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ｄｅｎｇｓｈｅｎｇ＠ ｊａａｓ.ａｃ.ｃｎ

　 　 摘要:　 枯萎病是设施番茄生产中常见的土传性病害ꎬ传统植物保护策略以预防为主ꎬ病原菌侵染植株显症后ꎬ
目前无有效防治方法ꎮ 本研究创新性采用微创穿刺取样技术ꎬ结合环介导核酸等温扩增(ＬＡＭＰ)和重组酶介导核酸

等温扩增(ＲＡＡ)检测技术ꎬ构建了番茄枯萎病精准检测及防治技术体系ꎮ 首先ꎬ通过无菌注射器针头在番茄茎基部

穿刺获取微量维管束组织ꎬ取样后取样植株与对照植株相比ꎬ生长无显著差异ꎻ其次ꎬ在室内人工接种条件下ꎬ通过微

创组织取样方法ꎬ结合 ＬＡＭＰ 和 ＲＡＡ 检测技术ꎬ可在典型症状出现前检测到植株维管束中靶标病原菌ꎬ带菌植株阳

性检出率为 ４７􀆰 ６％ꎬ为病害早期治疗提供了重要的时间窗口ꎻ在此窗口期内ꎬ及时采用三氟吡啶胺、贝莱斯芽孢杆菌

ＪＳＢＶ６３ 进行灌根处理ꎬ两次施药后防治效果可达到 ９０􀆰 ００％以上ꎬ甚至还有增绿和促进生长的效果ꎮ 该微创取样＋
ＬＡＭＰ 和 ＲＡＡ 检测＋药剂处理ꎬ实现了从病原菌侵染早期诊断到病害防治的一整套枯萎病防治技术体系ꎮ 本研究结

果丰富了维管束病害的预防与控制技术措施ꎬ为后续作物维管束病害预防、预警和防治提供了理论依据和技术支撑ꎮ
关键词:　 番茄枯萎病ꎻ 尖孢镰刀菌ꎻ 微创穿刺取样ꎻ 环介导核酸等温扩增(ＬＡＭＰ)ꎻ 重组酶介导等温扩增
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(１.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌａｎｄｓｃａｐｅ ａｎｄ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｈｅｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｈａｎｄａｎ ０５６０３８ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ
Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ Ｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００３６ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔ ｉｓ ａ ｃｏｍｍｏｎ ｓｏｉｌ￣ｂｏｒｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｔｏｍａｔｏ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｐｌａｎｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｃｕｓ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｏｎ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ
ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｕｒａｔｉｖｅ ｍｅａｓｕｒｅｓ ｏｎｃｅ ｐｌａｎｔｓ ａｒｅ
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ａｎｄ ｓｈｏｗ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔ ｓｙｍｐｔｏｍｓ. Ｉｎ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｗｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｔｏｍａｔｏ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔ ｂｙ ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ ｍｉｎｉｍａｌ￣
ｗｏｕｎｄ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ (ＬＡＭＰ) ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ￣ａｉｄｅｄ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ (ＲＡＡ) ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ. Ｆｉｒｓｔｌｙꎬ ｍｉｃｒｏ￣ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｂｕｎｄｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｐｕｎｃｔｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｓｔｅｍ ｂａｓｅ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｐｌａｎｔｓ ｕｓｉｎｇ ｓｔｅｒｉｌｅ ｓｙｒｉｎｇｅ ｎｅｅｄｌｅｓ.
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ｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｖａｓｃｕｌａｒ ｔｉｓｓｕｅ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｙｐｉｃａｌ ｓｙｍｐ￣
ｔｏｍｓ. Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｐｌａｎｔｓ ｗａｓ ４７.６％ꎬ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｃｒｕｃｉａｌ ｔｉｍｅ ｗｉｎｄｏｗ ｆｏｒ ｅａｒｌｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.
Ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｉｓ ｗｉｎｄｏｗꎬ ｔｉｍｅｌｙ ｒｏｏｔ ｄｒｅｎｃｈｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｙｃｌｏｂｕｔｒｉｆｌｕｒａｍ ａｎｄ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＳＢＶ６３ ａｃｈｉｅｖｅｄ ａ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｏｖｅｒ ９０􀆰 ００％ ａｆｔｅｒ ｔｗｏ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｅｖｅｎ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｇｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ. Ｔｈｅ ｃｏｍ￣
ｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｓａｍｐｌｉｎｇꎬ ＬＡＭＰ ａｎｄ ＲＡＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ / ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｃｈｉｅｖｅｄ ａ ｃｏｍｐｌｅｔｅ
ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｓｐａｎｎｉｎｇ ｆｒｏｍ ｅａｒｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｔｏ ｄｉｓｅａｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｅｎｒｉｃｈｅｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎꎬ ｅａｒｌｙ ｗａｒｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｃｒｏｐ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｔｏｍａｔｏ ｗｉｌｔꎻ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍꎻ ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｉｎｇꎻ ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ (ＬＡＭＰ)ꎻ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ￣ａｉｄｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ (ＲＡＡ)

　 　 番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)是全球重要的蔬菜

作物之一ꎬ因其营养丰富、产量高、效益好且适应范

围广ꎬ在农业生产中占据重要地位ꎮ 据联合国粮农

组织统计ꎬ全球番茄年产量超１.８×１０８ ｔꎬ中国番茄产

量占比约 ３５％ꎬ主要分布在山东、河南、新疆等

地[１]ꎬ平均每年 １ ｈｍ２可带来１.５×１０５元的收入ꎮ 当

前由于主要采用设施栽培ꎬ番茄连茬种植现象普遍ꎬ
导致枯萎病、青枯病和根腐病等土传病害频发ꎬ其
中ꎬ枯萎病已成为番茄生产中最具破坏性的土传病

害之一ꎬ常造成２０％~ ５０％的产量损失ꎬ重发田块甚

至绝收ꎬ严重制约产业可持续发展[２￣３]ꎮ
番茄枯萎病是由尖孢镰刀菌番茄专化型菌株

(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉꎬＦｏｌ)侵染引起

的土传维管束病害[４￣５]ꎮ 尖孢镰刀菌经常以抗逆性

很强的休眠结构(厚垣孢子、菌索)或菌丝体作为初

侵染源ꎬ潜伏于种子、土壤、栽培基质或植物病残体

中ꎬ伺机侵染植株ꎬ病害传播途径主要包括带病原菌

种子(苗)及病原菌污染的土壤、栽培基质调运和病

原菌污染灌溉水流动等ꎬ病原菌通过根系伤口或自

然裂口侵入并在维管束内定殖ꎬ随后通过阻塞导管

或分泌果胶酶、纤维素酶等细胞壁降解酶破坏植物

维管束系统ꎬ最终导致植株系统性萎蔫[６￣７]ꎮ 番茄枯

萎病多发生于开花结果期ꎬ病程进展因品种和栽培

环境而异ꎬ通常为 １５~９０ ｄꎮ 病害前期症状隐蔽ꎬ但
病原菌已完成根系侵染和维管束定殖ꎻ显症初期ꎬ植
株矮小ꎬ长势衰弱ꎬ老叶在中午萎蔫、早晚恢复ꎬ随着

病程推进ꎬ新生叶片也陆续出现萎蔫症状ꎬ最终导致

整株叶片萎蔫枯黄或全株早衰[８]ꎮ 因此ꎬ枯萎病的

预防与控制需在症状出现前及时开展ꎮ
目前ꎬ基于 ＤＮＡ 扩增的分子诊断技术已取得长

足发展ꎬ如聚合酶链式反应(ＰＣＲ)、实时荧光定量

ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)、环介导等温扩增(ＬＡＭＰ)、重组酶聚

合酶扩增(ＲＰＡ)及重组酶介导等温扩增(ＲＡＡ)等ꎬ
被广泛应用于植物病原体的检测与鉴定ꎮ 其中ꎬ
ＬＡＭＰ 技术与 ＲＡＡ(或 ＲＰＡ)技术因对仪器设备要

求低、反应速度快、操作简便、结果可肉眼判定等优

势ꎬ已成为当前重要的微生物检测技术[９￣１０]ꎮ 在作

物常见维管束病害诊断及对应病原菌检测方面ꎬ已
有大量基于 ＬＡＭＰ 和 ＲＡＡ(或 ＲＰＡ)方法的相关研

究ꎮ Ｋａｔｏｈ 等[１１] 通过靶向病原菌的 Ｈａｎ 和 Ｓｋｉｐｐｙ
转座子序列ꎬ建立了针对尖孢镰刀菌草莓专化型的

ＬＡＭＰ 检测体系ꎻＨｕ 等[１２] 靶向 ＣＹＰ５１Ｃ 基因ꎬ建立

了草莓枯萎病的 ＲＰＡ 快速诊断技术ꎮ 本研究团队

前期针对莲藕腐败病ꎬ靶向病原菌线粒体基因组的

特异性 ＤＮＡ 序列ꎬ建立了可快速鉴别尖孢镰刀菌与

裸胞壳镰刀菌的 ＬＡＭＰ 及 ＰＣＲ 检测方法[１３]ꎮ
尖孢镰刀菌从作物根系侵染后ꎬ定殖于作物

木质部维管束系统ꎬ并在其中繁殖ꎬ分生孢子随蒸

腾流由下至上扩散到整个植株ꎬ因此ꎬ茎基部维管

束部位常含有较高的病原菌量[１４] ꎮ 基于这一特

点ꎬ受临床医学活检穿刺取样技术的启发[１５] ꎬ本研

究拟建立作物维管束活体微创取样技术ꎬ可在不

影响植株正常生长的前提下ꎬ于显症前 ５ ~ ７ ｄ 检

测出被尖孢镰刀菌侵染的植株ꎬ为病害早期干预

提供重要的时间窗口ꎮ 在此窗口期内ꎬ通过进一

步评价相关生物菌剂与化学药剂的防治效果ꎬ构
建一套从微创取样、快速检测到病害防治的番茄

枯萎病综合防治技术流程ꎬ以期为设施番茄生产

中枯萎病及其他维管束病害的早期诊断与有效防

治提供理论依据和技术支撑ꎮ
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１　 材料与方法

１.１　 番茄品种及其种植条件

番茄品种为 Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒꎬ由江苏省农业科学院

植物保护研究所保存ꎮ 种子预处理:精确称取 ０.３ ｇ
番茄种子(约 １００ 粒)ꎬ置于无菌操作台ꎬ先用 ７５％
乙醇溶液浸泡 １ ｍｉｎꎬ随后倒出乙醇ꎬ再用无菌水漂

洗 ５ 次ꎬ每次漂洗时间大于 ３０ ｓꎬ确保完全去除乙

醇ꎬ接着将种子转移至有效氯浓度 １０％次氯酸钠溶

液中浸泡 ３ ｍｉｎꎬ浸泡完成后立即倒出次氯酸钠溶

液ꎬ再用无菌水漂洗 ５ 次ꎬ每次间隔 １ ｍｉｎꎬ最后用无

菌滤纸吸干表面水分ꎬ随后将种子播种于底部打孔

(孔径 ５ ｍｍ)的纯蛭石育苗杯中ꎬ每杯播种 ２ 粒ꎬ播
种深度控制在８~１０ ｍｍꎬ环境温度为２５ ℃±２ ℃ꎬ空
气相对湿度７０％~ ８０％ꎬ保持基质含水量在３０％~
６０％ꎻ光暗周期为 １２ ｈ 光照 / １２ ｈ 黑暗ꎬ光照度

１０ ０００ ｌｘꎬ至长出真叶后ꎬ每隔 １４ ｄ 浇灌 １ 次营养液

(营 养 液 配 方: 全 氮 ２００􀆰 ０ μｇ / ｍＬꎬ Ｐ ２Ｏ５ ２００􀆰 ０
μｇ / ｍＬꎬＫ２Ｏ ２００􀆰 ０ μｇ / ｍＬꎬ以及 Ｂ １􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎬＦｅ
１􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎬＭｎ １􀆰 ０ μｇ / ｍＬꎬＺｎ １􀆰 ０ μｇ / ｍＬꎬＣｕ ０􀆰 ５
μｇ / ｍＬ)ꎮ
１.２　 供试培养基

马铃薯葡萄糖液体培养基(ＰＤＢ)按照以下比

例进行配制:马铃薯(去皮)２００ ｇꎬ切成厚度约为 ５
ｍｍ 的小片ꎬ加入适量纯水煮沸 ２５ ｍｉｎ(确保马铃薯

完全软化)ꎬ随后用双层纱布过滤ꎬ取滤液加入 ２０ ｇ
葡萄糖并搅拌至完全溶解ꎬ最后补加纯水定容至

１ ０００ ｍＬꎬ１２１ ℃ 灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ 在上述灭菌前的

ＰＤＢ 培养基中加入质量体积比为 ２％的琼脂粉ꎬ１２１
℃灭菌 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ得到马铃薯琼脂培养基(ＰＤＡ)ꎮ
１.３　 病原菌菌株的保存及活化

供试菌株:ＬＹＧ ９￣１ꎬ分离自连云港的番茄病株ꎬ
经鉴定为尖孢镰刀菌番茄专化型(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏ￣
ｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ)小种 ３ 号(ｒａｃｅ ３)ꎬ该菌株以分

生孢子形态悬浮于终浓度为 ２５％ 的甘油中ꎬ于

－８０ ℃环境中长期保存ꎮ 取适量甘油保存的 ＬＹＧ
９￣１ 菌株ꎬ接种至 ＰＤＡ 平板ꎬ置于 ２８ ℃恒温培养箱

中暗培养 ３ ｄ 后备用ꎮ
１.４　 尖孢镰刀菌孢子液的制备及接种

１.４.１　 孢子液制备　 在超净工作台ꎬ采用 ６ ｍｍ 无

菌打孔器ꎬ从活化后的尖孢镰刀菌菌落边缘切取 ３
块等量菌丝块ꎬ分别转移至装有 １００ ｍＬ ＰＤＢ 培养

基的 ２５０ ｍＬ 容量的三角瓶中ꎬ置于 ２８ ℃恒温振荡

培养箱中 １８０ ｒ / ｍｉｎ振荡培养 ７２ ｈꎮ 将振荡培养后

的液体培养物用两层灭菌纱布过滤ꎬ去除菌丝体ꎬ收
集含分生孢子的滤液并转移至 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ于
室温下４ ５００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ重复上述

过滤、离心步骤ꎬ直至收集完所有分生孢子ꎮ 用适量

无菌蒸馏水悬浮沉淀的分生孢子ꎬ采用血球计数板

在显微镜(物镜ꎬ×２０)下进行孢子计数ꎬ根据计数结

果加入无菌水ꎬ将孢子液中孢子含量调整至 １ ｍＬ
１×１０６个孢子ꎬ４ ℃避光保存ꎬ备用ꎮ
１.４.２　 植物接种　 选取出苗后 ３０ ｄꎬ具有 ２ 片真叶

的健壮番茄幼苗进行接种ꎮ 向每株番茄幼苗的茎基

部栽培基质中ꎬ缓慢浇灌 ３０ ｍＬ 上述孢子含量的孢

子悬浮液(１ ｍＬ １×１０６个孢子)ꎬ对照以等量无菌水

处理ꎮ
１.５　 番茄植株的取样及检测分析

１.５.１　 样品采集 　 番茄幼苗接种尖孢镰刀菌孢子

液后ꎬ分别在第 ７ ｄ、第 １４ ｄ、第 ２１ ｄ、第 ２８ ｄ、第 ３５ ｄ
对番茄植株进行拍照记录ꎮ 采集时ꎬ在距离土壤表

面 １ ｃｍ 处使用无菌注射器针头(针头直径 １􀆰 ２ ｍｍ、
长 ３８􀆰 ０ ｍｍ)小心穿透待测植株茎秆ꎬ由于机械力ꎬ
部分茎秆组织会附着在针头内ꎬ此时需小心将附着

在针头内的茎秆组织转移至 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ然后

置于－８０ ℃冰箱中保存ꎬ或暂存于干冰中备用ꎮ 所

有注射器针头均为单株专用ꎬ操作过程中需避免接

触其他植株及环境污染物ꎬ并对废弃针头进行妥善

处置ꎮ
１.５.２　 核酸提取 　 从－８０ ℃冰箱或干冰中取出样

品ꎬ使用预冷的无菌研磨杵快速将样品研磨至粉末

状ꎬ加入 １５０ μＬ 核酸提取缓冲液(Ｂｕｆｆｅｒ)ꎬ该缓冲

液组成为 ２０􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ三羟甲基氨基甲烷(Ｔｒｉｓ)、
ｐＨ ８􀆰 ０、２５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ氯化钠(ＮａＣｌ)、２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ乙
二胺四乙酸 ( ＥＤＴＡ) 及 ０􀆰 ０５％ 十二烷基硫酸钠

(ＳＤＳ)ꎮ 将离心管置于－２０ ℃冰箱或干冰上冷冻ꎬ
随后进行 ２ 次冻融循环ꎬ确保细胞壁完全破碎ꎮ 取

新的 １.５ ｍＬ 离心管ꎬ依次加入 ３６ μＬ 磁珠溶液(诺
唯赞生物科技股份有限公司产品)和 ２０ μＬ 冻融上

清液ꎬ轻弹混匀后静置 ５ ｍｉｎꎬ将离心管置于磁吸架

上ꎬ待溶液澄清后移除上清液ꎬ向离心管中加入 ２００
μＬ ７０％乙醇溶液ꎬ将离心管重新置于磁吸架上ꎬ待
溶液澄清后尽可能移除上清液ꎬ重复该洗涤步骤 １
次ꎮ 将离心管留在磁吸架上静置５~ １０ ｍｉｎꎬ待乙醇
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基本挥发完后ꎬ加入 ３０ μＬ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 溶液ꎬ其中 Ｔｒｉｓ
浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ、ｐＨ ８􀆰 ０ꎬ轻弹混匀并采用低转速

离心ꎬ静置 ５ ｍｉｎꎮ 最终ꎬ将 ２５ μＬ 澄清溶液转移至

新的 ＰＣＲ 管中ꎬ作为后续 ＬＡＭＰ / ＲＡＡ 检测的模板ꎮ
１.５.３　 等温扩增检测　 ＬＡＭＰ 反应所用的 Ｂｓｔ ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｌａｒｇｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ＤＮＡ 聚合酶购于南京诺唯

赞生物科技股份有限公司ꎬ反应缓冲液、检测引物

(表 １)以及反应所需条件参照文献[１３]ꎬ反应温度

６２ ℃ꎬ反应时间 ９０ ｍｉｎꎬ其他条件参照试剂说明书ꎮ
ＲＡＡ 核酸扩增试剂盒购于江苏奇天基因生物科技

有限公司ꎬ所用 ＲＡＡ 引物详见表 ２ꎬ反应体系显色

的 ＨｙｂｒｉＤｅｔｅｃｔ 胶体金试纸条购于安普未来(常州)
生物科技有限公司ꎬ反应温度 ３７ ℃ꎬ其他条件参照

试剂盒说明书ꎮ

表 １　 尖孢镰刀菌环介导等温扩增(ＬＡＭＰ)引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ (ＬＡＭＰ) ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

引物名称　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　

Ｌａｍｐ￣Ｆｏ３￣１￣ＦＩＰ ＣＣＧＡＡＧＣＴＴＡＧＣＴＴＡＴＡＧＴＴＡＧＣＴＡＡＴＡＴＴＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＧＡＣＴＡＡＡＴＣＴＡＧＴＣＡＣＣＡ

Ｌａｍｐ￣Ｆｏ３￣１￣ＢＩＰ ＡＴＧＡＣＴＡＴＡＧＧＴＡＡＧＣＴＡＴＴＡＣＴＡＣＴＡＡＧＴＴＴＴＴＴＴＣＡＣＣＴＴＡＧＧＡＴＡＡＡＴＴＧＴＴＡＴＴＧＴＴＣ

Ｌａｍｐ￣Ｆｏ３￣１￣ＬＢ ＧＴＴＴＡＴＡＴＴＧＡＧＧＡＡＡＧＴＴＡＴＡＡＴ

Ｌａｍｐ￣Ｆｏ３￣１￣ＬＦ ＣＣＡＧＴＡＡＴＴＴＣＴＧＴＡＡＴＡＧＣＧＧＴＡＧ

Ｌａｍｐ￣Ｆｏ３￣１￣Ｆ３ ＡＡＣＡＧＴＡＧＣＡＴＡＴＴＡＴＣＴＧＴＧＣ

Ｌａｍｐ￣Ｆｏ３￣１￣Ｂ３ ＧＣＴＡＴＡＧＣＴＴＡＣＴＡＴＴＴＣＴＡＣＣＡＧ

表 ２　 尖孢镰刀菌重组酶介导等温扩增(ＲＡＡ)引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ￣ａｉｄｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ (ＲＡＡ) ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

引物名称　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　

ＦｏＲＡＡ￣Ｆ３ ＣＡＴＡＴＴＡＴＣＴＧＴＧＣＴＧＴＴＴＴＴＧＡＣＴＡＡＡＴＣＴＡＧ

ＦｏＲＡＡ￣Ｒ２ ＣＣＴＴＡＧＧＡＴＡＡＡＴＴＧＴＴＡＴＴＧＴＴＣＡＴＴＡＴＡＡ

ＲＡＡ￣Ｆｏ３￣Ｒ３Ｌ２￣Ｐｒｏ２ / ｉ６ＦＡＭ￣ｄＴ / ＣＴＡＣＣＧＣＴＡＴＴＡＣＡＧＡＡＡＴＴＡＣＴＧＧＴＡＴＴＡ / ｉｄＳｐ / ＣＴＡＡＣＴＡＴＡＡＧＣＴＡＡ / ｉＳｐＣ３ /

１.６　 茎秆横截面采集与观察方法

对照植株和接种尖孢镰刀菌植株分别在接种后

的第 ７ ｄ、第 １４ ｄ、第 ２１ ｄ、第 ２８ ｄ、第 ３５ ｄ 和明显显

症后采集茎秆横截面进行观察和记录ꎮ 茎秆横截面

采集方法:在无菌穿刺取样位点上方 ５ ｍｍ 处ꎬ使用

无菌手术刀截取 ３ ｃｍ 长的茎秆ꎬ每次分别采集 ３ 株

对照植株和 ３ 株处理植株ꎮ 将采集的茎秆带回实验

室ꎬ进一步横切为 １􀆰 ０ ｍｍ 厚的横截面薄片ꎮ 将薄

片置于载玻片上ꎬ采用 Ｌｅｉｃａ ＤＦＣ ７０００Ｔ 摄像头和

Ｌｅｉｃａ Ｍ２０５ＦＡ 体视显微镜观察维管束褐变情况并

拍照记录ꎮ
１.７　 药剂处理

在番茄接种尖孢镰刀菌后第 ２８ ｄꎬ选择 ２ 种药

剂分别对接种植株和对照植株进行灌根处理(表

３)ꎬ处理药剂包括 １ｇ １×１０９个活菌的贝莱斯芽孢

杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ) ＪＳＢＶ６３ 可湿性粉剂(江苏

省农业科学院植物保护研究所研制)和 ４５０ ｇ / Ｌ三
氟吡啶胺悬浮剂 (先正达作物保护有限公司产

品)ꎬ每个药剂处理不少于 ３ 株ꎬ共进行 ２ 次生物

学重复ꎮ
１.８　 植株病情指数分析

本研究以阴性对照和阳性对照作为各处理的

参照ꎮ 其中ꎬ阴性对照病情指数代表健康植株在

自然生长过程中ꎬ因自然衰老导致的叶片变黄和

脱落现象的统计值ꎬ并非病原菌接种后病害严重

度的统计结果ꎻ所有处理植株均存在自然衰老现

象ꎬ引入阴性对照可有效区分自然衰老与病原菌

侵染导致的症状ꎮ
根据«番茄主要病害抗病性鉴定技术规程 第 ３

部分:番茄抗枯萎病鉴定技术规程» 方法 ( ＮＹ / Ｔ
１８５８.３－２０１０)统计病害发病等级(表 ４)ꎬ并按照公

式(１)和公式(２)计算病情指数和防治效果ꎮ
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表 ３　 防治番茄枯萎病不同药剂及其处理方法

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｔｏｍａｔｏ ｂｌｉｇｈｔ

接种病菌　 　 　 药剂　 　 　 药剂配制及处理方法　 　 　

人工接种尖孢镰刀菌 贝莱斯芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ)
可湿性粉剂

取 １０ ｇ 贝莱斯芽孢杆菌可湿性粉剂用 ３００ ｍＬ 纯水悬浮ꎬ混匀后每株苗浇灌 ３０ ｍＬ

三氟吡啶胺悬浮剂 取 １２ ｍＬ 三氟吡啶胺悬浮剂用 １ ０００ ｍＬ 纯水稀释ꎬ混匀后每株苗灌根 ３０ ｍＬ

无菌水灌根(阳性对照) 每株苗浇灌清水 ３０ ｍＬ

未接种对照 无菌水灌根(阴性对照) 每株苗浇灌清水 ３０ ｍＬ

表 ４　 番茄枯萎病病情调查等级划分标准

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｔｏｍａｔｏ ｗｉｌｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｕｒｖｅｙ

病级　 症状描述

０ 级 无症状

１ 级 １~２ 片子叶明显变黄、脱落

２ 级 １~２片真叶变黄或全株叶片变成黄绿色ꎬ叶片下垂呈轻微萎蔫

３ 级 全株明显萎蔫或叶片严重变黄ꎬ植株生长受阻、稍矮化

４ 级 全株叶片严重萎蔫甚至枯死

　 　 病情指数 ＝ Σ(各病级株数×各病级级数) / (调
查总株数×最高病级级数)×１００ (１)

防治效果＝(阳性对照植株病情指数－处理区病

情指数) /阳性对照植株病情指数×１００％ (２)

１.９　 数据统计

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件对试验数据进行分析处

理ꎻ用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０.１.２ 软件绘制图表ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 微创穿刺取样后番茄植株生长情况

番茄种子出芽后 ３０ ｄ 使用无菌医用注射器针

头ꎬ在距离栽培基质 １ ｃｍ 处对植株茎秆进行单点穿

刺取样(图 １Ａ)ꎮ 穿刺取样后第 ３５ ｄ 观察穿刺植株

和对照植株的生长情况并拍照ꎮ 结果(图 １Ｂ、图 １Ｃ)
表明ꎬ穿刺取样组与未取样对照组的所有植株均未发

生死亡ꎬ穿刺取样后第 ７ ｄ、第 １４ ｄ 和第 ２１ ｄꎬ穿刺植

株平均株高分别为 ２５􀆰 １２ ｃｍ、２８􀆰 ０３ ｃｍ 和 ３６􀆰 ４６ ｃｍꎬ
与未穿刺对照植株株高无显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

Ａ:番茄茎秆微创取样示意图ꎻＢ:穿刺与未穿刺番茄植株生长情况ꎻＣ:穿刺与未穿刺取样后番茄植株平均株高ꎮ
图 １　 番茄茎秆微创取样及其对植株生长的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｆｒｏｍ ｔｏｍａｔｏ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ

２.２　 接种尖孢镰刀菌对番茄表型及维管束的影响

从图 ２ 可知ꎬ在环境温度为(２５±２) ℃ꎬ空气相

对湿度７０％~ ８０％ꎬ栽培基质含水量为３０％~ ６０％的

培养条件下ꎬ番茄植株在接种尖孢镰刀菌后的 ２８ ｄ
内ꎬ与未接种的对照植株相比无显著差异 (Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎻ接种后第 ３５ ｄꎬ植株开始相继出现枯萎病的

典型症状ꎬ包括株高显著低于对照ꎬ茎基部叶片提前

早衰黄化ꎮ 番茄枯萎病显症后ꎬ除了表现出地上部

叶片黄化萎蔫、植株矮化等ꎬ还会表现出茎基部维管

束组织褐变ꎬ同时病原菌的数量也会在其中大量积

累ꎮ 在接种后第 ５６ ｄꎬ植株枯萎病症状更加明显ꎬ维
管束组织也明显褐变ꎮ
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Ａ:未接种尖孢镰刀菌对照与接种尖孢镰刀菌处理番茄表型特征及植株维管束内的变化ꎻＢ:未接种尖孢镰刀菌对照与接种尖孢镰刀菌处理

番茄植株平均株高ꎮ 同一接种后时间图柱上∗表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻ∗∗∗∗表示处理间差异极显著(Ｐ<０.０００ １)ꎮ
图 ２　 接种尖孢镰刀菌后番茄植株长势与茎秆横截面

Ｆｉｇ.２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ｃｒｏｓｓ￣ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｅｍｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
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２.３　 接种尖孢镰刀菌植株 ＬＡＭＰ 和 ＲＡＡ 的检测

结果

　 　 番茄植株接种尖孢镰刀菌后第 ７ ｄ、第 １４ ｄ、第 ２１
ｄ、第 ２８ ｄ 和第 ３５ ｄꎬ分别进行茎秆微创组织取样和

ＤＮＡ 快速提取ꎬ然后用 ＬＡＭＰ 和 ＲＡＡ 检测体系对相

关样本进行病原菌检测ꎮ 结果(图 ３Ａ)表明ꎬ接种后

第 ７ ｄ 和第 １４ ｄ 的样本中 ＬＡＭＰ 未检出含有靶标病

原菌 ＤＮＡ 的阳性样本ꎻ从第 ２１ ｄ 至第 ３５ ｄ 样本

ＬＡＭＰ 检测结果可知ꎬ阳性检出率随时间推移呈快速

增加趋势ꎬ具体表现为第 ２１ ｄ 检出率 １９􀆰 ００％、第 ２８ ｄ
检出率 ４７􀆰 ６０％、第 ３５ ｄ 检出率 ６１􀆰 ９０％ꎮ 此外ꎬ在接

种后的第 ３５ ｄꎬ采用更灵敏的 ＲＡＡ 对第 ３ 次生物学

重复的 ７ 株番茄样品进行检测ꎬ结果(图 ３Ｂ)发现其

中 ６ 株为阳性ꎬ阳性检出率达 ８９􀆰 ７１％ꎮ
２.４　 药剂早期处理效果

番茄植株接种尖孢镰刀菌后第 ２８ ｄ 能检测出

４７.６０％的植株携带尖孢镰刀菌ꎬ但没有明显的发病

症状ꎮ 本研究尝试在此窗口期用不同药剂进行干预

处理ꎬ接种尖孢镰刀菌后第 ２８ ｄ 进行第 １ 次药剂处

理ꎬ药剂处理后第 ２０ ｄ(即接种尖孢镰刀菌后第 ４８
ｄ)进行第 １ 次病情指数调查以及药剂防治效果统

计ꎻ第 １ 次药剂处理后第 ２１ ｄ 进行第 ２ 次药剂处

理ꎬ第 ２ 次药剂处理后 ２０ ｄ(即接菌后第 ６９ ｄ)再次

进行病情指数调查以及药剂防治效果统计(表 ５)ꎮ
从表 ５ 可知ꎬ第 ２ 次调查结果ꎬ阳性对照的番茄植株

生长势弱ꎬ整体叶片黄化ꎬ部分植株已经完全枯死ꎬ
病情指数为 ８３􀆰 ３３％ꎻ三氟吡啶胺处理的植株整体

长势较好ꎬ叶片较绿ꎬ病情指数为 ８􀆰 ３３％ꎬ防治效果

为 ９０􀆰 ００％ꎻ贝莱斯芽孢杆菌 ＪＳＢＶ６３ 处理的植株生

长势较强ꎬ且叶片多为绿色ꎬ病情指数为 ０ꎬ防治效

果为 １００􀆰 ００％ꎮ 总体而言ꎬ化学药剂三氟吡啶胺处

理、生物药剂贝莱斯芽孢杆菌 ＪＳＢＶ６３ 处理均表现

出较好的防治效果ꎬ其生长势好于阴性对照ꎬ有促进

生长和延缓衰老的效果(图 ４)ꎮ

３　 讨 论

番茄枯萎病是设施番茄生产中一种重要的土传病

害ꎬ与地上部病害相比ꎬ其发生初期症状隐蔽ꎬ病原菌

自根系侵染后通常需１５~９０ ｄ 才能表现出明显表型症

状ꎮ 传统的诊断方法主要依赖于显症植株的表型特征

观察及病原物的分离与鉴定ꎬ不仅对操作人员的田间

经验与操作技术有较高要求ꎬ还受限于症状显现的滞

后性ꎬ加之病原菌分离周期较长(约３~７ ｄ)ꎬ待确诊时

往往已错过最佳防治窗口期ꎬ即使施药处理也难以实

现有效控制ꎬ显症植株难以恢复ꎬ产量损失不可避免ꎬ
严重制约番茄优质高产与产业可持续发展ꎮ

基于上述问题和土传病害前期的隐蔽性ꎬ本研究

试图建立一种在作物种植后、病害显症前ꎬ对植株进

行靶标病原菌快速检测的技术体系ꎬ以实现对带菌植

株的有效治疗ꎮ Ａｙｕｋａｗａ 等[１６] 通过靶向 ＳＩＸ４ 和

ＳＩＸ５ 基因 ＤＮＡ 序列ꎬ建立了鉴别尖孢镰刀菌番茄专

化型菌株及其 １ 号生理小种(ｒａｃｅ １)的 ＬＡＭＰ 体系ꎬ
并实现了用无菌牙签从植株的维管束组织内挑取微

量组织进行检测的方法ꎮ 不过ꎬ在该方法中待检测植

物样品都是从田间采集的植株上切割或剥离后离体

取样ꎬ被鉴定的植株已经失去再生长能力ꎮ 受该研究

的启发ꎬ并结合临床医学微创穿刺取样方法[１５]ꎬ本研

究基于 ＬＡＭＰ 和 ＲＡＡ 两种分子快速检测平台ꎬ建立

了一种高效、低损伤的检测方法ꎮ 在不影响植株正常

生长的前提下ꎬ可在番茄枯萎病显症前５~７ ｄ 精准识

别维管束中是否存在尖孢镰刀菌ꎬ为病害早期防治提

供了重要的时间窗口ꎮ 在此窗口期内ꎬ本研究进一步

评价了相关生物菌剂和化学药剂的防治效果ꎬ形成了

从微创取样、快速检测到病害防治的一整套番茄枯萎

病防治技术流程ꎬ其中ꎬ从植株微创取样到检测结果

判定在 ２ ｈ 左右即可完成ꎬ为后续病害的及时预警和

感染植株的快速筛查奠定了基础ꎮ
　 　 本研究选择 ２ 种药剂作为尖孢镰刀菌防治应急

性药剂ꎬ包括对该病原菌有特效的三氟吡啶胺[１７]ꎬ
以及贝莱斯芽孢杆菌 ＪＳＢＶ６３ 可湿性粉剂ꎮ ＪＳＢＶ６３
可湿性粉剂由江苏省农业科学院植物保护研究所蔬

菜病害防控创新团队研发ꎬ前期在大蒜叶枯病和紫

斑病上表现出了较好的防治效果[１８]ꎮ 本研究发现ꎬ
番茄枯萎病显症前(人工接种后 ２８ ｄ 内)使用三氟

吡啶胺或 ＪＳＢＶ６３ 菌剂灌根处理ꎬ对该病具有很好

的防治效果ꎬ可有效阻断病害发展进程ꎬ持续确保病

原菌接种后 ６０ ｄ 以上不表现任何发病症状ꎬ但是否

达到治愈程度ꎬ后续还需要通过大田试验完成全生

育期的验证ꎮ 本研究在人工接种温室环境下完成

[环境温度为(２５± ２) ℃ꎬ空气相对湿度为７０％~
８０％ꎬ栽培基质含水量为３０％~６０％]ꎬ大田不同种植

模式(设施、露天以及大规模无土栽培)、不同番茄

品种等复杂情况下的效果以及用药关键窗口期和用

药剂量都需要进一步探索ꎮ
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Ａ:接种尖孢镰刀菌后定期 ＬＡＭＰ 检测结果ꎻＢ:接种后第 ３５ ｄ ＲＡＡ 检测结果ꎮ ＲＡＡ 检测中仅有 Ｃ 线显色表明未检测到靶标病原菌ꎬＴ 线和

Ｃ 线同时显色表明存在靶标病原菌ꎮ Ｎ 代表阴性对照ꎬＰ 代表阳性对照ꎮ １￣１ 至 １￣７、２￣１ 至 ２￣７、３￣１ 至 ３￣７、４￣１ 至 ４￣７、５￣１ 至 ５￣７ 分别代表接

种尖孢镰刀菌的 ７ 株番茄植株ꎮ
图 ３　 番茄植株接种尖孢镰刀菌后环介导等温扩增(ＬＡＭＰ)和重组酶介导等温扩增(ＲＡＡ)检测结果

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ (ＬＡＭＰ) ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ￣ａｉｄｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ (ＲＡＡ) ａｓｓａｙｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ｐｌａｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
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表 ５　 不同处理对番茄植株病情指数及防效的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ｐｌａｎｔｓ

处理　 　 　 　 第 １ 次调查病情指数
(第 １ 次药剂处理后 ２０ ｄ)

第 １ 次用药防效
(％)

第 ２ 次调查病情指数
(第 ２ 次药剂处理后 ２０ ｄ)

第 ２ 次用药
防效(％)

人工接种尖孢镰刀菌＋贝莱斯芽孢杆菌 ＪＳＢＶ６３
悬浮液灌根

１６.６７ ６５.２１ ０ １００.００

人工接种尖孢镰刀菌＋三氟吡啶胺悬浮剂灌根 １２.５０ ７３.９１ ８.３３ ９０.００

人工接种尖孢镰刀菌＋无菌水灌根(阳性对照) ４７.９２ － ８３.３３ －

未接种尖孢镰刀菌＋无菌水灌根(阴性对照) １８.７５ － ３１.２５ －

阴性对照病情指数代表的是健康植株生长过程中自然衰老所导致的叶片变黄和脱落的现象统计值ꎬ并非病原菌接种植株后的病害严重度统计
值ꎮ

Ａ:人工接种尖孢镰刀菌植株应用三氟吡啶胺灌根ꎻＢ:人工接种尖孢镰刀菌植株应用贝莱斯芽孢杆菌 ＪＳＢＶ６３ 灌根ꎻＣ:无菌水灌根(阴性对

照)ꎻＤ:人工接种尖孢镰刀菌植株应用无菌水灌根(阳性对照)ꎮ
图 ４　 不同处理番茄植株的生长情况

Ｆｉｇ.４　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

　 　 土传病害的预防和控制涉及土壤、水源、种苗、
栽培基质等多种潜在带菌农业生产要素ꎬ因此亟需

建立一套立体的、多维度的预警和管控技术体系ꎬ以
指导精准用药ꎬ最终实现土传病害可预警、可预防ꎬ
乃至早期诊断后的可治愈目标ꎮ 当前番茄枯萎病预

防与控制措施以种植前土壤消毒及种植抗病品种为

主[３]ꎬ辅以化学药剂或生物菌剂灌根处理ꎮ 本研究

结果可为后续番茄枯萎病以及其他作物维管束病害

预警提供理论依据和技术支撑ꎬ进一步丰富维管束

土传病害的综合防治技术体系ꎮ

４　 结 论

本研究通过构建“微创取样￣等温核酸扩增检

测￣药剂干预”的番茄枯萎病精准防治技术体系ꎬ实

现了病害的早期预警与有效防治ꎮ 试验结果表明ꎬ
采用无菌注射器针头对番茄茎基部进行微创穿刺取

样ꎬ不影响植株正常生长ꎬ结合 ＬＡＭＰ 或 ＲＡＡ 核酸

检测技术ꎬ可在典型症状出现前５~ ７ ｄ 检测到维管

束中 存 在 尖 孢 镰 刀 菌ꎬ 阳 性 检 出 率 最 高 可 达

８９􀆰 ７１％ꎬ为番茄枯萎病的早期防治提供了关键窗口

期ꎮ 在此窗口期内用三氟吡啶胺或贝莱斯芽孢杆菌

ＪＳＢＶ６３ 进行灌根处理ꎬ防治效果均达 ９０􀆰 ００％以上ꎬ
且能维持植株健康生长ꎮ 本研究结果为后续作物维

管束病害预防、控制和防治提供了理论依据和技术

支撑ꎮ
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