
园  艺  学  报  2013，40（1）：169–178                                             http: // www. ahs. ac. cn 
Acta Horticulturae Sinica                                                     E-mail: yuanyixuebao@126.com 

收稿日期：2012–08–29；修回日期：2012–10–21 

基金项目：国家自然科学基金项目（31071838） 

* 通信作者 Author for correspondence（E-mail：libj@mail.caas.net.cn） 

平菇细菌性褐斑病病原菌 RT-PCR 检测方法的

建立及其应用 
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摘  要：平菇细菌性褐斑病是一种严重危害平菇生产的病害，早期监测和防治是关键。采用平菇细

菌性褐斑病病原菌托拉斯假单胞杆菌（Pseudomonas tolaasii）毒素基因的特异性引物（Pt-1A）/（Pt-1D1），

通过扩增条件优化，建立了该菌的实时荧光定量 PCR（Real-time fluorescence quantitative Polymerase Chain 

Reaction）检测及富集方法，并利用该方法完成了该菌在平菇表层的动态监测。试验结果表明，实时荧光

定量 PCR 对托拉斯假单胞杆菌的检测范围为 102 ~ 109 cfu · mL-1，在经过选择性培养基富集后，检测灵敏

度进一步提高了 100 倍。利用选择性培养基富集及荧光定量 PCR 检测方法，可在病害症状未显现之前检

测到病原菌，为平菇细菌性褐斑病的流行监测和早期防治奠定了技术支持。 
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Development and Application of Real-time Fluorescent Quantitative PCR 
for Detection of Pseudomonas tolaasii   

XU Yan-yan，CHEN Lu，LI Jin-ping，XIE Xue-wen，SHI Yan-xia，and LI Bao-ju*  

（Institute of Vegetables and Flowers，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081，China） 

Abstract：Brown blotch disease caused by Pseudomonas tolaasii is an important mushroom disease. 

It can cause serious yield and quality loss. Early detection and monitoring of the pathogen is crucial step 

for disease control. A real-time fluorescent quantitative PCR by using specificity primer（Pt-1A）/（Pt-1D1）

and enrichment method was developed to detect the bacterial pathogens of P. tolaasii. The method was 

uesd to analyze the bacterial population dynamic change of P. tolaasii on the Pleurotus ostreatus sporocarp 

surface. Our results showed that the detection range of this was from 102 to 109 cfu · mL-1，and the 

sensitivity with enrichment step can reach about 100-fold higher than that without enrichment step. We 

conclude that the real-time quantitative PCR with the enrichment method can be used to detect P. tolaasii 

at the early stage of infection，and can provide technical support for the mushroom bacterial epidemic 

surveillance and early prevention of the disease. 
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近年来，由托拉斯假单胞杆菌（Pseudomonas tolaasii Paine）引起的平菇细菌性褐斑病在国内外

大面积发生（Rainey et al.，1991；Soler-Rivas et al.，1999；张瑞颖 等，2007；Singh et al.，2010），

而且还会引起双孢菇（Agaricus bisporus）、香菇（Lentinula edodes）、金针菇（Flammulina velutipes）

等的褐斑病（Fletcher，1979；Rainey et al.，1992；Tsuneda et al.，1995；Lee & Cha，1998）。尤其

在春秋季节，平菇细菌性褐斑病在菇场内极易发生，而且一旦发生，就很难控制，严重时发病率能

达到 80%以上，给平菇生产造成严重的损失（Soler-Rivas et al.，1999）。  

托拉斯假单胞杆菌产生的毒素 Tolaasins 是一种可以破坏细胞膜使之形成溶洞的脂多糖（Brodey 

et al.，1991；Rainey et al.，1991，1992）。Tolaasins 可与 Pseudomonas reactans 在琼脂平板上形成白

线（white line test，WLT）（Goor et al.，1986；Wells et al.，1996），利用这种现象可快速有效地鉴定

托拉斯假单胞杆菌（Rainey et al.，1992），但是这种方法只能应用于纯培养物的鉴定而不是田间样

品的检测。因而特异性强，灵敏性高的检测方法对于研究托拉斯假单胞杆菌的生态学，传播途径以

及病害的早期诊断极为必要（Lee et al.，2002）。 

应用实时荧光定量 PCR（Real-time fluorescent quantitative Polymerase Chain Reaction，RT-PCR）

技术可以在症状未出现前检测到病原菌，为病害流行监测和早期预防提供科学依据，而且该技术操

作简便，快速高效，敏感性和特异性强，有效地解决了传统 PCR 定量只能终点检测的局限（Silvar et 

al.，2005；Zhang et al.，2006）。目前实时荧光定量 PCR 技术已经应用于多种病原的检测，但是至

今尚无应用于托拉斯假单胞杆菌的检测。 

本试验中利用选择性富集与实时荧光定量 PCR 相结合的方法建立了托拉斯假单胞杆菌定量检

测方法，在症状出现前就能够快速、准确地检测出托拉斯假单胞杆菌，为采取有效防治措施提供依

据。 

1  材料与方法 

1.1  材料及主要试剂和仪器     

    供试平菇品种：‘黑美人’平菇菌种（感病品种）由北京房山农业科学研究所提供。 

供试病原菌株：托拉斯假单胞杆菌（Pseudomonas tolaasii Paine）、胡萝卜欧文氏菌胡萝卜软腐

致病变种[Erwinia carotovora ssp. carotovora（Jones）Bergey et al.]、泛菌（Pantoea sp.）、美洲欧文

氏菌（Ewinqella americana）、假产碱假单胞菌（Pseudomonas pseudoalcaligenes）、土生克雷伯氏菌

（Klebsiella terrigena）和丁香假单胞菌黄瓜致病变种（Pseudomonas syringae pv. lachrymans），各菌

株保存于中国农业科学院蔬菜花卉研究所菜病综防实验室。  

托拉斯假单胞杆菌选择性培养基（PAF）：蛋白胨 20 g，甘油 10 g，K2HPO4 1.5 g，MgSO4 1.5 g，

酒石酸钠 2 g，0.1%结晶紫 5 mL，0.2%溴百里酚蓝 15 mL，放线菌酮 100 mg，75 mg 新生霉素，75 mg

青霉素，咪鲜胺 50 mg，蒸馏水 1 000 mL，pH 7.2。 

牛肉膏蛋白胨培养基（NA/NB）：牛肉膏 3 g，蛋白胨 10 g，NaCl 5 g，琼脂 20 g，蒸馏水 1 000 

mL，pH 7.2。 

供试引物：参考 Lee 等（2002）根据托拉斯假单胞杆菌毒素 Tolaasin 序列（GenBank 登录号：

AF291753）设计的特异性引物 Pt-1A：ATCCCTTCGGCGTTTACCTG，Pt-1D1：CAAAGTAACCCT 

GCTTCTGC，产物大小为 449 bp，由上海生工生物工程技术服务有限公司（Sangon）合成。 

主要试剂和仪器：BIO-RAD iCycler iQ5 荧光定量 PCR 仪购自 BIO-RAD 公司；DNA 产物纯化

试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、质粒提取试剂盒等购自天根生化科技有限公司；Sigma 高速
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离心机、Chelex-100 购自 Sigma 公司；SYBR Premix Ex TaqTM与其他酶和试剂购自大连宝生物工程

公司。 

1.2  方法 

1.2.1  细菌菌株的培养 

用接种环挑取各细菌菌株单个菌落接于装有 NB 培养基（100 mL）的三角瓶（150 mL）中，以

160 r · min-1 28 ℃振荡培养 48 h（Rodriguez & Royse，2007）。 

1.2.2  实时荧光定量 PCR 标准曲线的绘制 

将克隆获得的携带托拉斯假单胞杆菌目的基因的质粒按 10 倍梯度稀释为 10-1 ~ 10-15 系列浓度。

反应体系（25 μL）：12.5 μL SYBR premx Ex Taq（2 ×），10 μmol · L-1 的上下游引物各 0.5 μL，DNA

模板 2 μL，ddH2O 9.5 μL；荧光定量 PCR 扩增条件：95 ℃预变性 10 s；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火

15 s，72 ℃延伸 30 s，40 个循环；55  ℃ 延伸 10 s。 

熔解曲线分析：60 ~ 95 ℃，每升高 0.5 ℃检测 1 次荧光信号。标准曲线的纵坐标为临界循环值

Ct，横坐标为模板数的对数值。根据标准曲线所得线性计算公式，将样品的 Ct 值代入公式，得到相

应模板数。按照 Hietala 等（2003）的推算方法计算拷贝数：（1）待测样本浓度（ng · µL-1）=  

OD260 × 50 × 稀释倍数；（2）样本分子量 = 碱基数 × 324；（3）待测样本拷贝数 =（待测样本浓度/

样本分子量）× 6 × 1014。  

1.2.3  引物的特异性检测 

将各供试菌株培养液用 CTAB 法提取总 DNA（Lee & Taylor，1990；孟鹤 等，2011）作为 PCR

模板，检测引物对（Pt-1A）/（Pt-1D1）的普通 PCR 特异性。PCR 反应体系（20 μL）：10 μmol · L-1

的上、下游引物各 1 μL，10× Buffer 2 μL，Taq 酶 0.5 μL，模板 DNA 1 μL，ddH2O 11.5 μL。PCR 反

应条件：94 ℃，10 min；94 ℃，1 min，60 ℃，1 min，72 ℃，2 min，30 个循环；72 ℃延伸 10 min。 

以各供试菌株 DNA 为 PCR 模板，检测引物对（Pt-1A）/（Pt-1D1）的实时荧光定量 PCR 特异

性，反应体系及反应条件同标准曲线的绘制。 

1.2.4  引物的灵敏性检测 

托拉斯假单胞杆菌基因组 DNA 用紫外分光光度计测定浓度后，将其逐级稀释至 10-10，普通 PCR

扩增检测引物对（Pt-1A）/（Pt-1D1）的灵敏度。 

将托拉斯假单胞杆菌质粒 DNA 用紫外分光光度计测定浓度后，逐级稀释至 10-15，采用已建立

的荧光定量 PCR 体系进行扩增，检测引物对（Pt-1A）/（Pt-1D1）的灵敏度。 

1.2.5  托拉斯假单胞杆菌富集曲线的绘制 

将 1 × 106 cfu · mL-1 托拉斯假单胞杆菌悬浮液做 10 倍梯度稀释，得到浓度为 106、105、104、103、

102、10 和 1 cfu · mL-1 的菌液。分别吸取 1 mL 的菌悬液于 9 mL 液体选择性培养基中，以 30 ℃170 

r · min-1 分别振荡培养 6 h、12 h、24 h，以无菌水为阴性对照。 

采取 Chelex-100 法提取总 DNA，取 1 mL 菌液以 12 000 r · min-1 离心 10 min，弃上清，加入 200 

μL 5% Chelex-100 悬浊液，漩涡混匀。65 ℃水浴 2 h，沸水浴 10 min，冰浴 3 min，12 000 r · min-1

离心 10 min，取上清液转移至新的离心管中，保存于–20 ℃备用。 

首先进行普通 PCR 检测，然后按照建立好的荧光定量 PCR 检测体系定量。托拉斯假单胞杆菌

富集曲线的横坐标为富集前起始菌量，纵坐标为富集后最终菌量。  

1.2.6  托拉斯假单胞杆菌在平菇表层的增殖动态监测 

将 1 × 105 cfu · mL-1 托拉斯假单胞杆菌悬浮液做 10 倍梯度稀释，得到浓度为 105、104、103、102

和 10 cfu · mL-1 的菌液。分别取 3 mL 菌悬液均匀喷施在平菇表层，以清水喷施平菇表层为阴性对照，
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图 1  托拉斯假单胞杆菌标准质粒 RT-PCR 的标准曲线 

Fig. 1  Real-time fluorescence quantitative standard curve of 

Pseudomonas tolaasii plasmid DNA 

分别在 4 h、8 h、16 h、24 h、48 h 取样，参考 Rodriguez 和 Royse（2007）的分级标准调查病情指

数及发病时间。 

取 0.05 g 平菇表层样品于 2 mL 离心管中（含有 1 mL 选择性培养液），以 30 ℃ 170 r · min-1 振

荡培养 6 h 后，Chelex-100 法提取总 DNA。采用已建立的实时荧光定量 PCR 技术进行检测。每批做

3 次重复。根据托拉斯假单胞杆菌富集曲线所得线性计算公式，将样品的最终拷贝数值代入公式，

得到相应初始菌量。 

根据 Excel 2003 和 Matlab 7.12.0（R2011a）软件进行数据处理及曲线拟合。 

2  结果与分析 

2.1  RT-PCR 标准曲线的建立 

将质粒 DNA 标准品做 10-1 ~ 10-15 梯度稀

释后进行荧光定量 PCR 检测，以 10-2 ~ 10-7 稀

释倍数的质粒DNA拷贝数的对数值为横坐标，

以循环数 Ct 值为纵坐标，获得 PCR 标准曲线

（图 1）。 

扩增反应循环数 Ct 值与质粒 DNA 拷贝数

的对数值之间具有良好的线性关系 Y = 0.635–

3.443X，（R2 = 0.998），扩增效率为 95.1%，阴

性对照均无扩增。 

熔解曲线分析可以用来确定不同的反应产

物，包括非特异性产物。扩增反应完成后，温

度从 60 ℃升至 95 ℃，每 10 s 升高 0.5 ℃监测

每一步的荧光信号来产生熔解曲线（图 2），熔

解温度上有一特征峰（Tm，DNA 双链解链 50%的温度），用这个特征峰就可以将特异产物与其它产

物如引物二聚体区分开，因为它们在不同的温度熔解。10-2 ~ 10-8 梯度稀释的托拉斯假单胞杆菌标准 

图 2  托拉斯假单胞杆菌标准质粒 RT-PCR 的熔解曲线 

10-2 ~ 10-8：托拉斯假单胞杆菌标准质粒梯度稀释。 

Fig. 2  Real-time fluorescence quantitative melting curve of Pseudomonas tolaasii plasmid DNA 

10-2–10-8：Serial dilution of Pseudomonas tolaasii plasmid DNA. 
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质粒的熔解曲线随着温度的升高只有一个明显的特异性单峰（图 2），说明此引物特异性高，没有非

特异性的扩增产物。 

2.2  引物特异性检测 

以灭菌后的双蒸水为阴性对照，以 7 个供试菌株的基因组 DNA 为模板，检测（Pt-1A）/（Pt-1D1）

引物的特异性，结果表明，以托拉斯假单胞杆菌 DNA 为模板，可以稳定地扩增出 449 bp 的单一片

段（图 3），其他 6 菌株均未有条带，且目的片段条带明亮，扩增稳定性及特异性好。 

在荧光定量 PCR 特异性分析中，托拉斯假单胞杆菌基因组 DNA 及标准质粒 DNA 只出现单一

峰（图 4），而阴性对照和其他 6 菌株没有出现目的产物的熔点峰。 

 

图 3  普通 PCR 引物特异性检测 

M：DNA Marker；CK1：阴性对照；1：托拉斯假单胞杆菌；2：胡萝卜欧文氏菌胡萝卜软腐致病变种；3：泛菌； 

4：美洲欧文氏菌；5：假产碱假单胞菌；6：土生克雷伯氏菌；7：丁香假单胞菌黄瓜致病变种。 

Fig. 3  Specificity of general PCR assay 

M：DNA Marker；CK1：Negative control；1：Pseudomonas tolaasii；2：Erwinia carotovora；3：Pantoea sp.； 

4：Ewinqella americana；5：Pseudomonas pseudoalcaligenes； 

6：Klebsiella terrigena；7：Pseudomonas syringae. 

 

 

图 4  RT-PCR 引物特异性检测熔解曲线 

CK1：阴性对照；CK2：托拉斯假单胞杆菌标准质粒；1：托拉斯假单胞杆菌；2：胡萝卜欧文氏菌胡萝卜 

软腐致病变种；3：泛菌；4：美洲欧文氏菌；5：假产碱假单胞菌；6：土生克雷伯氏菌； 

7：丁香假单胞菌黄瓜致病变种。 

Fig. 4  Fluorescence quantitative PCR specificity Melting Curve of premier  

CK1：Negative control；CK2：Pseudomonas tolaasii plasmid DNA；1：Pseudomonas tolaasii；2：Erwinia carotovora； 

3：Pantoea sp.；4：Ewinqella americana；5：Pseudomonas pseudoalcaligenes； 

6：Klebsiella terrigena；7：Pseudomonas syringae. 
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2.3  引物灵敏性检测 

托拉斯假单胞杆菌基因组 DNA 分光光度计测定浓度为 385.6 ng · μL-1，将初始 DNA 稀释至 10-7

（38.56 fg · μL-1）仍能检测到 DNA 的存在（图 5）。 

 

图 5  普通 PCR 引物灵敏性检测 

M：DNA Marker；CK：阴性对照；1 ~ 10：DNA 依次稀释梯度为 1 ~ 10-10。 

Fig. 5  Sensibility of general PCR assay 

M：DNA Marker；CK：Negative control；1–10：10-fold serial dilution of DNA 1–10-10. 

 

每个梯度均有特异性扩增曲线，呈明显的“S”型（图 6），说明（Pt-1A）/（Pt-1D1）引物用于

荧光定量 PCR 定量检测托拉斯假单胞杆菌时灵敏度高，图 6 中横坐标代表 PCR 反应的循环数（Cycle 

number），纵坐标代表 DNA 与 SYBRGreenⅠ荧光染料结合后的荧光强度（Rn），不同拷贝数的阳性

模板随循环数的增加，其荧光强度逐渐增强，当到达一定的循环数时曲线趋于平行。综合重复验证

结果，变异系数均小于 5%，表明该方法具有良好的稳定性。 

通过灵敏性检测确定了 SYBR Green I 染料法对托拉斯假单胞杆菌的检测下限为 10-9，即 0.049 

fg · µL-1（相当于靶标基因拷贝数 202 · L-1），检测灵敏度显著高于普通 PCR。 

 

 

图 6  RT-PCR 引物灵敏性检测扩增曲线 

10-2 ~ 10-10：质粒标准品 10 倍梯度稀释。 

Fig. 6  Sensibility amplification curve of Real-time fluorescence quantitative PCR  

10-2–10-10：10-fold serial dilution of Pseudomonas tolaasii plasmid DNA. 
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2.4  托拉斯假单胞杆菌富集曲线的绘制   

2.4.1  托拉斯假单胞杆菌富集后常规 PCR 检测 

将托拉斯假单胞杆菌悬液按 10 倍梯度稀释为 106、105、104、103、102、10、1 cfu · mL-1 系列浓

度，经过选择性培养液分别富集 6 h、12 h、24 h 之后进行普通 PCR 检测。不同浓度菌悬液经过选

择性培养液富集 6 h、12 h 后有明显的亮度梯度，但富集 24 h 后条带亮度一致，无明显浓度梯度，

所以将 6 h 选作富集时间（图 7）。 

 
 

图 7  托拉斯假单胞杆菌富集后普通 PCR 检测 

M：DNA Marker；CK1，CK2：阴性对照；1 ~ 7：Pseudomonas tolaasii 

依次稀释浓度为 106 ~ 1 cfu · mL-1。 

Fig. 7  General PCR detection of Pseudomonas tolaasii after enriching 

M：DNA Marker；CK1，CK2：Negative control；1–7：Pseudomonas tolaasii  

dilution 106–1 cfu · mL-1. 

 

2.4.2  托拉斯假单胞杆菌富集曲线的绘制  

将托拉斯假单胞杆菌菌悬液富集 6 h，经过荧光定量 PCR 检测之后，将初始带菌量与最终拷贝

数之间确定了明确的线性关系（图 8），线性关系公式为：Ln（y）= 19.74 +（6.40–19.74）/ {1 + 

[Ln（x）/ 8.07]2.05}，（R2 = 1）。 

RT-PCR 检测结果与常规 PCR 的结果相符，而且检测的敏感性显著提高，在细菌数量为 0 ~ 106 

cfu · mL-1 范围内经富集之后均能比较准确地反应细菌的数量。 

 

图 8  托拉斯假单胞杆菌不同浓度菌液富集 6 h 曲线 

Fig. 8  Standard curve of different concentration of Pseudomonas 

 tolaasii enriching 6 h 
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2.5  托拉斯假单胞杆菌在平菇表层增殖动态检测 

不同浓度的托拉斯假单胞杆菌悬液处理引发平菇褐斑症状的时间不同。105 cfu · mL-1 的菌悬液

处理平菇后，16 h 即可增至发病浓度，引发褐斑症状，104 cfu · mL-1 的菌液在 24 h 引发褐斑病。其

他低浓度菌悬液（103，102，10 cfu · mL-1）及不接菌的对照在平菇采收时均未发病。 

将不同浓度的托拉斯假单胞杆菌处理的平菇样品 0.05 g匀浆富集后，Chelex-100法提取总DNA，

运用引物对（Pt-1A）/（Pt-1D1）进行荧光定量 PCR 的检测，之后根据标准曲线及富集曲线计算出

平菇表层的最终带菌量。结果表明实时荧光定量 PCR 技术检测平菇表层托拉斯假单胞杆菌数量的结

果与症状表现趋势一致。将所有处理富集后检测发现，除未接菌的对照没有荧光信号外，其他带菌

平菇的 DNA 提取液均有荧光信号产生，可以定量检测到全部接种平菇上的托拉斯假单胞杆菌。接

种浓度为 10 cfu · mL-1 处理平菇 4 h 后，托拉斯假单胞杆菌为 27.9 cfu · g-1。 

不同浓度的托拉斯假单胞杆菌处理平菇后的 0 ~ 24 h 之间，致病菌在平菇表层均呈明显上升趋

势（图 9）。平菇表层的病原菌浓度达到 107 cfu · g-1 可引发褐斑症状。托拉斯假单胞杆菌接种浓度低

于 104 cfu · mL-1 处理的平菇，在 48 h 采收时带菌量仍低于 107 cfu · g-1。 

 

 

图 9  不同浓度的托拉斯假单胞杆菌在平菇表层的动态变化 

Fig. 9  Dynamic change of Pseudomonas tolaasii on the Pleurotus ostreatus sporocarp  

surface with inoculation time 

 

选择性培养基不仅富集了托拉斯假单胞杆菌的数量，而且部分抑制了其他杂菌的生长，进行荧

光定量 PCR 检测过程中，阴性对照熔解曲线无特异性熔解峰出现，标准质粒及接种托拉斯假单胞杆

菌的样品 DNA 的熔解曲线均在 85 ~ 90 ℃之间只出现单一峰，表明无其他杂菌及非特异性片段扩增。 

3  讨论 

在平菇生产过程中，由托拉斯假单胞杆菌引起的平菇细菌性褐斑病的早期监测和防治显得非常

重要。Lee 等（2002）运用托拉斯假单胞杆菌 tolaasin 毒素基因特异性引物进行免疫捕捉—嵌套 PCR

检测样品中的病原菌含量。本试验在此基础上进行的常规 PCR 检测的灵敏度可以达到 38.56 

fg · μL-1，荧光定量 PCR 检测体系在未富集托拉斯假单胞杆菌的条件下，检测的线性范围为 102 ~ 109 

cfu · mL-1，之后运用选择性培养基解决了微量富集的问题，检测灵敏度进一步提高了 100 倍。 

荧光定量 PCR 技术检测病原菌时使用较大的扩增产物在国内外文献中均有报道（Schroeder et 

al.，2006；Kernaghan et al.，2008；李琼 等，2011）。Schroeder 等（2006）运用荧光定量 PCR 技术

检测土壤中的 9 种腐霉菌，其引物对扩增片段在 277 ~ 414 bp 之间，扩增效率在 80% ~ 92%之间，
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且每对引物在熔解曲线中均出现单一特异性熔解峰，可以准确定量土壤中的不同腐霉菌。扩增产物

片段的大小主要影响荧光定量 PCR 的扩增效率。一般认为实时荧光定量 PCR 技术采用约 200 bp 较

短的扩增产物，以缩短扩增时间。本文中引物对（Pt-1A）/（Pt-1D1）扩增片段虽然达到 449 bp，

但扩增效率在 95%以上，而且，引物对（Pt-1A）/（Pt-1D1）存在于托拉斯假单胞杆菌毒素基因片

段内，高度保守，在荧光定量 PCR 检测过程中不仅特异性强而且灵敏度高，具有实际可操作性，运

用 SYBRGreenⅠ荧光染料法通用程序即可完成检测。 

平菇表层的细菌多且复杂，通过选择性培养液的选择性富集及特异性引物的选择性扩增，对平

菇表层的托拉斯假单胞杆菌进行了双重选择，显著提高了特异性及灵敏性。通过对托拉斯假单胞杆

菌在平菇表层的增殖动态研究发现，致病菌达到 107 cfu · g-1 才会引发褐斑病，低于 107 cfu · g-1 时不

能出现褐斑症状。托拉斯假单胞杆菌易于侵染平菇表层，虽然未出现褐斑症状，但在温度适宜，湿

度较高及通风不畅的条件下，会突然大面积爆发，往往导致菇农来不及采取防治措施，造成严重经

济损失。在平菇初潮或者发病初期平菇、菌种、培养料、土壤等均可以通过选择性培养基富集后，

进行荧光定量 PCR 检测，及早地预防和及时地切断传染源及传播途径，进行早期治疗。这为平菇细

菌性褐斑病的流行发生提供了有效预测，为进一步有效防治平菇细菌性褐斑病提供科学依据。 
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《中国蔬菜栽培学》(第 2 版) 

《中国蔬菜栽培学》（第 2 版）于 2009 年 10 月由中国农业出版社出版发行。全书约 250 万字，分总论、各论、

保护地蔬菜栽培、采后处理及贮藏保鲜共 4 篇。总论篇概要地论述了中国蔬菜栽培的历史、产业现状，中国蔬菜的

起源、来源和种类，蔬菜作物生长发育和器官形成与产品质量的关系，蔬菜生产分区、栽培制度和技术原理，蔬菜

栽培的生理生态基础以及环境污染与蔬菜的关系等；各论篇较详细地介绍了根菜类、薯芋类、葱蒜类、白菜类、芥

菜类、甘蓝类、叶菜类、瓜类、茄果类、豆类、水生类、多年生类、芽苗菜以及食用菌类蔬菜的优良品种、栽培技

术、病虫害综合防治、采收等方面的技术经验和研究成果；保护地蔬菜栽培篇论述了中国蔬菜保护地的类型、构造
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病虫害综合防治以及在蔬菜产品质量、产品采后处理及贮藏保鲜原理和技术等方面取得的新成果、新进展；概述了
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3. 尽可能地反映不同学术思想和观点；尽量反映不同生态区，包括中国台湾地区在内的栽培技术特点。 

4. 删去了“蔬菜的加工”和“野生蔬菜”两章，以使本书的内容更加切题。另在附录中增加了“主要野生蔬菜
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