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摘要：【目的】由茄科雷尔氏菌（Ralstonia solanacearum，简称青枯菌）引起的青枯病（bacterial wilt of 

plants）是世界范围内危害最为严重的土传细菌病害之一，严重制约了多种经济作物的生产。建立高效、精准的

早期诊断技术，是实现青枯病有效防控的基础。论文旨在建立一种能够特异检测青枯菌的环介导等温扩增方法

（loop-mediated isothermal amplification, LAMP），实现青枯菌的田间快速检测。【方法】通过比对分析青枯

菌的 lpxC 基因序列，并利用在线引物设计软件 Primer Explorer Version 4.0 得到 4条 LAMP 特异性引物，F3（5′- 

CCTGTACGTGGTCGGCTAT-3′）、B3（5′-ACCGCAACACGGGATCA-3′）、FIP（5′-TACGCCGTTTCATCGGCCAGGTACACGGCGCACAAGT 

-3′）、BIP（5′-ATCGTCACGTTCGACAAGGTGGAATGCCGGCTGCAACTG-3′）。通过单因素变化试验对 LAMP 反应体系中的各参

数进行优化，设置反应温度为 60、61、62、63、64、65℃，设置镁离子浓度为 2、4、6、8、10、12 mmol·L-1
，设

置内外引物浓度比为 2﹕1、4﹕1、6﹕1、8﹕1、10﹕1、12﹕1，确定最优反应体系。以分离自不同寄主的 24 个

青枯菌株为参试对象，5个非青枯菌株（Ralstonia mannitolilytica、Ralstonia pickettii、Enterobacter sp.、

Acidovorax citrulli、Burkhoderia cepacia）为对照，验证 LAMP 检测方法的特异性。将青枯菌 GMI1000 菌株的

基因组 DNA 进行 10 倍梯度系列稀释，以原液和 10
1
、10

2
、10

3
、10

4
、10

5
、10

6
、10

7
倍的稀释液为模板同步进行 LAMP

和普通 PCR 检测，比较两者的检测灵敏度。将马铃薯青枯病菌株 Po41、姜青枯病菌株 Z-Aq-1 分别与马铃薯块茎

和生姜根茎组织悬浮液混合，以 LAMP 检测方法对混合物进行检测，并以同样方法对表现典型萎蔫症状的人工接种

番茄植株和健康植株以及田间马铃薯罹病块茎样品进行检测。反应结果直接通过观察产生的白色焦磷酸镁沉淀情

况进行判定，或通过加入 1 μL SYBR GreenⅠ荧光染料进行观察，阳性样品为绿色，阴性样品为橙色。【结果】建

立了特异性检测青枯菌的 LAMP 方法，优化后确立了检测体系中 FIP/BIP 与 F3/B3 的浓度比为 8﹕1（1.6﹕0.2 

μmol·L-1
），镁离子浓度为 6 mmol·L-1

，反应温度为 63℃。特异性检测结果显示，仅参试青枯菌反应管中的反应液呈

现绿色，表明建立的检测体系具有高度特异性。以青枯菌 GMI1000 菌株的 DNA 原液及不同梯度的稀释液为模板进

行的 LAMP 和普通 PCR 检测结果显示，LAMP 的检测灵敏度为 1.42 pg，比普通 PCR 高 10 倍。能够快速准确地从植

物组织悬浮液、罹病番茄植物组织及田间罹病样品中检测到青枯菌。【结论】建立的青枯菌 LAMP 检测方法，高效

特异，操作简单，无需复杂仪器，肉眼可直接观察检测结果，适合基层和现场检测。 
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Abstract:【Objective】Bacterial wilt of plants, caused by Ralstonia solanacearum, is one of the most devastating soil-borne 
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diseases in the worldwide and severely restricts production of economically important crops. Simple and sensitive detection assay is 
the basis for effective prevention and control. The objective of this study is to establish a rapid and specific method for detection of R. 
solanacearum using an isothermal method known as loop-mediated isothermal amplification (LAMP), to make it possible for 
researchers and technical staff achieve simple detection of this pathogen. 【Method】 Four specific LAMP primers were designed to 
target the lpxC of R. solanacearum using online design software Primer Explorer Version 4.0, the inner primers are FIP 
(5′-TACGCCGTTTCATCGGCCAGGTACACGGCGCACAAGT-3′) and BIP (5′-ATCGTCACGTTCGACAAGGTGGAATGCCG 
GCTGCAACTG-3′) , the outer primers are F3 (5′-CCTGTACGTGGTCGGCTAT-3′) and B3 (5′-ACCGCAACACGGGATCA-3′). 
Single-factor experiments were conducted to optimize the parameters of the reaction system, the reaction temperatures were set 
ranging from 60 to 65℃, the concentrations of Mg2+ were set ranging from 2 to 12 mmol·L-1, the concentration ratios of inner and 
outer primers were set ranging from 2﹕1 to 12﹕1. The specificity of LAMP was tested by using 24 strains of R. solanacearum 
isolated from different hosts and 5 different strains of non R. solanacearum (Ralstonia mannitolilytica, Ralstonia pickettii, 
Enterobacter sp., Acidovorax citrulli, Burkhoderia cepacia), of which 3 species are closely related to R. solanacearum and the others 
are common bacteria in nature. The sensitivities of LAMP and PCR for detecting R. solanacearum were compared by using ten-fold 
serially diluted DNA of GMI1000 as templates (including original DNA, 101, 102, 103, 104, 105, 106, and 107 times of diluent). The 
LAMP method was used to detect the mixture of potato tissue and strain Po41, mixture of ginger tissue and strain Z-Aq-1, also to 
detect the wilted tomato plant inoculated with R. solanacearum strain Po82 and the health one. Furthermore, the samples of potatoes 
which may be infected by R. solanacearum were detected by LAMP method. The results of LAMP could be observed by the 
magnesium pyrophosphate precipitate produced during the reaction, or by the color changing after adding SYBR Green Ⅰ, the 
positive samples were green and negative ones were orange.【Result】The LAMP assay for rapidly and specifically detecting R. 
solanacearum was established. In this reaction system, the reacting temperature was determined as 63℃ and the concentrations of 
Mg2+ was 6 mmol·L-1, the concentration ratios of inner and outer primers was 8﹕1 (1.6﹕0.2 μmol·L-1). The result of specificity test 
showed that only the reaction liquids with the DNA of R. solanacearum change green, which indicated this method had a good 
specificity. Sensitivity experiments indicated that LAMP could detect original DNA, 101, 102, 103, 104, and 105 times of diluent, the 
sensitivity was 1.42 pg which is 10 times higher than conventional PCR. Also this assay could quickly and accurately detect R. 
solanacearum from plant tissue suspension, diseased plants as well as infected potato tubers sampled in the field. 【Conclusion】 The 
LAMP assay established in this study had advantages of high sensitivity, specificity, efficiency and low cost over traditional methods 
and conventional PCR, the reaction results could be directly observed by naked eyes. All the characteristics of LAMP made it 
suitable to be widely used in field and grass-roots units. 
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0  引言 

【研究意义】植物细菌性青枯病（bacterial wilt of 
plants）是由茄科雷尔氏菌（Ralstonia solanacearum，

简称青枯菌）引起的一种世界性重大病害。青枯菌的

群体遗传结构复杂多样，具有广泛的寄主和生态适应

性，可侵染 54 个科的 450 余种植物[1]，除茄科和豆科

等双子叶草本植物外，还包括桑树、桉树和木麻黄等

双子叶木本以及香蕉和生姜等单子叶植物[2]；生态适

应性广泛，体现在其作为动因引起的病害遍及热带、

亚热带、温带乃至中高纬度地区。作为土壤习居菌，

青枯菌可于土壤、水体、病残以及隐症寄主中长期存

活，成为翌年的初侵染来源。在疫区青枯病可通过地

表径流、根际接触和农事操作等多种途径进行扩散传

播，而带菌植物材料则是青枯病远距离传播的主要途

径。已有明确的流行学证据表明香蕉青枯病通过繁殖

材料球茎传入菲律宾和澳大利亚昆士兰州[3]；马铃薯

青枯病通过加工薯和天竺葵鲜切花材料分别传入欧洲

和北美地区。因此，建立快速、高效、轻简的检测技

术有助于控制青枯病的蔓延及重大损失的发生。【前

人研究进展】目前常用的青枯菌检测方法主要基于平

板划线分离、血清学检测和分子检测技术。1954 年，

KELMAN[4] 报 道 了 青 枯 菌 野 生 型 菌 株 在 TZC
（2,3,5-triphenyl-2H-tetrazolium chloride）培养平板上

的菌落形态与自发突变株和非靶标菌间差异，并藉此

建立了青枯菌的半选择分离技术。但该方法费时费

力，要求操作人员具备准确识别青枯菌菌落形态的能

力；酶联免疫吸附法（ELISA）是检测植物青枯菌的

常用方法，但其多克隆抗体缺乏足够的特异性[5]；1988
年，JANSE[6]创立了间接免疫荧光染色法（IFAS）用

于检测青枯菌，特异性和灵敏度虽有了较大提高，但

血清的制备过程耗时耗力，且存在交叉反应，易造成
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假阳性检测结果；1997 年，OPINA 等[7]基于随机扩增

片段长度多态性（random amplified polymorphism，

RAPD）的分析结果，锚定了青枯菌 lpxC 及其上游

部分序列，设计的 PCR 扩增引物 Au759f/760r，因

其在青枯菌种水平鉴定上具有高度的特异性和广泛

的通用性，因此被国内外相关研究者广为采用，然

而该方法还需要通过琼脂糖凝胶电泳进行结果验

证，不能实现青枯菌的快速检测；Real-time PCR 检
测技术灵敏、可靠，但需要特殊的仪器进行反应温

度的控制 [8]。环介导等温扩增技术（loop-mediated 
isothermal amplification，LAMP）是 NOTOMI 等[9]于

2000 年发明的一种可于特定恒温条件下，实现对靶标

序列高效扩增的技术。KUBOTA 等分别报道了基于鞭

毛蛋白 FliC 编码基因保守区域的青枯 LAMP 检测方

法[10-11]； LENARCIC 等[12]报道了基于 egl 的青枯菌

LAMP 检测方法。【本研究切入点】现有的青枯菌检

测方法在生产实践中的应用仍具相当的局限性，本研

究在靶标序列的选择（青枯菌种特异性鉴定靶标 lpxC）

和扩增结果的判断（扩增结果直接通过肉眼观察由扩

增副产物（白色焦磷酸镁沉淀）引起的浊度变化[13]，

或加入染料的颜色变化进行判定）上进行了改进。【拟

解决的关键问题】建立青枯菌的 LAMP 检测方法，优

化扩增体系和反应条件，验证方法的特异性、通用性

和灵敏度，探寻病样快速检测的可行性，以期为青枯

病的田间快速精准诊断、植物繁殖材料带菌检测以及

病害防控效果评价提供技术支撑。 

1  材料与方法 

试验于 2015 年 7 月至 2016 年 1 月在中国农业科

学院植物保护研究所植物病虫害生物学国家重点实验

室完成。 
1.1  材料、试剂与仪器 

接种青枯菌 2 号小种 Po82 菌株后的罹病番茄植

株、健康的番茄植株、市售健康马铃薯、生姜、田间

马铃薯罹病块茎样品；供试菌株：24 个青枯菌株（表

1）、5 个对照菌株（表 2）由笔者实验室分离、保存。 
 
表 1  用于检测引物特异性的青枯菌菌株 

Table 1  Different strains of R. solanacearum used in this study to test the specificity of these primers 

菌株编号 Number  菌株名称 Strain name 寄主 Host 演化型/生理小种 Phylotype/Race

1 Sn1 龙葵 Night shade Ⅰ/1 

2 Tb-Bs-1 烟草 Tobacco Ⅰ/1 

3 GMI1000 番茄 Tomato Ⅰ/1 

4 Bd1 红麻 Hibiscus Ⅰ/1 

5 Bp-Gk-1 苦瓜 Balsam pear Ⅰ/1 

6 Ey-Aq-1 桉树 Eucalypt Ⅰ/1 

7 Tm2 番茄  Tomato Ⅰ/1 

8 E1 茄子 Eggplant Ⅰ/1 

9 Ssp1 芝麻 Sesame Ⅰ/1 

10 R419 香蕉 Banana Ⅱ/2 

11 R264 香蕉 Banana Ⅱ/2 

12 R454 香蕉 Banana Ⅱ/2 

13 Po82 马铃薯 Potato Ⅱ/2 

14 Po35 马铃薯 Potato Ⅱ/3 

15 Po40 马铃薯 Potato Ⅱ/3 

16 Po41 马铃薯 Potato Ⅱ/3 

17 PoYN 马铃薯 Potato Ⅱ/3 

18 Z-Aq-1 姜 Ginger Ⅰ/4 

19 Z-Rc-1 姜 Ginger Ⅰ/4 

20 Kp-1 沙姜 Aromatic ginger Ⅰ/4 

21 Z-Sch-1 姜 Ginger Ⅰ/4 

22 M5 桑 Mulberry Ⅰ/5 

23 M6 桑 Mulberry Ⅰ/5 

24 M7 桑 Mulberry Ⅰ/5 
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表 2  用于检测引物特异性的非青枯菌菌株 

Table 2  Different strains of non R. solanacearum used in this 
study to test the specificity of these primers 

菌株编号 Number 菌株名称 Strain name 

25 甘露醇雷尔氏菌 Ralstonia mannitolilytica 

26 皮氏雷尔氏菌 Ralstonia pickettii 

27 大肠杆菌 Enterobacter sp. 

28 西瓜嗜酸菌 Acidovorax citrulli 

29 洋葱伯克氏菌 Burkhoderia cepacia 

 

Bst 2.0 DNA 聚合酶购于 New England Biolabs
（NEB）公司；dNTP Mixture 购于 TaKaRa 公司；甜

菜碱购于上海生工生物工程有限公司；SYBR Green
Ⅰ染料购于美国 AB 公司；细菌基因组 DNA 提取试

剂盒购于北京百泰克生物科技有限公司。 
NanoVue Plus 核酸蛋白测定仪购于上海在途生物

科技有限公司；VERITI PCR 扩增仪为美国 AB 公司

产品；TW2 水浴锅为德国 JULABO 公司产品。 
1.2  试验方法 

1.2.1  细菌培养基配制  NA（nutrient agar）培养基：

牛肉浸膏 3 g，葡萄糖 10 g，蛋白胨 5 g，酵母粉 0.5 g，
加水至 1 L，调至 pH 7.0，加入 1.8%的琼脂，121℃下

灭菌 20 min；TZC 培养基：100 mL NA 培养基中加入

0.5 mL 1%红四氮唑溶液；1%红四氮唑（C19H15ClN4）

溶液：称取 1 g 红四氮唑溶于 100 mL 蒸馏水中，高压

灭菌 7—8 min，避光 4℃保存。 
1.2.2  供试菌株培养及 DNA 提取  28℃条件下，于

NA 平板上培养 48 h 后的各供试菌株，根据细菌基因

组 DNA 提取试剂盒说明书提取总 DNA，-20℃冰箱保

存备用。 
1.2.3  引物设计和合成  以青枯菌的 lpxC 作为检测

靶标，通过比对分析后，利用 Primer Explorer Version 
4.0（http://primerexplorer.jp/e/）在线设计 4 条 LAMP
特异性引物，其中 F3（5′-CCTGTACGTGGTCGGC 
TAT-3′）和 B3（5′-ACCGCAACACGGGATCA-3′）为

外侧引物，FIP（5′-TACGCCGTTTCATCGGCCAGGT 
ACACGGCGCACAAGT-3′）和 BIP（5′-ATCGTCAC 
GTTCGACAAGGTGGAATGCCGGCTGCAACTG-3′）
为内侧引物。引物由生工生物工程技术服务有限公司

合成。 
1.2.4  LAMP 反应体系的优化及扩增产物检测  以无

菌水为空白对照，通过单因素变化试验对 LAMP 反应

体系的各参数，包括镁离子浓度（终浓度变化范围为

2—12 mmol·L-1）、内外引物浓度比（比值变化范围为

2﹕1—12﹕1）等进行优化，并测定反应所需的最适温

度（反应温度变化范围为 60—65℃）。反应结束后可

直接通过观察产生的白色焦磷酸镁沉淀情况判定检测

结果，也可于反应前在 PCR 管内盖上加入 1 μL SYBR 
GreenⅠ荧光染料，反应结束后瞬时离心，将染料与反

应液混匀后观察颜色变化，若反应管中有目的 DNA
的大量扩增，则反应管颜色呈现绿色，反之为橙色。 
1.2.5  LAMP 方法特异性检测  以不同寄主来源的 24
个青枯菌株为研究对象，5 个非青枯菌株为对照材

料，无菌水为空白对照，验证 LAMP 检测方法的特异

性。以各菌株的 DNA 为模板，采用已优化的反应体

系进行试验，结果通过直接观察白色焦磷酸镁沉淀或

通过荧光染料法进行分析。 

1.2.6  LAMP 方法灵敏度检测  按照试剂盒说明书提

取青枯菌 GMI1000 菌株的 DNA，通过核酸蛋白测定

仪测定其浓度为 1.42×102 ng·μL-1，对 DNA 提取液进

行 10 倍梯度稀释，对应的浓度依次为 1.42×101 
ng·μL-1、1.42×100 ng·μL-1、1.42×102 pg·μL-1、1.42×101 
pg·μL-1、1.42×100 pg·μL-1、1.42×102 fg·μL-1、1.42×101 

fg·μL-1，分别以各稀释梯度的 DNA 溶液为模板，以无

菌水为空白对照，同步进行 LAMP 和普通 PCR 检测，

比较二者的检测灵敏度差异。 
普通 PCR 采用以青枯菌 lpxC 及其上游部分序列

为检测靶标的扩增引物 Au759f/760r，引物序列：

AU759f 5′-GTCGCCGTCAACTCACTTTCC-3′，AU760r 
5′-GT CGCCGTCA GCAATGCGGAATCG-3′。 
1.2.7  植物组织液及病株中青枯菌的 LAMP 检测  分
别以灭菌手术刀切取小块表面消毒后的马铃薯和生姜

内部植物组织，以研磨杵碾碎后悬浮于灭菌水中。随

后分别于各组织悬浮液中加入新鲜配置的 Po41 和

Z-Aq-1 菌悬液至菌体细胞终浓度约 105 cfu/mL，以无

菌水为空白对照，使用 LAMP 方法进行检测。 
分别取接种 Po82 菌株 10 d 后表现明显萎蔫症状

的番茄植株和健康番茄植株各 1 株，截取其近根部约

2 cm 的茎组织，悬浮于 5 mL 无菌水中并剪碎，30 min
后以该液体为模板，以无菌水为空白对照进行 LAMP
检测。 
1.2.8  马铃薯罹病样品的 LAMP 检测  7 份采集于云

南疑似青枯病的马铃薯块茎样品经冲洗、表面消毒后

纵向剖开，以灭菌手术刀切取小块维管束组织，悬浮

于 5 mL 无菌水中，30 min 后以悬浮液为模板，以无

菌水为空白对照，同步进行 LAMP 和普通 PCR 检测。  
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2  结果 

2.1  LAMP 反应体系优化 

2.1.1  反应温度优化   LAMP 反应产物经加入

SYBR GreenⅠ染料染色后表明，反应在 60、61、62、
63、64、65℃ 6 个不同的反应温度下均有扩增，差异

不显著，表明该引物的反应条件宽松（图 1），确定

63℃为反应温度。 
 

 
1—6：温度分别为 60、61、62、63、64、65℃ Reaction temperatures were 
60, 61, 62, 63, 64, and 65℃, respectively；7：空白对照 Blank control 

 

图 1  不同温度条件下的 LAMP 检测 

Fig. 1  LAMP detection with different amplification temperatures 

 
2.1.2  镁离子浓度优化  LAMP 反应产物经加入

SYBR GreenⅠ染料染色后表明，当镁离子浓度在 6—
12 mmol·L-1 时，反应产物均能呈现明显的绿色，根据

效果相同，用量最少原则，确定该反应体系的最佳镁

离子浓度为 6 mmol·L-1 （图 2）。 
 

1 2 3 4 5 6 7

 
1—6：Mg2+浓度分别为 2、4、6、8、10、12 mmol·L-1 Concentrations of 
Mg2+ were 2, 4, 6, 8, 10, and 12 mmol·L-1, respectively；7：空白对照 Blank 
control 

 

图 2  不同 Mg
2+
浓度下的 LAMP 检测 

Fig. 2  LAMP detection with different concentrations of Mg2+ 

 
2.1.3  内外引物浓度比优化  LAMP 反应产物经加

入 SYBR GreenⅠ染料染色后表明，不同的内外引物

浓度比下均能发生扩增反应，当内外浓度比为 6﹕1

（1.2﹕0.2 μmol·L-1）及以下时，绿色较浅，而当内外

浓度比为 8﹕1（1.6﹕0.2 μmol·L-1）到 12﹕1（2.4﹕0.2 
μmol·L-1）时，绿色较亮，说明产生大量目的片段的扩

增，因此选择 8﹕1 作为该扩增体系的内外引物浓度比

（图 3）。 
 

1 2 3 4 5 6 7

 
 
1—6：内外引物浓度比分别为 2﹕1、4﹕1、6﹕1、8﹕1、10﹕1、
12﹕1 Different concentration ratios of inner and outer primers were 2﹕1, 
4﹕1, 6﹕1, 8﹕1, 10﹕1, and 12﹕1, respectively；7：空白对照 Blank 
control 

 

图 3  不同内外引物浓度比的 LAMP 检测 

Fig. 3  LAMP detection with different concentration ratios of 

inner and outer primers 

 
LAMP 反应体系设定为 25 μL：体系中内引物 FIP

和 BIP 的浓度分别为 1.6 μmol·L-1，外引物 F3 和 B3
的浓度分别为 0.2 μmol·L-1，dNTP 的浓度为 1.4 
mmol·L-1，甜菜碱 1.0 mol·L-1，基础反应液（20 mmol·L-1 
Tris-HCl，10 mmol·L-1 (NH4)2SO4，50 mmol·L-1 KCl，
6 mmol·L-1 MgSO4，0.1% Tween-20），模板 DNA 1 
μL，然后加入 8 个单位的 Bst 2.0 DNA 聚合酶，补水

至 25 μL。混匀离心后，63℃孵育 45 min。 
2.2   LAMP 方法特异性检测 

相同反应条件下，分别以青枯菌菌株和非青枯

菌菌株的 DNA 为模板进行 LAMP 扩增反应，反应

结束后观察各反应管中颜色变化，其中青枯菌菌株

反应管中反应液均呈现绿色，表明有大量目的 DNA
进行了扩增；而其他参比菌株及空白对照的反应液

均保持橙色不变，表明本研究中所设计的引物不能

使这些菌株发生扩增反应，且该检测过程未出现假

阳性（图 4）。 
2.3   LAMP 方法灵敏度检测 

以提取的青枯菌GMI1000菌株的DNA原液及 10
倍梯度稀释后的稀释液为模板进行LAMP检测和普通

PCR 检测，琼脂糖凝胶电泳结果显示，普通 PCR 在

105倍的稀释模板下无明显扩增反应（图 5-a），表明 
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1—24：青枯菌菌株 Different strains of R. solanacearum；25—29：非青枯菌菌株 Different strains of non R. solanacearum；30：空白对照 Blank control 

 

图 4  LAMP 方法特异性检测 

Fig. 4  Specificity test of LAMP 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
a b

 
 
M：Marker Ⅰ（600、500、400、300、200、100 bp）；1—8：1.42×102 ng·μL-1、1.42×101 ng·μL-1、1.42×100 ng·μL-1、1.42×102 pg·μL-1、1.42×101 pg·μL-1、

1.42×100 pg·μL-1、1.42×102 fg·μL-1、1.42×101 fg·μL-1；9：空白对照 Blank control 

 

图 5  普通 PCR（a）与 LAMP（b）方法灵敏度比较 

Fig. 5  Comparison between traditional PCR (a) and LAMP (b) in sensitivity for R. solanacearum 

 
其最低检测浓度为 14.2 pg。荧光染料法结果显示，

LAMP 在 106 倍的稀释模板下无明显扩增反应（图

5-b），表明其最低检测浓度为 1.42 pg。LAMP 的检

测灵敏度较普通 PCR 提高 10 倍。 
2.4  植物组织液及病株中青枯菌的 LAMP 检测 

分别以混入青枯菌 Po41 菌株的马铃薯组织浸

出液和混入青枯菌 Z-Aq-1 菌株的姜组织浸出液为

LAMP 扩增模板进行检测，结果显示（图 6），反

应液均呈现绿色，而空白对照的反应液保持橙色，

表明该方法不受植物组织浸出液干扰，可灵敏地检

测青枯菌。 
以 LAMP 方法检测罹病番茄植株及健康植株，结

果显示（图 7），罹病植物的反应管中反应液为绿色，

表明有大量靶标序列进行扩增，而健康植物和空白对

照反应管中的反应液为橙色，表明未发生扩增反应，

该方法可用于病株样品的检测。 
2.5  马铃薯罹病块茎样品的 LAMP 检测 

LAMP 检测结果显示（图 8-c），7 份待检马铃薯 
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1 2 3

 
1：混入 Po41 菌株的马铃薯组织液 Mixture of potato tissue and strain 
Po41；2：混入 Z-Aq-1 菌株的姜组织液 Mixture of ginger tissue and strain 
Z-Aq-1；3：空白对照 Blank control 

 

图 6  植物组织液中青枯菌的 LAMP 检测 

Fig. 6  LAMP detection of R. solanacearum in the plant 

tissues 

 
块茎样品的反应液均呈绿色，对照管保持橙色；同步

进行的普通 PCR 检测结果显示（图 8-b）7 份样品均

可扩增获得片段大小为 282 bp 条带。LAMP 和 PCR 

 
 
1：罹病植株 The plant infected by R. solanacearum；2：健康植株 The 
healthy plant；3：空白对照 Blank control 

 

图 7  病株中青枯菌的 LAMP 检测 

Fig. 7  LAMP detection of R. solanacearum in the diseased 

plant 

 

的检测结果均表明疑似罹病样品的青枯病检测结果为

阳性。因此，本研究所建立的 LAMP 方法可特异、灵

敏地检测出罹病样品中的青枯菌。  

 

1 2 3 4 5 6 7 8M

1 2 3 4 5 6 7 8

a
b

c

 
 

M：Marker Ⅰ（700、600、500、400、300、200、100 bp）；1—7：罹病样品 Diseased potatoes；8：空白对照 Blank control 

 

图 8  马铃薯罹病样品（a）及其普通 PCR（b）和 LAMP（c）检测 

Fig. 8  Samples of diseased potatoes (a) and the detection of traditional PCR (b) and LAMP (c) 

 

3  讨论 

青枯病是常见、易发和传播迅速的重要土传细菌

病害之一[14]，中国目前南起 20°N 的海南省、北至 42°N
的河北坝上地区均有该病发生的报道[15]。青枯菌可

随土壤、排溉水以及种苗、种薯（姜）等植物繁殖

材料传播扩散。因此，建立准确、快速、高效的检

测方法，及时检测出带菌种子、幼苗、水体或土壤，

对阻止青枯菌的传播蔓延具有重要意义。21 世纪初

建立起来的环介导等温扩增法（LAMP）凭借特异性

强、灵敏度高、检测成本低和操作步骤简单等优点，

迅速被广泛应用于植物保护、食品安全和医学卫生

等诸多领域[16]，如苜蓿疫霉根腐病菌（Phytophthora 
medicaginis）[17]、禾谷镰孢（Fusarium graminearum）[18]

等 病 原 真 菌 的 检 测 ； 根 结 线 虫 （ Meloidogyne 
incognita）[19]、松材线虫（Bursaphelenchus xylophilus）[20]

等植物病原线虫的检测；植物病毒多为 RNA，针对植

物病毒及类病毒的检测采用反转录环介导等温扩增技

术 （ reverse transcription loop-mediated isothermal 
amplification，RT-LAMP），如烟草花叶病毒（Tobacco 
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mosaic virus，TMV）[21]、葡萄 A 病毒（Grapevine virus 
A，GVA）[22]、菜豆荚斑驳病毒（Bean pod mottle virus，
BPMV） [23]等；许多学者利用 LAMP 技术对难以培养

的细菌、生化反应不明显及传统表型方法不能鉴定的

细菌进行快速准确的鉴定 [24] ，如空肠弯曲菌

（Campylobacter jejuni）[25]、阪崎肠杆菌（Enterobacter 
sakazakii）[26]等。 

本研究基于 lpxC 基因序列设计了青枯菌 LAMP
检测的扩增引物，该基因作为青枯菌演化型复合 PCR
鉴定中的种特异性鉴定靶标，已被国内外青枯病相关

领域的研究人员广为采用。因此，以其为靶序列设计

引物可充分保证LAMP反应的高度特异性和广泛通用

性。在 KUBOTA 等[10]的研究中，扩增结果通过琼脂

糖凝胶电泳进行判断，由于 LAMP 反应产物高温条

件下易造成气溶胶污染，使之后的检测出现较高的假

阳性率，且通过电泳判断结果费时费力，无法实现青

枯菌的田间快速检测。本研究采用反应前于 PCR 管

内盖上加入染料[27]，反应后通过离心与扩增产物混

合，实现了无需开盖的样品快速可视化检测。在贾蒙

骜等 [11]的研究中，以胡萝卜果胶杆菌胡萝卜亚种

（Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum）和

大肠杆菌工程菌株为对照菌、烟草青枯病菌 FQY4
菌株为参试菌验证 LAMP 反应的特异性，参试菌株

量过少，不足以支撑检测结果。本研究以归属于 5
个不同生理小种、涉及 14 种分离寄主的 24 个青枯

菌株材料为参试对象，并以青枯菌的近缘种 Ralstonia 
mannitolilytica 、 Ralstonia pickettii 和 Burkhoderia 
cepacia 以及常见菌 Enterobacter sp.和 Acidovorax 
citrulli 为对照菌，能够确保本研究所建立的检测方法

具有高度的特异性和广泛的适用性。LENARCIC 等[12]

比对了以 16S rRNA、fliC 和 egl 为靶标建立的 LAMP
方法在检测特异性方面的差异，并与 real-time PCR 进

行对比，最终基于 egl 建立了高效快速的 LAMP 检测

方法，但该研究所采用菌株多分离于马铃薯等茄科和

芭蕉科寄主，且检测过程需通过 Genie Ⅱ等温扩增荧

光检测系统进行监测，大大增加了检测成本，不适合

在田间及基层推广。  
较之其他检测方法，本研究建立的 LAMP 检测方

法的优势在于：高效快捷，可于 45 min 内完成扩增反

应；灵敏度高，DNA 样品的检测阈值为 1.42 pg；适

用范围广，可直接用于带菌植物和田间罹病样品的检

测，且不需要 PCR 仪等昂贵设备，仅用水浴锅或者保

温杯即可实现该检测过程；成本低廉，与目前应用于

田间青枯菌检测的阿格迪（Agdia®）试纸条相比，此

方法在显著提高灵敏度的同时大大降低了成本，具有

广阔的应用前景。 
目前，青枯菌带菌土壤的检测方法主要包括平

板分离培养、BIO-PCR、土壤 DNA 常规 PCR 和实

时荧光定量 PCR 等，这些方法各有利弊，均可用于

土壤样品的检测，但亦都存在耗时较长或需特殊仪

器等不足，无法实现田间快速检测。本研究曾试图

采用 LAMP 法对疫区大田自然土悬浮液直接进行

检测，但发现该方法与土样直接 PCR 检测法存在同

样的制约瓶颈，即 Bst 酶（LAMP 扩增体系）与 Taq
酶（PCR 扩增体系）一样受到土壤中腐植酸等的抑

制因子的干扰，无法有效完成对靶序列的扩增。因

此，可将土壤 DNA 快速提取试剂盒与青枯菌 LAMP
检测方法相结合，实现大田土壤的青枯菌快速检

测。 

4  结论 

优化了青枯菌的 LAMP 检测方法，可用于病原菌

的快速、高效、特异的检测，适合科研单位和生产基

层使用。在青枯病的早期诊断方面发挥作用，可为青

枯病的科学防治提供技术保障。 
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