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麦冬主要病害病原菌巢式多重PCR检测方法的建立

杨怡华 王明郧 曹瑱艳 申屠旭萍* 俞晓平*

（中国计量大学生命科学学院，浙江省生物计量及检验检疫技术重点实验室，杭州 310018）

摘要：为准确快速地诊断浙江省慈溪市麦冬常见真菌病害——炭疽病和黑斑病，基于巢式多重

PCR技术，针对核糖体内转录间隔区（ITS）序列分别设计特异性引物，并优化巢式多重PCR反应条

件，建立可同时快速准确检测炭疽病病原菌山麦冬炭疽菌 Colletotrichum liriopes 和黑斑病病原菌

互隔交链孢菌Alternaria alternata的方法。结果表明，建立的巢式多重PCR检测体系特异性好，同

时检测2种病原菌的灵敏度高达100 pg DNA/µL，对10个田间病样进行检测，有5个病样检测到2种

病原菌，3个病样检测到其中1种病原菌，2个样品未检测到目标病原菌，验证了该体系的可行性与

准确性。表明所建立的巢氏多重PCR技术可用于快速准确检测麦冬2种主要病害的病原菌。
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Nested multiplex PCR to detect two major fungal pathogens of

mondo grass Ophiopogon japonicus
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Abstract: In order to accurately and quickly diagnose two major diseases of Ophiopogon japonicus in

Cixi City of Zhejiang Province, anthracnose and black spot, specific primer sets were designed based on

the internal transcribed spacer (ITS) region sequences of the two pathogens, Colletotrichum liriopes and

Alternaria alternata and conditions of a nested multiplex PCR assay were optimized for reliable, rapid

and simultaneous detection of C. liriopes and A. alternata. The results showed that the nested multiplex

PCR system had a high specificity and could detect C. liriopes and A. alternata in infected plant tissues

rapidly with a sensitivity at 100 pg DNA/µL. To verify the feasibility and accuracy of the detection sys‐

tem, ten disease samples were randomly collected from the field. The two pathogenic fungi were simul‐

taneously detected in five samples, either of two pathogenic fungi was detected in three samples, and no

target pathogenic fungi was found in the other two samples. These findings indicated that the nested

multiplex PCR method established in this study could provide reliable and informative identification of

two major pathogens of O. japonicus.
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麦冬 Ophiopogon japonicus 是百合科沿阶草属

多年生常绿草本植物，其块根为中药，有生津解渴、

润肺止咳之效，是传统的名贵中药材，也是我国药典

所列药食同源品类之一。麦冬产区主要在四川省和

浙江省，而产自浙江省杭州、慈溪等市的麦冬习称为

浙麦冬、笕麦冬，为传统“浙八味”道地药材之一（刘

霞等，2017）。浙麦冬具有形状短壮饱满、色泽黄亮、

滋粘糯性、味甘气清香和优质地道等优点（马秀杰等，
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2012）。麦冬中的主要活性成分包括甾体皂苷类、高

异黄酮类和多糖类等，具有降血糖、保护心血管系

统、提高免疫力、抗皮肤衰老、抗炎、抗肿瘤等药理作

用（彭婉等，2018）。以麦冬为主要成分的参麦注射

液、灯盏生脉胶囊等产品在2015年销售额高达20多

亿元（李响明等，2019；穆雪梅等，2019）。随着市场

需求量不断增大，人工种植麦冬的面积也在不断扩

大，但由于种植技术不规范，农药乱用、滥用的现象

频发，使得植株抗病性减弱，病源累积，严重影响了

麦冬的产量与质量（苟琰等，2018）。

炭疽病和黑斑病是麦冬最常见的 2 种真菌病

害，病原菌分别是山麦冬炭疽菌Colletotrichum liri‐

opes和互隔交链孢菌Alternaria alternata（张海珊等，

2008；刘翠翠等，2019；Wang et al.，2020）。这些病

原菌长期存活于土壤，遇到适宜的气候条件便会造

成病害的大暴发（Li et al.，2019）。此外这些病害常

常混合发生，存在多种病原菌复合侵染的现象，且不

同病原菌在麦冬不同发育时期、不同环境条件下所

表现的症状可能一样，仅靠肉眼辨别存在一定的困

难与误差。植物病害的早期发现是控制病害的关键

（翟宇瑶等，2019）。传统的病原菌检测方法是基于

形态学特征开展的，不仅需要丰富的分类学知识，还

耗时耗力，整个过程可能需要15~20 d（王震等，2010）。

若能在早期阶段诊断出病害，对选择准确的防控策

略至关重要。因此，建立一种准确、快速、经济有效

的麦冬病害检测方法是保证其优质高产的关键。

与传统方法相比，PCR技术因其灵敏度高而被

广泛用于病原微生物的检测（干驰等，2020）。多重

PCR是指在同一个反应体系里添加2对或2对以上

的引物，能够同时扩增出2对或2对以上核酸片段的

PCR 反应，极大地节省了时间，多用于同时检测多

种病原微生物。多重 PCR具有高效性、系统性、经

济性等优点。而巢式PCR是在常规PCR技术基础

上发展的一种新方法，通过2轮PCR反应，先后使用

2套引物，1对普通引物1对巢式引物，第1轮PCR引

物扩增片段和普通PCR相似，第 2轮引物称为巢式

引物，特异性扩增位于第 1 轮 PCR 产物内的一段

DNA片断，使得第2轮PCR扩增片段短于第1轮（陈

明洁等，2005）。巢式PCR方法特异性和灵敏度高，

如果第1轮扩增产生了错误片段，则第2轮不能在错

误片段上进行引物配对扩增；且第 2轮所设计的巢

式引物，使其DNA扩增数以双重指数级增加，大幅

提高了灵敏度（段维军和郭立新，2008）。当巢氏

PCR与多重 PCR结合应用于植物病原菌的快速检

测时，不仅提高了检测的灵敏度还可以实现多种病

原菌的多目标快速检测，节约了时间和经费开支

（Cao et al.，2021）。本研究将多重PCR与巢式PCR

相结合，拟建立一种能同时快速准确检测麦冬黑斑

病和炭疽病病原菌的方法，以期为麦冬真菌病害的

防治提供技术支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料及菌株: 2019年从麦冬主产地浙江省

慈溪市庵东镇富北村采集具有典型麦冬黑斑病和麦

冬炭疽病症状的麦冬叶片各 50份；取温室内 26℃、

光周期 12 L∶12 D、相对湿度 60%条件下培养的健

康麦冬植株叶片供试。病原菌山麦冬炭疽菌和互隔

交链孢菌，对照菌球毛壳菌 Chaetomium globosum、

半裸镰刀菌Fusarium inarnatum、尖孢镰刀菌F. oxy‐

sporum和细线炭疽菌C. lineola，均由浙江省生物计

量及检验检疫技术重点实验室保存并提供。

马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar，PDA）

培养基：马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂 20 g、蒸馏

水1 L。

试剂和仪器：CTAB提取液，北京索莱宝科技有

限公司；Hieff TM Taq DNA Polymerase，上海翊圣生物

有限公司；DNA Marker，生工生物工程（上海）股份有

限公司；其余试剂均为国产分析纯。JXFSTPRP-II-02

均质仪，上海净信实业发展有限公司；Gel-2000凝胶

成像仪、T100 PCR扩增仪，美国Bio-Rad公司；DYY-

6C型凝胶电泳仪，北京六一仪器厂；NanoDrop 2000/

2000C超微量分光光度计，美国赛默飞世尔科技公司。

1.2 方法

1.2.1 供试病样、病菌及健康植物的DNA提取

采用改良CTAB法提取供试所有样品的DNA。

分别取26℃下在PDA平板上暗培养7 d的山麦冬炭

疽菌、互隔交链孢菌、球毛壳菌、半裸镰刀菌、尖孢镰

刀菌和细线炭疽菌的新鲜菌丝体以及田间采集的带

病麦冬叶片和健康麦冬叶片各 2 g，于液氮中冷冻，

加入 10 颗直径为 1 mm 钢珠及 500 μL CTAB 提取

液，置于均质仪上，4.0 m/s 振荡 10 min。用移液枪

吸取离心管中的溶液至新离心管中，于液氮内冷冻

2 min，置于 75℃水浴锅融化 2 min，重复 3次，最后

1次于75℃水浴锅融化30 min，加入500 μL DNA抽

提试剂（酚∶氯仿∶异戊醇以体积比 25∶24∶1 混合，

pH>7.8），上下颠倒混匀，以12 000 r/min离心10 min，

取上清液，加入 2 倍体积的冰无水乙醇沉淀 1 h，以

12 000 r/min 离心 10 min，弃上清液，将沉淀用 70%

乙醇洗涤，自然风干后用 50 μL ddH2O 溶解 DNA，
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于-20℃保存备用。将提取的DNA用分光光度计测

定吸光度值，使OD260 nm/OD280 nm控制在1.8~2.0之间，

作为后续PCR扩增模板（李金璐等，2013）。

1.2.2 巢式多重PCR检测的特异性测定

本研究根据NCBI数据库中山麦冬炭疽菌和互隔

交链孢菌的核糖体内转录间隔区（internal transcribed

spacer，ITS），使用Clustal X 1.83和Primer Premier 5.0

软件分别设计特异性引物对MTJ8-F（5′-ATACCCT-

TTGTGACATACCT-3′）/MTJ8-R（5′-CGAATCCCA-

ATGCGAGAC-3′）和 Al-F（5′-GTCTTTTGCGTACT-

TCTTGTTT-3′）/Al-R（5′-GAACAGGCATGCCCTT-

TGGA-3′）。对1.2.1中提取的山麦冬炭疽菌和互隔

交链孢菌DNA的 ITS序列进行巢式多重PCR扩增，

引物均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

以健康麦冬 DNA 为空白对照，其他 4 种常见植物

病原菌球毛壳菌、半裸镰刀菌、尖孢镰刀菌和细线炭

疽菌作为阴性对照。

巢式单重 PCR 检测：第 1 轮 PCR 使用真菌通

用引物 ITS1（5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′）/

ITS4（5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′）扩增1.2.1

中提取的病原菌DNA的 ITS序列，25 µL扩增体系：

10×Taq Buffer（Mg2+ free）2.5 µL、25 mmol/L MgCl2

1.5 µL、10 mmol/L dNTP Mix 0.5 µL、5 U/µL Hieff TM

Taq DNA Polymerase 0.2 µL、10 µmol/L 引物 ITS1/

ITS4各3 µL、DNA模板1 µL、ddH2O 16.3 µL。扩增

程序：94℃预变性 2 min；94℃变性 45 s，55℃退火

30 s，72℃延伸 45 s，35个循环；72℃再延伸 10 min，

于4℃保存备用。第2轮PCR使用稀释10倍后的第

1轮 PCR扩增产物为DNA模板进行扩增，25 µL扩

增体系：10×Taq Buffer（Mg2+ free）2.5 µL、25 mmol/L

MgCl2 1.5 µL、10 mmol/L dNTP Mix 0.5 µL、5 U/µL

Hieff TM Taq DNA Polymerase 0.2 µL、10 µmol/L引物

MTJ8-F/MTJ8-R 各 0.6 µL 或 Al-F/Al-R 各 2.0 µL、

DNA模板1 µL，ddH2O补足25 µL。扩增程序：94℃

预变性 5 min；94℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延

伸 35 s，20个循环；72℃最终延伸 8 min，于 4℃保存

备用。取第2轮扩增产物10 μL在120 V下经2%琼

脂糖凝胶电泳40 min，用凝胶成像系统观察拍照。

巢式多重PCR检测：在同一管中完成巢式多重

PCR反应。其反应体系和条件同巢式单重 PCR检

测，但在第 2 轮 PCR 扩增时需同时加入第 1 轮 2 种

PCR 产物、引物 MTJ8-F/MTJ8-R 0.6 µL 和 Al-F/Al-

R 2.0 µL进行扩增，扩增结果检测方法同上。

1.2.3 巢式多重PCR检测体系的优化

为了保证 MTJ8-F/MTJ8-R 和 Al-F/Al-R 这 2 对

引物在同一体系中均能达到最高的扩增效率，在

1.2.2所建巢式多重PCR检测体系的基础上，对退火

温度（50、51、52、53、54、55、56、57℃）、循环数（15、

20、25、30、35 个）以及 2 对引物 MTJ8-F/MTJ8-R 和

Al-F/Al-R 用量（0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4、1.6、

1.8、2.0 µL）进行优化，扩增产物经 2%琼脂糖凝胶

电泳检测，根据条带的亮度选择最佳扩增条件。

1.2.4 巢式多重PCR检测的灵敏度分析

将 1.2.1制备的山麦冬炭疽菌和互隔交链孢菌

DNA分别按10倍浓度梯度稀释为100 ng DNA/µL、

10 ng DNA/µL、1 ng DNA/µL、100 pg DNA/µL、

10 pg DNA/µL、1 pg DNA/µL、100 fg DNA/µL、

10 fg DNA/µL、1 fg DNA/µL、100 ag DNA/µL，采用

1.2.2巢氏单重PCR进行扩增，检测单一引物的灵敏

度。同时将2种病原菌的DNA等量混合，按10倍浓

度梯度依次从100 ng DNA/µL稀释至100 ag DNA/µL，

梯度浓度同上，采用 1.2.2巢氏多重PCR进行扩增，

根据凝胶成像仪下目的条带的有无判断该巢式多重

PCR体系的灵敏度。

1.2.5 巢式多重PCR检测的实际应用效果验证

随机选取 10份田间病样，取 1份健康样品为对

照，采用 1.2.1改良CTAB法分别提取样品的DNA。

根据1.2.3建立的巢氏多重PCR扩增优化体系，检测

10份田间样品的DNA中是否存在山麦冬炭疽菌和

互隔交链孢菌。最后用凝胶成像系统观察拍照，根

据扩增出的条带片段大小判断其对应的病原菌。

2 结果与分析

2.1 巢式多重PCR检测的特异性

本研究设计的山麦冬炭疽菌特异性引物MTJ8-

F/MTJ8-R扩增出的目的片段大小为433 bp（图1-A）；

互隔交链孢菌特异性引物Al-F/Al-R扩增出的目的

片段为249 bp（图1-B），且条带明亮单一，而在空白

对照健康麦冬和其他4种阴性对照病原菌中均未扩

增出任何条带。表明本研究设计的引物 MTJ8-F/

MTJ8-R和Al-F/Al-R特异性好。

2.2 巢氏多重PCR扩增体系的优化与建立

巢式多重PCR扩增体系优化结果显示，当退火

温度为 55℃、循环次数为 20 个、引物对 MTJ8-F/

MTJ8-R和Al-F/Al-R中单个引物在 25 µL体系中的

最佳用量分别为 0.6 µL和 2.0 µL时扩增效果最好。

经优化后的巢氏多重PCR检测体系扩增结果表明，

当只有山麦冬炭疽菌存在时可扩增出433 bp的目的

条带，只有互隔交链孢菌存在时可扩增出249 bp的

目的条带，当2种病原菌存在时可同时扩增出433 bp
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和249 bp的目的条带（图2）。表明本研究经优化后 的巢式多重PCR检测方法可靠。

M：1 000 bp DNA marker；1：山麦冬炭疽菌；2：互隔交链孢菌；3：球毛壳菌；4：半裸镰刀菌；5：尖

孢镰刀菌；6：细线炭疽菌；7：健康麦冬。M: 1 000 bp DNA marker; 1: C. liriopes; 2: A. alternata; 3:

C. globosum; 4: F. inarnatum; 5: F. oxysporum; 6: C. lineola; 7: healthy plant of Ophiopogon japonicus.

图1 MTJ8-F/MTJ8-R（A）和Al-F/Al-R（B）引物的特异性检测结果

Fig. 1 The specificity detection results using primer sets MTJ8-F/MTJ8-R (A) and Al-F/Al-R (B)

M：1 000 bp DNA marker；1：互隔交链孢菌；2：山麦

冬炭疽菌；3~5：互隔交链孢菌和山麦冬炭疽菌混

合物。M: 1 000 bp DNA marker; 1: A. alternata; 2: C.

liriopes; 3-5: mixture of A. alternata and C. liriopes.

图2 巢式多重PCR体系对麦冬中2种病原菌的扩增效果

Fig. 2 The nested multiple PCR amplification of two

pathogenic fungi in Ophiopogon japonicus

2.3 巢式多重PCR检测的灵敏度

经巢式单重PCR检测结果显示，山麦冬炭疽菌

的最低检测限可达100 pg DNA/µL（图3-A），互隔交

链孢菌的最低检测限可达 10 fg DNA/µL（图 3-B）。

而本研究所设计的巢式多重 PCR体系同时检出这

2种病原菌的最低检测限也可达100 pg DNA/µL（图

4）。说明本研究所建立的巢式多重 PCR体系灵敏

度较高，可以检测出微量的病原菌。

2.4 麦冬田间感病样品的检测结果

经优化后的巢氏多重PCR检测结果表明，4号

样品中扩增出433 bp条带，表明其被山麦冬炭疽菌

侵染，7、8号样品中扩增出249 bp的目的条带，表明

其被互隔交链孢菌侵染，1、2、3、5、6号样品中扩增

到了2个目的条带，表明被2种病原菌复合侵染，9、

10 号样品和健康麦冬中未扩增到相应条带（图 5）。

推测9号和10号样品田间染病症状与炭疽病和黑斑

病相似，但不是由本研究中的2种病原菌引起，说明

还存在其他病原菌，有待进一步验证。综上，本研究

建立的巢式多重 PCR方法特异性好，灵敏度高，能

够应用于麦冬主要真菌病害病原菌的田间检测。

M: 1 000 bp DNA marker; 1-10: 100 ng DNA/µL, 10 ng DNA/µL, 1 ng DNA/µL, 100 pg DNA/µL, 10 pg DNA/µL,

1 pg DNA/µL, 100 fg DNA/µL, 10 fg DNA/µL, 1 fg DNA/µL, 100 ag DNA/µL.

图3 巢式单重PCR体系对山麦冬炭疽菌（A）和互隔交链孢菌（B）的检测灵敏度

Fig. 3 The sensitivity detection results of Colletotrichum liriopes (A) and Alternaria alternata (B) using the nested PCR system

3 讨论

随着分子生物学的快速发展，各种PCR技术得

到了快速开发与利用。由于多重 PCR具有提高检

测通量的优点，在植物病原菌检测中被广泛应用。

如Lu et al.（2019）建立的多重PCR方法可以同时检

测玉米中的新月弯孢霉菌Curvularia lunata、玉米小

斑菌Bipolaris maydis和玉米北方炭疽菌Aureobasi‐

dium zeae；同时在柑橘、大豆和黄瓜等多种病害的

检测中也被广泛应用（何宛芹等，2017；Das et al.，
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2019；Yu et al.，2019）。巢式PCR由于其较高的特异

性和灵敏度，已被用于如甘蔗赤条病菌Acidovorax

avenae subsp. avenae、柑橘黄龙病菌 Candidatus Li‐

beribacter asiaticus 和葡萄溃疡病菌 Neofusicoccum

parvum等植物病原菌的分子快速检测，显示了较好

的应用价值（张玮等，2012；傅华英等，2017；Hong et

al.，2019）。目前，多重PCR和巢式PCR的结合已应

用于马铃薯、木薯和杧果等多种植物病害的诊断（Ni

et al.，2012；Bernal-Galeano et al.，2018；Ashmawy et

al.，2020），而浙麦冬作为一种常用滋补中药，相关病

害诊断和病原菌快速检测的研究报道较少。本研究

根据NCBI数据库中麦冬病原菌山麦冬炭疽菌和互

隔交链孢菌的 ITS序列，分别设计出山麦冬炭疽菌特

异性引物MTJ8-F/MTJ8-R（433 bp）和互隔交链孢菌

特异性引物Al-F/Al-R（249 bp），并建立和优化了病

原菌山麦冬炭疽菌和互隔交链孢菌的巢式多重

PCR检测技术，可以同时对这 2种病原菌进行准确

及时的检测。

M：1 000 bp DNA marker；1~10：浓度分别为100 ng DNA/µL、

10 ng DNA/µL、1 ng DNA/µL、100 pg DNA/µL、10 pg DNA/µL、

1 pg DNA/µL、100 fg DNA/µL、10 fg DNA/µL、1 fg DNA/µL、

100 ag DNA/µL 的山麦冬炭疽菌和互隔交链孢菌 DNA 混

合液模板。M: 1 000 bp DNA marker; 1-10：C. liriopes and

A. alternata DNA mixture template in different concentrations

100 ng DN /µL, 10 ng DNA/µL, 1 ng DNA/µL, 100 pg DNA/µL,

10 pg DNA/µL, 1 pg DNA/µL, 100f g DNA/µL, 10 fg DNA/µL,

1 fg DNA/µL and 100 ag DNA/µL, respectively.

图4 巢氏多重PCR体系的灵敏度检测结果

Fig. 4 Sensitivity detection results of the nested

multiple PCR system

M：1 000 bp DNA marker；1~10：麦冬病株；11：健康麦冬。M:

1 000 bp DNA marker; 1-10: the Ophiopogon japonicus plants

with different disease symptoms; 11: the healthy plant.

图5 巢氏多重PCR体系对麦冬田间病样的应用效果

Fig. 5 The application of the field disease samples using the

nested multiple PCR detection system

巢氏 PCR与多重 PCR结合应用于植物病原菌

的快速检测时，不仅可以提高检测的灵敏度还可以

实现多种病原菌的多目标快速检测。本研究结果表

明，巢氏单重PCR技术对山麦冬炭疽菌的最低检测

限可达 100 pg DNA/µL，对互隔交链孢菌的最低检

测限可达10 fg DNA/µL，而构建的巢氏多重PCR体

系同时检测2种病原菌的灵敏度达100 pg DNA/µL。

该检测方法整个流程只需要5~6 h，极大地节约了时

间和经费开支，并且具有特异性强和灵敏度高的优

点，可应用于麦冬田间炭疽病和黑斑病的准确鉴定，

为该类病害的及时有效防控提供技术支持。

利用本研究所建立的巢氏多重 PCR 体系在麦

冬田间样品的实际检测中，检出率达到80%，准确率

高，有2个显症样品未扩增出对应条带，推测麦冬还

存在田间染病症状与炭疽病和黑斑病相似的其他病

原菌引起的病害，但有待进一步调查验证。该检测

体系可用于麦冬早期病害的有效、快速诊断，从而控

制病害发生及蔓延，减少农药乱用、滥用现象，最终

达到提高麦冬质量与产量的效果。
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