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摘要:根据番茄白粉菌核糖体 DNA 的 I TS(internal t ranscribed spacer)序列的特异性 ,设计 2对

引物 OidF1/ R1 、OidF2/R2 ,对番茄白粉菌进行了 PCR特异性扩增试验。结果表明:2对引物都可

以从番茄白粉菌基因组 DNA 中扩增出 350 bp左右的特异性扩增产物 ,并具有专一性 ,只在白粉菌

和接种感病组织 DNA 中有扩增条带 ,而番茄早疫病菌 、叶霉菌以及健康组织 DNA 中均无特异性

扩增片段;引物具有高度的灵敏度 ,可以检测含有 1 ng 的番茄白粉菌 DNA 。由此证明 ,该方法可

快速 、准确和灵敏地鉴定和检测番茄白粉病的发生 。
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Abstract:Based on the internal t ranscribed spacer (ITS)sequence dif ference between Oidium ne-
olycopersici and other tomato fungal pathogens , tw o primer pai rs(OidF1/ R1 , OidF2/ R2)were

designed to de tect the fungal pathogen , tomato powdery mildew .For both pai rs , specific bands
around 350 bp w ere amplif ied respect ively using genomic DNA ex tracted f rom O.neoly copersici ,
inoculated tomato leaf w hile no PCR product w as amplified wi th DNA from other fungi inoculat-
erd and noninoculated tomato leaves.A s low as 1 ng of O.neolycopersici genomic DNA can be de-
tected by bo th specific prime r pairs.This pro tocol provides a rapid , reliable and sensitive too l fo r
detection and identification of O.neolycopersici.
Key words:Oidium neoly copersici;PCR;Molecular detection

　　番茄白粉病是一种专性寄生真菌性病害 ,20世

纪 80年代首次在欧洲发现该病[ 1] ,目前 ,在我国河

南 、黑龙江 、云南 、辽宁 、台湾和新疆等地都有发

生[ 2] 。据报道 , 引起该病的病原菌为番茄白粉菌

(Oidium neoly copersici),栽培品种对其具有很强

的易感性
[ 3]
。20 世纪 90 年代在欧洲大发生 ,造成

巨大的经济损失 。近些年 ,随着我国温室蔬菜的增

多 ,番茄白粉病在我国的番茄生产中有逐年加重趋

势 ,一般年份发病在 5%～ 15%,严重地块达 80%～

100%[ 4] ,已经成为无公害蔬菜的大敌。

传统病原菌检测鉴定主要是依据症状 、形态 、生

理生化反应和血清学等方法。这些方法耗时费力 ,
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且稳定性不高 ,不能直接从植物组织中检测出病原

菌 ,因此 ,难以实现对病害的及时检测和有效控制 ,

导致病原菌的传播和病害流行。近年来 ,随着分子

生物学技术的快速发展以及计算机辅助分析技术的

诞生 ,使细菌的快速检测成为可能 。目前常用的检

测方法主要有 RAPD 、RFLP 、ap-PCR 、rDNA 序列

分析和特异性引物的 PCR检测等[ 5 , 6] 。真菌的 ITS

序列是核糖体 DNA 上的一个非编码区域 ,受外界

环境因素的影响较小 ,进化速度快 ,因而可以提供较

为丰富的信息位点 。利用真菌 rDNA-I TS 序列在

属 、种水平上的差异 ,设计特异性引物 ,进行植物病

害的诊断和病原菌的鉴定 、检测 ,已经成为国际上广

泛使用的分子生物学方法
[ 7]
。本研究通过比对番茄

白粉菌与其他番茄常见真菌病害的 ITS 全序列 ,找

出可用于检测番茄白粉菌的特异性引物 ,开发能够

用于番茄组织中白粉菌的分子检测技术 ,以利于及

早有效地对其采取防治措施。

1　材料和方法

1.1　试验材料

供试材料番茄白粉菌(O.neolycopersici)、番茄

叶霉菌(Cladosporium f ulvum)、番茄早疫病菌

(Alternaria solani)菌株均采自商丘师范学院温室 ,

由实验室保存 。番茄感病材料 Moneymaker 由商

丘师范学院生命科学系植物与微生物互作重点实验

室提供。

1.2　供试材料 DNA提取

番茄白粉菌 、番茄叶霉菌分别在温室用感病材

料繁殖 ,采用 CTAB 法提取 DNA ,方法如下:收取

孢子于蒸馏水中 ,石英砂破碎病菌 ,加 5倍体积的

2%CTAB缓冲液 ,混匀 。58℃水浴 1 h后加等体积

的氯仿∶异戊醇(24∶1)溶液 ,混匀 ,10 000 r/min离

心 10min;取上清 , 加 1/10 体积的质量浓度为

100 g/L 的 CTAB ,0.7mol/L 的 NaCl ,摇匀后加等

体积的氯仿∶异戊醇(24∶1)溶液 ,10000 r/min 离

心 10min;取上清液 ,加入等体积的异丙醇 , -20℃

放置 30min 后 , 12000 r/min 离心 15min;去上清 ,

倒置片刻 ,加入 1mL 70%酒精洗涤沉淀 2次 ,充分

干燥后溶于 30μL 无菌去离子水中 , -20℃保存 。

番茄早疫病菌分离纯化后接种于 PDA 培养基中培

养 ,收集菌丝 ,同样采取 CTA B法提取病菌 DNA 。

番茄材料基因组 DNA 提取也采用 CTAB法 。

1.3　特异性引物的设计

根据已报道的商丘地区番茄白粉病菌的 ITS

序列[ 8 , 9](GenBank 登录号为 EU828521),通过应用

DNA star分析软件中的 ClustalW 比对其与其他番

茄真菌病害的 ITS序列 ,设计特异性引物 。

1.4　引物特异性验证

以真菌 ITS 序列通用 ITS1(5′-TCCGTAGGT-

GAACCTGCGC-3′)和 ITS4(5′-TCCTCCGCTTATT-

GATATGC -3′)对所有供试材料提取的 DNA 进行

PCR扩增。反应体系 20μL:2μL 10×buf fer , 2μL

dNTP mixture , 1μL 引物 , 1μL 模板 DNA , 0.5μL

Taq酶。PCR程序:94℃5min;94℃变性 30 s , 52℃

退火 30 s , 72℃延伸 30 s , 30 个循环;72℃延伸

10min 。

以特异性的引物对所有供试材料提取的 DNA

进行 PCR扩增 。反应体系同上 。扩增产物在含有

1.0%琼脂糖的凝胶上进行电泳 ,上样量为 5μL 产

物加 1μL Loading buffer ,电压 4V/cm , EB染色后

通过凝胶成像仪 CLIN X观察结果。

1.5　特异性引物灵敏度检测

采用核酸蛋白分析仪测定所提取的番茄白粉菌

基因组 DNA 浓度 ,并以 10倍浓度系列稀释法将提

取 DNA稀释成 100 ～ 0.1 ng/μL ,用特异性引物 ,按

照 1.4的反应体系和程序进行 PCR扩增 ,反应完成

后 ,电泳检测 。

1.6　发病叶片中白粉菌的分子检测

对健康的番茄植株进行白粉菌孢子接种 ,发病

后采集叶片提取 DNA(方法同 1.2),并采集健康叶

片同样提取基因组 DNA 。利用设计合成的引物对

感病叶片和健康叶片 DNA 进行 PCR 扩增。PCR

反应体系与反应程序同 1.4 。反应完成后 , 电泳

检测。

2　结果与分析

2.1　I TS序列的特异性引物

根据序列比对结果进行分析 ,设计了对番茄白粉

菌具有特异性的 2 对引物 ,其序列分别为:OidF1:

5′-CAGAGCGTGAGGCTCAGTCGTGGCG-3′和 OidR1:

5′-CGCGACGGGCCCCAACACCGCAACC-3′;OidF2:

5′-AGAGCG TGAGGCTCAGTCGT-3′和 OidR2:

5′-CAACGCGACGGGCCCCAACA-3′,目的条带大

约为 350 bp。

2.2　通用引物对番茄白粉菌的特异性 PCR扩增结果

以番茄白粉菌基因组 DNA 为模板 ,用通用引

物 I TS1/4进行 PCR扩增 ,得到大小为 600bp左右

的片段(图 1)。以特异性引物 OidF1/R1 、OidF2/
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R2对白粉菌 DNA进行扩增 ,结果显示:2对引物均

1.OidF1/R1 扩增产物;2.OidF2/R2扩增产物;3.OidF 1/R1

以 IT S序列为模板扩增产物;4.OidF2/ R2以 ITS 序列为模

板扩增产物;5.ITS 1/ 4扩增;6.双蒸水;M.Marker

图 1　引物对白粉菌的 PCR扩增结果

从番茄白粉菌中扩增出大小为 350bp 左右的特异

性片段 ,与预计结果一致 ,且二者扩增的量没有明显

差别(图 2)。进一步以通用引物进行 PCR扩增的

产物为模板 ,分别以特异性引物进行套式 PCR扩

增 。结果显示 ,套式 PCR产物大小与单独进行特异

性引物扩增的 PCR产物相比大小一致 ,证实所设计

引物扩增结果是 ITS 序列的特异性扩增 。

2.3　通用引物对不同种属病菌的特异性 PCR扩增

结果

以提取的番茄早疫病菌 、叶霉菌基因组 DNA

作为模板 ,用通用引物 ITS1/4进行PCR扩增 ,均可

扩增出目的片段 ,证明所提取的 DNA 符合扩增要

求 ,而所设计的特异性引物对其均无特异性扩增 ,结

果表明该引物具有种的特异性(图 2)。

A.番茄早疫病菌;B.番茄叶霉菌;1.OidF1/R1扩增结果;2.OidF2/R2扩增结果;

3.ITS1/ 4扩增结果;4.双蒸水;M.Marker

图 2　引物对不同供试真菌的扩增结果

2.4　引物 PCR扩增的灵敏度

将白粉菌基因组 DNA 定量 ,并从 100 ng/μL

开始 , 逐步按10倍的数量级向下稀释 , 从每一个样

品中取 1μL 为模板 , 进行体系的灵敏度检测试验 。

结果显示:20μL 的反应体系中含有 1 ng 的基因组

DNA 时 ,引物 OidF1/R1 、OidF2/ R2 仍可以扩增到

350 bp 左右的特异性条带 。进一步以寄主基因组

DNA 为模板进行扩增 ,并无扩增条带出现(图 3)。

这说明本方法可以检测到 1 ng 的目标基因组

DNA ,灵敏度较高 ,而且不受寄主 DNA 的干扰 ,可

用于白粉菌的分子检测。

2.5　发病组织中病菌的分子检测结果

用特异性引物对健康和接种发病的番茄叶片组

织的总 DNA 进行 PCR扩增 ,均能从接种发病的叶

片组织总 DNA 中扩增出一条 350 bp左右的特异性

条带 ,而健康组织的总 DNA中无 PCR产物(图 4)。

说明 2 对引物均能特异地检测到发病组织中

O.neolycopersici的 DNA 。

1-4.引物 OidF1/R1 扩增产物 , 模板浓度分别为 100 、

10 、1 、0.1ng/μL;5-8.引物 OidF2/R2扩增产物 ,模板
浓度分别为 100 、10 、1 、0.1ng/μL;9.番茄基因组 DNA

扩增结果;10.双蒸水;M.Marker

图 3　引物灵敏度检测结果
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1.健康组织 OidF1/ R1扩增结果;2.发病组织OidF1/R1

扩增结果;3.发病组织 OidF2/ R2扩增结果;4.健康组

织 OidF2/R2扩增结果

图 4　番茄组织总 DNA的 PCR扩增结果

3　讨论

真菌核糖体 DNA 的 ITS序列在种内具有高度

保守性 ,又在属间以及种间存在丰富的多态性 ,利用

这些特性进行 PCR扩增 ,不仅能对病原真菌的纯培

养物进行分类鉴定和病菌监测 ,而且对病原菌所致

的真菌病害的感病组织和土壤中病原真菌的孢子检

测也能达到很好的效果 ,目前已经在植物病害的研

究中得到越来越多的应用 。相对于传统检测方法 ,

该方法具有高灵敏性 、快速 、准确 、简便等优点。根

据 ITS序列差异设计特异性引物在种的鉴定中已

经有了很多应用 。Zhang 等
[ 10]
设计出西瓜枯萎病

菌 、西瓜蔓枯病菌的特异性引物;邢红梅等[ 11] 以

ITS序列设计合成的引物对红掌胞炭疽菌进行有效

的分子鉴定和分子检测 ,并有着较高的检测灵敏度 ,

使引物能从土壤中 、感病组织中以及携带病原菌的

灌溉水直接检测到炭疽菌;易建平等[ 12] 结合线粒体

DNA 和核糖体 DNA ITS 序列设计的特异性引物

对小麦腥黑穗病进行了检测。

本研究根据已发表的商丘地区番茄白粉菌 ITS

序列
[ 8 , 9]
与常见的几种番茄病原真菌 rDNA-I TS 区

序列进行比对 ,设计出对番茄白粉病基因组 DNA

有高度特异性的引物 OidF1/R1和 OidF2/R2 ,对番

茄白粉菌 DNA 进行扩增 , 2 对引物 OidF1/R1 和

OidF2/R2都可以从番茄白粉菌DNA中扩增出350

bp左右的特异性扩增产物。其灵敏度较高 ,可以达

到 1 ng 。用该 2对引物对接种后的感病叶片提取的

DNA 扩增 ,均得到特异性片段 ,满足对白粉菌进行

分子检测的要求。另外 ,由于番茄白粉菌为寄主专

化型 ,只侵染番茄 ,而同其他专化型如小麦白粉菌 、

黄瓜白粉菌等不相互侵染 ,而本研究的目的是为了

检测番茄材料中的白粉菌 ,所以在测定引物的特异

性试验材料中 ,未使用其他专化型白粉菌 ,而是采用

经常与白粉菌同时发病 ,并在早期发病症状较为相

似的番茄叶霉菌和番茄早疫菌 ,结果表明 ,利用特异

性引物只能从白粉菌和发病组织中扩增出特异性条

带 ,而其他病菌和健康组织都没有特异条带产生 ,该

引物可用于番茄白粉菌的病原菌检测。但由于

PCR技术自身的限制 ,本试验结果只能对病原菌进

行定性检测 ,而不能进行定量测定 ,如果将该引物结

合荧光定量 PCR技术 ,则可以通过测定反应体系中

的 DNA含量而准确测定感病组织的病原菌含量 ,

使病菌的检测更加准确[ 13 , 14] 。
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