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　　摘要：水稻白叶枯病是引起水稻减产的主要病害之一，为了监测施用防治药剂后水稻叶片中白叶枯病病菌的含
量，以评价防治效果，基于已完成基因组测序的水稻白叶枯病病菌（Ｘｏｏ）糖基转移酶基因设计引物，构建实时荧光定
量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）技术，并对温室开展的防治白叶枯病的药效试验开展评价。基于糖基转移酶基因设计特异性引物，以

按梯度浓度（１０－５～１０ｎｇ／μＬ）稀释的ＸｏｏＤＮＡ作为标准品进行扩增。结果表明，通过常规ＰＣＲ扩增得到的目的基因

条带大小为２３０ｂｐ，ＸｏｏＤＮＡ检测的灵敏度为１．４３×１０１ｐｇ／μＬ；ｑＰＣＲ检测ＸｏｏＤＮＡ的灵敏度为２．５ｐｇ／μＬ。研究结

果表明，ｑＰＣＲ的灵敏度比常规ＰＣＲ高１０倍左右，且标准曲线为ｙ＝－２．５７９３ｘ＋４３．９４６０，ｒ２＝０．９９９９。进一步利用
ｑＰＣＲ技术对温室药效试验后的水稻叶片进行Ｘｏｏ的定量分析，发现定量后叶片中的Ｘｏｏ拷贝数与叶片病情指数成正
相关，与温室防治效果结果一致。研究得出的ｑＰＣＲ技术的温室防效评价可为后续水稻白叶枯病的防治效果评价提
供技术支持。
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　　水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）是世界最主要的粮食作
物之一［１］，我国一半以上的人口以稻米为主食。因

此，保障水稻的产量对我国粮食安全具有重要作

用［２］。在生产过程中，若发生病虫害，会对水稻产

量造成一定的损失，而水稻白叶枯病（ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｅａｆ
ｂｌｉｇｈｔ，ＢＬＢ）就是引起水稻减产的三大病害之一，该

病害是由水稻黄单胞菌水稻致病变种［Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ
ｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚａｅ（简称：Ｘｏｏ）］引起的细菌性维管束
病害［３］，在水稻的整个生命周期内均可发生。在一

般发病条件下，水稻白叶枯病造成的产量损失约为

２０％，发病条件适宜时造成的产量损失甚至超过
５０％，更严重时会导致田块没有收成［４］。水稻白叶

枯病在华东、华南和华中地区的危害较大［５］，严重

影响了我国水稻的产量。因此，针对水稻白叶枯病

病害发生严重的稻区开展水稻白叶枯病的防治研

究，对于保证粮食安全生产至关重要。

近些年来，随着水稻抗病基因的发掘和应用，

水稻白叶枯病虽然在整体上得到了控制，但是有些

稻区可能由于原有抗性基因的抗性丧失，因而出现

了水稻白叶枯病扩展蔓延之势，给当地水稻生产造

成了较大损失。例如，在云南省楚雄市的粳稻种植

区，该病害的发病面积逐年增加，严重地块的发病

率已达１００％。目前，防治水稻白叶枯病的方法有
生物防治法、农药防治法等［６－７］。其中，生物防治法

主要利用拮抗作用、微生物代谢产物等防治水稻白

叶枯病［８］，该方法具有健康环保、无公害等优
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点［９－１０］，常见做法是利用从水稻根际土壤中或者水

稻植株内部分离得到的生防菌进行防治［１１］。在农

业生产中，防治水稻白叶枯病最常用的方法是化学

防治法，该方法主要利用化学药品的拮抗杀菌作用

防治病害，具有快速、高效等优点，是当前防治水稻

白叶枯病最廉价、高效的应急举措之一，常用药剂

有２０％噻唑锌悬浮剂［１２］、６％中生菌素可湿性粉
剂、３５％喹啉铜·四霉素悬浮剂［１３］等。为了评估药

剂对水稻白叶枯病的防控效果，不仅可以通过病情

调查进行分析，还可以通过检测施药后水稻植株内

病原菌的含量来分析。目前，检测 Ｘｏｏ的方法有病
原菌分离培养后计数和分子生物学方法，如聚合酶链

式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）、实时荧光定
量ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）等［１４］。

随着分子生物学技术的发展，传统的检测方法

已经不能满足快速检测的要求。ＰＣＲ法、ｑＰＣＲ法
等是目前检测 Ｘｏｏ较为常用的方法［１５］。常规 ＰＣＲ
技术主要通过对一定量的ＤＮＡ进行扩增，扩增产物
再通过琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，ＤＮＡ达到一定量
时，常规ＰＣＲ反应才够灵敏。当 ＤＮＡ量较小时，常
规ＰＣＲ反应就不灵敏，此时就需要使用灵敏度更高
的ｑＰＣＲ技术进行检测［１６－１８］。ｑＰＣＲ技术是近些年
发展起来的一种灵敏性好、特异性强、能快速检测

核酸分子的技术，在病原菌的快速检测中扮演重要

角色，该技术常通过ＰＣＲ反应体系与一定量的荧光
染料结合，实时监测反应产物的扩增曲线、熔解曲

线，后续通过结合分析软件进行定性、定量分析［１５］。

ｑＰＣＲ技术可以检测病原菌在植物体内的数量，它
克服了常规ＰＣＲ的诸多不足，使得该技术成为分子
检测的热门技术［１７，１９］。

目前，国内外广泛将 ｑＰＣＲ技术应用于动植物
病原菌的快速检测和定性、定量研究中。张健男等

利用ｑＰＣＲ，从水稻细菌性条斑病菌（Ｘｏｃ）现有的基
因入手，设计和筛选出适合 ｑＰＣＲ检测的 Ｘｏｃ特异
性引物，并建立了 ｑＰＣＲ检测方法，可用于检测、鉴
定Ｘｏｃ［３］。Ｃｈａｖｅｓ等开发了１种新的基于 ＴａｑＭａｎ
探针的ｑＰＣＲ方法，该方法也可在常规 ＰＣＲ反应中
进行，用于检测４种已知植物病原物种［２０］。在农业

生产中，对农作物进行防治之后，利用ｑＰＣＲ技术对
水稻叶片内的病原菌含菌量、数量变化进行检测已

经得到广泛运用。唐利华等通过ｑＰＣＲ技术检测喷
施化学农药后柑橘叶片中黄龙病病原菌的含量，发

现喷施药剂后柑橘叶片中病原菌的含量大幅度降

低，说明该药剂对柑橘黄龙病具有防治效果，也说

明ｑＰＣＲ技术可以用于化学防治效果的田间评
价［２１］。王淑芳等利用 ｑＰＣＲ技术对喷施生防菌前
后水稻纹枯病菌的数量、发病情况及水稻产量进行

评价，发现施用生防菌后，水稻纹枯病菌的数量有

所降低，与防治效果、产量结果一致，说明 ｑＰＣＲ技
术可以用于生物防治效果的田间评价［２２］。

为了深入研究防治水稻白叶枯病的有效药剂，

本研究拟对防治 Ｘｏｏ的相关药剂进行温室试验，并
通过ｑＰＣＲ技术检测施用不同药剂后水稻白叶枯病
菌在水稻叶片中的含量，进一步对其进行温室药效

评价。以期为田间防治水稻白叶枯病的高效用药

提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试水稻材料为日本晴；供试接种菌株为水稻

白叶枯病菌株（Ｘｏｏ）ＬＦ２１－３８（分离于云南省楚雄
彝族自治州禄丰市发病最严重的稻田，保存于楚雄

师范学院环化学院生化与分子实验室）。ＮＡ培养
基配方：７ｇ蛋白胨，３ｇ牛肉膏，１２ｇ葡萄糖，１ｇ酵
母粉，１８ｇ琼脂，１０００ｍＬ蒸馏水，ｐＨ值７．０，配好
后于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。ＬＢ液体培养基配方：１０ｇ
胰蛋白胨，５ｇ酵母粉，１０ｇＮａＣｌ，１０００ｍＬ蒸馏水，
配好后于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。供试生防菌为枯草芽
孢杆菌（分离于云南省楚雄彝族自治州禄丰市水稻

种植区的水稻叶片，保存于楚雄师范学院环化学院

生化与分子实验室），供试药剂为３５％喹啉铜·四
霉素悬浮剂（青岛奥迪斯生物科技有限公司）、２０％
噻唑锌悬浮剂（广州方富化工有限公司）、６％中生
菌素可湿性粉剂（福建凯立生物制品有限公司），均

由楚雄师范学院资源环境与化学学院生化与分子

实验室提供。

温室试验于２０２３年５月在楚雄师范学院资源
环境与化学学院温室大棚进行。

１．２　试验方法
１．２．１　水稻白叶枯病病原菌 ＬＦ２１－３８的基因组
ＤＮＡ提取　对病原菌ＬＦ２１－３８进行活化及传代培
养。挑取单菌落于 ５ｍＬ液体 ＬＢ培养基中，在
２８℃ 振荡培养１２ｈ（转速为１８０ｒ／ｍｉｎ）后进行基
因组ＤＮＡ的提取，提取方法参照天根生化科技（北
京）有限公司的细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒。
１．２．２　引物合成　参考 Ｌｕ等的方法，基于 Ｘｏｏ糖
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基转移酶基因设计引物 ＪＬＸｏｏＦ／Ｒ［１９］，该引物对水
稻白叶枯病病原菌具有较强的特异性。ＪＬＸｏｏＦ序
列为５′－ＣＣＴＣＴＡＴＧＡＧＴＣＧＧＧＡＧＣＴＧ－３′；ＪＬＸｏｏＲ
序列为５′－ＡＣＡＣＣＧＴＧＡＴＧＣＡＡＴＧＡＡＧＡ－３′。引
物由北京擎科生物科技股份有限公司合成。

１．２．３　引物的特异性检测　用引物ＪＬＸｏｏＦ／ＪＬＸｏｏ
Ｒ对提取的病原菌 ＬＦ２１－３８基因组 ＤＮＡ进行
ＰＣＲ、ｑＰＣＲ扩增，检测引物的特异性，以Ｘｏｃ（与Ｘｏｏ
为同种不同的致病变种）的基因组 ＤＮＡ作为阴性
对照。

常规 ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：１２μＬ２×Ｔａｑ
ＰＣＲＭｉｘ，各１μＬ引物，１μＬＤＮＡ模板，用ｄｄＨ２Ｏ补
足至２５μＬ。常规ＰＣＲ反应程序：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃
３０ｓ，５２．５℃ ３０ｓ，７２℃ ４５ｓ，３０个循环；７２℃
１０ｍｉｎ。对常规ＰＣＲ反应产物进行１％琼脂糖凝胶
电泳检测，用凝胶成像系统分析结果。

Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：１０μＬ２×
ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ［天根生化科技（北京）有限公
司的ＳｕｐｅｒＲｅａｌ荧光定量预混试剂］，各０．４μＬ引
物（１０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬＤＮＡ模板，用 ｄｄＨ２Ｏ补足至
２０μＬ。Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ反应条件（三步法）：９５℃
３ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，５４．５℃３０ｓ，９５℃１０ｓ（收集荧光
信号），４０个循环。ＰＣＲ循环结束后，降温至６０℃
并保持６０ｓ，然后升温至７２℃，保持７２ｓ，收集荧光
信号，建立熔解曲线。根据熔解曲线是否为单一特

异的峰，用来判断引物的特异性。

１．２．４　引物的灵敏度检测　Ｘｏｏ病原菌ＬＦ２１－３８
基因组ＤＮＡ按照１０倍梯度稀释成６个浓度梯度，先取
１０μＬ原浓度的ＤＮＡ（浓度为１．０１×１０２ｎｇ／μＬ）加入
９０μＬ无菌水中，将 ＤＮＡ稀释成１０倍，再取１０μＬ
稀释成１０倍的 ＤＮＡ加入９０μＬ无菌水中，稀释成
１００倍，以此类推分别稀释成 １０－１、１０－２、１０－３、
１０－４、１０－５、１０－６浓度梯度，ＤＮＡ浓度依次为４．３５×
１０１ｎｇ／μＬ、３．３０ｎｇ／μＬ、２．３３×１０３ｐｇ／μＬ、１．９３×
１０２ ｐｇ／μＬ、１．４３×１０１ ｐｇ／μＬ、２．５０ ｐｇ／μＬ、
１×１０３ｆｇ／μＬ。分别用常规 ＰＣＲ、ｑＰＣＲ对进行梯度
稀释的ＤＮＡ进行引物灵敏度检测，常规ＰＣＲ、ｑＰＣＲ
的反应体系及程序同引物特异性检测。根据扩增

条带及荧光信号值大小，检测所合成的引物在２种
方法中对水稻白叶枯病病菌基因组 ＤＮＡ检测的灵
敏度。

１．２．５　标准曲线的建立　以梯度稀释的ＤＮＡ作为
模板，以ＪＬＸｏｏＲ／ＸｏｏＦ为引物进行ｑＰＣＲ。反应结

束后，以模板ＤＮＡ对数的ｃｏｐｙ值为 ｘ轴、循环阈值
（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＣＴ）为 ｙ轴，建立 Ｘｏｏ特异性引物
的标准曲线。根据 ｑＰＣＲ仪系统分析的 ｌｇＤＮＡ（浓
度）值与 ＣＴ值之间的关系，验证两者之间的相
关度［２３］。

１．２．６　温室试验
１．２．６．１　温室预防水稻白叶枯病试验　将水稻日
本晴幼苗进行移栽，待水稻苗长到孕穗前期，进行

温室试验。用无菌水与菌株 ＬＦ２１－３８配制成浓度
为３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ（Ｄ６００ｎｍ约为０．５）的菌悬液进行
喷雾接种。在温室预防试验中，先喷施供试药剂

（３５％喹啉铜·四霉素悬浮剂、６％中生菌素可湿性
粉剂、２０％噻唑锌悬浮剂）及枯草芽孢杆菌，１２ｈ后
再喷施菌悬液，施药量均为每种药剂的推荐使用剂

量，将枯草芽孢杆菌进行摇瓶发酵，至菌悬液浓度

约为１０８ＣＦＵ／ｍＬ（Ｄ６００ｎｍ约为０．５）
［２４］，以喷施等量

无菌水的处理作为空白对照，套袋保湿，控制温室

温度为２４～３０℃，自然光照条件。药剂的推荐用量
如下：枯草芽孢杆菌７５００ｍＬ／ｈｍ２，３５％喹啉铜·
四霉素悬浮剂４８０～５４０ｍＬ／ｈｍ２，６％中生菌素可湿
性粉剂４５０～６００ｇ／ｈｍ２，２０％噻唑锌悬浮剂１００５～
１５００ｍＬ／ｈｍ２。参试药剂用水量均为 ６００Ｌ／ｈｍ２，
进行温室预防水稻白叶枯病试验７ｄ后观察其发病
情况。

１．２．６．２　温室治疗水稻白叶枯病试验　在温室治
疗试验过程中，先接种菌悬液，４８ｈ后再喷施供试
药剂、枯草芽孢杆菌，施药量同温室预防试验，以喷

施等量无菌水作为空白对照。通过套袋进行保湿，

控制温室温度为２４～３０℃，自然光照条件，７ｄ后观
察其发病情况。

１．２．６．３　温室预防和治疗防治效果的测定　根据
水稻发病状况进行药剂预防、治疗效果的测定，测

量接种叶片的病斑长、总叶片长，并进行病情等级

的分级。水稻白叶枯病的分级标准参照吴水祥等

的方法［１２］。根据测量结果，按照如下公式计算病情

指数和防治效果：病情指数 ＝［∑（各级病叶数 ×病
情级数）／（调查总叶片数 ×９）］×１００；病情防效＝
［（空白对照区病情指数 －处理区病情指数）／空白
对照区病情指数］×１００％。用 Ｅｘｃｅｌ进行数据整
理，用ＳＰＳＳ１６进行数据间的差异分析。
１．２．７　水稻叶片总ＤＮＡ的提取　采集温室试验处
理后的水稻叶片，用无菌水清洗水稻叶片３次后，用
液氮研磨成细粉，采用十六烷基三甲基溴化铵
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（ＣＴＡＢ）法提取叶片总ＤＮＡ，ＣＴＡＢ法参考谭小艳等
的方法［２５］。

１．２．８　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ定量检测接种后水稻叶片
中水稻白叶枯病病原菌含量　按照上述ｑＰＣＲ的反
应体系及程序对提取的水稻叶片总 ＤＮＡ进行
ｑＰＣＲ。根据反应标准曲线判断进行治疗试验、预防
试验后水稻叶片上水稻白叶枯病病菌量的变化情

况。将反应后的ＣＴ值代入建立的标准曲线回归方
程，可以计算出ｌｇＤＮＡ，再根据如下公式计算水稻白
叶枯病病原菌ＤＮＡ的拷贝数：ＤＮＡ拷贝数 ＝［ＤＮＡ
浓度（ｎｇ／μＬ）×ＤＮＡ体积（μＬ）×６．０２×１０２３］／［片
段长度×６６０ｇ／ｍｏｌ］［２６］，从而对水稻叶片上水稻白

叶枯病病菌的数量进行定量。

２　结果与分析

２．１　引物特异性验证
用引物ＪＬＸｏｏＦ／ＪＬＸｏｏＲ对水稻白叶枯病病

原菌ＬＦ２１－３８的ＤＮＡ进行常规ＰＣＲ扩增。由图１－
ａ可知，水稻白叶枯病病原菌的 ＤＮＡ扩增出 ２３０ｂｐ
的目标条带，而作为阴性对照的Ｘｏｃ基因组ＤＮＡ无
扩增条带。用引物 ＪＬＸｏｏＦ／ＪＬＸｏｏＲ进行 ｒｅａｌ－
ｔｉｍｅＰＣＲ扩增，图１－ｂ结果显示，该引物仅对水稻
白叶枯病病原菌有单一的吸收峰。

２．２　引物的灵敏度检测
２．２．１　常规 ＰＣＲ检测引物的灵敏度　用引物 ＪＬ
ＸｏｏＦ／ＪＬＸｏｏＲ对按照浓度梯度稀释的基因组 ＤＮＡ
进行常规ＰＣＲ的灵敏度测定。由图２可以看出，该
引物能扩增到浓度为１．９３×１０２ｐｇ／μＬ（泳道４）的
基因组ＤＮＡ，目标条带大小约为２３０ｂｐ。在泳道５
中，浓度为１．４３×１０１ｐｇ／μＬ的 ＤＮＡ也能扩增出条
带，但目标条带微弱、模糊。泳道６、７的 ＤＮＡ浓度
分别为２．５ｐｇ／μＬ、１×１０３ｆｇ／μＬ，由于浓度较低，不
能用常规的ＰＣＲ检测出来，因此不能扩增出任何条
带。根据上述结果分析可知，常规ＰＣＲ的检测灵敏
度为１．４３×１０ｐｇ／μＬ。
２．２．２　实时荧光定量ＰＣＲ检测引物灵敏度　借助
ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ技术，用引物ＪＬＸｏｏＦ／ＪＬＸｏｏＲ进行
灵敏度检测。由图３－ａ可知，荧光定量信号曲线均
为单一、平滑的曲线，说明该引物的灵敏度较好。

由图３－ｂ可知，熔解曲线均出现明显单一的峰，说
明该引物的灵敏度较好。ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ这６个浓度
梯度的 ＤＮＡ均有扩增曲线，ｇ浓度的 ＤＮＡ由于浓
度过低，超出ｑＰＣＲ反应检测的下限，因而没有扩增

出曲线，也没有出现熔解峰。基于上述结果分析可

知，ｑＰＣＲ的检测灵敏度为２．５ｐｇ／μＬ，是常规 ＰＣＲ
检测灵敏度的１０倍。
２．３　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ标准曲线的建立

以梯度稀释制备的 ＤＮＡ进行 ｑＰＣＲ检测，由于
引物ＪＬＸｏｏＦ／ＪＬＸｏｏＲ的扩增对数曲线规律较好
（图 ３－ａ），因此以不同稀释梯度的基因组 ＤＮＡ拷
贝数的对数为ｘ轴、ＣＴ值为 ｙ轴构建标准曲线。由
图４可知，该体系的线性关系良好（ｙ＝－２．５７９３ｘ＋
４３．９４６０），ｒ２＝０．９９９９，可用于后续水稻白叶枯病
菌荧光定量的检测。
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２．４　水稻白叶枯病原菌ＬＦ２１－３８侵染叶片后病原
菌的ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ定量

通过对水稻叶片总 ＤＮＡ进行实时荧光定量
ＰＣＲ反应后，将扩增曲线上对应的 ＣＴ代入回归方

程ｙ＝－２．５７９３ｘ＋４３．９４６０，便可计算出ＤＮＡ浓度
对数，再根据如下公式计算水稻白叶枯病病原菌的

ＤＮＡ拷贝数：ＤＮＡ拷贝数 ＝［ＤＮＡ浓度（ｎｇ／μＬ）×
ＤＮＡ体积（μＬ）×６．０２×１０２３］／［片段长度 ×
６６０ｇ／ｍｏｌ］。由表１可知，在温室治疗和预防水稻
白叶枯病试验过程中，３５％喹啉铜·四霉素悬浮剂、
６％中生菌素可湿性粉剂、２０％噻唑锌悬浮剂和枯草
芽孢杆菌处理后水稻白叶枯病菌的拷贝数均低于

对照组，３５％喹啉铜·四霉素悬浮剂处理后的拷贝
数最低，其次是６％中生菌素可湿性粉剂、２０％噻唑
锌悬浮剂和枯草芽孢杆菌处理。在不同处理后，无

论是ＣＴ值还是ＤＮＡ拷贝数都具有显著差异，说明
３５％喹啉铜·四霉素悬浮剂的处理效果最好，６％中
生菌素可湿性粉剂次之，枯草芽孢杆菌的效果较差。

表１　不同处理后水稻叶片中水稻白叶枯病菌的ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ定量测定结果

药剂 剂型　　
治疗 预防

ＣＴ值 ＤＮＡ拷贝数 ＣＴ值 ＤＮＡ拷贝数

３５％喹啉铜·四霉素 悬浮剂 ３１．４１±０．９８ａ （１．９３±０．１５）×１０１０ｃ ３２．２１±０．９８ａ （１．８１±０．１６）×１０１０ｂ

６％中生菌素 可湿性粉剂 ２７．８６±１．０９ａ （２．４８±０．１７）×１０１０ｃ ２８．６５±１．１０ａ （２．３５±０．１７）×１０１０ｂ

２０％噻唑锌 悬浮剂 ２０．７０±０．０２ｂ （３．５８±０．０１）×１０１０ｂ ２４．７６±０．４７ｂ （３．４５±０．４３）×１０１０ａ

枯草芽孢杆菌 发酵液 １９．９７±１．６９ｂ （３．６９±０．２６）×１０１０ｂ ２２．６７±１．６５ｂ （３．２７±０．２５）×１０１０ａ

对照 — １５．０４±０．０２ｃ （４．４５±０．０１）×１０１０ａ ２１．２６±０．３９ｂ （３．４９±０．０６）×１０１０ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。表２同。

２．５　温室药效试验
为了明确３５％喹啉铜·四霉素悬浮剂、６％中

生菌素可湿性粉剂、２０％噻唑锌悬浮剂３种药剂和
枯草芽孢杆菌对水稻白叶枯病的防效，开展温室药效

试验。在白叶枯病治疗试验中，水稻在接种 ＬＦ２１－
３８菌悬液后再喷施３种药剂和枯草芽孢杆菌。由
表２可知，经过不同处理后，病斑长在 ６．１１～
１１８７ｃｍ之间，病情指数在 ４８．１５％ ～５３．０９％之
间。用３５％喹啉铜·四霉素悬浮剂处理后，水稻叶

片的平均病斑长为６．１１ｃｍ，病情指数为４８．１５％，
均低于其他处理组，治疗效果为２６．４１％，均高于其
他处理组，说明３５％喹啉铜·四霉素悬浮剂处理对
水稻白叶枯病的治疗效果最好。其次是６％中生菌
素可湿性粉剂、２０％噻唑锌悬浮剂处理，枯草芽孢杆
菌的治疗效果最差，且 ３５％喹啉铜·四霉素悬浮
剂、６％中生菌素可湿性粉剂、２０％噻唑锌悬浮剂处
理后的病情指数无显著差异。

白叶枯病的预防试验结果表明，３５％喹啉铜·
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四霉素悬浮剂、６％中生菌素可湿性粉剂、２０％噻唑
锌悬浮剂和枯草芽孢杆菌处理后，白叶枯病的病情

指数均低于对照处理。在水稻白叶枯病的预防试

验中，病斑长在３．０４～９．４８ｃｍ之间，病情指数在
３２．７２％～４８７６％之间。其中，喷施３５％喹啉铜·
四霉素悬浮剂后，水稻叶片的平均病斑长为

３．０４ｃｍ、病情指数为３２．７２％，均低于其他处理组，而
预防效果为 ５０９２％，均高于其他处理组，说明３５％
喹啉铜·四霉素悬浮剂对水稻白叶枯病的预防效果

最好。其次是６％中生菌素可湿性粉剂、２０％噻唑锌
悬浮剂处理，枯草芽孢杆菌的预防效果较差，防治效

果不足３０％。综上，根据温室药效试验结果可知，整
体上预防效果均好于治疗效果，且３５％喹啉铜·四
霉素悬浮剂对水稻白叶枯病防治有很好的效果，其次

是６％中生菌素可湿性粉剂，２０％噻唑锌悬浮剂、枯草
芽孢杆菌对水稻白叶枯病也有较好的防治效果。本

试验结果与不同处理后水稻叶片中水稻白叶枯病原

菌的ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ定量结果一致。

表２　不同处理对白叶枯病的防治效果

药剂
治疗 预防

病斑长（ｃｍ） 病情指数（％） 防治效果（％） 病斑长（ｃｍ） 病情指数（％） 防治效果（％）

３５％喹啉铜·四霉素悬浮剂 ６．１１±３．７４ｃ ４８．１５±０．１０ａ ２６．４１ ３．０４±２．８６ｂ ３２．７２±０．１４ｂ ５０．９２

６％中生菌素可湿性粉剂 ７．６８±５．０１ｃ ４９．３８±０．１０ａ ２４．５３ ４．０３±２．４５ｂ ３８．２７±０．０９ｂ ４２．６０

２０％噻唑锌悬浮剂 ９．０６±４．９６ｂｃ ５１．８５±０．０９ａ ２０．７６ ６．０７±３．６１ｂ ４５．６８±０．０７ｂ ３１．４８

枯草芽孢杆菌 １１．８７±５．５９ａｂ ５３．０９±０．１１ａ １８．８６ ９．４８±６．３６ａ ４８．７６±０．０５ａｂ ２６．８６

对照 １３．３６±５．０９ａ ６５．４３±０．０８ａ １０．９３±４．６２ａ ６６．６７±０．０３ａ

２．６　ｑＰＣＲ检测结果与防治效果的相关性
为了进一步验证ｑＰＣＲ检测结果对水稻病害防

治效果的评价相关性分析，本研究对不同处理后水

稻叶片的病情指数和 ｑＰＣＲ检测 Ｘｏｏ的拷贝数
（ｃｏｐｙｓ）进行相关性分析，通过计算发现，各处理水

稻叶片ｑＰＣＲ检测的Ｘｏｏ拷贝数与叶片病情指数的
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数均表现出较强的正相关（图５）。
分析结果表明，ｑＰＣＲ检测可以用于评价药物处理
后水稻叶片白叶枯病害的病情指数，用于防效评

价、分析。

３　讨论

３．１　引物特异性和灵敏度检测
水稻白叶枯病是水稻生产中典型的流行病害，

而且病原菌可通过多种方式传播，对水稻的产量和

质量产生严重影响，因此建立快速、高效的方法检

测水稻白叶枯病菌具有重要意义。张健男等设计

了细菌性条斑病的特异性引物 ＸｏｃＦｈｕＥ－Ｆ／Ｘｏｃ
ＦｈｕＥ－Ｒ，并采用实时荧光定量 ＰＣＲ扩增出特异性
强且无引物二聚体的单一产物，表明该引物适用于

ｑＰＣＲ，且该引物无需用荧光标记的探针来保障引物
检测的特异性，用荧光染料就可对 Ｘｏｃ进行 ｑＰＣＲ，
这为水稻细菌性条斑病高效检测提供了依据［３］。

本试验利用引物ＪＬＸｏｏＦ／ＪＬＸｏｏＲ对水稻白叶枯病
菌进行扩增，得到１条２３０ｂｐ的单一产物，ｑＰＣＲ也
能扩增出单一峰，表明该引物特异性强。李文学等

通过引物（Ｆ－ｃｏｘ－Ｐｖ／Ｒ－Ｐｖ）对葡萄霜霉病菌进
行常规 ＰＣＲ以及构建 ｑＰＣＲ检测体系，结果表明
ｑＰＣＲ技术灵敏度比常规 ＰＣＲ高１００倍［２６］。孟鸿

洲为了建立可以检测水稻白叶枯病菌的 ｑＰＣＲ体
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系，通过常规 ＰＣＲ技术和 ｑＰＣＲ技术对菌液、带菌
种子、带菌土壤的检测，结果表明ｑＰＣＲ比常规ＰＣＲ
灵敏度高［２７］。韩阳等用引物 Ｘｏｃ２０７１Ｆ／Ｒ对水稻
细菌性条斑病菌进行常规 ＰＣＲ和 ｑＰＣＲ反应，结果
表明ｑＰＣＲ的灵敏度比常规ＰＣＲ高１００倍左右［２８］。

本试验通过引物ＪＬＸｏｏＦ／Ｒ进行检测，常规 ＰＣＲ能
检测到浓度为 １．４３×１０１ｐｇ／μＬ的 ＤＮＡ，而 ｑＰＣＲ
中对浓度为２．５ｐｇ／μＬ的ＤＮＡ可得到单一峰，表明
常规ＰＣＲ检测灵敏度比ｑＰＣＲ低１０倍左右。
３．２　实时荧光定量对病原菌检测

近年来，ｑＰＣＲ技术在植物病害方面的研究不
断深入，不仅用于病原菌的鉴定，还可对被病害侵

染的植物进行病原菌定量分析，为防控药剂对植物

病害的防控效果进行评价。王淑芬等利用 ｑＰＣＲ技
术对施用生防菌前后水稻田土壤中水稻纹枯病菌

的数量进行监测，并对发病情况进行统计，结果表

明对水稻纹枯病的防治效果随着生防菌浓度的增

加而加强，与清水对照组相比，喷施生防菌后土壤

中的水稻纹枯病菌数量随时间的推移不断减少，生

防菌的防控效果与 ｑＰＣＲ检测结果相一致，说明
ｑＰＣＲ技术可以用于生物防治的田间防治效果评
价［２２］。唐利华等利用 ｑＰＣＲ对施药后柑橘叶片和
果皮中柑橘黄龙病菌的含量进行检测，相比对照组

施药后的柑橘叶片和果皮中病原菌的含量明显降

低，柑橘叶片中病原菌含量降低了９７％左右，果皮
含菌量降低８７％左右，表明喷施化学药剂后可通过
ｑＰＣＲ进行防治效果评价［２１］。本试验通过对温室药

效试验水稻叶片的总ＤＮＡ进行 ｑＰＣＲ检测，结果表
明，施用不同药剂和枯草芽孢杆菌后水稻白叶枯病

菌在水稻叶片上的病原菌含量低于清水对照组。

在３５％喹啉铜·四霉素悬浮剂作用下水稻白叶枯
病菌的含量均比６％中生菌素可湿性粉剂、２０％噻
唑锌悬浮剂和枯草芽孢杆菌处理的低，说明３５％喹
啉铜·四霉素悬浮剂处理后的水稻叶片病原菌数

量最少，与温室防治效果相一致，说明ｑＰＣＲ技术可
以用于生物防治和化学防治的防治效果评价。因

此，ｑＰＣＲ技术可对侵染阶段的病原菌进行监测与
定量，该方法有利于早期准确估计病害发病情况，

结合环境条件及时制定有效的防治策略。

４　结论

运用ｑＰＣＲ对白叶枯病菌ＤＮＡ进行ＰＣＲ检测，
其灵敏度比常规ＰＣＲ高出１０倍。用 ｑＰＣＲ对温室

药效试验后的水稻叶片进行水稻白叶枯病菌的定

量分析，定量后叶片中的 Ｘｏｏ拷贝数与叶片病情指
数呈正相关。
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　　摘要：随着嘧菌酯（Ａｚｏ）的广泛使用，病原菌对其产生的抗性很大程度上影响了Ａｚｏ的防治效果。硒在农业领域
同样备受关注，适量的硒能够促进作物生长，改善作物品质。基于此，为进一步提高Ａｚｏ的防治效果，以模板法制备纳
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条件下对番茄晚疫病菌表现出了良好且稳定的抑制作用。喷施ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ能促进番茄植株的生长和光合作用，
并不会对番茄植株产生负面影响，表明其对番茄植株具有较好的安全性。本研究所制备的ＣＭＣＳ＠Ａｚｏ＠Ｓｅ具有可控
释放特性，能够有效抑制番茄晚疫病菌，并对番茄植株的生长具有一定的促进作用。本研究为Ａｚｏ纳米农药新制剂的
开发提供了理论基础，为减药增效控害提供了新的途径。
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　　嘧菌酯（Ａｚｏ）属于甲氧基丙烯酸酯类难溶性化
合物，既能抑制菌丝生长，又能抑制孢子萌发，并且

对几乎所有真菌病害都具有保护和治疗作用［１］。

由于Ａｚｏ具有杀菌效果极佳、杀菌谱广、毒性小等特
点，使其成为目前使用最广泛的杀菌剂之一［２］。但

有研究发现，大量使用 Ａｚｏ使得病原菌对其产生抗
药性，降低了Ａｚｏ的防治效果［３］。因此，根据Ａｚｏ理
化性质研究制备纳米缓释剂，降低病原菌对 Ａｚｏ的
抗药性、提高 Ａｚｏ的防治效果具有重要意义［４－５］。

硒在农业上的应用研究已经有几十年，适量的硒有

助于提高作物产量，改善农产品品质，增强植物的
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