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病毒紫外检测均呈典型核蛋白吸收曲线，透射电镜观察到类

似的病毒粒子，检测浓度在４．０９ｍｇ／ｍＬ以上。进一步使用３
种提纯病毒免疫新西兰大白兔，制备了３种病毒的抗血清。
经测定，制备的３种抗血清效价分别达１∶１２８００（ＷＹＭＶ）、
１∶２５６００（ＢａＹＭＶ）、１∶６４００（ＣＷＭＶ）。ＣＷＭＶ特异性较
强，同属的 ＷＹＭＶ与 ＢａＹＭＶ抗体存在较弱的血清学交叉反
应，为了避免检测中出现假阳性问题，笔者对检测样品及抗体

进行倍比稀释方阵试验，确定了能够避免交叉反应的稀释倍

数，建立了３种抗体的ＴＡＳ－ＥＬＩＳＡ检测方法，并对田间样品
进行了应用检测。虽然之前已有这３种病毒相关抗体的报
道［８－９］，但是制备抗体的毒源材料有差异，制备抗体的效价也

不同。应用笔者建立的３种抗体的ＴＡＳ－ＥＬＩＳＡ方法对田间
样品检测结果显示，３种病毒在江苏省均有分布，特别是
ＷＹＭＶ在江苏省７个县（市）均有分布，带毒率也较高，说明
ＷＹＭＶ对江苏省小麦的危害仍然存在。
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　　摘要：对红豆杉叶斑病进行病原鉴定，并研究其生物学特性和杀菌剂对其抑制作用。结果表明，该病原菌为交链
孢属真菌；该病原菌最适宜生长的碳源为可溶性淀粉，氮源为硝酸钠。菌丝适宜生长的温度范围较窄，最适菌丝生长

的温度是２８℃；菌丝适宜生长的ｐＨ值范围较广，在ｐＨ值２．５～１０．９之间均能生长；光周期对菌落生长的影响不大。
供试的杀菌剂中以百菌清的抑菌效果最好。
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　　云南红豆杉（ＴａｘｕｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓＣｈｅｎｇｅｔＬｕ）别称紫杉、赤
柏松，属红豆杉科乔木，产于云南西北部及西部、四川西南部

与西藏东部，是生产紫杉醇的主要树种［１－３］。云南红豆杉是

集用材、药用、绿化于一体的珍贵树种，特别是其紫杉醇含量

远远高于其他红豆杉树种［４］。紫杉醇具有抗癌活性，云南红

豆杉的野生资源比较少，人工培育红豆杉是目前获取紫杉醇

最可行、有效的途径［１，５］。为了更好地保护野生云南红豆杉

野生资源，大力培育后续产业，以满足市场对云南红豆杉资源

的需求，近年来在云南丽江、大理、楚雄和丘北等地建立了云

南红豆杉人工种植林。由于云南红豆杉的广泛栽培，病害发

生严重，尤其是云南红豆杉叶片叶斑病现象日趋普遍，影响了

树势生长及药用、观赏价值。分离与鉴定病原菌是开展云南

红豆杉抗病防治研究的基础。本试验从自然感病的云南红豆

杉上分离纯化得到１株对云南红豆杉具有寄生作用的真菌，
利用传统的形态学观察与现代分子生物学技术相结合的方

法，对云南红豆杉叶斑病病原菌进行了鉴定，并依据其形态特

点与培养性状进行了初步研究，为云南红豆杉叶斑病的防治
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奠定了基础，同时也为进一步了解该病害的发病规律提供了

一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　病原菌的分离
云南红豆杉叶斑病叶片采自云南省楚雄市西山，用组织

分离法分离病原菌，经科赫氏法鉴定其为云南红豆杉叶斑病

的病原，菌株编号为ｈｏｎｇｄｏｕｓｈａｎ０２。
１．２　病原菌的鉴定
１．２．１　形态学鉴定　利用显微镜观察纯化分离到的病原菌，
并对其进行形态鉴定。

１．２．２　病原菌 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列扩增和分析　用 ＣＴＡＢ法提
取病原菌全基因组 ＤＮＡ，进行 ＩＴＳ－ＰＣＲ扩增。引物序列为
ＩＴＳ４：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ －３′；ＩＴＳ５：５′－
ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′。ＰＣＲ反应体系总体积
２５μＬ，反应各成分终浓度为：Ｔａｑ酶 ０．０２Ｕ／μＬ、引物
０．４μｍｏｌ／Ｌ、ＤＮＡ模板 ２０ｎｇ／μＬ、ｄＮＴＰｓ０．４μｍｏｌ／Ｌ、２×
ＰＣＲ反应缓冲液。ＰＣＲ扩增程序为：９５℃预变性 ３ｍｉｎ；
９４℃ 变性３０ｓ，５２℃退火４５ｓ，７２℃复性４５ｓ，３０个循环；
７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。扩增产物送北京百泰克生物技术有限公
司测序，所得序列在ＮＣＢＩ上比对，下载与其相似性较高的序
列及其近似属的序列，用ＢｉｏＥｄｉｔ、ＣｌｕｓｔａｌＸ和ＭＥＧＡ４．１软件
采用ＮＪ法进行系统分析，构建系统进化树。
１．３　生物学特性研究［６－７］

１．３．１　不同碳源和氮源对菌落生长的影响　以察氏培养基
为基础培养基，分别以葡萄糖、甘油、Ｄ－果糖、Ｄ－半乳糖、乳
糖、可溶性淀粉等量取代其碳源；分别以硫酸铵、硝酸铵、甘氨

酸、Ｌ－苯丙氨酸、牛肉膏、蛋白胨取代氮源。每种培养基中
分别接种直径为５ｍｍ的菌块，２５℃恒温黑暗培养，５ｄ后用
“十”字交叉法测量菌落直径。每个处理设３个重复。
１．３．２　不同温度对菌落和分生孢子萌发的影响　取直径为
５ｍｍ的菌块接种于察氏培养基中央，分别在 ５、１０、１５、２０、
２５、２８、３０、３２、３５、４０、４５℃黑暗下恒温培养，５ｄ后测量菌落
直径。用无菌水制备菌悬液，滴于载玻片上，培养条件同菌落

培养，２４ｈ后镜检孢子萌发率，每次检１００个孢子。每个处理
设３个重复。
１．３．３　不同 ｐＨ值对菌落和分生孢子萌发的影响　将高压
灭菌后的察氏培养基ｐＨ值分别调为３．０、４．０、５．０、６．０、７．０、
８．０、９．０、１０．０、１０．９倒平板，取直径５ｍｍ的菌块接种于察氏
培养基中央，黑暗条件下２５℃培养５ｄ后测量菌落直径。用
０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠和０．２ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液将分生孢
子悬浮液 ｐＨ值调配为 ３．０、４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、
１００、１０．９，置于２５℃恒温箱黑暗培养，２４ｈ后镜检萌发率，
每次检１００个孢子。每个处理设３个重复。
１．３．４　不同光照处理　取直径为５ｍｍ的菌块接种于察氏
培养基中央，分别置于２４ｈ光照、１２ｈ／１２ｈ光暗交替、２４ｈ黑
暗环境中，２５℃培养５ｄ后测量菌落直径。用无菌水制备菌
悬液，滴于载玻片上，培养条件同菌落培养，２４ｈ后镜检孢子
萌发率，每次镜检１００个孢子。每个处理设３个重复。
１．４　不同杀菌剂对菌落生长的影响

将代森锰锌、百菌清、敌克松、 霜·锰锌和扑海因用无

菌水按其常用倍数稀释，每１０ｍＬ培养基中加入１ｍＬ药液制
成含药液的平板，对照组加入等量无菌水。取５ｍｍ菌块置
于察氏培养基平板中央，２５℃黑暗培养５ｄ后测量菌落直径。
每个处理设３个重复。

２　结果与分析

２．１　云南红豆杉病原菌的鉴定
２．１．１　形态学鉴定　该病主要发生在叶部，发病初期叶片中
部出现多个黄褐色病斑，病斑边缘黑色，随着病情的发展，可延

伸至整个叶片，使叶片枯萎死亡。在ＰＤＡ培养基上，２８℃培养
６ｄ菌落直径达４ｃｍ，菌落青灰色相间，圆形、规则，边缘整齐，
菌丝絮状，培养一段时间后可看到培养皿盖上有水珠；背面轮

纹状，中心圆褐色，外围一环黄色；菌落生长缓慢（图１）。菌丝
有隔，淡褐色，产孢细胞孔生式产孢，合轴式延伸或有时不再延

伸；分生孢子多串生（向顶系列），有的单生，卵形或倒棍棒形，

具喙，淡橄榄褐至橄榄褐色或褐色，光滑，具横隔膜及纵向隔

膜，大小（２．４～６．２）μｍ×（２．９～７．１）μｍ（平均２．６５μｍ×
６６５μｍ）。分生孢子顶端或喙部，常孔生式产生新的分生孢
子，如此联系产生，形成分枝或不分枝的孢子链（图２、图３）。
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２．１．２　病原菌 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析　将 ｈｏｎｇｄｏｕｓｈａｎ０２菌
株的５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列在ＮＣＢＩ里进行序列比对，结果显
示ｈｏｎｇｄｏｕｓｈａｎ０２与交链孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）、白菜黑斑病菌
（Ａ．ｂｒａｓｓｉｃａｅ）、烟草赤星病菌（Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ）和 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＡｌ
ｔｅｒｎａｒｉａｃｌｏｎｅ同源性最高，下载它们的序列，以 Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａ
ｃａｓｓｉｉｃｏｌａ为外群，用ＢｉｏＥｄｉｔ、ＣｌｕｓｔａｌＸ和ＭＥＧＡ４．１软件采用
ＮＪ法进行系统分析，构建系统进化树（图４）。结果显示，与
其遗传距离较近的有４个种，属内节点支持率为１．００，结合
其形态特征的观察研究，供试菌株 ｈｏｎｇｄｏｕｓｈａｎ０２为丝孢纲
（Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔｅｓ）丝孢目（Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ）暗色孢科（Ｄｅｍａｔｉ
ａｃｅａｅ）交链孢属［８－１６］，病原菌的种待定。

２．２　不同氮源和碳源对ｈｏｎｇｄｏｕｓｈａｎ０２菌落生长的影响
试验结果（表１）表明，该菌对供试的７种氮源和碳源均

能利用，菌落在不同氮源和碳源培养基上生长速度有明显差

异。最适该菌生长的氮源是硝酸钠，与牛肉膏、蛋白胨和甘氨

酸差异不显著，与其他氮源差异显著（Ｐ＜０．０５）。最适该菌
生长的碳源是可溶性淀粉，与蔗糖和 Ｄ－半乳糖差异显著
（Ｐ＜００５），与其他碳源差异不显著。

表１　不同氮源和碳源对ｈｏｎｇｄｏｕｓｈａｎ０２菌株生长的影响

氮源
菌落直径

（ｃｍ） 碳源
菌落直径

（ｃｍ）

硫酸铵 ３．１５±０．０３ｄ 葡萄糖 ４．００±０．１４ａ
硝酸铵 ４．１５±０．１１ｃ Ｄ－果糖 ４．３０±０．０６ａ
甘氨酸 ４．４０±０．０３ａｂ 甘油 ４．２５±０．０３ａ
Ｌ－苯丙氨酸 ３．３７±０．０４ｄ Ｄ－半乳糖 １．７３±０．０２ｃ
牛肉膏 ４．５０±０．０６ａｂ 乳糖 ３．３０±０．１０ａ
蛋白胨 ４．４７±０．０７ａｂ 可溶性淀粉 ４．３２±０．０６ａ
硝酸钠 ４．７０±０．２０ａ 蔗糖 ４．１２±０．１２ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．３　不同光照对ｈｏｎｇｄｏｕｓｈａｎ０２菌株生长的影响
通过２４ｈ光照、１２ｈ光／暗交替、黑暗培养，结果（图５）

表明，有无光照对菌落生长的影响差异不显著。

２．４　不同温度对ｈｏｎｇｄｏｕｓｈａｎ０２菌株生长的影响
试验结果（图６）表明，该病原菌所能适应的温度范围较

窄，只能在１５～３０℃范围内生长，最适的生长温度是２８℃，
与２５℃处理差异显著（Ｐ＜０．０５），与其他处理差异极显著
（Ｐ＜０．０１）。该病原菌在５、１０、３２℃及以上温度不能生长。

２．５　不同ｐＨ值对ｈｏｎｇｄｏｕｓｈａｎ０２菌株生长的影响
试验结果（图７）表明，菌丝生长适应的 ｐＨ值范围较广，

在ｐＨ值２．５～１０．９之间均能生长，不同的ｐＨ值条件下菌丝
的生长差异不显著。

—８４１— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１１期



２．６　不同杀菌剂对菌株生长的影响
试验结果（图８）表明，与对照相比，５种广谱杀菌剂对该

菌的生长均有抑制作用。百菌清对该菌的抑制效果最好，随

后依次是扑海因、 霜·锰锌、代森锰锌，效果最差的是敌克

松。百菌清的抑菌效果和扑海因差异不显著，与 霜·锰锌

差异显著，与敌克松和代森锰锌差异极显著。

３　结论与讨论

３．１　病原菌的分离鉴定
云南红豆杉更新能力差，对生长环境有较高要求，天然分

布区域狭窄，生长缓慢，对生存空间竞争能力差。为了满足市

场对云南红豆杉资源的需求，近年来云南省多个地区已进行

大量的人工栽培。本研究通过对云南红豆杉叶斑病病原菌进

行分离纯化，利用形态学特征观察并结合分子生物学手段进

行分析鉴定［１１－１２］，结果表明，两者的鉴定结果相互吻合一致，

初步推测病原菌为交链孢属真菌。

３．２　病原菌生物学特性研究
本研究结果表明，该菌对供试的７种氮源和碳源均能利

用，菌落在不同氮源和碳源培养基上生长速度有明显差异，最

适该菌生长的的氮源是硝酸钠，最适该菌生长的碳源是可溶

性淀粉。该病原菌适宜生长的温度范围较窄，最适菌丝生长

的温度是２８℃，在５、１０、３２℃及以上温度条件下停止生长；
菌丝适宜生长的ｐＨ值范围均较广，在ｐＨ值２．５～１０．９之间

均能生长；有无光照对菌落生长影响不显著。

３．３　广谱杀菌剂对该菌生长的影响
在本研究中５种广谱杀菌剂对该菌落的生长均有抑制作

用。百菌清对该菌的抑制效果最好，随后依次是扑海因、

霜·锰锌、代森锰锌，效果最差的是敌克松。该菌的生物学特

性研究都是在实验室中进行，相对于人工大面积种植时复杂

的生长环境，实验室的环境相对单一。因此，要确定该病害的

生物学特性，哪一种杀菌剂对该菌的抑制作用最好，还有待进

一步的大田试验研究。
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