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摘要　青枯菌为应对逆境胁迫，可进入活的但非可培养状态（ｖｉａｂｌｅｂｕｔｎｏｎｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ，ＶＢＮＣ）。本文利用叠氮溴

化丙锭（ＰＭＡ）与ＰＣＲ技术相结合，建立了一种快速有效区分青枯菌死活细胞的分子检测方法。基于犺狉犮犛基因序

列，设计了一对青枯菌种特异性检测引物ｈｒｃＳｆ／ｈｒｃＳｒ；利用ＰＭＡ对青枯菌Ｐｏ８２菌株的细胞悬浮液样品进行预处

理，随后进行常规ＰＣＲ扩增。结果表明，当样品中ＰＭＡ质量浓度为３μｇ／ｍＬ、曝光时间大于５ｍｉｎ时，ＰＭＡ可有

效抑制死亡菌体细胞中的ＤＮＡ扩增；且对可培养和ＶＢＮＣ状态细胞中的ＤＮＡ扩增没有影响；本试验建立的

ＰＭＡＰＣＲ方法能有效对包括ＶＢＮＣ状态在内的青枯菌活菌进行检测，避免了假阳性与假阴性结果的产生。
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１８９６）Ｙａｂｕｕｃｈｉｅｔａｌ．１９９６］简称青枯菌，引起植物细

菌性青枯病。青枯菌可以侵染５４个科，超过４５０种

寄主植物，包括马铃薯、香蕉、番茄、烟草、豇豆、花生、

腰果、木瓜、油橄榄和生姜等诸多重要粮食及经济作

物［１］。在我国，青枯病自２０世纪３０年代首次于长
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江中下游地区被报道以来，目前已向南扩散至２０°Ｎ

的海南省、向北扩散至４２°Ｎ河北坝上地区
［２］，成为

我国农业生产上的重要限制因子。

作为研究寄主植物与病原细菌互作的模式系统

之一，青枯菌毒力调控网络及致病分子机理等方面

的研究已取得了长足的进展。但作为土壤习居菌，

青枯菌于土壤及水体环境中生态流行学研究领域的

工作则相对滞后。一种观点认为青枯菌利用植物残

体降解后产生的芳香族化合物作为营养代谢底物，

从而得以在土壤中长期存活［３］；另一种观点则认为

青枯菌，特别是３号小种，在土壤环境中可进入活的

非可培养状态（ｖｉａｂｌｅｂｕｔｎｏｎｃｕｌｔｕｒａｂｌｅＶＢＮＣ），

并于该状态下长期存活［４］。ＶＢＮＣ状态是细菌为应

对极端温度、渗透压、寡营养和重金属等逆境胁迫而

普遍采用的一种生存策略。１９８２年，ＶＢＮＣ状态细

菌首次被报道。目前已知８５种细菌存在ＶＢＮＣ状

态，其中仅有５种植物相关细菌，分别为荧光假单胞

菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾狌狅狉犲狀狊犮犲狀犮犲）、地毯草黄单胞菌

柑橘致病变种（犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊犪狓狅狀狅狆狅犱犻狊ｐｖ．犮犻狋

狉犻）、大豆根瘤菌（犚犺犻狕狅犫犻狌犿犾犲犵狌犿犻狀狅狊犪狉狌犿）
［５］、根

癌农杆菌（犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犿犲犳犪犮犻犲狀狊）和茄科雷尔

氏菌（犚．狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿）
［６８］。

由于进入ＶＢＮＣ状态的细菌无法采用常规平

板画线技术培养，故而造成ＶＢＮＣ状态细菌的假阴

性检测结果，致使以该状态存在的细菌成为隐性初

侵染源，进而对公共卫生安全、粮食安全以及食品安

全构成潜在的威胁。目前常用于ＶＢＮＣ状态细菌

检测的方法分别基于显微光学、免疫学以及分子检

测技术［８］。ＰＭＡＰＣＲ和ＥＭＡＰＣＲ是近年来基于

常规ＰＣＲ技术发展起来用于ＶＢＮＣ状态细菌的检

测方法。这两种方法克服了常规ＰＣＲ无法区分活

体细菌与死亡菌体释放出的游离ＤＮＡ的缺陷，可

有效避免假阳性检测结果。

叠氮溴化丙锭（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｍｏｎｏａｚｉｄｅ，ＰＭＡ）与溴

化乙锭单叠氮溴（ｅｔｈｉｄｉｕｍｍｏｎｏａｚｉｄｅｂｒｏｍｉｄｅ，ＥＭＡ）

是光敏ＤＮＡ染料，无法透过拥有完整结构的细胞膜，

只能修饰细胞死亡后暴露出来的ＤＮＡ，并与之形成

稳定的共价氮碳键，从而阻断ＤＮＡ分子的聚合酶链

式反应，在强光照射下剩余的ＰＭＡ和ＥＭＡ与水分

子反应生成没有活性的羟胺［９］。ＰＭＡ与ＥＭＡ较其

他方法更快捷，并且能与ＰＣＲ结合，达到快速检测的

目的，但由于溴化乙锭单叠氮溴（ＥＭＡ）具有细胞毒

性［１０］并且其检测上限为１０８ｃｆｕ／ｍＬ
［１１］，故本试验选

用ＰＭＡ为光敏ＤＮＡ染料。

本研究以用常规方法难以检测的ＶＢＮＣ状态

青枯菌为切入点，旨在建立ＶＢＮＣ状态青枯菌的快

速分子检测技术体系，藉此为植物繁殖材料的带菌

检测与防控策略的效果评价提供技术支持，并为进

一步深入解析青枯菌生态流行学规律奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

供试菌株及培养方法：本研究使用的青枯菌菌

株与环境菌株材料均来自本实验室，详见表１。

表１　特异性验证所用青枯菌菌株

犜犪犫犾犲１　犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿狊狋狉犪犻狀狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

编号

Ｎｏ．

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

小种编号

Ｒａｃｅ

编号

Ｎｏ．

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

小种编号

Ｒａｃｅ

１ Ｓｎ１ １ ２９ Ｔｍ１ ３

２ ４ ２ １ １ ３０ Ｔｍ２ ３

３ 桂苦 １ ３１ Ｔｍ３ ３

４ Ｂｄ１ １ ３２ Ｔｍ４ ３

５ ４ ２ ２ １ ３３ Ｔｍ５ ３

６ ２ ２ １ １ ３４ Ｔｍ６ ３

７ ５ ２ １ １ ３５ Ｔｍ１０ ３

８ Ｒ９２ １ ３６ ＰｏＹＮ３ ２ ２ ３

９ 桉青 １ ３７ ＰｏＹＮ４ ２ １ ３

１０ ５ ２ ２ １ ３８ ＰｏＹＮ５ ４ １ ３

１１ 土１ １ １ １ ３９ Ｔｂ２３ ３

１２ ＳＰｌｌ １ ４０ Ｔｂ４３ ３

１３ ３ ２ ２ １ ４１ 重１ １ ４

１４ 桂 １ ４２ 重２ １ ４

１５ ＧＭＩ１０００ １ ４３ 重３ １ ４

１６ Ｐｏ８２ ２ ４４ 重５ １ ４

１７ Ｒ７４ ２ ４５ ＺＡｑ２ ４

１８ Ｒ２９１ ２ ４６ 桐永１６ ５

１９ Ｒ９ ２ ４７ 桐永７ｂ ５

２０ Ｒ４１９ ２ ４８ 临３ｅ ５

２１ Ｒ２３６ ２ ４９ 临２ｂ ５

２２ Ｒ３０４ ２ ５０ 临安４ｅ ５

２３ １７ ２ ５１ 临安桑 ５

２４ Ｒ２８６ ２ ５２ Ｚ１４ ５

２５ Ｒ４５７ ２ ５３

甘露醇雷尔氏菌

（犚犪犾狊狋狅狀犻犪

犿犪狀狀犻狋狅犾犻犾狔狋犻犮犪）

环境

菌株

２６ Ｒ２６４ ２ ５４
肠杆菌

（犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉ｓｐ．）

环境

菌株

２７ Ｒ４５４ ２ ５５
金黄杆菌

（犆犺狉狔狊犲狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｓｐ．）

环境

菌株

２８ Ｒ９６ ２
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　　参试菌株均采用ＮＡ平板于２８℃条件下培养，

培养基配方如下：葡萄糖１０ｇ、多聚蛋白胨５ｇ、牛肉

膏３ｇ、酵母提取物０．５ｇ、琼脂１８ｇ，调ｐＨ至７．０。

定容至１Ｌ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

试剂和耗材：叠氮溴化丙锭（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｍｏｎｏａ

ｚｉｄｅ）（ＢｉｏｔｉｕｍＣａｔ．Ｎｏ．４００１３）、细菌基因组ＤＮＡ

提取试剂盒（ＢｉｏＴｅｋｅＣａｔ．Ｎｏ．ＤＰ２００２）、ＭａｒｋｅｒＩ

（ＢｉｎｇＤａ）、ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）、Ａｄｖａｎ

ｔａｇｅ２ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＭｉｘ（Ｃａｔ．Ｎｏ．６３９２０１）；其余试剂

为国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　青枯菌死菌悬浮液的制备

分别挑取室温条件下保存于灭菌去离子水中的

各供试菌株，于红四氮唑 （ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ

ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＺＣ）培养平板上画线，３０℃条件下培养

４８ｈ后，挑取典型的青枯菌野生型菌落，转至普通

ＮＡ培养平板，３０℃条件下培养４８ｈ。采用比浊法，

挑取各纯培养物，分别于灭菌去离子水中配制成浓

度为３×１０８ｃｆｕ／ｍＬ的细菌悬浮液，１００℃水浴处理

１０ｍｉｎ，获得青枯菌死菌细胞悬浮液。并于ＮＡ平

板上画线，验证致死效果后备用。

１．２．２　ＰＣＲ引物设计

根据ＧｅｎＢａｎｋ中登录的青枯菌Ｐｏ８２菌株的

犺狉犮犛基因核苷酸序列（ＮＣ＿０１７５７５．１１３３０５５６

１３３０８１６），利用 ＮＣＢＩ在线引物设计软件 Ｐｒｉｍ

ｅｒＢＬＡＳＴ进行青枯菌种特异性引物设计，交由上海

生工生物工程有限公司合成。

１．２．３　ＰＣＲ扩增条件

根据预试验，确立反应体系。２５μＬ体系中包

括ＰＣＲＭｉｘ１０μＬ，ｈｒｃＳｆ（０．０９９ｎｍｏｌ／μＬ）１μＬ，

ｈｒｃＳｒ（０．１０６ｎｍｏｌ／μＬ）１μＬ，样品１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

１２μＬ。

ＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，５９℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３０个循环；最

后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．４　ＰＣＲ特异性试验

分别以５２个青枯菌菌株和３个参照环境菌株

ＤＮＡ为扩增模板，用特异性引物ｈｒｃＳｆ／ｈｒｃＳｒ进行

ＰＣＲ扩增，扩增体系及程序同１．２．３，以灭菌去离子

水为阴性对照，扩增产物用２．０％琼脂凝胶电泳检

测，观察结果。

１．２．５　引物扩增灵敏度

用核酸浓度测定仪（Ｇｅｎｅ公司，ＮａｎｏＶｕｅｐｌｕｓ）

测定所提取的Ｐｏ８２基因组ＤＮＡ浓度，并１０倍梯

度依次稀释为２５ｎｇ／μＬ、２．５ｎｇ／μＬ、２５０ｐｇ／μＬ、

２５ｐｇ／μＬ、２．５ｐｇ／μＬ；按１．２．１方法制备浓度为３

×１０８ｃｆｕ／ｍＬ的Ｐｏ８２菌悬液，１０倍梯度稀释至３×

１０１ｃｆｕ／ｍＬ。利用特异性引物ｈｒｃＳｆ／ｈｒｃＳｒ，按１．２．３

的反应体系和程序分别对梯度稀释的Ｐｏ８２基因组

ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，２．０％琼脂糖凝胶电泳检测，

观察结果。

１．２．６　样品的ＰＭＡ处理方法

ＰＭＡ溶液于－２０℃避光保存。取５００μＬ制备

好的菌悬液置于１．５ｍＬ离心管中，加入２μＬ浓度

为１ｍｇ／ｍＬ的ＰＭＡ溶液，使ＰＭＡ的终浓度为４

μｇ／ｍＬ；ＰＭＡ与菌悬液混合均匀后在室温条件下避

光放置５ｍｉｎ，利用５００Ｗ的卤素灯曝光５ｍｉｎ，光

照交联时样品置于冰上（避免过热），且在距光源

５０ｃｍ处；交联后的悬浮液１０００ｇ离心５ｍｉｎ，所得

沉淀溶于５００μＬ无菌水中。

１．２．７　青枯菌ＶＢＮＣ状态的诱导

高温处理：将１ｍＬ３×１０８ｃｆｕ／ｍＬ的菌悬液分

别以５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４和６６℃处理３０ｍｉｎ

后，分别取１μＬ涂布于ＮＡ平板，４８ｈ后查看菌

落数。

确定青枯菌进入 ＶＢＮＣ状态后，采用ＰＭＡ

ＰＣＲ进行检测，对照组为同浓度的青枯菌死菌和可

培养状态的活菌。

２　结果与分析

２．１　特异性引物设计

基于我们早期发表的Ｐｏ８２全基因组序列中

犺狉犮犛基因，设计了１２对引物，从中筛选获得了一对

特异性引物（ｈｒｃＳｆ／ｈｒｃＳｒ）（表２），可扩增获得大小

为２４６ｂｐ的目的片段。

表２　青枯菌犺狉犮犛基因犘犆犚扩增引物序列

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿犺狉犮犛犵犲狀犲

引物名称Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列（５′３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｈｒｃＳｆ ＧＧＡＣＴＡＣＧＡＣＡＡＣＡＴＣＡＣＧＣ

ｈｒｃＳｒ ＧＴＣＴＧＣＡＴＧＡＴＣＧＡＧＴＴＧＧＣ

２．２　犘犆犚条件的确立

在反应体系中分别加入７．５、１０、１２．５μＬＰＣＲ

Ｍｉｘ，扩增条带无明显差异；不同退火温度：５６、５７、
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５８、５９、６０、６１℃所产生的扩增条带无明显差异；引物

含量分别为０．６、０．８、１．０、１．２μＬ所得到的扩增条

带也无明显差异（图１）；由此拟定２５μＬ反应体系

组成为：ＰＣＲＭｉｘ１０μＬ、上下游引物各１μＬ、样品

１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ、退火温度５９℃。

图１　引物犺狉犮犛犳／犺狉犮犛狉犘犆犚条件验证结果

犉犻犵．１　犘犆犚犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊狏犪犾犻犱犪狋犻狅狀狑犻狋犺

狆狉犻犿犲狉狊犺狉犮犛犳／犺狉犮犛狉

２．３　犘犆犚特异性与灵敏度验证

２．３．１　特异性验证

以５５个参试菌株的ＤＮＡ为模板（表１），采用特

异性引物ｈｒｃＳｆ／ｈｒｃＳｒ进行ＰＣＲ扩增。结果显示，所

有青枯菌ＤＮＡ均能扩增出２４６ｂｐ左右的单一特异

性条带，与预期结果一致。而甘露醇雷尔氏菌、肠杆

菌和金黄杆菌等对照细菌则未产生扩增条带（图２）。

２．３．２　灵敏度验证

以特异性引物ｈｒｃＳｆ／ｈｒｃＳｒ分别对不同浓度梯度的

Ｐｏ８２基因组ＤＮＡ与菌悬液进行扩增，设置无菌水为模

板的阴性对照，结果显示：最低ＤＮＡ和菌体悬浮液的检

测浓度分别为２５ｐｇ／μＬ和３×１０
３ｃｆｕ／ｍＬ（图３）。

２．４　高温胁迫诱导青枯菌进入犞犅犖犆状态

如表３所示，菌悬液经５２℃以上的高温处理３０ｍｉｎ

后，按常规方法涂板培养，其菌落计数为０。表明处

理后的青枯病菌进入了ＶＢＮＣ状态，将样品室温静

置３５ｄ后，所有样品恢复可培养状态。

图２　引物犺狉犮犛犳／犺狉犮犛狉特异性验证结果

犉犻犵．２　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳狋犺犲狆狉犻犿犲狉狊犲狋犺狉犮犛犳／犺狉犮犛狉犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿

图３　引物犺狉犮犛犳／犺狉犮犛狉灵敏度验证结果

犉犻犵．３　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳狋犺犲狆狉犻犿犲狉狊犲狋犺狉犮犛犳／犺狉犮犛狉犳狅狉

犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犮犲犾犾狊狌狊狆犲狀狊犻狅狀犪狀犱狋狅狋犪犾犇犖犃狅犳

犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿

２．５　处于犞犅犖犆状态青枯菌的犘犕犃犘犆犚检测

对进入ＶＢＮＣ状态的菌悬液进行ＰＭＡＰＣＲ

检测，结果显示（图４），经过ＰＭＡ预处理的样品１～

９产生特异性扩增条带，而灭活组１１则无特异性条

带，表明ＰＭＡＰＣＲ能检测处于ＶＢＮＣ状态的青枯

病菌，并有效避免了常规平板计数法检测出现的假

阴性结果。

２．６　犘犕犃犘犆犚检测方法的假阳性验证

为验证ＰＭＡＰＣＲ是否产生假阳性检测结果，

分别采用常规平板计数、ＰＣＲ与ＰＭＡＰＣＲ对３组

死菌样品进行检测。结果（表４）表明，常规ＰＣＲ能

以死菌ＤＮＡ作为模板正常扩增，检测结果均为阳

性；而ＰＭＡＰＣＲ仅以活菌为检测靶标，未出现假阳

性检测结果（图５），平板计数进一步验证了ＰＭＡ

ＰＣＲ的可靠性。
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表３　不同温度处理后青枯菌犘狅８２涂板计数结果

犜犪犫犾犲３　犆狅犾狅狀狔狀狌犿犫犲狉狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狌狊狆犲狀狊犻狅狀狊

狅犳犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿狊狋狉犪犻狀犘狅８２狋狉犲犪狋犲犱犫狔

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊

水浴温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｗａｔｅｒｂａｔｈ

菌落数／ｃｆｕ

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｏｎｙ

ＣＫ １０００＋

５０ ３２

５２ ０

５４ ０

５６ ０

５８ ０

６０ ０

６２ ０

６４ ０

６６ ０

图４　不同温度处理样品犘犕犃犘犆犚扩增结果

犉犻犵．４　犘犕犃犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狌狊狆犲狀狊犻狅狀狊狅犳犚犪犾狊狋狅狀犻犪

狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿狊狋狉犪犻狀犘狅８２狋狉犲犪狋犲犱犫狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊

图５　死菌样品犘犆犚与犘犕犃犘犆犚扩增结果

犉犻犵．５　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犘犆犚犪狀犱犘犕犃犘犆犚犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳

犱犻犾狌狋犻狅狀狊犲狉犻犲狊狅犳犱犲犪犱犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿犮犲犾犾狊

表４　常规平板培养计数法、常规犘犆犚法、

犘犕犃犘犆犚测定灭活青枯菌的比较

犜犪犫犾犲４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狆犾犪狋犲犮狅狌狀狋犻狀犵，犘犆犚犪狀犱

犘犕犃犘犆犚犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犱犲犪犱犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿犮犲犾犾狊

菌液浓度／

ｃｆｕ·ｍＬ－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

平板计数／ｃｆｕ

Ｐｌａｔｅ

ｃｏｕｎｔｉｎｇ

常规ＰＣＲ

Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ

ＰＭＡＰＣＲ

ＰＭＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ

３×１０６ ０ 阳性 阴性

３×１０７ ０ 阳性 阴性

３×１０８ ０ 阳性 阴性

３　讨论

ＶＢＮＣ状态是细菌特有的逆境生理生态响应

机制，该状态下的细菌具有完整细胞结构、维持低

水平呼吸与代谢速率、保持高ＡＴＰ等级，且基因转

录表达以及蛋白翻译合成均发生了相应改变，并可

于适当条件下恢复可培养状态。ＶＢＮＣ状态的细

菌与环境监测，食品加工和检测技术以及疾病控制

等诸多领域均密切相关，且目前对细菌可培养与

ＶＢＮＣ两者状态之间相互转换的分子调控机理尚

不清楚，因此研究ＶＢＮＣ状态的细菌对于了解细

菌的致病机理及生态适应性至关重要［１２１４］。

Ｇｒｅｙ等２００１年首次报道了采用铜制剂诱导

青枯菌进入ＶＢＮＣ状态
［８］。本研究尝试了采用高

温胁迫诱导青枯菌２号小种Ｐｏ８２菌株快速进入

ＶＢＮＣ状态，并使用常规平板培养与ＰＭＡＰＣＲ结

合验证其是否被成功诱导进入ＶＢＮＣ状态。初步

试验结果显示５２℃及以上温度可成功诱导Ｐｏ８２

进入ＶＢＮＣ状态，６８℃为青枯菌的致死温度。去

除胁迫后，进入ＶＢＮＣ状态的Ｐｏ８２菌株可复苏

至可培养状态。但随着胁迫温度的升高，复苏时

间相应延长：５２～５６℃处理，室温下静置数小时

后即可复苏；５８～６２℃处理，２ｄ后可复苏；６４～

６６℃，复苏时间则延长至３５ｄ。该结果与Ｏｌｉｖｅｒ

ａｎｄＢｏｃｋｉａｎ等描述的通过简单温度变化可引起

ＶＢＮＣ状态细菌复苏基本吻合
［１５１６］，本研究结果

同时提示我们应重新审视澳大利亚政府生物安

全官方文件报道的青枯菌致死温度为５２℃的结

论，以及闷棚、生物熏蒸和５０℃温汤浸种等高温

物理防治措施能否达到预期的青枯病防治

效果［１７１９］。

本研究锚定与致病密切相关的犺狉狆基因簇中

保守基因犺狉犮犛作为青枯菌种水平检测靶标。犺狉狆

基因簇广泛存在于植物与动物病原细菌中，其编码

产物参与组装形成Ⅲ型分泌系统，并通过该系统直

接将Ⅲ型效应子注入寄主细胞，以抑制植（动）物

的防御反应。与野油菜黄单胞菌（犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊

犮犪犿狆犲狊狋狉犻狊）等植物病原细菌不同，青枯菌的犺狉狆基

因簇是与祖先基因共同进化的核心基因组成员，而

非通过基因水平转移获得的致病岛［２０］。细菌自然

进化过程中核心基因经受了更大的选择压力，因此
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在种水平上具有高度保守性，以此类基因作为检测

靶标，比利用基因间隔区序列和未知功能片段更为

可靠。

综上所述，本研究建立的ＰＭＡＰＣＲ检测方法能从

混合状态下的纯培养菌中特异性检测出１×１０３ｃｆｕ／ｍＬ

的青枯菌活菌，并能够有效区分死细胞和ＶＢＮＣ状

态的菌体，为处于ＶＢＮＣ状态的青枯菌检测提供了

更为准确、科学的检测方法，具有一定的实用价值和

应用前景。
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