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番茄煤污假尾孢叶斑病菌实时荧光定量PCR
检测技术的建立及应用

康华军 1 柴阿丽 1* 石延霞 1 谢学文 1 郭建光 2 李宝聚 1*

（1. 中国农业科学院蔬菜花卉研究所，北京 100081；2. 山西省运城市盐湖区蔬菜发展中心，运城 044000）

摘要：为快速、准确地对番茄煤污假尾孢 Pseudocercospora fuligena 进行检测与定量分析，基于其

Avr4基因设计特异性引物 JWB-9F/JWB-7R，建立实时荧光定量PCR检测技术，分析该检测技术的

特异性和灵敏度，并利用采集自重庆市、河北省和广西壮族自治区的14份材料对该检测技术的应

用效果进行验证。结果表明，引物 JWB-9F/JWB-7R仅可从番茄煤污假尾孢基因组DNA中扩增出

232 bp 的目的片段，特异性良好；实时荧光定量 PCR 检测技术的灵敏度为 67.09 copies/μL，是普通

PCR检测技术的1 000倍。且该实时荧光定量PCR检测技术可以实现未显症样本中番茄煤污假尾

孢的定量检测，检测限为6.02×102 copies/μL，实际应用效果较好。表明所建立的实时荧光定量PCR

检测技术可用于番茄煤污假尾孢叶斑病的早期诊断和预测预报。

关键词：煤污假尾孢；Avr4；实时荧光定量PCR；检测

Establishment and application of real-time quantitative PCR assay for detection

of fungal pathogen Pseudocercospora fuligena in tomato

Kang Huajun1 Chai Ali1* Shi Yanxia1 Xie Xuewen1 Guo Jianguang2 Li Baoju1*

（1. Institute of Vegetables and Flowers, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China;

2. Vegetable Development Center of Yanhu District, Yuncheng 044000, Shanxi Province, China）

Abstract: To quickly and accurately detect and quantify Pseudocercospora fuligena of tomato, a real-

time fluorescent quantitative PCR (qPCR) method was established. The specific primer set JWB-9F/

JWB-7R for qPCR was designed based on Avr4 gene of P. fuligena, the specificity and sensitivity of qP‐

CR method were analyzed, and a total of 14 materials from Chongqing City, Hebei Province, and

Guangxi Zhuang Autonomous Region were used to test the practical application of this qPCR method.

The results showed that the primer set JWB-9F/JWB-7R could only amplify a specific fragment of

232 bp from the genomic DNA of P. fuligena and the limit of detection was 67.09 copies/μL, which

was 1 000 times that of conventional PCR. The pathogen could be quantitatively detected from asymp‐

tomatic tomato materials by this qPCR method and the detection limit was 6.02×102 copies/μL. The re‐

sults indicated that the qPCR method in this study can be used for early diagnosis and forecast of toma‐

to black leaf spot.
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在菲律宾的番茄上发现该病并对其进行了相关描

述。此后，在大洋洲（Johnston，1963）、非洲（Mulder &

Holiday，1975）、北美洲（Blazquez & Alfieri，1974）、

南美洲（Halfeld-Vieira，2006）的部分番茄品种上均

发现了该病。据报道，该病害可导致番茄约32%的

产量损失（Hartman & Wang，1995），造成的落叶率

为68%（Mersha & Hau，2009）。近年来，该病在我国

发生较重，已知发病地区包括河南、河北和重庆等省

市（张定法等，2004；王福妹等，2006；杨琦凤等，

2008）。该病病原菌为煤污假尾孢Pseudocercospo‐

ra fuligena，主要侵染叶片，其典型发病症状是在叶

片正面产生褪绿斑点、背面着生黑色霉层，另外该病

害易与由褐孢霉Passalora fulva（syn. Cladosporium

fulvum 和 Fulvia fulva）引起的番茄叶霉病相混淆

（Braun et al.，2003；Halfeld-Vieira et al.，2006），从而

导致出现用药不对症的现象。

煤污假尾孢的传统鉴定方法主要是症状观察、

形态学鉴定、柯赫氏法则验证（Subedi et al.，2014），

操作过程繁琐、且对鉴定人员的专业知识要求高；由

于煤污假尾孢在培养基上的生长速率缓慢（Thom‐

ma et al.，2005），也导致检测周期偏长。目前，分子

生物学检测方法如 PCR技术的应用提高了病原菌

的检测效率和准确性，克服了传统检测方法的不

足。采用真菌 ITS 通用引物对病原菌基因组 DNA

进行PCR扩增（Saroj et al.，2014），可实现对煤污假

尾孢的准确鉴定，但是无法精确定量。实时荧光定

量 PCR（real-time fluorescent quantitative PCR，qP‐

CR）技术是 20世纪 90年代发展起来的一项分子生

物学检测技术，是以普通PCR为基础在反应体系中

加入了荧光基团，由荧光信号强度的变化达到监测

PCR进程的目的，通过绘制的标准曲线和Ct值即可

实现对未知模板DNA的精确定量，现已广泛应用于

基因的定量以及表达研究中。如 Harada et al.

（2011）研究了康乃馨开花过程中花瓣生长和发育相

关基因的表达，通过qPCR检测技术分析发现4个木

葡聚糖内传糖苷酶/水解酶基因XTH和 3个扩展蛋

白基因在康乃馨不同器官和不同生育期的表达均存

在差异。

目前，国内外对于煤污假尾孢的研究主要集中

于生物学特性（王福妹等，2006）、病害流行规律

（Mersha & Hau，2009；Mersha et al.，2014a，b）、抗性

材料筛选（Wang et al.，1995）以及病害防控（Heine

et al.，2011；Taguchi et al.，2012）等方面，而关于该菌

的检测技术还未有相关报道。本研究拟基于煤污假

尾孢Avr4基因设计特异性引物，建立和优化 qPCR

检测技术，并利用该检测技术探索煤污假尾孢在番

茄植株中的数量动态，以期为该病害的早期诊断、预

测预报和有效防治提供理论依据和技术支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

供试番茄：品种为中杂105，种子购自中疏种业

科技（北京）有限公司。种子在 28℃催芽后播种于

穴盘中，然后置于玻璃温室中，于 28℃常规培养至

3~4叶期，备用。

供 试 菌 株 ：3 株 煤 污 假 尾 孢 菌 株 编 号 为

FQ10013003、FQ10010325、FQ09051407，分别采集

自海南省、河北省、广西壮族自治区（简称广西）的番

茄上；其余17种常见蔬菜病原菌分别为菜豆假尾孢

Ps. cruenta菌株 JD12020807（从海南省豇豆上分离

获得）、灰色假尾孢Ps. griseola菌株DJ14082815（从

云南省豆角上分离获得）、茄生假尾孢 Ps. solani-

melongenicola菌株QZ10110627（从重庆市茄子上分

离获得）、褐孢霉菌株 FQ12031701 和 FQ10082910

（分别从山东、河北省番茄上分离获得）、球座钉孢

Pa. personata菌株HS12091202（从北京市花生上分

离获得）、核果钉孢Pa. circumscissa菌株YT11101416

（从北京市樱桃上分离获得）、茄链格孢 Alternaria

solani菌株 JGFQ15080702（从新疆维吾尔族自治区

加工番茄上分离获得）、链格孢A. alternata菌株 JG‐

FQ15080469（从新疆维吾尔族自治区加工番茄上分

离获得）、致病疫霉 Phytophthora infestans 菌株

FQ09092001（从甘肃省番茄上分离获得）、立枯丝核

菌 Rhizoctonia solani 菌株 FQ120513110（从西藏自

治区番茄上分离获得）、灰葡萄孢Botrytis cinerea菌

株FQ17041203（从山东省番茄上分离获得）、多主棒

孢Corynespora cassiicola菌株FQ15062302（从湖北

省番茄上分离获得）、茄匍柄霉 Stemphylium solani

菌株FQ14111912（从北京市番茄上分离获得）、辣椒

疫霉 Ph. capsici 菌株 LJ13032802（从北京市辣椒上

分离获得）、茄病镰孢Fusarium solani菌株FQ17102628

（从河北省番茄上分离获得）、尖孢镰孢F. oxysporum

菌株FQ15051401（从山东省番茄上分离获得）、核盘

菌Sclerotinia sclerotiorum菌株FQ17031401（从浙江

省番茄上分离获得）。

培养基：马铃薯葡萄糖（potato dextrose，PD）培

养液：马铃薯200 g、葡萄糖20 g、蒸馏水1 L；马铃薯

葡萄糖琼脂（potato dextrose agar，PDA）培养基：马
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铃薯200 g、葡萄糖20 g、琼脂20 g、蒸馏水1 L；麦芽

浸膏琼脂（malt extract agar，MEA）培养基：麦芽提取

物30 g、蛋白胨4 g、葡萄糖20 g、琼脂20 g、蒸馏水1 L；

LB（Luria-Bertani）培养基：胰蛋白胨 10 g、酵母提取

物 5 g、NaCl 10 g、琼脂 20 g、蒸馏水 1 L；V8汁液培

养基：V8蔬菜汁200 mL、碳酸钙3 g、琼脂20 g、蒸馏

水1 L。

试剂：2×Taq PCR Master Mix、BM 5000 DNA

Marker，北京博迈德基因技术有限公司；2×Super

Real PreMix Plus、50×ROX Reference Dye、RNase-

free ddH2O、植物基因组DNA提取试剂盒，北京天根

生化科技有限公司；pEASY-T1 载体、Easy Pure

Quick Gel Extraction Kit、Easy Pure® Plasmid Mini‐

prep Kit、大肠杆菌Escherichia coli Trans-T1感受态

细胞，北京全式金生物技术有限公司；其余试剂均为

国产或进口分析纯。

仪器：3-18K 型高速离心机，德国 Sigma 公司；

Spectrophotometers 分光光度计，美国 Nano Drop 公

司；PTC-200型 PCR仪、Jel Doc 2001型凝胶成像系

统，美国 Bio-Rad 公司；Applied Biosystems® 7500

Real-Time PCR Systems，赛默飞世尔科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 供试菌株基因组DNA的提取

将煤污假尾孢3株菌株接种到MEA培养基上，

其它 17 种常见蔬菜病原真菌接种到 PDA 培养基

上，均于 28℃、12 h 光照/12 h 黑暗条件下培养 7 d

后，分别在其菌落边缘打取直径 6 mm的菌饼并取

4~5个菌饼置于 PD 培养液中，于 160 r/min、28℃条

件下恒温振荡培养7 d，然后采用干净的纱布收集菌

丝体并放于冻干机中冻干；分别称取0.1~0.2 g供试

菌株的菌丝体于灭菌研钵中，加液氮充分研磨成粉

末，转入 1.5 mL 离心管中，加入 65℃预热的 CTAB

裂解缓冲液700 μL，放入65℃水浴锅中水浴30 min，

12 000 r/min离心 10 min，弃沉淀，收集上清液于新

的灭菌离心管中，加入等体积的体积比为24∶1的氯

仿·异戊醇混合液，轻轻混匀，12 000 r/min离心10 min，

吸取上清液于新的灭菌离心管中，重新用体积比为

24∶1的氯仿·异戊醇混合液抽提并离心，将上清液

转入新的灭菌离心管中，加入2倍体积的无水乙醇并

于-20℃放置10 min，12 000 r/min离心10 min，倒掉

上清液加入1 mL 75%乙醇漂洗沉淀，以12 000 r/min

再离心 5 min，倒掉上清液，晾干沉淀后加入 50 μL

ddH2O，提取的DNA经分光光度计定量后，于-20℃

保存备用。

1.2.2 特异性引物的设计及验证方法

在GenBank中根据煤污假尾孢Avr4基因序列，

通过 NCBI 网站 BLAST 程序（https://blast.ncbi.nlm.

nih.gov/Blast.cgi）检索假尾孢属下与Avr4基因具有

同源性的其它物种的基因序列；采用MEGA 5.0软

件对下载的煤污假尾孢Avr4基因序列（GenBank登

录号KR108309.1）与检索到的假尾孢属下同源基因

序列进行比对，确定差异位点，基于差异位点运用

Primer Premier 5.0软件设计特异性引物 JWB-9F（5′-

TCGCCAGCAGATGACTCCTAC-3′）/JWB-7R（5′-T-

ATTTGCCTGCGCAGATGGTCAG-3′），预期产物大

小为 232 bp，引物由北京博迈德生物技术有限公司

合成。 分别以 1.2.1中提取的 3株煤污假尾孢以及

其它 17种常见蔬菜病原菌的基因组DNA为模板，

利用所设计的引物进行普通PCR和qPCR扩增。普

通 PCR 反应体系：2×Taq PCR Master Mix 10 μL、

10 μmol/L 引物 JWB-9F 和 JWB-7R 各 0.5 μL、病原

菌基因组 DNA 1.0 μL，ddH2O 补足至 20 μL。反应

程序：94℃预变性4 min；94℃变性30 s，64℃退火30 s，

72℃延伸 30 s，共 35个循环；最后 72℃延伸 10 min。

PCR反应结束后，取5 μL扩增产物经1.5%琼脂糖凝

胶电泳检测。qPCR反应体系：2×Super Real PreMix

Plus 10 μL、病原菌基因组 DNA 1 μL、10 μmol/L 引

物 JWB-9F和 JWB-7R各 0.2 μL、50×ROX Reference

Dye 0.4 μL，RNase-free ddH2O 补足至 20 μL。反应

程序：94℃预变性 15 min；94℃变性 10 s，64℃退火

32 s，共 40 个循环。反应结束后，按 0.1℃/s 的升温

速率从 72℃升至 94℃，在升温时收集信号，建立熔

解曲线。

1.2.3 普通PCR与qPCR的灵敏度比较

采用普通PCR扩增煤污假尾孢菌株FQ10013003

的Avr4基因片段，扩增体系及程序同1.2.2。扩增产

物经1.5%琼脂糖凝胶电泳、切胶回收后，与pEASY-

T1载体进行连接，然后转入大肠杆菌Trans-T1感受

态细胞中进行克隆。对克隆所得产物进行普通

PCR 检测和测序验证，并参照 Easy Pure® Plasmid

Miniprep Kit 说 明 书 提 取 煤 污 假 尾 孢 菌 株

FQ10013003含有Avr4基因片段的质粒DNA作为阳

性标准品。

质粒DNA经分光光度计测定浓度并根据摩尔

定律计算拷贝数，然后按10倍梯度稀释为系列浓度

6.709×109、6.709×108、6.709×107、6.709×106、6.709×

105、6.709×104、6.709×103、6.709×102、6.709×101、

6.709 copies/μL。以稀释后得到的煤污假尾孢菌株
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FQ10013003质粒DNA 为模板，分别进行普通 PCR

以及qPCR扩增，扩增体系及程序同1.2.2。

1.2.4 qPCR标准曲线的建立

以1.2.3中煤污假尾孢菌株FQ10013003各个浓

度的质粒 DNA 进行 qPCR 扩增时所得 Ct值为纵坐

标轴，以起始质粒拷贝数的对数为横坐标轴，制作

qPCR标准曲线。标准曲线反映了循环数Ct与qPCR

模板质粒DNA起始浓度之间的线性关系。因此，将

待测样品在 qPCR过程中的循环数代入标准曲线，

可求出相对应的模板DNA起始浓度。

1.2.5 人工模拟接种发病样本的定量检测

将直径为6 mm的煤污假尾孢菌株FQ10013003

菌饼接种至PD培养液中，28℃、160 r/min条件下振

荡培养 20 d后，采用 4层纱布过滤菌悬液收集菌丝

体并用吸水纸吸净表面多余的培养液，再将菌丝体

重悬于无菌水中进行研磨，至菌丝段长度约为450~

750 μm。然后用无菌水配制成浓度分别为 6×106、

6×105、6×104、6×103、6×102、6×10 菌丝段/mL 的悬浮

液（Hafeld-Vieira et al.，2006），采用喷雾法接种番茄

叶片。采用喷雾接种法分别将不同浓度的菌丝段悬

浮液均匀喷施于 3~4 叶期的健康番茄幼苗叶片背

面，喷至叶片背面雾滴滴下为止，对照接种无菌水。

每个处理接种 10株幼苗，3次重复。接种完毕后将

所有番茄幼苗置于温度为28℃、相对湿度为90%的

保湿柜中，在 12 h 光照/12 h 黑暗条件下培养 72 h，

之后置于温度为 27℃、相对湿度为 70%~80%的温

室中进行常规培养，光照条件同上。接种后于每天

17: 00观察番茄幼苗发病情况，并在接种后第 3、5、

7、10、15天各取1次样品，每次每个处理取3片接种

叶片，将采集的样品各取 1 g利用植物基因组DNA

提取试剂盒提取番茄基因组DNA。对提取的DNA

分别进行qPCR检测，以确定不同接种浓度下煤污假

尾孢数量随时间的动态变化。qPCR检测方法同1.2.2。

1.2.6 田间发病样本病原菌的定量检测

分别从河北省、重庆市和广西番茄产区的番茄

植株上剪取叶片，然后装入干净的密封袋中，共收集

14份番茄叶片样本，其中 6份样本具有典型煤污假

尾孢叶斑病症状，3份具有疑似症状，5份无任何症

状，每份样品各取 1 g利用植物基因组DNA提取试

剂盒分别提取基因组 DNA，分别进行普通 PCR 及

qPCR检测，反应体系及程序同1.2.2，同时进行病原

菌的分离培养，以确定所建立qPCR检测技术的实际

应用效果。病原菌分离培养参照Subedi et al.（2014）

方法。取 6 份具有典型病症的样品，用灭菌剪刀分

别剪取直径为 0.5~1.0 cm的病斑，利用 0.5% NaClO

表面灭菌1 min，然后置于V8汁液培养基中，在28℃、

连续荧光灯照射下培养2周。以李宝聚等（2010）鉴

定结果为判断依据对分离病原菌进行形态鉴定，即

煤污假尾孢在V8汁液培养基上的菌落形态为深褐

色，菌丝体为黄褐色，具隔膜；分生孢子梗簇生在子

座上或仅少数从气孔伸出，不分枝，直立或稍弯，浅

青黄色，0~3个隔膜，18.5~50.5 μm×2.5~5.0 μm；分生

孢子单生，浅青黄色，倒棍棒形，基部圆锥形平截，直

立或中度弯曲，3~8个隔膜，35~75.5 μm×2.5~5.0 μm。

2 结果与分析

2.1 特异性引物的设计与验证结果

基于煤污假尾孢 Avr4 基因序列与 GenBank 中

其它同源基因序列的差异位点设计特异性引物

JWB-9F/JWB-7R，经 BLAST 程序进行不同物种间

的同源性比较，比对结果表明引物 JWB-9F/JWB-7R

与煤污假尾孢Avr4基因同源性为100%，与其它物种

的同源性很低。

使用引物 JWB-9F/JWB-7R对煤污假尾孢以及

其它17种常见蔬菜病原菌基因组DNA分别进行普

通 PCR 扩增和 qPCR 扩增。普通 PCR 扩增结果显

示，引物 JWB-9F/JWB-7R均可从煤污假尾孢3株菌

株基因组DNA中扩增出232 bp的特异性目的片段，

而对其它17种常见蔬菜病原菌基因组DNA均无任

何扩增片段（图1）。qPCR扩增结果显示，40个循环

内，仅在煤污假尾孢基因组DNA的反应孔内收集到

了荧光信号，且扩增曲线为典型的S型（图2-A）；熔

解曲线显示有单一的熔解峰，而在其它孔内没有收

集到任何荧光信号，扩增曲线为直线（图 2-B）。表

明引物 JWB-9F/JWB-7R对煤污假尾孢具有良好的

特异性，可以用于建立qPCR检测体系。

2.2 普通PCR与qPCR的灵敏度比较

普通 PCR 检测结果显示，当煤污假尾孢质粒

DNA 浓度为 6.709×103 copies/μL 时无扩增产物（图

3-A），因此普通PCR灵敏度为 6.709×104 copies/μL；

荧光定量 PCR 检测结果显示，当质粒 DNA 浓度为

6.709 copies/μL 时，未收集到荧光信号（图 3-B），因

此qPCR检测的灵敏度为67.09 copies/μL。表明qP‐

CR检测灵敏度比普通PCR高1 000倍。

2.3 qPCR标准曲线的建立

以质粒DNA拷贝数的对数为横坐标、Ct值为纵

坐标绘制标准曲线，y=-3.522x+40.242，R2=0.976，扩

增效率为 112.455%。表明含有煤污假尾孢Avr4基
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因的质粒DNA在浓度6.709×10~6.709×109 copies/μL 范围内具有良好的线性关系。

图1 引物JWB-9F/JWB-7R对煤污假尾孢的普通PCR特异性扩增

Fig. 1 Conventional PCR specific amplification of Pseudocercospora fuligena by primes JWB-9F/JWB-7R

M：BM 5000 DNA marker；1~3：煤污假尾孢；4~20：菜豆假尾孢、灰色假尾孢、茄生假尾孢、茄链格孢、链格孢、致病疫霉、

立枯丝核菌、灰葡萄孢、多主棒孢、褐孢霉、球座钉孢、核果钉孢、茄匍柄霉、辣椒疫霉、茄病镰孢、尖孢镰孢、核盘菌；N：阴性对

照。M：BM 5000 DNA marker；1-3：Ps. fuligena；4-20：Ps. cruenta，Ps. griseola，Ps. solani-melongenicola，Alternaria solani，

A. alternata，Phytophthora infestans，Rhizoctonia solani，Botrytis cinerea，Corynespora cassiicola，Passalora fulva，Pa. personata，

Pa. circumscissa，Stemphylium solani，Ph. capsici，Fusarium solani，F. oxysporum，Sclerotinia sclerotiorum；N：negative control.

图2 引物JWB-9F/JWB-7R对煤污假尾孢的实时荧光定量PCR特异性扩增曲线（A）和熔解曲线（B）

Fig. 2 Real-time fluorescent quantitative PCR specific amplification curve（A）and melt curve（B）

of primers JWB-9F/JWB-7R for Pseudocercospora fuligena

1：煤污假尾孢；2~18：菜豆假尾孢、灰色假尾孢、茄生假尾孢、茄链格孢、链格孢、致病疫霉、立枯丝核菌、灰葡萄孢、多主

棒孢、褐孢霉、球座钉孢、核果钉孢、茄匍柄霉、辣椒疫霉、茄病镰孢、尖孢镰孢、核盘菌；N：阴性对照。1：Ps. fuligena；2-18：

Ps. cruenta，Ps. griseola，Ps. solani-melongenicola，Alternaria solani，A. alternata，Phytophthora infestans，Rhizoctonia solani，

Botrytis cinerea，Corynespora cassiicola，Passalora fulva，Pa. personata，Pa. circumscissa，Stemphylium solani，Ph. capsici，Fu‐

sarium solani，F. oxysporum，Sclerotinia sclerotiorum；N：negative control.

图3 引物JWB-9F/JWB-7R对煤污假尾孢的普通PCR（A）和实时荧光定量PCR（B）的检测灵敏度

Fig. 3 The sensitivities of conventional PCR（A）and real-time fluorescent quantitative PCR（B）

of primers JWB-9F/JWB-7R for Pseudocercospora fuligena

M：BM 5000 DNA marker；1-10：6.709×109，6.709×108，6.709×107，6.709×106，6.709×105，6.709×104，6.709×103，6.709×102，

6.709×10、6.709 copies/μL. N：阴性对照。N：Negative control.
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2.4 人工模拟接种番茄叶片上煤污假尾孢定量检测

将煤污假尾孢菌接种至番茄叶片上，接种浓度

越高，叶片表现症状时间越早，叶片上带菌量越多。

当浓度为 6×106、6×105、6×104菌丝段/mL时，分别于

接种后9、12、15 d叶片上出现了发病症状；接种浓度

小于 6×103 菌丝段/mL 时，叶片上未表现出症状。

qPCR检测结果显示，接种后3 d，在浓度为6×106、6×

105、6×104 菌丝段/mL 的接种叶片中煤污假尾孢基

因组 DNA 拷贝数分别为 2.30×104、1.00×103、4.99×

102 copies/μL，说明qPCR检测体系可以在病害未显

症前检测到病原菌，而在接种浓度为 6×103、6×102、

6×10菌丝段/mL的叶片中未检测到病原菌；接种后

15 d，各接种浓度发病叶片中煤污假尾孢基因组DNA

拷贝数在1.07×102~9.14×104 copies/μL之间（表1）。

表1 人工模拟接种番茄叶片中煤污假尾孢的定量检测结果

Table 1 Quantitative detection of Pseudocercospora fuligena-infected tomato leaves

浓度（菌丝段/mL）
Concentration

（hyphae fragments/mL）

6×106

6×105

6×104

6×103

6×102

6×101

接种后3 d
3 d post inoculation

qPCR
（copies/

μL）

2.30×104

1.00×103

4.99×102

/
/
/

症状
Symptom

-
-
-
-
-
-

接种后5 d
5 d post inoculation

qPCR
（copies/

μL）

2.11×104

2.82×103

7.73×102

1.87×102

2.00×102

/

症状
Symptom

-
-
-
-
-
-

接种后7 d
7 d post inoculation

qPCR
（copies/

μL）

2.44×104

1.28×103

9.34×102

1.07×102

1.66×102

/

症状
Symptom

-
-
-
-
-
-

接种后10 d
10 d post inoculation

qPCR
（copies/

μL）

3.59×104

3.03×103

7.78×102

3.99×102

2.67×102

/

症状
Symptom

+
-
-
-
-
-

接种后15 d
15 d post inoculation

qPCR
（copies/

μL）

9.14×104

1.49×104

2.54×103

1.81×103

8.90×102

1.07×102

症状
Symptom

+
+
+
-
-
-

+：出现症状；-：未出现症状；/：未检测到病原菌。+：Symptoms appear；-：no symptoms appear；/：no pathogen.

2.5 田间病害样本中病原菌的定量检测

对采集自不同地区的病害样本和健康样本分别

进行了普通PCR和 qPCR检测。采自重庆市（编号

1~3）、广西（编号 7、8）和河北省（编号 10）的 6 份具

典型病症样本中，普通PCR和qPCR检测结果一致，

均检测到了煤污假尾孢，其基因组 DNA 拷贝数在

4.70×103~6.34×104 copies/μL 之间；但来自广西（编

号 9）与河北省（编号 11、12）的 3 份疑似样本中，仅

qPCR检测到了煤污假尾孢，其基因组DNA拷贝数

在 6.02×102~1.02×103 copies/μL之间，而普通PCR未

能检测到病原菌；其余 5份无症样品中均未检测到

病原菌（表2）。同时，为了验证PCR检测结果，对供

试 6份具典型病症样品进行病原菌的分离培养，发

现qPCR检测结果与分离培养结果一致。表明本研

究所建立的煤污假尾孢qPCR检测技术可以用于田

间番茄上煤污假尾孢的定量检测。

表2 不同地区番茄煤污假尾孢叶斑病样本普通PCR与实时荧光定量PCR检测结果比较

Table 2 Comparison of results between conventional PCR and real-time fluorescent quantitative PCR for the detection

of Pseudocercospora fuligena from different regions

地区
Location

重庆
Chongqing

广西
Guangxi

河北
Hebei

样本编号
Sample

code

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14

症状
Symptom

明显Obvious
明显Obvious
明显Obvious
无No
无No
无No
明显Obvious
明显Obvious
疑似Suspected
明显Obvious
疑似Suspected
疑似Suspected
无No
无No

检测结果Result of detection

普通PCR
Conventional PCR

+
+
+
-
-
-
+
+
-
+
-
-
-
-

qPCR
（copies/μL）

6.34×104

1.97×104

5.82×103

-
-
-

7.13×103

4.70×103

1.02×103

2.15×104

7.88×102

6.02×102

-
-

分离培养
Isolation

煤污假尾孢Ps. fuligena
煤污假尾孢Ps. fuligena
煤污假尾孢Ps. fuligena

-
-
-

煤污假尾孢Ps. fuligena
煤污假尾孢Ps. fuligena
煤污假尾孢Ps. fuligena
煤污假尾孢Ps. fuligena
煤污假尾孢Ps. fuligena
煤污假尾孢Ps. fuligena

-
-

+：检测到病原菌；-：未检测到病原菌。+：Pathogen；-：no pathogen.
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3 讨论

番茄煤污假尾孢叶斑病属于世界性病害，在国

内外的番茄产区均有不同程度的发生，危害较大。

该病在发病初期的症状与番茄叶霉病较为相似

（Halfeld-Vieira et al.，2006），因此难以通过症状进行

诊断。普通 PCR检测技术可以准确检测出病组织

中的病原菌，但相对于 qPCR检测技术来说灵敏度

较低，且无法准确定量。因此本研究建立了能够实

时快速、精确定量的番茄煤污假尾孢 qPCR检测技

术，而其中最关键的部分是特异性引物的设计。引

物不仅特异性要高，而且不能产生二聚体等非特异

性扩增（Denman & Mcsweeney，2005）。本研究系统

地比较分析了假尾孢属下不同种的Avr4基因同源

序列，根据具有碱基差异的区域设计了煤污假尾孢

特异性引物 JWB-9F/JWB-7R，经过普通 PCR和 qP‐

CR检测，证明该引物具有很好的特异性，可以有效

区分其它常见蔬菜病原真菌，且没有产生二聚体，适

合用于建立 qPCR检测技术。一般来说，为保证扩

增效率，扩增产物的大小应控制在 50~200 bp（Den‐

man & Mcsweeney，2005），本研究中扩增产物的大小

为232 bp，但仍然保持了较高的扩增效率，且建立的

标准曲线具有良好的线性关系，利用标准曲线方程

即可对番茄中煤污假尾孢数量进行动态监测。

qPCR检测技术作为一种非常实用的分子生物

学技术，具有灵敏度高、定量能力强、动力学范围宽

等优点，目前已经被广泛应用于病原菌的种类鉴定、

定量分析以及病害流行预测等方面。如孙炳剑等

（2015）基于 β-tubilin基因建立了小麦纹枯病菌Rhi‐

zoctonia cerealis 的 qPCR 检测技术，可实现对小麦

纹枯病菌的早期检测，灵敏度达到6.5×102 copies/μL；

王恒波等（2015）根据甘蔗宿根矮化病菌 Leifsonia

xyli subsp. xyli 的 Pat1 基因保守序列设计特异性引

物和探针，建立了该病原菌的qPCR检测技术，检测

下限为102 copies/μL；王律等（2017）建立了扁桃拟茎

点霉Phomopsis amygdali 的普通PCR和qPCR检测技

术，且qPCR检测技术的灵敏度（4×10copies/μL）是普

通 PCR（100 fg/μL）的 1 000 倍。本研究建立的 qP‐

CR检测技术对煤污假尾孢基因组DNA的灵敏度也

较高，为 67.09 copies/μL，是普通 PCR 检测灵敏度

的 1 000 倍。对于人工接种样本的检测，本研究中

qPCR检测技术的最低限为1.07×102 copies/μL，与任

海英等（2016）利用qPCR技术检测人工接种杨梅样

本中凋萎病菌 Pestalotiopsis versicolor 和 P. micros‐

pora 的灵敏度一致。植物在病原菌侵染早期一般

不会表现出症状，当病原菌积累到一定量时才逐渐

出现肉眼可见的症状，因此可利用本研究所建立的

qPCR 检测技术对番茄叶片进行提前检测，确定植

物是否受到了病原菌侵染。

植物病害的防治原则是“预防为主，综合防治”，

因此在病害症状出现之前及时检测出病原菌对于病

害防治显得尤为重要。本研究从不同地区共收集到

了 14份疑似番茄煤污假尾孢叶斑病和健康番茄的

样本，比较了普通PCR与所建立的 qPCR技术的检

测结果，发现普通PCR技术只能检测到已显症样本

中的病原菌，检测不到未显症样本中的病原菌，而

qPCR技术在未显症样本与已显症样本中均可以检

测到病原菌。此外，qPCR技术对田间病害样本中煤

污假尾孢DNA的最低检测量是6.02×102 copies/μL，

比质粒DNA的检测限低1个数量级，可能是由于番

茄中存在的PCR抑制剂干扰了 qPCR反应（Schrad‐

er et al.，2012）。综上所述，本研究建立的 qPCR 检

测技术特异性好，灵敏度高，可以实现对病原菌的定

量分析以及病害的预测预报。
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