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摘    要： 真菌是一类重要的植物病原菌，真菌引起的病害占全部植物病害的三分之二，建立快速、准确的植物

真菌病害早期检测技术是解决植物病原真菌预测预报难题、防止病害大面积暴发和流行的关键。笔者综述了

常用植物病原真菌早期检测技术的检测原理、应用现状和存在问题，炭疽菌荧光定量 PCR 早期检测技术的建

立及其在橡胶树炭疽病预测预报模型构建中的应用前景，为橡胶树炭疽病早期检测及预测预报提供技术支持。
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真菌病害是植物病害中数量最大的一类，占植物病害总数的 70%～80%。许多危害重、分布广的作

物病害，如锈病、黑粉病、霜霉病、白粉病等都是由真菌引起的。与形态观察、次生代谢产物分析等常规

检测技术不同，病原真菌的早期检测技术检测周期短、灵敏度高，能帮助快速检测到侵染初期或潜伏期的

病原菌，并获悉其生长状态和发病阶段，以备人们有充分的时间采取科学合理的防治措施，最大限度地减

少经济损失。因此，植物病原菌早期检测技术是防治病害大面积暴发的有效手段。从传统的组成物质观

察和气相色谱检测到免疫学方法的建立，再到分子检测手段的不断成熟，病原菌早期检测技术越来越简

便和精准，为建立植物病害的早期诊断方法和预测预报模型奠定了良好基础。

橡胶树 (Hevea brasiliensis) 是天然橡胶的主要来源，天然橡胶是一种重要的战略资源，约占全球橡胶

消费总量的 40%，世界每年对天然橡胶的需求不断增长[1 − 2]。炭疽菌 (Colletotrichum) 侵染橡胶树引起的

炭疽病 (Colletotrichum leaf disease，CLD) 是亚洲天然橡胶产量下降的主要原因[3 − 4]，该病害可导致橡胶树

叶片变形和坏死，进而发生次生性落叶，严重影响胶乳产量[5]。由于炭疽菌具有潜伏侵染能力，橡胶树炭

疽病的预测预报一直存在较大的技术难点。橡胶树炭疽菌典型的作用方式为半活体营养型侵染，在侵染

初期通过与宿主细胞共生逃避抗性机制，同时满足自身营养和能源需求，随后进行坏死型营养生长，迅速

扩散并杀死宿主细胞[6 − 7]。炭疽菌具有潜伏期的存在和作用方式转换的特点，因此不易被发现；在气候条

件适宜的情况下，极短的时间内即可暴发成灾；预测难度大，给炭疽病防治造成困难。因此，建立潜伏侵

染状态下的炭疽菌检测技术成为了橡胶树炭疽病早期诊断和流行预测的关键所在。笔者综述了常用的

植物病原真菌早期检测技术，包括基于菌体结构组成的检测技术和基于核酸序列 PCR 扩增的检测技术，
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比较了各种早期检测技术的优缺点，论述了实时荧光定量 PCR 早期检测技术建立的关键步骤及在橡胶

树炭疽病预测预报模型中的应用潜力，为橡胶树炭疽菌早期检测技术和预测预报模型的建立奠定基础。 

1    植物病原真菌早期检测技术
 

1.1    基于菌体结构组成的检测技术    基于菌体结构组成的早期检测技术主要包括结构定量法、酶联免

疫吸附法、GUS 染色法、荧光检测法等，这些技术在分子生物学检测方法出现以前被广泛应用于植物病

原真菌的早期检测，在操作应用过程中具有明显的优缺点。结构定量法依赖于真菌子实体结构、甾醇或

几丁质的定量[6 − 9]，通过图像分析或气相色谱、液相色谱分析进行定量检测，操作过程繁琐、定量不够准

确，特别是在病原真菌的活体营养阶段，定量较困难。酶联免疫吸附法 (Enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) 是通过抗原抗体特异性结合检测病原真菌[10 − 12]。操作相对复杂，目前多用于真菌病毒的检

测[13 − 15] 和次生代谢物的研究[16 − 17]。GUS 染色法通过构建病原菌的 GUS 转化株，以 X-Gluc 为底物，用组

织化学法进行染色，对病原菌进行显微镜观察检测[18 − 19]。GUS 染色法观察效果好，可准确、稳定地检测

到病原真菌，但其反应底物 X-Gluc 价格昂贵，早期检测过程对植物组织有破坏，不能持续检测病原菌后

续侵染过程，且不适宜田间检测。荧光检测法是将绿色荧光蛋白（Green fluorescent protein，GFP）基因转

移到病原菌中，在病原菌启动子的控制下进行表达，通过检测绿色荧光蛋白水平进行定量，使细胞生长和

形成动态可视化，并且可用于细胞的检测和定量[20 − 23]，更适宜用于理论研究。 

1.2    基于核酸序列 PCR 扩增的检测技术    随着分子生物学和生物信息学的蓬勃发展，核酸分子生物学

技术在微生物检测领域的应用成为了国内外研究者的关注焦点，近年来，分子生物学检测技术在植物病

原菌的早期检测和病害诊断过程中得到了广泛认可。目前常用的分子生物学检测技术为核酸序列 PCR
扩增技术以及 PCR 扩增的衍生技术。 

1.2.1   常规 PCR技术　 常规 PCR 是分子生物学检测的重要手段，充分应用在植物病原菌鉴定和检测

中。LIU 等为了研究引起中国橡胶树炭疽病的病原菌多样性和地理分布特点，从中国 4 个省份 18 个试

验田中采集感病叶片，分离大量病原菌株，通过 PCR 扩增病原菌的内部转录间隔区 (ITS)、肌动蛋白基因

(ACT)、甘油醛-3-磷酸脱氢酶基因 (GAPDH)、β−微管蛋白 2 基因（β-tubulin2）和 CAL 5 个基因序列，通过

多位点系统发育和表型特征分析，将病原菌分为 5个种群[3]。PARIKKA 等利用常规 PCR 技术分别对人

工和自然感染条件下显症和未显症的草莓组织进行尖孢炭疽菌的早期检测，均获得阳性 PCR 结果。因

此，PCR 技术可以用于检测草莓组织中侵染时期或潜伏时期的尖孢炭疽菌，但其需要 PCR 后产物分析，

检测灵敏度有限，特异性也相对较差[24]。 

1.2.2   SCAR-PCR技术　 序列特异性扩增区 (Sequence characterized amplified regions, SCAR) 通常由随

机扩增多态性 DNA(Random amplified polymorphism, RAPD) 转化而来，即回收 RAPD 标记片段并根据此

片段设计新的特异性引物——SCAR 引物，再用 SCAR 引物进行 PCR 获得特异性较强、稳定性较高的

SCAR 标记[25]。由于 SCAR 引物比 RAPD 引物长，且与 DNA 完全匹配，具有更高的稳定性和可重复性，

目前该技术已应用于炭疽菌等植物病原真菌的早期检测[26 − 27]，如 NITHYA 等针对引起印度甘蔗红腐病

的病原菌 C. falcatum 设计 SCAR 引物，并用炭疽菌属其他种的 DNA 评价 SCAR 引物的特异性，结果仅

从 C. falcatum 中扩增出 442 bp 的片段，而且在 C. falcatum 纯培养中检测灵敏度达到 0.1 ng DNA，在甘蔗

组织中检测灵敏度达到 5 ng DNA[28]。 

1.2.3   巢式 PCR技术　 巢式 PCR 技术利用 2 组不同的引物进行目标序列的扩增，第一对引物扩增产物

为第二对引物扩增模板，巢式 PCR 技术有效提高了检测的准确性和灵敏度[29]。张磊等对梨轮纹病菌

(Botryosphaeria berengeriana)、梨炭疽病病原菌 (C. gloeosporioides) 进行常规 PCR 和巢式 PCR 检测，结

果表明，只能从 Botryosphaeria berengeriana 和 C. gloeosporioides 中扩出 317 bp 和 325 bp 的特异性条

带，且巢式 PCR 灵敏度比常规 PCR 提高约 105 倍[30]。CHEN 等建立了 1 种检测大豆种子中炭疽菌 (C.
lindemuthianum) 的巢式 PCR 检测方法。结果显示，常规的一步式 PCR 最低能从大豆种子中检测炭疽菌
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DNA 量为 10 pg，而巢式 PCR 检出限低至 10 fg DNA，相当于 1 个 C. lindemuthianum 的基因组 DNA，灵

敏度提高了 1 000 倍[31]。可见巢式 PCR 是具有高灵敏度的病原菌检测方法，但其操作步骤繁琐，进行第

二次 PCR 扩增引起交叉污染的几率较大，容易出现假阳性结果。 

1.2.4   环介导等温扩增技术　 环介导等温扩增 (loop-mediated isothermal amplification, LAMP) 是 1 个单

步扩增过程，需要 4～6 个引物，利用 strand-displacement Bst DNA 聚合酶横向结合到不同的位点，可以在

等温条件下进行高特异性的扩增[32]。LAMP 能很好地排除干扰，提取方法简单快速，可以避免复杂的

DNA 提纯程序，可用于植物病原菌的早期诊断和原位检测[33 − 34]。TIAN 等针对大豆炭疽病病原菌 C.
truncatum Rpbl 基因序列，设计并筛选了 4 对特异性引物，通过 LAMP 检测大豆种子中的 C. truncatum。

在 LAMP 反应产物中加入显色剂 SYBR 后，只有当 C. truncatum 存在时反应产物才会出现黄绿色，检出

限可达 100 pg·μL−1 DNA[35]。KHAN 等以 Ypt1 基因为靶点，分别用常规 PCR、巢式 PCR、实时荧光定量

PCR 和 LAMP 等方法检测马铃薯晚疫病菌 Phytophthora infestans。结果表明，LAMP 特异性最高，最低

可检测浓度为 0.128 pg·μL−1 DNA，比常规 PCR 灵敏 1 000 倍，比巢式 PCR 灵敏 10 倍，比实时荧光定量

PCR 灵敏 100 倍。随后 KHAN 等在番茄早疫病菌 Alternaria solani 中对上述几种方法进行了评价，结果

表明，LAMP 灵敏度是常规 PCR 的 10 倍，巢式 PCR 比 LAMP 灵敏 100 倍，实时荧光定量 PCR 比 LAMP
灵敏 1 000 倍[36]。因此，LAMP 技术简单、快速、特异性强，在病原真菌早期检测中有较大的应用潜力，但

其在不同菌种和不同实验条件下灵敏度有较大差异。 

1.2.5    实时荧光定量 PCR技术　  实时荧光定量 PCR (Real-time  quantitative  PCR，QPCR) 通过探测

PCR 扩增产物的荧光信号，对扩增进程进行实时检测，根据扩增指数期的循环阈值 (Ct) 定量 DNA。按照

发射荧光信号的化学物质不同，分为 TaqMan 探针法和 SYBR Green I 染色插入法。TaqMan 探针法利用

可与目的序列进行杂交的探针来指示扩增产物；由于需要探针识别目的序列，特异性较强，设计探针的难

度较大，成本较高。荧光染料 SYBR Green I 可以与所有双链 DNA 的小沟结合发射荧光，不识别特异序

列，对目的核酸序列要求较低，简单方便、容易操作、成本较低。实时荧光定量 PCR 可以对各种环境样

品 (包括宿主组织，土壤，水和空气) 中的目标真菌 DNA 进行准确、可靠和高通量的定量分析，为诊断接

种阈值水平，流行病学和宿主-病原体相互作用研究开辟了新方法，为检测和研究植物致病性和拮抗性真

菌提供了更多途径。近年来，实时荧光定量 PCR 技术已应用于不同寄主植物中炭疽菌的定量以及生长

动态的监测，解决了炭疽菌半活体营养型侵染带来的检测难题[37 − 39]，成为了构建炭疽菌早期检测技术的

首选[37]。DAUCH 等利用 SYBR Green I 插入染料法建立了 C. coccodes 实时荧光定量 PCR 技术，可最低

检出 0.25 pg·μL−1 DNA，并利用该技术监测了 C. coccodes 在寄主苘麻上的侵染动态 [6]；DEBODE 等利

用 TaqMan 探针法建立了 C. acutatum 实时荧光定量 PCR 技术，检出限为 0.05 pg·μL−1 DNA，测定了 C.
acutatum 在草莓叶片上侵染过程中的菌体数量[37]；CHEN 等针对菜豆炭疽病病原菌 C. lindemuthianum，通

过 TaqMan 探针法和 SYBR Green I 插入染料法建立的实时荧光定量 PCR 方法，能够特异性检出 C.
lindemuthianum，并证明了菜豆炭疽病斑面积与菌体数量的相关性[38]。 

2    炭疽菌 QPCR 早期检测技术的建立

QPCR 包括相对定量分析和绝对定量分析 2 种定量分析方法，计算初始模板基因拷贝数用绝对定量

分析，比较不同处理间特定基因表达量的变化用相对定量分析。绝对定量方法更多的应用于植物病原真

菌的检测，以病原真菌基因组 DNA 或保守序列的重组质粒为标准品绘制标准曲线，利用特异性引物进行

扩增，通过测定样品 Ct 值即可对病原真菌进行定量。 

2.1    炭疽菌特异性引物设计    （1）选择目标序列。引物特异性是准确识别和定量目标菌株的关键，ITS、
ACT、GAPDH 等基因在真菌基因组中保守且种间变异性大，常用于菌种鉴定[40 − 44] 和特异性引物设计[45]。

有研究表明，ITS 是最有可能成功识别范围最广的真菌的基因，在种间和种内变异最明确，并被提议作为

主要的真菌条形码标记物[46]。DEBODE 等利用 ITS 和 β-tubulin2 基因设计引物分别建立了草莓尖孢炭
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疽菌的实时 PCR 检测方法。研究表明，ITS 基因特异性引物扩增效率是 β-tubulin2 基因特异性引物扩增

效率的 3～4 倍，灵敏度前者是后者的 66 倍[37]。SREENIVASAPRASAD 等利用 β-tubulin2 基因特异性引

物成功从发病和未发病的橄榄中检测到尖孢炭疽菌。研究结果表明，基于尖孢炭疽菌和胶孢炭疽菌 β-
tubulin2 基因特异性引物可用于 QPCR 检测无症状或感染早期的植物组织中的炭疽菌[47]。（2）验证引物

特异性。首先利用 NCBI 数据库中的 BLASTN 将设计的特异性引物序列与 GenBank NR 数据库进行比

对。其次用设计好的特异性引物同时扩增多个不同菌株，进一步验证引物特异性[48]。菌株一般是与目标

菌株同种、同属不同种、侵染同一植株同一部位和不同部位的或与目标菌株侵染环境相关的病原菌，菌

株数量几个到几十、几百个不等[39, 48 − 49]。（3）优化引物特异性及敏感性。通过结合 SCAR 标记，或设计巢

式引物，可以增加引物特异性和检测灵敏度[29, 36]。SRINIVASAN 等利用 SYBR 作为荧光染料建立了 1 种

基于 SCAR 标记的 QPCR 检测方法，用于检测辣椒种子和果实中的 C. capsicii。Srinivasan 等开发的

SCAR 引物对 C. capsicii 具有高度特异性，在 7 个目标分离株菌的基因组 DNA 中均扩增出预期的 250 bp
的片段，在其他 3 种辣椒致病真菌和 4 种常见炭疽菌的基因组 DNA 中没有扩增。检测体系在 C. capsicii
纯培养中检测灵敏度为 1 pg，在辣椒果实中为 2.5×104 pg[39]。 

2.2    炭疽菌纯培养的定量检测    利用已知起始拷贝数的标准样品绘制标准曲线。扩增过程中荧光强度

与 PCR 产物的数量呈对应关系，只要对荧光信号进行实时监测并得到未知样品的 Ct 值，即可通过标准

曲线计算未知样品的起始拷贝数。（1）标准曲线的绘制方法。标准品可以是重组质粒也可以是 gDNA，

浓度范围为 1 fg·μL−1～100 ng·μL−1[37, 50]。DAUCH 对 C. coccodes 的 gDNA 进行了 1/5、1/10、1/20、1/100
稀释，通过计算目标 gDNA 的数量并校正稀释因子，发现 1/10 稀释对样品定量最优[6]。取 5～7 个浓度梯

度，设置 2～3 个重复，加入空白对照，进行 QPCR，获得标准曲线[36, 51 − 52]。（2）灵敏度检测。对目标基因序

列和分生孢子进行梯度稀释，QPCR 能检测到的最低拷贝数和最低孢子数即反应体系的灵敏度。SCARLETT
和 KELLY 建立的黄瓜镰刀菌 QPCR 检测技术，最低能检测到 100 拷贝的目的片段和 25 个分生孢子[37, 50]。

YANG 等建立的检测大豆炭疽菌的双重 QPCR 技术最低能检测到 1 pg 的 C. chlorophyti、C. glycines、C.
incanum gDNA 和 0.1 pg 的 C. truncatum gDNA[53]。 

2.3    植物组织中炭疽菌的定量检测    （1）人工接种是研究植物病害的常规方法，被广泛地用于研究病原

菌致病性[2, 54 − 56]、病原菌侵染过程[57]、植物对病原菌的抗性[58]、病害流行及控制措施[59] 等。人工接种的方

法各不相同，但都要求植物病害发病率高，且尽可能接近自然状态下发病情况。植物病原真菌接种方法

主要有喷雾法 [52] 和针刺法 [2, 40]。用于喷雾法的炭疽菌分生孢子悬浮液浓度通常在 1～1×106 个·mL−1

范围之内[28, 49, 52, 60]。接种和喷施部位要符合目标菌株特性[61 − 63]，如研究侵染草莓叶片的尖孢炭疽菌，叶片

喷施孢子后 26 ℃ 和 90% 湿度培养即可[37]。（2）检测限是衡量检测方法准确性的重要指标，对 QPCR 在

植物组织或复杂 DNA 环境中的检测灵敏度进行评价是检测体系建立的关键一步。SCARLETT 等在

1～106 个·μL−1 的目标菌株 PCR 产物中混入 1 μL 浓度为 10 ng·μL−1 的环境样品 DNA，来检测体系的灵

敏度和特异性 [50]。DEBODE 等用未受感染植物材料对 100% 受感染植物材料进行系列稀释，获得含

0.001%～10% 受感染植物材料的样品，对样品进行 QPCR 检测，建立 Ct 值与模板浓度对数 (0.001%～

10% 受感染植物材料) 之间的线性回归曲线，计算 QPCR 在受感染植物材料中的检测限[37]。（3）监测病原

菌生长动态，即在不同时间检测病原菌生物量的变化。检测时间根据实验目的而定，研究出现症状之前

的病原菌生长动态，检测时间早、间隔短。DEBODE 等研究草莓叶片中尖孢炭疽菌早期侵染动态，分别

在接种后 2、4、6、24、32、48、72、96、168 和 264 h 进行检测[37]。研究病害严重程度与病原菌生长动态的

关系，检测时间广而分散。DAUCH 等研究绒毛草发病程度与其病原菌 C. coccodes 的生物量的关系，检

测时间为 0、1、2、5、7 和 14 d[6]。 

3    橡胶树炭疽菌早期检测技术的应用前景

橡胶树病害作为一种频发性生物灾害，严重制约了橡胶树的经济生产。过去的病害预测方法多数是
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根据病害侵染知识、多年实地经验及根据大量的观察数据加以归纳统计得出结果，所依据的预报因子主

要包含菌量、气象因素，预报量或为发生期，或为发生量，或为定性定量的等级数值，由于其以病原物的特

性和所处条件为依据，应用范围受到严格的限制，所建立的模型为经验模型，忽略了各因素在流行过程中

不同阶段作用的差异。基于侵染预测的系统模型可很好地补充经验模型的不足，其根据侵染是否已经发

生和发生数量或程度，结合未来几天的天气预报，即可提前一两天作出发病趋势预测，较经验模型更准确

和具体，更有利于指导当时的药剂防治。这类预测方法早有研究，如马铃薯晚疫病的 HYER 氏法和

WALLIN 法[64 − 65]、苹果黑星病的 MILLS 预测表都已有几十年的历史[66]。

基于前期种属鉴定[3]、流行病学[5]、化学防治[67]、生物防治[68] 和分子生物学研究[69]，笔者认为橡胶树

炭疽病预测预报模型构建是防治炭疽病大面积发生和流行的有效途径。基于橡胶树炭疽菌设计特异性

引物，建立橡胶树炭疽病 QPCR 早期检测技术，可以快速、灵敏、特异地对症状不明显甚至无症状的橡胶

树进行炭疽菌的定量检测和生长动态监测。流行病学研究表明，菌种、菌量、橡胶树品系、物候、气候、

立地环境等因素均影响炭疽病的发生和流行，其中菌量和易感病组织是病害发生的基础条件，温度和湿

度是病害流行的关键因素[70]。利用 QPCR 技术结合显微观察检测致病菌种、菌量，收集发病时间、发病

程度和环境数据，利用侵染模型建立橡胶树炭疽病预测预报模型（包括菌量、菌种、温度、湿度、立地环

境、物候、品系），后将侵染模型与田间气象监测数据进行拟合。基于病原菌分子检测技术的预测预报模

型将为橡胶树炭疽病等热带林木重要病害的预测预报奠定良好基础，在其他经济林木重要病害的预测预

报中具有广阔的应用前景。 

4    展　望

早期常用的植物病原真菌检测技术有结构定量法、ELISA、GUS 染色法、GFP 荧光检测法等，这些方

法具有特异性及可视化等优点，但测量参数易受到植物因素干扰，定量准确性不足。PCR 技术的出现为

检测技术的发展带来极大动力，尤其基于实时荧光定量 PCR 的检测技术，克服了以往检测技术特异性

差、灵敏度低、易受干扰、操作繁琐等问题，能够快速、灵敏地对病原菌进行定量并监测其生长动态，为植

物病原真菌检测提供了重要的技术支持。将 QPCR 检测技术应用在基于侵染预测的系统模型，可进一步

明确发病率、病情指数与菌量、林分因子、气候条件等之间的关系，有利于提高林木病害预测的准确度，

以掌握病害暴发的关键时期，提供充足的病害防治时间。因此，QPCR 检测技术在经济林木重要病害的

预测预报中具有广阔的应用前景。
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Research progress on early detection technologies for plant fungi
and their application in forecasting of rubber tree anthracnose

DU Yannan1,   WANG Meng1,2,   MA Jianqiang3,   ZHANG Yu1,2,   LIANG Xiaoyu1,2

（1. College of Plant Protection, Hainan University, Haikou, Hainan 570228; 2. Ministry of Education Key Laboratory of Green Prevention and
Control of Tropical Plant Diseases and Pests, Haikou, Hainan 570228; 3. College of Computer Science and Cyberspace Security,

Hainan University, Haikou, Hainan 570228，China）

Abstract：Fungi are one class of important plant pathogens, which accounts for two thirds of all plant diseases.
The rapid and accurate early detection technologies for plant fungal diseases are the key to disease prediction
and  prevention  of  disease  prevalence.  The  detection  principle,  application  status  and  existing  problems  of
common early detection technologies for fungal diseases were reviewed. The detection system of fluorescence
quantitative  PCR  and  its  application  prospect  in  the  prediction  model  for  rubber  tree  anthracnose  were
summarized, which provides reference for the early detection and prediction of rubber tree anthracnose.
Keywords：plant fungi disease；early detection technology；QPCR；rubber tree anthracnose；prediction
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