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检疫性柑橘冬生疫霉和丁香疫霉
的三重PCR同步检测①
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摘要:全世界危害柑橘的疫霉有１４种,其中冬生疫霉Phytophthorahibernalis和丁香疫霉Phytophthorasyringae
为我国规定禁止进境的两种检疫性柑橘真菌病害,目前尚未见有此两种病原菌的同步分子检测报道．该研究根据

１４种柑橘疫霉的１８SrRNA,ITS,heatshockprotein９０(HSP９０)等基因分别设计了疫霉属的通用引物和此两种检

疫性疫霉的特异引物,通过进行反应体系优化,建立了同时检测柑橘上两种检疫性疫霉的特异三重PCR检测方法,

并进行了灵敏度试验．用１５个柑橘疫霉菌株与甜橙的混合 DNA 做模板进行模拟带菌试验,结果表明该三重 PCR
分子检测能实现两种检疫性疫霉菌的同步特异检测,这两种检疫性柑橘疫霉提供了特异、可靠、便捷、适于口岸应

用的检测方法,可有效促进柑橘类水果的快速通关．
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柑橘属CitrusL常称柑橘,包括柠檬CitruslimonL、脐橙CitrussinensisOsbeck、葡萄柚Citrus
paradisiMacf等,是世界第一大果树品种．全世界有１３５个国家和地区生产柑橘,其种植面积和产量均居

首位[１]．近年来我国进口大量柑橘属水果,２０１３年仅鲜橙、柚和柑桔３种水果进口量就达１１９万t,主要

来自美国、澳大利亚等疫霉多发区,大量而频繁的柑橘水果交易,增大了检疫性有害生物入侵的风险．
疫霉属Phytophthoraspp真菌是柑橘属果树上一类非常重要的病害,常多种疫霉侵染同株果树,复合

侵染现象十分严重．据报道,全世界危害柑橘的疫霉有１４种[２－７],不同国家或地区,不同柑橘种类寄生的

疫霉种类也不同．冬生疫霉和丁香疫霉侵染柑橘引起的疫病是毁灭性病害,为我国禁止进境的植物检疫性

病原菌[６－７],在我国尚未发生．冬生疫霉是在澳大利亚西部的柑橘果实上被首次发现的[８],随后在美国、法

国等多个国家和地区均有报道[９]．该病害可导致柑橘果实褐腐,叶部和小枝呈枯萎状,受害果实味苦、具腐

臭味．２０１１年,天津市检验检疫局首次在美国脐橙上截获丁香疫霉[１０],该病菌可危害柑橘的所有生长阶

段,与其他疫霉复合作用导致果腐(brownrotoffruit)、根腐(rootrot)、树干基部的脚腐(footrot)、果实

和枝干的流胶病(gummosisofCitrus)等,受感染的植株长势衰弱,出现茎枯,叶片褪绿萎蔫,严重时整株

死亡,使果实产量减少和品质下降[１１]．
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目前常规检疫方法是依据病原菌形态特征、生物学特性等的差异[３－４]来鉴定．张海峰等[６]、MonteneＧ

gro等[１２]通过ITS序列分析,建立了冬生疫霉的快速分子检测方法,但至今并未建立同时检测柑橘属上冬

生疫霉和丁香疫霉的分子生物学方法．本文以此两种检疫性真菌病害及其他侵染柑橘属的疫霉为研究对

象,分析其１８SrRNA序列,设计通用引物;并分别根据其ITS和 HSP９０基因序列,设计冬生疫霉和丁香

疫霉的特异引物,建立柑橘属水果上冬生疫霉和丁香疫霉菌丝基因组DNA的三重PCR检测方法;考查其

检测灵敏度并模拟了带菌检测．

１　材料与方法

１１　材料与试剂

１１１　实验材料

本研究收集了世界上危害柑橘的所有不同疫霉,共１５个菌株,分别来自美国、澳大利亚、以色列、中

国,其中２株(编号２,３)菌为来自不同国家的丁香疫霉(表１)．
表１　供试柑橘疫霉代码、学名、寄主及来源

序号 代　码 拉　丁　名 寄　　　主 收集年份 来　源

１ ATCC５６３５３ Phytophthorahibernalis Citrussinensis ２０１３ Australia
２ ATCC３４００２ Phytophthorasyringae Citruslimon ２０１３ USA
３ Ljf２０１２Ｇ４ Phytophthorasyringae Citrusparadisi ２０１３ Israel
４ Ljf２０１１Ｇ９ Phytophthoracitrophthora CitrusreticulateBlanco ２０１３ Australia
５ ACCC３６２８２ Phytophthoracitricola Citrussp ２０１３ China
６ CaiqzＧzk３ Phytophthoranicotianae Trachycarpusfortunei ２０１３ China
７ CaiqzＧzk１ Phytophthorapalmivora Quercuspalustris ２０１３ China
８ ACCC３６２８４ Phytophthoracinnamomi Vanillafragrans ２０１３ China
９ ACCC３６１５３ Phytophthoraparasitica Nicotianatabacum ２０１３ China
１０ CaiqzＧzk２ Phytophthoracapsic Capsicumannuum ２０１３ China
１１ CBS１１３５８９ Phytophthoracactorum Maluspumila ２０１３ USA
１２ CBS２９２３５ Phytophthoradrechsleri Betavulgaris ２０１３ USA
１３ ATCC６６６３５ Phytophthoraarecae Citrussp ２０１３ USA
１４ ATCC３２９９６ Phytophthoramegasperma Medicagosativa ２０１３ USA
１５ ZM Phytophthoraboehmeriae Boehmerianivea ２０１３ Australia

１１２　引物及试剂

采用 MEGA４０比对GenBank公布的柑橘属上１４种疫霉菌的１８SrRNA基因序列,在其保守区设计

疫霉属的通用引物１８SUF/１８SUR;采用真菌rDNA内转录间隔区的通用引物ITS４/ITS５[１３]对１５株疫霉

菌扩增测序,根据序列差异位点设计冬生疫霉的特异性引物PHSF/PHSR;以樟疫霉的热激蛋白 HSP９０
基因(EU０７９７６０)设计引物 HSPF/HSPR,用于扩增供试真菌材料 HSP９０基因,根据其 HSP９０基因序列

差异设计丁香疫霉的特异性引物PSSF/PSSR．引物设计采用PrimerPremier５引物软件,由上海英骏生物

技术有限公司合成(表２);PCR扩增相关试剂为大连宝生物(TaKaRa)工程公司产品,DNA 提取试剂盒为

美国 QIAGEN公司生产的DNeasyPlantMiniKit．
１２　试验方法

１２１　菌丝 DNA 提取

采用DNA提取试剂盒所示方法提取菌丝DNA,并将菌丝DNA溶于１００μL１×TE缓冲液中,其余菌

丝DNA置于－７０℃保存．
１２２　１８SrRNA,ITS和 HSP９０的PCR扩增测序及特异引物的设计和验证

对１５个菌株菌丝基因组 DNA 进行通用引物１８SUF/１８SUR、扩增,反应体系为３０μL,包含１０×

Buffer３０μL(其中含终浓度为１５mmol/L的 MgCl２);２５mmol/LdNTPs２０μL;１０μmol/L引物
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１８SUF/１８SUR各为０２μL;０３μLTaqDNA聚合酶(５U/μL);DNA模板１０μL(约２０ng),加双蒸水

至３０μL,以双蒸水为模板作为阴性对照．反应程序:９４℃预变性４min;９４℃变性３０s,６３℃复性２０s,

７２℃延伸４５s,３５个循环;７２℃延伸７min．２％琼脂糖凝胶电泳,EB染色并成像观察,对各产物测序并

进行序列比对分析．
表２　本研究使用的引物序列

扩增基因 引物 序列５′Ｇ３′
长度/

nt

退火温度/

℃

预期产物大小/

bp
１８SrRNA １８SUF CGCGGTAATTCCAGCTCCAATAAGA ２２ ６３ ８８２

１８SUR ACATCTAAGGGCATCACAGACC ２５

ITS ITS４ TCCTCCGCTTATTGATATGC ２０ ５８ ８３０
ITS５ GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ２２

PHSF CTTTGCTCGAAAAGCATAATGGAA ２４ ６３ ２３２
PHSR CCACTCTACTTCACACAACATCCT ２４

HSP９０ HSPF GTGAAGAAGCACTCGGAGTT ２０ ６０ ８９２
HSPR CCTTCTTCTTGAGCTTCTCAATG ２３

PSSF AGGAGGAAGGCGAGAAGGCC ２０ ６３ ６８３
PSSR GTAGTAGATGCCGGGCTGCG ２０

　　对１５个菌株菌丝基因组 DNA 进行ITS４/ITS５及 HSPF/HSPR引物扩增,除引物用量各为１０μL
外,其余参数同上;反应程序除退火温度不同外,其余条件均相同．２％琼脂糖凝胶电泳,EB染色并成像观

察,对各产物测序并进行序列比对分析,设计特异性引物．
对１５个菌株菌丝基因组 DNA 分别进行特异性引物PHSF/PHSR及PSSF/PSSR的扩增,反应体系

为２０μL,包含１０×Buffer２０μL(其中含终浓度为１５mmol/L的 MgCl２);２５mmol/LdNTPs２０μL;

１０μmol/L引物各为０２μL;０３μLTaqDNA聚合酶(５U/μL);DNA模板１０μL(约２０ng),加双蒸水

至２０μL,以双蒸水为模板作为阴性对照．反应程序同上．
１２３　三重PCR扩增体系的优化

在其他因素保持不变的条件下,对通用引物浓度、引物浓度组合、退火温度、退火时间４个方面进行优

化．由于通用引物１８SUF/１８SUR扩增效率较高,设置１８SUF/１８SUR的用量梯度为０１μL,０２μL,０３μL,

０４μL,０５μL,０６μL,实验结果显示０２μL的扩增效果最好,随后进行了３种引物浓度组合的５个梯度:初

浓度为１０μmol/L的１８SUF/１８SUR,PHSF/PHSR和PSSF/PSSR引物用量分别为０２μL/０２μL/０２μL;

０２μL/０４μL/０６μL;０２μL/０６μL/０８μL;０２μL/０８μL/１０μL;０２μL/１０μL/１２μL,确定引物浓

度组合后,设置退火温度梯度为:６０℃ ,６１℃ ,６２℃ ,６３℃,６４℃,６５℃,再进一步对退火时间进行优化,设

置梯度为:５s,１０s,１５s,２０s,２５s,３０s．
１２４　菌丝基因组 DNA 三重PCR检测方法的建立

利用真菌通用引物１８SUF/１８SUR和冬生疫霉及丁香疫霉的特异引物PHSF/PHSR和PSSF/PSSR扩增

１５个菌株菌丝基因组DNA,采用上述优化结果,建立扩增体系为２０μL:１０×Buffer２０μL(其中含终浓度为

１５mmol/L的 MgCl２);２５mmol/LdNTPs为２０μL;０４μLTaqDNA聚合酶(５U/μL);浓度为１０μmol/L
的引物１８SUF/１８SUR,PHSF/PHSR和PSSF/PSSR依次为０２μL/０２μL,０８μL/０８μL,１０μL/１０μL;

DNA模板１μL(约为２０ng),加双蒸水至２０μL,以冬生疫霉(ATCC３６３５３)和丁香疫霉(ATCC３４００２)
混合DNA的１８SUF/１８SUR引物扩增片段克隆质粒为阳性对照．反应程序:９４℃预变性４min;９４℃变

性３０s,６３℃复性２０s,７２℃延伸４５s,３５个循环;７２℃延伸７min,２％琼脂糖凝胶电泳,EB染色及

成像观察目的条带．
１２５　三重PCR检测灵敏度测试

将冬生疫霉和丁香疫霉菌丝体基因组DNA用紫外分光光度计进行核酸质量浓度测定,定量为２０ng/μL
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作为初始质量浓度,再进行１０倍梯度稀释,共设置６个质量浓度梯度,作为PCR扩增模板．
单重PCR反应灵敏度检测:反应体系为２０μL,包含１０×Buffer２０μL(其中含终浓度为１５mmol/L的

MgCl２);２５mmol/LdNTPs２０μL;１０μmol/L引物PHSF/PHSR和PSSF/PSSR各为１０μL;０４μLTaq
DNA聚合酶(５U/μL);DNA模板１μL(约２０ng),加双蒸水至２０μL,以双蒸水为模板作为阴性对照．反应程

序:９４℃预变性４min;９４℃变性３０s,６３℃复性３０s,７２℃延伸４５s,３５个循环;７２℃延伸７min．设置阴

性对照．２％琼脂糖凝胶电泳,EB染色并观察特定目的大小带的有无．
三重PCR反应灵敏度检测:反应体系及反应程序同上述建立的三重PCR检测方法,设置阴性对照,

２％琼脂糖凝胶电泳,EB染色并观察特定目的大小带的有无．
１２６　模拟组织带菌检测

将１５株疫霉菌菌丝(每种菌约６mg)与新鲜的甜橙组织(约１０mg)混合提取DNA,将提取的 DNA进

行三重PCR扩增,扩增体系及循环参数设置同三重PCR扩增体系,设置阴性对照,２％琼脂糖凝胶电泳,

EB染色并观察特定目的大小带的有无．

２　结果与分析

２１　１８SrRNA,ITS和HSP９０的扩增及特异引物设计

引物１８SUF/１８SUR,ITS４/ITS５和 HSPF/HSPR对１５个菌株菌丝基因组 DNA 进行扩增．结果表

明:通用引物１８SUF/１８SUR扩增所有菌株出现相同大小目的条带,１８SrRNA区域扩增片段为８８４bp．
ITS４/ITS５扩增经测序得到大小约为８３０bp的片段,不同种菌株之间大小存在差异,扩增序列经Blastn
分析均为ITS基因,且比对结果表明ITS基因能够提供足够丰富的差异位点,据此设计冬生疫霉的特异

性引物PHSR/PHSR;HSPF/HSPR扩增并经测序得到大小约为８９０bp的片段,根据差异位点设计丁香

疫霉的特异性引物PSSR/PSSR．经PCR实验验证,两对特异引物的特异性都很好(图１)．
２２　菌丝基因组DNA三重PCR检测体系的建立

经过多次条件优化,确定最佳引物组合１８SUF/１８SUR,PHSF/PHSR和 PSSF/PSSR的用量依次为

０２μL,０８μL,１０μL,最佳退火温度为６３℃;最佳退火时间为２０s．经过优化建立柑橘属上冬生疫霉和

丁香疫霉的三重PCR检测方法．
根据真菌１８SrRNA 区设计疫霉菌的通用引物１８SUF/１８SUR及自行设计的特异引物PHSF/PHSR

和PSSF/PSSR,对１５个菌株菌丝 DNA进行三重PCR扩增．结果表明引物１８SUF/１８SUR扩增阳性对照

得到８８４bp片段,可作为阳性对照(泳道P);冬生疫霉(ATCC５６３５３)三重PCR扩增产生１８S区域８８４bp
扩增片段和ITS区域２３２bp的特异片段(泳道１);丁香疫霉的２个菌株(ATCC３４００２和 Ljf２０１２Ｇ４)三重

PCR产生１８SrRNA区域８８４bp扩增片段和 HSP９０区域６８３bp特异片段(泳道２,３);柑橘属上其他１２
株疫霉菌病菌三重PCR扩增,只产生１８SrRNA区域８８４bp条带,无冬生疫霉和丁香疫霉特异引物扩增

片段(泳道４－１５);阴性对照(ddH２O)无以上条带(泳道 N)．因此,通过２％琼脂糖凝胶电泳能够明确区分

冬生疫霉和丁香疫霉以及柑橘属水果的其他疫霉菌病害(图２),从而实现柑橘属水果上冬生疫霉和丁香疫

霉的特异分子检测．
２３　三重PCR灵敏度测试

单重PCR反应灵敏度检测如图３a、图３b所示,冬生疫霉灵敏度可达０２pg/μL(图３a);丁香疫霉灵

敏度达０２ng/μL(图３b)．
三重PCR反应灵敏度检测如如图３c、图３d所示,三重PCR反应体系中,１８SUF/１８SUR扩增冬生疫霉模

板低限质量浓度为２pg/μL(图３c),扩增丁香疫霉模板低限质量浓度为２０pg/μL(图３d);PHSF/PHSR扩增

冬生疫霉模板低限质量浓度为２０pg/μL(图３c);PSSF/PSSR扩增丁香疫霉模板低限质量浓度为２ng/μL
(图３d),与单重PCR反应体系相比,冬生疫霉和丁香疫霉特异性扩增灵敏度均有所降低．
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M:２０００bpMarker;１－１５:Phibernalis,Psyringae,Psyringae,Pcitrophthora,Pcitricola,Pnicotianae,Ppalmivora,

Pcinnamomi,Pparasitica,Pcapsic,Pcactorum,Pdrechsleri,Parecae,Pmegasperma,Pboehmeriae;N:阴性对照(双

蒸水)．

图１　疫霉的通用引物及冬生疫霉和丁香疫霉的特异引物扩增

P:阳性对照;１－１５:同图１;N:阴性对照(双蒸水);M:２０００bpMarker．

图２　菌丝基因组DNA三重PCR扩增

２４　模拟带菌检测

DNA样品经３５个循环的三重PCR扩增,１５株疫霉菌菌丝与甜橙组织混合提取 DNA,以其为模板,
进行三重PCR扩增,能获得１８SrRNA区域８８４bp扩增片段、ITS区域２３２bp和 HSP９０区域６８３bp特

异片段(泳道１),而阴性对照则无相应目的片段,说明此三重PCR技术能对复合带菌的柑橘组织进行冬生

疫霉和丁香疫霉的特异分子检测(图４)．
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aＧb:冬生疫霉、丁香疫霉单重PCR灵敏度;cＧd:冬生疫霉、丁香疫霉三重PCR灵敏度．

１－６:模板量分别为２０ng,２ng,０２ng,２０pg,２pg,０２pg;７:阴性对照;M:２０００bpMarker．

图３　冬生疫霉、丁香疫霉PCR扩增的灵敏度检测

１:１５株疫霉菌与甜橙混合 DNA;N:阴性对照;

M:２０００bpMarker．

图４　混合DNA三重PCR模拟带菌检测

３　讨　论

柑橘属水果是世界最重要的水果之一,在国际农产品贸

易中占有非常重要的地位,随着柑橘属水果的大量进口,有

害生物随之传入我国的风险加大,因此急需加强对进境柑橘

上携带的有害生物快速、准确的检测鉴定,有效保护和促进

我国柑橘产业健康发展．冬生疫霉和丁香疫霉的常规生物学

检测方法是形态学鉴定[１４－１５],通过分离培养观察真菌病害菌

落、孢子囊、孢子等的形状和颜色,从而进行鉴定．由于冬生

疫霉和丁香疫霉病菌形态存在交叉重叠,卵孢子的诱激有时

需延长培养时间多至４周[１４],费力耗时,且较难准确、快速、
有效地鉴定两种病原菌,易造成漏检和误检,不能满足口岸

“快验快放”的要求．
三重PCR检测引物设计至关重要．在研究初期,本课题组对ITS,HSP９０,EF１Ｇα等多个基因序列进行

比对分析,最终选定ITS和 HSP９０两个基因设计特异性引物．由于rDNA的ITS区域在真菌种间变异度

高、在种内稳定等特点,为病原菌分子检测提供了理想的靶序列,以ITS序列分析为基础,目前已成功开

发了多种疫霉的分子检测引物[１６－１８]．本研究通过分析比对了冬生疫霉与其他柑橘疫霉的ITS序列,设计出

检测冬生疫霉的特异性引物PHSF/PHSR．通用引物采用根据１８SrRNA基因设计的１８SUF/１８SUR而非

真菌通用引物ITS４/ITS５,是由于冬生疫霉特异性引物根据ITS基因设计,与ITS４/ITS５在同一体系中发

生交叉反应,扩增出了非特异条带．
根据 Henegariu等[１９]对多重PCR反应重要参数的研究,本实验选择从通用引物质量浓度、引物质量

浓度组合、退火温度、退火时间４个方面进行优化．退火温度影响PCR体系扩增的特异性,退火时间决定

了解链是否完全,引物是多重PCR反应的关键．本文三重PCR采用通用引物１８SUF/１８SUR是根据疫霉

属１８SrRNA基因设计的,扩增效率很高,引物用量少;冬生疫霉特异引物 PHSF/PHSR和丁香疫霉特
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异引物 PSSF/PSSR特异性良好,二者分别是根据ITS和 HSP９０基因设计的,扩增不同的基因片段,
混合使用时相互作用较少;引物量比例对扩增结果影响很大,可调节引物比例达最佳化,冬生疫霉特

异引物 PHSF/PHSR比丁香疫霉特异引物PSSF/PSSR扩增片段小,故扩增效率高,在三重PCR体系

中 PHSF/PHSR比 PSSF/PSSR用量少．反应体系体积对扩增效果影响不大,进行１８SUF/１８SUR,

ITS４/ITS５和 HSPF/HSPR扩增时需要测序,反应体积为３０μL,进行特异性、三重 PCR及灵敏度实

验时不需测序,故可减小反应体积．
本研究建立的三重PCR反应体系检测灵敏度要比单重PCR反应低,单一PCR体系时,冬生疫霉检测

灵敏度达０２pg/μL,丁香疫霉检测灵敏度为０２ng/μL．三重PCR体系时,冬生疫霉检测灵敏度只能达

到２０pg/μL,比单重PCR体系降低了２个数量级;丁香疫霉只能达到２ng/μL,降低了一个数量级．三重

PCR引物之间的相互作用可能降低了PCR反应的灵敏度．
本研究建立的三重PCR检测方法,可同时检测柑橘上两种检疫性真菌冬生疫霉和丁香疫霉,引入的实

验材料包含侵染柑橘属植株的１４种疫霉菌,菌株收集齐全,建立的分子检测方法可靠性更高,多对引物扩

增片段大小相差很大,便于琼脂糖凝胶电泳观察．模拟带菌实验,可以实现对带菌水果的直接检测,全部检

测可在一天内完成,可有效促进水果的快速通关,还可进一步开发现场检测的试剂盒,进行现场快速检测．
该方法特异性强、方法简便,节约了时间和检测成本,可有效应用于出入境口岸检测及田间监测．
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SimultaneousTriplexＧPCRDetectionof
TwoQuarantineFungalPathogensofCitrus:

PhytophthorahibernalisandPhytophthorasyringae

ZHULinＧhui１,　GUOJingＧze２,　LIAOFang２,　LUOJiaＧfeng２,
HUANGGuoＧming２,　RENXueＧyi３,　LIGuanＧrong１

１SchoolofAgronomyandBiotechnology,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１６,China;

２TianjinEntryＧExitInspectionandQuarantineBureau,Tianjin３００４６１,China;

３ChongqingInstituteforFoodandDrugControl,Chongqing４０１１２１,China

Abstract:Thereare１４Phytophthorapathogenspeciesincitrusacrosstheworld,ofwhichPhibernalis
andPsyringaeareprohibitedtoenterChina．Sofarnosimultaneousmoleculardetectionofthetwo

pathogenshasbeenreported．Inthepresentstudy,universalprimersforthegenusPhytophthoraandtwo

pairsofspecificprimersforthetwoquarantinePhytophthoraspeciesweredesignedbasedonthe１８S
rRNA,ITSandheatshockprotein９０gene (HSP９０)sequencesofthe１４Phytophthora pathogens．
Throughtheoptimizationofthereactionconditions,aspecificandsimultaneoustriplexdetectionmethod
(riplexPCR)forPhibernalisandPsyringaeoncitruswasestablished,anditssensitivitywastested．
ThesimulatedcarrierdetectionbythemixedDNAtemplateofallthe１５citrusPhytophthorastrainsand
thesweetorangeprovedthatPhibernalisandPsyringaecanbedetectedbythetriplexPCRsimultaneＧ
ouslyandspecifically．Thus,theestablishedtriplexPCRisaspecificandreliablemethodtodetectthetwo

quarantinefungaldiseases,suitableforsurveillanceatfrontierports,andcanbeusedeffectivelytoproＧ
motethecustomsclearanceofcitrusfruits．
Keywords:Citrus;Phytophthorahibernalis;Phytophthorasyringae;quarantinefungus;TriplexPCR;

specificmoleculardetection
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