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试验土壤中烟草青枯病菌的RT-qPCR检测分析
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摘要：为有效防治烟草青枯病，利用实时荧光定量 PCR（Real-time quantity PCR, RT-qPCR）技术，对土壤

中烟草青枯病菌进行了定量检测，并建立了土壤中烟草青枯病菌的 RT-qPCR 检测方法。结果表明，该

方法对试验土壤青枯菌的最低检测浓度为 5×102 cfu/g 土壤，RT-qPCR 检测技术对土壤中烟草青枯病菌

的灵敏度比常规 PCR 检测技术提高了 10 倍。
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RT-qPCR detection and quantitative analysis of Ralstonia solanacearum in soil
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Abstract: To effectively control tobacco bacterial wilt, real-time quantitative PCR (RT-qPCR) technique was

developed and used to quantitatively detect Ralstonia solanacearum in soil. The results showed that the lowest

concentration of Ralstonia solanacearum in soil detected by the developed system was 5×102 cfu/g. Comparing

with conventional PCR detection, the sensitivity of RT-qPCR detection to Ralstonia solanacearum in soil

increased by 10 times.
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烟草青枯病（Tobacco bacterial wilt）是由青枯

雷尔氏菌（Ralstonia solanacearum）引起的细菌性土

传病害，属于典型的维管束病害［1］，对烟叶的产量

和品质影响极大。防治土传病害的关键是对土壤

中病原菌数量进行适时监控和定量检测［2］。烟草

青枯病一旦发生，在田间发展迅速且目前尚缺乏

特效的防治药剂，防治难度大［3］。因此，定量检测

土壤中烟草青枯病菌，对指导病害预测预报和制

定综合防治措施有重要意义。近年来，利用实时

荧光定量 PCR（RT-qPCR）可检测土壤中的植物病

原物，定量研究病原物结构组成及数量，探索微生

物群落的动态变化［2］，为病害的发生和防治提供

了依据。目前对于植物病原菌的定量检测研究较

多，Broeckling 等［4］利用定量 PCR 技术，在模拟植

物体根际环境条件下，检测了植物根系分泌物对

土壤真菌群落组成和多样性的影响，认为根系分

泌物是引起土壤真菌群落组成和多样性改变的主

要原因；Weller 等［5］通过 RT-qPCR 可以特异性检测

R. solanacearum，其检测灵敏度为 1×102 cfu/mL 菌

悬液；漆艳香等［6］用 RT-qPCR 对香蕉细菌性枯萎

病菌（R. solanacearum race 2）进行检测，其检测灵

敏度为 24.6 fg/μL 菌悬液；Opina 等［7］设计了鉴定

青枯菌的专一性引物 759/760，对青枯菌具有种特

异性；Prior 等［8］等验证了青枯菌、P. syzygii 和侵染

香蕉的细菌性病菌 BDB，菌株扩增后均产生条带，

扩增片段长度均为 280 bp。随着 RT-qPCR 技术的

快速发展，其在植物细菌、病毒等的检测和定量研

究方面也应用广泛［9-10］，如茄科青枯菌［11］、番茄溃
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疡病菌（Clavibacter michiganensis subsp. michiganersis）［12］

等，并且随着研究的不断深入，大大提高了植物病

原菌的检测效率［13］。为此，利用已知的青枯菌特

异性引物 759/760，并优化引物退火温度，通过

RT-qPCR 确定土壤中烟草青枯菌数量，旨在建立

一种简单高效的青枯菌定量检测方法、实时监控

土壤中烟草青枯病菌数量，为该病害的有效防治

提供依据。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

烟草青枯病菌（Ralstonia solanacearum）由西南

大学天然产物农药研究室提供。阴性对照菌株均

由重庆大学生命科学学院基因中心提供，包括柑

橘溃疡病菌（Xanthomonas campestris pv. citri）、番茄

细 菌 性 溃 疡 病 菌（Clavibater michiganensis subsp.

michiganensis）、水 稻 白 叶 枯 菌（Xanthomonas
campestris pv. oryzae）和 水 稻 细 菌 性 条 斑 病 菌

（Xanthomonas oryzae pv. oryzicola）。

1.2 细菌DNA提取

采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒［天根生化

科技（北京）有限公司］进行 DNA 提取。

1.3 土壤微生物总DNA提取

将 OD600≈1（约 1×109 cfu/mL）的烟草青枯菌菌

液依次 10 倍梯度稀释，使带菌量分别为 1×109、1×

108、1×107、1×106、1×105、1×104和 1×103 cfu/mL。按

0.2 g 土样加入 0.1 mL 的比例，将菌液分别加入到

等量的健康土壤中，混匀后分别静置 1 h，模拟自

然带菌环境。

分别取 0.5 g 带菌土壤，按照土壤微生物 DNA

提取试剂盒（美国 Omega Biotek 公司）说明书提取

土壤微生物总 DNA。提取结果经琼脂糖凝胶电泳

检测，超微量分光光度计检测土壤 DNA 总浓度和

纯度，-20 ℃保存备用。

1.4 引物退火温度优化

青枯菌特异性引物 759/760（序列为 5 -GTCG-

CCGTCAACTCACTTTCC-3 、5 -GTCGCCGTCAG-

CAATGCGGAATCG-3 ）由深圳华大基因科技服务

有限公司合成，根据引物合成单上显示的退火温

度±2 ℃范围确定适宜的退火温度。

常规 PCR 扩增体系：Mix 12.5 μL，DNA 1 μL，

引物各 1 μL 并混合，加 ddH2O 至 25 μL。PCR 反应

程 序 为 ：95 ℃ 预 变 性 5 min；94 ℃ 变 性 18 s；

58 ℃～62 ℃退火 30 s；72 ℃延伸 90 s；35 个循

环；最后 72 ℃延伸 10 min，16 ℃保存。反应结束

后，取 5 μL 反应产物，经 1.5％琼脂糖凝胶电泳，在

凝胶成像系统中观察拍照。

1.5 引物特异性及灵敏度检测

以烟草青枯菌 DNA 10 倍稀释液为模板，检测

引物 759/760 对基因组 DNA 的灵敏度；以接种不

同浓度细菌的土壤 DNA 为模板，检测该引物对土

壤中青枯菌的灵敏度。

适宜退火温度的确定。常规 PCR 扩增体系同

1.4 节。反应结束后，取 5 μL 反应产物，经 1.5％琼

脂糖凝胶电泳，在凝胶成像系统中观察拍照。

荧光定量 PCR 扩增体系为：SYBR. Premix.

Ex. Taq. TMIImix 12.5 μL，DNA 2 μL，引物 759 和

760 各 0.75 μL 并混合，加 ddH2O 至 25 μL。反应程

序为：95 ℃预变性 1 min；95 ℃变性 15 s，59 ℃ 退

火 15 s 和 72 ℃延伸 20 s，40 个循环；最后 72 ℃延

伸 10 min，4 ℃保存。

1.6 盆栽试验验证

选取长势一致的烟草幼苗（五叶一心）60 株，

每盆接种 10 mL 青枯病菌悬浮液（1×107 cfu/mL），

每天观察并记录烟草植株生长状况。从烟草青枯

病发病之日起，每隔 24 h 调查烟草青枯病发病情

况，总调查天数为 18 d，并计算发病率；从第一株

烟苗发病开始，每天取发病烟株的根际土壤 20 g

风干待用，已取过土壤的烟苗放置于另一侧继续

观察，直至所有烟苗全部发病。

发病率=（发病株数/调查总株数）×100%

2 结果与分析

2.1 引物退火温度的优化

对引物 759/760 退火温度进行优化，结果表

明，在 58 ℃、59 ℃、60 ℃、61 ℃和 62 ℃温度条件

下，只有 59 ℃和 60 ℃时的烟草青枯菌能扩增出

约 280 bp 大小的特异性条带，其他 3 个温度条件

均没有明显条带；59 ℃条件下条带比 60 ℃条件

下的条带略清晰，见图 1。因此，确定引物的适宜

退火温度为 59 ℃。

M. DL2 000 Marker 1. 62 ℃ 2. 61 ℃ 3. 60 ℃ 4.
59 ℃ 5. 58 ℃

图 1 不同退火温度条件下PCR产物的电泳图谱

Fig.1 Electrophoregram of PCR products at different
annealing temperatures

·· 13



2017 年烟草科技

2.2 引物特异性及灵敏度的检测

PCR 检测结果（图 2）表明，除烟草青枯病菌能

扩增出约 280 bp 大小的特异性条带外，其他供试

菌株均没有发现扩增产物；荧光定量 PCR 检测结

果（图 3）表明，除烟草青枯病菌 DNA 有 Ct 值外，其

他供试菌株均无 Ct 值。说明该引物具有较强的特

异性，可以用于烟草青枯病菌的检测。

利用该病菌基因组 DNA 的 10 倍梯度稀释液

作为模板进行荧光定量 PCR 扩增，结果见图 4。其

检测下限为 43 pg/μL 基因组 DNA，说明该引物灵

敏度很高。

2.3 土壤微生物总DNA的提取及PCR扩增

利用超微量分光光度计检测土壤总 DNA 浓

度为 0.06~0.14 μg/μL，OD260/OD280 为 1.74~1.97，说

明提取到的土壤微生物总 DNA 纯度较高，可以用

于 PCR 扩增。

以人工接种土壤 DNA 为模板进行常规 PCR

扩增，PCR 产物用 1.2%的琼脂糖电泳。由图 5 可

以看出，4 个浓度梯度 DNA、Marker 和阳性对照，

均条带明亮且无拖尾；条带亮度随着 DNA 浓度由

高到低依次减弱，最高浓度 DNA（1×109 cfu/mL）条

带最亮，最低浓度 DNA（1×103 cfu/mL）条带几乎没

有；阳性对照为青枯病菌 DNA，条带亮度高于最

高浓度接菌土壤 DNA。

2.4 细菌DNA RT-qPCR及标准曲线建立

用引物 759/760 对烟草青枯病菌 DNA 的 10 倍

梯度稀释液进行 RT-qPCR 扩增。扩增结束后，用

分析软件进行分析，以起始模板的对数为 x 轴，以

Ct 值为 y 轴做出回归曲线，获得烟草青枯病菌基因

组 DNA 标准曲线。结果（图 6）显示，Ct 值与烟草

青枯病菌 DNA 量（pg）的对数值之间呈负相关，标

准曲线方程为 y=-2.419 4x+38.777 0，决定系数 R2

为 0.990 9。该体系的检测下限为 86 pg/μL 基因组

DNA，8 pg/μL 基因组 DNA 为模板及 2 μL 超纯水

代替模板 DNA 作为阴性对照均未能出现扩增。

M. DL2 000 Marker 1.柑橘溃疡病菌 DNA 2.烟草青枯
病菌 DNA 3.番茄细菌性溃疡病菌 DNA 4.水稻白叶枯菌
DNA 5.水稻细菌性条斑病菌 DNA

图 2 引物特异性验证常规PCR产物电泳图谱

Fig.2 Electrophoregram of conventional PCR products to
verify primer specificity

1.烟草青枯病菌 2.柑橘溃疡病菌 3.番茄细菌性溃疡
病菌 4.水稻白叶枯菌 5.水稻细菌性条斑病菌

图 3 引物的特异性检测结果

Fig.3 Detection of primer specificity

1. 1×109 cfu/mL 2. 1×108 cfu/mL 3. 1×107 cfu/mL 4. 1×106

cfu/mL 5. 1×105 cfu/mL 6. 1×104 cfu/mL 7. 1×103 cfu/mL

图 4 10倍梯度稀释青枯病菌DNA的RT-qPCR扩增曲线

Fig.4 RT-qPCR amplification curves of Ralstonia
solanacearum DNA of 10-fold serial dilutions

M. DL2 000 Marker 1. 1×109 cfu/mL 2. 1×108 cfu/mL
3. 1×107 cfu/mL 4. 1×106 cfu/mL 5. 1×105 cfu/mL 6. 1×104

cfu/mL 7. 1×103 cfu/mL 8.阳性对照 9.阴性对照

图 5 人工接种土壤微生物DNA常规PCR产物的
电泳图谱

Fig.5 Electrophoregram of conventional PCR products of
inoculated soil microorganism DNA

图 6 10倍梯度稀释的青枯病菌DNA的
RT-qPCR标准曲线

Fig.6 RT-qPCR standard curves of Ralstonia
solanacearum DNA of 10-fold serial dilutions
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2.5 人工接种土壤的RT-qPCR检测及标准曲线

建立

用引物 759/760 对人工接种土壤微生物 DNA

进行 RT-qPCR 扩增。扩增结束后，用分析软件进

行分析，以土壤中青枯菌浓度起始模板的对数为 x
轴，以 Ct 值为 y 轴做出回归曲线，获得人工接种土

壤微生物 DNA RT-qPCR 标准曲线。结果（图 7）显

示，Ct 值与人工接种土壤青枯菌浓度的对数值之

间呈负相关，标准曲线方程为 y=-2.011 5x+35.956，

决定系数 R2 为 0.985 3。该体系的检测下限为

5×102 cfu/g 土壤。

2.6 盆栽试验验证

发病率调查结果（图 8）表明：烟草青枯病始发

期为接菌第 6 天，发病率为 12.77%；随后密集发

病，接菌第 10 天发病率为 61.70%；接菌第 15 天，全

部发病。

土壤中青枯菌浓度检测结果（图 8）表明：从第

6 天到第 12 天，土壤中青枯菌浓度略微上升；第 13

天，土壤中青枯菌浓度显著下降；第 15 天至调查

结束，土壤中青枯菌浓度逐步上升。土壤中青枯

菌浓度在 5×104～5×106 cfu/g 土壤范围之间。

3 结论与讨论

本研究中土壤样品的 DNA 按照土壤微生物

DNA 试剂盒说明书提取，提取结果-20 ℃保存备

用。用该试剂盒提取土壤 DNA 与传统方法相比，

具有简单高效的优点，重复性强，所提取的 DNA

浓度和纯度均能达到试验要求。在前人研究的基

础上，对已验证的种特异性引物 759/760 进行试

验，证实了该引物对烟草青枯菌和土壤中烟草青

枯菌的灵敏度。将该引物与荧光染料 SYBR

Green 结合，用 RT-qPCR 对土壤中的烟草青枯菌进

行实时监测，前提条件是 PCR 反应必须是特异性

的，非特异性扩增及引物二聚体等均会影响检测

的准确性［14-15］。此外，土壤中已经死亡的病原菌

的存在可能影响定量的精确性［16］，但也有文献报

道，土壤中死细胞的 DNA 会很快被降解［17］。

有研究表明，在田间土壤中，只有病原菌繁殖

到一定数量且生长一段时间后，即病原菌数量达

到发病阈值以上，植株才会出现发病症状［18］。本

试验中建立的土壤烟草青枯病菌检测方法，灵敏

度为 5×102 cfu/g，能够满足检测要求。通过室内盆

栽试验检测了烟草青枯病发病时土壤中青枯菌数

量，结果表明，本试验中建立的检测方法可以快

速、准确、灵敏地检测土壤中烟草青枯病菌的数

量。

但该检测方法仅进行了室内盆栽试验的应用

验证，而田间病害的检测受环境的影响，可能会与

室内试验结果存在一定差异。因此，在应用本检

测方法进行田间诊断和实时监测土壤青枯病菌方

面还有待进一步深入研究与验证。
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