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摘　 要:为准确快速检测检疫性真菌大豆北方茎溃疡病菌ꎬ根据大豆北方茎溃疡病菌及其近似种的模式分离物 ＩＴＳ 序

列差异ꎬ设计并合成 １ 对特异性引物和 １ 条 ＭＧＢ 探针ꎬ建立大豆北方茎溃疡病菌的实时荧光 ＰＣＲ 检测方法ꎮ 特异性

试验结果表明:该检测方法能特异性检测大豆北方茎溃疡病菌ꎮ 灵敏度试验结果表明:最低检测限量为 １０ μＬ 反应体

系中总 ＤＮＡ 含量 １. ０ ｐｇꎻ实时荧光 ＰＣＲ 优化反应条件为引物终浓度 ０. ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬ探针终浓度 ０. ６ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎮ 实际

样品检测结果表明:该方法可用于疑似受大豆北方茎溃疡病菌侵染的进境大豆样品的检测与初筛ꎮ 此方法准确、快
速、灵敏ꎬ整个反应过程约 １ ｈꎬ检测过程完全闭管ꎬ无需 ＰＣＲ 后续处理ꎬ可作为大豆北方茎溃疡病菌检测防控方法ꎮ
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　 　 大豆茎溃疡病( ｓｏｙｂｅａｎ ｓｔｅｍ ｃａｎｋｅｒ)是大豆上

最严重的病害之一ꎬ于 ２０ 世纪 ４０ 年代末至 ５０ 年代

初在美国中北部[１￣５] 和加拿大[６] 被报道ꎬ目前主要

分布在北美洲的美国[７] 和加拿大[７]ꎬ南美洲的阿根

廷[８]、巴西[９]和厄瓜多尔[７]ꎬ欧洲的保加利亚[７]、克
罗地亚[１０]、前南斯拉夫[１１]、法国[７]、意大利[７]、俄罗

斯[１２]和塞尔维亚[１３]ꎬ大洋洲的澳大利亚[７]ꎬ以及亚

洲的韩国[１４]等国家ꎮ 病害症状主要表现为茎秆处

形成褐色溃疡斑ꎬ导致大豆植株萎蔫干枯ꎬ乃至死

亡ꎬ受其侵染后大豆产量损失严重ꎮ 引起该病害的

主要病原菌为大豆北方茎溃疡病菌(Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ)和
大豆南方茎溃疡病菌(Ｄ. ａｓｐａｌａｔｈｉ)ꎬ均属于真菌界

( Ｆｕｎｇｉ )ꎬ 子 囊 菌 门 ( Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ )ꎬ 盘 菌 亚 门

(Ｐｅｚｉｚｏｍｙｃｏｔｉｎａ)ꎬ粪壳菌纲(Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ)ꎬ间座

壳目(Ｄｉａｐｏｒｔｈａｌｅｓ)ꎬ间座壳科(Ｄｉａｐｏｒｔｈａｃｅａｅ)ꎬ间座

壳属(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ)ꎮ 大豆北方茎溃疡病菌除了侵染大

豆 ( Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ )ꎬ 还 可 侵 染 苘 麻 ( Ａｂｕｔｉｌｏｎ
ｔｈｅｏｐｈｒａｓｔｉ)、紫花苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ)、白草木樨

(Ｍｅｌｉｌｏｔｕｓ ａｌｂａ)、车前草(Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｉｎｃａｒｎａｔｕｍ)、红
青花苜蓿(Ｔ. ｐｒａｔｅｎｓｅ)、青花苜蓿(Ｔ. ｒｅｐｅｎｓ)和豌

豆(Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ) [１５]、菜豆(Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ)、向
日葵(Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｓ)和羽扇豆属(Ｌｕｐｉｎｕｓ ｓｐ. )等
植物[１２]ꎮ 由于该病菌危害严重ꎬ易传播又难以防

治ꎬ因此被列入我国进境植物检疫性有害生物名录ꎮ
大豆北方茎溃疡病菌自 ２００５ 年宁波口岸从进

境美国大豆中截获[１６]以来ꎬ已先后在全国多个口岸

截获ꎮ 目前口岸检疫部门对大豆北方茎溃疡病菌

的检疫鉴定ꎬ主要是参照«大豆茎溃疡病菌检疫鉴

定方法» (ＳＮ / Ｔ １８９９ － ２００７) [１７] 和«大豆茎溃疡病

菌检疫鉴定方法—ＴａｑＭａｎ ＭＧＢ 探针实时荧光 ＰＣＲ
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检测方法» ( ＳＮ / Ｔ ３３９９ － ２０１２) [１８] 进行ꎬ即主要采

用形态学鉴定及实时荧光 ＰＣＲ 检测方法进行检疫

鉴定ꎮ 但是ꎬ在实际检测工作中ꎬ大豆北方茎溃疡

的分 生 孢 子 不 易 产 生ꎬ 与 大 豆 茎 荚 枯 腐 病 菌

(Ｄ. ｓｏｊａｅ)、大豆拟茎点种腐病菌(Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ)、大
豆南方茎溃疡病菌(Ｄ. ａｓｐａｌａｔｈｉ)等近似种形态极为

相似ꎬ单独依赖形态学特征难以快速区分鉴定ꎮ 同

时ꎬ近年来对大豆上间座壳属分离物的研究ꎬ已经

表明该属真菌在大豆上有很高的多样性ꎬ而原有实

时荧光 ＰＣＲ 检测方法由于建立较早ꎬ并未对这种情

况进行研究与比较ꎮ 为了提高检测效率ꎬ克服现行

标准中存在的问题ꎬ本研究以大豆北方茎溃疡病菌的

模式分离物 ＩＴＳ 基因片段为靶标ꎬ通过设计特异性引

物、探针及优化反应条件ꎬ建立了一套基于 ＴａｑＭａｎ
ＭＧＢ 探针的快速检测体系ꎬ以期为口岸和国内农林

相关部门对大豆北方茎溃疡病菌的检测鉴定及后续

处理提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

供试菌株共计 ７１ 株ꎬ包括本实验室从进境的美

国、巴西和加拿大等不同来源的大豆上分离鉴定的

大豆北方茎溃疡病菌(Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ)３６ 株、大豆南方

茎溃疡病菌(Ｄ. ａｓｐａｌａｔｈｉ)４ 株、大豆拟茎点种腐病

菌 ( Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ ) １４ 株、 菜豆 间 座 壳 病 菌 ( Ｄ.
ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ) ４ 株、 Ｄ. ｕｎｓｌｉｕｅｎｓｉｓ １ 株、 链格孢属

( Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ. ) １ 株、 变 灰 尾 孢 ( Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａ
ｃａｎｅｓｃｅｎｓ)１ 株、毛壳菌属(Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｓｐ. )２ 株、刺
盘孢属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ. ) １ 株、镰孢属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｓｐ. )１ 株、藤仓赤霉菌 ( Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ ｆｕｊｉｋｕｒｏｉ) １ 株、
Ｍａｒａｓｍｉａｃｅａｅ ｓｐ. １ 株、菜豆球壳孢 (Ｍａｃｒｏｐｈｏｍｉｎａ
ｐｈａｓｅｏｌｉｎａ ) １ 株、 粪 壳 菌 属 ( Ｓｏｒｄａｒｉａ ｓｐ. ) １ 株、
Ｔｈｉｅｌａｖｉａ ｈｙｒｃａｎｉａｅ １ 株和 Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ ａｓｓｉｕｔｅｎｓｉｓ １ 株ꎮ
１. ２　 方法

１. ２. １　 引物和探针的设计合成　 根据大豆北方茎

溃疡病菌及其近似种模式分离物 ＩＴＳ 序列的差

异ꎬ利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ３. ０ 设计了特异性引

物 ＤＣＦ (５′￣ＣＧＧＣＣＡＡＧＣＴＡＡＣＴＣＴＴＧＴＴＴＴ￣３′)、 ＤＣＲ
(５′￣ＡＧＡＴＣＣＧＴＴＧＴＴＧＡＡＡＧＴＴＴＴＧＡＴＴ￣３′) 以及特

异性探针 ＤＣＰ(５′￣ＣＡＣＴＧＡＡＡＣＴＣＴＧＡＧＡＡＡＴ￣３′)ꎬ
预期产物大小为 ７９ ｂｐ(图 １)ꎮ 探针和引物委托英

潍捷基(上海)贸易有限公司合成ꎮ

　 　 注:黑色框表示正向引物区ꎬ反向引物区和探针区ꎬ箭头代表方向ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｂｏｘ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒꎬｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｂｅꎬａｎｄ ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ.

图 １　 大豆北方茎溃疡病菌及其近似种模式分离物 ＩＴＳ 片段序列的比较

Ｆｉｇ. １　 ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＩＴＳ ｒｅｇｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ ａｎｄ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｙｐｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

１. ２. ２　 ＤＮＡ 提取　 菌丝 ＤＮＡ 提取:用灭菌枪头刮

取在 ＰＤＡ 平板上培养 ２０ ｄ 左右的菌丝体[１９]ꎬ使用

ＴＡＮＢｅａｄ􀅹 Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ Ａｕｔｏ Ｋｉｔ 试剂盒ꎬ利用核酸自

动化提取仪(Ｔｈｅｒｍｏ ＦｉｓｈｅｒꎬＫｉｎｇｆｉｓｈｅｒ ｍＬ 型)提取

ＤＮＡꎮ 经 超 微 量 分 光 光 度 计 ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒꎬ
ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００Ｃ 型)检测提取 ＤＮＡ 的浓度ꎬ保存于

－ ２０ ℃备用ꎮ
样品 ＤＮＡ 提取:取进境美国大豆 ３２ 份ꎬ每份样

品取 １００ ｇꎬ去掉发霉、变色的大豆ꎬ放入 ５００ ｍＬ 锥

型瓶中ꎬ并加入 ２５０ ｍＬ 蛋白胨缓冲水ꎮ 用 ＰＢＳ 缓

冲液在 ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １摇瓶洗脱 １ ｈꎬ４ ４００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １离

心去除上清ꎬ 转移到 ５０ ｍＬ 离心管ꎬ 继续离心

２０ ｍｉｎꎬ收集最后的沉淀物并用上述试剂盒和方法

提取及检测 ＤＮＡꎮ
１. ２. ３　 特异性试验　 以供试菌株的 ＤＮＡ 为模板ꎬ
无菌水为空白对照ꎬ 进行实时荧光 ＰＣＲ 扩增ꎮ
１０ μＬ扩增体系:５ μＬ ２ × ＴａｑＭａｎ􀅹 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ ０. ５ μＬ 引物 ＤＣＦ ( １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ )ꎬ
０. ５ μＬ引物 ＤＣＲ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １)ꎬ０. ５ μＬ 探针 ＤＣＰ
(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ －１)ꎬ１ μＬ 模板 ＤＮＡꎬ加 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ
至 １０ μＬꎮ 在定量 ＰＣＲ 仪(ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ ７９００ 型)中进

行反应ꎬ反应程序为:９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓ、６０ ℃
１ ｍｉｎꎬ共 ４０ 个循环ꎮ
１. ２. ４　 实时荧光 ＰＣＲ 体系的优化 　 引物浓度优
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化:以大豆北方茎溃疡病菌 ＢＦ１２５ 菌株的 ＤＮＡ 为

模板ꎬ按照 １. ２. ３ 反应体系中其他成分浓度不变ꎬ将
正反向引物浓度设置为 ０. １ ~ １. ０ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬ以
０. １ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １递增ꎬ根据扩增反应的循环阈值(Ｃｔ)
和扩增曲线的荧光信号增加值(△Ｒｎ)选择最佳引

物浓度ꎮ
探针浓度优化:以 ＢＦ１２５ 菌株的 ＤＮＡ 为模板ꎬ

按照 １. ２. ３ 反应体系中其他成分浓度不变ꎬ选择最

佳引物浓度ꎬ探针浓度设置为 ０. １ ~ １. ０ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬ
以 ０. １ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １递增ꎬ根据扩增反应的 Ｃｔ 值和扩增

曲线的△Ｒｎ 值确定最佳探针浓度ꎮ
１. ２. ５ 　 灵敏度试验 　 以 ＢＦ１２５ 菌株的 ＤＮＡ 为模

板ꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 将 ＤＮＡ 进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ共 ８ 个梯

度ꎬ每个梯度做 ３ 次重复ꎬ进行灵敏度试验ꎮ 在 １０ μＬ
反应体系中ꎬＤＮＡ 含量分别设置为 １０ ｎｇ、１. ０ ｎｇ、
１００ ｐｇ、１０ ｐｇ、１. ０ ｐｇ、１００ ｆｇ、１０ ｆｇ 和 １. ０ ｆｇꎮ 利用

优化后的体系进行实时荧光 ＰＣＲꎬ测定灵敏度并建

立标准曲线ꎮ
１. ２. ６　 重复性试验　 以 ＢＦ１２５ 菌株的 ＤＮＡ 为模板

进行重复性检测ꎮ 用上述相同的条件分别进行 ３ 次

独立实验ꎬ分析组间差异ꎮ 计算平均 Ｃｔ 值、标准偏

差(Ｓｔａｎｄａｒｄ ＤｅｖｉａｔｉｏｎꎬＳＤ)和变异系数(Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｏｆ ＶａｒｉａｔｉｏｎꎬＣＶ)ꎮ
１. ２. ７　 样品检测　 取本实验室保存的进境美国大

豆样品ꎬ参照 １. ２. ２ 方法提取 ＤＮＡ 后ꎬ共获得 ３２ 份

ＤＮＡ 样品ꎮ 以 ＢＦ１２５ 菌株的 ＤＮＡ 为阳性对照ꎬ无
菌水为阴性对照ꎬ进行实时荧光 ＰＣＲ 检测ꎬ检验该

方法的实用性ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 特异性检测

供试的 ３６ 株大豆北方茎溃疡病菌以及其他

３５ 株参试菌株在相同条件下进行 ＴａｑＭａｎ ＭＧＢ 实

时荧光 ＰＣＲ 检测ꎬ用无菌水作为空白对照ꎬ结果显

示:３６ 株不同地理来源的大豆北方茎溃疡病菌的

ＰＣＲ 反应均生成明显的扩增曲线ꎬ而其他 ３５ 株参试

菌株及空白对照均无扩增(表 １和图 ２)ꎬ说明设计

的引物和探针具有较好的特异性ꎮ

表 １　 参试菌株信息及检测结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

菌株编号

Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ
菌种名

Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ
来源地

Ｌｏｃａｔｉｏｎ
寄主

Ｈｏｓｔ

鉴定时间(年. 月)
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
(ｙｅａｒ. ｍｏｎｔｈ)

实时荧光 ＰＣＲ 检测结果

Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ＢＦ￣２ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０３ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ￣３ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０３ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ￣４ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０３ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ￣５ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 巴西 大豆 ２０１８. ０３ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１０ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 阿根廷 大豆 ２０１８. １０ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１１ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 阿根廷 大豆 ２０１８. １０ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１２ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 阿根廷 大豆 ２０１８. １０ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１３ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 阿根廷 大豆 ２０１８. １０ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１４ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 阿根廷 大豆 ２０１８. １０ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１５ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. １０ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１６ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. １０ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１００ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０１ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１０１ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０３ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１０２ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０３ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１０５ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１０６ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１０９ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１１０ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１１１ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１２０ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１２１ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１２２ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
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表 １(续)

菌株编号

Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ
菌种名

Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ
来源地

Ｌｏｃａｔｉｏｎ
寄主

Ｈｏｓｔ

鉴定时间(年. 月)
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
(ｙｅａｒ. ｍｏｎｔｈ)

实时荧光 ＰＣＲ 检测结果

Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ＢＦ１２３ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１２５ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１２６ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１２７ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１２８ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１３０ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 加拿大 大豆 ２０１９. ０１ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１３１ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 加拿大 大豆 ２０１９. ０１ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１３２ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 加拿大 大豆 ２０１９. ０１ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１３４ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 加拿大 大豆 ２０１９. ０１ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１３５ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 加拿大 大豆 ２０１９. ０６ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１３７ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 加拿大 大豆 ２０１９. ０６ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１３８ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 加拿大 大豆 ２０１９. ０６ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１４０ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 加拿大 大豆 ２０１９. ０６ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ＢＦ１５０ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ 美国 大豆 ２０１９. ０６ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

Ｓｅｌｅｃｔ￣１ Ｄ. ａｓｐａｌａｔｈｉ 美国 大豆 ２００８. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ＢＦ１１２ Ｄ. ａｓｐａｌａｔｈｉ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ＢＦ１１３ Ｄ. ａｓｐａｌａｔｈｉ 美国 大豆 ２０１８. ０５ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２３２ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２３３ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２３４ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２３５ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２３６ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２３７ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２３１ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２３８ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２３９ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２４０ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２４１ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２４２ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０８ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２２０ Ｄ. ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２２２ Ｄ. ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２２４ Ｄ. ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐ１２２７ Ｄ. ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ＮＪ９ Ｄ. ｕｎｓｌｉｕｅｎｓｉｓ 美国 大豆 ２０２１. １０ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ＮＪ１０ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 美国 大豆 ２０２１. １０ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ＮＪ１２ Ｄ. ａｓｐａｌａｔｈｉ 美国 大豆 ２０２１. １０ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ１８ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ. 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ２１ Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａ ｃａｎｅｓｃｅｎｓ 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ２ Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｓｐ. 巴西 大豆 ２０１８. １１ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ１ Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ａｒｘｉｉ 巴西 大豆 ２０１８. １１ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ２２ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ. 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ１７ Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ９ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ. 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ１５ Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ ｆｕｊｉｋｕｒｏｉ 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｃ５ Ｍａｒａｓｍｉａｃｅａｅ ｓｐ. 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ３９ Ｍａｃｒｏｐｈｏｍｉｎａ ｐｈａｓｅｏｌｉｎａ 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ３２ Ｓｏｒｄａｒｉａ ｓｐ. 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ４ Ｔｈｉｅｌａｖｉａ ｈｙｒｃａｎｉａｅ 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｂａ７ Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ ａｓｓｉｕｔｅｎｓｉｓ 巴西 大豆 ２０２０. ０４ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ
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图 ２　 大豆北方茎溃疡病菌实时荧光 ＰＣＲ 的特异性试验

Ｆｉｇ. ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｆｏｒ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ

２. ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应体系优化

２. ２. １ 　 引物浓度优化 　 设置不同浓度的引物ꎬ从
０. １ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １至 １. ０ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬ以 ０. １ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １递

增ꎬ进行引物浓度优化试验ꎮ 结果显示ꎬ在 ０. １ ~
０􀆰 ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ 范围内ꎬＣｔ 值随着浓度增大而减小ꎬ
而△Ｒｎ 值随着浓度增大而增大ꎮ 因此ꎬ引物的最佳

浓度为 ０. ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬ此时 Ｃｔ 值最小ꎬ并且△Ｒｎ 值

达到最大(图 ３)ꎮ

图 ３　 引物浓度的优化

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２. ２. ２　 探针浓度优化　 在确定最佳引物浓度的基

础上ꎬ设置不同浓度的探针ꎬ从 ０. １ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ 至

１. ０ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬ以 ０. １ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ 递增ꎬ进行探针浓

度优化试验ꎮ 结果显示:Ｃｔ 值随着浓度增大而减

小ꎬ△Ｒｎ 值随着浓度增大而增大ꎻ当探针浓度为

０. ６ꎬ０. ８ 和 ０. ９ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １时ꎬ△Ｒｎ 值均较高ꎬＣｔ
值均较小ꎬ三者差别不大(图 ４)ꎮ 因此ꎬ从经济实

惠的角度考虑ꎬ最终选定 ０. ６ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １为探针的最

佳浓度ꎮ

图 ４　 探针浓度的优化

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２. ２. ３　 优化后的反应体系　 实时荧光 ＰＣＲ 引物和

探针浓度筛选结果表明ꎬ采用 ０􀆰 ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １的引物

浓度和 ０. ６ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １的探针浓度进行检测时ꎬ可获

得较高的△Ｒｎ 值和较小的 Ｃｔ 值ꎬ即优化后的反应

体系为:５ μＬ ２ × ＴａｑＭａｎ􀅹 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ
０. ５ μＬ 引物 ＤＣＦ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ －１)ꎬ０. ５ μＬ 引物 ＤＣＲ
(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ －１)ꎬ０. ６ μＬ 探针ＤＣＰ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ －１)ꎬ１ μＬ
ＤＮＡꎬｄｄＨ２Ｏ 补足 １０ μＬꎮ
２. ３　 灵敏度检测及标准曲线的建立

灵敏度对比结果显示ꎬ当 ＤＮＡ 含量为 １. ０ ｐｇ
时ꎬ可以检测到最低的△Ｒｎ 值ꎬ此时对应的 Ｃｔ 值不

大于 ３５. ０ꎻ当 ＤＮＡ 含量为 １. ０ ｐｇ 以下时ꎬ检测不到

荧光信号ꎬ因此本研究所建立的实时荧光 ＰＣＲ 方法

的最低检测限是 １. ０ ｐｇ(图 ５)ꎮ
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图 ５　 大豆北方茎溃疡病菌实时荧光 ＰＣＲ 的灵敏度试验

Ｆｉｇ. ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ ｆｏｒ

Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ

　 　 通过对已知浓度梯度的总 ＤＮＡ 进行实时荧光

ＰＣＲ 检测ꎬ发现 ＤＮＡ 浓度的对数与可检测到的荧

光信号的循环数呈负相关ꎬ３ 个平行试验结果显示ꎬ
标准曲线 ｙ ＝ － ３. ７５ｘ ＋ １９. ２６(Ｒ２ ＝ ０. ９９７ ２)ꎬｘ 代

表 ＤＮＡ 浓度的对数ꎬｙ 代表相应的 Ｃｔ 值(图 ６)ꎮ

图 ６　 大豆北方茎溃疡病菌实时荧光检测标准曲线

Ｆｉｇ. ６　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＤＮＡ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ＰＣＲ ｆｏｒ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ

２. ４　 重复性检测

以 ＢＦ１２５ 菌株 ＤＮＡ 的 ５ 个浓度(２０ꎬ２ꎬ０. ２ꎬ
０􀆰 ０２ꎬ０. ００２ ｎｇ􀅰μＬ － １)进行 ３ 次组间重复测定ꎮ 从

表 ２ 可知ꎬ组内重复 ＣＶ 值在 ０. ０２％ ~ ０. ７９％ 之

间ꎬ组间重复 ＣＶ 值在 ０. ０９％ ~ ０. ９４％ 之间ꎬ小于

１％ ꎬ说明本研究所建立的大豆北方茎溃疡病菌

ＴａｑＭａｎ ＭＧＢ 荧光 ＰＣＲ 检测方法的重复性和稳定

性良好ꎮ

表 ２　 重复性试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ＴａｑＭａｎ ＭＧＢ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

项目

Ｉｎｔｅｍ

ＤＮＡ /

(ｎｇ􀅰μＬ － １)

Ｃｔ

重复 １

Ｒｅｐｅａｔ １

重复 ２

Ｒｅｐｅａｔ ２

重复 ３

Ｒｅｐｅａｔ ３

平均值

Ｍｅａｎ

标准偏差

ＳＤ

变异系数

ＣＶ / ％

组内 Ｉｎｔｒａ￣ｇｒｏｕｐ ２０ １９. ２７ １９. ２５ １９. ２０ １９. ２４ ０. ０４ ０. １９

２ ２３. ４３ ２３. ３８ ２３. ３１ ２３. ３７ ０. ０６ ０. ２６

０. ２ ２６. ６３ ２６. ６４ ２６. ６４ ２６. ６４ ０. ０１ ０. ０２

０. ０２ ３０. ３１ ３０. ３２ ３０. ３２ ３０. ３２ ０. ０１ ０. ０２

０. ００２ ３３. ７３ ３４. １２ ３３. ６１ ３３. ８２ ０. ２７ ０. ７９

组间 Ｉｎｔｅｒ￣ｇｒｏｕｐ ２０ １９. ２１ １９. ４２ １９. ３０ １９. ３１ ０. １１ ０. ５５

２ ２２. ７２ ２２. ７４ ２２. ７０ ２２. ７２ ０. ０２ ０. ０９

０. ２ ２６. ５２ ２６. ５７ ２６. ６０ ２６. ５６ ０. ０４ ０. １５

０. ０２ ３０. ７２ ３０. ６３ ３０. ４５ ３０. ６０ ０. １４ ０. ４５

０. ００２ ３４. ４２ ３３. ８１ ３３. ９４ ３４. ０６ ０. ３２ ０. ９４

２. ５　 实际样品检测

通过本研究设计的引物及探针对 １. ２. ７ 中 ３２
份进境美国大豆 ＤＮＡ 样品进行北方茎溃疡病菌的

特异性筛查ꎬ共检测出阳性样品 １９ 份(图 ７)ꎮ 说

明本研究所建立的大豆北方茎溃疡病菌 ＴａｑＭａｎ
ＭＧＢ 荧光 ＰＣＲ 检测方法效果良好ꎬ能够直接用于

进境大豆样品中针对大豆北方茎溃疡病菌的检测

筛查ꎮ
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图 ７　 实际样品中大豆北方茎溃疡病菌的检测

Ｆｉｇ. ７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｓａｍｐｌｅｓ

３　 讨论

自古以来ꎬ营养丰富的大豆及其制品是中国和

亚洲各国的传统美食ꎮ 随着中国对大豆制品和饲

料的需求不断增加ꎬ每年从美国、巴西和阿根廷等

国进口的大豆已近 １ 亿 ｔꎬ是我国进口规模最大的粮

食产品ꎮ 大豆是初级加工农产品ꎬ携带有害生物种

类繁多ꎬ疫情复杂ꎬ是口岸检疫工作中疫情截获较

多的农产品[２０]ꎬ大量进口大豆对我国生物安全构成

了巨大的挑战ꎮ 由于真菌类生物形态微小、鉴定特

征复杂和培养纯化耗时较长等原因ꎬ真菌类有害生

物是目前口岸各类有害生物中检测用时最长的一

类检测对象ꎮ 为保证进口粮食生物安全前提下快

速检测和通关ꎬ有必要采用快速检测方法进行初筛

和检测ꎬ为后续样品分离鉴定等工作提供指引ꎮ
大豆北方茎溃疡病菌以菌丝和子囊壳在大豆

植株残体上越冬ꎬ在次年 ５—６ 月ꎬ１０ ~ ２７ ℃下形成

子囊ꎬ子囊成熟后开始持续释放子囊孢子[２１]ꎬ子囊

孢子通过雨滴和风传播扩散ꎬ构成侵染循环ꎮ 带菌

种子、混在种子中的植物病残体是大豆北方茎溃疡

病菌远距离传播的重要载体ꎮ 对于大豆北方茎溃

疡病菌的检测和鉴定ꎬ单纯依靠形态学方法进行鉴

定存在一定困难ꎮ 间壳座属已报道的种类有 １ ０００
余种ꎬ其中大部分种类是腐生或非专性寄生菌[２２]ꎮ
间座壳属种类形态特征十分相似ꎬ主要根据其在寄

主上或在活体培养时产生的分生孢子器、分生孢子

以及菌落形态特征进行区分ꎬ但这些特征受外部环

境影响较大ꎬ存在较大的变异性ꎬ容易与近似种类

相混淆[２３]ꎮ 早期的大豆种子病害报道中ꎬ涉及间座

壳属种类较少ꎬ 仅有 Ｄ. ａｓｐａｌａｔｈｉ、 Ｄ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ、
Ｄ. ｋｏｎｇｉｉ、Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 和 Ｄ. ｓｏｊａｅ 等少数种类的报

道[２４]ꎬ且由于认识和研究手段局限性ꎬ对大豆北方

茎溃疡病菌及其近似种物种识别能力非常有限ꎬ大
量近似种类并未获得准确鉴定ꎮ 随着真菌分类研

究的不断深入ꎬ近年来的研究报道了大量新的种

类ꎬ例如美国大豆上的 Ｄ. ｎｏｖｅｍ[２５]、 Ｄ. ｕｅｃｋｅｒａｅ[２６]、
Ｄ. ｕｎｓｈｉｕｅｎｓｉｓ[２６]、Ｄ. ｂａｃｉｌｌｏｉｄｅｓ[２６￣２７]、Ｄ. ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ[２６￣２７]

和 Ｄ. ｉｎｓｕｌｉｓｔｒｏｍａ[２６￣２７]等ꎮ 因此ꎬ建立在旧的物种识

别基础上的检测方法也不可避免地具有极大的局

限性ꎬ这些种类间形态相似ꎬ亲缘关系相近ꎬ很难准

确区分[２８]ꎬ容易误判ꎮ 此外ꎬ在实际检测过程中ꎬ大
豆北方茎溃疡病菌需要培养近 ３０ ｄ 左右才能产生

有性繁殖结构ꎬ如子囊和子囊孢子ꎬ很难产生分生

孢子器和分生孢子[１６]ꎬ采用形态学检测方法也具有

较大局限性ꎮ
基于 ＤＮＡ 序列对物种进行分类鉴定是提高物

种识别鉴定能力的有效手段ꎮ 张建成[１６]、王颖[２９]、
张莹[３０]等利用形态学和 ＩＴＳ 序列测定相结合方法ꎬ
分别从美国和加拿大等国进境样品中鉴定出大豆

北方茎溃疡病菌ꎮ ＩＴＳ 序列在植物病原真菌种类鉴

定中种内变异小、种间变异大[３１]ꎬ已被广泛用于构

建系统进化树、确定物种分类地位等ꎬ并被推荐为

真菌通用 ＤＮＡ 条形码[３２]ꎮ 在间座壳属内ꎬＩＴＳ 序列

具有一定物种划分能力ꎬ但对该属内一些复合种和

近源种等难以有效鉴定ꎬ利用多基因序列分析对该

属物种进行划分更加科学ꎬ但较为耗时耗力ꎮ 由于

人类认识自然局限性ꎬ目前的物种划分可能并不准

确ꎬ因此建立在目前分类基础之上的各类检测识别

方法不可避免地也具有一定时代局限性ꎮ 传统上ꎬ
用作种名根据的标本被称为模式标本( ｔｙｐｅ)ꎬ它是

物种名称的依附实体ꎬ是“名称的携带者”ꎮ 以模式

材料为对象的研究更加科学可靠ꎬ因此依赖模式分

离物的 ＤＮＡ 序列开展快速检测方法研究更加有效

可靠ꎬ溯源准确性更高ꎬ是物种识别分类的“源头”ꎮ
本研究以大豆北方茎溃疡病菌及其近似种模

式分离物的 ＩＴＳ 序列为基础ꎬ建立了大豆北方茎溃

疡病菌实时荧光 ＰＣＲ 检测方法ꎬ通过对反应体系优
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化ꎬ确定大豆北方茎溃疡病菌实时荧光 ＰＣＲ 反应的

最佳条件:引物终浓度 ０. ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬ探针终浓度

０. ６ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎮ 该检测方法快速简单ꎬ只需少量样

品 ＤＮＡꎬ仅需 １ ｈ 就可完成 ＰＣＲ 步骤ꎬ得到检测结

果ꎬ避免了普通分子检测技术中的探针制备、电泳

等处理过程ꎮ 具有特异性强、灵敏度高和交叉污染

低等特点ꎬ整个检测过程完全闭管ꎬ不需 ＰＣＲ 后处

理ꎬ消除了 ＰＣＲ 产物的污染ꎮ 该方法以模式分离物

序列为设计基础ꎬ能够准确识别大豆北方茎溃疡病

菌ꎬ从而大大提高口岸进境大豆中对该病菌的检验

鉴定效率ꎬ有效控制其所导致的生物入侵病害的传

播与扩散ꎮ

４　 结论

本研究利用 ＴａｑＭａｎ ＭＧＢ 探针ꎬ建立了大豆北方

茎溃疡病菌的实时荧光 ＰＣＲ 快速检测方法ꎮ 通过优

化翻译ꎬ确认了实时荧光 ＰＣＲ 反应的最佳条件:引物

终浓度 ０. ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ －１ꎬ探针终浓度 ０. ６ μｍｏｌ􀅰Ｌ －１ꎮ
通过灵敏度试验ꎬ确定了在 １０ μＬ 反应体系中ꎬＤＮＡ
含量最低检测限达 １. ０ ｐｇꎮ 重复性检测表明本检测

方法的重复性和稳定性良好ꎮ 实际样本检测结果

表明ꎬ所建立的大豆北方茎溃疡病菌 ＴａｑＭａｎ￣ＭＧＢ
荧光 ＰＣＲ 能够成功用于该病菌检测ꎮ 本研究为大

豆北方茎溃疡病菌的准确鉴定提供了依据ꎬ能够有

效提高疫情检出率ꎬ降低该病菌传入和扩散风险ꎮ
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