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甜菜银叶病菌的 !"# 检测"

葛芸英 郭坚华""

（南京农业大学植物保护学院植物病理系 南京 #1$$.B）

摘 要：本研究用 1CD4#"D +E-) 间的 FGD 序列通用引物 H1（BI4)JGKJG))K))JJG)JKKJG4"I）
和 H#（BI4 JGJKK))JJK)GKK)KK4"）扩增甜菜银叶病菌（!"#$%&’($)#*"+ ,-’(("+,’(*)./ *L( &)$’)，

!,&）和其它相近细菌的基因组 E-)；并对其 MKN 产物进行回收、克隆和测序，将所获序列和

其它已报道的细菌内源转录间隔区（F<O=+<6’’A G+6<@>+,P=2 D*6>=+，FGD）序列进行多重比较后设

计出 !,& 的 特 异 性 引 物 Q1（BI4JJKKGKJGJGGJGKKKGG)GK4"I）和 Q#（BI4JGK)KK))GK))4
K))KKKJ)J4"I）。此引物可以从 !,& 中扩增出 "0/P* 的特异性片段，而其余参试的 #1 个细菌

MKN 反应结果均为阴性。该方法可以应用于病害防治工作中的 !,& 快速、可靠的检测。
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甜菜银叶病是甜菜生产上的一种严重病害，1.!B 年首次在英国被报道，正在世界（包

括中国）的许多地方蔓延，其病原为萎蔫短小杆菌甜菜致病变种（!"#$%&’($)#*"+ ,-’(("+,’0
(*)./ *L( &)$’)，!,&）。该病原属革兰氏阳性细菌，呈小而不规则的杆状，不产生内生孢子，

没有异染粒。该病菌主要危害红甜菜，受侵染植株首先沿叶脉出现银色，很快扩展到整个

叶片及其它叶片，最后植株萎蔫死亡。在一些田地可以造成高达 /BS的损失［1，#］。本研

究依据 FGD 序列多态性找出了可用于 !,& 检测的特异性引物，为 !,& 的快速准确检测提

供了必要的基础。

$ 材料和方法

$%$ 参试菌株

用于测序的细菌包括萎蔫短小杆菌的 C 个致病变种；用于 MKN 扩增的还包括其它植

物病原细菌属的模式种、大肠杆菌和一些腐生菌种（见表 1）。

$%& 细菌基因组 ’() 的提取［"］

用不同浓度的!E-) 作对照，将提取 E-) 用 G3 稀释至 #$<9T"H，? #$U保存。

$%* 工具酶、试剂、序列测定和引物合成

G6V E-) 聚合酶和标准分子量购自 G)W)N) 公司；2-GM@、*XK4G 载体购自 D6<9&< 公

司；玻璃奶回收试剂盒购自博大公司；序列由上海博亚公司测定。



表 ! 参试菌株及来源

!"#$% & ’()"*+, (%,(%- "+- (.%*) /)*0*+,

1"(*+ +"2% /3 ,()"*+, 452#%) /3 ,()"*+, 6%,/5)7%
!"# 8 $ 8 9:8 $%&’’"($&’)*+, ;<=> ?@AB

!"# 8 $ 8 9:8 -*.&* ;<C> ?@AB
!"# 8 $ 8 9:8 /0)+,*..)&, ;DE; ?@AB
!"# 8 $ 8 9:8 00#.)) ;<DD ?@AB

!"# 8 $ 8 9:8 -&,*%%&* F6&G 4"+H*+0
!"# 8 $ 8 9:8 -*.)’)%& @IEG 4%*2%+0

!"# 8 ’).#*"( &<=;= J!@@
!"# 8 %".*"( &<=EG J!@@
!"# 8 &%-)1"( &<=E& J!@@
!"# 8 /",)%%"( &CGCD J!@@
!"# 8 /%&+.&#"( >C&K> J!@@

!%&2)-&’.*# ()’3)4&+*+,* ,5#,98 ()’3)4&+*+,* ;<<G ?@AB
!% 8 $&+4)) !"&C L"+0M./5

5&.3&6)-&’.*# .#).)’) ;D;D ?@AB
53010’0’’", $&,’)&+, <=EE ?@AB
7#.3#0-&’.*# )%)’), ;DGK ?@AB

74#0-&’.*#)"( ."(*$&’)*+, JD N*"+0,5
5&%,.0+)& ,0%&+&’*&#"( 1O;> 4"+H*+0
8#9)+)& ’3#6,&+.3*() @.&G N*"+0,5

:,*"10(0+&, ,6#)+4&* 9:8 /3&,*0%)’0%& B,9; N*"+0,5
8,’3*#)’3)& ’0%) NA&G& N*"+0,5

;&’)%%", (*4&.*#)"( P"< N*"+0,5

?@AB：?+(%)+"(*/+"$ 7/$$%7(*/+ /3 2*7)/Q/)0"+*,2 3)/2 9$"+(（4%R S%"$"+-）；J!@@：J2%)*7"+ (T9% 75$(5)% 7/$$%7(*/+8

!"# 通用引物设计及 $%& 扩增

选用 ?!’ 通用引物 1&（ <UQJP!@P!JJ@JJPP!JP@@P!QEU）［>］和 1;（ <UQ P!P@@JJPQ
P@J!@@J@@QEU）扩增参试菌株［<］。扩增条件：C<V <2*+；C>V EG,，DGV &2*+，K;V &2*+，E<
个循环；K;V &G2*+。阴性对照用重蒸水代替模板。产物用 GW=X琼脂糖凝胶分离。

!"’ $%& 产物的回收、克隆和测序

将需要测序的菌株的 B@6 产物经电泳分离后的 <GG#9 左右的片段从胶中切下，进行

回收；与 9Y@Q! 载体连接后转化 8 8 ’0%) NA&&G，经酶切鉴定后，挑选出阳性克隆并测序。

!"( )*+ 序列分析及引物设计

用 Z4J2"+ 软件对各片段序列及 P%+F"+[ 、OAF?、ZZFN 数据库中已报道的其它细菌

?!’ 序列进行多重同源性比较；选取适当的界定值，在多态性丰富的区域设计引物。

!", 特异性的 $%& 扩增

表 & 列出的所有细菌的基因组 Z4J 用于检测设计的引物特异性。用不同的反应体

系和循环参数进行 B@6 扩增，选择出最佳的扩增条件。最终反应体系为：&G \ #533%) ;!1，

-4!B（&G22/$]1）GWE<!1，引物 &]引物 ;（ <G!2/$]1）GWE!1]GWE!1，)!"0 酶 &Y，模板 Z4J
&!1，加 -- ;̂_ 至 ;G!1；最终循环参数是：C<V <2*+；C>V EG,，D&V &2*+，K;V >G,，EG 个

循环；K;V &G2*+。
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! 结 果

!"# $#%$! 引物扩增结果

!"#!$ 对 "% 个菌株进行 &’( 扩增时，其中 ") 个参试菌在 *++,- 处均得到了一条分子

量稍有不同的主要扩增产物，而 !"# . $%&’(&#") 则有两个大小不同的 &’( 产物。

!"! 序列分析及引物设计

对萎蔫短小杆菌种下的 / 个致病变种及短小杆菌属下的 * 个腐生菌种进行了测序，

其中 !*+ 的 012 全序列如图 " 所示；根据序列设计出 !*+ 的特异性引物 3"（*4566’’1’615
61161’’’1171’5)4）#3$（*4561’7’’771’77’77’’’6765)4）。

图 # !"# 的 #&’ 和 !(’)*+, 间 -.’ 序列

89:." 2;<=;>?; @A BC; 012 ,;BD;;> "/2 E>F $)2 GHI7 @A !*+

1C; =>F;GJ9>;F G;:9@>K EG; =>9L;GKEJ E>F K-;?9A9? -G9M;GK K9B;K.

!"( 引物 /#%/! 对 !"# 扩增的特异性

引物 3"#3$ 从目标菌 !*+ 中扩增出一条明显的分子量为 )NO,- 的产物，其余相应 $"
个参试菌均无明显扩增主带（图 $）。!*+ 的 &’( 产物带型清晰，结果稳定，说明 3"#3$ 引

物具有很高的特异性，在实际应用中仅需根据扩增产物的有无便可将目标菌检测出。

( 讨 论

012 是内源转录间隔区（0>B;G>EJJP 1GE>K?G9,;F 2-E?;G）的英文缩写。012 分析法于 "QQ+
年提出，随后逐步发展成为全新的分子标记方法。其优点有：具有高拷贝数；同时包含保

守与变异序列，能根据保守序列中的变异位点设计特殊引物进行特异性扩增比较。

根据 012 全序列的同源性绘制短小杆菌属的 "" 个菌株的同源性树状图（图 )）。其中

除 !"#(,+&-(.#/") *%&--")*&-/.’0 -L. *%&--")*&-/.’0（序列未发表）外，其余 "+ 个菌株序列在

6;>3E>R 中的登录号为 7S"Q"*+)57S"Q"*+Q，7S"Q"*"+57S"Q"*"$。
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图 ! 引物 "#$"! 对 !! 个参试细菌 %&’ 扩增结果

!"#$% &’()*+",-. /01 234.56*) 748849",# +:28"7"6+*"4,

9"*; 23":-3) ’< +,. ’% 734: #-,4:"6 =>?

."77-3-,* *-)*-. @+6*-3"+

A;- 522-3 8+,-) < B <<：%CDE、FGHH、A+<I、%C%C、%FFD、J+F、

KL<<D、/)2%、0;<D、M&%N、?C；A;- 849-3 8+,-) < B <<：%FCC、

%CH%、%FIN、%FGN、0OHD、’1<D、NI<EN、<IDIC、<FGH<、<FGHD、

<FG%G；M+,- L ") =>? )"P- :+3Q-3) =M%DDDR

从图 H 可以看出，!"# $ $%&’’"($&’)*+, 种

下的 C 个致病变种间的同源性达到 GFRIS，

除 !"# $ $ $ 2T $ -&,*%%&* 外的 F 个致病变种

的同源性高达 IFRFS。落葵叶斑病菌和甜

菜叶斑病菌是本实验室新近发现的两个细

菌，依据形态、生理生化特征、系统发育等传

统的鉴定方法将之归为 !"# $ $%&’’"($&’)*+,
下的 两 个 致 病 变 种［C］。曾 经 有 人 研 究 除

!"# $ $ $ 2T $ -&,*%%&* 和 !"# $ $ $ ./ $ -*0)’)%&
外的 N 个致病变种的蛋白质 /?J& 图谱，发

现还不及同种不同菌株间的差异明显［E］。

许多资料均表明萎蔫病菌的 C 个致病变种

之间非常相似，亲缘关系很近。本研究的结

果为以上结论提供了另外的依据，为以上的

分类体系提供了有力的支持。由此可见，

UAV 序列包含了生物物种的某些进化特征，

可以作为物种分类的一种辅助手段。

短小杆菌属其它 F 个腐生种之间及这

图 ( 短小杆菌属的 )*+ 序列同源性树状图

!"#$H W4:484#X *3-- 47 UAV )-Y5-,6-) 47

!"#01-&’0*#)"( @+6*-3"+

F 个种分别与 !"# $ $%&’’"($&’)*+, 之间的 UAV
碱基同源性不高，可能这些腐生菌本身的亲

缘关系不近，当初仅因某些表面性状相近而

将之归入短小杆菌属中。此结果与 Z+:+.+
和 [4:+#+*+（<IE%）等许多学者提出的“植物

病原棒形细菌与人和动物的致病菌以及腐

生的棒杆菌属细菌都无密切的相关性［E］”说

法吻合。

在我国，曾经有人报道糖用甜菜上发现

的“细菌性叶斑病”是由 !$- 引起的，症状表

现为：灰褐色病斑，常开裂或穿孔，叶脉黑褐

色，病叶易破碎，无明显银叶现象［G］。说明

!$- 引起的病害具有多种症状，仅依据症状

观察有时会作出错误的诊断。 现阶段在生

产上主要还是依靠传统的细菌检测和鉴定方法，即先依据发病寄主范围、发病部位和病区

的症状对病原菌作初步的判断；然后对病原菌进行分离、培养和纯化，观察菌落形态，包括

大小、质地、颜色等；再对纯培养物进行染色和各种生理生化测定，进一步对其作出判断。

这种检测方法需要对病原菌进行分离和纯化，且特性试验的结果因培养温度、培养时间长

短、培养基成分和确定阴阳的标准不同而变化［I］，不可靠、不稳定，且费时费力，不便于生

产上的应用。本研究首次对该菌展开分子生物学方面的研究，且找到了 !$- 的一个特异
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性引物 !"#!$，此引物可以特异性扩增 !"# 的 %&’ 序列。在使用此引物对 !"# 进行检测过

程中，只需通过简单易行的 ()* 和琼脂糖凝胶电泳，且结果可靠、稳定。
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