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黑龙江省依兰县酸浆根腐病病原菌分离鉴定

张 晶 晶，陈 　 典，叶 阳 阳，黄 　 珏，王 　 勇
（东北农业大学 园艺学院，黑龙江 哈尔滨１５００３０）

　　摘　要：为明确黑龙江省依兰县酸浆根腐病的致病菌，以发病地区的酸浆病根及地下茎为材
料，对病原菌进行分离鉴定。结果表明：对致病菌的形态特征观察结合ｒＤＮＡ　ＩＴＳ序列分析，最终
确定腐皮镰孢菌（Ｆ．ｓｏｌａｎｉ）与尖镰孢菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）为该病的主要致病菌。
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　　酸浆（Ｐｈｙｓａｌｉｓ　ａｌｋｅｋｅｎｇｉ　Ｌ．ｖａｒ　Ｆｒａｎｃｈｅｔｉｉ（Ｍａｓｔ．）
Ｍａｋｉｎｏ）是茄科酸浆属多年生宿根草本植物，基部匍匐
生根，浆果橙红色，可供鲜食和观赏。酸浆属约有１２０
个种，大多数分布在美洲热带及温带地区，少数分布欧
亚大陆及东南亚。我国产５种２变种［１］。酸浆大多野
生，野生的酸浆生于山坡、林下、路旁等地。在热带和
亚热带地区，酸浆作为一种常用药物被广泛用于治疗
疟疾、哮喘、肝炎、皮炎、风湿等疾病，另外酸浆中的酸
浆苦素还具有免疫调节抗肿瘤、抗菌、强心等生物活
性［２－５］。被称为“红灯笼”的带宿萼的果实具有极高的
观赏价值，既可以生食，也可加工成果汁、罐头、果酒等
产品。它是目前发现的少有的集观赏、食用、药用于一
身的宝贵的野生植物资源。由于其开发前景非常广
阔，酸浆的种植已经人工化。
在酸浆大面积生产种植中，由于酸浆种子具有休

眠性，所以多利用酸浆根茎具有耐寒性而直接繁殖，可
持续４～５ａ［６］，但也导致了酸浆种植地土传病害根腐
病的大发生。为了明确该病的发病原因及提出有效的
防治方法，该研究以发病地区感病酸浆的病根和地下
茎为材料进行了病原菌的分离，并采用科赫式法则初
步明确主要致病菌；以形态学观察结合ｒＤＮＡ　ＩＴＳ序
列分析等技术手段，对主要致病菌进行了进一步鉴定，
为制定综合防治措施提供参考依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
从黑龙江省依兰县酸浆种植地采集病根及地下

茎。采用组织分离法［７］，将新鲜的患病部位用流动的
清水冲洗１２ｈ，观察酸浆根腐病发病部位的症状。感
病部位用７５％乙醇表面消毒，再用无菌水洗３遍后，在
病健交界处用灭菌刀切取０．５～１ｃｍ的病样组织，
ＰＤＡ培养基在２５℃恒温培养（ＰＤＡ中含浓度为１％的
链霉素溶液以抑制细菌生长）。经纯化后，转入冻存管
中，４℃冰箱保存备用。
１．２　试验方法
１．２．１　致病性测定　将分离得到的优势菌落在ＰＤＡ
平板上于２５℃，２４ｈ光照条件下培养５ｄ，采用伤口接
种法，将８ｍｍ的菌碟直接接种于苗龄为２０～２５ｄ的
酸浆幼苗地上茎部位，在温室中培养，设不接菌的为对
照。定期观察并根据Ｂｕｒｐｅｅ等提出的根腐病病情分
级标准将根腐病病级划分为５个级别，来记录植株的
发病情况。０级：无病；１级：须根变黑；２级：主根及地
下茎变黑；３级：主根及地下茎变黑腐烂地上部生长不
良；４级：根部腐烂、植株死亡。发病率＝染病株数／调
查总株数×１００％，病情指数＝∑（病级数×该级病株
数）／（调查总数×最高病级数）×１００。根据分级调查
结果统计各接种分离病菌的发病率及病情指数。
１．２．２　病原菌的形态观察　将分离出的优势菌株接
种到ＰＤＡ平板上，于２５℃培养箱中光照培养５ｄ后，
肉眼观察菌落形态特征，在光学显微镜下观察培养病
原菌的分生孢子和分生孢子梗形态。根据病原菌产孢
特征及其在ＰＤＡ培养基上的形态特征，对病原菌进行
初步鉴定。
１．２．３　病原菌产孢特征观察　在ＳＮＡ平板上接种直
径为８ｍｍ的病原菌菌碟，于２５℃光照培养箱中培养，
４ｄ后，在滴有无菌水的载玻片上挑取少量菌丝，在光
学显微镜下观察产孢情况。
１．２．４　病原菌的ｒＤＮＡ　ＩＴＳ的扩增及序列分析　将
酸浆根腐病致病菌接在ＰＤＡ培养基上的玻璃纸上，
２５℃恒温培养５ｄ后，取０．１ｇ菌丝体，加入液氮研磨，
用改良的ＣＴＡＢ法提取病原菌基因组总ＤＮＡ［８］。ＩＴＳ
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ｒＤＮＡ的扩增采用真菌核糖体基因转录间隔区（ＩＴＳ）
通用引物ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）
和ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′），引物由上
海生物工程技术服务有限公司合成［９］。ＰＣＲ反应体系
为２５μＬ，包括：１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ

２＋）２．５μＬ，
ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＤＮＡ 模板１００ｎｇ，引物
ＩＴＳ１和ＩＴＳ４（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶
（２．５Ｕ／μＬ）２Ｕ，ｄｄＨ２Ｏ补足。ＰＣＲ扩增程序是：９４℃
预变性５ｍｉｎ，９４℃变性４０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物在
１％的琼脂糖凝胶上进行电泳检测，ＰＣＲ产物测序由上
海生工生物工程技术服务有限公司完成。测序的结果
经ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂ．ｉｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）与
ＮＣＢＩ数据库中的已知序列进行同源性比较，根据同源
性比较的结果，结合病原菌的形态学特征及致病性测
定，最终确定酸浆根腐病主要致病菌。

２　结果与分析
２．１　病害症状
受病原菌侵害的酸浆植株矮小、长势弱。发病初

期，地下须根感病，变少，新生的根也很稀疏，植株基部
叶片由叶尖开始变黄，并逐渐向上部叶片发展。后期
在主根及根茎上可见黑褐色病斑，出现腐烂至病部组
织变硬，裂口深及木质部，直接导致水分与营养物质中
断，最后导致整个植株萎蔫死亡。
２．２　致病性测定
为了明确致病菌，首先将分离菌在ＰＤＡ培养基上

培养５ｄ，打成直径为８ｍｍ的菌碟进行伤口接种。定
期观察，接种９ｄ后接种部位出现黑色斑点，后期植株
的根部出现水渍状病斑，逐渐腐烂，地上部分叶片变黄
并逐渐萎蔫，与健康植株比较长势弱（图１）。从病变组
织共分离出７种菌株，其中３号与６号菌株为广谱性
青霉菌。其它 ５ 种菌株中，７ 号菌株发 病 率 为
８６．６７％，病情指数为６０．６１％；４号菌株发病率为
６６．６７％，病情指数为６０．００％，说明此２种菌为酸浆根
腐病的主要致病菌（表１）。

　　表１ 分离病原菌的发病率和病情指数
Ｔａｂｌｅ　１　Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｏｎ　Ｐｈｙｓａｌｉｓ　ａｌｋｅｋｅｎｇｉ　Ｌ．ａｎｄ　ｔｈｅ　ｉｎｄｅｘ

病原菌序号

Ｐａｔｈｏｇｅｎ　ｎｕｍｂｅｒｓ

发病率

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ
／％

差异显著性

α＝０．０５

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅ　ｉｎｄｅｘ／％

差异显著性

α＝０．０５

７　 ８６．６７ ａ ６０．００ ａ
４　 ６６．６７ ａ ５６．６７ ｂ
１　 ２６．６７ ｂ ２０．００ ｃ
２　 ２０ ｂ １３．３３ ｄ
５　 ０ ｃ ０ ｅ

　　从病重组织重新分离病原物经分离纯化获得的病
原菌与原接种病原菌在菌落、分生孢子等形态特征上
完全一致。根据致病性测定结果及病原菌形态特征观
察，参考布斯的《镰刀菌属》，初步鉴定酸浆根腐病主要

图１　病原菌接种植株后与健康植株
Ｆｉｇ．１　Ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｎｅｍａｔｏｄｅｓ　ｐａｔｈｏｇｅｎ　ａｎｄ　ｈｅａｌｔｈｙ　ｐｌａｎｔｓ
注：ａ：水渍状病斑和健康植株（腐皮镰孢菌）；ｂ：水渍状病斑、坏死
病斑与健康植株（尖镰孢菌）。

Ｎｏｔｅ：ａ：Ｗ．Ｐ．Ａ　ｓｈａｐｅ　ｄｉｓｅａｓｅ　ａｐｏｔ　ａｎｄ　ｈｅａｌｔｈｙ　ｐｌａｎｔｓ（Ｆ．ｓｏｌａｎｉ）；ｂ：

Ｗ．Ｐ．Ａ　ｓｈａｐｅ　ｄｉｓｅａｓｅ　ａｐｏｔ，ｒｏｔ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｓｐｏｔ　ａｎｄ　ｈｅａｌｔｈｙ　ｐｌａｎｔｓ（Ｆ．
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）．

致病菌为腐皮镰孢菌（Ｆ．ｓｏｌａｎｉ）和尖镰孢菌（Ｆ．
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）［９］。
２．３　病原菌鉴定
２．３．１　病原菌的形态特征　腐皮镰孢菌在ＰＤＡ培养
基上２５℃恒温培养５ｄ的菌落直径为５５～６２ｍｍ，菌
落边缘平滑，近圆形，气生菌丝绵绒状，白色至肉色，间
有土黄色，培养基不变色。小型分生孢子卵形或洋梨
形或肾形，散生，无隔或有隔。大型分生孢子马特形，
３～５隔，两端较钝圆，在菌丝顶端或单生或散生。气
生菌丝上的产孢细胞为长筒形的单瓶梗（图２）。尖镰
孢菌在ＰＤＡ培养基上２５℃恒温培养５ｄ的菌落直径
为５８～７０ｍｍ，菌落呈圆形，淡粉色或洋红色，菌落边
缘菌丝呈乳白色，培养基不变色。大型分生孢子米粒
形，两端渐尖，足细胞较明显，多为２～４分隔，小型分
生孢子卵形、椭圆形或肾形，假头生，０～１分隔，产孢
细胞为单瓶梗，较短，单生或具分枝（图３）。
２．３．２　致病菌的分子鉴定　以４号和７号菌株的基
因组ＤＮＡ为模板，用真菌通用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４进行
ＰＣＲ扩增，均得到了５００～６００ｂｐ大小的扩增条带，将
ＰＣＲ产物委托上海生工生物工程技术服务有限公司进
行纯化和测序。测序结果显示，４号真菌的片段大小
为５０４ｂｐ，７号真菌的片段大小为５４２ｂｐ（图４）。将所
得序列于ＮＣＢＩ的数据库中进行ＢＬＡＳＴ分析，结果显
示，７ 号 扩 增 片 段 核 酸 序 列 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 的
ＦＪ４２６３９０．１、ＥＵ０２９５８９．１、ＡＢ５１８６８３．１、ＡＢ３６９４８８．１
等菌株序列的同源性达到９９％，但未找到同源性
１００％的菌株，可认为是一个新的菌种，将些ＩＴＳ登录
到ＧｅｎＢａｎｋ，收录号为ＨＱ８２９３５４。４号真菌扩增片段
核酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ中的ＧＵ１２６６８８．１菌株序列的同
源性可达到１００％，为尖镰孢菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）。结合
形态学观察、致病性测定与ＩＴＳ分析结果，最终确定该
试验分离的酸浆根腐病主要致病菌为腐皮镰孢菌（Ｆ．

９４１



·生物技术· 北方园艺２０１１（１６）：１４８～１５１

图２　腐皮镰孢菌
注：ａ：小型分生孢子ｂ：大型分生孢子ｃ：分生孢子梗。图３同。

Ｆｉｇ．２　Ｓｏｙａ　ｓｈｅｅｔ　ｆｕｓａｒｉｕｍ
Ｎｏｔｅ：ａ：Ｍｉｃｒｏｃｏｎｉｄｉａ；ｂ：Ｍａｃｒｏｃｏｎｉｄｉａ；ｃ：Ｃｏｎｉｄｉｏｇｅｎｕｓ　ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　Ｆｉｇ．３．

图３　尖镰孢菌

图４　腐皮镰孢菌与尖镰孢菌的ＰＣＲ扩增产物
注：ａ．尖镰孢菌；ｂ．腐皮镰孢菌。

Ｆｉｇ．４　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ　ａｎｄ
Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｓｏｌａｎｉ　ｇｅｎｏｍｉｃ　ＩＴＳ　ｒｅｇｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｂｙ　ｐｒｍｉｅｒｓ　ＩＴＳ１
ａｎｄ　ＩＴＳ４．

　　Ｎｏｔｅ：ａ：Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ；ｂ：Ｆ．ｓｏｌａｎｉ．

ｓｏｌａｎｉ）与尖镰孢菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）。

３　结论与讨论
在以往对酸浆病害研究方面，有报道过的酸浆枝

孢褐斑病、酸浆黄萎病、酸浆尾孢褐斑病、酸浆轮斑病、

酸浆菌核病、酸浆假尾孢褐斑病和酸浆叶点霉叶斑
病［１１］等，还未见有关酸浆根腐病的研究。
根腐病是一种危害范围大，侵害作物种类范围广

的土传病害，容易发生在连作的地块。十字花科、禾本
科、豆科、菊科等作物的根部以及葱蒜类的地下茎部都
有过被根腐病侵害的记载与研究［１０］。能引发根腐病
的病原菌也有很多种，尖镰孢菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、立枯
丝 核 菌 （Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ　ｓｏｌａｎｉ）、大 豆 疫 霉 菌
（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ　ｓｏｊａｅ）、腐皮镰孢菌（Ｆ．ｓｏｌａｎｉ）和瓜果腐
霉菌（Ｐｙｔｈｉｕｍ　ａｐｈａｎｉｄｅｒｍａｔｕｍ）等都引起过根腐病的
发生，只是致病能力有差异。
该试验通过病菌培养的形态特征观察和鉴定、ＩＴＳ

ｒＤＮＡ序列分析，最终确定酸浆根腐病主要的致病菌
为尖镰孢菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）和腐皮镰孢菌（Ｆ．ｓｏｌａｎｉ）。
腐皮镰刀菌和尖镰孢菌是分布广泛的土壤习居菌，侵
染能力很强，可侵染十字花科、禾本科、豆科、菊科等多
种植物发生根腐病［１２］。
随着酸浆种植人工化，根茎繁殖的种植方式很容

易给土传病害创造条件，会导致真菌病害的大发生和
流行，给产量与质量均带来冲击。该研究的意义在于
明确酸浆根腐病病原菌的种类，为酸浆病害的深入研
究和防治奠定基础。
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ｏｒｕｍ

蔬菜去毒十法

蔬菜中的农药残留是食品安全中的一个重要问题。尤其夏季，既是蔬菜消费的高峰期，也是害虫的活跃时

期，易造成大量蔬菜农药残留严重超标。

现介绍蔬菜去毒的１０种简易方法：

１．不合时令，提早上市的菜，因与气候不合，往往施用大量农药，要多洗几遍。

２．清洗蔬菜最好用清水。施用脂溶性农药的蔬菜用盐水反而不易洗净。

３．蔬菜不可先切后洗，以防营养流失。

４．蔬菜最好不要生吃。如果一定要生吃，应多洗几遍。

５．烫菜比煮菜好。烫菜部分农药会随水汽蒸发。

６．洗菜时，最好先放在水盆中泡洗，再在水龙头下冲。

７．包心菜、大白菜应去外围的叶片，再单片冲洗。

８．鸡毛菜、小白菜应先将根切除，直立冲洗。

９．苦瓜、小黄瓜如不去皮应用软毛刷刷洗。

１０．豌豆、刀豆、韭菜花和小黄瓜等，由于采收期长，为了预防未成熟部分遭受虫害，农药洒得多，必须多洗

几遍。
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