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摘 要：从四川二郎山人工云杉林分离得到云杉叶疫病病原菌，采用真菌通用引物 ITS1和 ITS4扩增得到的序列

与 NCBI中的根球壳孢菌(Rhizosphaera kalkhoffi)相似度达 99%。比较分析了 NCBI及四川二郎山分离到的根球壳

孢菌 ITS区序列，采用软件 primer5.0设计 20个引物。通过对 32株菌株 DNA进行 PCR扩增及产物测序，筛选

得到 3个特异性引物对 ZYZ6、ZYZ7、ZYZ8。改变 DNA模板浓度进行扩增检测，在 25 μL PCR反应体系中，引

物对 ZYZ6F/ZYZ6R检测灵敏度最高，可达到 0.1 pg/μL。利用 ZYZ6F/ZYZ6R对四川二郎山人工云杉针叶 DNA

进行检测，扩增得到 310 bp左右的条带，测序结果与 GenBank中根球壳孢菌相似度达 99%。 
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Abstract: Pathogen causing spruce needle blight was isolated from the artificial spruce forest on Erlang Moutain, and the 
amplification sequence from the pathogen using fungus general primers ITS1 and ITS4 showed 99% similarity with the 
Rhizosphaera kalkhoffii in NCBI. Internal transcribed spacer (ITS) sequences of the isolated pathogen and Rhizosphaera 
kalkhoffii (R. kalkhoffii) in NCBI were compared and analyzed, and 20 pairs of primers were designed with 
softwareprimer5.0. The amplification results for 32 strains combined with sequencing results showed that 3 primer pairs 
ZYZ6, ZYZ7 and ZYZ8 specific for R. kalkhoffii were obtained. The sensitivity of the 3 specific primers was tested by 
changing their concentration. The results showed primer pair ZYZ6F/ZYZ6R had the highest sensitivity which can detect the 
pathogen at genomic DNA concentration of 0.1 pg/μL in 25 µL PCR reaction system. Primer pair ZYZ6F/ZYZ6R was used 
to detect the pathogen from the DNA of the plant leaves of spruce. Sequencing results showed the sequence of the 310 bp 
amplified bands showed 99% similarity with the recorded sequence of strain Rhizosphaera kalkhoffii in GenBank. 
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云杉(Picea asperata Mast)属于松科(Pinaceae)云
杉属(Picea)植物。中国云杉林主要分布在东北、华
北、西北、西南及台湾省的高山地带[1–2]。云杉的落

针现 象 主 要由 云 杉 散斑 壳 菌 (Lophodermium 

piceae)[3–4]和根球壳孢菌 (Rhizosphaera kalkhoffii 
Bubak)[5–6]引起。云杉叶疫病是一种广泛分布[3–5]的病

害。云杉叶疫病病原菌(Rhizosphaera kalkhoffii)可在
多种云杉属、冷杉属、松属植物针叶中寄生[6]，在挪
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威云杉(Picea abies (Linn.)H. Karsten)上报道较多。中
国云杉叶疫病首次在云南西北部和四川西部的丽江

云杉(Picealikiangensis (Franch) Pritz)上被发现[7]。

2013 年，由该病原菌引起的樟子松病害在中国大兴
安岭林区被发现[8]。在四川泸定二郎山地区约有 1 
334 hm2人工云杉幼林，笔者在近年的野外观察和室

内试验中发现，二郎山云杉针叶凋落后，在潮湿的

环境下后期会出现云杉散斑壳菌的子囊果，同时，

活体针叶的组织分离试验得到了根球壳孢菌。说明

这 2 种病原菌在该地区人工云杉林中并存。利用云
杉叶疫病病原菌 ITS[9]区序列设计引物，采集二郎山

云杉针叶作为检测对象，建立了云杉叶疫病病原菌

的快速分子检测体系，并利用该体系对四川二郎山

云杉林进行云杉叶疫病的检测。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

云杉叶疫病病原菌和球壳孢目真菌以及从 2年
生感病云杉针叶中分离得到的内生真菌，共 32株， 
其中 2 株根球壳孢菌分离自二郎山云杉病株，1 株
分离自二郎山华山松针叶，23 株云杉针叶内生真
菌，由四川农业大学森林保护实验室提供。6 株球
壳孢目真菌由中国林科院森环森保所提供。 

植物样品为二郎山云杉发病区域的发病针叶

与疑似发病针叶，以健康林区的云杉针叶作对照。

植物基因组 DNA 提取试剂盒(Plant Genomic DNA 
Extraction Kit，DP305)购自天根生化科技(北京)有
限公司。 

1.2 方法 

1.2.1 病原菌 DNA 的提取与扩增 

将供试菌株转至 PDA 固体培养基[10](马铃薯

200 g，葡萄糖 20 g，琼脂 15~20 g，加水定容至 1 L)
平板上，25 ℃培养 5 d后，从菌落边缘切取 5块 2 
mm×2 mm菌落块，转至 PD液体培养基，25 ℃振
荡培养 5~7 d，过滤收集菌丝，–20 ℃保存备用。 

PCR 反应均在杭州朗基科学仪器有限公司的
A200仪器上完成。反应参数设置如下：95 ℃预变
性 4 min，95 ℃变性 30 s，56 ℃复性 30 s，72 ℃延
伸 1 min，共 35个循环；72 ℃延伸 7 min，4 ℃永
久保存。PCR 扩增采用 25 μL体系：DNA模板 3 
μL，10 μmol/L浓度上、下游引物每对各取 0.5 μL
混合于一管，Premix 12.5 μL，加 ddH2O 8.5 μL。PCR
反应结束后取 5 μL扩增产物于 1%琼脂糖凝胶电泳
(含 EB)，凝胶自动成像仪上检测拍照。最后选取条
带清晰的琼脂糖电泳的 PCR 产物，送英潍捷基(上
海)贸易有限公司进行测序。 

1.2.2 特异引物的设计与筛选 

用真菌通用引物 ITS1和 ITS4扩增测序得到根
球壳孢菌的 ITS序列。根据测序所得的病原菌 DNA
序列和在GeneBank中登录的病原菌的DNA序列进
行比对，找出根球壳孢菌 rDNA–ITS区的一段特异
基因序列，用软件 Primer 5.0针对这段序列设计引
物，用 Oligo 6进行分析。筛选出 20个引物(表 1)，
由上海生工生物工程有限公司完成合成。 
以供试菌株的 DNA为模板，用 20个特异引物

进行 PCR扩增，以双蒸水为对照。反应产物用 1%
琼脂糖凝胶进行电泳检测。 
采用浓度梯度稀释法，将病原菌 DNA 分别稀

释为 8×105、4×105、1×105、1×104、1×103、1×102、

10、1、1×10–1、1×10–2 pg/µL，以双蒸水为对照，
将特异性引物进行 PCR扩增，扩增产物进行 1%琼
脂糖凝胶电泳检测并测序。 

表 1 筛选出的 20 个根球壳孢菌特异性引物 
Table 1 Twenty pairs of the primers specific for Rhizosphaera kalkhoffii 

引物名称 序列 引物名称 序列 

AB 上游：5′–GAGTCGAGTAGTTTGGGAATGC–3′ ZYZ3 上游：5′–CTCTTGGTTCTCGCATCG–3′ 

 下游：5′–GAGGGTGCTACGTTCCTGAC–3′  下游：5′–CTTTCCTCCCGGCCTATT–3′ 

ZK 上游：5′–TCCGTAGGTGAACCTGCGG–3′ ZYZ4 上游：5′–CTCTTGGTTCTCGCATCG–3′ 

 下游：5′–GGTCCGTGTTTCAAGACGG–3′  下游：5′–TTCCTCCCGGCCTATTGA–3′ 

14A 上游：5′–GCCGACCTCCAACCCTTTGT–3′ ZYZ5 上游：5′–CGCCAGAGTCCAACCAAAC–3′ 

 下游：5′–CATTTCGCTGCGTTCTTCAT–3′  下游：5′–GAAGCCGATTAGACCCCG–3′ 
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表 1(续) 
引物名称 序列 引物名称 序列 

JQ 上游：5′–TCCGTAGGTGAACCTGCGG–3′ ZYZ6 上游：5′–CGCCAGAGTCCAACCAAAC–3′ 

 下游：5′–TCCTCCGCTTATTGATATGC–3′  下游：5′–CGATTAGACCCCGCCGAG–3′ 

14B 上游：5′–GCAGCGAAATGCGATAAGTAA–3′ ZYZ7 上游：5′–GCCAGAGTCAAACCAAAC–3′ 

 下游：5′–GGCAATGGGTTCTAACCAGAC–3′  下游：5′–TATCCCTACCTGATCCGA–3′ 

FR 上游：5′–TAAGATAGAGCCCGTCCCG–3′ ZYZ8 上游：5′–GCCAGAGTCAAACCAAAC–3′ 

 下游：5′–AGCCCAACACCAAGCAGAG–3′  下游：5′–GTTTTACGGCAATGGGTTCTA–3′ 

EU1 上游：5′–ACAAGGTTTCCGTAGGTGA–3′ ZYZ9 上游：5′–TCTTCGGATTGGTGAGCG–3′ 

 下游：5′–ACGCCCGAAGTTGGTTGA–3′  下游：5′–CAATGGGTTCTAACCAGACTCA–3′ 

EU2 上游：5′–CCAACCAAACTCTTGTATTAA–3′ YSY 上游：5′–CCAACCAAACTCTTGTATTA–3′ 

 下游：5′–GGGTATCCCTACCTGATCCGA–3′  下游：5′–CTCTACTACGCCCGAAGTTGGTTGA–3′

ZYZ 上游：5′–GAGTGGTGTAATGACGCT–3′ YSY2 上游：5′–CGGTCTTCGGATTGGTGAGC–3′ 

 下游：5′–TCGCAGTAATGTGGTGAG–3′  下游：5′–ATGGGTTCTAACCAGACTC–3′ 

ZYZ2 上游：5′–ACTACCTTGTTGCTTTGG–3′ YSY3 上游：5′–CCAACCAAACTCTTGTATTA–3′ 

 下游：5′–GACGTTTTGATTTAACTCTACT–3′  下游：5′–TCGATTTAACTCTACTACGC–3′ 
 

1.2.3 云杉针叶的病原菌检测 

分别称取 0.3 g 植物针叶样品，无菌条件下剪
碎放入研钵中，按照植物基因组 DNA 提取试剂盒
的步骤提取植物基因组 DNA，–20 ℃中保存备用。
采用筛选出的特异引物对提取的云杉 DNA 样品进
行 PCR扩增，以双蒸水作对照。最终反应产物进行
1%琼脂糖凝胶电泳检测。 

2 结果与分析 

2.1 特异引物的筛选结果 

用设计的 20 个特异引物扩增所有参试菌株的

基因组 DNA，其中只有引物 ZYZ6、ZYZ7和 ZYZ8
可以从致病菌 Rhizosphaera kalkhoffii 中扩增出稳
定、清晰的条带，扩增出的基因组大小分别约为

310、384、334 bp。其他参试菌株基因组 DNA和双
蒸水对照均不能扩增出此条带(图 1)。引物 ZYZ6、
YSY2 和 ZYZ8 即为检测云杉落针病病菌的特异引
物，将扩增产物的序列在 NCBI 中进行 BLAST 比
对，结果显示与库中 Rhizosphaera kalkhoffii的相似
性达到 99%。 

 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 CK 

 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 CK 

 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 CK 

 
a、b、c 分别表示特异引物 ZYZ6F/ZYZ6R、YSY2F/YSY2R、ZYZ8F/ZYZ8R 对菌株的扩增结果。泳道依次为 Marker，3 株根球壳

孢菌，6株球壳孢目菌，23株内生真菌以及去离子水对照组。 

图 1 特异引物 ZYZ6、YSY2、ZYZ8 扩增所有菌株 PCR 图谱 

Fig. 1 PCR profiles of the products amplified from all strains with specific primers ZYZ6F/ZYZ6R, YSY2F/YSY2R and ZYZ8F/ZYZ8R  

2.2 引物灵敏度的检测结果 

用特异性引物 ZYZ6、YSY2和 ZYZ8对不同浓
度的云杉叶疫病菌基因组 DNA进行 PCR扩增。结

果显示，只有引物 ZYZ6能从质量浓度为 0.1 pg/µL
以上的模板中扩增出１条约 310 bp的特异性条带，
未能在稀释至 100 fg/µL及以下的模板DNA及对照

a 

2.00 kb
1.00 kb
0.75 kb
0.50 kb
0.25 kb
0.10 kb

2.00 kb
1.00 kb
0.75 kb
0.50 kb
0.25 kb
0.10 kb

b 

2.00 kb
1.00 kb
0.75 kb
0.50 kb
0.25 kb
0.10 kb

c 
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中扩增到特异性条带(图 2)。YSY2和 ZYZ8灵敏度
较 ZYZ6差，只能从质量浓度为 10 pg/µL以上的模

板中扩增出特异性条带来，所以选用灵敏度最高的

引物 ZYZ6作为最终的特异性引物。 

M      1   2     3       4   5   6   7   8     9    10       CK 

 
a、b、c分别表示特异引物 ZYZ6F/ZYZ6R、YSY2F/YSY2R、ZYZ8F/ZYZ8R对供试菌株的的扩增结果；泳道依次为Marker， 8×105、

4×105、1×105、1×104、1×103、1×102、10、1、1×10–1、1×10–2 pg/µL的根球壳孢菌基因组 DNA 扩增带以及去离子水对照组。 

图 2 特异引物 ZYZ6F/ZYZ6R、YSY2F/YSY2R、ZYZ8F/ZYZ8R 的灵敏度检测结果 
Fig. 2 Sensitivity of the PCR with specific primers ZYZ6F/ZYZ6R, YSY2F/YSY2R and ZYZ8F/ZYZ8R  

2.3 云杉针叶中病原菌的检测结果 

选取最佳引物对 ZYZ6F/ZYZ6R对四川二郎山

人工云杉针叶进行分子检测，结果显示，从发病区

云杉针叶中能扩增出 1条约 310 bp的特异性条带，

该特异条带经回收测序，进行 BLAST 比对，显示

二者相似性达到 99%，健康针叶及双蒸水对照均无

特异性条带产生(图 3)，表明引物对 ZYZ6F/ZYZ6R

能有效检测出云杉针叶中寄生的病原菌，同时对于

疑似发病的植物组织也有很好的检测效果。 
M       1    2     3       4       CK 

 
泳道依次为 Marker，根球壳孢菌的基因组 DNA，表现病症的云杉

针叶 DNA，疑似发病针叶 DNA，健康林区的云杉针叶 DNA，去离子

水对照组。 
图 3 特异引物 ZYZ6F/ZYZ6R 对样品的扩增结果 

Fig.3 Results of PCR amplification from samples with specific 

primer ZYZ6F/ZYZ6R  

3 讨论 

云杉叶疫病和云杉落针病为云杉叶部病害[11–13]，

均可导致云杉针叶枯死脱落。Livsey等[14]认为，云

杉叶疫病菌是一种普遍的针叶真菌，相比云杉散斑

壳菌 (L. piceae)对挪威云杉更具有致病力；
Diamandis[4]则认为，云杉叶疫病菌只有当针叶受到

非生物损伤后才从伤口侵入。许秀兰等[15]前期研究

发现，云杉叶疫病菌在二郎山活体针叶中存在。笔

者通过野外观察，在土壤潮湿的环境下，二郎山云

杉凋落针叶长出大量子囊果，后鉴定为云杉散斑壳

菌，说明这 2种病原菌在该地区人工云杉林中并存。 

Müller等[16]利用SCAR标记对芬兰云杉散斑壳

菌进行了遗传多样性研究，筛选出可专一扩增云杉

散斑壳菌的引物 LP2，实现了对病原菌云杉散斑壳

的快速分子检测。Diamandis[17]早期对云杉叶疫病

菌的最适生长条件作了研究。Kumi等[6]描述了该病

原菌的室内培养特性。为了从分子生物学水平对云

杉叶疫病菌进行研究，笔者设计并筛选出一对特异

引物 ZYZ6F/ZYZ6R，它可以有效地检测出云杉叶

疫病病原菌。改变病原菌浓度梯度，云杉叶疫病病

原菌DNA基因组浓度最低达到 100 fg/µL水平时仍

能检测。 
病原菌在活体植物中常具有潜伏性，一定时间

内对寄主可能不会产生伤害。通过对二郎山林区的

云杉叶疫病菌进行分子检测，发现该地区部分云杉

林受到该菌的侵染，未表现病症的针叶中也可检测

到病原菌。近年来发展起来的实时荧光定量 PCR已
经应用于寄主抗性评价[19]。结合该技术的应用，将

a 
 
 
 
 
 
 

b 
 
 
 
 
 
 
c 

2.00 kb 
1.00 kb 
0.75 kb 
0.50 kb 
0.25 kb 
0.10 kb 

 

2.00 kb 
1.00 kb 
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0.50 kb 
0.25 kb 
0.10 kb 
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有利于云杉抗病品种的筛选。 
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