ＤＮＡ

的浓度是影响荧光定量ＰＣＲ检测下限的重要因素。

本研究在进行ｑＰＣＲ扩增前利用耐腐殖质干扰的普

通ＤＮＡ扩增酶对土壤总ＤＮＡ进行预扩增，此步骤

不仅等梯度提高了各样品底物模板ＤＮＡ的浓度，

而且也降低了ＤＮＡ中腐殖酸的相对含量，排除了

腐殖酸对后续ｑＰＣＲ的干扰。预扩增获得的产物是

浓度等梯度提高的各样品底物模板ＤＮＡ，因而预扩

增后产物与各土壤原始含菌量有着一一对应关系，

（下转１４４页）
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这也是本研究引入常规ＰＣＲ预扩增，以模拟带菌土

壤含菌量的对数为横坐标，以预扩增产物为模板进

行ｑＰＣＲ的犆狋值为纵坐标构建土壤病原真菌荧光

定量ＰＣＲ标准曲线，实现４×１０２ｓｐｏｒｅ／ｇ的土壤病

原真菌ｑＰＣＲ检测下限的理论依据。

４　结论

本研究通过引入常规预ＰＣＲ扩增包含ｑＰＣＲ

目的序列的片段，提高模板ＤＮＡ浓度并降低模板

中腐殖酸等杂质的相对含量，成功地以带菌土壤

ＤＮＡ为模板构建了ｑＰＣＲ标准曲线，较未引入预

ＰＣＲ扩增前提高检测下限１０倍，实现荧光定量

ＰＣＲ对土壤病原菌数量为４×１０２～４×１０
６ｓｐｏｒｅ／ｇ

的有效定量检测，结合不同土壤病原真菌的特异性

引物，该检测方法可为土壤病原真菌的有效定量检

测提供理论支撑。
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