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摘 要:青稞鞘腐病是由禾生指葡孢霉(Dactylobotrysgramincola)引起的穗部病害,严重影响青稞的产

量和品质。本研究基于环介导等温扩增技术(loop-mediatedisothermalamplification,LAMP),以D.gramin-
cola 的ITS序列为基础,设计并筛选出1组特异性引物,通过优化反应温度,建立了灵敏度高且可快速检测青

稞D.gramincola 的LAMP检测方法。进一步对该方法的特异性和灵敏度进行评估,并对田间疑似发病植

株的茎、旗叶、穗组织进行检测。结果表明,该LAMP检测体系在64℃下反应70min即可从6种青稞病原

菌中有效检测D.graminicola,检测灵敏度达13.07fg·μL-1,比常规PCR技术灵敏度高100倍。对田间疑

似发病植株组织进行检测,穗部检出10份阳性样本,旗叶检出8份阳性样本,茎秆部位未检出,检出率为

50%。该方法能够特异性检测青稞发病组织中的D.graminicola,为青稞鞘腐病的田间快速诊断及病原菌检

测提供了新方法。
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EstablishmentandApplicationofLoop-MediatedIsothermalApplication
AssayforDetectingDactylobotrysgamincolainHighlandBarley
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Abstract:HighlandbarleysheathrotisapaniclediseasecausedbyDactylobotrysgramincola,which
seriouslyaffectstheyieldandqualityofhighlandbarley.Inthisstudy,asetofspecificprimerswere
designedandscreenedbasedontheITSsequenceofD.gramincolabasedonloop-mediatedisothermal
amplification(LAMP).Byoptimizingthereactiontemperature,aLAMPdetectionmethodwithhigh
sensitivityandrapiddetectionofD.gramincolawasestablished.Thespecificityandsensitivityofthe
methodwerefurtherevaluated,andthestem,flagleaf,andpanicletissuesofthesuspecteddiseased
plantsinthefieldweredetected.TheresultsshowedthattheLAMPdetectionsystemcaneffectively
detectD.graminicolafromsixhighlandbarleypathogensat64℃for70min.Thedetectionsensi-
tivitywas13.07fg·μL-1,whichwas100timeshigherthanthatoftheconventionalPCR.Thetis-
suesofthesuspecteddiseasedplantsinthefieldweredetected.Tenpositivesamplesweredetectedin
thepanicle;eightpositivesamplesweredetectedintheflagleaf;andnopositivesamplesweredetec-
tedinthestem.Thedetectionratewas50%.
Keywords:Highlandbarley;Dactylobotrysgramincola;Loop-mediatedisothermalapplication;Rapid
detectioninthefield



  青稞又称裸大麦[1],禾本科大麦属,是青藏高

原及周边高海拔地区种植的小禾谷类粮食作物,
用于食品、饲料、酿酒和保健[2-3]。青稞鞘腐病是

青稞生产上的常发病害,在中国甘肃省、青海省、
西藏自治区、四川省、云南省等青稞种植区域都有

发生,重病田病穗率可达20%~30%,局部病穗

率可达10%~15%,影响青稞的品质和产量[4-5]。
该病害病原菌为禾生指葡孢霉D.graminicola,
该病菌为无性真菌—丛梗丝孢菌,寄主范围广泛,
一些禾谷类作物及禾本科杂草都是其自然寄

主[5-6]。笔者田间调查发现,青稞穗部是主要发病

部位,有时旗叶、茎秆会出现不同程度的病斑。
用于植物病害的分子 检 测 技 术 常 见 的 为

PCR[7-8]及RT-PCR[9],这些检测手段耗时、耗力、
工作量大,常需要在实验室内使用昂贵的仪器设

备,对技术人员的专业要求高,检测程序繁琐、实
验周期相对较长,无法即时指导生产实践。

2000年,Notomi等[10]提出环介导等温扩增技

术(loop-mediatedisothermalamplification,LAMP),
针对靶标序列设计4~6条引物,利用BstDNA
聚合酶在63~67℃恒温环境下完成反应,可以直

接通过肉眼观察结果[11],便于田间进行。LAMP
结果的判定方式多样,有电泳检测法、浊度检测

法[12]以及实时荧光定量检测法[13]。相比于普通

PCR技术,LAMP在检测方面具有诸多优势,更
适合进行指定片段的大量扩增。

LAMP目前被广泛应用于检测植物病原物。

Fukuta等[14]在2003年发表了第一个关于植物

病害检测的研究,该研究使用RT-LAMP检测山

药花叶病毒(JYMV)。Marra等[15]利用RT-LAMP
检测小麦纺锤条斑花叶病毒(WSSMV)。Ponia-
towska等[16]开发了引起苹果褐腐病的3种病原

菌的LAMP检测方法。Feng等[17]使用LAMP技

术来检测土壤和生菜中4种卵菌的LAMP检测方

法。常海城等[18]建立了向日葵核盘菌(Sclerotinia
sclerotiorum)的LAMP检测方法。胡章薇等[19]基

于麦类核腔菌(Pyrenophoragraminea)的ITS-
rDNA序列设计特异性引物,建立了LAMP技术

体系。本研究基于LAMP检测技术,建立了快速

检测青稞D.graminicola 病害的方法,并从特

异性、灵敏度、田间疑似病样检测等方面对其实

用性进行了评价,为青稞鞘腐病的田间检测提

供新方法。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试菌株:所用菌株共6种(表1),均由青海

省农业有害生物综合治理重点实验室提供。

表1 用于LAMP检测的青稞病原菌信息

Table1 InformationonbarleypathogensusedforLAMPtesting

菌株编号
Numberofpathogen

病原菌
Pathogen

1 禾生指葡孢霉Dactylobotrysgamincola

2 麦类核腔菌Pyrenophoragraminea

3 坚黑粉菌Ustilagohorde

4 裸黑粉菌Ustilagonuda

5 禾谷镰孢Fusariumgraminearum

6 细链格孢Alternariaalternata

  主要试剂盒及试剂:DNA-LAMP扩增试剂

盒和荧光目视检测试剂盒均购自日本荣研化学株

式会社,DL2000DNAmarker、LoadingBuffer、2
×TaqPCRMarkerMix均购于Tiangen公司。

仪器:QiagenTissueLyserⅡ高通量组织研

磨仪、ThermosorvallST16R高速冷冻离心机、

ABI7500实时荧光定量仪、AppliedBiosystems
VeritiPCR仪和Bio-Rad电泳仪等。

1.2 试验方法

1.2.1 引物设计合成及筛选

将D.graminicolaDNA进行ITS序列(ITS1:

5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'、ITS4:5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')扩 增,测 序

拼接得到 D.graminicolaITS序列。根据 D.
graminicolaITS序列,用在线软件PrimerEx-
ploreV5设计青稞D.graminicola 的LAMP引

物,共设计5组引物进行特异性和灵敏度筛选,序
列测序、引物合成由杨凌天润奥科生物科技有限

公司完成。

1.2.2 DNA模板的制备

采用改良CTAB法提取供试菌株DNA[20],
置于-20℃冰箱中冷冻保存。

1.2.3 LAMP反应体系和结果判断

LAMP检测体系为2×等温扩增缓冲液12.5

μL,BstDNA聚合酶1μL,0.04μmol·L-1 内引物

FIP/BIP各2.5μL,0.005μmol·L-1 外引物F3/B3
各1μL,0.01μmol·L-1 环引物LF1μL,FD1

μL,DNA2μL,ddH2O0.5μL。LAMP检测体

系的条件为65℃,70min,每隔1min实时荧光
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定量仪读取一次荧光。检测结果由两种方法判

定。染色观察法:以黄绿素(FD)为显色指示剂,
通过肉眼观察指示剂颜色变化判断扩增结果,阳
性为荧光绿色,阴性为浅橘色;荧光检测法:阳性

DNA扩增曲线为“S”型,阴性DNA扩增曲线为

直线。

1.2.4 LAMP检测体系的最佳温度筛选

筛选出特异性引物组后,对LAMP检测体系

的反应温度进行优化。以D.graminicolaDNA
为模板,设置60、61、62、63、64和65℃等6个温

度梯度,筛选出LAMP检测体系的最佳反应温

度。LAMP结果采用染色观察法或荧光检测法

来判别。

1.2.5 LAMP特异性评价

用优化后的条件,以D.graminicolaDNA作

为模板,以P.graminea、U.hordei、U.nuda、F.
graminearum、A.alternata 菌株 DNA及ddH2O
作为阴性对照,进行LAMP特异性检测。LAMP
结果采用染色观察法或荧光检测法来判别。

1.2.6 LAMP灵敏度评价

以D.graminicolaDNA为模板,将浓度为

130.7pg·μL-1 的DNA进行10倍梯度稀释,使
其质量浓度分别为130.7pg·μL-1,13.07pg·

μL-1,1.307pg·μL-1,130.7fg·μL-1,13.07
fg·μL-1,1.307fg·μL-1 和130.7ag·μL-1

共7个梯度。各取2μL模板DNA加入LAMP
检测体系中,以ddH2O为阴性对照。LAMP扩

增后,通过染色观察法或荧光检测法判别结果,并
与常规PCR进行比较,以评估其灵敏度。常规

PCR扩增体系(总体系为25μL):E×Taq12.5

μL,F30.5μL,B30.5μL,DNA 模 板1μL,

ddH2O10.5μL。PCR反应程序:94℃预变性5
min;94℃变性30s,58℃退火30s,72℃延伸60
s,35个循环;72℃终延伸7min。

1.2.7 田间疑似发病植株组织中禾生指葡孢霉

的检测

在青海省海北藏族自治州门源县,采集青稞

鞘腐病疑似发病植株,以穗、旗叶和茎三个组织的

DNA为模板,D.graminicola DNA 为阳性对

照,ddH2O为阴性对照,以最佳引物组(表2)进行

LAMP扩增。在65℃反应70min,每1min读取

一次荧光,反应前体系中加入1μL钙黄绿素。扩

增结果采用染色观察法或荧光检测法来判别。

表2 LAMP扩增反应的引物序列

Table 2 PrimersequenceofLAMPamplificationreaction

引物名称
Primername

引物序列
Primersequence(5'-3')

F3 TGGTTCTGGCCTCGATGA

B3 GCCAATGGATTTGGGAGAGG

FIP GGCGCAATGTGCGTTCAAAGAT-
GAACGCAGCGAAATGCGATA

BIP GCCAGTACTCTGGCAGGCATCAC-
CTCCAACACCAAGCC

LF TCGATGATTCACGGAATTCTG-
CAAT

2 结果与分析

2.1 LAMP引物组的筛选

采用青稞的D.graminicolaITS序列共设

计5组引物组用于LAMP检测,以D.gramini-
colaDNA为模板,在65℃恒温条件下反应70
min。结果(图1A)显示,只有引物组1的DNA
扩增曲线呈“S”型,其余4组引物的扩增曲线及

ddH2O阴性对照均呈直线,非“S”型曲线。可视

化结果(图1B)显示,只有引物组1的反应溶液呈

荧光绿色(阳性),其余4组引物及阴性对照反应

溶液呈浅橘色(阴性)。因此,选用引物组1作为

青稞的D.graminicolaLAMP检测的最佳引物

组,引物信息详见表2。

2.2 LAMP检测体系的最佳温度筛选

以D.graminicolaDNA为模板,设置60、

61、62、63、64和65℃共6个温度,筛选LAMP
检测体系的最佳温度。检测结果发现,在6个温

度条件下都是“S”型DNA扩增曲线(图2A),反
应溶液呈荧光绿色(图2B)。其中64℃条件下,
反应45min时荧光曲线出峰最早,因此,选择64
℃为青稞的D.graminicolaLAMP检测最佳反应

温度。

2.3 LAMP的特异性评价

LAMP反应体系的特异性检测,以表1中6
株菌株的DNA为模板,进行LAMP扩增。结果

显示(图3),仅菌株D.graminicola 检测结果呈

阳性,其DNA扩增曲线呈现典型的“S”型,同时

可视化反应颜色表现为荧光绿色。相比之下,非
目标菌株及阴性对照组的检测结果均呈现阴性,

DNA扩增曲线为直线,且可视化反应颜色为浅橘

色。表明所建立的LAMP检测体系具备特异性

检测青稞的D.graminicola 的能力。
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  A:DNA扩增曲线;B:LAMP可视化结果;1~5分别为引物
组,6为ddH2O(阴性对照)。

A:DNAamplificationcurve;B:LAMPvisualizationre-
sults;1-5representprimersets,respectively;6isddH2O(neg-
ativecontrol).

图1 青稞鞘腐病LAMP引物筛选

Fig.1 ScreeningofLAMPprimers
forhullessbarleysheathrot

  A:DNA扩增曲线;B:LAMP可视化结果;1~6分别为60、
61、62、63、64和65℃。

A:DNAamplificationcurve;B:LAMPvisualizationre-
sults;1-6aretemperaturesat60,61,62,63,64,and65°C,
respectively.

图2 LAMP在不同温度条件下的扩增结果

Fig.2 LAMPdetectionwithdifferent
amplificationtemperatures

  A:DNA扩增曲线;B:LAMP可视化结果;1~2为 D.gra-
minicola;3~7分别为 P.graminea、U.hordei、U.nuda、F.
graminearum 和A.alternata;8为ddH2O(阴性对照)。

A:DNAamplificationcurve;B:VisualizationofLAMPam-
plificationproducts;1and2areD.graminicola;3-7areP.
graminea,U.hordei,U.nuda,F.graminearum,andA.al-
ternata,respectively;8isddH2O(negativecontrol).

图3 LAMP反应的特异性检测

Fig.3 SpecificdetectionofLAMPreactions

2.4 LAMP的灵敏度评价

以D.graminicola 的DNA为模板,将浓度

进行10倍梯度的稀释,进行LAMP和PCR反

应,比较灵敏度。结果显示,随着DNA浓度的降

低,DNA扩增曲线出峰的时间变长,当DNA浓

度为13.07fg·μL-1 时LMAP仍能检测到“S”
型DNA扩增曲线(图4A)且可视化反应溶液颜

色为荧光绿色(图4B),表明LAMP反应的DNA
检测限为13.07fg·μL-1,而常规PCR反应检测

限为1.307pg·μL-1,低于该浓度无扩增条带

(图5)。表明LAMP检测方法的灵敏度是常规

PCR技术的100倍。

2.5 田间疑似发病植株组织中禾生指葡孢霉的

检测

使用优化后的LAMP检测体系,对青海省海

北藏族自治州门源县采集的青稞鞘腐病疑似植株

的穗、旗叶、茎秆组织进行检测。实时荧光检测法

和荧光染色法结果均显示穗样本有10份阳性(图

6),旗叶样本有8份阳性(图7),茎秆样本0份阳

性(图8),表明在阳性样本中检测到了目标菌,检
出率50%。
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  A:DNA扩增曲线;B:LAMP可视化结果;1~7分别为130.7

pg·μL-1、13.07pg·μL-1、1.307pg·μL-1、130.7fg·μL-1、

13.07fg·μL-1、1.307fg·μL-1 和130.7ag·μL-1;8为

ddH2O阴性对照。

A:DNAamplificationcurves;B:LAMPvisualizationre-

sults;1-7areconcentrationsat130.7pg·μL-1,13.07pg·

μL-1,1.307pg·μL-1,130.7fg·μL-1,13.07fg·μL-1,

1.307fg·μL-1,and130.7ag·μL-1;8isddH2O(negative

control).

图4 LAMP灵敏度检测

Fig.4 SensitivityofLAMPmethod

  M:DL2000;1~7分别为130.7ng·μL-1,13.07ng·

μL-1,1.307ng·μL-1,130.7pg·μL-1,13.07pg·μL-1,

1.307pg·μL-1 和130.7fg·μL-1;8:ddH2O阴性对照。

M:DL2000;1-7areconcentrationsat130.7ng·μL-1,

13.07ng·μL-1,1.307ng·μL-1,130.7pg·μL-1,13.07pg·

μL-1,1.307pg·μL-1and130.7fg·μL-1;8isddH2O(nega-

tivecontrol).

图5 常规PCR灵敏度检测

Fig.5 RoutinePCRsensitivitytesting

  A:LAMP扩增曲线;B:LAMP扩增产物目视图;1:阳性对

照;2~13:穗部疑似病害样本;14:穗部健康样本;15:ddH2O阴

性对照。

A:LAMPamplificationcurve;B:VisualdiagramofLAMP
amplificationproducts;1ispositivecontrol;2-13arethesus-
pecteddiseasesamplesfromthespike;14ishealthysamples
fromthespike;15isddH2O(negativecontrol).

图6 青稞田间穗部发病组织D.graminicola的检测

Fig.6 DetectionofD.graminicolainspikes
ofthediseasedtissueinthebarleyfield

  A:LAMP扩增曲线;B:LAMP扩增产物目视图;1:阳性对

照;2~13:旗叶疑似病害样本;14:旗叶健康样本;15:ddH2O阴

性对照。

A:LAMPamplificationcurve;B:VisualdiagramofLAMP
amplificationproducts;1ispositivecontrol;2-13arethesus-

pecteddiseasesamplesofflagleaf;14ishealthyflagleafsam-

ples;15isddH2O(negativecontrol).
图7 青稞田间旗叶发病组织D.graminicola的检测

Fig.7 DetectionofD.graminicolaonflagleaves

ofthediseasedtissueinthebarleyfield
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  A:LAMP扩增曲线;B:LAMP扩增产物目视图;1:阳性对

照;2~13:茎秆疑似病害样本;14:茎秆健康样本;15:ddH2O阴

性对照。

A:LAMPamplificationcurve;B:VisualdiagramofLAMP

amplificationproducts;1ispositivecontrol;2-13arethesus-

pectedstemdiseasesamples;14isstemhealthysamples;15is

ddH2O(negativecontrol).

图8 青稞田间茎秆发病组织D.graminicola的检测

Fig.8 DetectionofD.graminicolaonstalksof

thediseasedtissueinthebarleyfield

3 讨论

近几年,青稞鞘腐病在青稞产区普遍发生,

D.graminicola 能侵染多种禾谷类作物及禾本

科杂草,严重影响青稞种植业的发展。建立快速、
准确检测病原菌的方法极为重要。可用于病害早

期诊断,及时控制病害的传播和为害。
随着分子生物学技术的飞速发展,植物病原

真菌的检测、鉴定与定量分析有了新的方法和手

段。这一过程推动了植物真菌病害的诊断技术的

转变,使之从传统的田间诊断和免疫学诊断,迈向

了更加精准且高效的分子诊断阶段[21]。常见的分

子检测方法包括常规PCR[22]、qPCR[23]、RAPD-
PCR[24]、PCR-RFLP[25]、AFLP[26]、巢式PCR[27]、实
时定量RT-PCR[9]、IC-PCR[28]和PCR-SSCP[29]等,
这些方法被用于检测不同的病原菌。然而,这些

检测方法通常需要较长的检测时间和PCR仪等

设备,且其准确性和灵 敏 度 相 对 较 低。相 比,

LAMP技术的恒温扩增是其一大优点,不依赖昂

贵的控温设备,而且其反应速度快、特异性高、灵
敏性高、反应结果判定简单,对于从事相关的技术

人员也可在很短时间学习相关技术的培训。对

DNA质量要求不高,田 间 植 物 样 品 中 粗 提 的

DNA即可进行反应,已经被广泛地应用于地各个

领域的病原生物检测和监控[30-31]。Khan等[32]对

马铃薯早疫病菌进行 LAMP、常规 PCR、巢式

PCR和qRT-PCR分析,发现LAMP方法具有更

快速、更准确的结果,其灵敏度是常规PCR的10
倍,巢式PCR的灵敏度是LAMP的100倍,是常

规PCR的1000倍。韩富庆等[33]首次建立草莓

枯萎病镰刀菌LAMP检测方法,其灵敏度是传统

PCR的1000倍。杨帆等[34]建立的青稞黑穗病

菌LAMP检测体系,可以在65℃、45min的条

件下特异性检出裸黑粉菌,并在60min内特异性

检出大麦坚黑粉菌,其灵敏度达到2×10-4ng·

μL-1。本研究以钙黄绿素为荧光指示剂,建立的

LAMP检测方法用时较少,灵敏度比传统的PCR
技术高100倍。该技术只需提取青稞发病部位的

DNA,即可检测出发病组织中的禾生指葡孢霉,
而通过显微镜直接观察形态特征、柯赫氏法则和

分析rDNA-ITS序列等方法来检测病菌,实验周

期长、操作复杂、繁琐[6]。LAMP检测快速、高
效,避免了由于病害样本中含有多种微生物而导

致手工难以分离纯化目标菌的影响。相信随着

LAMP技术的发展,便携式设备的开发使得现场

即时检测成为可能。

4 结论

本研究针对禾生指葡孢霉ITS序列,设计了

5组引物,经筛选确定一组最优引物,并通过优化

反应温度,成功建立了高效的青稞D.gramini-
cola 环介导等温扩增(LAMP)检测体系。该检测

体系的最适温度为64℃,检测时长为70min,此
方法 能 够 特 异 性 地 将 D.graminicola 从 P.
graminea、U.hordei、U.nuda、F.graminea-
rum 和A.alternata 中检测出来,表现出良好的

特异性。其最低检测限度为13.07fg·μL-1,较
常规PCR灵敏度提高了100倍。该方法灵敏、快
速且准确,在青稞鞘腐病的诊断和防治上具有重

要的实用价值。
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