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　　摘要：紫山药营养价值高，具有多种药用功能，但紫山药病害严重。本研究以患有枯萎病的紫山药为材料，对其进
行病原菌的分离、纯化与鉴定，包括ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析，最终确定其病原菌为尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）；采
用１１种农药对紫山药枯萎病菌进行抑菌效果筛选，结果显示，敌磺钠对紫山药枯萎病菌具有较好的抑菌效果。
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　　紫山药（ＤｉｏｓｃｏｒｅａａｌａｔａＬ．）别称紫参薯，在海南称之为
大薯，为薯蓣科藤本植物［１］。其块茎中富含蛋白质、淀粉、多

种维生素和胆碱等，营养价值极高。紫山药还富含花青素和

薯蓣皂，有促进内分泌荷尔蒙的合成、抗癌、抗衰老等药用功

能。紫山药产量潜力高，块茎产量一般可达１０ｋｇ／株，高产的
甚至可超过５０ｋｇ／株［１］。紫山药种植分布范围广，生育期通

常为５～８个月，生长过程中主要病害有炭疽病、枯萎病等。
据报道，紫山药枯萎病的病原菌为尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ），称山药尖镰孢，属半知菌类真菌［２］，但在海南还

未见报道。山药枯萎病（俗称死藤）［３］主要危害紫山药茎基

部和地下块茎，发病初期是在茎蔓的基部出现棱条形湿腐状

的褐色病斑，以后病斑不断扩展，使基部的整个表皮腐烂，当

表皮腐烂面积迅速扩大到能绕茎一周时，就会致使地上部的叶

片逐渐黄化、脱落，茎蔓也就迅速枯死。若剖开茎的基部，可见

感病部位变为褐色。若是块茎感病，则在皮孔的四周产生圆形

至不规则的暗褐色病斑，须根和内部组织也变为褐色、干腐，严

重感病的整个块茎变细、褐色。贮藏期间枯萎病仍可继续扩

展，造成危害［４］。本研究通过对紫山药感病植株取样，进行病

原菌的分离、鉴定，从而找到海南紫山药枯萎病的病害根源；同

时，对常用的化学防治农药进行筛选，为枯萎病的农药防治提

供理论依据，以更好地指导该病的田间防治工作。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　感病材料　病害标本采自海南大学薯蓣资源圃紫山
药５６号。
１．１．２　培养基　马铃薯培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，
琼脂２０ｇ，ｐＨ值自然。

１．１．３　主要试剂　引物：ＩＴＳ１：５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴ
ＧＣＧＧ－３′；ＩＴＳ４：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′。农
药：９０％丙环唑原药、８０％多菌灵可湿性粉剂、６５％代森锌可
湿性粉剂、７２％甲霜·锰锌可湿性粉剂、８０％代森锰锌可湿性
粉剂、７５％百菌清可湿性粉剂、７０％甲基硫菌灵可湿性粉剂、
９５％敌磺钠可溶性粉剂、５０％异菌脲可湿性粉剂、８０％福福锌
可溶性粉剂、７７％氢氧化铜可湿性粉剂等１１种农药。
１．２　方法
１．２．１　病害调查及症状观察　２０１２年 ５—１１月对海口云
龙、临高、儋州、东方、文昌等５个紫山药种植基地枯萎病的发
生和危害情况进行了调查，对感病植株的叶、茎上的症状进行

观察、记载和拍照。

１．２．２　病原菌的分离、纯化与保存　将采集的紫山药茎、块
茎用无菌水冲洗，晾干，在超净工作台中进行消毒处理。处理

步骤为：７５％乙醇浸泡１ｍｉｎ，然后０．１％氯化汞处理１ｍｉｎ，
无菌水冲洗３～４次，用无菌吸水纸吸去多余水分。块茎剪为
０．３ｃｍ×０．３ｃｍ大小的小块，茎剪为长０．５ｃｍ的茎段，将小
块样品铺于ＰＤＡ培养基上，培养皿用封口膜封口。于２８℃
培养箱中培养３～５ｄ［５］。等产生分生孢子后，将分生孢子挑
入灭菌蒸馏水中，配成浓度约为１．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ的孢子悬
浮液，用无菌毛细管吸取少量孢子液，轻轻点在 ＰＤＡ培养基
平板上（培养基平板预先用直径６ｍｍ的打孔器打孔作好标
记，以便以后找到孢子），置于２５℃下培养３６ｈ左右，使分生
孢子萌发，并在培养基上形成微小菌落，用显微镜观察，将由

单个分生孢子萌发形成的微小菌落连同周围的培养基切下，

移入另一ＰＤＡ培养基上，即可获得病原菌的单孢纯菌株［６］，

将纯化好的菌株ＰＤＡ斜面保存。
１．２．３　致病性测定　分别以病原菌的菌丝块和孢子悬浮液
作为接种体对其在山药上的致病性进行测定。选择健康的山

药植株中部叶片进行接种，叶片先用７５％乙醇表面消毒，再进
行有伤口（用新牙刷在叶片表面刷 ３下）接种和无伤口接
种［７］，以清水为对照。接种后保湿２４ｈ，每隔１～２ｄ观察症
状。发病后，从病斑再次分离病原菌，并与原接种菌进行比较。

１．２．４　菌株ＤＮＡ提取及 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ扩增　Ｃｈｅｌｅｘ－１００法
提取基因组ＤＮＡ［８］：用刀片轻轻在培养皿中刮取菌块，放入
研钵中加液氮研磨，然后装入 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中并加入 ０．５ｍＬ
１００ｇ／Ｌ的无菌Ｃｈｅｌｅｘ－１００溶液，在旋涡混合器上振荡５ｓ，
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沸水浴１０ｍｉｎ，冷却至室温后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，保存
上清作为ＰＣＲ扩增模板。ｒＤＮＡ－ＩＴＳ扩增［８］：以提取的基因

组ＤＮＡ作为模板进行ＰＣＲ扩增。５０μＬ反应体系中含：２μＬ
ＤＮＡ原液、２５μＬ２×ＥａｓｙＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ溶液、引物各
２μＬ（２０μｍｏｌ／Ｌ）、ｄｄＨ２Ｏ１９μＬ。反应程序：９５℃预变性
３ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃ 复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，
５０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。取１０μＬＰＣＲ产物在２％琼脂
糖凝胶上电泳（１２０Ｖ），２６０ｎｍ紫外灯下观察并照相。
１．２．５　抑菌农药筛选　采用药皿抑菌法［９］。将上述１１种药
剂分别配成５００、１０００、１５００倍浓度梯度溶液，分别取３ｍＬ
加入装有１５ｍＬＰＤＡ直径为 ９ｃｍ的培养基中，随后将已培
养７ｄ的病原菌沿菌落边缘用６ｍｍ打孔器打孔，取６ｍｍ菌
饼接于培养基中央，２５℃避光培养。以加无菌水为对照。接
菌７ｄ后测量抑制圈直径，并进行评价。

２　结果与分析

２．１　紫山药枯萎病的危害与症状特点
紫山药枯萎病在上述 ５个种植地均有发生，发病率在

３０％以上，特别是在８—１０月这样的高温高湿季节最容易暴
发流行，造成大量的叶片脱落和植株死亡，该病主要危害山药

的茎段、根部、叶片等。通常是与土壤接触的茎段先发病，病

斑初为暗绿色条状斑点，后扩展成长方形、椭圆形或不规则

形，病斑边缘褐色至黑褐色，中部颜色较深，多为黑褐色。病

害由茎基部逐渐往上传播，再传到叶柄，叶柄上的病斑初为暗

绿色小点，后逐渐扩大成不规则的长条形斑，褐色至黑褐色，

严重时叶柄直接枯萎腐烂，造成大量落叶；如果根部特别严

重，会直接造成整株死亡（图１）。

２．２　菌种分离培养菌落的形态特征
分离的５个菌株形态特征基本一致，在ＰＤＡ培养基平板

上形成圆形菌落，菌落为白色，绒毛状。培养基上菌落生长速

度较慢，７２ｈ后可见菌落直径大约２～３ｃｍ（图２）。培养３ｄ
左右，镜检后可看见明显的橘红色、黏质的分生孢子。分生孢

子单胞，无色，镰刀形，略弯曲，两端细胞稍尖，大小为

（１９．６～３９．４）μｍ×（３．５～５．０）μｍ（图３）。
　　对分离得到的５个菌株的形态初步鉴定得到一致的结
果，根据病原菌的形态特征，参照《真菌鉴定手册》的描述，初

步鉴定海南紫山药枯萎病的病原菌可能为尖孢镰刀菌。

２．３　病原菌的致病性
将纯化后的菌株重新接种到健康的无菌叶片或组培苗

上，回接５～９ｄ后，接种菌丝块、孢子悬浮液的山药叶片全部

发病，有伤口的叶片发病比无伤口的叶片早１～２ｄ，症状与田
间观察到的相同。对照不发病。用发病的病斑进行常规分

离，再次获得与原分离菌基本一致的病原菌，根据柯赫氏法

则，证明接种菌即为海南紫山药枯萎病的病原菌［６］。

２．４　病原菌ｒＤＮＡ－ＩＴＳ的序列分析及同源性比较
为进一步确定海南紫山药枯萎病菌是否为尖孢镰刀菌，

首先，对培养纯化的其中１个菌株 ＨＢ的菌块进行 ＤＮＡ提
取，并对提取的ＤＮＡ进行电泳检测，结果如图４所示，无明显
的拖尾现象，达到后期试验的要求［５］。其次，将达到要求的

ＤＮＡ产物进行 ＰＣＲ扩增，并对其进行电泳检测，得到１个大
小约５００ｂｐ的片段（图５），将ｒＤＮＡ－ＩＴＳ扩增产物送测序公
司测序。菌株序列经测定，全长为５２１ｂｐ，具体结果如下：ＧＣ
ＡＴＡＡＣＣＧＧＧＧＣＡＣＴＣＣＴＡＡＣＣＣＣＴＧＣＴＧＣＡＣＡＴＡＣＡＣＡＣＴＴＧ
ＴＴＧＣＣＴＣＧＧＣＧＧＡＴＣＡＧＣＣＣＧＣＴＣＣＣＧＧＴＡＡＡＡＣＧＧＧＡＣＧＧ
ＣＣＣＧＣＣＡＧＡＧＧＡＣＣＣＣＴＡＡＡＣＴＣＴＧＴＴＴＣＴＡＴＡＴＧＴＡＡＣＴＴＣ
ＴＧＡＧＴＡＡＡＡＣＣＡＴＡＡＡＴＡＡＡＴＣＡＡＡＡＣＴＴＴＣＡＡＣＡＡＣＧＧＡＴ
ＣＴＣＴＴＧＧＴＴＣＴＧＧＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＣＡＧＣＡＡＡＡＴＧＣＧＡ
ＴＡＡＧＴＡＡＴＧＴＧＡＡＴＴＧＣＡＧＡＡＴＴＣＡＧＴＧＡＡＴＣＡＴＣＧＡＡＴＣＴ
ＴＴＧＡＡＣＧＣＡＣＡＴＴＧＣＧＣＣＣＧＣＣＡＧＴＡＴＴＣＴＧＧＣＧＧＧＣＡＴＧＣ
ＣＴＧＴＴＣＧＡＧＣＧＴＣＡＴＴＴＣＡＡＣＣＣＴＣＡＡＧＣＡＣＡＧＣＴＴＧＧＴＧＴＴ
ＧＧＧＡＣＴＣＧＣＧＴＴＡＡＴＴＣＧＣＧＴＴＣＣＴＣＡＡＡＴＴＧＡＴＴＧＧＣＧＧＴ
ＣＡＣＧＴＣＧＡＧＣＴＴＣＣＡＴＡＧＣＧＴＡＧＴＡＧＴＡＡＡＡＣＣＣＴＣＧＴＴＡＣ
ＴＧＧＴＡＡＴＣＧＴＣＧＣＧＧＣＣＡＣＧＣＣＧＴＴＡＡＡＣＣＣＣＡＡＣＴＴＣＴＧＡ
ＡＴＧＴＴＧＡＣＣＴＣＧＧＡＴＣＡＧＧＴＡＧＧＡＡＴＡＣＣＣＧＣＴＧＡＡＣＴＴＡＡ
ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＧＴＣＣＧＧＡＧＧＡＡＡＧ。
　　将测得的 ＩＴＳｒＤＮＡ全序列输入 ＮＣＢＩ主页，应用 Ｂｌａｓｔ
软件进行同源性搜索，将该序列与已报道的１３０多个尖孢镰
刀菌序列进行同源性比较，结果都在９８％ ～９９％，并选择同
源性比较高的１３个菌株来构建系统发育树（图６）。
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　　由图６可知，在亲缘关系相近的前１３个序列中（其同源
相似系数均为９９％），都为尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）
的菌株，其中检测菌ＨＢ与登录号为 ＪＱ３０１８９８的遗传距离最
近，都在同一个分支，与其同源性也是９９％，仅有３个碱基的
差异。一般当１６ＳｒＤＮＡ系列相似性为９９％时，可能是新种
的比率为２０％ ～３０％［１０］，由此可判断菌株 ＨＢ属于镰刀菌。
再根据前面病原菌的形态、生理特性以及同源性比较的结果

可鉴定该病害的病原菌为尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）。
２．５　农药筛选结果

本试验针对所分离的枯萎病菌进行了１１种常用化学药
物的筛选，结果（表１）表明敌磺钠对其抑制效果最佳。
表１　１１种常用农药对紫山药枯萎病菌的抑菌效果筛选评价

农药名称
不同浓度农药抑菌圈直径（ｍｍ）
５００倍液 １０００倍液 １５００倍液

抑菌效

果评价

９０％丙环唑原药 ３０ ３０ ２９ －
８０％多菌灵可湿性粉剂 ３ ２ ２ ＋＋＋＋
６５％代森锌可湿性粉剂 ７ ６ ７ ＋＋
７２％甲霜·锰锌可湿性粉剂 ４ ４ ３ ＋＋＋
８０％代森锰锌可湿性粉剂 ５ ３ ３ ＋＋＋
７５％百菌清可湿性粉剂 ７ ６ ６ ＋＋
７０％甲基硫菌灵可湿性粉剂 ８ ６ ６ ＋＋
９５％敌磺钠可溶性粉剂 ２ ０ ０ ＋＋＋＋＋
５０％异菌脲可湿性粉剂 ３３ ３４ ３２ －
８０％福福锌可溶性粉剂 ９ ７ ６ ＋
７７％氢氧化铜可湿性粉剂 ３０ ３３ ３０ －

３　结论与讨论

通过对紫山药感病部位样品的采集，进行病原菌的分离、

培养、纯化及ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析，结合形态学鉴定，将紫山
药枯萎病的病原菌初步鉴定为头孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏ
ｒｕｍ）。对该种病菌进行了１１种农药筛选试验，结果敌磺钠
的抑菌效果最佳。
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