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　　摘要：为确定河北省张北地区马铃薯疮痂病的病原，从该地区疮痂病薯病斑上分离并经温室盆栽接种，确定了６
株病原菌菌株，结合菌株生物学特性和１６ＳｒＤＮＡ序列特征方法进行鉴定，结果表明，经１６ＳｒＤＮＡ序列聚类分析，菌株
ＺＪＫ－８５１与Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｃａｂｉｅｓ相似性为９９．６５％，菌株 ＺＪＫ－８５５与 Ｓ．ｄｉａｓｔａｔｏｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ相似性为９９．１５％，菌株
ＺＪＫ－８５４、０６－Ｄ、Ｍ１－２、Ｍ１－５与Ｓ．ｅｕｒｏｐａｅｉｓｃａｂｉｅｉ相似性分别为９９．７３％、９９．４４％、９９．５６％、９８．５０％；经生物学测
试发现，ＺＪＫ－８５１、０６－Ｄ、Ｍ１－２、Ｍ１－５不能利用阿拉伯糖、果糖、木糖为单一碳源。张北地区马铃薯疮痂病的病原
至少有３种。
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　　张北地区是河北省马铃薯主产区，目前，马铃薯疮痂病在
该地区种薯生产中发生较重，在商品薯生产过程中也时有发

生，带有疮痂病的种薯会随着调运而加速该病传播。感病薯

块的病斑初期表现为褐色斑点，随着薯块的膨大病斑不断扩

展开裂，中央细胞木栓化，呈现略凸起或凹陷的近圆形痂状斑

块，有时病斑连片形成不规则的斑块，严重时整个薯块均被侵

染，病斑覆盖整个薯块。感病马铃薯由于品质下降、商品价值

降低，直接给种植者造成经济损失［１］。此外，由于块茎表皮

组织被破坏，易被其他病原菌侵染，使块茎腐烂，造成更大的

损失。引起马铃薯疮痂病的病原种类较多，目前国外报道的

病原菌主要有 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｃａｂｉｅｓ、Ｓ．ａｃｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ、Ｓ．ａｕｒｅｏｆａ
ｃｉｅｎｓ、Ｓ．ｅｕｒｏｐａｅｉｓｃａｂｉｅｉ、Ｓ．ｌｕｒｉｄｉｓｃａｂｉｅｉ、Ｓ．ｎｉｖｅｉｓｃａｂｉｅｉ、Ｓ．ｐｕｎｉ
ｃｉｓｃａｂｉｅｉ、Ｓ．ｒｅｔｉｃｕｌｉｓｃａｂｉｅｉ、Ｓ．ｓｔｅｌｌｉｓｃａｂｉｅｉ、Ｓ．ｔｕｒｇｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ［２－５］，
并且还不断有新的致病种被报道［６－７］。我国已发现存在

Ｓ．ｓｃａｂｉｅｓ、Ｓ．ａｃｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ、Ｓ．ｔｕｒｇｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ、Ｓ．ｇａｌｉｌａｅｕｓ等疮痂
病原菌，还未见对张北地区马铃薯疮痂病原菌的报道。本研

究采集张北地区马铃薯疮痂病薯块，分离病原菌菌株，利用生

物学特征和１６ＳｒＤＮＡ序列进行分类，以明确张北地区马铃
薯疮痂病的病菌种类，为防控该病提供有力依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　样品采集　２０１２年，在河北省张北地区采集马铃薯
疮痂病症状明显的薯块，分装于洁净塑料袋中，带回实验室立

即进行病原菌的分离。

１．１．２　培养基　菌株分离与纯化采用燕麦琼脂培养基
（ＯＭＡ）；测试菌株培养采用高氏１号培养基；液体菌丝培养
采用胰蛋白胨大豆肉汤（ＴＳＢ）培养基。
１．１．３　主要试剂　Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、２×ＧＣｂｕｆｆｅｒ
Ⅱ、ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、ｐＧＥＭ －Ｔ
Ｅａｓｙ载体等均为ＴａＫａＲａ公司产品；大肠杆菌 ＤＨ５α感受态
细胞购自天根生化科技（北京）有限公司；溶菌酶为 Ｓｉｇｍａ公
司产品；ＴＳＢ、ＴＲＹＰＴＯＮＥ和 ＹＥＡＳＴＥＸＴＲＡＣＴ为 Ｂａｃｔｏ公司
产品；其他试剂均为国产分析纯。

１．２　菌株的分离纯化与孢悬液的制备
参照刘大群等的方法［８］，将病薯用蒸馏水洗净，用解剖

刀切取约５ｍｍ３病健交界处的薯块，于０．３％ ＮａＣｌＯ溶液中
浸泡约３０ｓ；取出切成１ｍｍ厚的小片，置于１．８％琼脂培养
基上２８℃培养７ｄ；挑取单菌落划线于含１ｍｇ／ＬＰｅｎｉｃｉｌｌｉｎＧ
的ＯＭＡ培养基进行纯化，连续纯化 ３次后，即得纯链霉菌
菌株。

挑取生长６ｄ的单菌落孢子，涂布于高氏１号培养基上
培养１０ｄ，用无菌水洗下孢子倒入离心管中，置于涡旋振荡器
上振荡１ｍｉｎ；经装有脱脂棉的注射器过滤后，转移至离心管
中４℃１００００ｇ离心１５ｍｉｎ，弃上清，加入无菌２０％甘油，充
分混匀后－２０℃保存。
１．３　菌株致病性检测

选用健康的马铃薯品种 Ｆａｖｏｒｉｔａ薯块，用清水洗净，表面
用７５％乙醇消毒，置于２８℃光照培养箱中催芽；待芽长约
１ｃｍ时取出切块，每块留１个芽眼；待薯块切口愈合后，播种
至蛭石和土壤以１∶１比例混配、直径约１５ｃｍ的花盆中，待
薯苗高约１０ｃｍ时，选取长势一致的植株进行接种试验。将
高氏１号培养基上生长１０ｄ的待测菌株孢子用无菌水洗下，
调整孢子悬浮液浓度至１０６ＣＦＵ／ｍＬ，采用灌根法接种，接种
量为每盆２００ｍＬ，设清水处理对照。每处理重复３次，待马
铃薯收获后检测疮痂病发病情况。

１．４　病原菌生物学特性测定
菌株碳源、氮源利用及敏感性测试等参照 Ｌａｍｂｅｒｔ等的
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方法［９－１０］，其他鉴定指标测定参照文献［１１］进行。
１．５　病原菌１６ＳｒＤＮＡ序列分析

各菌株菌丝培养和基因组的提取参照《ＰｒａｃｔｉｃａｌＳｔｒｅｐｔｏ
ｍｙｃｅｓＧｅｎｅｔｉｃｓ》中的方法［１２］进行，并置于－２０℃冰箱中保存
待用。

１．５．１　１６ＳｒＤＮＡ序列扩增和测序　根据 ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ已
报道的链霉菌１６ＳｒＤＮＡ序列设计引物，由华大基因科技有
限公司进行合成，引物序列为 Ｐ（ｕ）：５′－ＣＡＴＴＣＡＣＧ
ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣ－３′，Ｐ（ｄ）：５′－ＡＧＡＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣ
ＣＡＧＣＣ－３′。ＰＣＲ扩增体系为：ｄｄＨ２Ｏ２０．２μＬ、２×ＧＣｂｕｆｆｅｒ
Ⅱ２５μＬ、１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μＬ、引物Ｐ（ｕ）１μＬ、引物Ｐ（ｄ）
１μＬ、ＤＮＡ模板 １μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．８μＬ，总体积为
５０μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，
６２℃ 退火５０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃延伸
５ｍｉｎ。扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测，利用ＤＮＡ凝胶

回收试剂盒回收，扩增产物与 ｐＧＭ－Ｔ载体连接后转入大肠
杆菌ＤＨ５α，挑取阳性克隆送交华大基因进行测序。
１．５．２　系统发育树的构建　对测试菌株１６ＳｒＤＮＡ序列校
对，在ＧｅｎＢａｎｋ中进行 Ｂｌａｓｔ比对，选取同源性较高的登记菌
株１６ＳｒＤＮＡ序列作为参比序列，利用ＭＥＧＡ５．０软件进行多
重序列比对，构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　菌株致病性验证
采集的病薯经分离纯化后，共获得６株链霉菌菌株。温

室盆栽接种试验结果表明，所得６个菌株均能使马铃薯新生
薯块产生褐色坏死，其中，ＺＪＫ－８５１、ＺＪＫ－８５５菌株的病斑最
为典型，呈现略凸起的较大痂状病斑，ＺＪＫ－８５４、０６－Ｄ、
Ｍ１－２、Ｍ１－５菌株造成的病斑相对较小（图１）。

２．２　菌株生物学特征
６个测试菌株在高氏１号培养基上形态特征由表 １可

见：６株菌株的孢子丝呈螺旋状；菌株 ＺＪＫ－８５１、ＺＪＫ－８５４、
０６－Ｄ、Ｍ１－２、Ｍ１－５孢子呈灰色，菌株 ＺＪＫ－８５５孢子为灰
白色。ＺＪＫ－８５４、０６－Ｄ、Ｍ１－２、Ｍ１－５产生褐色可溶性色
素，ＺＪＫ－８５１、ＺＪＫ－８５５产生黄色可溶性色素。
６个菌株生理生化特征测试结果表明（表１）：ＺＪＫ－８５１、

０６－Ｄ、Ｍ１－２，Ｍ１－５不能以阿拉伯糖、木糖、果糖为单一碳
源，只有ＺＪＫ－８５５能以阿拉伯糖、木糖、果糖为单一碳源；在
被测的甲硫氨酸、羟脯氨酸和组氨酸中，６种菌株均能以这３
种氨基酸作为单一氮源；在敏感性测试中，６个菌株对
２０μｇ／ｍＬ链霉素和０．５μｇ／ｍＬ结晶紫均敏感，对１０ＩＵ／ｍＬ
青霉素都不敏感，ＺＪＫ－８５５对０．１％苯酚不敏感，其余５种菌
株对苯酚均敏感；６种菌株在 ｐＨ值为５．０时能生长；ＺＪＫ－
８５５不产生黑色素，其余５种菌株均产生黑色素，６种菌都不
产生可溶性色素。

２．３　１６ＳｒＤＮＡ扩增及系统发育树构建
采用《链霉菌操作手册》中的方法提取各菌株的基因组

ＤＮＡ，利用Ｐ（ｕ）和Ｐ（ｄ）引物对菌株基因组进行扩增，均能扩
出约１．５ｋｂ的目的片段（图２）。将条带分别回收、纯化，交
由华大基因测序，序列经校对，在 ＮＣＢＩ的 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中
进行Ｂｌａｓｔ分析，结果表明，６个菌株测得的序列均为链霉菌
１６ＳｒＤＮＡ序列。选取与测试菌株序列相似性较高的菌株作
为参比菌株构建系统发育树，选取的参比菌株为 Ｓ．ａｃｉｄｉｓｃａ
ｂｉｅｓ（ＡＹ６２１３７６）、Ｓ．ｂｏｂｉｌｉ（ＮＲ＿０４１１２１）、Ｓ．ｅｕｒｏｐａｅｉｓｃａｂｉｅｉ
（ＮＲ＿０４２７９０）、Ｓ．ｇａｌｉｌａｅｕｓ（ＮＲ＿０４０８５７）、Ｓ．ｇｒｉｓｅｕｓ（ＮＲ＿
０７４７８７）、Ｓ． ｓｃａｂｉｅｉＡＴＣＣ４９１７３（Ｄ６３８６２）、Ｓ． ｓｅｔｏｎｉｉ
（Ｄ６３８７２）、Ｓ．ｔｕｒｇｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ（ＮＲ＿０４０８２８）、Ｓ．ｄｉａｓｔａｔｏｃｈｒｏｍｏ
ｇｅｎｅｓＡＴＣＣ１２３０９（ＡＢ０２６２１８）、Ｓ．ｌｉｖｉｄａｎｓＴＫ２４、Ｓ．ａｌｂｕｌｕｓ
（ＡＢ０２４４４３）、Ｓ．ｇａｌｂｕｓ（ＮＲ＿０２６１７８）、Ｓ．ｃｈａｒｔｒｅｕｓｅｓ（ＮＲ＿
０４１２１６）、Ｓ．ｖｉｒｇｉｎｉａｅ（ＪＮ２０１９５０）。利用ＭＥＧＡ５．０软件对所有
菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列进行聚类分析，采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
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表１　６个菌株的生理生化特性

菌株
生物学特征 碳源利用

孢子链形态 孢子堆颜色 阿拉伯糖 棉籽糖 甘露醇 木糖 果糖 鼠李糖 葡萄糖 蔗糖 肌醇

ＺＪＫ－８５１ Ｓ Ｇ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋
ＺＪＫ－８５４ Ｓ Ｇ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＺＪＫ－８５５ Ｓ ＧＷ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
０６－Ｄ Ｓ Ｇ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋
Ｍ１－２ Ｓ Ｇ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋
Ｍ１－５ Ｓ Ｇ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋
Ｓ．ｓｃａｂｉｅｓ Ｓ Ｇ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋
Ｓ．ｇａｌｉｌａｅｕｓ Ｓ Ｇ － ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋
Ｓ．ａｃｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ Ｒｆ Ｗ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋
Ｓ．ｔｕｒｇｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ Ｒｆ Ｗ － ＋ － － － － ＋ ＋ ＋

菌株

氮源利用 敏感性测定

甲硫氨酸 羟脯氨酸 组氨酸
１０ＩＵ／ｍＬ
青霉素

０．１％苯酚 ２０μｇ／ｍＬ
链霉素

０．５μｇ／ｍＬ
结晶紫

最低生长

ｐＨ值
可溶性

色素

黑色素

产生

ＪＫ－８５１ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ５ － ＋
ＺＪＫ－８５４ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ５ － ＋
ＺＪＫ－８５５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ５ － －
０６－Ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ５ － ＋
Ｍ１－２ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ５ － ＋
Ｍ１－５ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ５ － ＋
Ｓ．ｓｃａｂｉｅｓ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ５ － ＋
Ｓ．ｇａｌｉｌａｅｕｓ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ５ － －
Ｓ．ａｃｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ４ Ｙ －
Ｓ．ｔｕｒｇｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ － ＋ ＋ ＋ － － － ５．５ － －

　　注：＋：产生或能生长，－：不产生或不能生长；Ｓ：螺旋状；Ｒｆ：直－柔曲状；Ｇ：灰色；Ｗ：白色；Ｙ：黄色。

Ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树，结果显示，菌株ＺＪＫ－８５１与Ｓ．ｓｃａ
ｂｉｅｓＡＴＣＣ４９１７３最为相近，相似性为９９．６５％；菌株ＺＪＫ－８５５
与Ｓ．ｄｉａｓｔａｔｏｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ较为相近，相似性为９９１５％；菌株
ＺＪＫ－８５４、０６－Ｄ、Ｍ１－２、Ｍ１－５聚为１支，与Ｓ．ｅｕｒｏｐａｅｉｓｃａ
ｂｉｅｉ亲缘关系最近，相似性分别为 ９９．７３％、９９４４％、
９９５６％、９８．５０％（图３）。

３　讨论

马铃薯疮痂病为土传病害，是近年来马铃薯生产上发生

和蔓延较快的病害之一，主要通过土壤和种薯在马铃薯种薯

运输过程中传播至新的地区。目前，马铃薯种薯流通主要受

市场经济调节，流向无明显规律，这是疮痂病分布复杂的原因

之一。另外，目前世界上已知疮痂病可由１０多种植物病原链
霉菌引起，造成的症状复杂多样［１３］，这也是导致该病害复杂

的原因。我国马铃薯疮痂病菌的组成也较为多样，存在 Ｓ．
ｓｃａｂｉｅｓ、Ｓ．ｇａｌｉｌａｅｕｓ、Ｓ．ｂｏｂｉｌｉ、Ｓ．ｔｕｒｇｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ、Ｓ．ａｃｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ
等多种病原菌［２，９］。康蓉等曾对甘肃马铃薯疮痂病病原进行

鉴定，发现甘肃省马铃薯疮痂病的病原有Ｓ．ｓｃａｂｉｅｓ和Ｓ．ｇｒｉ
ｓｅｕｓ［１４］。因此，只有明确当地疮痂病病原菌的种类和组成，才
能有针对性地采取防控措施。

在病原菌鉴定过程中，各生物学性状可能会出现少量指

标与文献报道不一致，因此，应选择尽可能多的生物学测试指

标进行系统分析。目前，核酸数据库中细菌１６ＳｒＤＮＡ序列
的数据信息日益完善，已成为细菌鉴定的重要参考依据。链

霉菌在鉴定时，１６ＳｒＤＮＡ序列是非常有力的依据，根据１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列就能将菌株进行初步鉴定。本研究结合各菌株的
生物学特征和１６ＳｒＤＮＡ序列特点，对河北省张北地区的６株
疮痂病原菌进行鉴定，发现利用１６ＳｒＤＮＡ序列可与Ｓ．ｓｃａｂｉ
ｅｓ、Ｓ．ｅｕｒｏｐａｅｉｓｃａｂｉｅｉ和 Ｓ．ｄｉａｓｔａｔｏｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ分别聚类，说明
张北地区的马铃薯疮痂病菌至少有３种。在生理生化测定
中，菌株 ＺＪＫ－８５１、０６－Ｄ、Ｍ１－２、Ｍ１－５不能利用阿拉伯
糖、果糖、木糖，与国际已报道的 Ｓ．ｓｃａｂｉｅｓ、Ｓ．ｅｕｒｏｐａｅｉｓｃａｂｉｅｉ
能利用这３种糖结果不一致，但是与中国参照菌株 Ｓ．ｓｃａｂｉｅｓ
结果相一致；菌株ＺＪＫ－８５５与 Ｓ．ｄｉａｓｔａｔｏｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ不能利
用木糖、阿拉伯糖的研究结果不一致，其原因可能与菌株地区

适应性和自身特性有关。

本研究分析的病原菌数量有限，所得结果只能作为该地

区病原的初步结论，将继续对张北地区进行全面调查，获得更

多菌株进行系统分析鉴定，为该地区马铃薯疮痂病的防治提

供准确信息。
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