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摘 要  采用基因宏阵列（Macroarray）和荧光定量PCR (Real-time PCR)的方法，对引起西瓜枯萎病害的病原菌尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）进行了快速监测和快速绝对定量，并且对实验条件进行了优化和摸索。结果显示，在西瓜枯萎病害发病较为严重的处理 N- + P- 和 N- + P+ 的根际土壤中，Macroarray检测到强烈的阳性信号，表明尖孢镰刀菌的大量存在，同时荧光定量PCR的结果也表明在这两个处理的根际土壤中尖孢镰刀菌数量最多，分别为每g土壤8.89×105 和 2.24×105个拷贝数；而在未发生枯萎病害的处理 N+ + P- 和 N+ + P+  中，Macroarray未检测到阳性信号，根际土壤中尖孢镰刀菌数量分别为每g土壤6.23×103 和 3.28×103个拷贝数；而四个处理的土体土壤中尖孢镰刀菌的数量均维持在每g土壤 102～103个拷贝数，Macroarray未检测到阳性信号。与传统检测方法如病原菌的分离培养、平板稀释计数等相比，上述分子生物学方法对病原真菌的检测和定量更为准确快速，省时省力。
关键词   尖孢镰刀菌；基因宏阵列；实时荧光定量PCR；SYBR Green I 

中图分类号  S154.38          文献标识码  A
     植物枯萎病是由镰刀菌寄生引起的一种世界性的真菌土传病害，在棉花、甘蔗、香蕉、番茄、黄瓜、冬瓜、西瓜、南瓜、西葫芦、甜瓜、丝瓜、白瓜等经济作物上发生较为严重[1]。导致这一病害的病原菌尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）是一类既可侵染植物，也可在土壤中生存的兼性寄生真菌。该病原菌从根部危害植物，引起维管束病害，造成植株枯死，在植株的整个生育期均可发生[2]。已经发病的土壤，如果继续连作，就会年年发病，轻则减产，重则失收，给农民带来重大的经济损失[3-4]。

对于由真菌引起的植物病害一直缺乏一种快速、可靠且有效的鉴别方法，通常是通过田间观察发病植株、平板分离病原菌、免疫学检测和鉴定的传统方法对病原真菌进行鉴别；而病原真菌的计数往往采用MPN平板培养计数的方法[5]。这些方法不仅耗时长，效率和灵敏度较低，而且经验性强 [6-7] 。
近几年来，分子生物学技术的发展为微生物的准确检测和定量提供了方便，而不再依赖于平板培养等传统技术。根际微生物是土壤微生物中受植物影响最大的群体，因为根际土壤是植物根周围土壤的微域环境，在物理、化学、生物特性上不同于原土体的特殊区域，该区域中微生物的种类和数量与原土体有很大的区别[8]。其中基因宏阵列（Macroarray）是一种最先运用于医学上检测基因病变的分子生物学方法，经过改进已有效运用于人、动物以及植物病原真菌的检测。将无数个核酸序列结合在尼龙纤维膜上，通过化学发光法标记扩增后的PCR产物，采用Macroarray杂交的手段可以大通量、高敏感、直观地显示病原菌的检测结果[9]。而实时荧光定量PCR技术（Real-time PCR）是另一种方便、快速、准确的非细菌培养的定量方法，是指在PCR反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号积累实时监测整个PCR进程，然后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的一种方法。SYBR Green 是一种结合于DNA双链小沟中的结合染料，在PCR反应体系中加入过量SYBR Green 荧光染料，参入 DNA双链后就会发射荧光信号。每个模板的CT值与该模板的起始拷贝数的对数存在线性关系，起始拷贝数越多，CT值越小；反之，则越大[10-11]。

本研究运用上述两种分子生物学方法对发生西瓜枯萎病害土壤中的尖孢镰刀菌进行了检测和定量。与传统的病原菌分离培养和平板稀释计数相比，这两种分子生物学方法对植物病原菌的检测和定量更为快速和准确。
1 材料与方法
1.1 盆钵试验

试验中所种植的西瓜种子为抗病金星，购于江苏省南京市蔬菜科学研究所种子中心。“BIO”微生物有机肥料为江苏南京新天地氨基酸肥料有限公司提供。西瓜种子经表面消毒后，30℃培养皿中催芽，萌发后移入装有300 g健康土壤的营养钵（Nursery）中生长（此土壤从未种植过西瓜）。营养钵设两个处理，营养钵不加微生物有机肥料，简写为N-，和营养钵加 2%的“BIO”微生物有机肥料，简写为N+。当西瓜苗长3~4个真叶时，移栽至装有10 kg土壤的大盆钵(Pot)中（图1），土壤采自江苏省江阴市的两年西瓜连作发病土壤。大盆钵设两个处理分别是大盆钵不加微生物有机肥料，简写为P-，和大盆钵中加0.5%的微生物有机肥料(经过近几年温室大棚实践结果得知，用营养钵育苗，营养钵施用2%，大盆钵施用0.5%的微生物有机肥料，不仅枯萎病害的发病率会降低，而且农民施肥成本会大大减少)，简写为P+。
盆钵试验在南京农业大学温室大棚进行，每个处理种植10盆重复。温度为常年23℃～30℃。当植株移栽100 d后植株有不同程度的发病状况时采集土样,将盆钵中的植株小心拔起，根上抖落的土为土体土，附着在根上的土用刷子轻刷，收集到的土为根际土壤，-70℃冰箱冻存。因此，本试验的4个处理如下：处理1， 营养钵和大盆钵均不加微生物有机肥料，N- + P-；处理2，营养钵不加微生物有机肥料大盆钵加微生物有机肥料，N- + P+；处理3， 营养钵加微生物有机肥料大盆钵不加微生物有机肥料，N+ + P-；处理4，营养钵和大盆钵均加微生物有机肥料，N+ + P+。
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       图1 营养钵育苗示意图 (a.营养钵，b.营养钵育种，c.西瓜苗移栽至大盆钵)
Fig. 1 Sketch of seedling culture in nursery pot (a. Nursery pot, b. seedling in a nursery pot, c. the seedling  transplanted into a big pot)
1.2 土壤微生物总DNA的提取和真菌ITS 的扩增

不同处理的根际和土体土分别称取1.0 g土样，采用 MoBio 公司的土壤提取试剂盒(UltraCleanTM Soil DNA Isolation Kit, Catalog, 12800-50)按说明书所述步骤进行土壤微生物总DNA的提取。真菌ITS的扩增采用真菌引物ITS5和ITS4[12]，扩增后的PCR产物用AxyprepTM DNA Gel Extraction Kit (中国浙江)纯化试剂盒进行纯化。PCR结果用1.0%琼脂糖凝胶电泳后经EB(溴化乙锭)染色检查结果。

1.3 基因宏阵列检测

1.3.1 Macroarray的探针    试验选用了检测3种病原真菌的6个特异探针和3个真菌通用探针[12-13]（表1）。探针的设计以及运用时需要考虑以下两个要点：（1）估算退火温度 Tm，Tm = 64.9 + 41 × (y + z –16.4) / (w + x + y + z) 。w、x、y、z 分别代表序列中的A、T、G、C 的碱基数，退火温度在50℃～60℃之间较为理想；（2）每个探针序列中的寡核苷酸应控制在17～27个之间[13]。本试验选用的探针的退火温度经过一系列的预实验后选用55℃可得到理想的杂交效果。
   表1 Macroarray序列中探针的序列以及编号

            Table 1  Sequences and serial numbers of oligonucleotide probes in the Macroarray
	探针

Oligo name
	鉴别的真菌

Target species
	探针序列
Sequence (5’～3’)
	编号

Code

	ITS4
	  Fungi
	TCCTCCGCTTATTGATATGC
	1

	ITS5
	  Fungi
	GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
	2

	Fso1
	 Fusarium solani
	ATCAACCCTGTGAACATACCTAA
	3

	Fo1
	 Fusarium.oxysporum
	CGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTC
	4

	Fox2
	 Fusarium.oxysporum
	GTTGGGACTCGCGTTAATTCG
	5

	Fo2
	 Fusarium.oxysporum
	CGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCA
	6

	Vda
	Verticillium dahliae
	AACAGAGAGACTGATGGACCG
	7

	Val2
	Verticilliumalbo-atrum
	CATCAGTCTCTTTATTCATACCAA
	8

	Fun1
	Fungi
	GCTGCGTTCTTCATCGATGC
	9


1.3.2 DNA Array的制备    将已知的探针（20 fmol）用96孔点样器（model 250520; Nalge Nunc International Corp., IL） 以四个为一组重复点在Hybond N+ 尼龙膜上，阳性对照为ITS4，ITS5，Fun1，阴性对照为ddH2O和点样液 (4 μmol L-1碳酸钠缓冲液，3× SSC [1× SSC，0.15 mol L-1 NaCl，0.015 mol L-1 柠檬酸钠]，0.01%十二烷基肌氨酸钠( N-lauroyl sarcosine )，0.004%溴芬兰，pH 8.4)。所有的探针和点样液等体积稀释后的终浓度为 50 μmol L-1。点过探针后的尼龙纤维膜在空气中风干后，用紫外交联仪固定（240 mJ cm-2），在60℃、0.5%的SDS中孵育1 h后，浸入100 mmol L-1 Tris (pH 8.0) 5 min后置于4℃保湿储存[14]。

1.3.3 PCR 产物的标记和杂交    扩增后的PCR产物标记和杂交按Gene Images Alk-Phos Direct Labeling 和 Detection System CDP-Star (Amersham Biosciences) 试剂盒说明书中的操作步骤进行,杂交信号在Kodak Biomax胶片上经定影，显影后用扫描仪记录结果。
1.4 PCR扩增条件

优化后的扩增尖孢镰刀菌的体系为：10 × PCR Buffer (Mg2+ Free) 5 μl，dNTP Mixture 4 μ l (各2.5 mmol L-1 Takara，中国大连),引物AFP308R (10 mmol L-1) CGAATTAACGCGAGTCCCAAC，ITS1-F：CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA[14]各1μl，MgCl2 ( 25 mmol L-1) 3 μl，Takara Taq DNA 酶 1 μl (Takara,中国大连)，模板 2 μl , ddH2O补足50 μl。程序为:变性95℃5 min，95℃50 s，58℃退火1 min，72℃延伸1 min，35次循环，延伸72℃10 min。扩增后的PCR产物按AxyprepTM DNA Gel Extraction Kit (中国浙江)纯化试剂盒说明书进行。PCR结果用1.0％琼脂糖凝胶电泳后经EB(溴化乙锭)染色检查结果。

1.4.1荧光定量PCR扩增条件    荧光定量PCR扩增反应体系为20 μl，SYBR® Premix Ex TaqTM (2×) (Takara宝生物工程有限公司)混合液10 μl，上下游引物各0.5 μl，2 μl，DNA模板，7 μl双蒸水。反应程序：95℃预变性2 min，94℃变性l5 s，58℃退火15 s，72℃延伸10 s，40个循环。在每一循环的退火阶段收集荧光，实时检测反应并且纪录荧光信号的变化，得出扩增产物的熔解曲线，制备10个浓度梯度的模板来检测反应的灵敏性。

1.4.2 荧光定量PCR标准曲线的绘制    尖孢镰刀菌特异引物扩增后的PCR产物纯化后，连接至PUC19T载体上，转化至大肠肝菌中，挑取转化后平板上的白色单克隆提取质粒,测序确定插入片段是否正确。观察不同浓度的质粒模板DNA对扩增效率及荧光吸收强度的影响，确定最合适的DNA模板浓度。在合适的浓度范围内选择5个模板梯度进行反应，确定阈值和基线，绘制出标准曲线。最终得出的标准曲线方程为Y=-3.145 9X + 40.158，通过测得的CT值代入X可以计算出待测样品中病原菌的拷贝数。R2达到0.99以上，可以作为此次试验的检测标准。
1.5数据分析

 数据分析均采用EXCEL和SPSS 数据分析软件，序列比对分析等用软件Clustalx1.8进行分析。
2 结果与分析
2.1 基因宏阵列的检测

采用Macroarray方法对4个处理的西瓜枯萎病害根际土壤中的3种病原真菌检测结果表明（图2）：在 N- + P- 和  N- + P+两个处理的杂交图片4、5、6三个位置处均检测到尖孢镰刀菌存在，在杂交图上表现为4、5、6三个点有检测尖孢镰刀菌属的三个特异探针的位置上均检测出阳性点；在处理 N+ + P- 和处理 N+ + P+ 的杂交图中的4、5、6三个位置未检测出阳性点。这很可能是因为在处理 N+ + P- 和处理 N+ + P+的营养钵中均施用微生物有机肥料后土壤中的尖孢镰刀菌数量受到抑制的结果。4个杂交图片3的位置所点的是检测茄病镰刀菌属的特异探针；7、8这两个位置所点的是引起棉花黄萎病的大丽轮枝菌和黑白轮枝菌两个属的特异探针，在4个处理的根际土壤中均未检测出上述3种病原真菌，该结果进一步证明西瓜枯萎病主要是由于尖孢镰刀菌引起的。
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N- + P-                      N- + P+              N+ + P-              N+ + P+
                  图 2  Macroarray 对四个处理根际土壤的杂交检测结果

            Fig. 2  Hybridization arrays of rhizospheric soils of the four treatments
2.2 荧光定量PCR反应的优化

荧光定量PCR扩增结果显示（图3），质粒模板的荧光信号曲线光滑平稳，峰值较高，且指数增长期、线性增长期及平台期明显，荧光吸收图谱的S形曲线形状完好，扩增效率较高，符合定量检测要求，同时也表明该引物在荧光定量PCR反应中同样具有良好的特异性。

荧光定量PCR预实验得知在反应体系中引物浓度过高会有引物二聚体产生，过低影响扩增效率，最终确定的引物体积是上下游引物各0.5 μl (10 μmol L-1)。同时，模板浓度过高或过低均会显著影响熔解曲线的峰值，从图4可以看出所有浓度下均可检测到明显的峰值，且无非特异性扩增的杂峰及引物二聚体的低矮小峰出现，表明产物的特异性较强。综合以上因素确定本方法检测尖孢镰刀菌的浓度范围为107～103 cfu ml-1，退火温度为58℃可得到特异目的条带。
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图3 107～103(从左至右)cfu ml-1镰刀菌标准质粒扩增荧光扩增曲线   图4
熔解曲线分析  

Fig. 3 Fluorescence amplification curves of standard              Fig. 4 Melting curve analysis  

plasid amplification of 107～103 cfu ml-1 F.oxysporum       

选取相当于l03、l04、l05、106和l07 cfu ml-1 5个浓度的质粒DNA模板制备标准曲线。调整阈值和基线的配比，确定CT值，经转换得出标准曲线(图5)，横坐标为尖孢镰刀菌浓度的log值，纵坐标为荧光定量PCR测得的CT值。通过测得的CT值代入X可以计算出待测样品中病原菌的拷贝数。 
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                                 图5标准曲线      
                             Fig.5 Standard curve  

2.3 荧光定量PCR对枯萎病发病土壤中的尖孢镰刀菌的绝对定量

    用优化好的荧光定量PCR扩增条件对4个处理中的根际和土体土壤中尖孢镰刀菌定量结果表明（表2）：处理N+ + P- 和处理N+ + P+之间的病原菌数量没有显著差异,在103数量级上，这两个处理根际土壤中尖孢镰刀菌的拷贝数分别为每g土壤6.23×103和3.28×103个；N- + P- 和N- + P+ 这两个处理的根际土壤中尖孢镰刀菌要显著高于处理N+ + P- 和处理N+ + P+ ，分别为每g土壤尖孢镰刀菌的拷贝数为8.89×105和2.24×105个。而4个处理的土体土壤中尖孢镰刀菌的数量均维持在102～103数量级之间，相对于土体土而言，很可能因为植株根际微生物种类丰富,根际周围环境更适合病原菌等其他微生物生存。可以看出，营养钵和大盆钵中均加入微生物有机肥料对土壤中尖孢镰刀菌的繁殖有抑制作用。
    结合这4个处理根际土壤的Macroarray杂交结果可以进一步得知，处理 N- + P- 和处理 N- + P+根际土壤中尖孢镰刀菌数量较多，Macroarray杂交信号较强；处理N-  + P-  和处理N+ + P+的根际土壤中尖孢镰刀菌数量较少，Macroarray未能检测到阳性信号。有相关报道也表明，杂交信号的强弱（即灰度值）与土壤中尖孢镰刀菌的数量之间存在着一定的正相关关系，表现为尖孢镰刀菌的数量越多，杂交信号越强[14]。
表2 荧光定量PCR对四个处理枯萎病发病土壤中的尖孢镰刀菌数量的计数结果

Table 2 Counting of Fusarium oxysporum in soil samples using real-time PCR( 103 dRn g-1 soil）
	处理

Treatment
	根际土Rhizospheric soil
	土体土Bulk soil

	N-  + P-
	889±47a
	1.50±0.31b

	N- + P+
	224±14b
	2.84±0.06a

	N+ + P-
	6.23±0.14c
	2.54±0.33a

	N+ + P+
	3.28±0.16c
	0.45±0.12c


注：平均值±标准误，abc表示邓肯检验5％显著水平 Note：Means±SE. The letters of a, b and c mean significant difference at p<0.05 by Duncan test

3 结 论

本研究优化了荧光定量PCR扩增尖孢镰刀菌的反应程序，运用荧光定量PCR对西瓜枯萎病害发生土壤中的尖孢镰刀菌的数量进行了绝对定量，并且对Macroarray技术中的杂交温度和杂交条件进行了摸索后，成功运用两种分子生物学方法对西瓜枯萎病害根际和土体土壤中的尖孢镰刀菌进行了检测和定量，得到了理想结果。在Macroarray试验方法中，9个针对3个不同真菌属的特异性探针的运用，很好地反映了试验土壤中尖孢镰刀菌的本底状况。在荧光定量PCR的定量中，优化好的荧光定量PCR的熔解曲线显示产物特异性较强，无非目的条带和二聚体产生。SYBR Green实时荧光定量PCR具有灵敏度高、特异性强、自动化程度高和有效解决PCR 污染问题等优点，被称为“不开盖”的核酸定量。该方法不必因模板不同而特别定制，试验设计简单，成本低廉，可用于多种目标基因的检测。该试验为国内首次运用 Macroarray技术对发病土壤中的尖孢镰刀菌进行检测，因此在此试验中探针只选用了的3种土壤中常见的病原真菌的9个特异性探针，随着对该试验方法的进一步摸索，更为多样化的探针会被运用于土壤中微生物的检测,检测灵敏度会进一步提高。

致 谢  感谢美国罗格斯大学植物生理与病理系张宁博士对本试验中Macroarray技术的指导和帮助！
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Quick check and quantification of Fusarium.oxysporum in soil           with Macroarray and Real-time PCR method
Zhao Shuang 1，2  Luo Jia 2  Ling Ning 2  Xu Dabin2  Lang Jiaojiao2  Hu Jiang1，2† Shen Qirong1，2
（1 College of Resources and Environmental Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing   210095, China）
（2 Jiangsu Key Lab for Solid Organic Waste Utilization, Yixing, Jiangsu  214200，China）
Abstract  Macroarray and Real-time quantitative polymerase chain reaction (Real-time PCR) methods were used to perform quick check and quick quantification of Fusarium.oxysporum in soils infected with watermelon wilt disease, and their usage was optimized and studied in lab. Results show that in rhizospheric soils of Treatments N- + P- and N- + P+ severely infected with the disease, the Macroarray System detected strong positive signals, indicating that Fusarium.oxysporum existed in these soils in large quantity. The real-time PCR method also found that the number of Fusarium.oxysporum in treatments N- + P- and N- + P+ was the largest, being up to 8.89×105 dRn g-1 soil and 2.24×105 dRn g-1 soil, respectively, while in other two treatments not infected with the disease, the number was 6.23×103 dRn g-1 soil and 3.28×103 dRn g-1  soil. While in bulk soils of all the four treatments, the number of Fusarium.oxysporum varied between102~103 dRn g-1 soil, and the Macroarray System didn’t detect any strong positive signals. Compared to the traditional isolation, culture, plate screening and counting method for identification and detection of pathogens, the two above-described methods are accurate, instant, and  time-and-labor saving.
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		样品浓度(ng/ul)				CT值						CT平均值		lg copy number				尖孢镰刀菌的数量

		0.156				16.01		15.94		15.72		15.89		7.6531		15.89

		0.0156				19.13		18.78		19.18		19.03		6.6531		19.03
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		0.00000156				31.65		31.75		31.94		31.78		2.6531		31.78				次方

		J 发病处理1（F1)				25.33		24.03		26.78		25.38		4.6975				4.9831*10		4

		J 发病处理2 (F2)				21.47		21.78		21.52		21.59		5.9023				7.98546*10		5

		J 发病处理3 (F3)				23.94		22.94		23.1		23.33		5.3502				2.23975*10		5

		J 发病处理4 (F4)				27.12		27.34		26.01		26.82		4.2387				1.7326*10		4

		T 发病处理1（F1)				31.86		32.29		30.29		31.48		2.7585				5.7346*10		2

		T 发病处理2 (F2)				27.78		28.66		30.5		28.98		3.5532				3.5670*10		3

		T 发病处理3 (F3)				28.2		27.84		29.66		28.57		3.6846				4.8373*10		3

		T 发病处理4 (F4)				30.33		29.95		30.36		30.21		3.1612				1.4994*10		3

		J 未发病处理1(W1)				28.36		29.39		29.54		29.10		3.5161				3.2817*10		3

		J 未发病处理2(W2)				27.94		27.9		28.82		28.22		3.7948				6.2345*10		3

		J 未发病处理3(W3)				29.97		27.4		34.29		30.55		3.0531				1.1301*10		3

		J 未发病处理4(W4)				31.29		31.52		31.14		31.32		2.8104				6.4625*10		2

		T 未病处理1（F1)				32.66		31.31		31.48		31.82		2.6515				4.4823*10		2

		T 未病处理2 (F2)				29.45		29		29.89		29.45		3.4049				2.5404*10		3

		T 未病处理3 (F3)				31.14		31.35		32.45		31.65		2.7055				5.0757*10		2

		T 未病处理4 (F4)				30.31		30.4		30.65		30.45		3.0849				1.2160*10		3

		DNA浓度15.6ug/ul

		分子量2087.9*10的3次方		1917.3
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