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摘 要：由致病疫霉菌引起的马铃薯晚疫病是马铃薯生长期和储藏期的一种毁灭性病害。PCR检测技术已成为检测晚

疫病致病菌的一种常规方法。本研究利用 9对国内外已发表的晚疫病检测引物，通过对致病疫霉菌和其他 5种常见的侵

染马铃薯的病原真菌进行 PCR检测，筛选出 Primer-4-2和 Primer-5对晚疫病菌的特异性较好，而其他 7对引物特异性较

差或不具有特异性。在对带病薯块、植株及组培苗的样品检测中，引物 Primer-4-2特异性优于 Primer-5，能够实现对不同

晚疫病样品的检测，其引物灵敏度检测为 10 pg/μL。
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Abstract：Potato late blight is a devastating disease which caused by Phytophthora infestans during the growth and
storage period. Up to now, PCR detection technology has become a routine way to detect the pathogen. In the present
study, nine detecting primers of Phytophthora infestans which have been published in China and abroad were used
to detect the specificity of Phytophthora infestans with other 5 common pathogens which also could infect potato by
PCR technology. The results showed that both Primer-4-2 and Primer-5 have a good specific to distinguish the
pathogen, and the specificity of other 7 primers was poor or not. Compared with these two primers, the specificity of
primer-4-2 was better than primer-5, and it could give a good detection on different diseased samples included tu⁃
bers, plant tissues and plantlets. The sensitivity of primer-4-2 reached to 10 pg/μL.
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马铃薯晚疫病是马铃薯生产上具有毁灭性危

害的一种世界性病害 [1]，每年给全球的马铃薯生

产造成巨大经济损失 [2]。其病原致病疫霉菌 [Phy⁃
tophthora infestans(Mont.)de Bary]通过孢子侵染不

仅可以引起生长季马铃薯植株茎叶萎蔫、枯死，

而且还能潜存于块茎中引起腐烂，成为次年晚疫

病发生的主要初侵染源 [3]。自 1840年该病造成爱

尔兰大饥荒以来 [4]，对马铃薯晚疫病的研究一直

是国内外学者关注的焦点和热点。近年来，随着

对晚疫病菌表现型和基因型研究的更加深入，
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致病疫霉菌 A2交配型在世界各国被陆续发现是

马铃薯晚疫病再度频繁发生和流行的主因 [5]，并

再次引起了国际社会的极大关注 [6]。

随着致病疫霉菌的群体结构日趋复杂，其在

马铃薯生产上造成的危害也日益严重。其不仅在

生长季节造成危害，在储藏期引发的贸易纠纷也

日趋频繁，其原因可能是感病薯块初期无明显症

状而往往被当做健康薯进行储藏，但在库房温湿

度条件适宜时导致晚疫病发生，并通过薯块伤口

扩大侵染，使薯块表现出干腐、湿腐、软腐等复合

侵染病症。对于这种样品，单单使用目测、镜检

等传统的形态学方法很难进行区分，因此，在生

产上急需一种快速、准确的晚疫病检测方法。目

前，基于真菌 rDNA中 ITS区的特殊性 [7]，检测真菌

的 rDNA-ITS已经成为一种广泛应用的病害检测

技术。在马铃薯晚疫病检测方面，关于常规 PCR、
nest PCR、RT-qPCR等技术的应用相关报道较多，
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但由于在检测对象、检测范围、准确性以及灵敏

度方面各有不同，且其中部分方法对仪器设备、

操作技术要求较高，使得马铃薯生产者很难真正

将相关技术应用于晚疫病检测环节中。因此，为

了充分发挥 PCR技术在病害检测中的重要作用，

解决马铃薯生产者实际需求，本研究在查阅国内

外相关文献基础上，通过比较常规 PCR方法，对

收集的 9对马铃薯晚疫病检测引物进行筛选，并

应用最佳引物用于不同样品状态的晚疫病病原检

测，以期建立一套经济成本低、检测效果好且易

于推广应用的检测方法，从而为我国马铃薯生产

中晚疫病的预测防控提供指导。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试样品：供试马铃薯晚疫病样品于 2013年
采自黑龙江省马铃薯主要生产田。用消毒小刀在

健康薯块上切一小口，然后将病叶的单个病斑剪

下并夹入薯块中，再用吸水纸和线绳包扎好后放

入纸袋中带回实验室。具体信息见表 1。
供试菌株：对表 1中列出的 29份马铃薯晚疫

病叶片样品的病原致病疫霉菌（Phytophthora in⁃
festans）进行常规分离纯化后，采用单孢分离法于

18℃下黑麦培养基中避光培养，备用 [8]。

对照菌株：选用马铃薯生产中主要的病原真

菌作为对照菌株。包括引起溃疡病的立枯丝核菌

（Rhizoctonia solani），引起早疫病的茄链格孢菌

（Alternaria solani），引起干腐病的接骨木镰刀菌

（Fusarium sambucinum）、燕麦镰刀菌（Fusarium av⁃
enaceum）及茄镰孢蓝色变种镰刀菌（Fusarium so⁃
lani var. coeruleum）。以上菌株为本实验室保存的

菌株，使用时用 PDA培养基活化。

1.2 供试引物

通过查阅国内外文献，收集马铃薯晚疫病检

测引物 9对，具体见表 2。

表 1 马铃薯晚疫病检测样品信息表

样品类型

叶片

块茎

带病组培苗

数量

5
4
7
5
4
4
6
2
4
4
5
3
11

采集时间

2013年 6月
2013年 6月
2013年 7月
2013年 7月
2013年 7月
2013年 7月
2013年 10月
2013年 10月
2013年 10月
2013年 10月
2013年 10月
2013年 10月
2014年 1月

地点

呼兰庆平村

肇东五里明

克山农场

克山农场

呼兰庆平村

肇东五里明

哈尔滨

品种

Favorita
克新-13
Favorita
克新-13
Favorita

尤金-885
Favorita
克新-13
Favorita

尤金-885
Favorita

尤金-885
Favorita

症状描述

叶缘具有明显褐色水浸状病斑，且叶背有白色霉层

的带病叶片

具有典型晚疫病症状的薯块和具有复合侵染症状

的薯块

接种晚疫病菌组培苗 1周后未表现出症状的叶片

（有部分叶片叶缘变为红褐色）

表 2 马铃薯晚疫病菌 PCR检测引物表

名称

Primer-1-F
Primer-1-R
Primer-2-F
Primer-2-R
Primer-3-F
Primer-3-R
Primer-4-F
Primer-4-R-1
Primer-4-R-2

引物序列 (5′-3′)
AAGATGATGTTGGATGATTG
TGCCTGATTTCTACCTTCT
GAAAGGCATAGAAGGTAGA
TAACCGACCAAGTAGTAAA
GCCGCCGACATATTGAAT
CAAATCTGCGAACGAGACAT
GCGTTGGGACTCCGGTCTGAGC
CGCAAGACACTTCACATCTGGG
CGCCACAGGAGGAAAATCAC

引物原名

O8-1
O8-2
O8-3
O8-4
AE7-1
AE7-2
Pi1S-1
Pi2A-1
Pi2A-2

条带（bp）
245
245
258
258
171
171

350/550
350
550

文献

[9]

[10]
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1.3 总DNA的提取及检测

将实验室分离纯化的致病疫霉菌，以及 5种
对照菌株在适宜条件下培养，参照 Goodwin等的

方法 [15]，并稍做改进提取菌株总 DNA，同时提取健

康的马铃薯 DNA。提取 DNA经微量分光光度计

测定浓度和纯度后，以比值 A260/A280在 1.8~2.0之间

（无蛋白污染）的DNA为 PCR扩增的模板。

1.4 PCR扩增及产物检测

PCR反应条件：首先，94℃预变性 5 min；然后

94℃变性 30 s，各引物设定退火温度下退火 30 s，
72℃延伸 90 s，32个循环，最后 72℃延伸 10 min；
4℃保存。

PCR反应体系：依据 TransGen生物技术有限

公司的 2×PCR Mix说明书，设置 25μL反应体系，

包括：由 2×PCR buffer 12.5μL、ddH2O 9.5μL、DNA
模板 1μL、上下游引物（10 pmol/μL）各 1μL，混匀

后置于 TaKaRa-TP600 PCR仪中扩增。

电泳检测：PCR扩增产物经 1.0%琼脂糖凝胶

电泳后利用凝胶成像仪在紫外光下检测并拍照。

1.5 特异性引物筛选及样品验证

分别使用 1.2中的 9对引物对经纯化后的致

病疫霉菌及其他 5种主要病原真菌进行 PCR检
测，初步筛选出对晚疫病特异性好的引物。

初筛获得的引物经退火温度优化后，分别用

于检测带病植株、带病薯块及实验室内人工接菌

的组培苗，进一步筛选和验证所选引物的实际检

测效果。同时，将获得的 PCR扩增特异性目的片

段送上海生物工程技术服务有限公司测序，并通

过 BLAST进行序列验证。

1.6 引物灵敏度测定

采用 10倍浓度系列稀释法，将提取的致病疫霉

菌 DNA从 μg逐级稀释至 fg水平，浓度依次为 500
ng/μL，300 ng/μL，100 ng/μL，50 ng/μL，10 ng/μL，
l ng/μL，100 pg/μL，10 pg/μL，1 pg/μL，100 fg/μL，

10 fg/μL，1 fg/μL，然后在优化的 PCR反应条件下

对筛选引物进行灵敏度测定。

2 结果与分析

2.1 总DNA的提取

致病疫霉菌、立枯丝核菌、茄链格孢菌及引起

马铃薯干腐病的 3种镰刀菌菌株 DNA和健康无病

的马铃薯 DNA提取后经电泳检测显示（图 1）纯度

较好，没有杂带，经微量分光光度计检测其 A260/
A280OD比值均介于 1.8~2.0之间。

2.2 致病疫霉菌检测引物的筛选

用 Primer-1~Primer-8对致病疫霉菌进行 PCR

续表 2

名称

Primer-5-F
Primer-5-R
Primer-6-F
Primer-6-R
Primer-7-F
Primer-7-R
Primer-8-F
Primer-8-R

引物序列 (5′-3′)
CGATTCAAATGCCAAGCTAAAG
GCATCGATGAAGAACGCAGC
TGGGCGAGCCCTATCAAAA
CGATTCAAATGCCAAGCTAA
CGGTTGGTTTTCGGACCGA
CATTTCCCAAATGGATCGACC
CTCGCTACAATAGGAGGGTC
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

引物原名

PINF2
ITS3

Forward
Reverse
INF1
INF2
PINF
ITS5

条带（bp）
456
456
613
613
324
324
600
600

文献

[11]

[12]

[13]

[14]

图 1 马铃薯及 6种病原真菌的基因组DNA
1~2：健康马铃薯；3~4：致病疫霉菌；5~6：立枯丝核菌；7~8：

茄链格孢菌；9：接骨木镰刀菌；10：燕麦镰刀菌；11：茄镰饱蓝色

变种镰刀菌；M：100 bp梯度 DNA分子量标准

图 2 9对引物对马铃薯晚疫病菌的检测结果

M：700 bp梯度 DNA 分子量标准；1：Primer-1；2：Primer-2；3：
Primer-3；4：Primer-4-1；5：Primer-4-2；6：Primer-5；7：Primer-6；

8：Primer-7；9：Primer-8
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扩增，结果显示（图 2），9对引物均能扩出特异性

条带，但 Primer-1～Primer-3的扩增条带存在弥散

和非特异性扩增，因此被排除，选择其他 6对引物

进行进一步筛选。

选择引物 Primer-4～Primer-8对致病疫霉菌

菌株及其他 5种病原真菌进行扩增，以健康马铃

薯 DNA为阴性对照，结果表明（图 3），只有引物

primer-4-2和 primer-5从致病疫霉中扩增出单一

扩增产物，其片段分别为 550 bp和 456 bp，无其

他非特异性条带出现，而其他 4对引物在从致病

疫霉菌中扩增出特异性目的条带的同时，也不同

程度地在其他 5种病原真菌 DNA中扩增出大小相

同 PCR产物，因此，从检测效果上看，可以初步确

定引物 Primer-4-2和 Primer-5在晚疫病检测中具

有较高特异性，可用于进一步筛选。

图 3 引物 primer-4~primer-8对 6种马铃薯致病真菌检测电泳图

M：DL2000 DNA分子量标准；1：阴性对照；2：致病疫霉菌；3：立枯丝核菌；

4：茄链格孢菌；5：接骨木镰刀菌；6：茄科变种镰刀菌；7：燕麦镰刀菌

2.3 样品检测及序列验证

2.3.1 引物退火温度的优化

以文献中退火温度为参考，分别设置引物

primer-4-2和 primer-5的退火温度梯度为：48，50，
52，54，56，58，60℃和 55，57，59，61，63，65，67℃，

电泳结果显示（图 4），两引物在所设 7个温度梯度

下，均能获得目的片段，其中，primer-4-2在设定

范围内均表现出强特异性，primer-5在 57~65℃
之间特异性好。本试验选择 54℃和 59℃作为下一

步样品验证的最佳退火温度。

图 4 Primer-4-2和 Primer-5退火温度优化

M：DL 2000 DNA分子量标准；a：1~7的退火温度依次为 48，50，52，54，56，58，60℃；

b：1~7的退火温度依次为 55，57，59，61，63，65，67℃
2.3.2 特异性引物样品验证

利用引物 primer-4-2和 primer-5分别对采自

不同地点的带病薯块、植株病叶及实验室人工接

种晚疫病菌的组培苗进行检测，部分电泳对比结

果见图 5~图 7，引物 primer-4-2对带病薯块、植株

和试管苗均具有很好的检测效果，不仅能得到特
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异性目的条带，而且产物扩增效率较高、条带清

晰可见。而引物 primer-5只能够从部分带病薯块

和试管苗中检测出目的条带，且扩增产物效率较

低，条带明显弱于引物 primer-4-2，因此，引物

primer-4-2更适合作为晚疫病检测特异性引物。

图 5 Primer-4-2和 Primer-5对 11个带病薯块的检测

M：DL2000 DNA 分子量标准；1和 13：阴性对照；2~12：Primer-4-2；14~24：Primer-5

图 6 引物 Primer-4-2和 Primer-5对带病植株的检测

M：DL2000 DNA分子量标准；1：阴性；2~9：Primer-4-2；10：阴性；11~18：Primer-5

图 7 引物 Primer-4-2和 Primer-5对 11株带病试管苗的检测电泳图

M：DL2000 DNA 分子量标准；1：阴性；2~12：Primer-4-2；13：阴性；14~24：Primer-5

2.3.3 扩增片段的序列验证

取引物 Primer-4-2对晚疫病样品的 PCR产物

进行测序，所得序列结果如下（下划线位置为引

物）：GCGTTGGGACTCCGGTCTGAGCTAGTAGCTTT
TTTATTTTAAACCCTTTACTTAATACTGATTATACT
GTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGC
AACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCG
ATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCG
AATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAA
CGCATATTGCACTTCCGGGTTAGTCCTGGAAGTAT
GCCTGTATCAGTGTCCGTACAACAAACTTGGCTTT
CTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGAGGAGATGCCAGA

TGTGAAGTGTCTTGCGGTTGGTTTTCGGACCGACT
GCGAGTCCTTTTAAATGTACTAAACTGTACTTCTC
TTTGCTCCAAAAGTGGTGGCATTGCTGGTTGTGGA
CGCTGCTATTGTAGCGAGTTGGCGACCGGTTTGTC
TGCTGCGGCGTTAATGGAGAAATGCTCGATTCGTG
GTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAATGCGCTTATTG
GGTGATTTTCTCCCTGTGGCG

序列分析结果表明，片段长度为 543 bp，经
BLAST比对，与已知晚疫病菌相关序列（GenBank:
KR046913）同源性高达 99%，序列位于晚疫病菌

rDNA的 ITS区，说明该引物扩增片段具有正确性

和合理性。
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2.4 引物灵敏度分析

用所建立的马铃薯晚疫病菌 PCR检测体系对

逐级稀释后的致病疫霉菌 DNA进行 PCR扩增，结

果显示（图 8），引物 primer-4-2的检测灵敏度随着

DNA浓度的降低而降低，在 10 pg/μL时达到最

低，此后无目的条带出现，说明引物 primer-4-2对
晚疫病菌的检测灵敏度为 10 pg/μL。

3 结论与讨论

鉴于马铃薯晚疫病在全球范围内造成的经济

损失可达 170亿美元之多，对其病原致病疫霉菌

的检测及预防一直是人们研究的热点。随着分子

生物学技术的快速发展，利用病原菌 rDNA的 ITS
基因片段进行病原鉴定的诊断技术得到了广泛应

用，尤其在植物真菌的病原检测方面，基于真菌

rDNA的 ITS区的 PCR检测技术能够克服传统方

法的不足，实现对复合样品的检测，如大豆疫

霉 [16]、烟草疫霉 [17]等的检测。

本研究对已经报道的 9对马铃薯晚疫病检测

引物进行了筛选。其中，3对引物是根据晚疫病

菌全基因组中的 33段 DNA重复序列的 O8序列和

AE7设计的 [9]，6对引物均是基于 rDNA的 ITS区进

行设计。虽然 Judelson等 [9]研究认为其引物 prim⁃
er-2(O8-3和 O8-4)的特异性比 ITS区引物高出近

100倍，检测灵敏度可达到 10 fg/μL，但笔者在实

际验证过程中发现，在 DNA浓度水平相同时，其

扩增产物中有非特异性条带产生，这可能与其退

火温度较低有关。同时，鉴于 Judelson 等仅对

26 种疫霉属病害进行了特异性验证，并未对其他

常见的侵染马铃薯的病原真菌进行验证，因此，

接下来的引物特异性筛选将重点针对 6对扩增效

果较好的 ITS区引物进行研究。

在引物特异性方面，虽然上述 6对 ITS区引物

对疫霉属病原菌有较好的特异性，但为了验证这

些引物能否区分疫霉属病原菌和其他马铃薯病原

真菌，笔者选取了马铃薯生产及储藏中最常见的

6种病原菌作为检测对象。研究结果表明，引物

pimer-6、primer-7和 primer-8不能将致病疫霉菌

与茄链格孢菌和燕麦镰刀菌分开，从而说明这 3
对引物在生产中不能用于复合样品检测，尽管

ITS区既具有 rDNA区段的保守性又具有科、属、

种水平上的特异性，但因其片段较短，所以在实

际检测过程中极易产生假阳性。同时，经查证这

一结果与文献中引物设计者 [12-14]均未对其进行验

证，其原因有可能与当地致病菌类型及发病程度

有关。

此外，鉴于种薯带菌是马铃薯晚疫病发生的

重要初侵染源之一，加强储藏期潜隐性马铃薯晚

疫病的检测，不仅对预防次年晚疫病的发生具有

至关重要的作用，而且对于腐烂样品病害鉴定和

解决由此引发的纠纷进行仲裁作用重大。因此，

在马铃薯晚疫病检测样品方面，本研究不仅用筛

选引物对叶片、块茎、试管苗进行了对比、验证，

还对复合侵染样品进行了验证，所选引物能够对

马铃薯晚疫病潜隐、复合样品进行快速、有效检

测，具有较好的检测效果。
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