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尖孢镰刀菌西瓜专化型 ＲＰＡ 检测方法的建立与评价
董文盼ꎬ杨纪潇ꎬ杨项明ꎬ吕明慧ꎬ朱彦泽ꎬ蒋春号∗

(南京农业大学植物保护学院生物农药及绿色植保实验室ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]构建了西瓜枯萎病菌———尖孢镰刀菌西瓜专化型(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｎｉｖｅｕｍꎬＦＯＮ)的重组酶聚合酶扩

增技术( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＲＰＡ)的快速检测体系ꎬ以期为田间西瓜枯萎病的快速检测提供技术支持ꎮ
[方法]从 ＮＣＢＩ 网站下载包括西瓜枯萎病菌在内的 １１ 种病原真菌的基因组序列ꎬ利用 ＳｅｑＨｕｎｔｅｒ ２ 软件进行生物信息学分

析ꎬ经比对得到 ４ 个 ＦＯＮ 的特异性基因片段ꎬ并对其进行引物设计和筛选ꎮ 利用聚合酶链式反应(ＰＣＲ)验证引物的特异性

和灵敏度ꎬ然后利用建立的 ＲＰＡ 检测体系对引物的特异性和灵敏度进行验证ꎬ最后进行人工接种 ＦＯＮ 的西瓜植株的 ＲＰＡ
检测与评价ꎮ [结果]建立了 ＦＯＮ 的 ＲＰＡ 检测体系ꎬ并对 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒的扩增体系进行最佳反应时间(４０ ｍｉｎ)
和最适反应温度(３０ ℃ )的摸索ꎬ得到其最佳反应体系的检测下限为 １００ ｐｇ􀅰μＬ－１ꎮ 利用 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒(胶体金

试纸条型)进行扩增时ꎬ只需在 ３８ ℃反应 １２ ｍｉｎꎬ取 ５０ μＬ 稀释 ２０ 倍的扩增产物用胶体金试纸条进行检测ꎬ５ ｍｉｎ 后即可进

行结果的判断ꎬ检测下限为 １００ ｐｇ􀅰μＬ－１ꎮ [结论]成功构建 ＦＯＮ 的 ＲＰＡ 检测体系ꎬ且建立的 ＲＰＡ 检测体系能够从温室接

种 ＦＯＮ 之后未显症的西瓜植物组织基因组 ＤＮＡ 中检测到 ＦＯＮꎬ可为田间西瓜枯萎病早期的快速检测提供技术支持ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ(ＲＰＡ) ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｎｉｖｅｕｍ(ＦＯＮ)ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｗｉｌｔ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]
Ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １１ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉꎬｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＦＯＮꎬｗｅｒｅ ｄｏｗｎｌｏａｄｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＮＣＢＩ ｗｅｂｓｉｔｅ ｆｏｒ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ
ＳｅｑＨｕｎｔｅｒ ２ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｆｏｕｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ＦＯＮ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｏｒ
ｔｈｅｍ. Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ(ＰＣＲ)ꎬａｎｄ ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ
ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬａｎｄ ｆｉｎａｌｌｙꎬｔｈｅ ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｔｈｅ ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ＦＯＮ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄꎬａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ(４０ ｍｉｎ) ａｎｄ ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (３０ ℃) ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ＤＮＡ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒａｐｉｄ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ ｗｅｒｅ ｅｘｐｌｏｒｅｄꎬａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ １００ ｐｇ􀅰μＬ－１ . Ｗｈｅｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＤＮＡ ｃｏｎｓｔａｎｔ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ(ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐ ｔｙｐｅ) ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬｉｔ ｏｎｌｙ ｎｅｅｄｅｄ ｔｏ ｒｅａｃｔ ａｔ ３８ ℃ ｆｏｒ １２ ｍｉｎꎬａｎｄ
５０ μＬ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｄｉｌｕｔｅｄ ２０ ｔｉｍｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐ. Ａｆｔｅｒ ５ ｍｉｎꎬｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｊｕｄｇｅｄꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ １００ ｐｇ􀅰μＬ－１ . [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｈｅ ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ＦＯＮ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｔｈｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｕｌｄ ｄｅｔｅｃｔ ＦＯＮ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｐｌａｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎬｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｖｉｄｅ
ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｗｉｌｔ ｄｉｓｅａｓｅꎻＦｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｎｉｖｅｕｍꎻ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
(ＲＰＡ)ꎻｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ)甘甜多汁ꎬ清爽解渴ꎬ其维生素 Ｃ 等物质含量丰富ꎬ营养价值高ꎬ具有重要的经

济价值ꎬ广受大家喜爱[１]ꎮ 西瓜是我国乃至全世界最重要的园艺作物之一ꎬ在世界范围内广泛种植[２]ꎮ
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据估计全球西瓜的年产量大约为 ８ 亿 ｔꎮ 我国是世界上最大的西瓜产地与消费国ꎬ西瓜的播种面积超过

２００ 万 ｈｍ２[３－４]ꎮ 研究表明ꎬ食用适量的西瓜能减少慢性病的发生[５]ꎮ 近年来ꎬ西瓜产业蓬勃发展ꎬ产量剧

增ꎬ而长期连续单作使西瓜产生连作障碍ꎬ其表现方式之一就是西瓜枯萎病大面积发生ꎮ 西瓜枯萎病通常

导致西瓜减产 １５％~３０％ꎬ严重时可减产 ５０％~８５％ꎬ甚至绝收[６]ꎮ 尖孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)属半

知菌类从梗孢目瘤座孢科镰刀菌属ꎬ是一种最重要的土传病原菌ꎬ被评为世界第五大病原真菌[７－９]ꎮ 尖孢

镰刀菌的分生孢子和菌丝体通常以腐生的方式存在于植物残体中ꎬ厚垣孢子和菌丝可在土壤中存活 ５ ~ ６
年[１０－１１]ꎮ 病原菌潜伏在土壤中越冬或越夏ꎬ通过带病种子、田间昆虫的移动、灌溉和堆肥传播ꎮ 尖孢镰刀

菌西瓜专化型 ＦＯＮ 一般通过西瓜植株的伤口、裂口或者根尖侵入[１２]ꎬ侵入后一般在根皮层细胞间繁殖ꎬ
随后侵入木质部ꎬ不断向上侵染ꎮ ＦＯＮ 可分泌毒素ꎬ干扰西瓜植株的正常代谢ꎻ分泌果胶酶和纤维素酶ꎬ
降解植物细胞壁ꎬ导致植株枯萎死亡[１３]ꎮ

病原物鉴定最经典的方法就是通过病害症状识别、症状鉴定和生物学特性分析等方法进行判断ꎮ 该鉴

定方法不仅鉴定周期长ꎬ而且需要相关操作人员具有丰富的专业知识ꎬ因此难以满足病害防控需求ꎮ 在病

原真菌的检测鉴定中ꎬ许多真菌病原体会产生相似的症状ꎬ难以区分不同的病原物ꎮ 近年来ꎬ随着分子生

物学的蓬勃发展ꎬ基于分子检测手段对病原物进行鉴定的方法越来越普遍ꎬ该方法可缩短鉴定周期ꎬ提高

鉴定的准确性[１４－１６]ꎮ
２００６ 年ꎬＰｉｅｐｅｎｂｕｒｇ 等[１７]利用参与细胞 ＤＮＡ 合成、重组和修复的蛋白开发了重组酶聚合酶扩增技术

(ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＲＰＡ)技术ꎬ该技术主要依赖于 ３ 种酶(在 ３７~４２ ℃具备活性的重组

酶、聚合酶和单链结合蛋白)ꎬ目前该技术已由 ＴｗｉｓｔＤｘ 商业化[１７－１８]ꎮ ＲＰＡ 的扩增产物可用琼脂糖凝胶电

泳进行检测ꎬ可与探针结合进行实时定量检测ꎬ也可与侧流层析试纸条结合进行结果的即时检测和

观察[１９]ꎮ
ＲＰＡ 检测技术具有操作简单、特异性强、灵敏度高等优点ꎬ检测下限可达 ｆｇ 级且反应只需要 １ 对引

物ꎻ反应所需温度低ꎬ在恒温 ３７~４２ ℃即可产生爆发式扩增ꎻ反应所需时间短ꎬ１０ ~ １５ ｍｉｎ 即可完成检测ꎮ
有研究表明在缺少相关试验设备的情况下利用人体体温也可以进行 ＲＰＡ 扩增反应ꎬ其检测结果与通过恒

温水浴锅进行 ＲＰＡ 扩增反应的结果一致ꎬ且具有较高的灵敏度[２０]ꎮ 检测速度快、反应时间短、检测方式

多样化以及检测结果可视化等优点使得 ＲＰＡ 技术在动植物病毒的检测方面得到广泛应用ꎬ但在植物病原

细菌方面的检测仅限于由植原体引起的病害ꎬ在植物病原真菌方面的检测报道较少ꎮ 已有番茄细菌性叶

斑病菌[２１]、柑橘溃疡病菌(黄单胞柑橘亚种) [２２]、水稻细菌性谷枯病菌和白叶枯病菌[２３]等的 ＲＰＡ 检测体

系被相继报道ꎬ但用于尖孢镰刀菌西瓜专化型的 ＲＰＡ 检测体系未见报道ꎮ 因此ꎬ本研究旨在建立 ＦＯＮ 的

ＲＰＡ 检测体系ꎬ以期为田间西瓜枯萎病的快速诊断和检测提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试菌株和培养条件

供试菌株见表 １ꎮ 所有菌株保存于滤纸片上ꎬ置于－８０ ℃冰箱中长期保存ꎮ 将保存的真菌于 ＰＤＡ 平

板上活化ꎬ置于 ２５ ℃培养箱中培养 ７ ｄ 后将长满平板的边缘菌丝转接到新的 ＰＤＡ 平板上ꎬ置于 ２５ ℃培养

箱中培养 ７ ｄꎮ
表 １　 供试菌株

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｓｔ ｓｔｒａｉｎ

菌株 Ｓｔｒａｉｎｓ 病害名称 Ｄｉｓｅａｓｅ ｎａｍｅ 病原真菌 Ｐａｔｈｏｇｅｎ 拉丁学名 Ｌａｔｉｎ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｎａｍｅ 菌株来源 Ｓｔｒａｉｎ ｓｏｕｒｃｅ

ＸＫ２２ 西瓜枯萎病
Ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｗｉｌｔ

尖孢镰刀菌西瓜专化型 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ.
ｎｉｖｅｕｍ(Ｅ.Ｆ.Ｓｍｉｔｈ)Ｗｏｌｌｅｎ

本实验室分离保存
Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ＸＪ２２ 香蕉枯萎病
Ｂａｎａｎａ ｐａｎａｎａ ｄｉｓｅａｓｅ

尖孢镰刀菌古巴专化型 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ.
ｃｕｂｅｎｓｅ

本实验室分离保存
Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ＪＫ２２ 菊花枯萎病
Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｗｉｌｔ

尖孢镰刀菌菊花专化型 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ Ｓｃｈｌ. ｆ. ｓｐ.
ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｉ Ｓｎｙｄｅｒ ｅｔ Ｈａｎｓｅｎ

本实验室分离保存
Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ＣＫ２２ 草莓枯萎病
Ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔ

尖孢镰刀菌草莓专化型 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ Ｓｃｈｌ. ｆ. ｓｐ.
ｆｒａｇａｒｉａｅ Ｗｉｎｋｓ ｅｔ Ｗｉｌｌａｍｓ

本实验室分离保存
Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ＪＦ２２ 金银花根腐病
Ｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅ ｒｏｏｔ ｒｏｔ ｄｉｓｅａｓｅ

茄腐皮镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 本实验室分离保存
Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

６６６
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续表 １　 Ｔａｂｌｅ １ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

菌株 Ｓｔｒａｉｎｓ 病害名称 Ｄｉｓｅａｓｅ ｎａｍｅ 病原真菌 Ｐａｔｈｏｇｅｎ 拉丁学名 Ｌａｔｉｎ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｎａｍｅ 菌株来源 Ｓｔｒａｉｎ ｓｏｕｒｃｅ

ＪＦ２３ 金银花根腐病
Ｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅ ｒｏｏｔ ｒｏｔ ｄｉｓｅａｓｅ

变红镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 本实验室分离保存
Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ＷＫ２１ 水稻纹枯病
Ｒｉｃｅ ｓｈｅａｔｈ ｂｌｉｇｈｔ ｄｉｓｅａｓｅ

立枯丝核菌 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ 本实验室分离保存
Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ＦＨ２１ 番茄灰霉病
Ｔｏｍａｔｏ ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ

灰葡萄孢菌 Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ 本实验室分离保存
Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ＭＣ２１ 小麦赤霉病
Ｓｃａｂ ｏｆ ｗｈｅａｔ

禾谷镰孢 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ Ｓｃｈｗａｂｅ 本实验室分离保存
Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ＬＴ２１ 莲雾炭疽病
Ｗａｘａｐｐｌｅ ａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅ

果生刺盘孢菌 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ 本实验室分离保存
Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ＴＭ２１ 甜瓜蔓枯病
Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒａｌｌａ ｍｅｌｏｎｉｓ

小双胞腔菌 Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ ｂｒｙｏｎｉａｅ 本实验室分离保存
Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

１.２　 真菌菌株 ＤＮＡ 的提取

使用新型快速植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(离心柱型 ＤＰ３１１２ꎬ无锡百泰克生物技术有限公司)提取

真菌菌丝基因组 ＤＮＡꎮ 具体试验步骤参照试剂盒说明书ꎮ
１.３　 西瓜枯萎病菌特异性片段的筛选

从 ＮＣＢＩ 网站下载西瓜枯萎病菌和所选病原真菌的基因组序列ꎬ利用 ＳｅｑＨｕｎｔｅｒ ２ 软件比对基因组序

列ꎬ共筛选到 ２０ 个差异片段ꎬ利用 ＮＣＢＩ 网站比对分析ꎬ最终确定选用基因序列 ＮＷ＿０２２１５８６５３. １、
ＮＷ＿０２２１５８６５４.１、ＮＷ＿０２２１５８６７２.１ 和 ＮＷ＿０２２１５８６８１.１ 进行引物设计ꎮ
１.４　 ＲＰＡ 引物和探针的设计

目前没有可用于 ＲＰＡ 引物和探针设计的软件或网站ꎬ因此按照 ＲＰＡ 引物设计的原则:１)引物长度一

般 ３０~３５ ｎｔꎬ不宜大于 ４５ ｎｔꎻ２)引物避免出现发卡结构ꎬＧＣ 含量最好 ３０％~７０％ꎬ引物 ５′端尽量为 Ｇꎬ避免

出现连续的 Ｃꎬ３′端最好以 Ｇ 或 Ｃ 结尾ꎻ３)引物扩增子的长度最好 １５０~３００ ｂｐꎬ不宜大于 ５００ ｂｐꎮ 按照该

原则在 １.３ 节中筛选得到的 ４ 个特异性基因片段的上、下游各设计 ３ 条引物ꎬ根据正交组合ꎬ每个片段可

得到 ９ 对不同的引物组合ꎬ所设计的引物序列如表 ２ 所示ꎮ 按照 ＲＰＡ 探针的设计原则:在上、下游引物中

间找一段长为 ４６~５２ ｎｔ 的片段ꎬ在该片段互补序列的 ５′端用常用抗原 ＦＡＭ 修饰ꎻ在其 ３′端用 Ｃ３￣Ｓｐａｃｅｒ
修饰ꎻ５′端和 ３′端中间用四氢呋喃 ＴＨＦ 标记ꎬ作为探针的识别位点ꎮ

表 ２　 针对西瓜枯萎病菌特异性片段的 ＲＰＡ 引物

Ｔａｂｌｅ ２　 ＲＰＡ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＦＯＮ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

ＲＰＡ￣６５３￣Ｆ１ 　 ＣＴＣＴＡＴＣＧＣＣＧＧＡＡＧＴＧＡＡＧＴＴＴＴＡＡＴＣＣＴ ＲＰＡ￣６７２￣Ｆ１ 　 ＡＡＣＧＣＡＣＡＴＴＧＧＧＡＣＣＴＣＴＧＡＧＣＧＡＴＧＧＣＣ

ＲＰＡ￣６５３￣Ｆ２ 　 ＣＡＣＡＡＡＧＡＧＡＡＡＣＡＣＴＴＣＴＣＣＴＴＧＣＣＧＣＡＣ ＲＰＡ￣６７２￣Ｆ２ 　 ＴＧＣＴＴＧＡＣＧＣＧＧＴＣＡＴＴＡＴＴＡＣＧＣＣＴＴＧＴＣ

ＲＰＡ￣６５３￣Ｆ３ 　 ＧＧＴＣＣＧＴＴＧＧＴＴＡＧＡＣＧＧＴＡＧＡＴＡＣＧＡＣＣＣ ＲＰＡ￣６７２￣Ｆ３ 　 ＡＡＧＣＴＡＣＡＣＴＴＡＡＧＣＣＡＧＴＡＧＴＡＡＴＡＧＧＴＡ

ＲＰＡ￣６５３￣Ｒ１ 　 ＴＡＡＣＡＣＧＡＧＡＡＧＴＴＡＧＧＧＴＡＴＴＧＡＡＧＴＴＣＡ ＲＰＡ￣６７２￣Ｒ１ 　 ＡＧＧＴＣＡＴＣＧＣＣＡＡＧＧＧＡＴＣＴＧＣＧＡＡＡＣＴＧＡＴ

ＲＰＡ￣６５３￣Ｒ２ 　 ＧＣＡＡＡＡＣＣＡＴＴＧＣＡＡＧＣＧＣＧＧＧＡＴＴＣＡＴＧＧＴＴ ＲＰＡ￣６７２￣Ｒ２ 　 ＴＣＡＡＧＧＣＴＡＡＴＣＴＣＧＧＴＧＴＡＧＣＧＡＴＴＴＡＧＴ

ＲＰＡ￣６５３￣Ｒ３ 　 ＡＧＡＧＴＡＧＡＴＴＣＧＡＡＣＣＣＣＡＴＴＴＧＣＴＣＧＡＴＴＴＣ ＲＰＡ￣６７２￣Ｒ３ 　 ＴＧＡＡＧＣＴＧＣＴＴＴＡＡＴＴＣＡＴＡＧＧＡＴＴＴＣＧＧＣ

ＲＰＡ￣６５４￣Ｆ１ 　 ＣＡＣＧＣＣＴＡＣＧＴＣＴＡＣＧＴＣＧＣＴＣＧＴＣＡＴＣＴＴＧＣＣＧ ＲＰＡ￣６８１￣Ｆ１ 　 ＣＣＴＧＣＣＴＣＡＴＧＡＣＡＴＴＴＣＧＴＡＡＡＴＡＣＣＴＣＡＡＡＣ

ＲＰＡ￣６５４￣Ｆ２ 　 ＣＣＧＧＴＧＴＴＧＧＧＣＴＧＡＣＴＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＣ ＲＰＡ￣６８１￣Ｆ２ 　 ＣＣＡＣＣＴＡＧＧＡＣＡＴＧＧＣＴＣＣＴＡＣＣＧＡＡＴＡＣＧ

ＲＰＡ￣６５４￣Ｆ３ 　 ＣＴＡＣＴＧＣＴＡＣＴＡＣＣＡＡＴＴＧＡＴＴＧＧＡＣＣＴＧＣ ＲＰＡ￣６８１￣Ｆ３ 　 ＧＡＴＧＡＴＡＡＡＧＧＡＧＣＡＡＣＡＧＴＣＴＴＡＣＣＡＴＣＴ

ＲＰＡ￣６５４￣Ｒ１ 　 ＣＴＧＧＴＧＧＧＡＡＣＣＡＧＡＡＡＴＧＡＧＴＴＡＧＣＧＴＣＡＣＧ ＲＰＡ￣６８１￣Ｒ１ 　 ＴＡＧＧＴＡＴＧＡＣＴＣＴＣＧＧＣＴＴＧＡＡＡＡＴＧＡＡＴＧＡ

ＲＰＡ￣６５４￣Ｒ２ 　 ＡＧＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＧＧＧＣＡＣＡＡＣＴＣＧＡＣＣＣＧＡ ＲＰＡ￣６８１￣Ｒ２ 　 ＴＴＡＣＴＧＧＧＣＡＧＡＴＧＧＧＴＴＧＴＴＣＴＧＣＡＧＴＧＧ

ＲＰＡ￣６５４￣Ｒ３ 　 ＡＣＡＡＧＧＣＣＧＡＣＧＡＡＧＴＧＧＣＴＡＡＣＣＴＣＡＣＴＣ ＲＰＡ￣６８１￣Ｒ３ 　 ＣＧＴＡＧＡＡＣＣＴＧＧＡＴＣＡＣＣＧＣＴＴＧＡＴＧＣＡＧＡ

１.５　 ＲＰＡ 特异性检测

采用 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒、ＨｙｂｒｉＤｅｔｅｃｔ 试纸条和 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒(胶体金试纸条型)
(安普未来生物技术有限公司)ꎬ按照表 ３ 和表 ４ 的反应体系对设计的引物进行特异性检测ꎬ同时以表 ５ 所

列的反应体系作为试验的正对照ꎮ 具体试验步骤参照试剂盒说明书ꎮ

７６６
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表 ３　 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒扩增体系

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｔｈｅｒｍｏｓｔａｔ ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ

组分 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ 体积 / μＬ Ｖｏｌｕｍｅ 组分 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ 体积 / μＬ Ｖｏｌｕｍｅ

Ａ ｂｕｆｆｅｒ ２９.４ 模板 Ｔｅｍｐｌａｔｅ ２.０
ＲＰＡ￣６８１￣Ｆ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ２.０ ｄｄＨ２Ｏ １２.１
ＲＰＡ￣６８１￣Ｒ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ２.０ Ｂ ｂｕｆｆｅｒ ２.５

总体积 Ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ ５０.０

表 ４　 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒(胶体金试纸条型)反应体系

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ＤＮＡ ｔｈｅｒｍｏｓｔａｔｉｃ ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ(ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐ ｔｙｐｅ)

组分 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ 体积 / μＬ Ｖｏｌｕｍｅ 组分 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ 体积 / μＬ Ｖｏｌｕｍｅ

Ａ ｂｕｆｆｅｒ １４.７０ 模板 Ｔｅｍｐｌａｔｅ １.５０
ＲＰＡ￣６８１￣Ｆ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) １.００ ｄｄＨ２Ｏ ５.２５
ＲＰＡ￣６８１￣Ｒ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) １.００ Ｂ ｂｕｆｆｅｒ １.２５

探针(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ０.３０
总体积 Ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ ２５.００

表 ５　 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒正对照反应体系

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ＤＮＡ ｔｈｅｒｍｏｓｔａｔｉｃ ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ

组分 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ 体积 / μＬ Ｖｏｌｕｍｅ 组分 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ 体积 / μＬ Ｖｏｌｕｍｅ

Ａ ｂｕｆｆｅｒ ２９.４ ｄｄＨ２Ｏ １２.１
正对照引物 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ｍｉｘ ４.０ Ｂ ｂｕｆｆｅｒ ２.５
正对照模板 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｅｍｐｌａｔｅ ２.０

总体积 Ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ ５０.０

１.６　 ＲＰＡ 灵敏度检测

将提取得到的西瓜枯萎病菌基因组 ＤＮＡ 进行梯度稀释ꎬ用筛选得到的特异性引物进行灵敏度的验证ꎮ
所用 ＦＯＮ 基因组 ＤＮＡ 浓度梯度依次为 １００ ｎｇ􀅰μＬ－１、１０ ｎｇ􀅰μＬ－１、１ ｎｇ􀅰μＬ－１、１００ ｐｇ􀅰μＬ－１、１０ ｐｇ􀅰μＬ－１、
１ ｐｇ􀅰μＬ－１、１００ ｆｇ􀅰μＬ－１ꎬ每组试验重复 ３ 次ꎮ
１.７　 温室接种西瓜枯萎病菌的 ＲＰＡ 检测

西瓜种子播种当天进行西瓜枯萎病菌 ＦＯＮ 的活化ꎮ 挑选－８０ ℃冰箱中保存的西瓜枯萎病菌活化于

ＰＤＡ 培养平板上ꎬ于 ２５ ℃培养箱中培养 ７ ｄꎬ挑选平板边缘新鲜菌块进行转接ꎮ 转接后的 ＰＤＡ 平板于

２５ ℃培养箱中培养 ７ ｄꎬ用打孔器在 ＰＤＡ 平板上打制菌碟ꎮ 将菌碟转移至绿豆培养基中ꎬ于 ２５ ℃、２２０
ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床上摇培 ７ ｄꎬ然后用 ３ 层擦镜纸进行孢子液的过滤ꎬ将孢子浓度稀释至 １×１０５ ｍＬ－１ꎬ每株西瓜浇

灌 ２０ ｍＬ 孢子液ꎮ 接种 ７ ｄ 后随机选取 ４ 株西瓜植株进行取样ꎬ提取其基因组 ＤＮＡꎬ进行 ＲＰＡ 检测ꎮ 共

选取 ４ 株接种 ＦＯＮ 后未显症的植物根茎和叶片进行基因组 ＤＮＡ 的提取和 ＲＰＡ 检测ꎬ并用未发病的西瓜

植物基因组 ＤＮＡ 作为对照ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＲＰＡ 反应体系的建立

由于得到的引物数量过多ꎬ考虑到反应成本问题ꎬ首先用普通 ＰＣＲ 反应对设计的引物进行初步筛选ꎬ
ＰＣＲ 反应结束后再用琼脂糖凝胶电泳对试验结果进行检测ꎮ 从图 １ 可知ꎬ所用引物(６８１￣３１￣Ｆ / ６８１￣３１￣Ｒ)
只从西瓜枯萎病菌基因组、香蕉枯萎病菌基因组和菊花枯萎病菌基因组中扩增出条带ꎬ且从香蕉枯萎病菌

基因组中扩增出的条带相比扩增出的其他条带亮度较弱ꎬ因此选择 ６８１￣３１￣Ｆ / ６８１￣３１￣Ｒ 作为初步筛选到的

特异性引物ꎮ
ＮＷ＿０２２１５８６８１.１ 基因片段的部分序列信息和筛选得到的 １ 对效果较好的 ＲＰＡ 引物(６８１￣３１￣Ｆ / ６８１￣

３１￣Ｒ)的位置如图 ２ 所示ꎮ 根据 ＮＷ＿０２２１５８６８１.１ 片段的特异性扩增序列进行探针的设计ꎬ按照 １.４ 节中

所 述 的 探 针 设 计 原 则 得 到 探 针 序 列: ＦＡＭ￣ＣＧＧＣＡＴＣＡＣＴＡＴＴＣＴＣＴＡＧＧＡＡＡＧＴＡＧＴＧＣ￣ＴＨＦ￣
ＡＧＡＣＴＴＴＧＡＧＣＧＡＴＣ￣Ｃ３ ｓｐａｃｅｒꎮ

用引物(６８１￣３１￣Ｆ / ６８１￣３１￣Ｒ)结合 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒(胶体金试纸条型)进行 ＲＰＡ 扩增ꎬ从扩

增产物取 １０ μＬ 稀释 ２０ 倍之后进行胶体金试纸条检测ꎬ用试剂盒回收剩余 １５ μＬ 扩增产物后进行琼脂糖
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图 １　 ＲＰＡ 特异性引物的 ＰＣＲ 扩增反应筛选结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＰＡ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ
　 　 Ａ. 引物(６８１￣１１￣Ｆ / ６８１￣１１￣Ｒ)在ＮＷ＿０２２１５８６８１.１ 基因中扩增片段大小约为 ２６０ ｂｐꎻＢ. 引物(６８１￣２１￣Ｆ / ６８１￣２１￣Ｒ)在ＮＷ＿０２２１５８６８１.１ 基

因中扩增片段大小约为 ２２３ ｂｐꎻＣ. 引物(６８１￣３１￣Ｆ / ６８１￣３１￣Ｒ)在 ＮＷ＿０２２１５８６８１.１ 基因中扩增片段大小约为 １８９ ｂｐꎮ
Ｍ. ＤＮＡ 标准ꎻ１. 西瓜枯萎病菌基因组ꎻ２. 香蕉枯萎病菌基因组ꎻ３. 菊花枯萎病菌基因组ꎻ４. 草莓枯萎病菌基因组ꎻ５. 金银花根腐病(茄

腐皮镰刀菌)基因组ꎻ６. 金银花根腐病(变红镰刀菌)基因组ꎻ７. 水稻纹枯病菌基因组ꎻ８. 番茄灰霉病菌基因组ꎻ９. 小麦赤霉病菌基因组ꎻ
１０. 莲雾炭疽病菌基因组ꎻ１１. 甜瓜蔓枯病菌基因组ꎮ 图 ３ 同ꎮ

Ａ. Ｐｒｉｍｅｒ(６８１￣１１￣Ｆ / ６８１￣１１￣Ｒ)ａｍｐｌｉｆｉｅｓ ａ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ ｏｆ ａｂｏｕｔ ２６０ ｂｐ ｉｎ ＮＷ＿０２２１５８６８１.１ ｇｅｎｅꎻＢ. Ｐｒｉｍｅｒ(６８１￣２１￣Ｆ / ６８１￣２１￣Ｒ)ａｍｐｌｉｆｉｅｓ
ａ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ ｏｆ ａｂｏｕｔ ２２３ ｂｐ ｉｎ ＮＷ＿０２２１５８６８１.１ ｇｅｎｅꎻＣ. Ｐｒｉｍｅｒ(６８１￣３１￣Ｆ / ６８１￣３１￣Ｒ) ｉｎ ＮＷ＿０２２１５８６８１.１ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｓ ａ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ ｏｆ
ａｂｏｕｔ １８９ ｂｐ.

Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｎｉｖｅｕｍꎻ２. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｆ􀆰 ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｃｕｂｅｎｓｅꎻ３. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｆ􀆰 ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
Ｓｃｈｌ. ｆ. ｓｐ. ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｉꎻ４. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｆ􀆰 ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ Ｓｃｈｌ. ｆ. ｓｐ. ｆｒａｇａｒｉａｅꎻ５. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｆ􀆰 ｓｏｌａｎｉꎻ６. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅ Ｆ􀆰 ｃｕｌｍｏｒｕｍꎻ
７. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉꎻ８. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ(ｇｒａｙ ｍｏｌｄ ｏｎ ｔｏｍａｔｏ)ꎻ９. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｆ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ(ｗｈｅａｔ ｓｃａｂ)ꎻ１０. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａꎻ１１. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ ｂｒｙｏｎｉａｅ(ｇｕｍｍｙ ｓｔｅｍ ｂｌｉｇｈｔ) .Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ Ｔａｂｌｅ ３.

图 ２　 ＲＰＡ 引物和探针在 ＮＷ＿０２２１５８６８１.１ 基因中的位置

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＲＰＡ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｉｎ ＮＷ＿０２２１５８６８１.１ ｇｅｎｅ

凝胶电泳检测ꎬ用 ２ 种检测方法来验证该引物在进行 ＲＰＡ 扩增反应时的特异性ꎬ验证结果如图 ３ 所示ꎮ
侧流层析试纸条结果(图 ３－ａ)表明ꎬ以 ＦＯＮ 基因组 ＤＮＡ 为模板的扩增产物在胶体金试纸条的质控线和

检测线处均出现清晰的条带ꎬ而以其他 １０ 种供试病原真菌基因组 ＤＮＡ 为模板的扩增产物在胶体金试纸

条上只显示 １ 条质控线ꎬ表明 ６８１￣３１￣Ｆ / ６８１￣３１￣Ｒ 引物对 ＦＯＮ 的特异性较强ꎮ 琼脂糖凝胶电泳结果

(图 ３－ｂ)表明ꎬ以 ＦＯＮ 基因组 ＤＮＡ 为模板的 ＲＰＡ 扩增产物回收后用 ２０ ｇ􀅰Ｌ－１的琼脂糖凝胶电泳进行检

测ꎬ能够看到清晰的约 １８９ ｂｐ 的条带ꎬ而以其他 １０ 种供试病原真菌基因组 ＤＮＡ 为模板的扩增产物回收

后无扩增条带的产生ꎬ再次说明该引物对 ＦＯＮ 有良好的特异性ꎮ 为验证本研究中筛选的引物对全国其他

地域 ＦＯＮ 分离株的效果ꎬ选取 ７ 个不同地域的 ＦＯＮ 分离株进行特异性检测ꎬ结果(图 ３－ｃ)表明ꎬ引物 ６８１￣
３１￣Ｆ / ６８１￣３１￣Ｒ 能够检测到来自全国 ７ 个不同地域的 ＦＯＮ 分离株ꎮ
２.２　 ＲＰＡ 反应灵敏度检测

将西瓜枯萎病菌基因组 ＤＮＡ 进行梯度稀释ꎬ使其浓度分别为 １００ ｎｇ􀅰μＬ－１、１０ ｎｇ􀅰μＬ－１、１ ｎｇ􀅰μＬ－１、
１００ ｐｇ􀅰μＬ－１、１０ ｐｇ􀅰μＬ－１、１ ｐｇ􀅰μＬ－１、１００ ｆｇ􀅰μＬ－１ꎬ利用 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒(胶体金试纸条型)进行

扩增ꎬ扩增产物分别进行侧流层析试纸条检测和琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ检测结果如图 ４ 所示ꎮ 琼脂糖凝胶
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电泳试验结果表明建立的 ＲＰＡ 检测体系的检测下限为 １００ ｐｇ􀅰μＬ－１ꎬ侧流层析试纸条检测结果表明建立

的 ＲＰＡ 检测体系的检测下限为 １ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ两者结果不完全一致ꎬ分析原因可能是由于进行侧流层析试纸

条检测时ꎬ对扩增产物稀释 ２０ 倍之后才进行上样ꎬ导致灵敏度降低ꎮ

图 ３　 ＲＰＡ 特异性引物的筛选结果

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＰＡ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ
　 　 ａ. 以不同病原真菌基因组 ＤＮＡ 为模板的侧流层析试纸条检测结果ꎻｂ. ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒(胶体金试纸条型)扩增产物经试剂

盒回收之后的琼脂糖凝胶电泳结果ꎻｃ. 以不同地域病株的 ＦＯＮ 基因组 ＤＮＡ 为模板的侧流层析试纸条检测结果ꎮ １２. 试剂盒正对照ꎮ
ＸＫ１１. 分离自江苏省南京市江宁区横溪镇的 ＦＯＮꎻＸＫ１２. 分离自江苏省南京市六合区的 ＦＯＮꎻＸＫ１３. 分离自江苏省南京市高淳区的 ＦＯＮꎻ
ＸＫ１４. 分离自江苏省淮安市的 ＦＯＮꎻＸＫ１５. 分离自江苏省盐城市东台市的 ＦＯＮꎻＸＫ１６. 分离自山东省寿光市的 ＦＯＮꎻＸＫ１７. 分离自安徽省

宿州市的 ＦＯＮꎻＣＫ. 试剂盒正对照ꎮ Ｃ. 对照ꎻＴ.试验组ꎮ 下同ꎮ
ａ. Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｉｄｅ￣ｆｌｏｗ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｓｔｒｉｐｓ ｕｓｉｎｇ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅｓꎻｂ. Ｔｈｅ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ(ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｓｔｒｉｐ ｔｙｐｅ)ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｋｉｔ ｉｓ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄꎻｃ. Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ｓｉｄｅ￣ｆｌｏｗ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｓｔｒｉｐｓ ｕｓｉｎｇ ＦＯＮ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｐｌａｎｔｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ. １２. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅ
ｋｉｔ. ＸＫ１１. ＦＯＮ ｏｆ Ｈｅｎｇｘｉ ＴｏｗｎꎬＪｉａｎｇｎｉｎｇ ＤｉｓｔｒｉｃｔꎬＮａｎｊｉｎｇ ＣｉｔｙꎬＪｉａｎｇｓｕ ＰｒｏｖｉｎｃｅꎻＸＫ１２. ＦＯＮ ｏｆ Ｌｉｕｈｅ ＤｉｓｔｒｉｃｔꎬＮａｎｊｉｎｇ ＣｉｔｙꎬＪｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ
ＸＫ１３. ＦＯＮ ｏｆ Ｇａｏｃｈｕｎ ＤｉｓｔｒｉｃｔꎬＮａｎｊｉｎｇ ＣｉｔｙꎬＪｉａｎｇｓｕ ＰｒｏｖｉｎｃｅꎻＸＫ１４. ＦＯＮ ｏｆ Ｈｕａｉ’ａｎ ＣｉｔｙꎬＪｉａｎｇｓｕ ＰｒｏｖｉｎｃｅꎻＸＫ１５. ＦＯＮ ｏｆ Ｄｏｎｇｔａｉ Ｃｉｔｙꎬ
Ｙａｎｃｈｅｎｇ ＣｉｔｙꎬＪｉａｎｇｓｕ ＰｒｏｖｉｎｃｅꎻＸＫ１６. ＦＯＮ ｏｆ Ｓｈｏｕｇｕａｎｇ ＣｉｔｙꎬＳｈａｎｄｏｎｇ ＰｒｏｖｉｎｃｅꎻＸＫ１７. ＦＯＮ ｏｆ Ｓｕｚｈｏｕ ＣｉｔｙꎬＡｎｈｕｉ ＰｒｏｖｉｎｃｅꎻＣＫ. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅ ｋｉｔ. Ｃ. ＣｏｎｔｒｏｌꎻＴ.Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

图 ４　 ＲＰＡ 反应灵敏度检测试验结果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＲＰＡ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
　 　 Ａ. 侧流层析试纸条检测结果ꎻＢ. ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒(胶体金试纸条型)扩增产物经试剂盒回收后的琼脂糖凝胶电泳检测

结果ꎮ １. １００ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎻ２. １０ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎻ３. １ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎻ４. １００ ｐｇ􀅰μＬ－１ꎻ５. １０ ｐｇ􀅰μＬ－１ꎻ６. １ ｐｇ􀅰μＬ－１ꎻ７. １００ ｆｇ􀅰μＬ－１ꎻ８. 试剂盒正对照ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｄｅ￣ｆｌｏｗ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｓｔｒｉｐꎻＢ. Ｔｈｅ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ(ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｓｔｒｉｐ ｔｙｐｅ)ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｋｉｔ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. １. １００ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎻ２. １０ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎻ３. １ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎻ

４. １００ ｐｇ􀅰μＬ－１ꎻ５. １０ ｐｇ􀅰μＬ－１ꎻ６. １ ｐｇ􀅰μＬ－１ꎻ７. １００ ｆｇ􀅰μＬ－１ꎻ８. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅ ｋｉｔ.
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２.３　 温室接种西瓜的 ＲＰＡ 检测

为验证本研究所建立的 ＲＰＡ 检测体系在实际应用中的可行性和其在田间进行实际检测的效果ꎬ直接

采用胶体金试纸条进行扩增结果的检测ꎮ 接种西瓜枯萎病菌后在植株显症之前随机选取 ４ 株西瓜植株ꎬ
提取其基因组 ＤＮＡꎬ以未接种 ＦＯＮ 的西瓜植物组织基因组 ＤＮＡ 为空白对照ꎬ利用 ＤＮＡ 恒温快速扩增试

剂盒(胶体金试纸条型)进行 ＲＰＡ 检测ꎮ ＲＰＡ 扩增结束后将扩增产物稀释 ２０ 倍ꎬ取 ５０ μＬ 稀释产物直接

用胶体金试纸条进行反应结果的检测ꎮ 结果(图 ５)表明ꎬ以接种 ＦＯＮ 未显症的 ４ 株西瓜植物组织基因组

ＤＮＡ 为模板的 ＲＰＡ 扩增产物经试纸条检测后均出现 ２ 条条带ꎬ而以未接种 ＦＯＮ 的西瓜植物组织基因组

ＤＮＡ 为模板的 ＲＰＡ 扩增产物经试纸条检测后只出现 １ 条质控线(图 ５－Ａ)ꎮ 对取样的 ４ 株植物进一步观

察ꎬ发现 ４ 株植物后期均出现典型的西瓜枯萎病的症状(图 ５－Ｂ)ꎬ说明本研究建立的 ＲＰＡ 检测体系可成

功应用于温室接种西瓜的 ＲＰＡ 检测ꎬ并且可在植株未显症之前检测到 ＦＯＮꎮ

图 ５　 ＲＰＡ 检测体系对温室接种西瓜植株的检测结果

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｎ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ
　 　 Ａ. 温室接种 ＦＯＮ 未显症的西瓜植株基因组 ＤＮＡ 的 ＲＰＡ 检测结果ꎻＢ. 检测的西瓜植株后期的发病情况ꎮ １. 未接种 ＦＯＮ 的西瓜

植株的试验检测结果ꎻ２~５. 温室接种 ＦＯＮ 的西瓜植株的试验检测结果ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＦＯＮ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅꎻＢ. Ｔｈｅ ｌａｔｅ￣ｓｔａｇｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｏｆ

ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｐｌａｎｔｓ. １. Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ＦＯＮ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎꎻ２－５. Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ
ｐｌａｎｔｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＦＯＮ ｉｎ ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ.

３　 讨论与结论

西瓜枯萎病是由尖孢镰刀菌西瓜专化型 ＦＯＮ 侵染西瓜引起的病害ꎬ该病害发病面积广ꎬ发病速度快ꎬ
对西瓜的产量影响极大[２４]ꎮ 目前没有可以彻底清除发病地块中西瓜枯萎病菌的方法ꎬ导致西瓜种植过程

中的连作障碍逐年加重[２５]ꎮ 我国作为西瓜生产和消费的第一大国ꎬ西瓜种植过程中一旦发生西瓜枯萎病

将导致极大的经济损失[３－４]ꎮ 通过苗期管理、轮作和嫁接的方法防控西瓜枯萎病难度大和成本高ꎬ难以进

行大面积推广ꎻ培育抗病品种周期长且 ＦＯＮ 分化类型多ꎬ难以进行多位点抗性育种[２６]ꎮ 化学防治虽然见

效快ꎬ防效高ꎬ但存在对人畜不安全、环境污染大等问题[２７]ꎮ 生物防治是当下防治西瓜枯萎病的最佳选择

之一ꎬ但生物防治见效慢ꎬ适用范围小且使用效果易受天气影响ꎮ 因此ꎬ建立西瓜枯萎病菌的快速检测技

术对西瓜枯萎病的流行预测以及制定有针对性的防控策略具有重要的意义ꎮ
近年来ꎬ曹月霞等[２８]利用 ＦＯＮ 的特异性引物和尖孢镰刀菌的通用引物ꎬ设计了双重 ＰＣＲ 检测体系检

测 ＦＯＮꎬ但该技术需要使用昂贵的实验仪器ꎬ难以在田间推广应用ꎻ肖姬玲等[２９]利用巢式 ＰＣＲ 原理ꎬ建立

了检测土壤中 ＦＯＮ 的 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠｑＰＣＲ 检测体系ꎬ但该技术同样需要使用昂贵的实验仪器ꎬ难以在田

间推广应用ꎻ赵爽等[３０]采用基因宏阵列(Ｍａｃｒｏａｒｒａｙ)和荧光定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)的方法ꎬ对 ＦＯＮ 进

行了快速监测和快速绝对定量ꎬ但该方法需要在 Ｋｏｄａｋ Ｂｉｏｍａｘ 胶片上定影、显影后用扫描仪记录试验结

果ꎬ更难以在田间进行操作ꎮ 杨科等[３１] 建立了 ＦＯＮ 的环介导等温扩增 ( ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＬＡＭＰ)检测体系ꎬ该方法可直接根据反应产物的颜色变化进行结果的判断ꎬ６０~６５ ℃即可产

生爆发式扩增ꎬ在恒温水浴锅中即可进行反应ꎬ不需要使用昂贵的实验仪器ꎬ但该方法容易产生气溶胶污

染ꎬ反应使用的羟基萘酚蓝(ＨＮＢ)显色剂不稳定ꎬ使用的 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ指示剂成本较高ꎮ 本文建立的

ＲＰＡ 检测体系在 ３７ ℃恒温即可产生爆发式扩增ꎬ用试纸条进行显色反应的结果更易观察ꎬ具有操作简

单、检测灵敏度高、反应所需温度低和不需要使用昂贵的实验仪器以及更易在田间进行检测等优点ꎬ可为

田间西瓜枯萎病的快速诊断提供技术支持ꎮ
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本文通过生物信息学分析筛选得到了 ＦＯＮ 的 ４ 个特异性片段ꎬ并对其进行 ＲＰＡ 引物的设计ꎬ通过普

通 ＰＣＲ 扩增反应对引物进行特异性和灵敏度的筛选ꎬ并用 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒对其进行验证(结果

未展示)ꎬ得到对 ＦＯＮ 特异性和灵敏度较好的 １ 对引物ꎬ利用该引物的扩增片段设计 ＲＰＡ 探针ꎬ并对扩增

效果较好的反向引物(ＲＰＡ￣６８１￣Ｒ)进行修饰ꎬ再用 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒(胶体金试纸条型)进行扩

增反应ꎬ扩增结束后取 １０ μＬ 扩增产物稀释 ２０ 倍进行胶体金试纸条检测ꎬ用试剂盒回收剩余 １５ μＬ 扩增

产物后ꎬ进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ以筛选确定合适的探针ꎬ最后利用筛选得到的特异性引物和探针进行

温室接种西瓜植株的 ＲＰＡ 检测ꎬ结果表明本研究中所建立的 ＲＰＡ 检测体系能够从温室接种未显症的西

瓜植株中检测到 ＦＯＮꎬ可为田间西瓜枯萎病早期的快速检测提供技术支持ꎮ ＲＰＡ 的未来发展会更多地集

中于现场检测和多重检测ꎬ且多重检测将通过一个 ＲＰＡ 反应实现对多种病原的检测ꎮ
本研究首次报道了可用于尖孢镰刀菌西瓜专化型 ＦＯＮ 的 ＲＰＡ 检测体系ꎮ 利用 ＤＮＡ 恒温快速扩增

试剂盒(胶体金试纸条型)进行检测时ꎬ只需在 ３８ ℃反应 １２ ｍｉｎ(有研究表明利用人体体温进行 ＲＰＡ 扩

增反应仍具有较高的灵敏度[２０])ꎬ取 ５０ μＬ 稀释 ２０ 倍的扩增产物用胶体金试纸条进行检测ꎬ５ ｍｉｎ 后即可

进行结果的判断ꎬ整个过程只需 ２０ ｍｉｎ 即可完成 ＦＯＮ 的快速检测ꎬ检测下限为 １００ ｐｇ􀅰μＬ－１ꎮ 本研究通过

多种检测方法对 ＲＰＡ 扩增结果进行检测ꎬ均得到一致的结果ꎬ且建立的 ＲＰＡ 检测体系能够从温室接种未

显症的西瓜植物组织基因组 ＤＮＡ 中检测 ＦＯＮꎬ可为田间西瓜枯萎病早期的快速检测提供技术支持ꎮ
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