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摘 要：【目的】利用实时荧光定量PCR检测土壤中梨火疫病菌（Erwinia amylovora）浓度，明确梨火疫病菌在土壤中的

动态变化规律。【方法】2021年3—11月采集库尔勒市发病香梨园810份土壤样品，应用所建立的实时荧光定量PCR检

测体系，测定土壤中的梨火疫病菌浓度，同时对梨园发病率及病情指数进行调查。【结果】土壤中梨火疫病菌浓度值变化

趋势与梨园病情指数变化趋势一致，4—5月梨园病情指数快速升高至最高值，随着果树生长期延长，病情指数逐渐降

低。土壤中梨火疫病菌浓度值从4月逐渐升高，6月平均浓度值为914 CFU·g-1，7月平均浓度值最高为965 CFU·g-1，随

后逐渐降低；6月土壤带菌率为42.2%，浓度值≥103 CFU·g-1的土样13份；7月土壤带菌率为44.4%，浓度值≥103 CFU·g-1

的土样26份；6月、7月土壤中梨火疫病菌浓度显著高于4月、10月、11月，致病风险较高。【结论】6月和7月土壤中梨火

疫病菌浓度值最高，主要与4月、5月大量病花病果掉落造成病原菌积累有关。加强花期病害防治和梨园病残体清理

可有效降低土壤中梨火疫病菌浓度，是降低梨火疫病菌在梨树根部侵染风险的关键点。
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Abstract:【Objective】The pear fire blight is induced by Erwinia amylovora (E. amylovora). It first ap-

peared in May, 2016 in Huocheng County, Xinjiang Yili, China. It has spread to 14 Xinjiang regions,

posing danger to pears, apples, hawthorns, quince, and other fruit trees, particularly in Korla. The dis-

ease has been considered an enormous risk to the Xinjiang fruit industry. Since 2019, we have discov-

ered that the main stem of the pear tree exhibits noticeable lesions and bacterial fluids that spread from

the root to the stem and ultimately induce the tree to die. Thus, we assessed the E. amylovora concentra-

tions in the soils of the pear orchards and monitor the dynamic variation trend of E. amylovora by real-

time fluorescence quantitative PCR in order to get insight into the occurence and control of the pear fire

blight.【Methods】Six samples were collected from the each point following the random diagonal five-

point sampling method. From March to November 2021, we collected 810 soil samples from the dis-

eased pear orchards in Korla, with a sampling depth of 0-20 cm and a sampling volume of around 100 g
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梨火疫病是由解淀粉欧文氏菌（Erwinia amy-

lovora）引起的一种重大国际检疫性病害，现已扩散

分布于世界近 50个国家和地区[1]。2005年以来，与

我国毗邻的日本、韩国、哈萨克斯坦、吉尔吉斯斯坦

和俄罗斯等相继报道发生[2-4]。2016年5月梨火疫病

首次在中国新疆伊犁霍城县发生，现已蔓延至新疆

14 个地州（市），严重危害梨、苹果、山楂、海棠、榅

桲、杏等果树，尤其是在库尔勒香梨上传播极为迅

速，对新疆乃至全国林果产业带来严重威胁[5]。梨

火疫病菌在果园中主要通过风、雨以及果树修剪传

at every point. The soil was sieved in order to obtain a 2.0 mm fraction, air-dried at room temperature

for 2 days and stored in paper bags. The total DNA was extracted from the each soil sample at a dry

weight of 0.25 g using the MOBIO Soil Genomic DNA Extraction Kit. 0.25 g dry soil was taken out,

and a standard bacterial suspension of 2.0×109 CFU·mL-1 was used for serial dilution of quantitative soil

DNA using sterile water. The standard curve was generated using different amounts of standard DNA di-

lutions, and the concentration of E. amylovora in soil samples was detected by the real- time fluores-

cence quantitative PCR established by our lab.【Results】The real time fluorescence quantitative PCR re-

action was conducted under conditions of initial 5 min denaturation at 95 ℃, 45 cycles of 95 ℃ for 10 s,

60 ℃ for 30 s. The equation of standard curve was y=-3.458x + 46.033, there was a good linear relation-

ship between the CT value and the logarithm of pathogen concentration. The evaluation standard was

based on the CT value and the fluorescence enhancement signal, with a positive result when the CT val-

ue was less than 40 and there was a clear fluorescence enhancement signal and a negative result when

the CT value was larger than 40 or there was no amplification signal. E. amylovora accounted for a

small proportion of total microorganisms in the soils, and the CT value of positive samples ranged from

30 to 40 in general. The carrier rate was 24.2%, 8.9%, 22.2%, 42.2%, 44.4%, 17.8%, 23.3%, 2.2% and

2.2%, and the average concentration of E. amylovora was 515, 82, 428, 914, 965, 277, 408, 15 and 15

CFU · g- 1 from March to November respectively. E. amylovora levels were significantly higher in June

and July than those in April, October, and November. The highest concentration of E. amylovora in the

810 soil samples was 5.29×104 CFU · g- 1, with a CT value of 31.8. 13 soil samples had concentrations

greater than 103 CFU·g-1 in June, and 26 soil samples had concentrations greater than 103 CFU·g-1 in Ju-

ly. The results of the study suggested that June and July would have a higher risk of diseases. Since

April, the concentration of E. amylovora in the soils had gradually increased with the growing period of

pear plants. Because diseased residues such as diseased leaves and fruits were not cleaned in time after

the picking season in 2020, the average concentration of E. amylovora in March was higher than those

in April and May. The carrier rate and average concentration of E. amylovora in the soils were at their

maximum in July and gradually decreased later. Because diseased leftovers such as diseased leaves and

fruits were cleaned in time according to prevention and control requirements following the picking peri-

od in 2021, the average concentration of E. amylovora was reduced significantly in October and Novem-

ber 2021. In accordance with the survey data, the average concentration and carrier rate of E. amylovora

fluctuated with the disease index. The pear orchard disease index was highest in May, whereas the aver-

age concentration and carrier rate of E. amylovora were at their maximum in July. The average E. amy-

lovora concentration and carrier rate in the soils had a time lag, due to the sedimentation and accumula-

tion.【Conclusion】The average concentration and carrier rate of E. amylovora were at their maximum

in June and July in the soils of the pear orchards, which had a time lag with the disease index due to the

sedimentation and accumulation of the pathogen. The diseased residues should be cleaned out from the

orchard in time for effective control of the disease.
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播，也可以依靠昆虫和飞鸟远距离传播[6]。发病病

株溃疡斑处的菌脓可随雨水的冲击汇集于土壤，成

为重要的侵染源。有研究报道用梨火疫病菌菌液灌

溉土壤感染梨树幼苗，证实了土壤中梨火疫病菌从

梨树受伤根部侵染的风险性[7]。2020年Ricardo等[8]

利用绿色荧光蛋白转化体、落射荧光显微镜和激光

共聚焦扫描显微镜等技术手段，证实了梨火疫病菌

具有感染、定殖和侵入梨树根部的能力，并在根部和

地上部分均能引起典型的火疫病症状。因此，对梨

园土壤中梨火疫病菌进行早期诊断和动态监测，对

于掌握土壤中梨火疫病菌消长规律、有效控制病害

的发生至关重要。

土传致病菌一般所占土壤中总微生物的比例较

低，而且易受其他微生物及土壤复杂成分的干扰，因

此对检测体系的稳定性和灵敏度要求较高[9]。实时

荧光定量PCR（quantitative real-time PCR）技术能进

行定性定量的快速检测，且灵敏度高。钱国梁等[10]

建立了梨火疫病菌荧光染料SYBR GreenⅠ检测方

法，对梨枝条浸泡液进行实时荧光 PCR检测，检测

的灵敏度可达24个菌体细胞。尚琳琳等[11]利用4种

实时荧光PCR方法分别对从美国进境的326批樱桃

果实中梨火疫病菌进行检测，表明探针Ams最为灵

敏。袁英哲等 [12]将叠氮溴化丙啶（PMA）与实时荧

光定量PCR技术相结合，建立了梨火疫病菌活菌检

测方法。综合上述研究方法，笔者在本研究中建立

土壤中梨火疫病菌的实时荧光定量检测体系，并应

用建立的检测体系对库尔勒香梨园整个生长期土壤

中梨火疫病菌进行动态监测，明确土壤中梨火疫病

菌消长分布规律，为梨火疫病的防治提供技术支持。

1 材料和方法

1.1 材料

阳性菌株：梨火疫病菌从新疆库尔勒市香梨园

土壤中分离，经生化测定、PCR扩增测序分析鉴定为

E. amylovora，菌株保存于江汉大学生命科学学院。

引物及探针：梨火疫病菌荧光PCR检测[13]用引

物探针由武汉天一辉远基因科技有限公司合成，扩

增片段79 bp。

引物 Ams116F：5’- TCCCACATACTGTGAAT-

CATCCA-3’；

引物Ams189R：5’-GGGTATTTGCGCTAATTT-

TATTCG-3’，

探 针 Ams141T：FAM- 5’- CCAGAATCTG-

GCCCGCGTATACCG-3’-TAMRA。

培养基：梨火疫病菌平板培养采用营养琼脂

（NA）+5%蔗糖-牛肉浸膏1.0 g·L-1，酵母膏2.0 g·L-1，

蛋白胨5.0 g·L-1，氯化钠5.0 g·L-1，琼脂粉18.0 g·L-1，

蔗糖 50.0 g·L-1，pH 7.2。液体培养采用营养肉汤培

养基（NB）+5%蔗糖-牛肉浸膏 1.0 g · L- 1，酵母膏

2.0 g · L- 1，蛋白胨 5.0 g · L- 1，氯化钠 5.0 g · L- 1，蔗糖

50.0 g·L-1，pH 7.2。

土壤来源：土壤样品于 2021年 3—11月定点采

集于库尔勒市包头湖农场梨园、和什力克乡萨依力

克村梨园、阿瓦提农场拓普农业开发进出口股份有

限公司梨园。

主要试剂及仪器：细菌基因组DNA提取试剂盒

（TIANGEN，型号：DP302），土壤基因组 DNA 提取

试 剂 盒（MOBIO DNeasy Power Soil Kit，型 号 ：

12888-50），AceQ Universal U+ Probe Master Mix V2

（Vazyme）；荧光定量 PCR仪（型号：Applied Biosys-

tems StepOnePlusTM Real-Time System）；紫外分光

光度计（Thermo NANo DROP 8000）。

1.2 方法

1.2.1 土壤采集及前处理 在库尔勒地区选定3个

取样点，取样地点 1 为包头湖农场香梨园（土壤类

型：黏土；地理坐标：41°41′04′′ N，85°50′12′′ E）、取

样地点 2 为拓普农业开发进出口股份有限公司香

梨园（土壤类型：沙土；地理坐标：41°36′55′′ N，86°

06′42′′ E）、取样地点 3为和什力克乡萨依力克村香

梨园（土壤类型：壤土；地理坐标：41°46′13′′ N，85°

52′27′′ E），采集时间2021年3—11月，同时对梨园果

树发病情况进行调查统计。在梨园东、西、南、北、中

5个方位随机取样，每个方位点取 6份土样，取样深

度0~20 cm，取样量约100 g，尽量避免沙石、枯枝、树

叶等其他杂质，装入密封袋备用。土壤样品过筛（孔

径 2 mm），去除沙石、枯枝等杂物，保持样品均一

性。同时采集未发病健康梨园土壤进行土壤带菌分

离检测，确认无梨火疫病菌检出的土壤作阴性对

照。采样梨园信息详见表1。

1.2.2 土壤中总DNA提取 参照MOBIO土壤基因

组DNA提取试剂盒，每个过筛土样取干质量 0.25 g

提取总DNA。

1.2.3 荧光定量 PCR反应体系与反应程序 使用

AceQ Universal U+ Probe Master Mix V2（Vazyme）

乾义柯，等：土壤中梨火疫病菌实时荧光定量PCR检测及动态分析 1841
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试剂盒进行PCR扩增，每样3次重复。反应体系20 µL：

2×AceQ qPCR Probe Master Mix V2 10μL，10μmol·L-1

上下游引物各0.4 µL，10 μmol·L-1探针0.2 µL，DNA

模板2.0 µL。扩增条件：预变性，95 ℃ 5 min；变性，

95 ℃ 10 s、退火/延伸，60 ℃ 30 s（45个循环）。

1.2.4 梨火疫病菌菌悬液制备 梨火疫病阳性菌株

划线于NA+5%蔗糖培养基上，28.5 ℃活化培养48 h，

挑单菌落接种于NB+5%蔗糖营养肉汤培养液中，

28.5 ℃，150 r · min- 1 振荡培养 12 h 至 OD600 1.0~

1.2[12]。10 000 r·min-1离心 10 min收集病原菌，弃上

清液，再用无菌水重悬病原菌配置新鲜菌悬液。用

紫外分光光度计在OD600波段下检测，检测值 1.0对

应浓度为2.0×109 CFU·mL-1，4 ℃备用。

1.2.5 土壤定量加标检测 取1 mL浓度为2.0×109

CFU·mL-1的标准菌液 10 000 r ·min-1离心 10 min收

集全部菌株于离心管底部，去上清液，添加0.25 g健

康土壤涡旋混匀，配置为 8.0×109 CFU·g-1的定量土

样。参照MOBIO土壤基因组DNA提取试剂盒，3

次重复提取加标土壤中总DNA，并分别依次6个梯

度 10倍稀释，每个梯度稀释液取 2.0 µL DNA做模

板，按照 1.2.3 体系和程序扩增，获取检测样品 Ct

值。以病菌浓度的对数值和检测样品的Ct值为横、

纵坐标，建立标准曲线。

2 结果与分析

2.1 标准曲线制作结果

土壤加标标准曲线制作结果显示，每个梯度重

复检测3次，重复性较好。以模板DNA起始浓度对

应的梨火疫病菌浓度值的对数值（x）为横坐标，以Ct

值（y）为纵坐标制作荧光定量 PCR标准曲线，结果

如图 1 所示。标准曲线方程为 y=-3.458x+46.033，

CT值与病原菌DNA浓度的对数值呈良好的线性关

系，扩增效率（E）为 94.6%，表明所建立的梨火疫病

菌荧光定量PCR检测体系结果可信度高，扩增效率

较理想，可以满足定量检测结果计算标准。

2.2 检测体系质控对照结果

阳性质控（PC）为加标土壤样品，带菌浓度8.0×

106 CFU·g-1；阴性质控（NC）为未发病健康梨园采集

的 9份土壤样品，经验证未能分离到梨火疫病菌且

PCR检测为阴性；空白对照（CK）取2.0 µL无菌水做

模板；测试样品（TC）为发病梨园随机采集的10份土

壤样品，经验证均能从样品中成功分离到梨火疫病

菌且巢式 PCR检测为阳性。质控对照荧光 PCR检

测结果显示，空白对照无荧光增强信号；阳性质控样

品有明显的扩增曲线，Ct值在 24.2，与预期结果相

符；9份阴性质控样品中有7份未检测到荧光信号，2

份阴性样品有微弱荧光信号，但Ct值在 40.0以上，

有可能受土壤中其他微生物DNA干扰，出现非特异

性扩增；10 份测试样品均检测到不同程度荧光信

号，Ct值分布在 30~40之间（图 2），根据标准曲线公

式，当 Ct 值为 40 时，计算浓度值为 222 CFU · g-1土

壤，该浓度值的土壤致病风险较低。为保证检测结

果的准确性，将Ct值小于 40且有明显荧光增强信

号的检测结果定为阳性，检测值可信；Ct值大于 40

或无扩增信号的检测结果定为阴性，按未检出处

理。

2.3 田间土壤样品检测结果

2021年 3—11月，每月定点采集 90份土样，共

计 810 份土样 DNA 进行荧光定量 PCR 检测，土壤

带菌平均值为当月样品带菌总量与土样总数之比

值，土壤带菌率即阳性检出率为当月阳性样品份数

与土样总数之比值，结果见表 2。3 月土壤带菌率

为 24.2%，平均带菌浓度为 515 CFU·g-1；4月土壤带

菌率为8.9%，平均带菌浓度为82 CFU·g-1；5月土壤

带菌率为 22.2%，平均带菌浓度为 428 CFU·g-1；6月

土壤带菌率为 42.2%，平均带菌浓度为 914 CFU·g-1

土壤；7 月土壤带菌率为 44.4%，平均带菌浓度为

965 CFU · g-1；8月土壤带菌率为 17.8%，平均带菌浓

度为 277 CFU·g-1；9月土壤带菌率为 23.3%，平均带

表 1 采样梨园病情信息

Table 1 The incidence rate and disease index

of sampling location

日期
Date

2021-03-08

2021-04-06

2021-05-06

2021-06-04

2021-07-05

2021-08-05

2021-09-10

2021-10-06

2021-11-06

梨园发病率和病情指数
Incidence rate/% and disease index

取样地点1
Sampling
location 1

-

4.08/0.47

19.85/2.53

11.37/1.65

14.79/2.18

6.93/1.03

5.18/0.42

-

-

取样地点2
Sampling
location 2

-

2.74/0.27

12.45/2.20

9.76/1.69

10.47/1.74

6.72/1.42

5.12/0.81

-

-

取样地点3
Sampling
location 3

-

4.33/0.40

15.56/2.04

13.34/1.61

13.73/1.29

6.21/0.75

5.12/0.57

-

-
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图 1 荧光定量 PCR 检测土壤中 E. amylovora 的标准曲线

Fig. 1 Standard curve of detecting E. amylovora by fluorescence quantitative PCR in soil
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PC. Positive control; TC. Test samples; NC. Negative control; CK. Blank control.

图 2 质控样品荧光定量 PCR 扩增曲线

Fig. 2 Amplification curve of detecting quality control samples by fluorescence quantitative PCR

菌浓度为 409 CFU · g- 1；10—11 月土壤带菌率均为

2.2%，平均带菌浓度为15 CFU·g-1。7月梨园果树生

长高峰期土壤带菌率和平均带菌浓度均最高，6月

与 7月的检测结果差距较小；10—11月梨园采摘后

期土壤带菌率和平均带菌浓度均最低。810份土壤

样品中，带菌浓度最高的土样采于3月，样品检测Ct

值为 31.8，浓度为 5.29×104 CFU·g- 1；6月带菌浓度≥
103 CFU·g-1的土样有13份，7月带菌浓度≥103 CFU·g-1
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的土样有26份，8月带菌浓度≥103 CFU·g-1的土样有

12份，均处于较高致病风险；相较而言，4月、5月、9

月土壤带菌致病风险中等，10—11月土壤带菌致病

风险较低。

3—11月，土壤带菌浓度平均值柱形图与梨园

病情指数变化曲线结果见图3。2021年3月、6月、7

月土壤平均带菌浓度显著高于4月、10月、11月；4—

8月不同梨园土壤平均带菌浓度误差较大，3月、10

月、11月误差较小，不同梨园土壤平均带菌浓度误

差变化较大可能与梨园的病情指数、土壤类型及梨

表 2 3—11 月土壤中 E. amylovora 荧光定量 PCR 检测结果

Table 2 The detected results of E. amylovora in soil by fluorescence quantitative PCR from March to November

月份

Month

3

4

5

6

7

8

9

10

11

平均带菌浓度

Average value/
（CFU·g-1）

515

82

428

914

965

277

409

15

15

阳性样品带菌浓度

Value of positive samples/（CFU·g-1）

5.29×104、1.07×104、3.59×103、1.52×103、1.36×103、1.29×103、1.20×103、1.11×103、9.36×102、9.04×
102、7.20×102、7.10×102、6.46×102、6.22×102、6.01×102、5.77×102、5.14×102、4.98×102、4.11×102、

3.76×102、3.37×102、2.75×102

3.88×103、3.01×103、8.80×102、6.40×102、5.55×102、4.17×102、3.42×102、2.46×102

2.19×104、1.07×104、1.02×104、7.95×103、2.45×103、2.43×103、2.36×103、1.71×103、1.33×103、1.14×
103、1.26×103、8.37×102、6.73×102、5.60×102、5.32×102、5.16×102、4.91×102、4.73×102、4.28×102、

3.64×102

2.14×104、1.83×104、1.28×104、2.57×104、2.05×104、1.54×103、1.52×103、1.42×103、1.38×103、1.21×
103、1.13×103、1.07×103、1.03×103、8.37×102、8.16×102、7.94×102、7.71×102、7.64×102、7.63×102、

7.40×102、7.38×102、7.09×102、6.90×102、6.77×102、5.97×102、5.85×102、5.60×102、5.56×102、5.45×
102、5.42×102、5.10×102、4.27×102、4.20×102、3.83×102、3.81×102、3.37×102、3.17×102、3.09×102

8.70×103、7.57×103、5.65×103、5.21×103、5.01×103、4.65×103、4.62×103、4.31×103、3.44×103、3.29×
103、2.93×103、2.31×103、1.85×103、1.81×103、1.70×103、1.65×103、1.28×103、1.27×103、1.26×103、

1.25×103、1.24×103、1.22×103、1.17×103、1.16×103、1.15×103、1.01×103、9.95×102、9.82×102、8.56×
102、8.22×102、8.19×102、8.02×102、7.88×102、7.00×102、6.55×102、6.36×102、6.20×102、5.56×102、

4.96×102、3.90×102

4.17×103、4.16×103、1.53×103、1.49×103、1.46×103、1.44×103、1.42×103、1.33×103、1.25×103、1.24×
103、1.24×103、1.08×103、9.70×102、7.63×102、6.82×102、6.44×102

1.75×104、2.39×103、2.35×103、1.93×103、1.22×103、1.03×103、1.03×103、9.67×102、9.42×102、7.83×
102、7.11×102、7.01×102、6.83×102、6.65×102、6363×102、6.00×102、5.89×102、5.54×102、5.34×102、

5.31×102、4.48×102

6.94×102、6.36×102

6.04×102、6.70×102

土壤带菌率

Carrier rate of E.
amylovora in soil/%

24.2

8.9

22.2

42.2

44.4

17.8

23.3

2.2

2.2

数据为 3 个重复的平均值±标准误。不同小写字母表示结果经过邓肯氏新复极差检测（p＜0.05）达到显著水平。

Mean values ± SE of 3 replicates are given. Different small letters indicate significant differences at p＜0.05 by Duncans multiple range test.

图 3 3—11 月土壤中 E. amylovora 平均带菌浓度和病情指数趋势

Fig. 3 Trend chart of the average content of E. amylovora and disease index in soil from March to November
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园管理等多因素有关。3月、10月、11月梨园果树处

于休眠期，未做发病率和病情指数调查；病情指数变

化曲线显示，4—5月期间病情指数快速升高，发病

率显著提升达到最高值，随着果树生长期延长，病

情指数逐渐降低。梨园病情指数变化趋势与土壤

平均带菌浓度趋势整体上基本一致，表现为先升后

降，土壤带菌浓度变化趋势要晚于梨园病情发展 1

个月左右。

3 讨 论

土壤是梨火疫病菌传播的主要非生物因子之

一，自2016年首次报道梨火疫病菌传入新疆伊犁地

区以来，该病迅速在南北疆蔓延开来，尤其是库尔勒

地区果园香梨树受灾最为严重，2019年之前梨树病

害症状从花腐、枝枯到树干溃疡，病害症状逐渐加

重，2019年后在库尔勒市重度发病梨园病情调查中

发现，梨树主干从根部向上出现明显溃疡及流脓症

状，继而造成整棵梨树病死。可能原因一方面与土

壤中不断积累的梨火疫病菌有关，另一方面与果农

园间旋耕造成根部伤口加快病原菌侵染有关。因

此，对土壤中梨火疫病菌浓度及变化规律进行检测

和动态分析，摸清土壤中病原菌浓度与梨园病情指

数、果树生长期之间的关系，对科学评估不同时期土

壤致病风险及采取有效防控措施具有重要意义。

实时荧光定量技术在土壤中病原菌的定性定量

检测、早期诊断和预测预警方面已得到应用。张纪

利等[14]利用二次实时荧光定量技术建立了土壤中枯

萎病菌和黑胫病菌的快速检测方法。何子康等[15]针

对青枯病菌建立了二次荧光定量PCR方法，用于烟

草青枯病的预警控制。肖姬玲等[16]运用二次荧光定

量PCR方法检测土壤中西瓜枯萎病菌，检测下限达

到每克土壤100个孢子。张海燕等[17]利用荧光染料

SYBR Green Ⅰ定量技术建立了土壤中茄科雷尔氏

菌实时荧光定量PCR快速检测体系，预测细菌性青

枯病发病风险。笔者在本研究中对国内外已报道的

梨火疫病菌荧光定量PCR检测方法进行比较分析，

选用梨火疫病菌检测国家标准中推荐的Ams探针

法，该探针灵敏度较高，通过优化荧光 PCR扩增体

系，采用45个扩增循环，结合质控对照分析，确认阳

性、阴性检出标准及可信检测值，建立了土壤中梨火

疫病菌实时荧光定量PCR检测体系，并应用建立的

检测体系对库尔勒香梨园 2021年整个生长期土壤

中梨火疫病菌进行动态监测。建立的检测体系在质

控对照验证中，阳性测试样品的Ct值整体偏高，实

际样品检测的阳性Ct值也均在30以上，说明梨火疫

病菌所占土壤中总微生物的比例较低。

利用荧光定量 PCR技术对土壤中致病菌进行

定量检测及动态分析，探寻土壤中病原菌浓度与作

物发病率和病情指数之间的关系[18-19]、病原菌浓度与

作物生长时期的关系[20]、作物根际土壤微生物与病

原菌之间的相关性[21]，以及病原菌在时间和空间分

布的规律[22-23]等，从不同层面为土传病害的有效防控

提供了科学依据。为确保采集样品在时间和空间上

具有较好的代表性，采集时间从2021年3—11月，总

计810份样品，每月定点采集90份样品；采集区域分

布在发病区的 3个重点梨园按月进行定点取样；同

时对梨园生长期 4—9月发病率和病情指数进行调

查统计。前期，笔者采用巢式PCR对2020年春季（3

月）和秋季（9月）土壤中梨火疫病菌进行检测，其土

壤带菌率分别为 72.8%和 91.8%，明显高于 2021年

土壤带菌率。2021年 3月土壤带菌浓度与 4月、10

月、11月存在显著性差异，应该与 2020年采摘期后

没有及时清理梨园落叶、落果等病残体，造成病原菌

大量积累有关。2021年秋季采摘后，对梨园落叶、

落果等病残体进行了及时清理，10月、11月土壤带

菌率显著低于 2020年秋季。上述结果表明加强梨

园枯枝、落叶及落果等病残体的清理，能有效降低土

壤中梨火疫病菌浓度。4月随着果树萌发，生长期

气温升高、降雨量增加，果树花腐为主要病害症状，

到 5月病情指数最高，落花、落果情况最为严重，土

壤中梨火疫病菌大量积累，应该是6—7月土壤中梨

火疫病菌浓度显著升高的重要原因。随着夏季果树

生长旺盛期到来，果树抗病能力增强，土壤湿度、光

照等条件变化，土壤中梨火疫病菌浓度又出现逐渐

降低的趋势。从全年土壤带菌浓度、土壤带菌率及

高浓度样品比例来看，6—7月土壤中梨火疫病菌的

致病风险概率较高，因此控制梨园花期发病率，加强

落花、落果后期园间清理，降低土壤中梨火疫病菌的

沉降积累，是有效降低土壤中梨火疫病菌致病风险

的重要环节。有相关研究表明不同果树、作物在不

同生长期，根际与非根际土壤细菌多样性均有较大

差异[24-26]，而土壤微生物对植物土传病害的抑制作用

是在土壤微生物群体影响下完成的，并不是单一菌

群作用的结果[27]，因此对梨园土壤中梨火疫病菌防
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治研究还需从土壤微生物中各类细菌数量的具体分

析深入探讨。

4 结 论

笔者在本研究中对库尔勒市发病梨园整个生长

期土壤中梨火疫病菌浓度进行定量检测、动态监测，

明确了土壤中梨火疫病菌消长分布规律及梨园病情

指数与浓度变化的关系，以及土壤中梨火疫病菌高

致病风险时期及防控关键环节，为土壤中梨火疫病

菌的早期诊断及梨火疫病的防治提供了技术支持。
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