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摘要:胡萝卡软腐欧文氏菌胡萝卡亚种 Erwinia carotavora subsp. carotovora ( Ecc)是引起魔芋和马蹄莲软腐病的主要

病原细菌.本研究根据细菌 L-氨基酸渗透酶同源基因设计 URP 核昔酸序列特异性引物进行普通 PCR、巢式 PCR ，

同时采用细菌 165-235 rDNA 间的 IT5 序列设计引物及 TaqMan 探针进行实时荧光 PCR，对样品中存在的胡萝卡软

腐欧文氏菌进行检测，并比较了 3 种检测方法的特异性和灵敏度.结果表明，应用实时荧光 PCR 方法检测样品，其

中存在的胡萝卡软腐欧文氏菌的最低菌悬液浓度可达 10 cfu/mL;巢式 PCR 灵敏度也可检测到 10 cfu/mL;而用普

通 PCR 最低可检测到 103 cfu/mL.用实时荧光 PCR 和巢式 PCR 方法检测病菌，其灵敏度都比常规 PCR 提高了 100

倍，且实时荧光 PCR 方法更快速、简便、安全、准确，不需 PCR 的后续处理.实时荧光 PCR 方法适用于种苗、种球等

检测领域.
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Molecular Detection of Erwinia carotovora subsp. carotovora , 

the Main Causal Agent of Bacterial Soft Rot of Crops 
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Abstract: Erwinαcαrotovora subsp. carotovora ( Ecc) is the main bacterial pathogen leading to bacterial 

soft rot of Konjαc and Zαntedesehia. The specific primer sets and TaqMan probe were designed based on 

the DNA sequence of URP and 165-235 rDNA ITS. Conventional PCR , Nested-PCR and real-time fluo­

rescent PCR were used for detection of Ecc from cell suspension of pure culture and extracts of infected 

Konjac plant tissues. The results showed that real-time fluorescent PCR and Nested-PCR could achieve 

higher specific and sensitive detection of Ecc , with threshold 10 cfulmL compared with conventional PCR 

(threshold 10
3 cful mL). However , real-time fluorescent PCR was simple , fast , assure and more accu­

rate. It was suggested that this method was adopted to rapiddetection of Ecc for the seed and seedling 

industry. 
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魔芋、马蹄莲细菌性软腐病主要是由胡萝卡软

腐欧文氏菌属胡萝卡亚种 Erwiniα carotovora subsp. 

cαrotovora ( Ecc )引起的细菌性病害[11]. 该病害在我

国各个生产地均有发生，对魔芋、马蹄莲造成了严重
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的危害.病菌可通过带菌种球远距离传播，也可依赖

寄主植物或病残体在土壤中存活很长时间.因此，为

了避免病菌的传播扩散和循环侵染，对温室或大田

可能存在的病菌进行早期检测有利于控制病害的发
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生与传播，以期减少损失.

近年来，以 PCR 为基础的分子检测技术的应用

使植物病原细菌的检测更快速、灵敏和可靠.而在普

通 PCR 基础上应用实时荧光 PCR，并且将该技术用

于植物病原细菌的检测鉴定，国内仅报道了对水稻

白叶枯病菌、青枯病菌、西瓜细菌性果斑病菌、番茄

细菌性横殇病菌和菊欧文氏菌 [8-12] 等病原细菌的检

测.本研究选用 10 个胡萝卡软腐欧文氏菌和其他 3

株菌为材料，使用 URP 特异性引物，采用常规 PCR

和巢式 PCR 对胡萝卡软腐欧文氏菌进行了检测和鉴

定，并且进一步用实时荧光 PCR 方法对样品进行检

测，拟建立特异性强、灵敏度高的胡萝卡软腐欧文氏

菌的检测体系，为今后细菌性软腐病菌的检测研究

提供技术手段.

1 材料与方法

采自云南省几个不同地区，属于胡萝卡软腐欧

文氏菌 Erwinia carotovora subsp_ carotovora ( Ecc )的

10 个菌株:分离自富源县魔芋组培基地的 MY2 、

MY9 、 MYG2，云南省富源县黄泥村的 MY14 、 MYI5 ，

楚雄东华的 MY4 ，陆良板桥的 MYG4，云南农业大学

实验基地的 MY21 ，昆明锦苑基地马蹄莲种植区的

WM3 ，WM4. 来自昆明的其他 3 株菌:属于荧光假单

胞菌属的 Gl ，分离自大白菜;属于黄单胞菌属的刀，

分离自水稻;属于菊欧文氏菌属的 T5 ，分离自蝴蝶兰.

1. 2 主要试剂和仪器

PCR 试剂、荧光 PCR 仪、Tαq DNA 聚合酶和引物

(大连宝生物有限公司合成) ，探针由上海生工生物

公司完成，采用 Perkin Elmer 5333 型热循环仪，其他

试剂均为国产分析纯.

1. 3 方法

1. 3. 1 细菌基因组 DNA 提取将菌株接种在 NB

培养液中，振荡培养(28 "c、 180 r/min) 18 h. 按李德

藻等[叫报道的细菌基因组 DNA 的提取方法，进行细
菌总 DNA 的提取.

1. 3. 2 URP 核爷酸序列引物 PCR URP 核昔酸序

列是根据与细菌 L-氨基酸渗透酶同源基因序列设计

的引物，利用其对部分软腐菌株 DNA 和软腐细菌活

菌体进行检测，普通 PCR 引物: EXECCR (5' -GCCG­

TAA TTGCCTACCTGCTT AAG-3' )和 EXECCF (5'­

GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA-3') [叫;巢式 PCR

引物: INECCR ( 5' -GGCCAAGCAGTGCCTGTATATCC-

3' )和 INECCF (5'-TTCGATCACGCAACCTGCAT­

TACT-3'). 

1. 3. 3 特异性引物筛选 利用特异性引物两两组

合，对部分菌株的 DNA 和软腐病菌活菌体进行 PCR

扩增，并从中筛选 l 对特异性好的引物，用于巢式

PCR 扩增.

1. 3. 4 特异性引物灵敏度测定 将魔芋软腐病菌

活菌 MY2 、 MY9 、MY15 的菌悬液从 1 X 106 cfu/mL 梯

度稀释到 10 cfu/mL，用筛选出的特异性引物进行

PCR 扩增.然后，取 2μL PCR 产物作模板进行巢式

PCR，进行灵敏度测定.

1. 3. 5 样品检测 将人工接种软腐病菌的魔芋球

茎、茎和叶用自来水冲洗后，切成小块，放入灭菌的

培养皿中，加人适量的元菌水浸泡 10 min. 吸取浸泡

液 lmL 至己灭菌的离心管中，病土取 0.5 g 加 lmL

元菌水 1 2∞o r/min 离心 10 min;取 lμL 上清液用

筛选出的引物进行普通 PCR ，再用 PCR 产物作模板，

进行巢式 PCR:取 1μL 普通 PCR 扩增产物作模板进

行 PCR 扩增，用健康的植株、健土、无菌水做对照.每

个扩增反应都重复 3 次.

1. 3. 6 实时荧光 PCR 反应体系 所用引物:已报道

的细菌通用 ITS 引物 (Gl :5'-GAAGTCGTAACAAGG-

3'; L1 :5'-CAAGGCATCCACCGT-3') [15-16] 进行扩增并

测序分析，再根据胡萝卡软腐欧文氏菌 ITS 序列特

异区间，应用Oligo 6.0 软件设计特异性引物 L( L1: 

5 '-TCACAATGTCGTACCACTGATCG-3': 12 ~ 5'­

CCGTCCGACCATGTGA TTCTG-3') .所用探针: 5' 

( FAM )-CCTGACGAACCGCCATCGCCAGC-( E­

clipse) -3'. 反应体系 :10 ×缓冲液 2.5μL ， 5μL 25 

mmoVL MgCl2 ,25 mmoνL dNTPs O. 5μL ， 10μmoVL 

引物各 1μL ， 5 UIμL T，αq DNA 聚合酶 0.5μL ， Taq 

Man O. 5μL，模板 DNA 2μL，灭菌双蒸水补足

25μL.反应程序 :95 "c 3 min ;95 "c 30 s 、60 "c 40 s , 

循环 40 次.

2 结果与分析

2.1 URP 核替酷库列引物检测结果

利用 URP 核昔酸序列特异性引物( EXPCCF IEX­
PCCR)对样品 DNA 进行普通 PCR 检测，其中胡萝卡

软腐欧文氏菌的 1 -10 号菌株在 600 bp 处有特异性

条带，在 6∞ bp 以上还有一些微弱的条带 ;3 株对照

菌株及无菌水均无带.而用引物( INPCCF IINPCCR) 

对样品进行巢式 PCR 检测，效果明显优于普通 PCR ，

并且 1 -10 号菌株在 400 bp 处也均有 1 条亮带;其

他 3 株对照菌株及无菌水均无带(图1).检测结果表

明 :1jRP 核昔酸序列引物在检测软腐病菌时能清楚

地区分分离得到的菌株，而且具有很强的特异性.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 121314 M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11121 3 14 

bp …………………………… bp 

A:EXPCCF/EXPCCR B:INPCCFIINPCCR 

M:1∞ bp DNA Ladder marker; 1 -10:胡萝卡软腐欧文氏菌;11:荧光假单胞菌 Gl;IL黄单胞菌 Z3;lL 菊欧文氏菌币; 14:无菌水

图 l 胡萝卡软腐欧文氏菌的 URP-PCR 检测

Fig.l . The DNA of Erwinia carotovora subsp. carotovora identified through URP-PCR 

2.2 特异性引物验证及检测结果

测序(序列已在 GenBa此中登陆，登录号为

EF179139 、 EF179140 和 EF179141) 并与 GenBank 登

陆的软腐病菌序列和其他相关病菌序列进行比较，

选择特异区域设计并合成了 6 条特异性引物.正向

引物 (Sense primer) : ECCRl (5'-TCAATCCCAGI'ITCT­

GACCG-3') , ECCR2 (5'-CTTGAGCTTGCTGTCCACGT-

3') ， ECCR3 (5'-CGAC'I'ITATCGCGGGCAATG-3');反向

引物 (Antisense primer) : ECCFl (5'-CGGAAGAGATG­

GAAATCGGT-3') ,ECCF2 (5'-CACCGCCGACCTTCTAT­

ACC-3') ,ECCF3 (5 仁TGTAGCGGCCTACCTGTCTG-3') . 

通过对这 6 条特异性引物进行两两配对，对部

分软腐菌株 PCR 扩增筛选，最后筛出 3 对特异性好

的引物，即 ECCRlIECC凹， ECCR2/ECCF2， ECCRl/

ECC凹，分别在 500 、450 和 300 bp 上有唯一一条特

异性条带，并选定 ECCRlIECCF3 用作巢式 PCR 引

物(图 2) . 

2.3 灵敏度测定及样晶检测

在病菌分子检测过程中，除了要求很高的引物

特异性外，还需要较高的检测灵敏度.对已发生细菌

性软腐病的魔芋植株提取液进行梯度稀释后进行

PCR 扩增，结果显示:利用 2 对引物 ECCRlIECCF2

和 ECCR2/ECCF2做普通 PCR 最低能检测到 103

cfu/mL，利用 ECCRlIECCF3 引物做巢式 PCR 灵敏

度可检测到 10 cfu/mL.以上 3 对引物均能检测出已

被鉴定为胡萝卡软腐欧文氏菌的菌株，灵敏度都很

高(图 3) . 

另外，利用 ECCRlIECCF2和 ECCRlIECCF3 对

病土、病球茎、病枝进行检测.结果显示， ECCRlIEC­

CF2可以检测发病的魔芋球茎、病枝和土壤，在 500

bp 处有 1 条特异性条带，健康植株、健土、无菌水均

无带;而用 ECCRlIECCF3 做巢式 PCR 扩增在 300

bp 处有 1 条特异性条带，健康植株、健土、无菌水也

M 1 2 3 4 5 6 7 

bp 

~88 

A: ECCR 1 IECCF2 
M 1 2 3 4 567 

bp 

1000 

B:ECCR2/ECCF2 
M 1 234 567 

bp 

C:ECCRI/ECCF3 

M: 100 bp DNA Ladder marker; 1 : MY2; 2: MY9; 3: MYl 4; 4: MYI5; 
5.WM3;6:WM4;7:无菌水

固 2 检测胡萝卡软腐欧文氏菌的特异性引物筛选

Fig. 2 Screening of the detection specific primers for Erwinia ca­

rotovora subsp. carotovora 

均无带，从(图 4) 看出，巢式 PCR 扩增效果较好，提

高了检测的灵敏度.
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A: ECCR lIECCF2 B:ECCR2/ECCF2 C:ECCR lIECCF3 

M: 100 bp DNA Ladder marker;泳道 1 - 8 细菌浓度分别为 I X 107 、 1 X 106 、 1 X 105 、 1 X 104 、 1 X 103 、3.7 X 102 、4.5 x 10 、 10 cfu/mL 

图 3 胡萝卡软腐欧文氏菌特异性引物的 PCR 灵敏度测定

Fig. 3 Sensitivity detection of the specific primers for Erwiniα carotovora subsp. carotovora by PCR 
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A:ECCR I !ECCF2 B:ECCR l!ECCF3 

M: 100 bp DNA Ladder marker; 1: 病土 ;2:病球茎 ;3:病校 ;4: 健土 ;5:

健株 ;6:无菌水

图 4 人工接种胡萝卡软腐欧文氏菌的魔芋植株和种球的检测

Fig. 4 PCR detection of Erwinia carotovora subsp. carotovora in 

infected plant tissues and tubers 

2.4 实时荧光 PCR 检测结果

本试验利用实时荧光(Real-time) PCR 技术检

测胡萝卡软腐欧文氏菌，试验操作按照实时荧光

PCR 技术要求严格执行，选择了引起魔芋细菌性软

腐病的胡萝卡软腐欧文氏菌代表菌株 MY9 ，将病菌

待测样品提取液配制成浓度梯度菌悬液( 10 - 109 

cfu/mL) ，分别取 15μL 作为模板，加人 25μL 体系

中，进行实时荧光 PCR 扩增.从试验结果(图 5) 可以

看出，待检测的 8 个样品都出现荧光曲线，其可检测

样品的最低菌悬液浓度为 10 cfu/mL，而阴性对照元

菌水没有出现荧光曲线，说明该 TaqMan 探针对魔芋

软腐病病菌待测样品具备较好的特异性，可用于该

病菌的检测.样品中细菌浓度为 10 cfulmL 时在第

25 个循环出现荧光曲线信号，可见荧光 PCR 检测是

一种灵敏度较高的检测技术.

1600 

1 500 

1400 
1300 

1200 

斟 1 100 
哥哥 1000 
棋 900
4以 800

700 

600 

500 
400 
300 

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18202224262830323436384042 

PCR循环数

口 109 cf，νmL，. 108 cfu/ mL,. 107 cfu/ mL,. 106 cfu/ mL , * 105 cfu/ mL , 0 104 cf，νmL ，... 103 cfl的nL ， + 10 cfu/mL , 'f阴性对照(元菌水)

图 5 实时荧光 PCR 检测胡萝卡软腐欧文氏菌侵染的发病植株提取液

Fig. 5 Detection of extracts from disease Konjac plants through real-time fluorescent PCR 

3 结论

本研究通过 PCR 方法对胡萝卡软腐欧文氏菌进

行检测，利用 URP 核昔酸序列特异性引物，常规 PCR

能够扩增出约 600 坤的特异性条带，巢式 PCR 能够

扩增出约 400 bp 的特异性条带，而对照菌株均无带.

巢式 PCR 可以快速准确的检测并鉴定胡萝卡软腐欧

文氏菌.试验中对魔芋和马蹄莲共 10 株胡萝卡软腐
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欧文氏菌样品进行检测，目的是为了验证检测的有

效性.在普通 PCR 试验中，最低可检测到 103

cfu/mL ，巢式 PCR 灵敏度可检测到 10 cfu/mL ，并可

以检测人工接种的魔芋植株和种球.而进一步用实

时荧光 PCR 检测，其浓度为 10 cfu/mL 的菌悬液在

第 25 个循环出现荧光曲线信号，可见实时荧光 PCR

检测是一种灵敏度很好的检测技术. URP 核昔酸序

列特异性引物的专化性在本试验中得到初步论证，

但其可靠性还需要在以后的试验及检测中得到进一

步的验证.

此试验设计的引物比 Kang 等[η]报道的 URP 核

昔酸序列引物灵敏度提高了 10 倍左右.另外，用常

规 PCR 和巢式 PCR 方法进行软腐病菌 DNA、纯菌体

和人工接种病土、病株的检测，均检测成功，灵敏度

也很高.从检测结果看，巢式 PCR 比常规 PCR 的灵

敏度高了 100 倍.而用实时荧光 PCR 方法对病原菌

进行检测，其灵敏度与巢式 PCR 相当，但实时荧光

PCR 与巢式 PCR 相比有着明显的优势，该技术的关

键是使用荧光探针或者染料，有一定的装置检测荧

光信号，并采用闭管检测，不需要 PCR 后处理，能够

避免感染.另外，实时荧光 PCR 技术，为植物病原细

菌实时定量分析，尤其是种传或土传细菌的分子检

测鉴定，并作为最终认定结果提供了技术上的支持.

本研究成功建立了胡萝卡软腐欧文氏菌的分子

检测体系，此技术为解决今后魔芋、马蹄莲引种调

运、田间土壤病菌检测，以及栽培过程中软腐病菌增

殖的情况等问题提供了快速检测方法，也为多种作

物软腐病的控制提供了重要的技术手段.
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