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摘　要：基于镰孢菌 ＩＴＳ序列，设计一对应用于实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ）反应的镰孢菌属特异性引物

ＴＳ和 ＴＲ，并建立了相应的 ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ体系。应用该反应体系，绝对定量了无肥（ＮＦ）、化肥（ＮＰ）以及化肥配

施有机肥（ＮＰＭ）等 ３种施肥措施下大豆田土壤镰孢菌 ＤＮＡ含量。结果表明：引物 ＴＳ和 ＴＲ对镰孢菌属真菌有较

好的特异性；ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ反应的扩增曲线中各梯度浓度标准品的循环阈值（Ｃｔ值）间隔均匀，熔点曲线无杂

峰，标准曲线的相关系数 Ｒ２＝０．９９３，斜率为０．２９２７；在大豆生育时期的苗期，ＮＦ、ＮＰ及 ＮＰＭ措施下土壤镰孢菌总

ＤＮＡ每克干土中含量分别为 １８．３３、４４．６１和 １４０．８３ｐｇ，且 ＮＰＭ措施含量极显著高于 ＮＦ及 ＮＰ措施（Ｐ＜０．０１）。
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　　镰孢菌属真菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐｐ．）是土壤真菌的
主要类群。镰孢菌可以侵染寄主植物的维管束系

统和器官，从而引起植物萎蔫和根、茎、叶和果实腐

烂等症状
［１］
，因此该属真菌是农业生产中作物萎蔫

病和根腐病的主要病原菌
［２］
。土壤镰孢菌种群密

度的研究多采用稀释平板法等传统研究手段
［３］
，然

而传统方法的局限性导致其无法全面反映自然条

件下土壤镰孢菌种群密度分布，从而使结果产生偏

差。近年来，实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲｅａｌＴｉｍｅｑｕａｎｔｉ
ｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ）技
术的提出，为植物病害菌检测提供了全新的方法，

它可以通过检测病原菌目的序列 ＰＣＲ扩增产物的
荧光信号强度达到实时解析的目的

［４］
。目前，已有

研究者选择 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ和 ＥｖａＧｒｅｅｎ等荧光染料
对环境样品中的镰孢菌属进行绝对定量分析

［５７］
，

然而黑土区大豆田土壤镰孢菌属种群密度的 Ｒｅａｌ
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ＴｉｍｅＱＰＣＲ检测体系建立及应用的研究尚未见报
道。

该文参考镰孢菌属真菌 ＩＴＳ序列，设计应用于
ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ反应的镰孢菌属特异性引物 ＴＲ和
ＴＳ，并应用该特异性引物对黑土大豆田 ３种施肥措
施下土壤镰孢菌属 ＤＮＡ含量进行 ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ
绝对定量检测，旨在建立黑土大豆田土壤镰孢菌属

种群密度的 ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ定量方法。

１　材料与方法

１．１　样品采集
ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ检测样品于 ２００８年采集自中

国科学院海伦农业生态试验站（４７°２６′Ｎ，１２６°３８′
Ｅ）长期定位试验区。该试验区土壤类型为中厚层
黑土，开垦前为草甸草原植被，开垦历史为 １００ａ左
右。１９９３年将农田设 ３个施肥处理：无肥处理（Ｎｏ
Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ，ＮＦ）、化肥处理（ＮＰｃｈｅｍｉｃａｌｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒａｐ
ｐｌｉｅｄ，ＮＰ）和化肥配施有机肥处理（ＮＰｃｈｅｍｉｃａｌｆｅｒ
ｔｉｌｉｚｅｒａｎｄｏｒｇａｎｉｃｍａｎｕｒｅ，ＮＰＭ）。施肥量为 Ｎ３２．
２６ｋｇ·ｈｍ－２

、Ｐ２Ｏ５８２．４４ｋｇ·ｈｍ
－２
、有机肥１５０００

ｋｇ·ｈｍ－２
，有机肥为腐熟猪粪

［８］
。作物种植方式为

小麦玉米大豆轮作，样品采集时农田作物为大豆。
在大豆生育期的苗期（６月 １３日）采集 ３种施

肥措施土壤，均采用土钻按 ５点取样法采集土壤非
根际土样，为避免表层土壤受空气影响，各系统去

除 ０～５ｃｍ表土，采集５～２０ｃｍ土壤样品。混合均
匀后用无菌封口袋包扎密封，置于冰盒中带回实验

室，新鲜土样过２ｍｍ土壤筛，于 ４℃保存以备实时
荧光定量 ＰＣＲ研究使用。
１．２　土壤真菌形态学鉴定

土粒法分离土壤镰孢菌
［３，９］
。分离得到的镰孢

菌菌株经单孢纯化后，进行标准培养，即将菌丝接

种到 ＰＤＡ和 ＳＮＡ培养基上，于 ２５℃恒温光照培养
箱内 １２ｈ光照与黑暗交替培养［９］

。根据 Ｂｏｏｔｈ和
Ｌｅｓｌｉｅ等的分类系统，结合《常见镰刀菌鉴定指南》
进行形态学鉴定

［１０］
。分离得到的其它土壤真菌参

照《真菌鉴定手册》进行形态学鉴定
［１１］
。

１．３　ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ研究
１．３．１　土壤真菌基因组总 ＤＮＡ提取　土壤真菌基
因组总 ＤＮＡ的提取参考 Ｚｈｏｕ等的方法［１２］

。ＤＮＡ
的纯化采用上海生物工程有限公司生产的 ＴＡＥ琼
脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒。提取的土壤总 ＤＮＡ通
过０．８％的琼脂糖凝胶电泳进行检验。
１．３．２　ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ标准品尖镰孢菌菌株 ＤＮＡ
提取　应用经形态学鉴定及单孢分离得到的尖镰孢
菌 ＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｒｏｕｍＶ３Ｓ３１４基因组 ＤＮＡ作为标

准品。镰孢菌纯菌基因组总 ＤＮＡ的提取参考李志岗
等方法

［１３］
。ＤＮＡ的纯化及电泳检验同１．３．１。

１．３．３　引物设计　参照 ＧｅｎＢａｎｋ上公布的镰孢菌
属 ＩＴＳ序列，用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０生物软件设计了
镰孢菌属真菌特异性引物 ＴＲ和 ＴＳ，并由上海生物
工程有限公司合成。引物的序列如下：

ＴＲ：５′ＴＴＣＧＴＧＡＴＡＣＣＡＡＡＧＧＧＡＣ３′
ＴＳ：５′ＣＣＡＣＡＡＧＧＧＣＡＧＣＡＡＣＧＧ３′

１．３．４　ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ扩增反应条件　ＲｅａｌＴｉｍｅ
ＱＰＣＲ应用 ＢｉｏＲａｄ公司 ＭＪＯｐｔｉｃｏｎＭｏｎｉｔｏｒ荧光定
量 ＰＣＲ仪。反应体系体积为 ２５μＬ，其中 １０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ＭｇＣｌ２（２００ｍｍｏｌ·Ｌ

－１
）２μＬ，ｄＮＴＰ

（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）２μＬ，上、下游引物（２０ｐｍｏｌ·
Ｌ－１）各 １μＬ，Ｔａｑ酶 ０．３μＬ，ＥＶＡＧｒｅｅｎⅠ２μＬ，
ＤＮＡ（２０ｎｇ·μＬ－１）提取物 ２μＬ，再加去离子水补
足。反应条件为：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性１０ｓ，
５６．６℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ２０ｓ，并收集荧光信号，
４０个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。熔点曲线分析温度设于 ６５
～９５℃之间，每隔０．２℃收集荧光信号１ｓ。
１．３．５　数据分析　采用 ＭＪＯｐｔｉｃｏｎＭｏｎｉｔｏｒＴＭ３．１
实时荧光定量分析软件和 ＤＰＳ７．５５统计软件进行
数据统计分析。

２　结果与分析

２．１　土壤真菌分离鉴定
在大豆根腐病害主要发生的苗期，从 ３种施肥

措施大豆田土壤中共分离获得镰孢菌 １０１株，经形
态学鉴定得到 ５种镰孢菌，即燕麦镰孢菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ａｖｅｎａｃｅｕｍ、禾谷镰孢 Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ、串珠镰
孢菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｉｓ、尖镰孢菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓ
ｐｏｒｕｍ和三线镰孢菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｔｒｉｃｉｎｃｔｕｍ。分离到的
其它真菌包括青霉菌 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ．，木霉菌 Ｔｒｉ
ｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ．以及葡萄孢菌 Ｂｏｔｒｙｔｉｓｓｐｐ．。
２．２　引物检测

以分离鉴定得到的 ５种镰孢菌代表菌株作为
ＰＣＲ反应的阳性菌株，选取木霉菌属、青霉菌属和
葡萄孢菌属中的优势种作为阴性对照菌株。ＰＣＲ
扩增结果显示，５株镰孢菌菌株分别有 １条 ２６０ｂｐ
的特异性扩增带，而其它阴性对照菌株和空白均无

扩增 （图１），说明所设计的引物具有镰孢菌属真菌
的特异性。

２．３　土壤镰孢菌 ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ检测体系的建立
２．３．１　标准品浓度测定　研究中以尖孢镰孢菌基
因组 ＤＮＡ作为标准品，测定该标准品 ＤＮＡ溶液浓
度为５８．８ｎｇ·μＬ－１。将初始浓度 ＤＮＡ溶液进行
１∶１０１、１∶１０２、１∶１０３和 １∶１０４的梯度稀释，并以该 ５
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Ｍ：１００ｂｐＭａｒｋｅｒ；１：Ｆ．ｏｘｙｓｐｒｏｕｍ；２：Ｆ．ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｉｓ；３：Ｆ．ｔｒｉｃｉｎｃ

ｔｕｍ；４：Ｆ．ａｖｅｎａｃｅｕｍ；５：Ｆ．ｇｒａｍｅａｒｉｕｍ；６：Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｈａｒｚｉａ

ｎｕｍ；７：Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ．；８：Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ；９：空白对照（Ｂｌａｎｋ）。

图 １　镰孢菌属的特异性引物常规 ＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌＰＣＲａｓｓａｙｔｏｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

ｐｒｉｍｅｒｓｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｓｐｐ．

个浓度梯度的 ＤＮＡ溶液作为模板进行 ＲｅａｌＴｉｍｅ
ＱＰＣＲ扩增。
２．３．２　扩增曲线分析　ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ反应结束
后，利用 ＭＪＯｐｔｉｃｏｎＭｏｎｉｔｏｒＴＭ３．１软件绘制出反应
的扩增曲线（图２）。

图 ２　ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ扩增曲线

Ｆｉｇ．２　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ

从左至右５条曲线依次代表标准品的初始浓
度溶液以及１∶１０１、１∶１０２、１∶１０３和 １∶１０４的梯度稀
释液的扩增曲线。可见该 ５条曲线较光滑、倾斜度
较大且各循环阈值（Ｃｔ值）间隔均匀。
２．３．３　标准曲线分析　根据扩增曲线提供的标准
品各梯度稀释浓度反应的循环阈值（Ｃｔ值），ＭＪＯｐ
ｔｉｃｏｎＭｏｎｉｔｏｒＴＭ３．１软件自行绘制出反应的标准曲
线（图３）。该标准曲线的相关系数 Ｒ２＝０．９９３，斜

率为０．２９２７，计算其扩增效率 Ｅ＝１０３％。
２．３．４　熔点曲线分析　测定各浓度稀释梯度的标
准品及样品在 ＰＣＲ过程中的熔点温度并绘制熔点
曲线（图４）。标准品及样品的熔点曲线峰型单一，
且标准品及样品熔点温度相同（８２．６±０．４℃），表
明扩增反应产物熔解温度均一，特异性好且无引物

二聚体影响。

图 ３　ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ标准曲线

Ｆｉｇ．３　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ

图 ４　ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ熔点曲线

Ｆｉｇ．４　ＭｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ

综合上述引物检测、扩增曲线、标准曲线和熔

点曲线结果，可以确定该土壤镰孢菌属 ＲｅａｌＴｉｍｅ
ＱＰＣＲ定量检测体系和反应条件合理可靠。
２．６　不同施肥措施下土壤镰孢菌 ＤＮＡ动态变化

利用该 ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ检测体系对 ３种施肥
措施土壤镰孢菌ＤＮＡ含量进行定量检测，根据标准
曲线斜率及 Ｃ（ｔ）值，由 ＭＪＯｐｔｉｃｏｎＭｏｎｉｔｏｒＴＭ３．１
软件计算出各样品组 ＤＮＡ含量（图 ５）。在大豆根
腐病发生的苗期，ＮＰＭ措施下土壤镰孢菌 ＤＮＡ含
量最高，每克干土中含量达到 １４０．８３ｐｇ。其次为
ＮＰ措施，含量为４４．６１ｐｇ。而无肥措施土壤镰孢菌
ＤＮＡ含量为 １８．３３ｐｇ，仅为 ＮＰＭ措施的 １３％。３
种施肥措施相互间的差异均达到极显著水平（Ｐ＜
０．０１）。该结果表明大豆田土壤采取 ＮＰ或 ＮＰＭ措
施后，土壤镰孢菌 ＤＮＡ含量均极显著地增加。ＮＰＭ
措施甚至可以将土壤镰孢菌 ＤＮＡ含量提升 １个数
量级。

３　结论与讨论

ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ反应所用的引物、反应得到的
扩增曲线、熔点曲线以及标准曲线均达到 ＲｅａｌＴｉｍｅ
ＱＰＣＲ反应的理想条件。引物 ＴＲ和 ＴＳ扩增结果无
引物二聚体及非特异性扩增出现，显示出良好的特
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ＮＦ：无肥，ＮＰ：化肥，ＮＰＭ：化肥配施有机肥

字母标记 Ａ，Ｂ，Ｃ表示极显著水平差异（Ｐ＜０．０１）

ＮＦ：ｎｏｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ，ＮＰ：ｃｈｅｍｉｃａｌｎｉｔｒｏｇｅｎａｎｄｐｏｓｐｈｏｒｕｓ，ＮＰＭ：

ｃｈｅｍｉｃａｌｎｉｔｒｏｇｅｎ，ｐｏｓｐｈｏｒｕｓａｎｄｍａｎｕｒｅ

Ａ，ＢａｎｄＣｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔＰ＜０．０１

图 ５　３种施肥措施土壤镰孢菌基因组 ＤＮＡ含量

Ｆｉｇ．５　ＭａｓｓｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｓｐｐ．ｉｎｓｏｉｌ

ｆｒｏｍｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｍａｎａｇｅｍｅｎｔ．

异性。然而建立实时荧光定量检测体系除了引物

应具有良好的特异性外，标准曲线的建立同样至关

重要。由于 ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ绝对定量是建立在模
板的初始浓度与 Ｃｔ值关系的基础上［１４］

，因此为保

证样本定量分析具有稳定可重复的结果，标准曲线

参数的要求非常严格。理论上合格的标准曲线具

有一致的重复反应、高的线性（Ｒ２＞０．９９）和高扩增
效率（Ｅ：９０～１０５％，即斜率≈ －０３）［１４］。其中，扩
增效率大于１００％的原因可能是由于反应抑制剂的
存在所造成的。反应抑制剂能够延迟反应 Ｃｔ值，但
随着标准品模板的稀释，其浓度逐渐减小，因此在

高稀释度标准品样品中反应抑制剂对 Ｃｔ值的延迟
程度也在减弱，导致高稀释度标准品样品 Ｃｔ值略微
增高，进而造成扩增效率计算结果略微大于 １００％。
由于研究中作为标准品的镰孢菌基因组 ＤＮＡ在提
取过程中应用了可以成为反应抑制剂的化学药品，

如氯仿、饱和酚等
［５］
，所以导致结果中扩增效率为

１０３％。
应用建立的 ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ反应体系，成功地

定量了土壤中镰孢菌 ＤＮＡ含量。长期以来，土壤
镰孢菌种群密度的研究一直借助于稀释平板法等

传统研究手段
［３］
。虽然稀释平板法凭借其操作简

便、快捷和易成功等优点
［１５］
，成为土壤微生物分离

培养及衡量微生物小群体多样性的常规手段，但是

该方法也存在很多缺陷，例如培养基的成份可以影

响微生物的生长状况，进而影响所得菌落的多样性

水平；菌落形成单位（ＣＦＵ）的数量通常随培养基营
养浓度的降低而增加

［１６］
。因此它无法全面反映自

然条件下微生物的生长状况，从而使结果产生偏

差。另一方面，土壤中镰孢菌可以通过大型分生孢

子、小型分生孢子、厚垣孢子以及菌丝段等方式进

行繁殖。因此通过稀释平板法分离培养出的镰孢

菌，其来源可能是土壤中尚未生长的大、小分生孢

子、厚垣孢子甚至是稀释及接种过程中产生的菌丝

段
［１０］
，所以无法真实地反映出自然条件下镰孢菌的

数量，致使该方法在进行大量样品中镰孢菌种群密

度分析和后续研究时成为一个可能的限制因子。

通过对特异性引物扩增产物进行电泳检测和

ＲｅａｌＴｉｍｅＱＰＣＲ熔点曲线分析可知，该引物扩增后
无引物二聚体及非特异性扩增出现，因此定量结果

可以准确反映出土壤镰孢菌总 ＤＮＡ的含量。由于
土壤镰孢菌总 ＤＮＡ质量与镰孢菌个体数呈正向相
关，因此，可以通过土壤中镰孢菌 ＤＮＡ含量间的差
异来反映不同环境土壤镰孢菌种群密度分布情况。

该方法不经过分离培养过程，可以克服传统稀释平

板法的局限性，同时还具有快捷和省力等优势。

在大豆生育期的苗期，３种施肥措施下土壤镰
孢菌总 ＤＮＡ在每克干土中质量（Ｑ）由高到低的顺
序为 ＱＮＰＭ＞ＱＮＰ＞ＱＮＦ。李海波等研究表明农田
不施肥，有机质含量显著下降；单施化肥或高量化

肥可使有机 Ｃ、Ｎ库保持稳定或小幅波动；化肥和有
机肥配合施用则能提高有机质含量，改善土壤质

量，提高土壤肥力
［１７］
。因此，大豆田土壤施入化肥

配施有机肥（ＮＰＭ）后，能明显提高土壤有机质养分
含量，增强土壤酶活性，增加土壤微生物的数量，创

造有利于土壤微生物生长繁育的土壤生态化学环

境。土壤镰孢菌的正常生长繁殖同样需要土壤有

机质作为养分，因此土壤有机质含量与土壤镰孢菌

种群密度可能存在正向相关关系，进而造成ＮＰＭ措
施下大豆田土壤镰孢菌具有较大的种群密度。
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