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　　摘要：采用ｃｈｅｌｅｘ－１００法提取内蒙古地区４种白粉菌的基因组ＤＮＡ，扩增其ｒＤＮＡ内转录间隔区序列 ＩＴＳ，连接
载体测序，并基于ＩＴＳ序列进行亲缘关系分析。结果表明，４种白粉菌形成３个进化距离较远的分支；寄生在豌豆和田
旋花上的豌豆白粉菌和旋花白粉菌的ＩＴＳ序列紧密聚在１支，其亲缘关系较近，同属白粉菌属；寄生在紫花苜蓿上的
托罗斯内丝白粉菌和寄生在山桃上的三指单囊白粉菌各自成１支，与形态学分类结果相一致。ＩＴＳ序列可用于内蒙
古地区白粉菌分类鉴定研究。
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　　白粉菌（ｐｏｗｄｅｒｙｍｉｌｄｅｗｓ）是重要的植物病原菌，目前至
少报道了２５个属８７３种，其中，有性型１６个属，无性型９个
属［１］，由白粉菌引起的植物病害统称为白粉病。白粉病在世

界各地均有发生，寄主植物至少有１６１７属９８３８种被子植
物［２］。近年来，我国由于玻璃温室、塑料大棚和密植等栽培

模式和耕作制度的改变，为作物白粉病的发生创造了良好的

环境，常常造成瓜果、蔬菜和花卉等白粉病的大流行，白粉病

发生相当普遍和严重，给农业生产带来重大的经济损失。在

许多地区，如芍药、醉蝶花、荷兰菊等观赏花卉白粉病的发病

率几乎达到１００％，林木和牧草白粉病更是随处可见。
内蒙古自治区是典型的的中温带季风气候地区，植物种

类复杂多样，为专性寄生的白粉菌提供了优越的生长发育条

件，通过经典分类方法已鉴定出白粉菌 １０属１２３个种和变
种，寄主植物多达５８科２１１属４００多种和变种［３］。农业是内

蒙古的主要产业之一，为避免白粉菌对农业造成的经济损失，

对内蒙古自治区农作物白粉菌进行系统分类研究很有必要。

近几年，随着分子生物学的发展，对白粉菌系统分类研究已由

传统的经典分类向分子生物方法分类过渡。本试验对内蒙古

自治区采集的白粉菌样本进行ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析及比对，
构建白粉菌系统发育树，从分子系统学角度探讨不同白粉菌

之间的亲缘关系，以期为白粉菌的分类鉴定及系统发育等方

面的研究提供依据，为该地区植物白粉病的有效防治及物种

多样性的研究提供科学依据及资料。

１　材料与方法

１．１　菌种样本采集
在内蒙古自治区采集４种白粉菌样本，寄主分别是豌豆

（标本号：ＣＦＳＺ５１５９）、田旋花（样本号：ＣＦＳＺ７２４９）、紫花苜蓿

（样本号：ＣＦＳＺ７２５３）、山桃（样本号：ＣＦＳＺ７２５７），保存于赤峰
学院生命科学学院菌物实验室。

１．２　白粉菌孢子收集
白粉菌是专性寄生菌，只在活体寄主上生存，因此，将病

菌样本尽快带回实验室，在新鲜寄主植物表面，用灭菌的解剖

针在显微镜下挑取大概数百个分生孢子，将其置于１．５ｍＬ离
心管中－２０℃冰箱中保存，以备提取基因组ＤＮＡ。
１．３　主要试剂

Ｃｈｅｌｅｘ－１００，购自美国伯乐公司；Ｔａｑ酶、ＸｂａｌⅠ、ＨｉｎｄⅢ、质
粒ＤＮＡ提取试剂盒、ＰＣＲ产物纯化试剂盒和 ｐＭＤ１８－Ｔ
Ｖｅｃｔｏｒ，均购自大连宝生物公司；通用引物 ＩＴＳ１：５′－ＴＣＣＧ
ＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′、ＩＴＳ４：５′－ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ－３′、ＩＴＳ５：５′－ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－
３′、ＩＴＳ６：５′－ＡＧＧＴＡＡＴＣＣＣＧＧＴＴＧＧＴＴＴＣ－３′［４］，均由大连宝
生物公司合成。

１．４　白粉菌基因组ＤＮＡ的提取
选取数百个分生孢子置于１．５ｍＬ离心管中，加入５０μＬ

５％ Ｃｈｅｌｅｘ－１００，５６℃温育数小时；涡旋振荡仪剧烈振荡，沸
水浴８ｍｉｎ；再次剧烈振荡，１５０００ｇ离心５ｍｉｎ；上清移入另
一离心管中，－２０℃保存备用［５］。

１．５　ＩＴＳ序列的ＰＣＲ扩增
采用巢式ＰＣＲ方法，以提取的基因组 ＤＮＡ作为模板进

行ＰＣＲ扩增。一次ＰＣＲ总体积为５０μＬ，反应参数为：９４℃
２ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，循环 ３０次；７２℃
１０ｍｉｎ。二次ＰＣＲ总体积为５０μＬ，反应参数为：９４℃２ｍｉｎ；
９４℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，循环３０次；７２℃ １０ｍｉｎ。
将ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳检测。
１．６　ＰＣＲ产物的克隆及序列测定

ＰＣＲ产物的回收与纯化参照ＴａＫａＲａＤＮＡＦｒａｇｍｅｎｔＰｕｒｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒说明进行，并与 ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接转化
于ＤＨ５α感受态细胞，用ＰＣＲ法和 ＸｂａｌⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切法
筛选阳性克隆菌株，送大连宝生物生物技术有限公司测序。

１．７　ＩＴＳ序列的生物信息学分析
利用ＣｌｕｓｔａｌＸ程序将４种不同植物白粉病菌的ＩＴＳ序列
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匹配排列，用 ＭＥＧＡ６．０软件对序列进行比对分析，基于
ｋｉｍｕｒａ－２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ双参数模型，采用邻近距离法（ＮＪ法）
构建系统进化树以推演系统发生关系，同时，采用 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
法，经１０００次循环检验系统进化树的可靠性。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增结果
由图１、图２可见，采用真菌通用引物ＩＴＳ５和ＩＴＳ６作为外

引物，ＩＴＳ１和ＩＴＳ４作为内引物，对４种白粉菌基因组ＤＮＡ进
行扩增，均得到６００ｂｐ左右的 ＤＮＡ片段。测序结果表明，该
片段包括了完整的核糖体内转录间隔区ＩＴＳ１和ＩＴＳ２序列、部
分１８ＳｒＤＮＡ、全部５．８ＳｒＤＮＡ序列及部分２８ＳｒＤＮＡ序列。
２．２　白粉病菌ＩＴＳ序列分析和进化树的构建
　　将已测得的序列去掉５′和３′端的载体序列，得到４种白
粉菌的ＩＴＳ序列，用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件中Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ程序对ＩＴＳ序
列进行多重比对，结果由表１、图３可见，４种白粉菌部分１８Ｓ
ｒＤＮＡ、全部５．８ＳｒＤＮＡ序列和部分２８ＳｒＤＮＡ序列非常保
守，而内转录间隔区ＩＴＳ１和ＩＴＳ２序列变化较大。基于ＩＴＳ序
列，利用ＭＥＧＡ６．０对４种白粉菌进行系统发育分析和进化
树的构建，由图４可见，４种白粉菌形成３个进化距离较远的
大分支；寄生在豌豆（ＣＦＳＺ５１５９）和田旋花（ＣＦＳＺ７２４９）上的
白粉菌遗传距离较小，亲缘关系较近，其 ＩＴＳ序列紧密聚在１
支；寄生在紫花苜蓿（ＣＦＳＺ７２５３）上的托罗斯内丝白粉菌和寄
生在山桃（ＣＦＳＺ７２５７）上的三指单囊白粉菌各自成１支，ＩＴＳ
序列分析结果与其在形态学上的分类结果相一致。

表１　４种白粉菌ＩＴＳ序列分析

白粉菌种类 标本号 寄主
序列（ｂｐ）

总长 １８Ｓ ＩＴＳ１ ５．８Ｓ ＩＴＳ２ ２８Ｓ
豌豆白粉菌（Ｅｒｙｓｉｐｈｅｐｉｓｉ） ＣＦＳＺ５１５９ 豌豆 ６４８ １～３１ ３２～２５２ ２５３～４０６ ４０７～５９２ ５９３～６４８
旋花白粉菌（Ｅｒｙｓｉｐｈｅｃｏｎｖｏｌｖｕｌｉ） ＣＦＳＺ７２４９ 田旋花 ６４７ １～３１ ３２～２５０ ２５１～４０４ ４０５～５９１ ５９２～６４７
托罗斯内丝白粉菌（Ｌｅｖｅｉｌｌｕｌａｔａｕｒｉｃａ） ＣＦＳＺ７２５３ 紫花苜蓿 ６４８ １～３１ ３２～２４１ ２４２～３９６ ３９７～５９２ ５９３～６４８
三指单囊白粉菌（Ｐｏｄｏｓｐｈａｅｒａｔｒｉｄａｃｔｙｌａ） ＣＦＳＺ７２５７ 山桃 ５６７ １～３１ ３２～２０９ ２１０～３６３ ３６４～５１１ ５１２～５６７

３　结论

本研究对来自于内蒙古自治区不同属的４种白粉菌进行
ＩＴＳ序列克隆，已成功克隆出白粉菌的ＩＴＳ序列包括内转录间
隔区ＩＴＳ１和ＩＴＳ２、部分１８ＳｒＤＮＡ、全部５．８ＳｒＤＮＡ序列及部
分２８ＳｒＤＮＡ序列。通过序列对比分析发现，部分１８ＳｒＤＮＡ、
全部５．８ＳｒＤＮＡ序列和部分２８ＳｒＤＮＡ序列核糖体编码区非
常保守，适合亲缘关系较远的类群分析［６］，而ＩＴＳ１和 ＩＴＳ２变
化较大，可用于亲缘关系较近类群的分析。基于 ＩＴＳ序列比
对，利用ＭＥＧＡ６．０对４种白粉菌进行系统发育分析和进化
树的构建，内蒙古自治区４种白粉菌种属间亲缘关系的结果
与传统的形态学分类结果相一致，这表明 ＩＴＳ序列可用于白
粉菌属内和属间的亲缘关系和分类分析。

本研究获得了一种通过扩增ＩＴＳ序列进行亲缘关系和分
类分析快速而有效的方法，这为内蒙古自治区白粉菌分子系

统学的研究和植物白粉病的防治，提供了理论参考和相关

依据。
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