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基于 ＴａｑＭａｎ￣ＭＧＢ 探针的小麦叶疫病菌
快速检测方法
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摘要: 【目的】小麦叶疫病菌为我国进境检疫性有害生物ꎬ建立特异性的实时荧光 ＰＣＲ 检测方法ꎬ可实现对其快速、灵敏、准
确的检测ꎮ 【方法】依据小麦叶疫病菌及其近似种翻译延长因子(ＥＦ)序列差异ꎬ设计合成特异性引物与 ＭＧＢ 探针ꎬ并优化

实时荧光 ＰＣＲ 反应条件ꎬ优化后引物终浓度为 ０.７ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ探针终浓度为 ０.９ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎮ 通过特异性试验、灵敏度试验

及模拟样品检测验证该方法的可行性ꎮ 【结果】特异性试验显示ꎬ该方法可特异性检出小麦叶疫病菌ꎻ灵敏度试验表明ꎬ在
１０ μＬ 反应体系中ꎬ最低检测限量为总 ＤＮＡ 含量 ２０ ｐｇꎻ模拟样品检测表明ꎬ此方法适用于疑似携带小麦叶疫病菌样品的检

测ꎮ 整个反应过程约 １ ｈꎬ且检测全程闭管ꎬ无需 ＰＣＲ 后续处理ꎮ 【结论】本研究建立的实时荧光 ＰＣＲ 检测方法快速、灵敏、
准确ꎬ为小麦叶疫病菌的早期快速检测提供了重要技术参考ꎬ对防范该检疫性真菌的传入与扩散具有重要意义ꎮ
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　 　 小麦 Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.是禾本科小麦属的一

年或越年生草本植物ꎬ原产于中东地区ꎬ距今已有

５ ０００多年的栽培历史(金善宝ꎬ１９９６)ꎮ 小麦是全

球 １ / ３ 以上人口的主要粮食ꎬ是人类食物中热量和

植物源性蛋白质的主要来源(Ｃｕｒｔｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎮ
小麦真菌病害是小麦生产的主要限制因素ꎬ据统

计ꎬ该类病害每年可造成 １５％ ~ ２０％的产量损失

(Ｆｉｇｕｅｒｏａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ
小麦叶疫病是小麦上的重要病害ꎬ最早发现于

印度ꎬ曾于 １９６０—１９６１ 年在印度次大陆流行并几

乎摧毁了所有栽培品种ꎬ造成 ４２.５％ ~ ６５.６％的产

量损失(Ｐｒａｂｈｕ ＆ Ｓｉｎｇｈꎬ１９７４ꎻ Ｒａｕｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８３)ꎮ
该病害目前在世界各地广泛发生ꎬ包括非洲的埃及

(Ｂｅｓｈｉｒꎬ１９９４)和尼日利亚(Ａｎａｈｏｓｕｒꎬ１９７８)ꎬ北美

洲的 墨 西 哥 ( Ｗａｌｌｅｒꎬ １９８１ )ꎬ 南 美 洲 的 阿 根 廷

(Ｐｅｒｅｌｌó ＆ Ｓｉｓｔｅｒｎａꎬ２００５)ꎬ欧洲的丹麦、法国、希
腊、北马其顿、葡萄牙(Ｌｏｇｒｉｅｃｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９０)、意大

利(Ｃａｓｕｌｌｉꎬ１９９０)、俄罗斯(Ｇｏｒ′ｋｏｖｅｎｋｏꎬ２００１)ꎬ亚
洲的印度 ( Ｐｒａｂｈｕ ＆ Ｐｒａｓａｄａꎬ １９６６)、 孟加拉国

(Ｒａｓｈｉｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８５)、伊朗(Ｓｏｍｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)、伊
拉克 ( Ｋｈｕｄｈａｉｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)、黎巴嫩 ( Ｌｏｇｒｉｅｃｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９０)、土耳其(Öｚçｅｌｉｋ ＆ Öｚçｅｌｉｋꎬ１９９７)ꎮ 该病

害在我国局部地区有发生报道(商鸿生等ꎬ２０００)ꎮ
小麦叶疫病主要危害小麦叶片ꎬ发病初期叶片呈淡

褐色、不规则的椭圆形斑点ꎬ病斑中心眼点状是黑

褐色的叶组织坏死部ꎬ病斑周围为深褐色的叶组织

坏死部ꎬ病斑可沿叶脉伸展ꎬ形成较长的坏死线ꎮ
坏死部位周围具有亮黄色的晕圈ꎬ病斑表面可生灰

黑色霉状物ꎬ发病后期多个病斑连片形成大块坏死

斑ꎬ导致整叶枯死(王春江和商鸿生ꎬ１９９９)ꎮ
小麦叶疫病的病原菌为小麦叶疫病菌 Ａｌｔｅｒｎａｒ￣

ｉａ ｔｒｉｔｉｃｉｎａ Ｐｒａｓａｄａ ＆ Ｐｒａｂｈｕꎬ隶属子囊菌门 Ａｓｓｃｏ￣
ｍｙｃｏｔａ 座囊菌纲 Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ 格孢腔菌目 Ｐｌｅｏｓ￣
ｐｏｒａｌｅｓ 格孢腔菌科 Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｃｅａｅ 链格孢属 Ａｌｔｅｒｎａｒ￣
ｉａ (Ｐｒａｓａｄａ ＆ Ｐｒａｂｈｕꎬ１９６２)ꎮ 寄主植物除小麦外ꎬ
还包括燕麦 Ａｖｅｎａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.、箭叶旋花 Ｃｏｎｖｏｌｖｕｌｕｓ
ａｒｖｅｎｓｉｓ Ｌ.、大麦 Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ.、黑麦 Ｓｅｃａｌｅ ｃｅ￣
ｒｅａｌｅ Ｌ.、双粒小麦 Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｄｉｃｏｃｃｕｍ Ｓｃｈｕｂｌ、印度圆

粒小麦 Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｓｐｈａｅｒｏｃｏｃｃｕｍ Ｐｅｒｃｉｖ.和硬粒小麦

Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｔｕｒｇｉｄｕｍ Ｌ. 等 ( Ｋｈｕｄｈａｉｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ
Ｍａｓｉｅｌｌｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２０)ꎮ 鉴于其严重危害性ꎬ该病菌

已被列入«中华人民共和国进境植物检疫性有害生

物名录»ꎬ是一种检疫性真菌(中华人民共和国农业

部ꎬ２００７)ꎮ
当前ꎬ国内口岸对小麦叶疫病菌的鉴定主要参

照«小麦叶疫病菌检疫鉴定方法» ( ＳＮ / Ｔ ４７３３￣
２０１６)进行ꎮ 根据该标准ꎬ采用特异性引物 ＬＪＹ１ /
ＬＪＹ２ 进行扩增后获得大小约 ５２０ ｂｐ 的片段ꎬ对该

片段进行测序比对后ꎬ判定是否为小麦叶疫病菌ꎮ
分析发现ꎬ现行标准中无明确可靠的参考序列ꎮ 前

期研究发现ꎬＧｅｎＢａｎｋ 对小麦叶疫病菌的序列存在

大量不一致之处ꎮ 如不同研究中同一个小麦叶疫

病菌分离物 Ｅ.Ｇ.Ｓ. １７￣０６１ꎬ其 ＩＴＳ 序列 ＡＹ７１４４７６
与 ＡＹ７６２９４８ 存在 ９ 个碱基差异(Ｍｅｒｃａｄｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６ꎻ Ｘｕｅ ＆ Ｚｈａｎｇꎬ２００７)ꎻ不同小麦叶疫病菌分离

物 ＧＡＰＤＨ 序列 ＣＢＳ ７６３.８４ (ＦＪ２１４８４６)与 Ｅ.Ｇ.Ｓ.
１７￣０６１ (ＪＱ６４６２８１)存在 ２２ 个碱基差异(Ａｎｄｅｒｓｅｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９ꎻ Ｌａｗｒｅｎｃｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ 可见ꎬＧｅｎＢａｎｋ
中该病菌序列存在较大差异ꎬ难以利用该标准进行

准确鉴定ꎮ 实时荧光 ＰＣＲ 检测技术具有快速、准
确、不易污染等特点ꎬ在大量植物病原真菌快速检

测研究工作中已被广泛采用(段维军等ꎬ２０２１ꎻ 郭

立新等ꎬ２０２０ꎻ 吕燕等ꎬ２０２２)ꎮ 为满足小麦叶疫病

菌快速检测的实际需求ꎬ本研究开展了该病菌的实

时荧光 ＰＣＲ 检测技术研究ꎬ以期建立准确、灵敏、
快速的检疫鉴定方法ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 仪器与试剂

核酸自动化提取仪 ( ＫｉｎｇＦｉｓｈｅｒ ｍＬꎬ Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎬ实时荧光 ＰＣＲ 仪 ( ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ７９００
型ꎬＡＢＩ 公司)ꎬ超微量分光光度计(ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００
Ｃ 型ꎬ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎬ 高通量组织破碎仪

(ＭＭ４００ 型ꎬＲｅｔｓｃｈ 公司)ꎬ核酸提取试剂盒(磁珠

法提取核酸试剂盒(植物)ＭＡＧ Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃ￣
ｔｉｏｎ Ｋｉｔꎬ珠海立飞技术服务有限公司)ꎬＮｕｃｌｅａｓｅ
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ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ( 北 京 兰 杰 柯 科 技 有 限 公 司 )ꎬ ２ ×
ＴａｑＭａｎ® Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓ￣
ｔｅｍｓ 公司)ꎮ
１.２　 供试菌株

供试菌株共 ２４ 株ꎬ包括分别从荷兰真菌保藏

中心、中国普通微生物菌种保藏管理中心、美国标

准菌株典藏中心获得的小麦叶疫病菌各 １ 株ꎬ从加

拿大进境小麦分离到的 Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ ２ 株、Ａ. ｉｎｆｅｃｔｏ￣

ｒｉａ ３ 株、Ａ. ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ １ 株、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ.１ 株ꎬ从哈

萨克斯坦向日葵 Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌ.上分离到的 Ａ.
ａｌｔｅｒｎａｔａ、Ａ. ａｌｓｔｒｏｅｍｅｒｉａｅ、Ａ. ａｒｂｏｒｅｓｃｅｎｓ、Ａ. ｃｏｍｐａｃ￣
ｔａ、Ａ. ｈｅｌｉａｎｔｈｉｉｎｆｉｃｉｅｎｓ、Ａ. ｓｅｌｅｎｉｉｐｈｉｌａ 各 １ 株、Ａ. ｔｅ￣
ｎｕｉｓｓｉｍａ ３ 株ꎬ从委内瑞拉向日葵上分离到的 Ａ. ａｌ￣
ｔｅｒｎａｔａ １ 株ꎬ从进境澳大利亚大麦分离到的 Ａ. ｃｈａｒ￣
ｔａｒｕｍ、Ａ. ｉｎｆｅｃｔｏｒｉａ、Ａ. ｔｒｉｔｉｃｉｍａｃｕｌａｎｓ 各 １ 株ꎬ从进境

阿根廷小麦分离到的 Ａ. ｓｏｌａｎｉ １ 株(表 １)ꎮ

表 １　 供试菌株
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

物种名称
Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ

来源国
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

寄主植物
Ｈｏｓｔ

ＣＢＳ １２１４６１ Ａ. ｔｒｉｔｉｃｉｎａ 伊朗 Ｉｒａｎ ＣＢＳａ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
ＣＧＭＣＣ ３.９８６８ Ａ. ｔｒｉｔｉｃｉｎａ 印度 Ｉｎｄｉａ ＣＧＭＣＣｂ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
ＡＴＣＣ ３６２０５ Ａ. ｔｒｉｔｉｃｉｎａ 印度 Ｉｎｄｉａ ＡＴＣＣｃ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
ＸＭ２６６２￣２￣９ Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ 加拿大 Ｃａｎａｄａ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
ＸＫ￣５￣２１ Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ 哈萨克斯坦 Ｋａｚａｋｈｓｔａｎ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 向日葵 Ｈ. ａｎｎｕｕｓ
ＤＫ￣２￣１７ Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ 委内瑞拉 Ｖｅｎｅｚｕｅｌａ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 向日葵 Ｈ. ａｎｎｕｕｓ
Ａ１６￣２２ Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ 加拿大 Ｃａｎａｄａ 本实验室保 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
ＸＫ￣６ Ａ. ａｌｓｔｒｏｅｍｅｒｉａｅ 哈萨克斯坦 Ｋａｚａｋｈｓｔａｎ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 向日葵 Ｈ. ａｎｎｕｕｓ
ＸＫ￣１４ Ａ. ａｒｂｏｒｅｓｃｅｎｓ 哈萨克斯坦 Ｋａｚａｋｈｓｔａｎ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 向日葵 Ｈ. ａｎｎｕｕｓ
ＸＭ１８９１２￣１ Ａ. ｃｈａｒｔａｒｕｍ 澳大利亚 Ａｕｓｔｒｌｉａ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
ＸＫ￣２ Ａ. ｃｏｍｐａｃｔａ 哈萨克斯坦 Ｋａｚａｋｈｓｔａｎ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 向日葵 Ｈ. ａｎｎｕｕｓ
ＸＫ￣１９ Ａ. ｈｅｌｉａｎｔｈｉｉｎｆｉｃｉｅｎｓ 哈萨克斯坦 Ｋａｚａｋｈｓｔａｎ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 向日葵 Ｈ. ａｎｎｕｕｓ
ＸＭ１８９１２￣１２ Ａ. ｉｎｆｅｃｔｏｒｉａ 澳大利亚 Ａｕｓｔｒｌｉａ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
ＸＭ２６６２￣３ Ａ. ｉｎｆｅｃｔｏｒｉａ 加拿大 Ｃａｎａｄａ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
Ａ２１ Ａ. ｉｎｆｅｃｔｏｒｉａ 加拿大 Ｃａｎａｄａ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
Ａ１５ Ａ. ｉｎｆｅｃｔｏｒｉａ 加拿大 Ｃａｎａｄａ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
ＸＫ￣１１ Ａ. ｓｅｌｅｎｉｉｐｈｉｌａ 哈萨克斯坦 Ｋａｚａｋｈｓｔａｎ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 向日葵 Ｈ. ａｎｎｕｕｓ
Ａ１ Ａ. ｓｏｌａｎｉ 阿根廷 Ａｒｇｅｎｔｉｎａ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
ＸＭ２６６２￣１ Ａ. ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ 加拿大 Ｃａｎａｄａ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
ＸＫ￣４ Ａ. ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ 哈萨克斯坦 Ｋａｚａｋｈｓｔａｎ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 向日葵 Ｈ. ａｎｎｕｕｓ
ＸＫ￣１６ Ａ. ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ 哈萨克斯坦 Ｋａｚａｋｈｓｔａｎ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 向日葵 Ｈ. ａｎｎｕｕｓ
ＸＫ１７ Ａ. ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ 哈萨克斯坦 Ｋａｚａｋｈｓｔａｎ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 向日葵 Ｈ. ａｎｎｕｕｓ
ＸＭ１８９１２￣５￣６ Ａ. ｔｒｉｔｉｃｉｍａｃｕｌａｎｓ 澳大利亚 Ａｕｓｔｒｌｉａ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ
Ａ２￣１９ Ａ.ｓｐ. 加拿大 Ｃａｎａｄａ 本实验室保存 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ 小麦 Ｔ. ａｅｓｔｉｖｕｍ

　 　 ａ:荷兰真菌保藏中心ꎻｂ:中国普通微生物菌种保藏管理中心ꎻｃ:美国标准菌株典藏中心ꎮ
ａ: Ｃｅｎｔｒａａｌｂｕｒｅａｕ ｖｏｏｒ Ｓｃｈｉｍｍｅｌｃｕｌｔｕｒｅｓꎬ ＣＢＳꎻ ｂ: Ｃｈｉｎａ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒꎬ ＣＧＭＣＣ: ｃ: Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌ￣

ｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎꎬ ＡＴＣＣ.

１.３　 ＤＮＡ 提取

用灭菌枪头刮取在 ＰＤＡ 平板上培养 ７ ｄ 菌株

的菌丝体ꎬ将挑取的菌丝体置于 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ采
用 ＭＡＧ Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒ꎬ按操作说

明书在核酸自动化提取仪上进行 ＤＮＡ 提取ꎮ 提取

的 ＤＮＡ 经超微量分光光度计检测浓度后ꎬ保存于

－２０ ℃冰箱备用ꎮ
１.４　 ＥＦ 基因扩增及序列比对分析

以供试菌株 ＤＮＡ 为模板ꎬ采用通用引物 ＥＦ￣
７２８Ｆ 和 ＥＦ￣９８６Ｒ (Ｃａｒｂｏｎｅ ＆ Ｋｏｈｎꎬ１９９９)进行翻译

延长因子( ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ＥＦ)片段扩

增ꎮ ＰＣＲ 扩增产物经 １.５％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ
确认扩增成功后ꎬ将纯化的 ＰＣＲ 产物送至上海生

工生物工程技术服务有限公司进行双向测序ꎮ 为

确认序列的可靠性ꎬ利用 ＮＣＢＩ 网站的 ＢＬＡＳＴ 程序

对测定获得 ＥＦ 序列进行比对分析ꎮ 自 ＮＣＢＩ 下载

小麦叶疫病菌及其近似种的 ＥＦ 序列进行比对ꎬ筛
选特异性位点ꎮ
１.５　 引物和探针的设计

根据序列比对结果ꎬ选取小麦叶疫病菌的模式
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分离物 ＣＢＳ ７６３.８４ (登录号:ＭＺ ０７３９６０)的 ＥＦ 基

因ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ３.０ 软件进行特异性引物和

探针设计ꎮ
１.６　 特异性检测

以表 １ 供试菌株 ＤＮＡ 为模板ꎬ采用 １０ μＬ 实

时荧光扩增反应体系:２ ×ＴａｑＭａｎ® Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５ μＬꎬ正反向引物对 ＡＴＦ / ＡＴＲ 各 ０. ５
μＬꎬ探针 ＡＴＰ ０.５ μＬꎬＤＮＡ 模板 １ μＬꎬｎｕｃｌｅａｓｅ￣ｆｒｅｅ
ｗａｔｅｒ ２.５ μＬꎮ 其中ꎬ引物及探针浓度均为 １０ μｍｏｌ
􀅰Ｌ－１ꎮ 以 ｎｕｃｌｅａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ 为空白对照ꎮ 反应程

序为:９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ６０ ℃退

火延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ４０ 个循环ꎮ
１.７　 实时荧光 ＰＣＲ 体系的优化

引物浓度优化:以 ＣＧＭＣＣ ３.９８６８ 的 ＤＮＡ 为模

板ꎬ按照 １.６ 中的体系ꎬ将正反向引物浓度从 ０.１ ~
１.０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１、以 ０.１ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１递增ꎮ 探针浓度优

化:以 ＣＧＭＣＣ ３.９８６８ 的 ＤＮＡ 为模板ꎬ按照 １.６ 中

的体系ꎬ设置引物浓度为 ０.７ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ将探针浓

度设置为 ０.１ ~ １.０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１、以 ０.１ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１递

增ꎮ 反应条件同 １.６ꎮ
１.８　 灵敏度试验

以 ＣＧＭＣＣ ３.９８６８ 的 ＤＮＡ 为模板ꎬ用 ｎｕｃｌｅａｓｅ￣
ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ 进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ共设计 ７ 个浓度(依
次为 ２０ ｎｇ􀅰μＬ－１、２ ｎｇ􀅰μＬ－１、２００ ｐｇ􀅰μＬ－１、２０ ｐｇ
􀅰μＬ－１、２ ｐｇ􀅰μＬ－１、２００ ｆｇ􀅰μＬ－１、２０ ｆｇ􀅰μＬ－１)ꎬ每
个浓度梯度 ３ 个重复ꎮ 利用 １.６ 中优化后的体系进

行实时荧光 ＰＣＲꎬ测定灵敏度ꎬ建立标准曲线ꎮ
１.９　 重复性试验

以 ＣＧＭＣＣ ３.９８６８ 的 ＤＮＡ 为模板进行系列稀

释ꎬ获得 ４ 个浓度(２０ ｎｇ􀅰μＬ－１、２ ｎｇ􀅰μＬ－１、２００ ｐｇ
􀅰μＬ－１、２０ ｐｇ􀅰μＬ－１)为反应模板ꎬ选取优化后的引

物、探针浓度ꎬ反应条件同 １.６ꎬ组内及组间各设置 ３
次重复ꎬ进行重复性检测ꎬ分析组内及组间差异ꎮ
１.１０　 模拟病害样品检测

称取 ＰＤＡ 平板上培养 ７ｄ 的菌株 ＣＧＭＣＣ
３.９８６８小麦叶疫病菌菌丝 ５０、１００ 和 ３００ ｍｇꎬ分别

与 １ ｇ 灭菌处理后的小麦粒混合ꎬ作为模拟实际样

品 １~３ꎮ 将模拟实际样品分别放入 ５０ ｍＬ 研磨罐

中ꎬ加入 ２ 粒无菌钢珠ꎬ置于－８０ ℃超低温冰箱冷

冻过夜后ꎬ将研磨罐放入高通量组织破碎仪破碎 ２
ｍｉｎꎬ破碎频率 ２０ Ｈｚꎮ 将破碎好的粉末分别称取 ３

份ꎬ每份 ０.１ ｇꎬ参照 １.３ 方法进行 ＤＮＡ 提取ꎮ 利用

优化后的实时荧光 ＰＣＲ 反应体系ꎬ以 ＣＢＳ １２１４６１
的 ＤＮＡ 为阳性模板ꎬ以 ｎｕｃｌｅａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ 为阴性

对照ꎬ测定该方法在实际样品检测中的效果ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 引物探针设计

分析发现ꎬ３ 株小麦叶疫病菌 ( ＣＢＳ １２１４６１、
ＡＴＣＣ ３６２０５、ＣＧＭＣＣ ３.９８６８)的 ＥＦ 序列高度一致ꎬ
仅测定序列长度略有差异ꎬ同时小麦叶疫病菌与其

他分离物间的 ＥＦ 序列差异度较大ꎬ证实 ＥＦ 序列具

有高度的种内一致性和较大的种间差异性ꎬ适合作

为靶标序列设计特异性引物和探针ꎮ 据此ꎬ所设计

正向引物 ＡＴＦ:５′￣ＴＣＧＣＴＣＴＣＴＧＧＡＡＧＴＴＣＧＡＡ￣３ ′ꎬ
反 向 引 物 ＡＴＲ: ５′￣ ＣＡＴＧＡＧＧＡＧＡＧＴＣＡＧＣＡＧ￣
ＧＡＡＧＴ￣３′ꎬ探针 ＡＴＰ:５′￣ＣＣＣＣＡＡＡＴＡＣＴＡＣＧＴＣＡ￣
３′ꎬ该探针的 ５′端含有 ＦＡＭ 报告荧光染料ꎬ３′端为

含有不发荧光的淬灭基团并具有 ＭＧＢ 分子 (图

１)ꎮ 引物和 ＴａｑＭａｎ￣ＭＧＢ 探针由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成ꎮ
２.２　 特异性分析

供试菌株在相同条件下进行实时荧光 ＰＣＲ 检

测ꎬ只有 ３ 株小麦叶疫病菌有明显的扩增曲线产

生ꎬ其他参试菌株及空白对照均无扩增ꎬ说明本研

究所设计的引物和探针具有良好的特异性(图 ２)ꎮ
２.３　 实时荧光 ＰＣＲ 的体系优化

２.３.１　 引物浓度优化　 由图 ３Ａ 可知ꎬ当引物浓度

为 ０.７ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ△Ｒｎ 值最大ꎬＣｔ 值最小ꎮ 经过 ３
次重复试验ꎬ确定 ０.７ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１为引物最佳浓度ꎮ
２.３.２　 探针浓度优化　 由图 ３Ｂ 可知ꎬ当探针浓度

为 ０.９ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ△Ｒｎ 值最大ꎬＣｔ 值最小ꎮ 经过 ３
次重复试验ꎬ确定 ０.９ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１为探针最佳浓度ꎮ
２.４　 灵敏度试验及标准曲线的构建

灵敏度试验结果显示ꎬ本研究所建立的实时荧

光 ＰＣＲ 方法的最低检测限量为 ２０ ｐｇ􀅰μＬ－１(图
４Ａ)ꎮ

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 浓度越高ꎬＣｔ 值越小ꎬ３ 个平

行试验结果显示ꎬ标准曲线 ｙ ＝ －３.９１ｘ＋２８.０７ (Ｒ２ ＝
０.９９６ ３)ꎬｘ 代表 ＤＮＡ 浓度的对数ꎬｙ 代表相应的 Ｃｔ
值(图 ４Ｂ)ꎮ
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图 １　 基于 ＥＦ 位点的实时荧光 ＰＣＲ 引物和探针位置示意图
Ｆｉｇ.１　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ￣ｐｒｏｂｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＥＦ ｒｅｇｉｏｎｓ

图 ２　 小麦叶疫病菌实时荧光 ＰＣＲ 的特异性试验
Ｆｉｇ.２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＰＣＲ

ａｓｓａｙ ｆｏｒ Ａ. ｔｒｉｔｉｃｉｎａ

２.５　 重复性检测

由表 ２ 可知ꎬ 组内重复 ＣＶ 值在 ０. １９％ ~
０.５３％ꎬ组间重复 ＣＶ 值在 ０.２３％ ~ ０.７１％ꎬ均小于

１％ꎮ 说明本研究所建立的小麦叶疫病菌 ＴａｑＭａｎ￣
ＭＧＢ 实时荧光 ＰＣＲ 检测方法具有良好的重复性和

稳定性ꎮ
２.６　 模拟病害样品检测结果

模拟病害样品检测结果表明ꎬ３ 份模拟病害样

品均有明显扩增荧光信号ꎬ未添加小麦叶疫病菌的

小麦样品无扩增荧光信号ꎬ阳性和阴性对照均正常

(图 ５)ꎮ
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图 ３　 小麦叶疫病菌实时荧光 ＰＣＲ 的引物浓度优化(Ａ)和探针浓度的优化(Ｂ)
Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (Ｂ) ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

图 ４　 小麦叶疫病菌实时荧光 ＰＣＲ 的灵敏度试验(Ａ)及标准曲线的建立(Ｂ)
Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ (Ａ) ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ (Ｂ) ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ ｆｏｒ Ａ. ｔｒｉｔｉｃｉｎａ

表 ２　 小麦叶疫实时荧光 ＰＣＲ 重复性试验结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴａｑＭａｎ ＭＧＢ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ａ. ｔｒｉｔｉｃｉｎａ

重复组
Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ

ＤＮＡ 浓度
ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

/ (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 ２０.００ ２２.４７ ２２.５３ ２２.５９ ２２.５３ ０.０５ ０.２２
２.００ ２６.６３ ２６.６４ ２６.７４ ２６.６７ ０.０５ ０.１９
０.２０ ３０.５８ ３０.９４ ３０.９１ ３０.８１ ０.１６ ０.５３
０.０２ ３３.８８ ３４.０２ ３４.２２ ３４.０４ ０.１４ ０.４１

组间 Ｉｎｔｅｒ￣ｇｒｏｕｐ ２０.００ ２２.４４ ２２.４４ ２２.５５ ２２.４８ ０.０５ ０.２３
２.００ ２６.６０ ２６.４２ ２６.６７ ２６.５６ ０.１１ ０.４０
０.２０ ３０.５５ ３０.９６ ３０.９５ ３０.８２ ０.１９ ０.６２
０.０２ ３３.７４ ３３.４５ ３３.１６ ３３.４５ ０.２４ ０.７１

３　 讨论
链格孢属真菌 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ.是一类丝状子囊

菌ꎬ可营寄生、内生或腐生生活( Ｔｈｏｍｍａꎬ２００３)ꎮ
链格孢属的分类鉴定主要依据形态学方法(Ａｒｍｉｔ￣
ａｇｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 链格孢属可分为 ２ 类:第一类可

产大孢子ꎬ由于其独特的形态和稳定的寄主范围ꎬ
较易鉴定(Ｐｅｅｖｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎻ第二类可产小孢子ꎬ

种类鉴定相对困难(Ｐｒｙｏｒ ＆ Ｇｉｌｂｅｒｔｓｏｎꎬ２０００)ꎮ 由

于其形态特性易受环境条件影响ꎬ如营养条件、ｐＨ、
温度、光照等多种因素ꎬ使得链格孢属下种的描述

及分类鉴定非常困难ꎬ特别是对短喙或无喙的小孢

子种ꎬ对操作人员的专业素养要求较高(冯中红和

孙广宇ꎬ２０２０)ꎮ
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图 ５　 小麦样品中小麦叶疫病菌的检测
Ｆｉｇ.５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａ. ｔｒｉｔｉｃｉｎａ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｓａｍｐｌｅｓ

小麦叶疫病菌属于小孢子类中的 Ｉｎｆｅｃｔｏｒｉａｅ 分

支ꎬ目前该分支物种的有性态尚未被发现(Ｐｒｙｏｒ ＆
Ｇｉｌｂｅｒｔｓｏｎꎬ２０００)ꎮ 早期ꎬ对该病菌鉴定与其他链格

孢属物种类似ꎬ主要采用形态学方法(商鸿生等ꎬ
２０００ꎻ Ｋｈｕｄｈａｉｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ Ｐｅｅｖｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎮ
近年来ꎬＤＮＡ 序列分析技术在链格孢属的系统发育

分析和种类鉴定中被广泛应用ꎬ如核糖体内源转录

间隔区 ( ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒꎬ ＩＴＳ) (王洪凯

等ꎬ２００１)、微管蛋白基因(β￣ｔｕｂｕｌｉｎꎬＴＵＢ) (Ｐｅｅｖｅｒ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)、肌动蛋白( ａｃｔｉｎꎬＡＣＴ) ( Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)、组蛋白基因( ｈｉｓｔｏｎｅꎬ ＨＩＳ) 等(岳海梅等ꎬ
２０１０ꎻ 张荣等ꎬ２００９ꎻ Ａｒｍｉｔａｇｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 这些基因片段在链格孢属物种种类划

分中发挥了一定作用ꎬ但也有一定局限性ꎮ 尽管

ＩＴＳ 序列在真菌中被普遍使用ꎬ并被推荐作为真菌

的 ＤＮＡ 条形码ꎬ但该片段对链格孢属中的物种ꎬ特
别对小孢子类群种类无法进行有效区分ꎬ同时线粒

体大亚基核糖体 ＲＮＡ 基因(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｌａｒｇｅ ｓｕｂ￣
ｕｎｉｔ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡꎬ ｍｔ ＬＳＵ ｒＲＮＡ)、线粒体小亚基

核糖体 ＲＮＡ 基因(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｍａｌｌ ｓｕｂｕｎｉｔ ｒＲＮＡ
ｇｅｎｅꎬ ｍｔＳＳＵ)、链格孢过敏原基因( ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｍａｊｏｒ
ａｌｌｅｒｇｅｎ １ꎬ Ａｌｔ ａ１)、 甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶基因

( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓꎬ ＧＡＰＤＨ)
和质膜 ＡＴＰ 酶(ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ＡＴＰａｓｅꎬ ＡＴＰ)等
基因片段在小孢子链格孢中种间差异很小甚至无

差异(王洪凯等ꎬ２００１ꎻ Ｓｏｍｍａ ｅｔ ａｌꎬ２０１９)ꎮ 翻译延

伸因子片段被广泛用于真菌系统发育研究ꎬ具有适

度的种内保守性和种间多态性ꎬ适合种特异性检测

(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９３)ꎮ 特别是在链格孢属种类划分

方面ꎬ具有良好的区分效果ꎬ被广泛应用于链格孢

属内物种鉴定和快速检测方面 (许然等ꎬ ２０２５ꎻ
Ｐａｔｅｌ ＆ Ｚｈａｎｇꎬ２０１７ꎻ Ｙｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２３)ꎮ

为确保小麦叶疫病菌检测所用引物和探针的

特异性ꎬ本研究根据小麦叶疫病菌模式分离物 ＣＢＳ
７６３.８４ (登录号:ＭＺ０７３９６０)及其近似种的翻译延

长因子序列差异ꎬ设计并合成了一对特异性引物和

一条 ＭＧＢ 探针ꎮ 由特异性试验结果可知ꎬ所设计

引物与探针的特异性较强ꎬ能够有效区分小麦叶疫

病菌及其近似种ꎮ 同时ꎬ由于 ＴａｑＭａｎ ＭＧＢ 探针 ３′
端有小沟结合分子(ｍｉｎｏｒ ｇｒｏｏｖｅ ｂｉｎｄｅｒꎬ ＭＧＢ)ꎬ相
对于 ＴａｑＭａｎ 探针来说ꎬＴａｑＭａｎ￣ＭＧＢ 探针提高了

的退火温度ꎬ缩短了探针长度ꎬ能够分辨一个碱基

的差异ꎬ因此保证了特异性ꎮ 灵敏度试验研究表

明ꎬ本检测方法在 １０ μＬ 反应体系中ꎬＤＮＡ 含量最

低检测限为 ２０ ｐｇꎬ与以往针对其他植物病原真菌

该靶标片段的检测灵敏度相当(郭立新等ꎬ２０２０ꎻ
吕燕等ꎬ２０２２)ꎬ低于针对其他植物病原真菌采用

ＩＴＳ 片段作为靶标序列的检测方法灵敏度(段维军

等ꎬ２０２１)ꎮ 这可能是由于 ＩＴＳ 片段位于核糖体

ＲＮＡ 基因中ꎬ是真核生物基因组中高度重复的多拷

贝区域(Ｓｍｉｔｈ ＆ Ｓｍｉｔｈꎬ２００２)ꎮ 而 ＥＦ 基因属于单

拷贝或低拷贝的蛋白质编码基因(通常每个单倍体

基因组仅 １ ~ ２ 个拷贝) (Ｃｏｌｔｈｕｒｓｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９２)ꎬ导
致检测灵敏度较低ꎮ

重复性试验结果表明ꎬ不同浓度 ＤＮＡ 样品检

测中ꎬＣｔ 值波动较小ꎬ稳定性较高ꎬ组内重复与组间

重复的 ＣＶ 值均小于 １％ꎬ高稳定性为检测低浓度

样品提供了保障ꎮ 本研究根据灵敏度试验结果计

算获得的标准曲线斜率为－３.９２ꎬ接近理想值[理想

的 ＰＣＲ 扩增效率下ꎬ斜率应为－ ３. ３２ (Ｈｉｇｕｃｈｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９２)]ꎬ表明扩增效率良好ꎮ 高效的扩增意味

着即使是极微量的 ＤＮＡ 模板ꎬ也能在较少的循环

次数内被扩增到可检测水平ꎬ从而实现高灵敏度检

测ꎮ 另一方面ꎬ相关系数 Ｒ２ ＝ ０.９９６ ３ꎬ接近于 １ꎬ说
明 ＤＮＡ 浓度与 Ｃｔ 值之间呈现高度的线性关系ꎮ
重复性试验保证了在低浓度样品检测时结果的可

靠性ꎬ而标准曲线则从定量关系上展示了检测方法

对低浓度样品的有效检测能力ꎮ
小麦叶疫病菌可随着带菌种子和病残体进行
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远距离传播(严进和吴品珊ꎬ２０１３)ꎬ带菌种子是远

距离传播的主要载体(Ｄａｓｈ ＆ Ｎａｒａｉｎꎬ１９８９)ꎬ田间

发病的初侵染源主要来自带菌种子和土壤中的病

残体(Ｍａｔｈｕｒ ＆ Ｃｕｎｆｅｒꎬ１９９３)ꎮ 为考察本研究所建

立方法在携带该病菌的小麦种子上检测效果ꎬ本研

究模拟制备了携带小麦叶疫病菌的小麦样品ꎮ 试

验结果表明ꎬ采用本研究所建立方法能有效自携带

有不同含量的小麦叶疫病菌小麦种子样品中检出

该病菌ꎮ
本研究利用 ＴａｑＭａｎ￣ＭＧＢ 探针ꎬ建立并优化了

小麦叶疫病菌的实时荧光 ＰＣＲ 快速检测体系(引
物最佳浓度为 ０.７ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ探针最佳浓度为 ０.９
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ在 １０ μＬ 反应体系中ꎬＤＮＡ 含量最低

检测限达 ２０ ｐｇꎬ可靠性和稳定性良好ꎬ为该病菌的

后续鉴定检测和防控工作提供了参考ꎮ
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ＦＩＧＵＥＲＯＡ Ｍꎬ ＨＡＭＭＯＮＤ￣ＫＯＳＡＣＫ Ｋ Ｅꎬ ＳＯＬＯＭＯＮ Ｐ Ｓꎬ
２０１８. Ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｄｉｓｅａｓｅｓ—Ａ ｆｉｅｌｄ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ. Ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ １９(６): １５２３－１５３６.

ＧＯＲ′ＫＯＶＥＮＫＯ Ｖ Ｓꎬ ２００１. Ｃａｕｓａｌ ａｇｅｎｔｓ ｏｆ ｌｅａｆ ｓｐｏｔ ｏｆ ｗｉｎ￣
ｔｅｒ ｗｈｅａｔ. Ｚａｓｈｃｈｉｔａ ｉ Ｋａｒａｎｔｉｎ Ｒａｓｔｅｎｉｉꎬ ５: ３３.

ＨＩＧＵＣＨＩ Ｒꎬ ＤＯＬＬＩＮＧＥＲ Ｇꎬ ＷＡＬＳＨ Ｐ Ｓꎬ ＧＲＩＦＦＩＴＨ Ｒꎬ
１９９２. Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. Ｂｉｏ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ １０(４): ４１３－４１７.

ＫＨＵＤＨＡＩＲ Ｍ Ｗꎬ ＡＢＯＵＤ Ｈ Ｍꎬ ＤＨＥＹＡＢ Ｎ Ｓꎬ ＳＨＢＡＲ Ａ Ｋꎬ

􀅰１０１􀅰　 第 １ 期 吕友红等: 基于 ＴａｑＭａｎ￣ＭＧＢ 探针的小麦叶疫病菌快速检测方法



ＫＨＡＬＡＦ Ｈ Ｓꎬ ２０１４. Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｒｅｃｏｒｄ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｒｉｔｉｃｉｎａ
ｔｈｅ ｃａｕｓａｔｉｖｅ ａｇｅｎｔ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｌｅａｆ ｂｌｉｇｈｔ ｉｎ ｗｈｅａｔ ａｎｄ ｂａｒ￣
ｌｅｙ ｉｎ Ｉｒａｑ. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ３(３):
１３３－１３８.

ＬＡＷＲＥＮＣＥ Ｄ Ｐꎬ ＧＡＮＮＩＢＡＬ Ｐ Ｂꎬ ＰＥＥＶＥＲ Ｔ Ｌꎬ ＰＲＹＯＲ Ｂ
Ｍꎬ ２０１３. Ｔｈｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ: ｆｏｒｍａｌｉｚｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ￣
ｇｒｏｕｐ ｃｏｎｃｅｐｔｓ. Ｍｙｃｏｌｏｇｉａꎬ １０５(３): ５３０－５４６.

ＬＯＧＲＩＥＣＯ Ａꎬ ＢＯＴＴＡＬＩＣＯ Ａꎬ ＳＯＬＦＲＩＺＺＯ Ｍꎬ ＭＵＬＥ Ｇꎬ
１９９０. Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｇｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｍｅｄｉｔｅｒ￣
ｒａｎｅａｎ ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ. Ｍｙ￣
ｃｏｌｏｇｉａꎬ ８２(４): ５０１－５０５.

ＭＡＳＩＥＬＬＯ Ｍꎬ ＳＯＭＭＡ Ｓꎬ ＳＵＳＣＡ Ａꎬ ＧＨＩＯＮＮＡ Ｖꎬ ＬＯ￣
ＧＲＩＥＣＯ Ａ Ｆꎬ ＦＲＡＮＺＯＮＩ Ｍꎬ ＲＡＶＡＧＬＩＡ Ｓꎬ ＧＩＵＳＥＰＰＥ
Ｍꎬ ＡＮＴＯＮＩＯ Ｍꎬ ２０２０. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｙｃｏ￣
ｔｏｘｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ ｏｎ ｄｕｒｕｍ
ｗｈｅａｔꎬ ｓｈｏｗｉｎｇ ｂｌａｃｋ ｐｏｉｎｔ ｓｙｍｐｔｏｍｓ. Ｔｏｘｉｎｓꎬ １２(４): １－２０.

ＭＡＴＨＵＲ Ｓ Ｂꎬ ＣＵＮＦＥＲ Ｂ Ｍꎬ １９９３. Ｓｅｅｄ￣ｂｏｒｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ
ｓｅｅｄ ｈｅａｌｔｈ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ ｗｈｅａｔꎬ １９９３. Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ: Ｄａｎｉｓｈ
Ｇｏｖｔꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｓｅｅｄ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｆｏｒ Ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ Ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ.

ＭＥＲＣＡＤＯ Ｖ Ｄꎬ ＲＥＮＡＲＤ Ｍ Ｅꎬ ＤＵＶＥＩＬＬＥＲ Ｅꎬ ＭＡＲＡＩＴＥ
Ｈꎬ ２００６. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐｐ. ｏｎ ｗｈｅａｔ ｂｙ ｐａｔｈ￣
ｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ５５(４):
４８５－４９３.

ÖＺÇＥＬＩＫ Ｎꎬ ÖＺÇＥＬＩＫ Ｓꎬ １９９７. Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｓｏｍｅ ｆａｃｔｏｒｓ
ａｎｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ￣ｔｏｘｉｎｓ ｂｙ
ｔｈｉｎ ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｕｒｋｉｓｈ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉ￣
ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙꎬ ２１(１): １－５ꎬ ３１.

ＰＡＲＫ Ｍ Ｓꎬ ＲＯＭＡＮＯＳＫＩ Ｃ Ｅꎬ ＰＲＹＯＲ Ｂ Ｍꎬ ２００８. Ａ ｒｅ￣ｅｘ￣
ａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃａｕｓａｌ
ａｇｅｎｔｓ ｏｆ ｃａｒｒｏｔ ｂｌａｃｋ ｒｏｔꎬ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｒａｄｉｃｉｎａ ａｎｄ Ａ. ｃａｒｏｔｉ￣
ｉｎｃｕｌｔａｅ. Ｍｙｃｏｌｏｇｉａꎬ １００(３): ５１１－５２７.

ＰＡＴＥＬ Ｊ Ｓꎬ ＺＨＡＮＧ Ｓꎬ ２０１７. Ｆｉｒｓｔｒｅｐｏｒｔ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｂｌｉｇｈｔ ｏｆ
Ｐｉｔａｈａｙａ (Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ ｕｎｄａｔｕｓ) ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ. ｉｎ
Ｓｏｕｔｈ Ｆｌｏｒｉｄａ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ. Ｐｌａｎｔ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ １０１: １０４６.

ＰＥＥＶＥＲ Ｔ Ｌꎬ ＳＵ Ｇꎬ ＣＡＲＰＥＮＴＥＲ￣ＢＯＧＧＳ Ｌꎬ ＴＩＭＭＥＲ Ｌ
Ｗꎬ ２００４. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ ｏｆ ｃｉｔｒｕｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ａｌｔｅｒｎａ￣
ｒｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｍｙｃｏｌｏｇｉａꎬ ９６(１): １１９－１３４.

ＰＥＲＥＬＬÓ Ａ Ｅꎬ ＳＩＳＴＥＲＮＡ Ｍ Ｎꎬ ２００５. Ｌｅａｆ ｂｌｉｇｈｔ ｏｆ ｗｈｅａｔ
ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｒｉｔｉｃｉｎａ ｉｎ Ａｒｇｅｎｔｉｎａ. Ｎｅｗ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｒｅ￣
ｐｏｒｔｓꎬ １１(２４): ２００５－２０３５.

ＰＲＡＢＨＵ Ａ Ｓꎬ ＰＲＡＳＡＤＡ Ｒꎬ １９６６. Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｅｐｉｄｅｍｉ￣
ｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｌｅａｆ ｂｌｉｇｈｔ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｔｒｉｔｉｃｉｎａ. Ｉｎｄｉａｎ Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ １９(２): ９５－１１２.

ＰＲＡＢＨＵ Ａꎬ ＳＩＮＧＨ Ａꎬ １９７４. Ａｐｐｒａｉｓａｌ ｏｆ ｙｉｅｌｄ ｌｏｓｓ ｉｎ ｗｈｅａｔ
ｄｕｅ ｔｏ ｆｏｌｉａｇｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｒｉｔｉｃｉｎａ ａｎｄ Ｈｅｌ￣
ｍｉｎｔｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ. Ｉｎｄｉａｎ Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｌｏｇｙꎬ ２８: ６３２－６３４.

ＰＲＡＳＡＤＡ Ｒꎬ ＰＲＡＢＨＵ Ａ Ｓꎬ １９６２. Ｌｅａｆ ｂｌｉｇｈｔ ｏｆ ｗｈｅａｔ
ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ａ ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ. Ｉｎｄｉａｎ Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏ￣
ｇｙꎬ １５: ２９２－２９３.

ＰＲＹＯＲ Ｂ Ｍꎬ ＧＩＬＢＥＲＴＳＯＮ Ｒ Ｌꎬ ２０００. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｈｙｌｏｇｅ￣
ｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇｓｔ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ
ｆｕｎｇｉ ｂａｓｅｄ ｕｐｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ＩＴＳ ａｎｄ ｍｔ ＳＳＵ ｒＤＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. Ｍｙｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ １０４(１１): １３１２－１３２１.

ＲＡＳＨＩＤ Ａ Ｂꎬ ＭＥＡＨ Ｍ Ｂꎬ ＪＡＬＡＬＵＤＤＩＮ Ｍꎬ ＲＡＺＺＡＱＵＥ Ａ
Ｈ Ｍꎬ １９８５. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｎｄ ｓｕｌｐｈｕｒ ｆｅｒ￣
ｔｉｌｉｚｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａꎬ ｄｒｅｃｈｓｌｅｒａ
ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｅａｆ ｂｌｉｇｈｔｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ. Ｂａｎｇｌａｄｅｓｈ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ １(１): ３３－３９.

ＲＡＵＴ Ｊ Ｇꎬ ＧＵＬＤＨＥ Ｓ Ｍꎬ ＷＡＮＧＩＫＡＲ Ｐ Ｄꎬ １９８３. Ｓｅｅｄ￣
ｂｏｒｎｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｒｉｔｉｃｉｎａ ｉｎ ｗｈｅａｔ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｎｔｒｏｌ.
Ｉｎｄｉａｎ Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ３６(３): ２７４－２７７.

ＳＭＩＴＨ Ｓ Ｅꎬ ＳＭＩＴＨ Ｆ Ａꎬ ２００２. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｓ. Ｂｅｒｌｉｎ: Ｓｐｒｉｎｇｅｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｂｕｓｉｎｅｓｓ Ｍｅｄｉａ.

ＳＯＭＭＡ Ｓꎬ ＡＭＡＴＵＬＬＩ Ｍ Ｔꎬ ＭＡＳＩＥＬＬＯ Ｍꎬ ＭＯＲＥＴＴＩ Ａꎬ
ＬＯＧＲＩＥＣＯ Ａ Ｆꎬ ２０１９. Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｔｏ ｗｈｅａｔ
ｂｌａｃｋ ｐｏｉｎｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｐｐｒｏａｃｈ.
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２９３: ３４－４３.

ＴＨＯＭＭＡ Ｂ Ｐ Ｈ Ｊꎬ ２００３. Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐｐ.: ｆｒｏｍ ｇｅｎｅｒａｌ ｓａｐｒｏ￣
ｐｈｙｔｅ ｔｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｒａｓｉｔｅ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ４
(４): ２２５－２３６.

ＴＨＯＲＮＴＯＮ Ｓꎬ ＡＮＡＮＤ Ｎꎬ ＰＵＲＣＥＬＬ Ｄꎬ ＬＥＥ Ｊꎬ ２００３. Ｎｏｔ
ｊｕｓｔ ｆｏｒ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ: ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃ￣
ｔｏｒｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ８１(９): ５３６－５４８.

ＷＡＬＬＥＲ Ｊ Ｍꎬ １９８１. Ｔｈｅ ｒｅｃｅｎｔ ｓｐｒｅａｄ ｏｆ ｓｏｍｅ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｐｌａｎｔ
ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｐｅｓｔ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔꎬ ２７(３): ３６０－３６２.

ＷＡＮＧ Ｔꎬ ＺＨＡＯ Ｊꎬ ＳＵＮ Ｐꎬ ＷＵ Ｘꎬ ２０１４. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌ￣
ｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｅａｆ ｂｌｉｇｈｔ ｏｆ ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ ｉｎ Ｃｈｉ￣
ｎａ. Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ １４０(２): ３０１－３１５.

ＸＵＥ Ｆꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｇꎬ ２００７. Ｕｌｏｃｌａｄｉｕｍ ｃａｐｓｉｃｕｍａꎬ ａ ｎｅｗ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｈｙｌｏｇｅ￣
ｎｅｔｉｃ ｄａｔａ. Ｓｙｄｏｗｉａꎬ ５９(１): １６１－１７８.

ＹＡＮＧ Ｗ Ａꎬ ＢＵＲＫＨＡＲＴ Ｗꎬ ＣＡＶＡＬＬＩＵＳ Ｊꎬ ＭＥＲＲＩＣＫ Ｗ
Ｃꎬ ＢＯＳＳ Ｗ Ｆꎬ １９９３. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ４￣ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｉｎ ｃａｒｒｏｔ ｃｅｌｌｓ. Ｊｏｕｒ￣
ｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２６８(１): ３９２ －３９８.

ＹＩＮ Ｆ Ｑꎬ ＭＡ Ｗ Ｌꎬ ＤＡＮ Ｙ Ｒꎬ ＴＡＮＧ Ｚ Ｘꎬ ＳＯＮＧ Ｚꎬ ＸＵ Ｑꎬ
ＬＩＵ Ｍꎬ ２０２３. Ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｂｕｒｎｓｉｉ ｃａｕｓｉｎｇ ｌｅａｆ ｓｐｏｔ
ｏｎ Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ ｉｎ Ｃｈｉｎａ. Ｐｌａｎｔ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ ２６８(１): ３２９－３９８.

(责任编辑:郭莹)　 　

􀅰２０１􀅰 生物安全学报(中英文)　 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｓａｆｅｔｙ 第 ３５ 卷　


