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　　摘要：小麦散黑穗病由小麦散黑粉菌引起，是世界各麦区发生的典型种传病害。近些年来，因缺少简便有效的种
子检测技术，从而影响其防治的种子处理决策，使该病呈现出加重趋势。本研究以真菌 ｒＤＮＡ非编码区 ＩＴＳ１、５．８Ｓ和
ＩＴＳ２的通用引物，分别对小麦散黑穗病菌等１０种相关病菌进行ＰＣＲ扩增、测序、Ｇｅｎｂａｎｋ搜索，通过ＡｃｃｅｌｒｙｓＧｅｎｅ２５
软件比对，设计以小麦散黑穗病菌为靶标的特异引物，对上述１０种病菌进行检测，唯有靶标病菌呈阳性；经１ｎｇ～１ｆｇ７
个靶标病菌的ＤＮＡ浓度灵敏度检测，表明对其最低检测限为１ｐｇＤＮＡ。本方法检测小麦散黑穗病快速、准确、灵敏，为
实现带病种子检测提供了关键技术支撑。
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　　小麦散黑穗病由小麦散黑粉菌［Ｕｓｔｉｌａｇｏｔｒｉｔｉｃｉ（Ｐｅｒｓ．）
Ｒｏｓｔｒ．］引起，各国小麦产区均有发生［１］。在我国以华中和华

东麦区发病最重，而东北麦区则重于西北麦区。该病为典型

的种传病害，带菌种子（胚内菌丝体）是唯一的传播途径。小

麦单株一经罹病，其产量损失就近１００％，换句话说，小麦发
病株率可约等于产量损失率。从对整体生产危害情况来看，

未见有毁灭性的报道，严重地块可达１０％以上，但一般中等
发病率田块仅为１％～５％。然而，近２０年来，由于疏于药剂
拌种处理，病情呈上升趋势。例如，被认为较轻发生的西北天

水等地区也变得较普遍，重病田块发病率竟达 １５％ ～
２００％［２］。在国外的发生情况也呈类似上升，如加拿大西部

小麦散黑穗病造成硬粒小麦和面包麦的产量损失更严重，已

高达２７％［３］。

该病的最有效防治手段是种子处理等化学方法，发病后

的应急防治意义不大。因此，关于种子处理的各种化学药剂

种类研发较多，但鲜有大规模应用于拌种的报道。其原因应

与小麦散黑穗病的防治还未引起足够重视、种子处理费时费

工、增加成本及污染有关，特别是因缺乏简便快速可靠的技术

检测病种率而影响拌种的决策有关。为了改变这种现状，研

制其简便可靠的检测方法是十分必要的。常规检验方法非常

耗时，完全依赖专业人员的症状观察、筛选培养基进行培养、

育苗观察、血清学等鉴定以及广博的分类知识，而且其准确性

与灵敏度难以满足要求［４－５］。现代分子生物学方法为种传病

害检测提供了新的可靠途径，基于 ＤＮＡ检测的方法［如杂交
探针、常规 ＰＣＲ、ＰＣＲ－ＲＦＬＰ、巢式 ＰＣＲ、多重 ＰＣＲ、反转录
ＰＣＲ、荧光定量ＰＣＲ、ＰＣＲ－ＥＬＩＳＡ、ｉｎｓｉｔｕＰＣＲ、ＤＮＡ印迹、基

因芯片以及ＲＡＰＤ（ＳＣＡＲ）、ＳＳＲ、ＤＮＡ条纹码等］快速简便实
用，还能满足高通量和潜伏期检测的要求［５－８］。国际上已制

定了６１种种传病害不同的标准检测方法［５－８］，好几种常见黑

穗（粉）病已建立了分子检测方法，如常规ＰＣＲ检测玉米瘤黑
粉病［９］、巢式ＰＣＲ检测茭白黑粉病和甘蔗黑粉病［１０－１１］、ＤＮＡ
印迹和ＰＣＲ检测与区分玉米丝黑穗病和瘤黑粉病［１２］等种传病

害，但对小麦散黑穗病的分子检测方面，尚未见对该病菌的种

特异性强、灵敏度高的经济、简便、快速分子检测方法的报道。

本文报道了利用普通ＰＣＲ检测小麦散黑穗病的新方法。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　主要仪器与设备　移液枪（德国，ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；ＤＹＹ－
１０型三恒多用电泳仪（北京六一仪器厂）；ＰＣＲ基因扩增仪
（美国，Ｂｉｏ－Ｒａｄ）；超纯水制造系统（美国，ＭＩＬＬＩ－Ｑ）；高速
冷冻离心机（日本，日立公司）；凝胶成像分析系统（美国，科

达公司）；紫外分光光度计Ｕ－３０１０（日立公司）。
１．１．２　主要试剂　主要化学与生物试剂购自宝生物工程
（大连）有限公司与美国 Ｓｉｇｍａ公司，扩增引物与杂交探针均
由上海生工生物工程有限公司合成。

１．１．３　供试菌种　供试菌株见表１。小麦条锈菌由中国农
业科学院植物保护研究所锈病组提供，其他菌系均由沈阳农

业大学提供。

表１　供试菌株名称和代号

病原菌 所致病害 菌系代号

大麦散黑粉菌（Ｕｓｔｉｌａｇｏｎｕｄａ） 小麦散黑穗病 ＸＳＨ
丝孢堆黑粉菌（Ｓｐｏｒｉｓｏｒｉｕｍｒｅｉｌｉａｎｕｍ） 玉米丝黑穗病 ＹＳＨ
小麦白粉菌（Ｂｌｕｍｅｒｉａｇｒａｍｉｎｉｓｆ．ｓｐ．ｔｒｉｔｉｃｉ） 小麦白粉病 ＸＢＦ
葫芦科白粉菌（Ｅｒｙｓｉｐｈｅｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｒｕｍ） 黄瓜白粉病 ＨＢＦ
条锈病菌（Ｐｕｃｃｉｎｉａｓｔｒｉｉｆｏｒｍｉｓｆ．ｓｐ．ｔｒｉｔｉｃｉ） 小麦条锈病 ＸＴＸ
秆锈病菌（Ｐ．ｇｒａｍｉｎｉｓｆ．ｓｐ．ｔｒｉｔｉｃｉ） 小麦秆锈病 ＸＧＸ
细柄锈病（Ｐ．ｔｒｉｔｉｃｉｎａ） 小麦叶锈病 ＸＹＸ
禾谷镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ） 小麦赤霉病 ＸＣＭ
小麦纹枯病菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｃｅｒｅａｌｉｓ） 小麦纹枯病 ＸＷＫ
立枯丝核菌（Ｒｈ．ｓｏｌａｎｉ） 玉米纹枯病 ＹＷＫ
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１．２　试验方法
１．２．１　菌种收集方法　（１）小麦散黑穗病菌和玉米丝黑穗
病菌的收集。用解剖针从样品或菌瘿中挑取单个冬孢子置于

２％琼脂平板上，于２０℃、１２ｈ光照条件下培养１５～２０ｄ，显
微镜下观察有无孢子萌发，将萌发孢子转移至 ＰＤＡ平板上，
２０℃培养１５ｄ，收集菌丝，４℃保存备用。（２）小麦白粉病菌
的收集。在实验室内，将保存的白粉病菌单菌落用抖落法接

种到高感品种小麦穗上，培养７～１４ｄ，待菌落长出，分生孢子
大量繁殖时，在超净工作台上摇动花盆将其抖落到载玻片上，

再用细毛笔将其刷进１．５ｍＬ离心管中（可多次收集，每支管
中达到３０～５０ｍｇ孢子），将收集了孢子的离心管置于装有变
色硅胶的干燥器中干燥３～５ｄ，－２０℃保存备用。（３）小麦
秆锈病菌、小麦叶锈病菌的收集。将感病品种 ＭｃＮａｉｒ７０１播
种于花盆内，待幼苗长至２叶１心时剪取第１张叶，平展于铺
有双层滤纸的培养皿内（叶背面朝上），培养皿中垫有浸过保

鲜液的滤纸。用牙签沾上孢子，轻轻地向叶面涂抹，使叶面均

匀地沾有１层孢子。接种后，用５×１０－４Ｔｗｅｅｎ２０溶液进行
喷雾，１８℃ 黑暗条件下保湿６～１８ｈ。１８℃、８０００ｌｘ光照
１４ｈ／ｄ，培养１５ｄ左右，收集孢子，干燥，－２０℃保存备用。
（４）其他参考菌株的收集。将在ＰＤＡ培养基上培养４ｄ的各
菌株接入马铃薯液体培养基中，振荡培养（２５℃，１００ｒ／ｍｉｎ）
４～７ｄ，用无菌纱布过滤，再用无菌水冲洗２次，用滤纸吸干
多余水分，将菌丝体放入６５℃恒温箱中干燥２～４ｈ，取出碾
碎，装入 １．５ｍＬ离心管中，置于－２０℃冰箱中保存备用［１３］。

１．２．２　基因组ＤＮＡ的提取　小麦散黑穗菌、玉米丝黑穗菌、
小麦赤霉病菌、小麦纹枯病菌、玉米纹枯菌等分离纯化后接种

至ＰＤ培养基中培养，菌丝体经真空抽滤，采用 Ｐａｓｃｕａｌ等改
良后的ＣＴＡＢ法［１４］提取病菌 ＤＮＡ。小麦白粉菌、黄瓜白粉
菌、小麦条锈菌、叶锈菌和秆锈菌的小种或菌株在温室用各自

的高感品种繁殖，分别收取孢子，采用 Ｅｎｊａｌｂｅｒｔ等玻璃珠破
碎病菌细胞壁的ＣＴＡＢ法［１５］提取ＤＮＡ，其中几个特别环节分
述如下：（１）小麦白粉菌ＤＮＡ的提取。隔离条件下收集白粉
菌至２ｍＬ离心管中，将菌体重量按５ｍＬ∶１ｇ比例加入裂解
缓冲液，加入 ３／１０总体积的石英砂，盖紧，涡旋振荡 ５～
８ｍｉｎ，６５℃ 水浴１０ｍｉｎ，加入６００μＬ７．５ｍｏｌ／ＬＮＨ４Ａｃ，冰
浴８ｍｉｎ；然后反复抽提，收集沉淀，加入１×ＴＥ，于－２０℃保
存。（２）黄瓜白粉病菌提取。参照王娜等的方法［１６］，用手指

轻弹染病的叶片，使病菌孢子及菌丝落在滴加缓冲液的载玻

片上，在解剖镜下用针将孢子和菌丝压碎后转移至离心管，加

入１０μＬＴｗｅｅｎ２０，６０℃水浴 ３ｈ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，取上清液，－２０℃保存，待用。（３）小麦条锈病菌、小
麦秆锈病菌、小麦叶锈病菌 ＤＮＡ的提取。称取小麦条锈菌、
叶锈菌和秆锈菌孢子装于２ｍＬ离心管中，加入玻璃珠及预热
的０．８％ＣＴＡＢ提取缓冲液混匀，在涡旋仪上以最大速度振荡
３ｍｉｎ后，于６５℃ 条件下水浴１．５ｈ，然后反复抽提，收集沉
淀，加入１×ＴＥ，于－２０℃保存。（４）其他菌株ＤＡＮ的提取。
用液氮将病原菌快速研磨后转入事先装有５００μＬ提取缓冲
液Ａ的２ｍＬ离心管中，混匀后加入５０μＬ１０％ＳＤＳ，混匀，置
于水浴锅 ３７℃ １ｈ；再加入 ７５ｍＬ５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ及 ６５μＬ
１０％ＣＴＡＢ，再次混匀，置于６５℃ 水浴锅２０ｍｉｎ；然后反复抽
提，收集沉淀，加入１×ＴＥ，于－２０℃保存。

１．２．３　专化性引物的设计　选用扩增ＩＴＳ１、５．８Ｓ、ＩＴＳ２核糖
体基因的通用引物ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）
和 ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′），专一扩增
ｒＤＮＡ中的ＩＴＳ１、５．８Ｓ、ＩＴＳ２区域［１７］。对得到的ＰＣＲ产物，进
行测序，用测序结果登录Ｇｅｎｅｂａｎｋ，与相关菌的ＩＴＳ序列进行
比对，选取小麦散黑穗病菌的特异 ＤＮＡ序列做特异的 ＰＣＲ
引物（图１）。
１．２．４　ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ
２．０μＬ；２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５μＬ；１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．４μＬ；引
物（１５μｍｏｌ／Ｌ）各０．８μＬ；ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ）０．２μＬ；
ＤＮＡ模板（１ｎｇ／μＬ）１．０μＬ；ｄｄＨ２Ｏ１４．１μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃
退火４０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．２．５　ＰＣＲ产物电泳与染色观察　ＰＣＲ扩增完毕后，用
１×ＴＢＥ配制 １％琼脂糖凝胶进行电泳，每孔加样 ５μＬ，
１００ｂｐＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ为对照，电泳液为 １×ＴＢＥ。凝胶在
０．５μｇ／ｍＬ溴乙锭溶液染色２０ｍｉｎ，凝胶成像分析系统照相。
１．２．６　小麦散黑穗病菌ＰＣＲ引物特异性检测　用设计合成
的特异性引物对所有供试菌株及小麦叶片的 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ
扩增，检测设计引物的特异性。

１．２．７　小麦散黑穗病菌ＰＣＲ引物灵敏性检测　将提取的小
麦散黑穗病菌的ＤＮＡ稀释成１ｎｇ、１００ｐｇ、１０ｐｇ、１ｐｇ、１００ｆｇ、
１０ｆｇ、１ｆｇ共７个不同浓度，用设计的引物进行 ＰＣＲ扩增，根
据凝胶电泳结果测定引物的灵敏度。

２　结果与分析

２．１　小麦病害病原菌ＰＣＲ引物设计结果
将小麦散黑穗病菌的 ＩＴＳ区域测序结果与 Ｇｅｎｅｂａｎｋ中

登录的相关菌的ＩＴＳ序列进行比对，设计小麦散黑穗病菌的
特异性引物，比对结果及特异性引物如图１所示，即设计出小
麦散黑穗病菌的 ＰＣＲ的特异扩增引物对 ＸＳＨＦ（５′－
ＡＧＧＡＧＡＡＡＡＴＣＣＴＣＧＣＧＴＣＴ－３′）／ＸＳＨＲ（５′－ＣＡＧＡＡＧ
ＣＡＣＴＣＣＡＡＡＣＡＧＣＡ－３′）。Ｆ和 Ｒ引物的序列长度均为２０
个碱基，很理想。

２．２　小麦散黑穗病菌特异性检测
以设计的小麦散黑穗病菌特异性引物 ＸＳＨＦ／Ｒ对所有

供试菌株的 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，只有小麦散黑穗病菌能扩
增出５３３ｂｐ左右的条带，其他供试非靶标参考菌株未扩增出
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条带，说明设计的引物对小麦散黑穗病菌具有特异性，结果见

图１。
２．３　小麦散黑穗病菌检测灵敏度测定

用引物 ＸＳＨＦ／Ｒ对稀释成 １ｎｇ、１００ｐｇ、１０ｐｇ、１ｐｇ、
１００ｆｇ、１０ｆｇ、１ｆｇ共７个不同浓度的小麦散黑穗病菌ＤＮＡ进行
ＰＣＲ扩增，结果可以检测到最低含量为１ｐｇ的ＤＮＡ（图２）。

３　结论与讨论

小麦散黑穗病是小麦常见的典型种传病害，带菌种子的

病菌来源于生长季小麦扬花时，其他病穗上的冬孢子经风雨

传给健康的花柱头，孢子萌发侵入子房，再以休眠菌丝潜伏在

胚内。种子萌发时，病菌被激活生长且始终位于植株顶端和

穗原基，直到抽穗，显露最易识别的症状：薄膜包裹的冬孢子

团（病穗）［１８－１９］。带菌种子或植株与无菌种子或植株外观均

无可诊断的差异，因此，是否需要进行化学药剂拌种等防治处

理的决策需要以带菌率检测作为科学依据。快速、简便、准

确、可靠的检测方法是实现这一目标的可靠保证。本研究利

用真菌通用引物［１８］，对小麦散黑穗病菌的 ＩＴＳ区域序列进行
ＰＣＲ扩增、测序、Ｇｅｎｂａｎｋ搜索，用其他９个相近病菌作参照，
通过软件分析比对，设计了长度为２０个碱基的该病菌的特异
性引物 ＸＳＨＦ（５′－ＡＧＧＡＧＡＡＡＡＴＣＣＴＣＧＣＧＴＣＴ－３′）／
ＸＳＨＲ（５′－ＣＡＧＡＡＧＣＡＣＴＣＣＡＡＡＣＡＧＣＡ－３′），能在 Ｕｓｔｉｌａｇｏ
属内种的水平特异性上检测小麦散黑穗病菌，对小麦散黑穗

病菌的检测限为１ｐｇ。该方法快速、准确、灵敏，为实现该病
种子带菌率检测提供了关键技术支撑。
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