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摘要

麦瘟病由稻瘟菌小麦致病型（MoT）引起，是一种存在于南美洲和孟加拉国的毁灭性病害。由于MoT通
常不会在抽穗期之前使小麦显现染病症状，但在抽穗期其侵染会一直加剧，因此仅根据肉眼观察来使用
杀菌剂是无效的。为了开发一种在苗期和营养期准确、灵敏检测MoT以控制病害蔓延的方法，我们对来
自巴西的两个MoT分离株的基因组进行了测序，并确定了两个DNA片段：MoT-6098和MoT-6099，它们
存在于麦瘟病菌（MoT）基因组中，但不存在于感染稻瘟病菌（MoO）的水稻基因组中。利用聚合酶链反应
（PCR），我们在来自南美洲和孟加拉国的53株MoT和MoO分离株中证实了这两对标记引物的特异性。
为了测试这两对标记引物的有效性，我们首先建立了一种环介导等温扩增（LAMP）方法。在等温条件
下，这种方法在不使用常规PCR仪器的情况下也能检测MoT。随后，我们使用Cas12a蛋白及导向RNA
（gRNAs）靶向MoT-6098和MoT-6099序列，两个靶标被识别后，均能激活Cas12a非特异切割单链脱氧核
糖核酸酶（ssDNAase）的活性，我们将依赖靶向 Cas12a 激活 ssDNase 活性，同时将重组酶聚合酶扩增
（RPA）和核酸侧流免疫分析法（NALFIA）相结合，开发出一种准确、灵敏且经济高效地检测受感染小麦植
株中MoT特异性DNA序列的方法。这种新技术可应用于田间麦瘟病和其他重要植物病害的快速检测。

©2021 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher
Education Press Limited Company. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. 引言

半活体营养型真菌稻瘟菌侵害许多谷物，包括两种最

重要的主要粮食作物——水稻和小麦。稻瘟病是由稻瘟菌

（M.oryzae Oryza, MoO）致病型引起的，近三个世纪前在

中国和日本有报道，目前已在超过 85 个国家发现 [1]。

1985年，由稻瘟菌小麦致病型（M.oryzae Triticum, MoT）

引起的小麦麦瘟病在巴西巴拉那州的 6个市被首次发现

[2]，并且20世纪90年代初其在南美洲的分布逐渐扩大到

约3×106 hm2 [3]。2016年，这种病害首次在南美洲以外被

发现，麦瘟病暴发于孟加拉国的8个地区，并迅速成为对

小麦生产的严重威胁[4]。2017年年初，多家报纸报道，
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在印度-孟加拉国边境附近的印度麦田首次观察到类似麦

瘟病的症状[5]。2016—2019年间，该病害蔓延至孟加拉

国的 20个区，并继续对孟加拉国的粮食营养安全构成严

重威胁[6]。根据 2016年在孟加拉国首次发现麦瘟病的地

区的农业气候条件，最近的一项研究报告称，印度、巴基

斯坦和孟加拉国多达7×106 hm2的麦田容易受到MoT感染

[7]。保守估计产量损失5%~10%，每年潜在经济损失可能

为 1.32亿~2.64亿美元。因此，迫切需要一种综合的方法

来控制孟加拉国麦瘟病发生，并防止这种病害传播到世界

其他地区。

MoT如何感染小麦植株，其宿主的替换，以及那些

有利于麦瘟病流行的气候因素目前还不清楚。虽然MoT

既可以侵染小麦植株的叶片，也可以侵染小麦植株的穗

部，但穗部感染会造成更大的经济影响。叶轴或花梗的感

染会阻碍光合作用产物的运输，杀死穗状花序的上部。在

对病原菌有利的条件下，该病可造成高达100%的产量损

失[8]。然而，由于穗部麦瘟病是在没有叶瘟病视觉症状

的田野中发生的，两者之间的相关性尚不明确。因此，通

过使用杀菌剂来控制麦瘟病穗部发生可能是困难的，因为

农民不能在抽穗期之前根据观察叶片病斑来使用杀菌剂。

此外，麦瘟病也是一种通过种子传播的病害[9]。对种子

进行筛选并对其进行MOT鉴定将降低病害进一步传播到

其他国家的风险。因此，开发一种快速、灵敏、低成本的

方法检测田间小麦幼苗、邻近麦田的其他寄主、商业运输

中的小麦种子中的MoT，对控制南美洲和孟加拉国的小

麦麦瘟病至关重要。

Pieck等[10]鉴定了MoT菌株独有的DNA标记。其中

一个标记MoT3对来自多个国家的11个寄主物种的284株

稻瘟菌株的DNA进行检测时显示出特异性。其在MoT株

系中扩增出一条 360个碱基对（bp）的MoT3标记片段，

而在MoO株系中未扩增出。然而，该片段位于编码视黄

醇脱氢酶的单拷贝基因内，该基因存在于MoT、MoO和

MoL（稻瘟菌黑麦草致病型）菌株中。最近的一项研究分

析了81个先前组装的Magnaporthe基因组的多态性，发现

MOT3 序列并不存在于所有的 MoT 菌株[11]中。另一种

DNA标记C17，是新的具有高灵敏度的小麦系特异性的

标记[11]。在实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）中，

该方法成功扩增了 30个小麦携带菌株 100%的DNA。然

而，目前还不清楚在受感染的小麦植株中，MOT3和C17

是否都适用于快速检测MoT。

近年来，已经开发了几种新技术以在实验室和田间条

件下快速检测植物病害。例如，环介导等温扩增

（LAMP）[12‒ 13]和重组酶聚合酶扩增（RPA）[14]正被

广泛用于植物病害检测。值得一提的是，最近开发了一种

革命性的人类疾病检测方法，它将Cas蛋白（如Cas12a和

Cas13a）可识别的编码核苷酸靶标与核酸快速侧向流动免

疫分析（NALFIA）方法相结合[15‒ 17]。这种方法是一

种准确、快速、特异和经济有效的替代方法，可以很简易

地用于植物病害检测。

本研究旨在利用RPA、CAS12a和NALFIA建立一种

新的田间快速准确检测MoT的方法。首先，我们利用下

一代测序（NGS）策略对巴西两个小麦麦瘟菌株系的基因

组进行了重测序；其次，我们使用BLAT软件[18]对MoO

和MoT基因组进行了成对的基因序列比对分析，从而鉴

定出两个MoT特异片段：MoT-6098和MoT-6099；然后，

根据MoT-6098和MoT-6099序列设计了几组引物，并通过

PCR和LAMP验证了引物的敏感性；最后，我们将基于

Cas12a的检测方法与RPA和NALFIA技术相结合，开发

了一种灵敏、低成本的田间受侵染小麦植株中MoT的检

测方法。本研究为小麦毁灭性病害麦瘟病提供了一种新的

检测方法。

2. 材料和方法

2.1. 真菌材料

本研究所用的 MoO 菌株（RB22、 R01-1、 P131、

Guy11、N60、N63和N71）在中国农业科学院植物保护

研究所培养。所有 MoT 菌株的 DNA 样本均由邦格班杜

（Bangabandhu）·谢赫·穆吉布·拉赫曼农业大学、位于美

国德特里克堡（Ft.Detrick）的美国农业部外来病害和杂

草研究所、位于巴西圣卡洛斯的联邦大学农业研究中心

准备。

2.2. 本研究使用的引物

表1列出了本研究中使用的所有引物。

2.3. 基因组测序与比较基因组分析

本研究利用 Illumina 测序平台（Hisep X_ten, Bio

Marker Co., China）对 MoT 菌株 PR01-37.V.1 和 PR01-37.

V.3的基因组DNA进行了测序。简言之，PR01-37.V.1和

PR01-37.V.3的DNA被随机剪切成约500 bp的片段，并克

隆到测序载体上构建文库，然后用 Illumina系统对文库进

行测序。对序列质量控制（QC）后获取准确无误的序列

读取数据。使用 SPADS-3.13.0软件（俄罗斯圣彼得堡州

立大学）对两个基因组进行从头组装。使用 Augus‐

tus.2.5.5软件（德国哥廷根大学）对MoO和MoT基因组
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进行基因预测。然后开发了一种以BLAT [18]为核心比对

工具的成对基因比对通道。通过对两株MoT菌株（PR01-

37.V.1和PR01-37.V.3）和三株MoO菌株进行基因序列比

对分析，确定了潜在的MoT特异性基因。然后将潜在的

特定基因与额外的MoO和MoT基因组进行比对[4,19]。具

体地说，采用两步法来鉴定MoT特异性基因。首先，我

们将378个候选基因与NCBI-nr数据库进行比对，以移除

MoO基因。其次，我们将 100个候选MoT基因与序列更

高的MoT和MoO基因组进行比对，以测试它们是否存在

于所有MoT基因组中，而不存在于所有MoO基因组中。

最后，在分析中鉴定出两个MoT特异性基因。详细的生

物信息学分析过程如图1所示。

2.4. 环介导等温扩增法

环介导等温扩增法（LAMP）反应混合物的最终体积

为20μL，包含1μL模板DNA（20μmol∙L−1）、2.0μmol∙L−1

的正向和反向内引物（FIP和BIP）、0.5 μmol∙L−1的F3和

B3引物（表 1）、1 mmol∙L−1的 dNTP、8 U的Bst DNA聚

合酶（美国新英格兰生物实验室）和1×ThermoPol反应缓

冲液[20 mmol∙L−1 Tris-HCl、10 mmol∙L−1 KCl、2 mmol∙L−1

MgSO4、10 mmol∙L−1 (NH4)2SO4、0.1% Triton X-100, pH

8.8]。将混合物在65 ℃保持1 h，然后将混合物移至85 ℃

下保持5 min后终止反应。

2.5. LAMP反应产物的检测

在LAMP扩增产物中加入 2 μL体积的 1∶10稀释的

SYBR Green I（10 000×，美国 Invitrogen）。变成绿色的反

应被记录为阳性，而那些保持棕色的反应被记录为阴性。

扩增的LAMP反应也在由溴化乙锭染色2%琼脂糖凝胶上

进行分析。该凝胶使用 Gel Doc XR 成像仪系统（美国

Bio-Rad）在紫外线下拍摄。

2.6. 重组酶聚合酶扩增

按Piepenburg等[14]先前所述，RPA使用了中国安普

表1 本研究中使用的引物和 sgRNA序列列表

Primer

Mo.T6098 F

Mo.T6098 R

Mo.T6099 F

Mo.T6099 R

Pot2 F

Pot2 R

Mo.T6098-SFa

Mo.T6098-SRa

Mo.T6099-SFa

Mo.T6099-SRa

Pot2-SFa

Pot2-SRa

Fam-2229- F

2229-nof-prob

5B-2229-R

P6098_370-gRNA

Mo.T6098F3

Mo.T6098B3

Mo.T6098 FIP

Mo.T6098 BIP

Mo.T6099F3

Mo.T6099B3

Mo.T6099 FIP

Mo.T6099 BIP

Sequence (from 5′ to 3′)

ACCAATATCACCTGAACGCAGACAT

GATTCCAGATTCACCACCAAAACAG

TCTGTATTTCACACTTGGGCTTTGG

AACGTCATGTAGTGCGTCTTGTTGA

CGTCACACGTTCTTCAACC

CGTTTCACGCTTCTCCG

TTTCTGCTCGTTGGGGAGAC

ATGTACCCCCGTACCCATCA

ATGTTGGTAACCACCGGTCC

CTTCGTATGCCTGCCGTTTG

ACGACCCGTCTTTACTTATTTGG

AAGTAGCGTTGGTTTTGTTGGAT

CGTCACATAGGGTATATCTTTTCACAACA G,3′-FAM

AACCTACACTCGACTCACCGCAGTTCCCC AG (THF) CGCAGTATCGTAGCCG

5′-BIOTIN- TTGTCATTCGCGGTCTTAGAA GCACTAACTA

AAUUUCUACUGUUGUAGAUCCGAUUUG CUGGUCGAAGCAUGU

GCCCTGCATCATGTACCAAT

ACTCGTCGGCATCTGTCA

AGCCCTGTCTCCGCTTGTGTCACCTGAAC GCAGACATCG

ATGTCATTGACGGCGTCGCCTGACGTCGA TTCCCCAGT

CGCATCTGGAGGGGAACT

CTATCACCTGGCGGAGCT

AATCGGTGGCTGGCAGAGACGTCTCTGCA CACGGTCGA

GGTCGCTAACGTGGTGACGGTTCTCGGTG GCGAGGATG

Target

MoT

MoT

MoT

MoT

MoT & MoO

MoT & MoO

MoT

MoT

MoT

MoT

MoT & MoO

MoT & MoO

ssDNA

ssDNA

ssDNA

Cas12a- binding

MoT

MoT

MoT

MoT

MoT

MoT

MoT

MoT

Reference

For PCR

For PCR

For PCR

For PCR

For PCR

For PCR

For RT-PCR

For RT-PCR

For RT-PCR

For RT-PCR

For RT-PCR

For RT-PCR

For RPA

For RPA

For RPA

For Cas12a

For LAMP

For LAMP

For LAMP

For LAMP

For LAMP

For LAMP

For LAMP

For LAMP

Tm (°C)

58.4

56.4

57.5

59.1

53.6

53.1

56.4

56.3

56.3

56.4

54.8

55.4

57.6

74.6

61.3

‒

54.7

55.1

72.4

72.5

55.4

55.2

73.3

72.8

a Primers used for sensitivity assays in real time PCR (RT-PCR). ssDNA: single-stranded DNA; THF: tetrahydrofuran; FAM-dT: 5-carboxyfluorescein attached to

50 thymine nucleoside; BIOTIN: biotin label; SF: shorter forward primer; SR: shorter reverse primer; FIP: forward inner primer; BIP: backward inner primer.
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未来生物科技有限公司（AMP-Future Biothech Co.Ltd.）

的试剂盒（#WLN8203KIT）进行。对于第一个RPA，设

计了MoT-6098/MoT-6099特异性引物对，并添加了四氢呋

喃（THF）探针作为Nfo酶识别位点。扩增子应至少包含

一个用于识别 Cas12a 保护间隔相邻基序（PAM）位点

（四个碱基“TTTA”）。对于第二个RPA，设计了 ssDNA

特异性引物对，并在5'端用FAM标记，在3'端用生物素标

记。RPA扩增按照RPA试剂盒中的说明进行操作。简而

言之，将引物与含有重组酶、聚合酶和缓冲液的RPA溶

液混合，然后加入2 μL的样品DNA（或Cas12a消化的溶

液），然后将制剂（总体积为 30 μL）在 37~39 ℃保持 8~

12 min。

2.7. ssDNA设计

ssDNA设计有两个要求：①ssDNA应较短（便于快

速PCR检测）；②ssDNA与目标基因组序列之间不存在完

全相同的序列。为了满足这些要求，我们使用计算机程序

随机设计了 10 000 个 120 bp 的 DNA 序列。然后使用

BLAST软件将这些120 bp的序列与小麦、MoT和MoO基

因组进行比对[20]，并丢弃 E 值 ≤ e−10或与靶序列相同≥
10 bp的序列。以下是从与小麦、MoT和MoO序列无明显

相似性的序列中随机选择：“ACGTCGTCACATAGGG-

TATATCTTTTCACAACAGTAACCTACACTCGACTCACC

GCAGTTCCCCAGACGCAGTATCGTAGCCGCGGATAGT

TAGTGCTTCTAAGACCGCGAATGACAACA”。

2.8. 基于CAS12a的检测

对于带有Cas12a的RPA，该研究使用了之前描述的

方 法 [16]。 Cas12a 蛋 白 购 自 新 英 格 兰 生 物 实 验 室

（NEB#M0653S，美国）。简而言之，将Cas12a和 sgRNA

（等摩尔体积）与反应缓冲液混合，并在室温下孵育约

10 min。然后将RPA扩增的靶DNA溶液在37 ℃的Cas12a

混合物中孵育约 10 min，以激活Cas12a ssDNA的酶切活

性。最后，将设计的 ssDNA与活化的Cas12a蛋白结合，

进行 ssDNA酶切。

2.9. 用PCRD试纸进行NALFIA检测

使用 Abingdon Health PCRD 测试盒（#FD51673，美

国）用于DNA检测可视化。简而言之，将5 μL的RPA反

应扩增产物与70 μL的PCRD提取缓冲液混合，并将总体

积（75 μL）加入PCRD试纸条的样品孔中。3~5 min后评

定结果。

3. 结论

3.1. 用比较基因组学方法鉴定MoT特异性序列

为了研究MoT和MoO的基因组差异，我们从巴西小

麦病株上提取了两个MoT菌株：PR01-37.V.1和PR01-37.

V.3的DNA。然后，我们使用 Illumina测序平台（美国）

图1. 识别两个MoT特定序列的途径。图左上角的省略号表示不同的麦瘟病菌基因组和基因1,2,3,4,…。N代表测序基因组中的所有预测基因。两个基

因组中两个基因之间的箭头表示双向成对的基因序列比对，菌株之间的拱形箭头表示两个基因组中单个基因的序列比对。nr：非冗余蛋白序列。
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对这两个菌株进行了重测序，基因组覆盖率约为150。基

因组拼接后，获得了 PR01-37.V.1约 38.5 Mb的基因组序

列和 PR01-37.V.3 约 40.0 Mb 的基因组序列。我们还从

GenBank [21]下载了三株MoO菌株：Guy11、P131和Y34

的基因组序列。通过成对的基因序列比对，我们鉴定了

378个在三株MoO菌株中缺失的MoT基因。将这378个基

因与GenBank蛋白质数据库（nr）进行比对，鉴定出 289

个基因与数据库中的基因高度同源。其中 189个为含有

MoO基因，其余 100个为MoT特异的候选基因（见附录

A中的表 S1）。除了少数与细菌基因高度同源的基因外，

大多数基因都是真菌基因，其中一半以上（100个基因中

的57个）属于6个真菌物种（见附录A中的表S2）。将这

57个基因与其他20个测序的MoT和MoO基因组进行比对

时[4,19]，我们发现了两个MoT特异的基因：MoT-6098和

MoT-6099。MOT-6098 编码一个假定的酸性海藻糖酶蛋

白，而MoT-6099编码一个DUF341家族蛋白。因为MoT-

6098和MoT-6099存在于所有测序的MoT基因组中，而不

存在于任何测序的MoO基因组中，所以我们选择这两个

MoT特异性基因来开发MoT特异性标记。

3.2. 区分MoT和MoO的MoT-6098和MoT-6099引物对的

灵敏度

为了确定MoT和MoO 菌株中MoT-6098和MoT-6099

序列的特异性，我们设计了一组引物（MoT-6098F 和

MoT-6098R，MoT-6099F和MoT-6099R，见表1），并用它

们对53个不同的稻瘟菌菌株的DNA进行了PCR反应。这

53个菌株来自 9个国家的 14种禾本科植物（表 2、表 3），

包括15个来自水稻的菌株，19个来自小麦的菌株，19个

来自可能的其他寄主菌株，如大麦、燕麦、狗尾草、臂尾

草、黑麦草、雀麦、穇、画眉草、羊茅、狗尾草和狭叶狗

尾草（表 2、表 3）。我们在Urashima教授和 Islam教授实

验室分别对从巴西和孟加拉国收集的 25 个菌株进行了

PCR检测（表 2）。其中包含两个在Urashima教授实验室

分离出的引起小麦赤霉病的禾谷镰刀菌的DNA，以检测

真菌种间的引物特异性。此外，我们还收集了Wang实验

室提供的 4个侵染水稻病原菌和侵染黑麦草的病原菌的

DNA样本作为对照。PCR分析表明，这两个基因存在于

所有 8个MoT菌株、1个大麦菌株和 1个美国黑麦草菌株

中，但不存在于水稻、狗尾草、臂形草、燕麦和两个禾谷

镰刀菌中（图2和表2）。随后，我们测试了美国农业部外

来病害和杂草研究所保存的 24株稻瘟菌菌株（表 3）。除

两株来自臂形草的菌株外，其余菌株均含有这两个基因。

在22株MoT阳性菌株中，11株从小麦中分离而得，其余

的分离于从巴西、玻利维亚、巴拉圭、日本和美国等地采

集的MoT其他宿主，包括黑麦草、穇、雀麦、画眉草、

偏序钝叶草和羊茅（见附录A中的S1和表3）。

然后我们进行了灵敏度试验来检测这两对引物的敏感

性。将MoT菌株BO12TA301培养物中5个浓度（0.01 ng·μL−1、

0.1 ng·μL−1、1 ng·μL−1、10 ng·μL−1 和 50 ng·μL−1）的

DNA与MoT-6098F/R和MoT-6099F/R引物对进行 PCR反

应。以Pot2R/F引物对为对照。PCR结果显示，0.1 ng·μL−1

的 DNA 能用 MoT-6099F/R 扩增出条带，10 ng·μL−1 的

DNA能用MoT-6098f/R扩增出条带[图3（a）]。我们还用

与上述常规PCR相同的DNA稀释度，使用实时荧光定量

PCR检测引物的敏感性。两对引物在仅含0.01 ng·μL−1模

板DNA的反应中产生了正常的循环阈值（Ct），表明这些

引物对目标序列的扩增非常敏感[图3（b）~（d）]。

3.3. 感染植物中MoT的检测

为了确定MoT-6098F/R和MoT-6099F/R引物对是否可

以用于检测感染小麦中的MoT，我们在邦格班杜·谢赫·

穆吉布尔·拉赫曼农业大学的生长室中，从感染MoT菌株

BTJP4-5的小麦植株叶片和穗中提取了DNA。为了控制变

量，我们还从自然侵染的水稻穗、MoT分离物BTJP4-5和

MoO 分离物 RB-13b 的菌丝中提取了 DNA。PCR 结果表

明，MoT-6098和MoT-6099扩增带在被MoT感染的小麦

叶片、穗部和MoT菌丝的DNA中均有扩增，而被MoO侵

染的水稻叶片或MoO 菌丝中分离的DNA 没有扩增（图

4）。这些结果表明，MoT-6098和MoT-6099引物能有效检

测受感染小麦植株中的MoT。

3.4. 使用LAMP检测MoT

由于LAMP是一种在等温条件下特异、快速、高效的

DNA 检测方法，我们利用 LAMP 对 MoT 中的 MoT-6098

和MoT-6099片段进行了检测。扩增后的DNA在琼脂糖凝

胶和 1000×SYBR Green染料中均能显示。在琼脂糖凝胶

电泳实验中，从 3株MoT菌株提取的DNA均出现扩增条

带，而 5 株从 MoO 菌株中提取的未出现扩增条带[图 5

（a）]。与凝胶法结果一致，含 3 个 MoT 菌株 DNA 的

SYBR Green 染料溶液中显示出绿色而含 5 个 MoO 菌株

DNA的溶液均未变色[图 5（b）]。结果表明，在等温条

件下，LAMP可以快速、高效地检测MoT。

3.5. 将Cas12a蛋白与RPA和NALFIA技术相结合，用于田

间MoT的快速检测

LAMP技术由于需要高温条件（60~65 ℃），限制了

其在田间的应用。Cas12a是最新发现的一种核酸酶，能
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在 sgRNA介导的DNA结合靶向序列后非特异性地消化单

链DNA或单链RNA（ssRNA）[12]。基于Cas12a的序列

识别特异性和 ssDNA 核酸酶活性，我们将该蛋白质与

RPA 和 NALFIA 技术相结合用于 MoT 的快速检测 [图 6

（a）、（b）]。该过程首先利用RPA技术扩增MoT的特异

性序列，然后将扩增产物与靶向MoT-6098和MoT-6099序

列的 sgRNA以及Cas12a蛋白共同孵育。如果MoT的DNA

样品包含靶序列，Cas12a的核酸酶活性将被激活，Cas12a

蛋白将非特异性地消化反应中随机生成的 ssDNA 探针。

第二个RPA将生物素标记的引物（左引物）和FAM标记

的引物（右引物）用于 ssDNA片段的检测，扩增产物装

在试纸条（测流免疫分析；英国 Abingdon Health 公司）

上用于 ssDNA片段的检测。如果MoT样品中含有 sgRNA

靶序列，激活的Cas12a将消化 ssDNA，因此，生物素和

FAM标记的 ssDNA片段不会出现在PCRD侧流条上[图 6

（a）]。反之，ssDNA将在第二个RPA中扩增，PCRD条

上将出现生物素和FAM标记的 ssDNA的扩增[图6（b）]。

我们选取 4株MoT和 4株MoO菌株进行RPA和NALFIA

检测，其中还包含一个随机生成 120个碱基对的DNA片

段（见附录A中的实验步骤）用于Cas12a的消化。琼脂

表2 用于PCR检测MoT-6098和MoT-6099片段的孟加拉国和巴西稻瘟菌分离菌株

Well #

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

A

B

C

D

E

F

Isolate

BTGS-4-C

BTJP 4-1

BTJP 4-5

BTGP

BTMP 182-2

BTMP 1839-2

BTMP 1845-3

PR01 -83

CVPNO2-17-C

RBSA 18-B-1

RBCH 1814-2

RBME 18-16-2

RBME 1819-3

RBDI 1831-5

RBRA 18 34-1

RBRA1836-3

RBTA 1847-3

RBTA 1711-1

Rb-13-B

SgCCA2a

WhGi02-01

FS

VP03-17

BpCCA3d

TrAv01-17

BN-0050

KJ201

RB22

Cl-6

PL-2

Water

Host

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Barley

Rice

Rice

Rice

Rice

Rice

Rice

Rice

Rice

Rice

Rice

Setaria geniculate

Fusarium from wheat

Fusarium from wheat

Rice

Brachiaria plantaginea

Oat

Rice

Rice

Rice

Rice

Lolium

Origin

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Brazil

Brazil

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Bangladesh

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Africa

Korea

Korea

Colombia

USA

Mo.T6098

+a

+

+

+

+

+

+

+

+

−b

−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
+

−

Mo.T6099

+

+

+

+

+

+

+

+

+

−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
−
+

−

Pot2

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

−
a Positive amplification.
b Negative amplification.
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糖凝胶分析证实MoT-6098和MoT-6099片段在4个MoT样

品的第一次RPA反应中扩增，而在 4个MoO样品中未扩

增[图6（c）]。第二次RPA后，将反应液放入到PCRD条

上进行NALFIA检测。结果显示，ssDNA条带（自上而下

的第二个条带）在4个MoO样品和阳性对照中有明显带，

而在4个MoT样品或阴性对照中则没有[图6（d）]。

此外，当对MoT感染的麦叶中分离的DNA进行检测

时，NALFIA测定在人工接种的叶子和自然感染的麦穗中

都检测到了 MoT [图 6 （e）]。为了进一步检验基于

Cas12a的NALFIA方法的灵敏度，我们将其与使用不同浓

度真菌菌丝DNA的常规PCR方法进行比较（图7）。如图

7（a）和（c）所示。当真菌DNA浓度为 0.01 μg∙μL−1时

出现了一条弱带。相比之下，基于Cas12a的NALFIA方

法能在真菌DNA浓度仅0.001 μg∙μL−1内清晰检测到靶序

列。叶片接种后 4天，PCR就能从其分离的DNA中检测

到靶序列[图7（b）]。然而，基于Cas12a的NALFIA方法

早在接种后两天就检测到了靶序列[图7（d）]。这些结果

表明，新的检测方法能够快速、准确、高效地识别麦田中

的MoT，从而为南美洲和南亚国家的破坏性小麦瘟病检

测提供了一个简单、经济的平台。

4. 讨论

随着NGS技术的发展，研究人员现在可以快速、经

济地对单个基因组进行测序。尽管NGS技术使研究人员

能够识别紧密相关生物之间的基因组差异，但识别特定物

种或致病类型特有的序列仍是个挑战。为了鉴定MoT中

存在而 MoO 中不存在的序列，我们对来自巴西的两个

MoT菌株进行了重测序。采用双序列、两步全局比对的

方法，将两个MoT菌株中潜在差异的基因与测序的MoO

和MoT菌株进行比对，以鉴定MoT的特异性基因。在57

个MoT特异候选基因中，我们发现了两个序列，它们存

在于MoT和从其他寄主中采集的稻瘟菌菌株中，但不存

在于任何MoO菌株中。我们对53株稻瘟病菌的PCR分析

证实了这一结果，表明在比较两个高度相似的基因组时，

将NGS测序与两步全局比对法相结合，能够快速准确地

鉴定出唯一序列。

为了控制农作物的病害，人们需要快速、准确地诊断

出突发和再发病害。在某些情况下，能否控制病害取决于

能否立即查明田间的致病病原体。20世纪 70年代以来，

以免疫学为基础的检测技术，如酶联免疫吸附试验（en‐

zyme-linked immunosorbent assay, ELISA）被用于田间病

原检测。由于传统 IBD方法中使用的抗体不稳定，该方法

现在使用的是经过活化的修饰胶体金或其他替代颗粒，这

些粒子被激活并因此可以通过特异性抗体达到可视化。

IBD方法的局限性在于无法获得大多数植物病原物的特异

性抗体。在过去的40年里，PCR和RT-PCR被广泛用于检

测感染植物的病原DNA或RNA序列[22]。PCR方法的缺

点在于其需要在实验室的仪器中进行而且获得诊断结果所

需的时间相对较长（4~8 h）。相比之下，NALFIA是一个

基于试纸条的方法，可以检测和定量复合物中的待分析物

并在5~30 min内提供结果[23]。该方法的成本低而且更易

操作，所以使得NALFIA的应用范围在不断扩大，包括植

物病原检测在内的其他多个领域。近年来，将NALFIA与

表3 用于PCR检测MoT-6098和MoT-6099片段的来自USDA-ARS的稻

瘟菌分离菌株

Well

#

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

A

B

C

D

E

Isolate

T-17

BZ-45

BZ-19

T-42

BZ-6

T-2

T-25

BO12TA301

B-2

P-13

P-3-1

P-28

P-29

EC4J

U-203

U-199

U-116

U-69

S-3

U-100

PL-2

A-2

P-26

P-30

BN-0050

KJ201

RB22

Cl-6

Water

Host

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Wheat

Bromus spp.

Bromus spp.

Eleusine coracana

Eragrostis curvula

Festuca arundinacea

Green foxtail

Lolium multiflorum

Setaria

Setaria faberi

Lolium

Stenotaphrum secundatum

Brachiaria spp.

Brachiaria spp.

Rice

Rice

Rice

Rice

Origin

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Bolivia

Bolivia

Paraguay

Paraguay

Paraguay

Paraguay

Japan

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

Paraguay

Paraguay

Africa

Korea

Korea

Colombia

Mo.

T6098

+a

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

−b

−
−
−
−
−
−

Mo.

T6099

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

−
−
−
−
−
−
−

Pot2

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

−
a Positive amplification.
b Negative amplification.
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LAMP、RPA等核酸检测方法相结合，已成为检测植物病

原菌的一种流行方法[24]。另一种诊断方法是利用Cas12a

蛋白，该蛋白可以不加选择地切割 ssDNA，并在 sgRNA

与靶序列结合后完全降解 ssDNA分子[16]。通过将Cas12a

单链脱氧核糖核酸酶激活与等温扩增相结合，发展了一种

新的方法——DNA内切酶靶向CRISPR反式报告基因的方

法，能够快速、特异地检测人体样本中的病毒[16]。

在本研究中，我们首先用 PCR和LAMP方法在等温

条件下测定了引物的灵敏度。随后，我们在第一次RPA

反应中加入Cas12a蛋白和一个随机DNA片段，用MoT-

6098或MoT-6099引物对MoT中的靶序列在 37 ℃下进行

扩增，在第二次RPA反应中，使用生物素和FAM标记引

物扩增了随机DNA片段并进行了PCRD检测。用从MoT

菌丝组织和感染MoT小麦叶片中分离的DNA为模板，我

们获得了阳性结果。整个过程在25~40 ℃下进行，只需约

半个小时，无需任何实验室设备。使用商品化PCRD条带

时，每份样品的检测总费用约为6美元。如果采用非专利

的方法进行大规模生产，每份样品的成本可以降低到4美

图3. 用MoT菌株BO12TA301的DNA进行常规和实时荧光定量PCR，对6098和6099引物对进行敏感性分析。（a）采用常规PCR进行敏感性分析。用

引物组合MoT-6098F/R、MoT-6099F/R和Pot2F/2R对1%琼脂糖凝胶进行成像，并对每个DNA样品的特定稀释物和扩增产物的大小进行了说明。（b）
~（d）采用实时荧光定量PCR进行敏感性分析。分别采用MoT-6098F/R（b）、MoT-6099F/R（c）、Pot2F/2R（d）引物组合，通过实时荧光定量PCR
技术，描绘出Ct值（样品的荧光超过背景荧光）与DNA模板浓度对数的关系。引物列于表1。R2：决定系数；y：PCR数据的线性模型。

图2. MoT-6098和MoT-6099在所有被检测的MoT菌株中均存在，而在所有MoO株中均不存在。MoT-6098F/R引物对（a）、MoT-6099F/R引物对（b）、
对照Pot2F/2R引物对（c）扩增得到的MoT和MoO样品凝胶照片（1%）。DNA样本信息（凝胶中的1~25泳道和a~f泳道）列于表2。
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元以下。植物病理学家、检疫专家和农业推广工作者很容

易采用本研究开发的简单方法，在受感染的植物、种子批

和其他寄主中快速检测MoT。
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