
植物保护学报 Journal of Plant Protection，2019，46（5）：1100-1109 DOI：10.13802/j.cnki.zwbhxb.2019.2018140

魔芋软腐病病原菌TaqMan荧光探针PCR技术的
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摘要：为实现对田间土壤软腐病病原菌的定量检测，基于魔芋软腐病优势病原菌胡萝卜软腐果胶

杆菌胡萝卜亚种 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 的 FyuA 基因序列，设计特异性引

物PCC1/PCC2/PCC3，建立TaqMan荧光探针实时荧光定量PCR技术，并对魔芋根系土壤中软腐病

病原菌进行动态监测。结果显示：基于FyuA基因序列设计的引物特异性好，仅能特异性检出胡萝

卜软腐果胶杆菌胡萝卜亚种；当模拟带菌土壤中病原菌浓度低至1.88 CFU/g时也能检出，灵敏度高；

发病魔芋根际土壤中软腐病病原菌检出率为100.00%，病原菌DNA浓度最高达到了7.52×107 ng/μL，

健康魔芋根际土壤中也存在病原菌，检出率为40.00%；不同种植模式中，林下魔芋土壤中软腐病病

原菌数量较少；连作时间与病原菌数量、病情指数存在正相关关系，连作时间越长，病原菌积累越

多，魔芋病情指数也越高，魔芋连作4年土壤中病原菌DNA浓度最高达到4.03×104 ng/μL；对魔芋土

壤软腐病病原菌进行全年监测，病原菌数量随着月份增长逐渐上升，在8—10月达到峰值543.20 ng/μL

后下降，病原菌数量与魔芋病情指数变化规律一致，但田间魔芋软腐病的发生相对滞后。表明建立

的TaqMan荧光探针实时荧光定量PCR技术可用于田间魔芋软腐病的监测。
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Abstract: In order to quantify the pathogen of konjac soft rot in field soils, a TaqMan fluorescent probe

PCR detection system was established. The specific primers PCC1/PCC2/PCC3 were designed based on

FyuA gene sequence of Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. The results showed that the

dominant pathogen of konjac soft rot P. carotovorum subsp. carotovorum could be detected specifically

and sensitively, with a threshold as low as 1.88 CFU/g. The detection rate of the pathogen of soft rot in

the rhizosphere soil of konjac was 100.00% by real-time fluorescence quantitative PCR, and the DNA

concentration of the pathogen was up to 7.52×107 ng/μL. Moreover, the pathogen was found in the rhi‐
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zosphere soil of healthy konjac, with a detection rate of 40.00%. The number of soft rot pathogen was

lower when konjac was planted under the trees. There were positive correlations between the continu‐

ous cropping time and the disease index as well as the number of pathogen. Longer cropping period

caused more pathogenic bacteria accumulated and higher incidence rate. Furthermore, the pathogen

DNA concentration was as high as 4.03×104 ng/μL in the soil where konjac had been continuously

cropped for four years. The pathogen of soft rot in konjac soils was monitored in the whole year, show‐

ing that the pathogen gradually increased from January, reached the peak (543.20 ng/μL) from August

to October, and then decreased after October. The number of pathogen was consistent with the disease

index, but the incidence of the disease was relatively delayed in the field. It indicated that this method

was suitable for monitoring and preventing the konjac soft rot in the field.

Key words: konjac; soft rot; Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum; PCR; monitoring

魔芋又名鬼芋、蒟蒻等，被子植物天南星科魔芋

属，块茎内含丰富的葡甘露聚糖、果胶、生物碱及

17种氨基酸和多种微量元素（刘佩瑛，2004）。魔芋

精粉可广泛用于食品、医疗、化工、造纸、纺织、石油

等行业，被称为“东方魔粉”（牛义等，2005）。由于魔

芋经济价值较高，是陕西、贵州、云南、四川等省山区

的优势经济作物，也是近年来精准扶贫重点推广种

植作物。然而，软腐病的频繁暴发严重影响了魔芋

种植业的发展。随着魔芋种植面积不断扩大，软腐

病的发病率越来越高，产量损失达 30%~50%，甚至

绝收，造成了很大的经济损失（丁自立等，2014）。魔

芋软腐病为土传性病害，病原菌广泛分布在土壤中，

对土壤中病原菌进行定量检测和动态监测，可对病

害进行早期预报预警，因此建立简单、快速、灵敏的

检测方法，掌握魔芋种植地的土壤病原菌情况，进行

针对性的有效预防对于魔芋种植业的健康持续发展

具有重要意义。

目前对土壤病原菌的检测方法常用传统培养法

和常规 PCR技术，传统培养法耗时长、难以对病原

菌单独计数，而常规 PCR技术所用引物特异性弱、

灵敏度低，无法进行准确定量检测。实时荧光定量

PCR技术具有反应快、重复性好、灵敏度高、特异性

强、结果清晰等优点，在动植物基因工程和检疫、微

生物鉴定与分类、食品安全检测和医学等领域中得

到广泛应用（Filion et al.，2003；吴静等，2007；李凤

兰等，2010）。TaqMan荧光探针PCR技术是实时荧

光定量 PCR技术中常用的检测方法，通过在扩增时

加入1对引物的同时加入1个荧光标记的特异性探

针，可以实现PCR产物形成与荧光信号累积完全同

步（Klein，2002）。相比 SYBR Green I 等荧光染料

PCR技术，TaqMan荧光探针PCR技术特异性更好、

灵敏度更高（伊鋆和蔡雪凤，2013）。实时荧光定量

PCR技术于 1999年首次应用于植物病理的相关研

究（Böhm et al.，1999），目前已应用于马铃薯真菌和

细菌病害（Cullen et al.，2001；杨松，2009；陈恩发，

2011）、根结线虫（赵伟，2005）、辣椒疫霉 Phytoph‐

thora capsici（程颖超等，2018）、十字花科细菌性黑

斑病菌 Pseudomonas syringae pv. maculicola（王道

泽等，2016）等的检测。采用实时荧光定量 PCR 技

术可实现对土壤中病原菌的限量检测，高苇等（2014）

建立的土壤中多主棒孢Corynespora cassiicola实时

荧光定量PCR技术，检测下限为1个孢子/g土壤；葛

波等（2018）建立的禾谷镰孢菌Fusarium graminearum

实时荧光定量 PCR 技术，检测下限为 1 pg/µL 病原

菌DNA。在魔芋软腐病菌检测方面，张小芳等（2017）

建立的血清学检测方法灵敏度仅为103 CFU/mL。

软腐病主要由软腐果胶杆菌属Pectobacterium

真菌引起，包括胡萝卜软腐果胶菌胡萝卜亚种 P.

carotovorum subsp. carotovorum 和菊果胶杆菌 P.

chrysanthemi（何煜波等，2007），其中前者出现频率

最高，是魔芋软腐病的优势病原菌。本课题组前期

在陕西省南部采集分离的病原菌经鉴定均属于胡萝

卜软腐果胶杆菌胡萝卜亚种（卢美欢等，2018）。在

此基础上，本研究拟通过建立魔芋软腐病病原菌

TaqMan 荧光探针 PCR 检测体系，对魔芋土壤软腐

病优势病原菌胡萝卜软腐果胶杆菌胡萝卜亚种进行

检测，旨在实时监测土壤中病原菌的变化，实现病害

的早期检测，并根据土壤中病原菌变化与魔芋软腐

病发生的关系，明确魔芋软腐病的发生规律，以期为

该病害的早期防控提供技术支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株：供试阳性菌株魔芋软腐病菌有6株，
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即胡萝卜软腐果胶菌胡萝卜亚种菌株 M1、M12、

M13、M15、M20、M26，阴性对照菌株包括胡萝卜软

腐果胶菌黄檀亚种P. carotovorum subsp. odoriferum

菌株K34、胡萝卜软腐果胶菌黑腐亚种P. carotovo‐

rum subsp. atrosepticum 菌株 H14、菊果胶杆菌 P.

chrysanthemi、魔芋白绢病菌（齐整小核菌 Athelia

rolfsii 菌株 BJ-1）、烟草青枯病菌（雷尔氏菌 Ralsto‐

nia solanacearum菌株Q2-1）、甘蓝黑腐病菌（黄单胞

菌Xanthomonas campestris菌株A150），上述病菌均

由陕西省微生物研究所菌种中心提供。

供试魔芋及培养基：魔芋品种均为花魔芋，魔芋

块茎由安康市农业科学研究院提供，在各种植基地

正常播种栽培，常规管理。LB（Luria-Bertani）液体

培养基：胰蛋白胨 10 g、酵母提取物 5 g、氯化钠

10 g、蒸馏水1 000 mL，pH 7.2。

试剂：Taq DNA聚合酶、10×PCR Buffer、dNTP、

10×TAE（400 mmol/L Tris-acetate、10 mmol/L EDTA，

pH 8.0）、pMD® 18-T 载体、SK8191 SanPrep 柱式质

粒DNA小量抽提试剂盒，生工生物工程（上海）股份

有限公司；细菌基因组DNA抽提试剂盒、真菌基因组

DNA抽提试剂盒、琼脂糖柱式DNA胶回收试剂盒，

天根生化科技（北京）有限公司；MP土壤DNA抽提

试剂盒，美国Mpbio公司；其它试剂均为国产分析纯。

仪器：HC-2518R高速冷冻离心机，安徽中科中

佳仪器有限公司；DYY-6C型稳压稳流电泳仪，北京

六一生物科技有限公司；H6-1微型电泳槽，上海精

益有机玻璃制品仪器厂；FR-980A凝胶成像系统，上

海复日科技有限公司；TU-1901紫外分光光度计，北

京普析通用仪器有限公司；GeneAmp PCR Syetem

9700基因扩增仪、ABI 7500 Real-Time PCR System，

美国ABI公司；PHS-3C型精密酸度计，上海精密科

学仪器有限公司。

1.2 方法

1.2.1 DNA提取及TaqMan荧光探针引物特异性检测

所有供试菌株分别参照细菌基因组DNA抽提

试剂盒说明书、真菌基因组DNA抽提试剂盒说明书

提取菌株各自的基因组DNA；土壤DNA参照MP土

壤DNA抽提试剂盒说明书提取。

根据软腐病病原菌胡萝卜软腐果胶菌胡萝卜亚

种的FyuA基因序列，利用Primer Premier 5.0软件设

计TaqMan 荧光探针特异性引物，分别为 PCC1（5′-

CTCTCTTCTTATGCCTTTG-3′）、PCC2（5′-GTGG-

AAGAGAYGTTATTG-3′）及 PCC3（FAM-ATACGC-

TTGTTGTCACCGCC-BHQ1），探针引物委托生工

生物工程（上海）股份有限公司合成。以6株不同来

源的胡萝卜软腐果胶菌胡萝卜亚种菌株M1、M12、

M13、M15、M20、M26 的 DNA 为阳性对照，以胡萝

卜软腐果胶菌黄檀亚种、胡萝卜软腐果胶菌黑腐亚

种、菊果胶杆菌、魔芋白绢病菌、烟草青枯病菌、甘蓝

黑腐病菌的DNA为阴性对照，同时以灭菌水为模板

作空白对照，用TaqMan荧光探针特异性引物PCC1/

PCC2/PCC3 在同样条件下进行实时荧光定量 PCR

扩增，检测引物的特异性。28 µL 反应体系：DNA

4 µL、10×PCR Buffer 4 µL、25 mmol/L Mg2+ 3.2 µL、

10 mmol/L dNTP 0.8 µL、20 pmol/µL 引物 PCC1/

PCC2各 1.2 µL、20 pmol/µL 探针 PCC3 0.2 µL、Taq

DNA聚合酶0.4 µL、无菌水13 µL。反应程序：37℃

预热 2 min；94℃预变性 2 min；93℃变性 15 s；50℃

退火 60 s，共 45个循环。单点荧光检测温度 50℃，

采用FAM通道监测扩增数据。PCR扩增结果采用

SLAN全自动医用PCR分析系统进行分析。

1.2.2 魔芋软腐病病原菌质粒构建及标准曲线建立

采用细菌基因组DNA抽提试剂盒提取魔芋软

腐病病原菌菌株M1的DNA进行PCR扩增。25.5 µL

反应体系：模板DNA 0.5 μL、10 μmol/L引物 PCC1/

PCC2/PCC3 各 0.5 μL、10 mmol/L dNTP 0.5 μL、10×

PCR Buffer 2.5 μL、25 mmol/L MgCl2 2 μL、5 U/μL

Taq DNA聚合酶0.2 μL、ddH2O 18.3 μL。反应程序：

95℃预变性 3 min；94℃变性 30 s，57℃退火 30 s，

72℃延伸 30 s，共 35 个循环；72℃修复延伸 8 min。

经2%琼脂糖凝胶电泳检测PCR。回收魔芋软腐病

病原菌 PCR 扩增产物，与 pMD® 18-T 载体连接，连

接反应体系：10×TAE缓冲液 5 μL、pMD® 18-T载体

10 ng、PCR产物5 μL，终体积10 μL。4℃过夜连接，

转化。提取并检测带有目的片段的质粒。使用SK-

8191 SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽提试剂盒提取

质粒 DNA。构建好的质粒经过测序鉴定无误后，

检测质粒浓度。将已知浓度为 5.00×107 copies/mL

的质粒标定为标准品 I，然后对其进行 10 倍稀释，

共稀释 3 个梯度，标定为标准品 II、III、IV，用于制定

标准曲线。

1.2.3 实时荧光定量PCR方法灵敏度检测

将软腐病病原菌菌株M1接种至LB液体培养

基中，30℃、150 r/min培养2 d，采用平板计数法测定

发酵液的病原菌菌落数为 1.88×1010 CFU/mL，加入

无菌水稀释成浓度分别为 1.88×106、1.88×105……

1.88×100 CFU/mL的菌悬液。将菌悬液分别加入到

100 g灭菌土中，制备成浓度为1.88×106、1.88×105……
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1.88×100 CFU/g的带菌土壤，每个浓度3次重复。分

别在每个浓度的带菌土壤中随机抽取1 g土样，采用

MP土壤DNA抽提试剂盒提取带菌土壤的总DNA，

参照 1.2.1反应体系及程序进行实时荧光定量PCR

检测，确定该引物对土壤中魔芋软腐病病原菌的检

测灵敏度。

1.2.4 TaqMan荧光探针PCR技术检测土壤含菌量

不同来源的魔芋土壤中病原菌的检测：于2016年

7—8月分别从陕南的安康市、汉中市、商洛市、周至

县选取 10个魔芋种植样地，大小在 600~1 400 m2之

间，分别采集健康和发病魔芋，首先用铁锹将魔芋

根系挖出，抖落外围土壤，然后收集粘在魔芋根系

的土壤，采用五点取样法在每个样地分别取 5株魔

芋根际土壤合并为1个样品，作为1个样地的代表土

样。健康魔芋根际土壤编号分别为 JG1、JG2、JG3、

JG4……JG10，发病魔芋根际土壤编号分别为BG1、

BG2、BG3、BG4……BG10。利用 MP 土壤 DNA 抽

提试剂盒分别提取这些土壤的总 DNA，参照 1.2.1

反应体系及程序进行魔芋软腐病病原菌的实时荧光

定量PCR检测。

不同种植方式的魔芋土壤中病原菌的检测：于

2016年7—8月分别从安康市、汉中市、商洛市、周至

县选择不同种植方式的魔芋地块采集非根际土壤，

包括林下种植、玉米套种、果蔬套种、大棚种植魔芋，

每种种植方式选 1~4 块样地，大小在 600~1 400 m2

之间。首先除去地面植被和落叶，铲除表面5 cm左

右的表土，采集魔芋根系周围5~20 cm耕层土样，采

用五点取样法在每种种植方式大田的5 个不同地点

分别采集0.5 kg土壤，将5份土样混匀作为1个样地

的代表土样，剔除石子或植被残根等杂物后装袋带

回实验室。土壤过1 mm筛后放入4℃冰箱保存，采

用MP土壤DNA抽提试剂盒提取土壤微生物DNA，

参照 1.2.1反应体系及程序进行魔芋软腐病病原菌

的实时荧光定量PCR检测。

不同连作年限的魔芋土壤中病原菌的检测：于

2017年10月魔芋收获前期，在安康市农业科学研究

所魔芋种植基地，选择连作年限分别为 1、2、3、4年

及不种植魔芋的地块采集非根际土壤，由于当地地

形的限制，连作 1、4年地块选 2块，连作 2、3年地块

选 3块，不种植魔芋的地块选择常与魔芋套种的玉

米地2块和湿度较大的沼泽地1块，所有样地大小在

600~1 400 m2之间，采样方法同上。利用 MP 土壤

DNA 抽提试剂盒提取土壤微生物 DNA，参照 1.2.1

反应体系和程序进行魔芋软腐病病原菌含量的实时

荧光定量PCR检测，并结合病情指数进行分析。病

情指数=∑（各级病株数×该病级值）/（调查总株数×

最高级值）×100。软腐病病情调查方法：4 月初播

种后，直至 10 月收获前期，每半个月调查统计 1次

魔芋软腐病发病情况，病情分级标准为：0级：无病

害；1级：叶梢发黄；2级：叶片部分发黄；3级：叶片全

部发黄，萎蔫，植株不倒伏；4级：植株倒伏，茎中空

腐烂，有腐臭味。

全年魔芋种植期内土壤中病原菌的检测：于

2017年魔芋生长期内，对安康市岚皋县魔芋局城关

镇梨树村魔芋基地中林下（板栗）种植和玉米套种

2种种植方式地块的魔芋非根际土壤病原菌进行全

年定时监测，取样方法与不同种植方式魔芋土壤采

集方法相同，检测方法同1.2.1，同时测定土壤pH和

水分含量，并结合病情指数进行分析。土壤类型为

偏砂壤黄泥土，地块较背阴，海拔720 m。玉米套种

地为第2年种植，前茬作物为玉米和红薯，播种时间

为 3月 26日，11月 7日收获。土壤 pH测定：称取过

20目筛的风干土壤 10 g，置于 100 mL烧杯中，加入

50 mL蒸馏水，搅拌均匀，静置 30 min，澄清后用酸

度计测定 pH，每个样品测 3个平行。水分测定：取

10 g土样于 100℃烘干至恒重，称重，测定水分损失

率，计算土壤水分含量，每个样品测3个平行。

1.3 数据分析

采用 Origin 2018 软件对试验数据进行统计分

析，应用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 实时荧光定量PCR检测引物的特异性

TaqMan 荧光探针 PCR 扩增结果显示，只有以

魔芋软腐病原菌胡萝卜软腐果胶菌胡萝卜亚种6株

菌株的DNA为模板扩增时出现阳性反应，采集获得

突光增长曲线，而对其它6株阴性对照菌株的DNA

以及空白对照进行扩增时均未获得突光累积（图

1）。表明设计的引物PCC1/PCC2/PCC3具有很好的

特异性。

2.2 定量标准曲线的建立

用已知质粒浓度标准品制作标准曲线，质粒

DNA浓度的对数（x）与对应的Ct值（y）具有良好的

线性关系，标准曲线为 y=-3.577x+45.235，相关系数

R2为0.999 8，大于0.990 0，扩增效率为90.36%，表明

标准曲线满足要求。

2.3 实时荧光定量PCR检测的灵敏度

当土壤中魔芋软腐病病原菌数量低至1.88 CFU/g
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时，通过实时荧光定量PCR检测出对应病原菌DNA

浓度为 8.17 ng/μL（图 3），表明该方法灵敏度非常

高，能对土壤中病原菌含量进行有效监测。

图1 实时荧光定量PCR检测引物的特异性

Fig. 1 Primer-specific detection by real-time quantitative PCR

1~6：分别为胡萝卜软腐果胶菌胡萝卜亚种M20、M1、M15、M26、M13、M13菌株；7：胡萝卜软腐果胶菌黄檀亚种；8：胡

萝卜软腐果胶菌黑腐亚种；9：菊果胶杆菌；10：魔芋白绢病菌；11：烟草青枯病菌；12：甘蓝黑腐病菌；13：无菌水对照。1-
6：Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strains M20，M1，M15，M26，M13，M13；7：P. carotovorum subsp. odor‐

iferum；8：P. carotovorum subsp. atrosepticum；9：Pectobacterium chrysanthemi；10：Athelia rolfsii；11：Ralstonia sola‐

nacearum；12：Xanthomonas campestris；13：sterile water（CK）.

图2 魔芋软腐病病原菌10倍梯度稀释质粒DNA的TaqMan探针PCR扩增曲线

Fig. 2 TaqMan probe PCR amplification curve of 10× gradient dilution of konjac soft rot pathogen plasmid DNA

I~ IV：质粒浓度分别为5.00×107、5.00×106、5.00×105、5.00×104 copies/mL。I-IV：The plasmid concentrations were 5.00×107，

5.00×106，5.00×105，5.00×104 copies/mL.

2.4 不同来源魔芋根际土壤中软腐病病原菌的检测

不同来源的健康和发病魔芋根际土壤中软腐病

病原菌DNA浓度检测结果显示，健康魔芋根际土壤

中也存在病原菌，检出率为 40.00%，软腐病病原菌

DNA 浓 度 分 别 为 2.21×102、2.28×102、3.38×102、

12.82 ng/μL（表1）。但在根际土壤中检出病原菌的

健康魔芋并没有发病，可能原因是根际土壤中病原

菌的浓度较低，加上魔芋植株健壮，不容易发病。发

病魔芋根际土壤软腐病病原菌检出率为 100.00%，

病原菌 DNA 浓度最高达到了 7.52×107 ng/μL，本研

究 10个样本中有 7个样本的病原菌DNA浓度达到

了 103 ng/μL 以上，分别为 5.62×104、7.52×107、1.61×

104、9.25×104、1.20×103、1.30×103、1.99×105 ng/μL，其

中DNA最低浓度也达到51.60 ng/μL，表明病原菌浓
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度处于较高水平。可见土壤中病原菌浓度高是软腐 病发病的重要原因。

图3 不同浓度模拟带菌土壤中魔芋软腐病病原菌的检测结果

Fig. 3 Detection of konjac soft rot pathogen in simulated soils at different concentrations

A-G：1.88×100，1.88×101，1.88×102，1.88×103，1.88×104，1.88×105，1.88×106 CFU/g.

表1 不同来源魔芋根际土壤中软腐病病原菌DNA浓度的检测结果

Table 1 Detection of DNA concentration of soft rot pathogens in healthy and diseased konjac rhizosphere soils

来源
Source

健康魔芋
根际土壤
Healthy
konjac
rhizosphere
soil

编号
No.

JG1

JG2

JG3

JG4

JG5

JG6

JG7

JG8

JG 9

JG10

Ct

36.85±2.14 AB

-
36.65±1.45 AB

41.09±2.78 A

-
32.49±2.82 C

-
-
-
-

病原菌DNA浓度
DNA concentration

of pathogen（ng/μL）

2.21×102±11.32 B

阴性 Negative

2.28×102±9.68 B

12.82±1.36 C

阴性 Negative

3.38×102±54.72 A

阴性 Negative

阴性 Negative

阴性 Negative

阴性 Negative

来源
Source

发病魔芋
根际土壤
Diseased
konjac
rhizosphere
soil

编号
No.

BG1

BG2

BG3

BG4

BG5

BG6

BG7

BG8

BG 9

BG10

Ct

28.25±1.51 C

17.06±1.47 D

30.19±2.68 C

27.47±1.95 C

34.22±2.47 B

34.10±1.95 B

26.28±3.67 C

39.11±2.46 A

34.82±2.71 B

36.07±1.38 AB

病原菌DNA浓度
DNA concentration
of pathogen（ng/μL）

5.62×104±87.33 D

7.52×107±547.34 A

1.61×104±319.80 E

9.25×104±140.48 C

1.20×103±53.21 F

1.30×103±42.67 F

1.99×105±321.79 B

51.60±5.74 H

8.18×102±24.35 G

3.33×102±12.45 B

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.01水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.01 level by Duncan’s new multiple range test.

2.5 种植方式对魔芋非根际土壤中软腐病病原菌的影响

不同种植方式下魔芋非根际土壤中软腐病病原

菌DNA浓度检测结果显示，林下种植魔芋非根际土

壤中软腐病病原菌检出量最少，仅汉中市宁强县林

下魔芋非根际土壤中检测出少量病原菌，DNA浓度

为 2.26 ng/μL，其余林下魔芋非根际土壤中均未检

测到病原菌DNA（表 2）。玉米套种、大棚种植魔芋

非根际土壤中均能检出病原菌DNA，安康市恒口镇

大棚种植魔芋非根际土壤中病原菌DNA浓度最高，

达 3.52×102 ng/μL。蔬菜套种魔芋非根际土壤中未

检出病原菌DNA。

2.6 连作年限对魔芋土壤软腐病病原菌的影响

不同连作年限魔芋土壤中软腐病病原菌DNA

浓度检测结果显示，连作时间与病原菌数量、病情指

数存在正相关关系，连作时间越长，病原菌积累越

多，病情指数也越高。连作4年的2个不同地块土壤

中魔芋软腐病病原菌DNA浓度分别达到1.14×104、

4.03×104 ng/μL，病情指数高达68.21和67.06（表3）。

表明随着连作年限减少，病原菌数量也呈现下降趋

势。未种植魔芋地块也存在少量病原菌，玉米地（地

块1、2）和沼泽地土壤中软腐病病原菌DNA浓度分

别是 7.68、2.68、9.83 ng/μL，说明软腐病病原菌在土

壤中广泛存在。

2.7 全年种植期内魔芋软腐病病原菌的监测

2.7.1 林下种植非根际土壤中魔芋软腐病病原菌监测

林下种植非根际土壤中魔芋软腐病病原菌在播

种后至7月检测结果为阴性，8月开始检测出病原菌，

DNA浓度为51.40 ng/μL，9月达到峰值279.40 ng/μL，

之后逐渐下降，直到12月20日检测结果再次为阴性

（图 4）。林下种植魔芋田中软腐病也在 8月份开始

发生，但病情指数维持在较低水平。10月份岚皋县

出现连阴雨，土壤水分含量达到 28.24%，软腐病病
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情指数此时继续上升，表明魔芋软腐病病原菌受土

壤水分含量的影响较大，土壤中水分含量高时有利

于软腐病病原菌繁殖扩散，但与土壤pH的变化关系

不大。

表2 不同种植方式下魔芋非根际土壤中软腐病病原菌DNA浓度的检测结果

Table 2 Detection of DNA concentration of pathogen of soft rot in non-rhizosphere soils of konjac under different planting patterns

种植方式
Planting pattern

林下种植
Forest planting

玉米套种
Corn intercropping

蔬菜套种
Vegetable interplanting

大棚种植
Greenhouse planting

地点
Location

岚皋县 Langao County

商洛市商州区 Shangzhou District，Shangluo City

汉中市宁强县 Ningqiang County，Hanzhong City

周至农家乐果蔬合作社
Zhouzhi Farmhouse Fruit and Vegetable Cooperative

岚皋县 Langao County

商洛市商州区 Shangzhou District，Shangluo City

安康市恒口镇 Hengkou Town，Ankang City

汉中市宁强县 Ningqiang County，Hanzhong City

周至县农家乐果蔬合作社
Zhouzhi Farmhouse Fruit and Vegetable Cooperative

安康市恒口镇 Hengkou Town，Ankang City

Ct

-
-

43.76±3.20 A

-
37.14±1.49 BC

42.53±4.19 A

36.35±2.67 BC

37.57±1.65 B

37.40±3.31 B

-
33.25±1.58 BC

32.40±2.17 C

病原菌DNA浓度
DNA concentration of

pathogen（ng/μL）

阴性 Negative

阴性 Negative

2.26±0.14 D

阴性 Negative

1.66×102±15.97 C

5.02±0.45 D

3.05×102±31.22 B

1.39×102±17.43 C

1.40×102±26.69 C

阴性 Negative

3.38×102±17.10 AB

3.52×102±34.23 A

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.01水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.01 level by Duncan’s new multiple range test.

表3 不同连作年限魔芋地块土壤中软腐病病原菌DNA浓度与发病情况

Table 3 DNA concentrations of pathogen and incidences of soft rot in konjac planting areas in different continuous cropping years

连作年限
Continuous cropping year

魔芋连作4年
Konjac continuous cropping for four years

魔芋连作3年
Konjac continuous cropping for three years

魔芋连作2年
Konjac continuous cropping for two years

魔芋连作1年

Konjac continuous cropping for one year

玉米地 Corn field

沼泽地 Wetland

采样点
Sampling site

1

2

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

Ct

30.62±2.56 EF

28.67±1.78 F

37.39±3.69 BCD

34.96±2.31 CDE

33.47±2.84 DE

33.50±1.77 DE

35.32±3.32 CDE

37.53±1.45 BCD

39.07±2.55 ABC

37.25±3.27 BCD

38.66±2.89 BC

41.88±4.11 AB

43.50±3.28 A

41.50±2.81 AB

病原菌DNA浓度
DNA concentration of

pathogen（ng/μL）

1.14×104±74.85 B

4.03×104±49.29 A

1.41×102±36.53 F

6.82×102±9.86 D

1.79×103±57.80 C

1.76×103±41.62 C

5.42×102±23.62 E

1.29×102±47.94 F

47.49±3.77 GH

1.55×102±1.89 F

62.04±5.84 G

7.68±0.34 GH

2.68±0.22 I

9.83±0.78 GH

病情指数
Disease index

68.21±2.84 A

67.06±3.65 A

58.41±7.80 B

66.59±2.67 A

51.43±5.54 C

46.25±2.32 CD

58.52±5.78 B

49.45±1.97 CD

44.83±3.64 D

34.71±1.99 E

-
-
-
-

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.01水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.01 level by Duncan’s new multiple range test.

2.7.2 玉米套种非根际土壤中魔芋软腐病病原菌监测

玉米套种非根际土壤中魔芋软腐病病原菌在

4—6月底检测结果为阴性，7月检测结果始为阳性，

病原菌出现时间比林下种植早。玉米套种非根际土

壤中软腐病病原菌在 7—12月均能检测到，存活时

间长，且病原菌DNA浓度更高，峰值达543.20 ng/μL，

相应的病情指数也高，7月为 2.00，8月上升到 8.00，

到 10月阴雨期达到最高值 15.00（图 5）。软腐病病

原菌DNA浓度在9—11月仍缓慢上升，跟该段时间

雨水充足有关，与林下种植非根际魔芋土壤中病原
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菌发生趋势一致。12月后病原菌数量快速下降。

图4 岚皋县城关镇梨树村林下魔芋基地非根际土壤中软腐病病原菌监测曲线

Fig. 4 Surveillance curve of pathogenic bacteria of soft rot in non-rhizosphere soils of the forest konjac base

in Lishu Village，Chengguan Town，Langao County

图中数据为平均数±标准差。Data are mean±SD.

图5 岚皋县城关镇梨树村玉米套种魔芋基地非根际土壤中软腐病病原菌监测曲线

Fig. 5 Surveillance curve of pathogenic bacteria of soft rot in non-rhizosphere soils of the corn-covered konjac base

in Lishu Village，Chengguan Town，Langao County

图中数据为平均数±标准差。Data are mean±SD.

3 讨论

在胡萝卜软腐果胶杆菌胡萝卜亚种的 PCR 检

测方面，现有研究大部分是基于Pel、pmrA基因（Wu

et al.，2011；Kettani-Halabi et al.，2013；Ranjan et al.，

2016）进行引物设计。本研究利用胡萝卜软腐果胶

杆菌胡萝卜亚种的FyuA基因序列设计特异性引物

PCC1/PCC2/PCC3，成功建立了魔芋软腐病优势病

原菌TaqMan荧光探针法PCR检测技术。FyuA基因

是强毒力岛基因检测的标志性基因，是一种负责编
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码合成、调节和运输铁转运系统相关受体蛋白的基

因，可显著提高细菌的毒力（Schubert et al.，1998）。

本研究所建立的魔芋软腐病病原菌检测方法特异性

好、灵敏度高，当土壤中病原菌低至1.88 CFU/g时也

能检测出，且该检测体系不仅可以用于土壤中病原

菌的检测，也可以用于魔芋种芋和植株中软腐病病

原菌的检测，特别是种芋中病原菌的检测，可以实现

病害的源头控制。

本试验通过对魔芋健康和发病根际土壤中软腐

病病原菌的检测，发现根际土壤病原菌含量高是魔

芋软腐病发生的重要原因，降低土壤病原菌含量是

减少魔芋发病的有效途径。不同种植方式对魔芋土

壤软腐病病原菌含量也有较大影响，林下种植是有

效减少软腐病病原菌及魔芋病情指数的有效方式。

推测原因为林下魔芋田由于树林遮挡，地表升温慢，

温度较低不利于病原菌繁殖生长，因此林下种植整

体病原菌出现晚，发病也晚。这与何斐等（2015）研

究结论一致，该研究认为林下魔芋健康高产与其根

区、根表及根外土壤中特有的有益优势微生物数量

多、有害微生物数量少以及土壤有机质含量高密切相

关。林下种植模式在云南、湖北、陕西等省多地被推

广，并取得了较好的经济效益（崔鸣，2012）。值得注

意的是，在周至农家乐果蔬合作社林下魔芋和蔬菜

套种魔芋土壤中均没有检测出软腐病病原菌，当地

魔芋软腐病发病率也较低，可见将魔芋北移至秦岭

北麓种植，可以作为有效减少软腐病发生的一种

探索。

不同连作年限魔芋土壤中软腐病病原菌的检测

结果显示，连作种植会增加土壤中软腐病病原菌的

积累，最终导致软腐病高发。这与彭金波等（2007）

的调查结果一致，即魔芋连作田块一直是软腐病病

害高发区，发病率比非连作田平均要高出 35%~

50%，产量减少达50%~80%，有的地块甚至绝收，极

大地打击了农民种植魔芋的积极性。连作土壤病原

菌积累的原因可能是魔芋病残体遗留，随着耕种翻

作、雨水流淌，病原菌不断扩散繁殖，导致叠加积累，

当达到一定量后，很容易暴发软腐病。

本研究通过对全年种植期内魔芋软腐病病原菌

的动态监测，掌握了土壤中魔芋软腐病病原菌含量

的变化规律，软腐病病原菌含量受季节、湿度影响较

大，这与田间魔芋软腐病容易在7—9月大规模暴发

的现象相吻合。由于魔芋软腐病前期表现症状不明

显，目前尚无明确监测数据可以用于病害预警，运用

本研究建立的TaqMan探针实时荧光定量PCR技术

能有效检测出田间魔芋软腐病病原菌，通过借助土

壤病原菌的数量指标，实时掌握土壤病原菌动态变

化，对可能的病害发生进行预警判别，实现及早用药

和差异化用药。该检测方法能有效应用于田间土壤

中病原菌动态监测，但本研究中动态监测点仅有2个，

受地域、气候、环境等条件影响，不同区域病原菌数

量可能存在差异，后期可开展大规模土壤病原菌普查

监测，为魔芋软腐病的及时防治提供数据依据和技

术支撑。
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