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马铃薯青枯病菌日常快速检验方法的对比 

尤  波*, 韩  宁, 张  箭, 郑  超, 吴永生, 王俊峰 

(绥芬河出入境检验检疫局综合技术中心  157300) 

摘  要: 目的  对马铃薯青枯病菌日常快速检验的方法的对比。方法  以日常监管抽检的出口马铃薯为材料, 

采用双抗夹心酶联免疫吸附法(double antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay, DAS-ELISA)以及

分子生物学方法的实时荧光 PCR(RT-PCR)法进行快速检测。结果  通过连续多批次马铃薯检测的结果进行统

计分析, 试验结果显示, 应用上述两种方法对马铃薯青枯病菌携带情况具有较高的灵敏度, 特别是对处于潜伏

期感染而没有表现出症状的马铃薯块茎的检测更为有效。结论  DAS-ELISA 以及分子生物学方法的 RT-PCR

法对于马铃薯出口的快速检验快速通关具有重要的意义。 
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ABSTRACT: Objective  To explore the epidemic prevention and control of solanacearum in potato.   

Methods  With routine supervision sampling potato as the material, the serology agglutination double 

antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay (DAS ELISA) and molecular biology method of 

real-time fluorescent PCR (RT-PCR) method were adopted for quick detection. Results  Continuous multiple 

statistical analysis of the testing results of the batch of potato test showed that the application of the above two 

methods of potato solanacearum carrying case had a high sensitivity, especially for in latent infection without 

showing symptoms of potato tuber detection showing more effective. Conlusion  Both kinds of methods were 

of great importance for potato solanacearum epidemic prevention and export detection. 
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1  引  言 

马铃薯青枯病 (bacterial wilt)是由  Ralstonia 

solanacearum (RS)引起的细菌性病害, 也是我国马铃

薯主要细菌性病害之一, 每年由青枯病菌造成的产

量损失大约在 10%~15%, 发病严重的地块产量损失

可达 80% 甚至可导致完全失收, 给马铃薯生产带

来严重威胁[1]。青枯病为细菌性病害, 植株感病是系

统性侵染, 由于青枯病较难控制, 既无免疫抗原, 又

可经土壤传染, 一旦发生青枯病, 发病田将大幅度减

产[2]。因此, 作为口岸检验检疫部门加强对出口马铃

薯检疫及监管工作显得尤为迫切。 
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本文采用双抗夹心酶联免疫吸附法 ( d o u b le  

antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay,  

DAS-ELISA)试剂盒及实时荧光 PCR 用于出口马铃

薯青枯病菌的检测的对比, 充分利用两种方法灵敏、

快速、特异、操作简便等优点, 逐步形成口岸检验检

疫部门对马铃薯青枯病菌的快速诊断和预测, 以达

到青枯病菌疫情防控的目的, 能够早发现、早处理, 

从而保障果蔬进出口安全, 减少因感染青枯病菌带

来的经济损失。 

2  马铃薯青枯病菌检测方法 

2.1  常规检测方法 

马铃薯青枯病菌的常规检测方法为培养基分离

方法, 包括非选择性培养基和半选择性培养基。传统

的组织分离方法灵敏度较低, 最大的缺点是检测周

期比较长, 一般在 7 d 左右, 因此, 常规的检测方法

已经不能适应植物检疫和实验室快速鉴定的需要[3]。 

近年来, 随着对青枯病病原菌检测方法的不断

深入研究, 一些快速灵敏的检测技术及方法已经被

广泛建立及采用[4], 如血清学法和分子生物学法等。 

2.2  血清学检测方法 

血清学检测方法是利用抗原抗体特异性结合 , 

对植物样品中的青枯菌进行检测, 是目前较为灵敏、

简便和实用的方法, 可以在 1 d 内完成快速筛选鉴  

定[5,6]。 

本实验主要 DAS-ELISA, 由于 DAS-ELISA 具

有快速、敏感、简便、易于标准化等优点, 使其得到

迅速的发展和广泛应用。其基本原理是酶分子与抗体

或抗抗体分子共价结合, 此种结合不会改变抗体的

免疫学特性, 也不影响酶的生物学活性。 

2.3  分子生物学法 

应用分子生物学技术检测方法, 主要包括核酸

分子杂交检测法和聚合酶链式反应 (PCR) 检测法以

及在 PCR 技术的基础上扩展的 RAPD、RT- PCR、

REP- PCR 和 AFLP 指纹识别技术等[7-10], 分子生

物学方法具有灵敏、特异和高效等特点, 大大提高了

植物青枯病原菌的检测效率, 已被广泛应用于青枯

菌与寄主互作、病原流行学和病原检测中。这些方法

可以直接从发病组织或者带菌土壤中进行病原菌的

快速检测, 而不需要进行病菌的分离以及纯培养, 同

时还能在短时间内检测到极微量的病菌。在简化检测

步骤的同时, 不仅节约了成本,  也提高了检测限和

精度[11]。 

本 实 验 采 用 实 时 荧 光 定 量 PCR(real-time 

quantitative PCR, RT-PCR)方法, 以其特异性强、灵敏

度高、自动化和重复性好、定量准确、污染少等优点, 

对马铃薯青枯病菌进行快速检测。 

3  材料与方法 

3.1  实验对象 

本实验采用来自于山东马铃薯集散地的全国各

地马铃薯作为监管对象, 随机抽取 20 批出口马铃薯

进行检测。 

3.2  仪器和试剂 

ABI 7500 实时荧光仪(美国 ABI 公司)、冷冻离

心机 Z36HK(德国 HERMEL公司), Premix Ex Taq、

ROX Reference Dye II (50x)*4试剂以及检测引物和

探针均购于宝生物工程(大连)有限公司, 天根植物基

因组提取试剂盒 

3.3  实验方法 

采用 DAS-ELISA法和 RT-PCR法相结合的方法

进行检测, 并进行对比分析。 

3.3.1  DAS-ELISA 法 

样品处理 : 将待测马铃薯样品的芽眼部位用

75%就行擦拭, 挖取芽眼部位用少量无菌水研磨, 吸

取 1 mL 研磨液离心, 弃去上清液, 沉淀部位加入 1 

mL提取液, 6000 r/min离心 3 min, 取上清液。  

点样: 分别吸取样品上清液、阳性对照、阴性对

照各 100 μL加入反应条, 每个孔重复两次。置于 4 ℃

冰箱内孵育 2 h。 

清洗微孔 : 用清洗缓冲液清洗孵育的微孔条 , 

然后在干净的纸上拍干, 重复 3 次。 

添加探针抗体: 在清洗好的微孔内每孔加入 100 

μL 探针,  用封口膜包好置于恒温培养箱内 37 ℃孵

育 1 h。 

清洗微孔条: 用清洗缓冲液清洗孵育的微孔条, 

然后在干净的纸上拍干, 重复 3 次。  

添加显色液体底物: 在清洗好的微孔内每孔加

入 100 μL显色底物, 用封口膜包好避光室温孵育 1 h

后读取结果。 
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结果数据分析: 通过多批次的样品检测结果统

计显示, 阳性样品颜色为浅黄色到黄色, 检测结果颜

色深浅的变化取决于样品中青枯病菌的浓度, 一般

肉眼可见的颜色反应为阳性样品, 无颜色反应的结

果判断为阴性样品。 

3.3.2  实时荧光 PCR 法 

DNA 提取 : 将待测马铃薯样品的芽眼部位用

75%就行擦拭, 挖取芽眼部位用少量无菌水研磨, 吸

取 1 mL研磨液 12000 r/min离心 3min, 弃去上清液, 

沉淀部分用于下步试剂盒操作。  

采用天根植物基因组提取试剂盒。具体步骤如下: 

加入 400 μL LP1 震荡混匀,室温静置 10 min; 加入

130 LP2, 震荡混匀, 12000 r/min离心 5min, 取上清

加入新的离心管中, 加入 750 μL LP3, 震荡混匀, 将

上述液体加入吸附柱中, 12000 r/min离心 2min; 向吸

附柱中加入 600 μL PW, 12000 r/min离心 30 s, 清洗

两次; 清洗后室温放置 10 min, 待吸附柱滤膜充分晾

干; 向滤膜中央加入 60 μL PE, 12000 r/min 离心 2 

min, 为确保 DNA的回收率, 此步骤重复两次; 将离

心所得的液体为 DNA的模板, 进行 PCR操作。 

实时荧光 PCR反应: 实时荧光 PCR反应体系见

表 1。PCR反应引物序列见表 3。实时荧光 PCR反应

条件为: 预变性 95 ℃反应 30 s, 1 个循环体系为 

95 ℃反应 5 s, 60 ℃反应 34 s同时收集荧光, 共进行

40个循环。 

结果数据分析: 通过多次 PCR 反应数据分析可

以发现, 在阳性菌对照、阴性样品对照、空白对照均

正常的情况下, 阳性菌的引物 PCR 反应的 Ct值一般 

 
表 1  实时荧光 PCR 反应体系参数 

Table 1  System parameters of real-time fluorescence 
PCR reaction 

组分 
工作液 

浓度 
加样量 

(μL) 

反应体系终浓

度 

Premix Ex Taq TM (2X) 12.5 1* 

ROX Reference DyeII (50X)*4 0.5 0.2 μmol/L*1

正向引物 10 μmol/L 0.5 0.2 μmol/L*1

反向引物 10 μmol/L 0.5 0.2 μmol/L*1

荧光探针 2.5 μmol/L 1.0 1* 

DNA 模板  2.0 *3 

去离子水  8.0 *5 

表 2  青枯病菌引物序列 

Table 2  Primer sequences of solanacearum 

Primer名称 序列(从左到右 5`至 3`) 

B2-1 TGGCGCACTGCACTCAAC 

B2-2 AATCACATGCAATTCGCCTACG 

B2-P(VIC) TTCAAGCCGAACACCTGCTGCAAG-(TAMRA)

 
为 23~32, 阴性样品的 Ct值均大于 40, 结果准确率高, 

易于判断。 

4  方法对比与讨论 

本实验通过对出口马铃薯样品采用 DAS-ELISA

和 RT-PCR两种检测方法相结合的方式, 对连续多次

实验数据结果进行分析归纳, 可以看出, 两种方法均

可得到较好的检测结果, 其中 DAS-ELISA 方法操作

简便, 结果通过颜色反应易于观察, 可以较快的得出

检测结果 ; RT-PCR 方法检测结果较为灵敏 , 通过

RT-PCR 反应可以直接判断样品是否携带病菌情况; 

两种检测方法可同时应用在出口马铃薯的检验工作

中, 对于出口马铃薯青枯病菌的疫情防控均起到重

要的作用。在实际工作中, 可根据实际需要选择较为

合适的检测方法, 但最终的确认实验还是 RT-PCR方

法为准。 
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