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摘 要：以番茄细菌性溃疡病菌等 7株病原细菌为检测材料，以特异性基因 tomA为检测靶标，设计 LAMP引物 tomA-107、
tomA-8和相应的环引物 tomA-107LF21、tomA-107LB21。针对靶标基因进行引物筛选及引物的特异性和灵敏度测试，结

果表明：tomA-107能特异性检测出番茄细菌性溃疡病菌，检测灵敏度达 5×102 copy/μL，环引物的加成将反应进程缩短三

分之一，使整个检测过程控制在 50 min内完成，该方法非常适用于 Cmm菌株的现场快速检测。
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Establishment of a LAMP Method for Detection of Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis
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Abstract：In this study, eight bacterial strains, including Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis(Cmm),
were used as test materials, with the specific gene tomA as the detection target. LAMP primers tomA-107 and
tomA-8, as well as the corresponding loop primers tomA-107LF21 and tomA-107LB21, were designed. The primer
specificity and sensitivity tests were conducted for the target gene, and the results showed that primer tomA-107
could specifically detect Cmm. The detection sensitivity of primer tomA-107 reached 5×102 copies/μL for Cmm.
The addition of loop primers shortened the reaction process by one third, enabling the entire detection process to be
completed within 50 minutes. This method is highly suitable for rapid on-site detection of Cmm bacterial strains.
Key words：Cmm; LAMP; Detection

番茄细菌性溃疡病（Bacterial canker of tomato）
是由密执安棒状杆菌密执安亚种（Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, 以 下 简 称 为

Cmm）引起的系统性维管束病害 [1]。Cmm可通过

多种方式进行传播，主要通过带菌种子和种苗进

行远距离传播，通过农事操作及雨水进行近距离

传播。自然条件下，Cmm在种子上可存活 8个月

以上，在植物病残体上可在土壤、粪肥中存活 2~3
年 [2]。Cmm在番茄的整个生育过程中均可侵染植

株引发病害，病害一旦发生便很难防治。相关研

究表明：番茄植株染病后不会马上表现症状，只有

当植物体内的 Cmm浓度达到 1×108~1×109 cfu/mL
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时，番茄才会表现出被害症状[3]。因此进行番茄细

菌性病原菌的早期检测，能及早干预治疗以便有效

控制番茄细菌性溃疡病的发生蔓延。

环介导等温扩增技术（loop-mediated isothermal
amplification，LAMP）是一项体外快速扩增DNA的技

术[4]。其特点为选取检测基因的6个特异性位点设计

引物，进行特异性扩增，具有高特异性，整个反应过程

可在恒温水浴锅内完成，操作简单；检测结果可通过

肉眼观察，具有简便高效的特点。目前LAMP检测方

法已广泛应用于医疗检测[5-6]、养殖[7]、水产[8]、食品安

全[9]、农业[10-11]等行业领域。本研究在传统 PCR基础

之上探索LAMP检测体系，建立了一套针对番茄细菌

性溃疡病菌的快速检测方法。该方法快速、高效，受

环境限制小，操作简单，更适用于推广应用。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

本研究以番茄细菌性溃疡病菌等 7株病原细
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菌为检测材料，分别为：由中国农业大学种子病

理中心提供的番茄细菌性溃疡病菌（Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis）、广东省微生物

保存中心提供的番茄青枯假单胞菌和茄青枯假单

胞菌（Pseudomonas solanacearum）；本实验室保存

的马铃薯环腐病菌（Clavibacter michiganense subsp.
sepedonicum）和马铃薯疮痂病菌（Streptomyces sca⁃
bies）、由吉林农业大学植物病理实验室提供的黄

瓜角斑病菌（Pseudomonas syringae pv. Lachrymans）
和西瓜果斑病菌（Pseudomonas pseudoalcaligenes
subsp. citrulli）。
1.2 LAMP反应体系的建立

1.2.1 细菌基因组 DNA 的提取

将供试菌活化培养后，转到液体培养基中恒

温振荡培养至菌液浓度为 108 cfu/mL。将培养的

菌株使用细菌基因组提取试剂盒提取菌体 DNA,
并用 ND 1 000分光光度计检测提取的 DNA质量

和浓度，-20 ℃保存备用。

1.2.2 LAMP 引物设计

参照 PCR的试验结果 [12]，针对 tomA基因设计

LAMP反应内外引物及环引物（见表 1）。引物由

生工生物工程股份有限公司（上海）合成，利用设

计合成的内外引物及环引物，使用通用型恒温实

时荧光试剂盒（广州华峰生产）进行 LAMP反应，

使用时引物均稀释到 100 μM。

1.2.3 LAMP 反应体系

反应体系：2×LAMP reaction mixture 12.5 μL，
荧光染料 0.25 μL，Bst酶 0.5 μL, 引物 1.0 μL(内、

外引物终浓度分别为 1.6、0.2 μM)，环引物 (100

μM）0.2 μL（终浓度为 0.8 μM)，DNA模板 2.0 μL，
水定容至 25 μL，反应程序：63 ℃，保持 70 min。

环引物加成后，使用广州华峰生产的冻干通

用型恒温实时荧光试剂盒进行 LAMP反应。反应

体系：复溶液 15 μL，引物 1.0 μL(内、外引物终浓

度分别为 1.6、0.2 μM)，环引物(100 μM) 0.2 μL (终
浓度为 0.8 μM)，DNA 模板 2.5 μL，水定容至 25
μL，反应程序：63 ℃，保持 70 min。
1.2.4 LAMP 方法引物筛选

将设计好的不同引物加到反应体系中进行等

温扩增，采用实时荧光定量 PCR仪进行 LAMP反
应并在每个循环结束时读取荧光信号值。

1.2.5 LAMP 方法特异性检测

以供试菌株的 DNA模板为检测对象，无菌水

为空白对照，验证 LAMP检测的特异性。检测结

果通过三种不同方法进行判断，分别为：采用实

时荧光定量 PCR仪器进行 LAMP反应，在每个循

环结束时读取荧光信号值；对 LAMP产物用 2%琼

脂糖凝胶进行电泳检测；将 LAMP扩增产物离心，

使管盖上的显色物质进入产物，观察显色情况。

1.2.6 LAMP 方法灵敏度检测

提取番茄溃疡病菌的 DNA，并进行不同浓度

的稀释使其终浓度分别为 5×106、5×105、5×104、5×
103、5×102、50、5 copy/μL，作为各个梯度的 DNA模
板，以无菌水为空白对照进行 LAMP反应的灵敏

度检测。结果判断同 1.2.5。
2 结果与分析

2.1 LAMP引物筛选

使用设计引物 tomA-8和 tomA-107对 Cmm进

行特异性扩增，图 1结果显示：引物 tomA-8扩增

效果不理想，不能特异性扩增目标片段，引物

tomA-107能较好地扩增出目的片段，可进行后续

试验。

2.2 LAMP检测加环试验

对筛选出的 tomA-107引物组进行环引物加

成处理，将处理后的引物组重进进行 LAMP反应，

通过试验结果（图 2）可看出加环后反应时间从

35.17 min缩减为 20.56 min；反应时间缩短接近三

分之一，扩增速度明显加快。

2.3 tomA基因 LAMP特异性检测

利用供试菌株对筛选优化的 tomA-107引物

组进行特异性检测，图 3结果显示，三种检测方法

均证明 tomA-107基因只能从 Cmm样品中获得预

期的 PCR扩增产物，而在番茄青枯假单胞菌、马

表 1 LAMP反应所需引物

引物名称

tomA-107F3
tomA-107B3
tomA-107FIP

tomA-107BIP
tomA-8F3
tomA-8B3
tomA-8FIP

tomA-8BIP
tomA-107LF21
tomA-107LB21

引物序列(5′-3′)
CGCTGGGCCTTGACCGA
CCCACCGATCGATCCTTCC
TACTCCGGATCGCAGCAGCGTAGAGCACGACA
TGGCGG
CGTGACCTCGATCACGGATGCGTAACGCTCCAT
CACAGTGG
AAGGCCGGCGGAGTGGA
CCATGTCGTGCTCTTCGG
GCCATTGAACTGTTCGGCGAGG-
GCCCGTCGAACTACCTGA
AGATCGAAATGGGCCTTCACGCA-
TCGGTCAAGCCCAGCG
GGAGATCAGACCATGGCCCTTTA
GCGGCGATGACGAGAGCA
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铃薯环腐病菌等病原细菌中均不能获得目标片

段，表明 tomA-107基因能通过 LAMP检测的方法

特异性检测出 Cmm。
2.4 tomA-107基因 LAMP灵敏度检测

对筛选出的 tomA-107引物组进行灵敏度检

测，图 4结果显示：三种检测方法均证明，当病菌

浓度达到 5×102 copy/μL时，tomA-107基因能很好

地扩增出目的片段可用于检测 Cmm。
3 讨论与结论

本研究建立的以 tomA 基因为检测靶标的

LAMP检测方法，检测灵敏度为 5×102 copy/μL，检

测时间 20.56 min。反应时间短，检测灵敏度高，

技术设备要求低，可在植物体发病前 [3]快速检测

出植物体是否被感染，可以作为早期检测手段，

及早预防番茄细菌性溃疡病的发生蔓延。

目前检测番茄细菌性溃疡病的方法主要是

PCR，为提高检测的灵敏度出现了免疫捕捉 PCR，
超分支滚环扩增技术，基于锁式探针的实时荧光

PCR[13-14]；为缩短检测时间建立了 Direct-PCR 和

Nested-PCR 及检测活菌避免假阳性的 EMA-
qPCR[15-17]，但这些技术普遍存在反应时间较长，操

作复杂的特点，不适于大面积推广应用。也有学

者使用 LAMP检测方法进行番茄细菌性溃疡病菌

注：1为 tomA-8引物，2为 tomA-107引物

图 1 LAMP引物筛选扩增结果

图 2 LAMP检测加环试验结果

注：1、2为定量 PCR仪读取数据 ; 3为电泳图 ; 4为显色反应图 ;
M为Marker; a为 Cmm; b为番茄青枯假单胞菌 ; c为茄青枯假单

胞菌 ; d为马铃薯环腐病菌 ; e为黄瓜角斑病菌 ; f为西瓜果斑病

菌 ; g为马铃薯疮痂病菌 ; h为空白对照，下同

图 3 tomA-107基因 LAMP特异性检测结果

注：a为 5×106 copy/μL; b为 5×105 copy/μL; c为 5×104 copy/μL; d
为 5×103 copy/μL; e为 5×102 copy/μL; f为 50 copy/μL;

g为 5 copy/μL; h为空白对照

图 4 tomA-107基因 LAMP灵敏度检测结果
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的检测，但是选择的是具有高保守性的 16S rRNA
序列及高变异性的 ITS序列 [18-19]，而非功能基因，

本研究选择了与致病性相关的 tomA基因更能避

免假阳性的出现。

本研究建立的番茄溃疡病菌 LAMP可视化检

测方法特异性强，灵敏度高，且操作简单，仅一台

水浴锅就能进行检测。LAMP检测结果可通过肉

眼观察颜色变化来判断，而不必用凝胶电泳，缩

短了检测周期，比常规 PCR和实时荧光 PCR能更

早得到反应结果。虽然 PCR检测的灵敏度 [12]要高

于 LAMP快速检测，但 PCR检测条件要求比较高，

LAMP检测更快速、便捷，只需一个恒等温的环境

即可，更适用于生产应用。
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（上接第 21页）用壳钙镁+仙 U素复合处理的小豆产

量最高，是 7种氨基酸水溶肥与植物生长素组配

中对辽红小豆 2号增产效果最好的组合模式，为

氨基酸水溶肥与植物生长素复合药剂组配在辽宁

省小豆农业生产上的应用提供了理论依据。
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